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RESUMO

O advento das vacinas pneumocécicas conjugadas veio contribuir de forma decisiva
para a reducédo da incidéncia dos casos de doenca invasiva por S. pneumoniae em
varios paises do mundo. Em contrapartida, tem-se verificado um aumento de casos
decorrentes de sorotipos ndo vacinais, que escapam da vacina e reduzem o0 seu
efeito a partir da expansdo de clones pré-existentes com consequente substituicao
de sorotipos e/ou do fendmeno de troca capsular (capsular switching). No Brasil, a
vacina conjugada 10-valente (PCV10) foi introduzida no calendario nacional de
imunizacao a partir de 2010. Este estudo teve como objetivo caracterizar através de
técnicas fenotipicas e moleculares o0s sorotipos ndo-vacinais (SNVT) de
S.pneumoniae, isolados de pacientes com meningite nos periodos anterior
(janeiro/2008 - junho/2010) e posterior (julho/2010 - dezembro/2012) a
implementacédo da vacina pneumocdcica conjugada 10-valente (PCV10), na cidade
de Salvador, Bahia. Os isolados de S. pneumoniae foram identificados através de
métodos microbiologicos classicos e a determinacdo do tipo capsular foi realizada
através da técnica de Multiplex-PCR e/ou reacdo de Quellung. A sensibilidade a oito
antimicrobianos foi realizada através da técnica de microdiluicio em caldo e a
caracterizagdo genotipica por intermédio das técnicas de PFGE e MLST. Foram
identificados 170 casos de meningite pneumocdcica durante a vigilancia
epidemioldgica realizada no Hospital Couto Maia, em Salvador, com 148
apresentando cultura positiva para S. pneumoniae a partir do liquor e/ou
hemocultura. A incidéncia da meningite pneumocécica reduziu de 0,9/100.000
habitantes (2008) para 0,36/100.000 habitantes (2012). No periodo pré-vacinal, os
SNVT mais frequentes foram: 3 (n=6; 12%), 19A (n=4; 8%), 6A (n=4, 8%); no
periodo pés-vacinal os SNVT 12F (n=6; 22,2%), 10A (n=3; 11,1%), 15B (n=2; 7,4%)
e 18B (n=2; 7,4%) foram os mais frequentes. Cerca de 78% dos isolados
apresentaram resisténcia a um ou mais antibiéticos. A néo susceptibilidade a
penicilina foi encontrada nos sorotipos 19A (3 isolados), 9N (1 isolado) e 12F (1
isolado). Por PFGE, foi observada uma grande diversidade genética com a maioria
(66,2%) dos isolados pertencendo a grupos néo clonais. O grupo clonal X foi
composto por dois isolados do sorotipo 19A (ST2878), do periodo pré-vacinal, ndo
susceptivel a penicilina. A técnica de MLST realizada em 26 isolados permitiu a
identificacdo de quatro novos STs e apresenca de STs (ST180, ST193 e ST218)
genotipicamente semelhantes aos clones mundiais Netherlands®-31, Greece®’-30 e
Denmark'?"-34. E necessaria a continuidade da vigilancia epidemiolégica da
meningite pneumocaocica, visando avaliar os efeitos benéficos da vacinacdo e a
dindmica da distribuicdo de sorotipos em nossa regiéo.

Palavras-chave: S. pneumoniae, PCV10, Sorotipos nao-vacinais, Clones, Meningite,
Vigilancia epidemiologica, Resisténcia a antimicrobianos.
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ABSTRACT

The licensure and subsequent widespread use of pneumococcal conjugate vaccines
have contributed for the reduction in the overall incidence of invasive pneumococcal
disease worldwide. However, the emergence of Streptococcus pneumoniae
nonvaccine serotypes (SNVT), which escape from the vaccine by the expansion of
pre-existing clones following serotype replacement and/or by capsular switching is a
matter of concern. In 2010, Brazil introduced the 10-valent conjugate pneumococcal
vaccine (PCV10) into its routine National Immunization Program. Our aim was to
characterize the phenotypic and genotypic profile of S. pneumoniae non-vacine
serotypes (SNVT) isolated from patients with meningitis before (January 2008 — June
2010) and after (July 2010 — December 2012) the introduction of PCV10 in Salvador,
Bahia. The pneumococcal isolates were identified by classical microbiological
methods and submitted to capsular deduction by multiplex-PCR and/or Quellung
reaction. The antimicrobial susceptibility was performed the broth microdilution
method. The genotypic profile was assessed by PFGE and MLST. We identified 170
cases of pneumococcal meningitis during the epidemiological surveillance at the
Hospital Couto Maia, in Salvador, with 148 showing positive culture for S.
pneumoniae from the cerebrospinal fluid and/or blood culture. The incidence of
pneumococcal meningitis decreased from 0.9/100.000 (2008) to 0.36/100.000
inhabitants (2012). In the pre-vaccine period the most frequent SNVT were: 3 (n=6,
12%), 19A (n=4, 8%), 6A (n=4, 8%). In the post-vaccine period, the SNVT 12F (n=6,
22.2%), 10A (n=3, 11.1%), 15B (n=2, 7.4%) and 18B (n=2, 7.4%) were the most
prevalent. About 78% of the isolates were resistant to one or more antibiotics. The
non-susceptibility to penicillin was found among serotypes 19A (3 isolates), 9N (1
isolate) and 12F (1 isolate). By PFGE, a wide genetic diversity was found with the
majority of the isolates (66.2%) belonging to non-clonal groups. The clonal group X
comprised two isolates of the serotype 19A (ST2878) from the pre-vaccine period
presenting non-susceptibilty to penicillin. MLST assay performed in 26 isolates
allowed the identification of four new STs and the presence of STs (ST180, ST193
and ST218) with genotipic similarities of the worldwide clones Netherlands®-31,
Greece?-30 and Denmark*?"-34. Continued surveillance studies are necessary to
evaluate the benefits of vaccination and the serotype dynamics in our region.

Keywords: S. pneumoniae, PCV10, Non-vaccine serotypes, Clones, Meningitis,
Surveillance, Antimicrobial resistance
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1. O micro-organismo

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) constitui um dos mais importantes
patégenos das infec¢cdes do trato respiratorio, tanto em paises industrializados
quanto em desenvolvimento, acometendoprincipalmente criancas, idosos e
individuos inumocomprometidos. Os pneumococos podem causar infec¢des do trato
respiratorio superior, com importantes manifesta¢des clinicas, como otite e sinusite,
bem como doencas invasivas mais graves tais como pneumonia, septicemia e
meningite (BRICKS e BEREZIN, 2006; LYNCH e ZHANEL, 2010)

O pneumococo apresenta-se como cocos Gram positivos, com um diametro
de 0,5-1,25 um, dispondo-se aos pares ou em cadeias curtas, com as bordas em
formato lanceolar, denominada “chama de vela” ou “lanceta” (Figura 1). Sé&o
bactérias anaerébicas facultativas, catalase-negativas, fastidiosas, com crescimento
ideal em atmosfera de 5% de didéxido de carbono e temperatura de 35 - 37 °C. Em
meio liquido, S. pneumoniae replica-se em cadeias; em meio sélido, forma coldnias
alfa-hemoliticas. Os pneumococos produzem uma hemolisina que quebra a
hemoglobina em um pigmento esverdeado, fazendo com que as colonias sejam
circundadas por uma zona esverdeada durante o crescimento em placas de agar
sangue (WHO/IVB, 2011).

A identificacdo laboratorial classica do pneumococo é realizada através da
visualizacéo do aspecto morfologico das colbnias, por coloracdo de Gram e por meio
do teste de sensibilidade a optoquina, no qual apresenta um halo de sensibilidade
maior ou igual a 14 mm, podendo, entretanto, ocorrer cepas resistentes. E utilizado,
ainda, o teste de solubilidade a bile, na qual o pneumococo apresenta um

mecanismo de autolise na presencga de sais biliares (WHO/IVB, 2011) (Figura 1).
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Figura 1 — 1A: Coloragdo de Gram, evidenciando cocos Gram positivos agrupados
aos pares em formato de “chama de vela” ou lanceta; 1B: Colbnias de Streptococcus
pneumoniae em meio Agar + 5% de sangue de carneiro desfibrinado apresentando zona
esverdeada proveniente da alfa hemdlise; 1C: do teste de sensibilidade a optoquina, no qual
apresenta um halo de sensibilidade maior ou igual a 14 mm; 1D: O teste de solubilidade a
bile, na qual o pneumococo apresenta um mecanismo de autolise na presenca de sais
biliares (controle positivo).
*Fonte:http://www.gettyimages.com/detail/photo/bacteria-streptococcus-pneumoniae-a-gram-
high-res-stock-photography/vis228631. Adaptado: Coloragcdo de Gram.
*Fonte:http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas praticas/modul
04/id_stre5.htm. Adaptado: Prova Bioquimica da Bile Solubilidade.

** Arquivo proprio

A estrutura celular do pneumococo é caracterizada por uma membrana com
dupla camada lipidica, envolvida por uma parede bacteriana composta de
peptidoglicano associado ao polissacarideo C e uma capsula polissacaridea que

reveste o micro-organismo(KADIOGLU et al., 2008; TRABULSI e et al., 2008).


http://www.gettyimages.com/detail/photo/bacteria-streptococcus-pneumoniae-a-gram-high-res-stock-photography/vis228631
http://www.gettyimages.com/detail/photo/bacteria-streptococcus-pneumoniae-a-gram-high-res-stock-photography/vis228631
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_praticas/modulo4/id_stre5.htm
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_praticas/modulo4/id_stre5.htm

1.2 Breve Histoérico

Esta bactéria foi descoberta por dois pesquisadores quase que
simultaneamente, Sternberg em setembro de 1880 nos Estados Unidos e Pasteur em
dezembro do mesmo ano na Franca, através do isolamento do microorganismo em
ratos inoculados com saliva humana. Foi inicialmente nomeado como "Micrococcus
Pasteuri, Sternberg”. Apds alguns anos, passou a ser chamado de Streptococcus
pneumoniae, “Streptococcus” por apresentar pelo método do Gram a mesma estrutura
dos estreptococos e “pneumoniae” por ser considerado agente etioldgico da
pneumonia. Posteriormente, foi relacionada com pneumonia, por Carl Friedlander em
1882 quando examinava cortes histologicos de pulmdes de oito pacientes e logo
depois outros pesquisadores relacionaram esse patdbgeno com outras patologias como

meningite, artrite, bacteremia e sinusite (AUSTRIAN, 1985; HENRICHSEN, 1999).

N&o podemos deixar de mencionar, a importancia dos pneumococos hos
experimentos de Grifth em 1928 na descoberta do fendbmeno da transformacao
(GRIFFITH, 1928), e de Avery, McLeod e McCarty, demonstrando, em 1944, que 0s
acidos nucleicos e ndo as proteinas sdo as substancias responsaveis pela

informacéo genética (AVERY e et al., 1944).



1.3 Epidemiologia

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), em 2000, S.
pneumoniae foi responsavel por cerca de 14,5 milhdes de casos, com 735.000
Obitos entre criancas HIV negativo menores de 5 anos de idade, sendo a maioria

procedentes de paises em desenvolvimento.

<10
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Figura 2 - Estimativa global da taxa de mortalidade para cada 100.000 criancas HIV-
negativas, com idade inferior a cinco anos a cada ano.
Fonte:http://www.who.int/immunization _monitoring/burden/Pneumo_hib_estimates 2000/en/i
ndex.html. Adapatacdo: WHO, 2000.

Em 2008, a WHO estimou 541.0000bitos causados pelo pneumococo,
representando 5% de todas as mortalidades em criangcas menores de 5 anos (WHO,

2008).

Na América Latina, dados da vigilancia de base laboratorial estabelecida pelo
Sistema Regional de Vacinas (SIREVA), revelaram que o periodo entre 2000 — 2010

entre as doencas pneumococicas, S. pneumoniae foi responsavel por 62% dos


http://www.who.int/immunization_monitoring/burden/Pneumo_hib_estimates_2000/en/index.html
http://www.who.int/immunization_monitoring/burden/Pneumo_hib_estimates_2000/en/index.html

casos de meningites, seguindo por pneumonia (22,3%), sepse/bacteremia (14,2%) e
outras (artrite séptica, peritonite, celulite, osteomielite, abscesso) (1,5%)

(CASTANEDA et al., 2010).

Entre os paises da América Latina, a pneumonia é considerada o principal
agravo das doencas pneumocécicas, apresentando taxas de 51,5%, 26,0%% e
75,2%, na Argentina, Colébmbia e Paraguai, respectivamente, seguido da meningite,
que apresenta taxas de 22,1%, 19,8% e 8,5% nos mesmos paises, respectivamente.

(CASTANEDA et al., 2012)

Apés a introducao da vacina conjugada para Haemophillus influenzae sorotipo
b (Hib) em 1999, no calendario vacinal do Brasil, 0 pneumococo persistiu como a
segunda causa mais comum de meningite, com uma taxa de incidéncia de 10
casos/100.000 habitantes em criancas com até 1 ano de idade e com taxa de
letalidade de 27,5% para a populagéo total (BRANDILEONE et al., 2003). Dados do
SIREVA revelaram que no Brasil, no periodo de 2012, S. pneumoniae foi
responsavel por 44,8% dos casos de meningite, seguindo de pneumonia (19,3%),
sepse/bacteremia (34,4%) e outras (artrite séptica, peritonite, celulite, osteomielite,

abscesso) (1,6%) (CASTANEDA et al., 2012),

Na Bahia, em 2012, dos 415 casos de meningites bacterianas notificados pelo
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) e da Diretoria de
Vigilancia Epidemiolégica da Secretaria de Saude do Estado daBahia (DIVEP), 8%
correspondeu a meningite pneumocaocica, apresentando uma letalidade de 23,3%
(BAHIA, 2013). Em Salvador, um estudo de vigilancia populacional conduzido no
periodo de 1995 a 1999, identificou uma incidéncia anual para a meningite

pneumocécica de 1,6 e 24,7 casos/100.000 pessoas-ano para todas as faixas



etarias e para criangas < 5 anos, respectivamente. A taxa de mortalidade foi de 42%
para todos os pacientes e 60% para os menores que 5 anos (REIS et al., 2002). No
periodo de 2000 a 2007, ocorreu uma reducdo na incidéncia anual da meningite
pneumocécica de 1,12 para 0,83/100000 hab., respectivamente, em Salvador e
Regido Metropolitana (MENEZES et al., 2011).

No ano de 2012, em Salvador, foram registrados 187 casos de meningite
bacteriana, sendo 7% confirmados como meningite pneumocécica, com uma

letalidade de 30,8% (BAHIA, 2013).

1.4Capsula polissacaridica

Varios fatores de viruléncia associados a colonizacdo e/ou disseminacgéao ja
foram descritos para S. pneumoniae,(MCDANIEL et al., 1991; JEDRZEJAS, 2001;
OBERT et al., 2006; BAGNOLI et al., 2008). Entretanto, a capsula polissacaridica
constitui o principal fator de viruléncia, contribuindo para a permanéncia do patégeno
no hospedeiro, protegendo-o da fagocitose pelos leucdcitos polimorfonucleares e do

clearance durante a colonizagao faringeana (MITCHELL; MITCHELL, 2010).

A capsula polissacaridica € codificada pelo locuscps(capsular polysaccharide
synthesis), que, para a maioria dos pneumococos, esta localizado entre 0s genes
dexB e aliA no genoma do pneumococo (BENTLEY et al., 2006; YOTHER, 2011).
Os tipos capsulares 3 e 37, por sua vez, sdo sintetizados através de uma via
bioquimica independente e no caso do sorotipo 37, 0 gene que determina o sorotipo
estd localizado em outro local do cromossoma (LLULL et al., 1999).Perto do
locuscapsular sdo codificadas também duas proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs), pbp2x e pbpla, relacionadas com a resisténcia a penicilina (BENTLEY et

al., 2006).



A andlise da sequéncia de diferentes loci revelou regides de comprimentos
variaveis (aproximadamente 10-30 kb) e um espectro de genes especificos para a
producdo da capsula (BENTLEY et al., 2006). O locus cps codifica todos os genes
para a sintese, translocacao através da membrana, polimerizacdo das subunidades
e ligacdo da cadeia polissacaridica sintetizada ao peptidoglicano da parede celular
do pneumococo. Destaca-se, ainda, a regido 5" do locuscps que contem quatro
sequéncias, wzg, wzh, wzd e wze (também conhecidas como cpsABCD)que séo
importantes na regulacdo da sintese da cépsula. A sequéncia cpsA é bastante
conservada, enquanto os cpsBCD podem ser divididos em dois clusters (VARVIO et
al., 2009; YOTHER, 2011).

Baseada na estrutura quimica e caracteristicas imunogénicas da capsula sao
reconhecidos atualmente 94 diferentes sorotipos ( CALIX; NAHM, 2010, CALIX et
al., 2012).

Estes sorotipos podem ser identificados laboratorialmente através da técnica
classica de intumescimento capsular, ou reacdo de Quellung, baseada em uma
reacdo sorolégica utilizando antissoros especificos. Por outro lado, a deducéo
capsular pode ser também realizada através da reacdo de multiplex-PCR, baseada
na amplificacdo de genes que codificam a cépsula, a partir de um conjunto de

primesespecificos para cada sorotipo.
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Figura 3 — Desenho esquematico do genoma do pneumococo e do locus capsular. Em
detalhes é apresentado o locus capsular do sorotipo 2 de S.pneumoniae (Adaptado de
ANGELA B. BRUEGGEMANN et al., 2007; YOTHER, 2011)

A recombinacdo genética permite a substituicdo alélica dos loci capsulares,
sendo este evento bastante frequente no pneumococo (CROUCHER et al., 2011).
Acredita-se que a grande diversidade dos locicps dos pneumococos tenha ocorrido

como consequéncia da selecdo imposta pelo sistema imune humano (SPRATT,



2004). Por outro lado, a evolucdo e os eventos genéticos pelos quais novos
sorogrupos e sorotipos surgem ainda nédo sao claros. A comparagao dos loci cps
disponiveis indicam a ocorréncia de uma variedade de eventos genéticos e mostram
gue 0S genes centrais responsaveis pela sintese e polimerizacdo das unidades
repetidas sdo altamente variaveis e ndo sdo homaologos entre os sorotipos. Esses
genes possuem um baixo percentual de conteido G+C e novos sorotipos podem ser
frequentemente gerados através da introducdo de novos genes cps N0 pneumococo
atraves da transferéncia lateral de genes (BENTLEY et al., 2006).

A prevaléncia dos tipos capsulares varia com a idade, tempo e regido
geografica (BOGAERT et al.,, 2004). De modo geral, cerca de 20 sorotipos estao
associados com >de 80% dos casos de doenca pneumocadcica invasiva que ocorre
em todas as faixas etarias (WHITNEY et al., 2003). Na América Latina, 13 sorotipos
mais frequentes sdo responsaveis por cerca de 86% das doencas invasivas
(CASTANEDA et al., 2009). Além disto, dependendo do sorotipo existem também
diferencas quanto a apresentacao clinica da doenc¢a pneumocdécica, a exemplo dos

sorotipos 1 e 3 relacionados altas taxas de empiema pleural (BURGOS et al., 2011).

1.5Vacinas Pneumocécicas

Em funcdo da elevada incidéncia de doencas causadas por Streptococcus
pneumoniae, novas medidas de prevencao foram desenvolvidas, sendo a capsula
polissacaridea o principal alvo para o desenvolvimento de vacinas, pois induz a
formacao de anticorpos especificos.

Atualmente, existem duas classes de vacinas pneumocécicas, que tém sido

amplamente utilizadas: as polissacaridicas e as conjugadas.



A vacina polissacaridica 23-valente (PPV23 - Pneumovax23, Merck &
Company Inc.), licenciada nos EUA desde 1983, é composta por antigenos
capsulares de 23 sorotipos (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 158B,
17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F e 33F) (CDC, 2010). Como esta vacina nao induz
a producdo de anticorpos com memoria biolégica, esta vacina € indicada apenas
para individuos maiores que 2 anos que apresentam alguma doenca de base (por
exemplo, imunodepressdo ou doenca genética), ha ocorréncia de surtos em adultos
e para todos os individuos com idade igual ou superior a 65 anos (CDC, 1997).

Uma estratégia para melhorar a resposta imune aos antigenos
polissacarideos, especialmente para as criancas menores de dois anos de idade,
consiste na conjugacdo do polissacarideo com proteinas, convertendo-o a um
antigeno T-dependente. Deste modo, foram desenvolvidas as vacinas
pneumocadcicas conjugadas.

A vacina pneumocdcica conjugada heptavalente (PCV7; Prevnar, Wyeth
Pharmaceuticals Inc), conjugada com uma variante ndo téxica da toxina diftérica
(CRM197), é constituida dos sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F. Nos Estados
Unidos, a introducdo da PCV7, no ano de 2000, reduziu o numero de casos de
doenca invasiva causada por S. pneumoniae em criangas e também entre adultos,
em funcgao do efeito da “imunidade em rebanho” (WHITNEY et al., 2003). No Brasil,
essa vacina foi introduzida na rede de saude privada no ano de 2000. Em 2003,
tornou-se disponivel gratuitamente apenas para grupos especiais, ndo estando
disponivel no programa de imuniza¢bes vacinal do governo (CASTANEDAet al,
2009).

A vacina PCV10 (Synflorix, GlaxoSmithKline) possui 3 sorotipos (1, 5, 7F) a

mais que a vacina 7-valente. A implantacdo desta vacina no programa de



imunizacdo nacional ocorreu no ano de 2010 (BRASIL, 2010), com uma estimativa
de cobrir cerca de 80% dos sorotipos responsaveis por doencas pneumocaocicas
invasivas. De modo geral, espera-se também que a utilizacdo desta vacina seja
também capaz de reduzir o numero de casos de otite média aguda (AOM)
ocasionados por Haemophilus influenzae néo tipavel, uma vez que a proteina D de
H.influenzae néo tipavel € a proteina carreadora dos polissacarideos de 8 sorotipos
presentes na vacina (1, 5, 7F, 4, 6B, 9V, 14, 23F), enquanto os toxoides tetanico e
diftérico, constituem, respectivamente, as proteinas carreadoras dos dois outros
polissacarideos, 18C e 19F.

Dados atualizados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostraram que
até o ano de 2012, 86 paises em todo o mundo ja haviam introduzido a vacina
pneumocacica conjugada no calendario basico vacinal da crianca (WHO, 2013).

A titulo de ilustracdo, € apresentado no Quadro 1, o numero de doses

aplicadas e a cobertura vacinal da vacina PCV-10 na Bahia, entre 2010 e 2012.



Quadro 1 - Numero de doses aplicadas e a cobertura vacinal da vacina PCV-10 na Bahia,
entre 2010 e 2012. Estdo em destaque as cidades que fazem parte da Regido
Metropolitana.

2010 2011 2012

Local

Quantidade Cobertura Quantidade Cobertura Quantidade Cobertura

de Doses  Vacinal de Doses  Vacinal de Doses  Vacinal
Camacari 188 477 2992 75,94 3.594 91,22
Candeias 67 5,81 1445 125,33 1.292 112,06
Conde 2 0,53 375 98,68 325 85,53
Dias D" Avila 32 2,72 821 69,87 687 58,47
Itaparica 15 5,43 176 63,77 172 62,32
Lauro de Freitas 219 7,87 2229 80,06 2.648 95,11
Madre de Deus 31 9,39 294 89,09 253 76,67
Mata de Sao Jodo 51 6,65 632 82,40 768 100,13
Pojuca 24 4,01 523 87,31 518 86,48
Salvador 1.597 4,29 25.932 69,74 29.354 78,94
Santo Amaro 70 7,64 699 76,31 745 81,33
260 FEMEECD 20 1,05 379 73,88 469 91,42
Conde
25D BEMEEIED 20 o 9,97 579 9461 651 106,37
Passe
Saubara 35 21,34 143 87,2 155 94,51
Simdes Filho 161 7,61 1.534 72,53 1.499 70,87
Vera Cruz 47 7,76 450 74,26 510 84,16
Total 2.610 4,88 39.203 73,26 43.640 81,55

Fonte: Divisdo de Vigilancia Epidemiolégica, Secretaria de Saude do Estado da Bahia.
Atualmente encontra-se também disponivel a vacina pneumocécica 13-
valente (PCV13) (Prevnar 13, Wyeth Pharmaceuticals Inc.), também conjugada com

a proteina CRM197, que além de englobar os sorotipos presentes na PCV7 e



PCV10, acrescenta os sorotipos 3, 6A e 19A. Paises como Estados Unidos, Italia e
Canada ja implementaram a PCV13 com o objetivo de ampliar a cobertura vacinal
(PANTOSTI et al., 2003; NUORTI e WHITNEY, 2010; ADAM et al., 2012).

Uma vez que a capsula é o principal alvo para a prevengdo sorotipo-
especifica através de vacinas, existem dois eventos que sdo especialmente
importantes para a compreensao dos efeitos da vacinacdo: 1) troca capsular (do
inglés, capsularswitching) e 2) substituicdo de sorotipo (do inglés, serotype
replacement).

A troca capsular ocorre quando os genes que codificam para um sorotipo
capsular sdo trocados, através dos processos de transformacdo e recombinacao,
com 0s genes que codificam para outro tipo capsular (BRUEGGEMANN et al., 2007)
O que é mais preocupante na troca capsular € a troca de um sorotipo vacinal por um
nao vacinal. Isto, sem duvida, contribui para a ocorréncia de doencas causadas por
sorotipos que “escapam” da vacina e, consequentemente, reduzem o seu efeito
(COFFEY et al., 1998, BRUEGGEMANN et al., 2007). A substituicdo de sorotipo
refere-se a diminuicdo na prevaléncia de sorotipos de pneumococos que Sao
incluidos na vacina (sorotipos vacinais, SVT), acompanhada por um aumento
correspondente de sorotipos ndo incluidos na vacina (sorotipos n&o-vacinais,
SNVT), que preenchem o nicho ecolégico primeiramente ocupado pelos sorotipos
vacinais (BRUEGGEMANN et al., 2007).

De acordo com Bruegeemann et al. (2007), a substituicio de sorotipo na
nasofaringe de uma crianca saudavel pode ser problematica ou ndo, a questéo para
a saude publica é se esta substituicdo € capaz de causar doenca.

Esses efeitos ndo sdo completamente independentes, uma vez que variantes

capsulares podem se expandir subsequentemente dentro da populacdo e,



consequentemente, levar a substituicdo de sorotipos (WYRES, 2013). Por outro
lado, as estruturas clonais da maioria dos sorotipos caracterizados apds a
introducéo das vacinas conjugadas estédo associadas a perfis clonais ja existentes. A
mais plausivel explicacdo para essa emergéncia € que eventos de recombinacao
tendem a selecionar perfis clonais que possam escapar da resposta imune do
hospedeiro (FILIPPO et al., 2010).

Os eventos de troca de capsula e a da substituicdo de sorotipos podem ser
estudados através da comparacdo dos sorotipos e genotipos presentes nas
populacdes bacterianas antes e apés a introducdo de vacinas pneumocécicas. Os
gendtipos de pneumococos, definidos através da técnica de Multilocus Sequence
Typing (MLST) (ENRIGHT e SPRATT, 1998) mostram associacbes sorotipo
especificas e qualquer isolado que apresente uma combinacdo diferente de
genadtipo/sorotipo  pode representar uma variante de troca capsular
(BRUEGGEMANN et al., 2003; JEFFERIES et al., 2004). Tais variantes geralmente
surgem através da recombinacdo no locus cps e alguns estudos indicam que o
tamanho dos fragmentos de recombinacéo variam de 21,9 kb a 56,5 kb (PILLAI et
al., 2009; GOLUBCHIK et al., 2012; MARTTINEN et al., 2012). Em alguns casos,
esses fragmentos também incluem parte ou a totalidade dos genes pbp2x e pbp1la,
determinantes da resisténcia a penicilina, que estédo localizados, respectivamente, a

cerca de 8 kb upstream e 7kb downstream do locus cps(WYRES, 2013).



1.6 Impacto do Uso de Vacinas Conjugadas

A introducdo da vacina conjugada resultou em uma mudanca dramatica na
carga da doenca pneumocécica. Nos Estados Unidos, o primeiro pais a utilizar a
PCV7, observou-se uma drastica reducdo na incidéncia global de IPD (76%) e na
incidéncia devido a sorotipos PCV7 (99%), na populacéo-alvo de criancas menores
de 5 anos (PILISHVILI et al., 2010). As taxas de IPD também diminuiram entre as
criancas mais velhas ndo vacinadas, adultos e idosos, em funcédo da reducdo da
colonizacdo da nasofaringe e da transmissdo dos sorotipos vacinais a partir das
criancas vacinadas (imunidade de rebanho) (WHITNEY et al., 2003).

Uma consequéncia observada apos a utlizacdo da PCV7 foi, em
contrapartida, o aumento da incidéncia de IPD causada por sorotipos ndo vacinais.
Esta evidéncia tem sido atribuida ao fenbmeno de substituicdo de sorotipos, a
expansdo de pneumococos de sorotipos ndo-vacinais preexistentes e/ou a troca de
capsula (BEALL et al., 2006).

Estudos recentes mostram que a substituicdo pelos sorotipos 19A, 1, 5, 7F,
33F e sorogrupo 15 foram responsaveis por um aumento significativo de IPD
(GONZALEZ et al., 2006; HAUSDORFF, 2007; HICKS et al., 2007). O sorotipo 19A
sendo reconhecido como o sorotipo predominante nos Estados Unidos (MOORE et
al., 2008; KAPLAN et al., 2010).

Nos Estados Unidos, a incidéncia do sorotipo 19A triplicou em criancas
menores de 5 anos e em adultos com idades entre 50 e 64 e aumentou em 45% em
adultos com idade superior a 65 (PILISHVILI et al.,, 2010). As amostras de 19A
isoladas apresentavam, em sua maioria, resisténcia multipla aos antibidticos

(MOORE et al., 2008; REINERT et al., 2010).



Neste contexto, a caracterizacdo genotipica das amostras de 19A por
Multilocus SequenceTyping (MLST) mostrou que a maioria dos clones de 19A nos
Estados Unidos estava, em parte, relacionada a expansao clonal da sequéncia tipo
ST199, que ja existia na era pré-vacinal. O complexo clonal CC199 (ST199 e suas
variantes) predominava entre as amostras de 19A isoladas de criancas < 5 anos de
idade antes da introducdo da PCV7 e durante 2003-2004, representou

aproximadamente 70% das amostras invasivas identificadas (PAI et al., 2005).

Novos genotipos de 19A foram também observados, em funcdo da ocorréncia
de eventos de recombinacdo, como por exemplo, 0 que ocorreu com 0 clone do
sorotipo 19A ST199, onde um fragmento contendo o locus capsular e duas proteinas
ligadoras de penicilina adjacentes foram transferidas para uma amostra receptora
(sorotipo 4 ST695) (BRUEGGEMANN et al., 2007), tornando-se o terceiro clone mais
comum entre os casos de IPD ocasionados pelo sorotipo 19A em 2007 nos Estados
Unidos (BEALL, 2007). Apoés a introducao da vacina PCV13 naquele pais em margo
de 2010, as infec¢des causadas pelo sorotipo 19A pararam de aumentar (RICHTER
et al., 2013)

Na Europa, por sua vez, apés a implantacdo da PCV7, ocorreu um aumento
do numero de casos de IPD ocasionadas pelos sorotipos ndo-vacinais

principalmente os sorotipos 1, 19A, 36A e 7F (ISAACMAN et al., 2010).

1.7 Resisténcia aos Antimicrobianos

Descoberta em 1928 por Alexandre Fleming e disponivel para uso desde a
década de 40, a penicilina foi o primeiro farmaco utilizado com sucesso em diversas
infecdes, ocasionando um grande impacto nas taxas de letalidade, principalmente

nas doencas pneumococicas.



Até meados da década de 60 ndo havia relatos de pneumococos resistentes a
penicilina (PRP). No ano 1969, na Nova Guiné, foi relatado o primeiro caso de PRP.
Em 1977, em Johannesburgo,durante uma epidemia de doenca pneumocécica
invasiva foi reportado um caso de pneumococo multirresistente (resistente a trés ou
mais classes de antibidticos). Desde a década de 70 relatos ja foram descritos
acerca da resisténcia do pneumococo frente a penicilina e a outros antibioticos.
Perante o0 surgimento de cepas resistentes tornou-se necessario delinear a
terapéutica atual contra as doencas pneumococicas (LYNCH e ZHANEL, 2005;

CORNICK e BENTLEY, 2012).

Nos ultimos anos, a importancia do pneumococo tem aumentado em funcao
da emergéncia de cepas resistentes aos antimicrobianos usados para o tratamento
das doengas pneumocécicas, especialmente da meningite, como os B-lactamicos,
macrolideos e cefalosporinas (KLUGMAN, 2002; DAGAN, 2009). Essa resisténcia
aos antimicrobianos interfere no curso clinico da meningite pneumocécica,
principalmente em pacientes pediatricos, jA que a resisténcia aos antibidticos tem
sido atribuida a sorotipos mais prevalentes nessa faixa etaria (6A, 6B, 9V, 14, 19A,
19F e 23F) (KLUGMAN, 2002). Estas evidéncias enfatizam a importancia da
imunizacao como forma de prevencéo da doenca pneumocdcica.

Com o avan¢co na disseminacdo de cepas resistentes na década de 80
tornou-se necessario a implementacao de técnicas de tipagem molecular com base
epidemioldgica. Em 1997 foi criada, a Pneumococcal Molecular Epidemiology
Network (PMEN) com o objetivo principal de padronizar a nomenclatura e a
classificacdo de clones de S. pneumoniae resistentes a antibioticosem todo o
mundo. Atualmente existem 43 clones caracterizados, sendo que destes 26

apresentam um perfil multirresistente (http://www.sph.emory.edu/PMEN/).



http://www.sph.emory.edu/PMEN/

O primeiro clone reconhecido, PMEN1, foi isolado de um hospital em
Barcelona em 1984 e identificado como sendo da sequéncia tipo 81 (ST81) e do
sorotipo 23F (MUNOZ et al., 1991). Esta linhagem, exibindo resisténcia multipla aos
antibioticos, incluindo & penicilina, foi subsequentemente vista na Africa, Asia e
Ameérica, sendo responsavel por quase 40% de todos os isolados resistentes a
penicilina nos Estados Unidos durante os anos 90 (CORSO et al., 1998;

CROUCHER et al., 2011).

O drastico aumento na dispersdo de cepas resistentes deve-se a expansao
de poucos clones no mundo. Atualmente, 15% - 30% dos isolados de S.

pneumoniae sdo multirresistentes (LYNCH e ZHANEL, 2009).

O uso indiscriminado de um determinado antibiotico esta associado a um
perfil de resisténcia e como consequéncia facilita a emergéncia de resisténcia a
classes de antibidticos ndo correlacionados (VANDERKOOI et al., 2005). Outros
fatores como caracteristicas do hospedeiro (idade, imunocomprometidos, presenca
de comorbidades) e fatores intrinsecos do micro-organismo (ex: sorotipo) também

contribuem para o perfil de resisténcia (HENRIQUES et al., 2000).

A prevaléncia dos clones varia entre regides e ao longo do tempo. Estima-se
que os sorotipos 6A; 6B; 9V; 14; 19F; 23F sejam responsavel por mais de 80% dos
casos de S. pneumoniae resistentes a penicilina e macrolideos em todo o mundo

(LYNCH e ZHANEL, 2005).

Nos Estados Unidos, durante o periodo de 2004 - 2005, 63% dos isolados
eram multirresistentes e na sua maioria (52%) correspondiam a dois clones
internacionais (Taiwan 19F-14 ou Utah 35B-24) (RICHTER et al., 2009). Por outro

lado, em 2007, nesse mesmo pais, 75% das cepas nao suscetiveis a penicilina



(PNSP) isoladas de IPD corresponderam a sorotipos néo presentes na vacina PCV7.
Além do 19A, responsavel por 53% das amostras PNSP, os sorotipos 15A (11%),
23A (8%), 35B (8%) e 6C (5%) foram os mais comumente encontrados (GERTZ et

al., 2010).

Diante do exposto, podemos ressaltar que as infecgdes invasivas causadas
por S. pneumoniae continuam sendo uma importante causa de morbidade e
mortalidade em todo mundo, particularmente em criangcas menores de 5 anos de
idade. O micro-organismo constitui um dos principais agentes de doencas invasivas
graves, tais como meningite, bacteremia e pneumonia, sendo as criangas até 2 anos
de idade e adultos = 65 anos particularmente mais suscetiveis (BRICKS e BEREZIN,

2006; O'BRIEN et al., 2009)

A introducdo das vacinas pneumocdcicas conjugadas na imunizagdo de
criangas levou a uma reducdo substancial da incidéncia da doenca pneumocdcica
invasiva (IPD) em varios paises (PILISHVILI e LEXAUet al., 2010; RUCKINGER et
al.,, 2010). As taxas também diminuiram entre as criancas mais velhas nao
vacinadas, adultos e idosos, em fun¢éo da reducéo da colonizacdo da nasofaringe e
da transmissao dos sorotipos vacinais a partir das criangas vacinadas (imunidade de
rebanho) (WHITNEY et al., 2003). Por outro lado, o0 aumento das taxas de IPD
ocasionadas por sorotipos nao vacinais, tem sido motivo de grande preocupacao,
pois a substituicdo de sorotipos permite que haja a possibilidade do “escape” a

vacina (WEINBERGER et al., 2011).

Este aumento na incidéncia de IPD causada por sorotipos ndo vacinais tem
sido acompanhado por um aumento de casos por SNVT frequentemente resistentes

aos principais antimicrobianos de uso para tratamento das infec¢des, como os beta-



lactamicos e macrolideos (MOORE et al., 2008; REINERTet al., 2010). No Brasil, a
vacina pneumococica conjugada 10-valente (PCV10) foi introduzida no programa
nacional de imunizacdo durante o ano de 2010. E possivel que a longo prazo, o
beneficio a longo prazo do emprego desta vacina possa estar comprometido pela
substituicdo dos sorotipos vacinais (STV) por STNV. Além disto, em alguns paises
como o Canada e Estados Unidos, a PCV7 foi substituida pela vacina pneumocécica
13-valente (PCV13) que ja esta sendo amplamente utilizada (HELFERTY et al.,

2013; SHARMA et al., 2013).

A vigilancia continua da distribuicdo de sorotipos sobre o tempo, em areas
geograficas especificas, associada a caracterizacdo genética das amostras,
inclusive das cepas resistentes aos antimicrobianos, representam estratégias
essenciais e necessarias para a determinacdo da importancia relativa do
estabelecimento de determinados clones e do impacto da substituicdo dos sorotipos

capsulares em periodos de intervencgao por vacinas conjugadas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar, através de técnicas fenotipicas e moleculares, os sorotipos ndo-
vacinais de S.pneumoniae isolados de pacientes com meningite nos periodos
anterior e posterior a implementacdo da vacina pneumocécica conjugada 10-valente

(PCV10) na cidade de Salvador, Bahia.

2.2 Objetivos Especificos

1. Descrever a incidéncia da meningite pneumocdcica causada por sorotipos
nao-vacinais de isolados de pacientes com meningite nos periodos anterior
e posterior a implementacdo da vacina conjugada pneumocécica 10 valente

(PCV10) na cidade de Salvador,

2. Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados nao-

vacinais de S.pneumoniae;

3. Determinar a relacdo genética entre o0s isolados néo-vacinais de
S.pneumoniae através das técnicas de Pulsed Field Gel Electrophoresis e

Multilocus Sequence Typing.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Vigilancia epidemiolégica

Desde dezembro de 1995, um sistema de vigilancia ativa de meningites
bacterianas foi estabelecido em um hospital de referéncia para doencas infecciosas,
Hospital Couto Maia (HCM), na cidade de Salvador, Brasil, responsavel por mais de
95% dos casos notificados de meningite da regido metropolitana (Secretaria de
Saude do Estado da Bahia, 2008). Esta vigilancia permite a obtencdo de amostras
de S. pneumoniae isoladas de casos de meningite penumocdcica, que de modo
global, refletem os sorotipos que circulam e causam doenca invasiva (meningite) na

populacao de Salvador.

3.2 Periodo do estudo

Durante o periodo de estudo foram incluidos todos os casos de meningite
pneumocécica com cultura de liquor e/ou hemocultura positiva para S. pneumoniae
identificados no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2012. Apés a
confirmag&o microbioldgica as amostras foram armazenadas em freezer a -70°C em
meio liquido de triptona de soja com glicerol. Posteriormente as amostras foram
submetida a deduc¢éo capsular, amostras que apresentaram sorotipos nao presentes
na vacina PVC-10 foram incluidas no estudos. Os procedimentos microbiolégicos de
confirmacédo da identificagéo e tipagem molecular foram realizados nos Laboratorios
de Patologia e Biologia Molecular (LPBM) e de Epidemiologia Molecular e
Bioestatistica (LEMB) localizados no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

(CPqGM/FIOCRUZ) .



3.3 Coleta de dados

As informacdes clinicas e demograficas dos pacientes foram obtidas através
de entrevista e revisdo de prontuarios medicos. O termo de consentimento livre e
esclarecido foi obtido de todos os pacientes e/ou dos seus responsaveis
3.4 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

CPgGM/FIOCRUZ e do Hospital Couto Maia.

3.5 Isolamento e Identificagdo das amostras

No Laboratério, as amostras foram semeadas em uma placa de agar de TSA
(Trypticase Soy Agar, DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA) acrescido de 5%
de sangue de carneiro desfibrinado (agar sangue). As placas foram incubadas a
35°- 37°C em atmosfera de 5% de CO; por 18h-24 hs. Apds crescimento bacteriano,
a identificacdo de S. pneumoniae foi realizada através da coloracdo de Gram e dos

testes de susceptibilidade a optoquina e bile-solubilidade.
3.6 Coloracao de Gram

A partir do crescimento em agar sangue foi realizado um esfregaco de uma
colbénia isolada em uma gota de salina a 0,9%, em lamina de microscépio, com
posterior secagem a temperatura ambiente e fixagdo em chama de bico de Bunsen.
Em seguida, a preparacéo foi coberta com o corante cristal violeta durante 1 minuto,
lavando-se em seguida com agua. Acrescentou-se, entdo o lugol, por 1 minuto,
sendo, que, nesta etapa, tanto as bactérias Gram-positivas quanto as Gram-
negativas adquirem a coloracéo violeta devido a formacéo de um complexo insolavel
(corante-iodo) na parede celular e citoplasma. Apés uma segunda lavagem com

agua, a preparacao foi descorada rapidamente (aproximadamente 10 segundos)



com uma solucdo alcool-acetona que dissolve a por¢cdo lipidica da membrana
externa das bactérias Gram-negativas e o complexo corante-iodo é removido,
descorando a célula. Por outro lado, nas bactérias Gram-positivas, 0 complexo fica
retido na parede rica em peptiglicano. Em seguida, é realizada a coloragcdo com
fucsina durante 1 minuto, observando-se ao microscopio Opitco apos a devida

secagem a temperatura ambiente.

S. pneumoniae apresenta-se pela coloracdo do Gram como bactérias Gram-
positivas, agrupadas aos pares (diplococos) com formato lanceolar ou em cadeias

curtas.

3.7 Teste de Sensibilidade a Optoquina

Para a execucao do teste de sensibilidade a optoquina, colénias a-hemoliticas
foram semeadas em placa de agar sangue, em trés direcbes. Em seguida, foi
colocado sobre a semeadura um disco de 5ug de optoquina (BD — BBL Sensi — Disc,
Becton Dickinson and Company, USA), com posterior incubacdo a 35°C em
atmosfera de 5% de CO,. A leitura do teste foi realizada apds 24 horas com a
medida do halo de inibicdo de crescimento. Os isolados que apresentaram diametro
igual ou maior que 14 mm em volta do disco foram considerados sensiveis a
optoquina, sugestivo para S.pneumoniae. Isolados mostrando zonas de inibicdo a

optoquina entre 8 e 14 mm foram considerados resistentes (WHO/IVB, 2011).

3.8 Teste de Solubilidade em Bile

Todos os isolados foram submetidos ao teste de solubilidade em bile para
confirmacédo da espécie(BOWEN et al.,, 1957). O teste de solubilidade em bile foi
realizado empregando-se uma solucdo de desoxicolato de soédio a 2% (Sigma —

Aldrich, Germany). As bactérias cultivadas em placas de agar sangue foram



suspensas em 2 mL de solucéo salina a 0,9%, com turvacao ajustada para o padrao
1,0 da escala de McFarland (10 UFC/mL). Aliquotas de 1,0 mL da suspens&o
foram distribuidas em dois tubos, sendo um teste e outro controle. Ao tubo teste foi
adicionado 1,0 mL da solucdo de desoxicolato de sédio a 2% e ao tubo controle foi
adicionado 1,0 mL de solucdo de salina. Os tubos foram agitados delicadamente e
incubados a 35°C e observados a cada 15 minutos por um periodo de até 2 horas
quanto ao desaparecimento ou ndo da turvacdo no tubo teste (lise dos

pneumococos no tubo contendo sal biliar) (BOWEN et al., 1957).
3.9 Deducéao capsular de S. pneumoniae por Multiplex-PCR

A deducdoé baseada na diversidade estrutural dos polissacarideos
capsulares e foi realizada através da técnica de multiplex-PCR de acordo com as
recomendagdes do Center for Disease Control and Prevention (CDC), EUA

(http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/pcr.htm). Esta metodologia pode definir até

40 sorotipos/sorogrupos em 9 reacdes de PCR Multiplex com primers especificos

para deteccao de genes capsulares (Quadro 2, apéndice 1).


http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/pcr.htm

Quadro 2 - Relacdo dos tipos capsulares detectados em cada reacao através da técnica de
Multiplex PCR.

Reacéo Sorotipo

1 14, 6A/B/C/D,23F, 19A, 9V/9A

2 19F, 3, 15B/15C, 18A/18B/18C, 17F

3 1, 5, ON/OL, 7A/TF, 16F

4 8, 2, 4, 20, 22F/222

5 7C/7B/40, 12F(12A/44/46), 11A/11D, 10A, 23A

6 21, 33F/33A/37, 15A/15F, 33F/47, 13

6C 6A/6B/6C/6D, 6C/6D

7 39, 23B, 35A/35C/42, 38/25F/25A, 35B

8 24(24A/24B/24F), 10F/10C/33C, 34, 31

Para o preparo do DNA molde, todo o crescimento de 24 hs de cada amostra
de S. pneumoniae em placa de agar sangue foi suspenso em 300 uL de salina a
0,85% estéril, sendo logo apoés aquecido em banho-maria a 65°C por 30 minutos.
Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas por 5 minutos a 12.000 rpm a 4°C,
descartando-se o sobrenadante. Ao pellet foi adicionado 65 pL de solugéo de lise
[tampédo Tris-EDTA 25 mM, mutanolisina a 3.000 unidades/mL (Sigma Aldrich,

Germany), hialuronidase a 30 mg/mL (Sigma Aldrich, Germany)] e incubados a 37°C



por 2 hs. A solucdo de lise foi inativada incubando-se as preparagées a 100°C por
10 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 12.000 rpm a
4°C, coletando-se o sobrenadante em novo tubo, o qual foi mantido a -20 °C até a

realizacdo das reacdes de PCR (como DNA molde).

Para cada reagdo de PCR foram utilizados os seguintes componentes:
mistura de desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs): (dATP, deoxiadenosina
trifosfato; dCTP, deoxicitidina trifosfato; dGTP; deoxiguanosina trifosfato e dTTP,
deoxitimidina trifosfato) (Biolabs Inc., New England, USA) — 200 uM; tampao de
reacdo (Promega®, USA) — 1X; Tag-DNA-polimerase (Promega®, USA) (2U);
cloreto de magnésio (MgCl, — Promega®, USA) — 3,5 mM, primer iniciador direto e
primer iniciador reverso (Prodimol®, Chile) — 25 yM de cada, de acordo com o
conjunto de primers utilizados por reacéo ( Apéndice 1 ); DNA molde — 2,5 uL e agua
deionizada esterilizada em quantidade suficiente para completar 25 uL, volume total
da reacdo. Todos os pares de primers utilizados nas reacfes, ap0s sua diluicao,
foram testados com controles sabidamente positivos para cada sorotipo/sorogrupo
especifico antes de serem utilizados. Paralelamente, em cada reacéo e eletroforese,
utilizou-se um volume total de 25 yL sem adicdo do DNA molde, como controle
negativo. Todas as reacfes continham o primer cpsA (gene regulador da biossintese
da capsula polissacaridica, que identifica 97% dos isolados de S. pneumoniae

(KONG et al., 2005). Este primer foi utilizado como controle interno da reagéo.

As reacgOes foram realizadas em termociclador Gene Amp® PCR System
9700 (Applied Biosystems®, USA), com o0s seguintes ciclos: desnaturacao inicial;
ciclo de 94°C por 4 minutos, amplificacdo; 30 ciclos de 94°C por 45 segundos e

54°C por 45 segundos e extensdo com um ciclo de 65°C por 2:30 minutos.



O volume de 10 pL do produto amplificado foi utilizado para a realizacdo da
eletroforese em gel de agarose NuSieve® a 2% (SeaKem® LE, USA), preparada em
tampédo TAE 1X (Tris, 40 mM; acido acético glacial, 20mM; EDTA, 1 mM; pH 8,0)
acrescido com 4 pL de solugcdo de brometo de etidio a 10 mg/mL, sob voltagem
constante de 100 volts em tampdo TAE durante 1:30 — 2 hs. Os tamanhos dos
produtos de PCR foram determinados através de analise comparativa utilizando-se
como padrdo de peso molecular de 50 pb (pares de bases) DNA Ladder” (New
England, USA). O gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UV) (Bio-
Rad Laboratories, Califérnia, USA) e duas a trés imagens de cada experimento

foram capturadas em diferentes tempos de exposigao.

As amostras que apresentaram resultados negativos ou duvidosos no
multiplex-PCR foram encaminhadas ao Center for Diseases Control and Prevention
(CDC), Atlanta, EUA, para a realizacdo do teste de entumescimento capsular
(Reacado de Quellung), empregando-se antissoros especificos, sob a coordenacéo

do Dr. Bernard Beall.



4 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

As amostras de S. pneumoniae foram submetidas aos testes de susceptibilidade
através do método de microdiluicdo em caldo, de acordo com as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2010), empregando-se 0s
seguintes antimicrobianos: cefotax3324-7595ima (0,062 - 64 u g/mL), clindamicina
(0,016 — 32pg/mL), cloranfenicol (0,031 - 64 pug/mL), eritromicina (0,016 — 32 pg/mL),
levoxacina (0,031 - 64 pug/mL), penicilina (0,031 — 64 pg/mL), tetraciclina (0,062 - 64
pg/mL), trimetoprim/sulfametoxazol (0,125/2,375 — 64/1216 p g/mL) vancomicina

(0,031 - 64 pg/mL) (Sigma Aldrich, Germany).

Os testes foram realizados em placas com 96 pocos com fundo em forma de “U”
(Corning, New York, USA). As placas foram preparadas contendo o meio de caldo
Mueller-Hinton (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA) com ajuste de cétions

e acrescido de 5% de sangue de equino lisado a 50%.

Os antimicrobianos foram diluidos em cada poco da placa em ordem crescente
de concentracdo. Uma vez preparadas, as placas foram estocadas por até trés

meses em freezer a 20°C.

O preparo do inéculo foi realizado a partir do cultivo da bactéria por 24 horas. O
isolado foi suspenso em 0,9% de salina com uma turvacdo padréo equivalente a
escala de 0,5 de McFarland. Ap6s 15 minutos esta suspensado foi diluida na
proporcdo de 1:100, utilizando o meio de agar Mueller - Hinton com adicdo de
cations e acrescido de 5% de sangue de equino lisado a 50%, obtendo uma
suspensdo equivalente a 1x10° UFC / mL. Adicionou - se 50 pL desta suspensao ao

poco da placa contendo 50 pL da solucdo antibidtica, obtendo uma concentracdo



final da bactéria de aproximadamente 5 x 10° UFC / mL. As placas foram incubadas
a 35°C por 20-24 hs. Como controle positivo foi utilizada a amostra S. pneumoniae
ATCC 49619 e como controle negativo foi utilizado 50ul do caldo Mueller-Hinton sem
antibiotico e sem bactéria. A leitura para indicar a menor concentracdo capaz de
inibir completamente o crescimento do micro-organismo foi realizada visualmente a
partir da deteccéo de turvacdo do meio de cultivo no poc¢o ou formacao de um botéo
22 mm, definida em comparacdo com controles através de po¢cos sem antibiético. A
definicdo de sensibilidade foi realizada com base na referéncia de valores indicados
pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute”, 2010 (CLSI, 2010) (Anexo Il). Os
isolados nao-susceptiveis a trés ou mais classes de antimicrobianos foram

denominados multirresistentes.

5 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

A caracterizacdo dos padrdes clonais dos isolados de S. pneumoniae foi
realizada através de eletroforese em campo pulsétii (PFGE) e da técnica de

Multilocus Sequence Typing (MLST).
5.1 Eletroforese em campo pulsatil (Pulse Field Gel Electrophoresis, PFGE)
5.1.1 Obtencao do DNA bacteriano

A partir do cultivo bacteriano em placas de agar sangue por 18hs, em
atmosfera de 5% de CO,, foi preparada uma suspensdo em 1 mL de solucdo de
cloreto de sodio & 0,9% até atingir uma absorbancia (ODasonm) de 0,5 (5 x 10°
UFC/mL. Esta suspenséo foi centrifugada por 5 minutos x 12.000 rpm, a 4°C e

ressuspensa em tampao 300 pL PIV (Tris 10mM; 1M NaCl; pH 8,0), acrescido de



4uL de lisozima (25mg/mL). Em seguida, foi realizado o preparo da agarose “Low
melting point” (Bio-Rad Laboratories, California, USA) a 2,0%, em tampao PIV e
mantida a 65°C. Em seguida, a suspensdo foi dispensada nos moldes de blocos
para formacdo de um bloco de agarose. Os blocosde agarose foram entédo
incubados com tampéo EC (Tris-HCI 6mM; NaCl 1M; EDTA 100mM; Brij-58 0,5%;
desoxicolato de Na 0,2%; sdédio lauril sarcosine 0,5%, pH=7,6), contendo 20uL de
lisozima (25mg/mL) e 5 u/mL de mutanolisina a 37°C por 2 horas. Apds lavagens
consecutivas com tampao TE (Tris 1M, pH 8,0; EDTA 0,5M pH 8,0) por 30 minutos,
a preparacdo foi incubada em tampdo ES (EDTA 0,6M, sédio lauril sarcosine
0,003M, pH=9) acrescido de 20 pL de proteinase K (25mg/mL) (Sigma Aldrich,
Germany) a 56°C durante 12-18 hs. Apés a lise da parede celular e degradacéo de
proteinas, os blocos passaram por um processo de lavagem com leve
homogeneizacédo a temperatura ambiente com tampao TE, que tem por finalidade a
retirar o excesso enzimético das incubagdes. As lavagens foram repetidas por mais

trés dias.

5.1.2 Tratamento Enziméatico

Um blocode cada amostra foi separado em um tubo e tratado com uma
solucdo enzimética no volume final de 304 pL contendo: 1uL de enzima Smal (20U),
30uL de tampéao especifico da enzima Smal concentrado 10X e 3 yuL de BSA (soro

albumina bovina) a 100ug/mL. Esta preparacdo foi mantida a 25°C por 12-18 hs.

5.1.3 Separacéo eletroforética

Os fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose a 1,2% utilizando
o sistema CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, California, USA). A eletroforese foi

processada em TBE 0,5% (Tris base 1M, acido borico 0,9 M e EDTA 0,01M, pH 8,0),



a 14°C em corrente 200 volts, com pulsos de tempo inicial de 1 segundo e tempo
final de 30 segundos por 21 hs. Em cada gel foi utilizado um marcador externo de de
50-1,000 Kb (kilobases) (Pulse Marker - Sigma), aplicado nas extremidades. Apos
eletroforese os géis foram corados com brometo de etidio (10 mg/mL). O gel foi
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UV) (Bio-Rad Laboratories,

Califérnia, USA) e capturadas imagens para analise.

5.1.4 Analise dos Padrdes Eletroforéticos e Determinacdo dos Clones

O software utilizado foi o GelCompar Il (Applied Maths, St. Martens, Belgium)
utiizando o método unweighted pair-group (UPGMA) para construcdo dos
dendrogramas. Para andlise e comparacao entre os padrbes das bandas, foram
utilizados também parametros como o coeficiente desimilaridade de Dice e nivel de
tolerancia de 1,5%. Dessa forma, foi possivel a associac¢ao de cepas ou clones, com
uma proximidade genética igual ou superior a 80% no dendrograma, tendo como

base os perfis do PFGE.

Os padrbes de restricdo dos fragmentos foram analisados e comparados
tendo por base os critérios de Tenover e cols. (TENOVER et al., 1995), através da
posicdo e numero de bandas. Os critérios para a definicdo dos padrées foram os
seguintes: 1) isolados indistinguiveis - quando possuiam 0 mesmo numero e
posicdo de bandas; 2) isolados clonalmente relacionados - quando possuiam trés
bandas ou menos de diferenca, consistente como um Unico evento genético; 3)
isolados possivelmente relacionados - quando possuiam de quatro a seis bandas de
diferenca, o que consiste com dois eventos genéticos independentes; 4) isolados
nao relacionados - quando possuiam mais de seis bandas de diferenca, consistente

com mais de trés eventos genéticos. A homenclatura estabelecida para os padrées



eletroforéticos baseou-se a partir dos critérios de Tenover, isolados indistinguiveis foi
estabeliecida uma letra alfabética; isolados clonalmente relacionados, recebeu a
mesma letra com um asterisco; isolados possivelmente relacionados, recebeu

mesma letra com uma numeracao; isolados néo relacionados, uma letra diferente.

Os padrdes de bandas dos isolados de S. pneumoniae obtidos por PFGE
foram comparados ao banco de padrbes eletroforéticos de S. pneumoniae obtidos
no estudo de vigilancia epidemiologica das meningites pneumocécicas realizado no

Hospital Couto Maia durante o periodo de 1996 a 2008.

5.2. Multilocus Sequence Typing (MLST)

A técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) foi realizada de acordo com
0 protocolo descrito por Enright et al. (ENRIGHT; SPRATT, 1998 empregando-se
primers especificos para sete genes conservados (arok, gdh, gki, recP, spi, xpt e ddl
). Os tipos de sequéncias obtidos pelo MLST foram determinados com base na
sequéncia dos alelos dos sete loci sequenciados. Para isto, utilizamos os softwares

disponiveis no site da web para pneumococos (http://www.mlst.net), comparando o

perfil dos alelos dos isolados com as cepas de referéncias depositadas no banco de
dados de MLST de pneumococos, para identificar a relagéo clonal com grupos que

se disseminaram de outras regiées geograficas.

Os fragmentos de DNA foram purificados utilizando a enzima exosap (GE
Healthcare), adicionando 4pL da enzima para cada 3 puL do produto da reacdo de
PCR. Esta mistura foi incubada por 15 minutos a 37°C e depois por 15 minutos a
80°C. Os produtos purificados foram armazenados a - 20°C até realizacdo da reacao

de sequenciamento.


http://www.mlst.net/

O sequenciamento foi realizado seguindo os protocolos da Plataforma de
Sequenciamento PDTIS-FIOCRUZ, no sequenciador automatizado Applied
Biosystems Prism 377 (Applied Biosystems ABI 3100). No entanto, alguns produtos
foram sequenciados a partir de um servico privado disponivel na empresa
Macrogen, Coréia. Os produtos foram enviados para sequenciamento seguindo as

recomendacdes da empresa (http://dna.macrogen.com).

Depois de sequenciados, foi realizada a analise dos eletroferogramas das
sequéncias através do Software BioEdit Sequence Alignement Editor (verséo
7.0.9.0). A sequéncia obtida foi entdo depositada na pagina do MLST para obtencéo
do valor alélico de cada um dos sete loci, que entdo fornece a Sequéncia Tipo (ST,

do inglés “Sequence Type”) correspondente.

6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as informagfes dos pacientes foram armazenadas num banco de
dados no Programa Epi-Info v 3.5.2 (Centers for Disease Control and Prevention),
onde também foram feitas as analises estatisticas. As frequéncias das variaveis
categoricas foram avaliadas em percentagens e analise de caracteristicas de
subgrupos comparadas usando o teste do qui-quadrado, teste exato de Fischer
quando valores < 5. A incidéncia de meningite pneumocécica estimada para
Salvador foi calculada pela razdo entre o nimero de casos novos por cem mil
habitantes da regido metropolitana de Salvador, anualmente. Os dados
populacionais, para a realizacdo do calculo de incidéncia, foram extraidos do Censo
2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). A letalidade da

meningite pneumocacica foi calculada pela razdo entre o numero de Obitos e o



namero de pessoas acometidas pela doenca multiplicada por 100, a cada ano.
Valores de P< 0,05 foram considerados estatisticamente significantes e os dados

foram apresentados em graficos e em tabelas.



7 RESULTADOS

Durante o periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2012 foram identificados
170 casos de meningite pneumocécica no Hospital Couto Maia (HCM).
Considerando que 103 desses pacientes sao oriundos da Regido Metropolitana de
Salvador, a incidéncia anual da meningite pneumocdcica reduziu de 0,9/100.000

habitantes (2008) para 0,36/100.000 habitantes (2012) (p < 0,0087) (Grafico 1).

Grafico 1 — Distribuicdo do numero de casos e incidéncia da meningite pneumocécica na
Regido Metropolitana de Salvador durante o periodo de janeiro de 2008 a dezembro de
2012.
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Dos 170 pacientes com meningite pneumocécica identificados, 148
apresentaram cultura positiva para S. pneumoniae a partir do liquor e/ou

hemocultura.

A tipagem capsular realizada nos 148 isolados de S.pneumoniae permitiu a
identificacdo de 36 sorotipos diferentes. Considerando todo o periodo de estudo, os
sorotipos mais frequentes foram: 14 (n = 16; 10,8%), 6B (n = 12; 8,1% ), 23F (n=12,
8,1% ), 18C (n = 10; 6,7% ), 12F (n=9; 6,1% ), 19F (n = 9; 6,1%), 3 (N =7; 4,7% ) ,

4 (n=6;4,0%)e 18B (n=5; 3.4%) .

Para efeito de comparacao, os sorotipos foram divididos em dois periodos: 1)
periodo pré-vacinal (de janeiro de 2008 a junho de 2010), contabilizando 96
(64,8%) isolados de S.pneumoniae e, 2) periodo pés-vacinal (de julho de 2010 a
dezembro de 2012), com 52 (33,8%) isolados. Os sorotipos ndo vacinais (SNVT)
representaram 52,1% (50/96) e 52% (27/52) dos isolados de S. pneumoniae

identificados nos periodos pré e pds-vacinal, respectivamente.

No periodo pré-vacinal, os SNVT mais frequentes foram: 3 (n=6; 12%), 19A
(n=4; 8%), 6A (n=4; 8%) e no periodo pds-vacinal os SNVT 12F (n=6; 22,2%), 10A

(n=3; 11,1%), 15B (n=2; 7,4%) e 18B (n=2; 7,4%), foram os mais frequentes.

O Gréfico 2 mostra a incidéncia anual dos casos de meningite pneumococica
causados por sorotipos vacinas (SVT) e ndo-vacinais (SNVT) durante o periodo de
estudo. De modo geral, ocorreu uma diminuicdo na incidéncia tanto dos SVT quanto
dos SNVT durante o periodo estudado. Em particular, para os SNVT, a incidéncia
reduziu de 0,69/100.000 habitantes ano (2008) para 0,21/100.000 habitantes ano
(2012) (p < 0,7619), porem sem significancia estatistica. Com relagdo aos SVT, a

incidéncia teve uma reducdo de 0,57/100.000 habitantes ano (2010) para



0,21/100.000 habitantes ano (2012) (p < 1,0) apos a introducéo da vacina PCV10 em

junho de 2010.

Grafico 2 — Incidéncia anual dos casos de meningite pneumocdcica causados por sorotipos
vacinais e ndo vacinais de S. pneumoniae de janeiro de 2008 a dezembro de 2012.
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Dos 28 SNVT diferentes identificados, seis ocorreram apenas no periodo pos-
vacinal (10F, 11A, 21, 22F, 23B e 24F). Por outro lado, os sorotipos 6A, 6C, 17F,
18A, 19A, 20, 23A, 35F e 38 foram encontrados apenas no periodo pré-vacinal.
Destaca-se também o ligeiro aumento no nimero de casos do sorotipo 12F no

periodo pos-vacinal (Gréafico 3).



Grafico 3 — DistribuicAo do numero de casos por sorotipos vacinais e ndo vacinais
identificados nos periodos pré e pos-vacinal.
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Os SNVT mais frequentes do periodo pés-vacinal (12F, 18B, 15B e 10A)

foram comparados com os dados incluidos no banco de amostras da vigilancia



epidemioldgica das meningites bacterianas, realizada no Hospital Couto Maia desde
0 ano de 1996. O Grafico 4 mostra a flutuacdo do nimero de casos relacionados a

esses sorotipos durante todo o periodo de vigilancia.



Gréfico 4 — Distribuicdo do nimero de casos de meningite pneumocécica ocasionados pelos sorotipos 12F, 18B, 15B e 10A durante o todo

periodo de vigilancia epidemioldgica realizada no Hospital Couto Maia (1996-2012).
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De modo geral, os SNVT foram os mais frequentemente isolados dos
pacientes de 19 a 66 anos de idade, tanto no periodo pré quanto no periodo pés-

vacinal (Grafico 5).

Gréfico 5 — Distribuicdo do numero de casos de meningite pneumocdcica
identificados no periodo pré e poés-vacinal, de acordo com a faixa etaria dos
pacientes.
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Na Tabela 1 sdo apresentados os dados clinicos e epidemiolégicos dos
pacientes com meningite pneumocodcica causada por SNVT de S. pneumoniae, de
acordo com o periodo pré e pos-vacinal. De modo geral, ocorreu um maior nimero
de casos entre o0s pacientes do sexo masculino, tanto no periodo pré, quanto no
periodo poés-vacinal. Entretanto, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica

com relacdo a todas as variaveis estudadas.



Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos 77 pacientes com meningite pneumocadcica causada por sorotipos nao
vacinais de S. pneumoniae, de acordo com os periodos pré e pés-vacinal.

Periodo
Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas Pré-vacinal Pés-vacinal Valor de p
n=50* n=27*
Dados Demograficos
Sexo masculino 34 (68%) 18 (69%) 1,0000
Idade, mediana 25 (10,5 - 46,5) 36 (27 - 53)
<2 anos 7 (14%) - 0,0481
3 -5anos 1 (2%) - 1,0000
6 — 18 anos 9 (18%) 3 (11,5%) 0,5242
19 — 30 anos 11 (22%) 5 (19,2%) 0,7776
31 - 64 anos 15 (30%) 14 (53,8%) 0,0845
> 65 anos 5 (10%) 1 (3,8%) 0,4173
Sinais e Sintomas
Condig¢6es neuroldgicas com alteracéo 33 (66%) 18 (69%) -
na admissao**
Dias de sintomas, mediana 3(1-4)5) 2(1-3) -
Internados HCM, mediana 14 (11 - 20) 22 (15-32) -
Internados UTI, média 4 dias 5 dias -
Letalidade 18% 15% -
Aspecto do Liquor
Contagem de células (cel/mm3), mediana 4150 (627 — 10000) 3840 (1100 — 10000) -
Proteinas (mg/dL), mediana 300 (300 — 500) 500 (350 — 565) -
Glicose (mg/dL), mediana 20 (20 — 40) 20 (20 - 32) -
Doencas que precedem a meningite
Pneumonia 6(12%) - -
Otite média 4(8%) 2(7,7%) 1,0000
Trauma craniano 6(12%) 1(3,9%) 0,4106
LV.A.S. *** 12(24%) 3(11,5%) 0,2338
Comorbidade
Hipertensao 4 (8%) 1(3,9%) 0,6518
Alcoolismo 4(8%) 1(3,9%) 0,6518
Diabetes 2(4%) 1(3,9%) 1,0000
HIV 1(2%) - -

**coma ou alterado; ***Infec¢éo das vias aéreas superiores



Perfil de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

Os 77 isolados de S. pneumoniae SNVT foram submetidos aos testes de
susceptibilidade através do método de microdiluicio em caldo, de acordo com as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Centers Institute (CLSI, 2010),
empregando-se 0s seguintes antimicrobianos: cefotaxima, clindamicina,
cloranfenicol, eritromicina, penicilina, sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclina,

levofloxacina e vancomicina.

Dos 28 SNVT caracterizados durante o estudo, 22 (78,6%) apresentaram
resisténcia a um ou mais antibidticos. Todos os isolados foram susceptiveis a
cefotaxima, cloranfenicol, clindamicina, levofloxacina e vancomicina. Um total de 30
(39%) e 16 (20,8%) isolados apresentaram resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim
e a tetraciclina, respectivamente (Tabela 2). A ndo-susceptibilidade a penicilina foi
observada em 5 (6,5%) isolados, dos sorotipos 19A (3 amostras), 9N (1 amostra) e
12F (1 amostra) (Tabelas 2 e 3). A resisténcia a eritromicina foi observada em 1

(1,3%) isolado do sorotipo 21, proveniente do periodo pds-vacinal (Tabelas 2 e 3).



Tabela 2 — Perfil de ndo-susceptibilidade aos antimicrobianos dos 77 isolados
ndo-vacinais de S. pneumoniae, de acordo com os periodos pré e pos-vacinal.

Periodo
Total
Antibidtico Pré vacinal Pés vacinal
(n=77)
(n=50) (n=27)

STX/TMP* 19 (38%) 11(48%) 30 (39%)
Tetraciclina 13 (26%) 3 (11%) 16 (21%)
Penicilina 4 (8%) 1 (4%) 5 (7%)
Eritromicina - 1 (4%) 1 (1%)

*STX/TMP = sulfametoxazol-trimetoprim



Tabela 3 — Perfil de ndo-susceptibilidade aos antimicrobianos dos sorotipos néo-
vacinas de S. pneumoniae.

Total de N° de isolados resistente a:
Sorotipo
isolados Penicilina STX/TMP Tetraciclina Eritromicina

6A
6C
7C

1
N DN B~
=
1

ON
10A
10F
11A
12F

13
15B
16F
17F
18A
18B
19A

20

21
22F
23A
23B
24F
28A

34
35B
35F

38

Total

' =
= N W

' W Rk N

1 1

1
B W R
H
1

NP, WP WOWEFRPRPFPPRPPEPEPDMNOONWWWNOPRPRPEPRPPDEWDNMNDNDOWRMAE-AN
1
1
= W
1

\l
\l
a1
w
o
|
(o]
[EEN




Na Figura 3 é apresentado o dendrograma mostrando a relacdo genética dos
77 SNVT, com a identificacdo de 11 grupos clonais e 51 grupos nao clonais. De
modo geral, os grupos clonais foram formados por apenas um sorotipo, com
excecao dos grupos J, O e W que apresentaram dois sorotipos em sua composi¢cao

(Tabela 4).

Tabela4 — Distribuicdo dos grupos clonais identificados entre os sorotipos néo-
vacinais de S. pneumoniae.

~ o No. de Sorotipo Periodo
Padrao Eletroforético amostras (no. de amostras) _ de
isolamento
Grupo clonal
AL 2 28A (2) Pré
AQ 2 35B (2) Pré
AR 2 12F (2) Pré / Pos
E 2 12F (2) P6s
J 2 6C (1); 3(2) Pré
M 3 3(3) Pré
0 2 11A (1); 8 (1) Pos
R 3 18B (3) Pré / Pés
S 2 18B (1); 15B (1) Pré / Pés
W 4 12F (3); 21 (1) Pré / Pés
X 2 19A Pré




Os grupos clonais AL, AQ, J, M e X foram identificados exclusivamente no
periodo pré-vacinal, enquanto que no periodo pdés-vacinal foram observados os

grupos clonais E e O.



Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%] 1
PFGE 60 70 80 EY
L

L L & L )

RO OB OR R N N N RN N K X XN R OX XK R ON RN ORON NN KON R KKK OR N OR R OR R R RN NN KRN KX R ORN KR ORON RN OKN R KRR RN KRR N R R RN R K KRN KK

*Penicilina ** sulfametoxazol/trimetropim

Figura 4 — Dendrograma ilustrando a relacdo genética dos
pneumoniae obtida através da técnica de PFGE.

PFGE Amostra Sorotipo

isolados nao-vacinais

Pen* STX**Clone MLST Periodo
. 876 188 s R A Pos
. 882 10F B Pos
. 879 34 S S Cc ST8822 Pés
. 885 13 S S D Novo ST Pos
871 12F S S E Pos
878 12F S s E ST218 Pés |
877 24F S S F sT72 Pos
886 10A S R G Pés
825 13 S S H Pré
901 22F S S | Pos
763 6C S R J Pré
792 3 S R J* Pré
806 35F S R K Pré
835 34 S I K1 ST4933 Pré
797 34 S S L ST 771 Pré
780 3 S S M Pré
799 3 S S M Pré
. 749 3 S S M* Pré
858 3 S S M1 ST180 Pés
. 743 8 S S N Pré
826 3 S S N1 Pré
841 11A S 1 o ST62 Pés
867 8 S S o Pés
744 B6A S I P Pré
836 3 S S Q ST1024 Pré
801 188 S R R .ST193 Pré
808 188 S S R Pré
864 188 S | R* .ST193 Pos
754 19A s R R1 ST 733 pré
773 188 S R S Pré
904 158 s R s* Pos |
779 6A s R s1 ST9071 Pré
740 9N S R T ST9070 Pré
771 6C S R T ST3930 Pré
745 6C S S u Pré
816 6A S R \4 Pré
753 19A NS S X ST2878 Pré
758 19A NS S X pré |
788 23A S S X1 Pré
734 12F S S w Pré
850 12F S S w ST218 Pos
900 21 S R w Pés
813 12F S S W pré
. 888. 12F S S Y Pos
827 16F S R AA Pré
747 18A S S AB ST241 Pré
757 38 S S AB1 Pré
843 238 S R AC SLV439 Pés
831 19A NS R AD Pré
881 9N S R AD1 Pés
870 10A S S AE Pés
849 10A S S AF Pos
748 17F s s AG Pré
859 7c S R AG1 Pés
7 17F S S AH Pré
819 7c S R Al Pré
830 10A s R AlL Pré
739 9N NS R AJ Pré
796 28A S S AL Pré
823 28A S S AL* ST494 Pré
807 20 S S AM Pré
834 28A S S AN Pré
775 B6A S R AO Pré
842 158 S R AO1 ST766 Pré
866 358 S S AP SLv4877 Pés
873 16F S S AP1
785 358 S S AQ ST4877
787 358 S S AQ*
AQL
782 12F S AR ST8376
848 12F S AR
889 12F NS S AR1
759 17F S S AS
742 158 S R AT ST761 Pré
. 786 34 S S AU Pré
752. 18A S S AV Pré
783 38 S S AX SLV393 Pés

de S.



O padrao eletroforético do grupo clonal X, contendo 2 isolados de 19A,
apresentou 91% de similaridade com os isolados de meningite dos sorotipos 23F e
3, do banco de isolados obtidos durante a vigilancia epidemiologica das meningites
pneumocacicas realizada no Hospital Couto Maia, durante o periodo de 1996 a 2008

(Figura 5).

Amostra Sorotipo Pen* STX** Clone ST Ano

*Penicilina ** sulfametoxazol/trimetropim

Figura 5 - Similaridade genética do grupo clonal X (sorotipo 19A) com os isolados de
meningite do banco da vigilancia epidemioldgica realzada no Hospital Couto Maia (1996-
2012).

A identificacdo da Sequéncia Tipo (ST), através da técnica de MLST, foi
realizada em 26 isolados, sendo 15 do periodo pré-vacinal e 11 do periodo poés-
vacinal. Durante o estudo, quatro isolados foram identificados como pertencentes a
novas Sequéncias Tipo (STs), sendo trés pertencentes ao periodo pré-vacinal
(ST8376 - sorotipo 12F; ST9070 - sorotipo 9N e ST9071 - sorotipo 6A) e um isolado

do periodo pds-vacinal (sorotipo 13) ainda néo caracterizado.



Tabela 5 — Distribuicdo das Sequéncias Tipo identificadas em relagcdo ao sorotipo, padréo
eletroforético por PFGE, resisténcia a antimicrobianos, periodo de isolamento e sua

comparagdo com os clones disseminados mundialmente.

Sequéncia : Padrép_ Padrao de Periodo de .
Tipo (ST) Sorotipo eletroforético resisténcia isolamento Clones Mundiais**
por PFGE
62 11A O StxITMP Pds-vacinal
72 24F F - Pés-vacinal
180 3 M1 - P6s-vacinal Netherlands®-31
193 Pré e pos- Greece?'-30
18B* R Stx/ITMP
vacinal
218 12F* EeW - Pés-vacinal Denmark?"-34
241 18A AB - Pré-vacinal
SLV393 38 AX - Pré-vacinal
SLV439 23B AC StxITMP Pds-vacinal
494 28A AL - Pré-vacinal
733 19A R1 Stx/ITMP Pré-vacinal
766 15B AO1 StxITMP Pds-vacinal
771 34 L - Pré-vacinal
1024 3 Q - Pré-vacinal
2878 19A X Pe Pré-vacinal
3930 6C T1 StxITMP Pré-vacinal
4877 35B AQ - Pré-vacinal
SLV4877 35B AP - Pés-vacinal
4933 34 K1 Stx/ITMP Pré-vacinal
8822 34 C - Pés-vacinal
761 15B AT StxITMP Pré-vacinal
8376 12F AR - Pré-vacinal
9070 9N T Sxt/TMP Pré-vacinal
9071 6A S1 Stx/ITMP Pré-vacinal
ST novo 13 D - pos-vacinal

* dois isolados

**descritos no Pneumococcal Molecular Epidemiology Network (PMEN)



Destaca-se, nesta Tabela, fato dos ST180 (sorotipo 3), ST193 (sorotipo 18B)
e ST218 (sorotipo 12F) apresentarem-se genotipicamente semelhantes aos clones
mundiais  Netherlands®-31, Greece®*-30 e Denmark'*-34, descritos no

Pneumococcal Molecular Epidemiology Network (PMEN)

(http://webl.sph.emory.edu/PMEN/). De modo global, na Tabela 6, os STs
identificados neste estudo sdo comparados com aqueles descritos no banco do

MLST (http://www.mlst.net).



http://web1.sph.emory.edu/PMEN/
http://www.mlst.net/

Tabela 6 — Comparacdo das Sequéncias Tipo identificadas nestes estudo com aquelas descritas ho banco do MLST

Este Estudo

Registros de STs e sorotipos respectivos documentados no banco do MLST (http://www.mlst.net)

. I 0,
ST, Sorotipo Total de Sorotipo (%) Outros Sorotipos Pais
registros  mais frequente
Brasil, Espanha, Italia, Russia, Alemanha, Estados Unidos,
ST62, 11A 79 11A(79,7) 10A, 11E, 11, 19A, NT Suécia, Franca,
Republica Tcheca
Brasil, Suécia, Inglaterra, Australia, Poldnia, Alemanha,
ST66, 9N 57 9N (66,7) 14,19A,19F,23F,4,9L,9L/N,9V,NT Coréia do Sul, Italia, Franca, Turquia, Chile.
Espanha, Hungria, Polbnia, Marrocos, Franga, Inglaterra,
ST72, 24F 36 24F (66,7) 1,14, 24, 3, 6A, 6B, NT Alemanha, Itélia,Grécia, Chile
Inglaterra, Dinamarca, Holanda, Canada, Espanha, Tailandia,
ST180, 3 227 3(95,5) 6A, 15A, 19F, NT Italia, Portugal,
Polbnia, Brasil, Noruega, Alemanha, Bélgica, Suécia, Coréia
(Netherlands®-31) do Sul, Republica Checa, Russia, Gambia, Franca, China
Inglaterra, Grécia, Vietnam, Brasil, Italia, Finlandia, Estados
ST193, 18B 96 19A (92,9) 14,15B,15C,18C,19F,21,39,23F,NT Unidos, Espanha,Alemanha, Africa do Sul.
(Greece®-30)
Dinamarca, Inglaterra, Uruguai, Canada, Espanha, Pol6nia,
ST218, 12F 61 12F (78,7) 7F, 12B Inglaterra,Estados Unidos, Suécia, Nova Zelandia, Alemanha,

(Denmark**"-34)

Africa do Sul, Franga, Chile, Nova Caledonia.




Tabela 6 — Continuacao

Este Estudo

Registros de STs e sorotipos respectivos documentados no banco do MLST (http://www.mlst.net)

ST, Sorotipo Total de Sorotipo (%) Outros Sorotipos Pais
Registros mais frequente
ST241, 18A 5 18A (80,0) 23F Espanha, China, Estados Unidos, Gambia, Alemanha
ST393, 38 18 38 (83,3) 25A, NT Inglaterra, Polbnia, Suica, Alemanha, Estados Unidos, Italia,
Republica Tcheca, Japéo, Espanha
SLV439, 23B 26 (ST439) 23B (76,9) 23F, 23A, 19F Inglaterra, Alemanha, Estados Unidos, Holanda, Grécia
ST494, 28A 3 28A (66,7) 28 Finlandia, Brasil, Alemanha
ST733, 19A 3 19A (66,7) 19F Brasil, Alemanha
ST761, 15B 1 13 (100,0) Brasil
ST766, 15B 2 15B (100,0) Brasil
ST771, 34 4 34 (75,0) 19A Brasil, Malasia
ST1024, 3 2 3(100,0) Polbnia, Brasil
ST2878, 19A 3 19A (100,0) Brasil
ST3930, 6C 1 6C (100,0) Brasil




Tabela 6 — Continuacao

Registros de STs e sorotipos respectivos documentados no banco do MLST (http://www.mlst.net)

Este Estudo

. i 0,
ST, Sorotipo Total de Sorotipo (%) Outros Sorotipos Pais
Registros mais frequente
ST4877, 35B 1 35B (100,0) Brasil
ST4933, 34 2 34 (100,0) Brasil
ST8376, 12F 1 12F (100,0) Brasil

ST8822, 34 1 34 (100,0) Africa do Sul




O ST193, do grupo clonal R, foi composto por dois isolados do sorotipo 18B,
sendo um do periodo pré-vacinal e o outro do periodo pés-vacinal. Os grupos
clonais AQ e AP, caracterizados em periodos diferentes e formados pelo sorotipo
35B corresponderam ao ST4877 e seu SLV4877 (“Single LocusVariant”), diferindo
em um Unico alelo do gene spi. Dois isolados do sorotipo 12F do periodo pés-vacinal
foram identificados em dois grupos clonais diferentes (E e W), porém, apresentaram
o0 mesmo ST (ST218). Por outro lado, outro isolado do sorotipo 12F, do periodo preé-
vacinal, foi caracterizado como pertencente ao ST8376. Destaca-se, ainda, 0

ST2878, com o sorotipo 19A ndo suscetivel a penicilina.



8 Discussao

A vigilancia epidemiologica da meningite pneumococica realizada no Hospital
Couto Maia, em Salvador, mostrou que durante os 5 anos de estudo ocorreram 170
casos da doencga na regido, sendo que em 148 destes, obteve-se a identificacéo de
S. pneumoniae através da cultura de liquor. Ocorreu uma reducédo significativa na
incidéncia da meningite pneumocdcica, decaindo de 0,9 para 0,36 casos /100.000
habitantes entre 2008 e 2012, respectivamente. Esta tendéncia ja tinha sido
observada anteriormente nessa mesma regido, antes mesmo da introdugcédo da
vacina PCV10, mostrando um declinio de 1,12 para 0,83 casos/100.000 habitantes

durante o periodo de 2000-2007(MENEZES et al., 2011).

E importante salientar que a vacina PCV10 foi introduzida no programa
nacional de imunizacdoa partir de marco de 2010 e mais particularmente em
Salvador, em julho do mesmo ano, possuindo como populacdo alvo as criangas < 2
anos de idade (BAHIA, 2013). Segundo a Secretaria de Saude do Estado da Bahia,
foram aplicadas 43.640 doses da vacina na regidao metropolitana de Salvador no ano
de 2012, com uma cobertura vacinal estimada de 81,55%, ainda ndo considerada
ideal pelo Ministério da Saude cuja meta é atingir mais de 90% de cobertura (BAHIA,
2012).

Em funcdo da sua recente introducdo no PNI, é impossivel afirmar que a
reducdo da incidéncia da meningite pneumocdcica observada neste estudo esteja
associada exclusivamente ao emprego da PVC10. Esses achados podem estar
relacionados também a outros fatores, tais como a melhoria do atendimento primario
a saude, melhor acesso aos servigcos de saude, das condi¢cdes socio-econdmicas da
populacéo e a disponibilidade da vacina PCV7 em clinicas privadas desde 2002. Por

outro lado, segundo o Ministério da Saude, apés a inclusdo da vacina pneumocécica



no calendario vacinal da crianca, em 2010, houve uma reducéo de 30% no numeros

de casos da meningite pneumocoécicas (BRASIL, 2013).

Além disto, resultados preliminares de outros estudos no Brasil também
indicam que esta ocorrendo uma diminuicdo no numero de casos de meningite

causado pelo S. pneumoniae no periodo pés PCV10.

Afonso et al. (2013), analisaram recentemente o efeito da PCV10 na doenca
pneumocécica em criancas < 2 anos de idade de cinco capitais brasileiras,
imediatamente apds o primeiro ano de vacinacdo. As taxas de hospitalizacado por
pneumonia e outras doencas nao respiratdrias causadas pelo pneumococo,
incluindo a meningite, foram reduzidas em todas as cidades no periodo pés-vacinal.

Em um estudo realizado no Hospital Universitario de Sdo Paulo no periodo de
janeiro de 2006 a setembro de 2012, Dos Santos et al. (2013) mostraram que a
incidéncia da doenca pneumocdcica invasiva em criancas <2 anos de idade reduziu
significantemente apds a introducédo da PCV10.

Berezin et al.(2012), observaram uma tendéncia de reducéo de cerca de 65%
na proporcdo de casos de doencas pneumocdcicas invasivas atribuidas por
sorotipos vacinais, em um estudo realizado em Sao Paulo e Uberlandia.

Na comparacdo do periodo pré e pés-vacinal em pacientes adultos com DPI
na cidade de Porto Alegre (CAIERAO et al.,2012), evidenciou-se uma diminui¢do na
proporcao de sorotipos vacinais (56,4% para 40,5%) no periodo pos-vacina, com um
aumento significante do sorotipo 20.

Ao longo do estudo podemos observar que 0s sorotipos nédo vacinais foram
mais prevalentes na faixa etaria acima de 19 anos, tanto no pré como no periodo
pos-vacinal. Nos Estados Unidos, enquanto a incidéncia de DPI diminuiu

consideravelmente em criancas e em adultos apés a introducdo da vacina PCV7



(TAN, 2012), em outras areas geograficas, essas alteracbes nao foram tao
marcantes. Em paises como Franca, Holanda e Espanha, a incidéncia de DPI
aumentou significantemente em adultos ap6s a introdu¢édo da PCV7 (LEPOUTRE et
al., 2008; RODENBURG et al., 2010; ARDANUY et al., 2012). Essas diferencas

podem estar relacionadas, em parte, a cobertura vacinal nos diferentes paises.

De modo geral, quando é analisada a distribuicdo dos sorotipos observada
durante todo o periodo de estudo, observa-se que 0s sorotipos vacinas 14, 6B, 18C
e 23F foram os mais frequentemente encontrados, ndo ocorrendo, até o0 momento,
um aumento de sorotipos néo-vacinais. Estes achados podem estar relacionados ao
curto periodo de implementacdo da vacina. Os dados do Sistema Regional de
Vacinas (SIREVA) de 2012, da Organizacdo Panamericana de Saude, mostram que
0s sorotipos 14 e 6B continuam sendo os mais prevalentes em toda a América
Latina (CASTANEDA et al., 2012).

Segundo informagbes do Centro de Referéncia Nacional para Infecgcbes
Pneumocadcicas, Instituto Adolfo Lutz, em S&o Paulo, o niumero de casos de DPI em
criancas <2 anos de idade no Brasil, nos periodos pré (2001-1009) e p6s (2011-
2012) a introducdo da PCV10, mostrou uma redugao de 77% dos sorotipos contidos
na vacina (M.C. Brandileone, comunicagao pessoal).

Nos Estados Unidos, a introducdo da vacina conjugada PCV7, em 2000,
resultou uma mudanca dramatica na carga da doenca pneumocécica ocasionada
pelos sorotipos cobertos pela vacina, ndo s6 em criangcas <2 anos, como também
em criangas mais velhas ndo vacinadas, adultos e idosos, em fungédo do fendmeno
de imunidade de rebanho (PILISHVILIet al., 2010). Por outro lado, as taxas anuais
de DPI devido a sorotipos nao vacinais aumentaram consideravelmente, com os

sorotipos 19A, 1, 5, 7F, 33F e 15 sendo responsaveis pelos aumentos mais



significantes de DPI e com o predominio do sorotipo 19A(GONZALEZ et al., 2006;
HAUSDORFF, 2007; HICKS et al., 2007; MOORE et al., 2008; KAPLAN et al., 2010).
A prevaléncia do sorotipo 19A foi ocasionada ndo soO pela expansdo de clones pré-
existentes (ST199), como também pelo fendmeno de substituicdo capsular, que
ocorreu entre um isolado presente na vacina PCV7 e o sorotipo nao vacinal 19A(PAI
et al., 2005; WEINBERGER et al., 2011). Esses acontecimentos fizeram com que 0s
EUA introduzissem a PCV13 em 2010.

No presente estudo, o fato de ter sido identificada uma maior frequéncia dos
sorotipos ndo vacinais 12F (22,2%), 10A (11,1%), 15B (7,4%) e 18B (7,4%) no
periodo pos-vacinal deve ser analisado com cautela. Além do nimero reduzido de
isolados estudados, € bom lembrar que a vacina PCV10 foi introduzida apenas
recentemente. O ano de 2010 foi um ano de transicdo e s6 a continuidade da
vigilancia epidemiolégica ao longo tempo é que podera realmente avaliar o real
impacto da introducdo da vacina em nossa regido. Além disto, quando é comparada
a distribuicdo dos SNVT 12F, 10A, 15B e 18B com a de anos anteriores, identificada
durante todo o periodo de vigilancia realizado no hospital Couto Maia, verifica-se
uma flutuacdo desses sorotipos ao longo dos anos, sem o registro da emergéncia
especifica de um determinado sorotipo (Grafico 4). Flutuacdes na prevaléncia de um
determinado sorotipo podem ocorrer naturalmente na populagcdo de pneumococos,
mesmo na auséncia da pressao seletiva imposta pelo uso de vacinas conjugadas
(LAGOS et al., 2008; RUCKINGER et al., 2008; ANDRADE et al., 2012).

Particularmente em relacdo ao sorotipo 22F, um estudo da Universidade de
Utah, nos Estados Unidos, realizado entre 1997-2010, mostrou que a frequéncia
desse sorotipo aumentou no periodo de janeiro de 2005 a dezembro 2010. Cerca de

22% do isolados de 22F eram provenientes de pacientes com meningite, em



comparacao com 12% para todos os outros isolados (p < 0,001) (AMPOFO et al.,
2012).

No presente trabalho, destaca-se, também, o fato do sorotipo 19A ter sido
identificado apenas no periodo pré-vacinal, com 4 isolados. Esses achados estéo de
acordo com o estudo de Dos Santos et al. (2013) em S&o Paulo, que nao
evidenciaram um aumento na incidéncia deste sorotipo naquela cidade no periodo
pos-vacinal. E importante salientar, também, o estudo de Castafieda et al. (2012)
mostrando que a incidéncia do sorotipo 19A tem se mantido baixa e estavel na
América Latina e Caribe por cerca de 20 anos. Esses resultados sdo contrastantes
com aqueles evidenciados nos Estados Unidos, com a expansao e emergéncia de
linhagens do sorotipo 19A apdés a introducdo da vacina PCV7 (PAI et al., 2005;
WEINBERGER et al., 2011).

Neste estudo, o sorotipo 6A foi incluido no grupo dos sorotipos ndo vacinais.
Estudos da imunogenicidade da vacina PCV10 mostram que apesar dela ser ativa
contra o sorotipo 6A, esta atividade é cerca de 33% - 50% inferior aquela observada
com a PCV7, ndo estando claro, portanto, que a PCV10 induz uma protec¢éo cruzada
contra o sorotipo 6A(VESIKARI et al., 2009; FARKOUH et al., 2012).

Dos 77 isolados caracterizados ao longo deste estudo, 52 (67,5%)
apresentaram resisténcia antimicrobiana, sendo que 13,5% dos isolados (n=7)
mostraram resisténcia a dois ou mais antibioticos. A multirresisténcia a antibioticos
em S.pneumoniae €, sem duvida, um motivo de preocupacdo. Nos Estados Unidos,
por exemplo, em 30% dos casos severos de doenca pneumocécica, a bactéria é
resistente a um ou mais antibibticos clinicamente relevantes, levando a cerca de
1.2000.000 casos de doenca e 7.000 6bitos ao ano. Os casos de pneumonia

pneumocacica resistentes resultam em cerca de 32.000 visitas médicas e cerca de



19.000 hospitalizacbes ao ano e 0s custos associados a esses casos atingem a cifra
de 96 milhdes de dolares (CDC, 2013).

Particularmente em relacdo a penicilina, trés dos quatro isolados do sorotipo
19A identificados no periodo pré-vacinal apresentaram nao-susceptibilidade a este
antibiotico. Nos Estados Unidos, isolados do sorotipo 19A identificados apos a
introducdo da PCV7 apresentavam, em sua maioria, resisténcia mdaltipla aos

antibioticos, inclusive a penicilina (MOORE et al., 2008; REINERTet al., 2010).

Do mesmo modo, a evidéncia da ndo-susceptibilidade a penicilina em um
isolado do sorotipo 12F do periodo pds-vacinal pode ser um alerta para o sistema de
vigilancia epidemiolégica em nossa regido, principalmente se essa linhagem se
estabelecer como a mais prevalente ao longo do tempo, apdés a introducdo da

PCV10, conforme os resultados deste trabalho parecem indicar.

A resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim (39%) e a tetraciclina (20,8%)
observada neste estudo estd de acordo com o trabalho anterior realizado por
Menezes e et al. (2011) na nossa regido e com outros estudos nacionais (KOETH et
al., 2004; BRANDILEONE et al., 2006), podendo estar, em parte, associada ao
consumo indiscriminado de antimicrobianos (GOOSSENS, 2009; CORNICK e
BENTLEY, 2012).

Quanto a resisténcia a eritromicina observada em 1 isolado (sorotipo 21) do
periodo pos-vacinal € importante salientar que em algumas regidées do mundo, a
resisténcia aos macrolideos esta ultrapassando a resisténcia a penicilina, a partir da
disseminacéo de clones resistentes (WOLTER et al., 2008).Se o mesmo vai ocorrer
em nossa regido, apenas um estudo prospectivo com um periodo mais longo de

vigilancia podera fornecer informac¢des mais conclusivas.



A caracterizacdo genotipica dos isolados de S. pneumoniae através da
técnica de PFGE mostrou que existe uma grande diversidade genética entre os
sorotipos de S. pneumoniae n&o vacinais, com a maioria dos isolados (66,2%)
fazendo parte de grupos nao clonais.

Dentre os clones identificados, destaca-se o grupo clonal X, composto por
dois isolados do sorotipo 19A do periodo pré-vacinal, ndo susceptivel a penicilina e
pertencente ao ST2878. Considerando o banco de dados do MLST

(http://www.mlst.net) esta Sequéncia Tipo foi descrita apenas no Brasil. Por outro

lado, quando comparamos 0 grupo X com os padrdes eletroforéticos de S.
pneumoniae obtidos durante a vigilancia epidemiolégica das meningites
pneumocdcicas realizado no Hospital Couto Maia, durante o periodo de 1996 a
2008, verifica-se que este grupo X apresenta 91% de similaridade com isolados de
meningite dos sorotipos 23F e 3. E importante lembrar que nos Estados Unidos, o
aumento na incidéncia de isolamento do sorotipo 19A deu-se, em parte, a expansao
clonal do ST199 (PAl et al., 2005; WEINBERGER et al., 2011).

Clones internacionais de S. pneumoniae foram identificados neste estudo.
Assim, o grupo clonal R (ST193), com isolados do sorotipo 18B, foram
geneticamente relacionados ao clone mundial Greece?!-30, bem como os grupos E e
W (ST218 — sorotipo 12F), semelhante ao clone Denmark*?"-34 e o grupo n&o clonal
M1 (ST180 - sorotipo 3) associado ao clone Netherlands®-31. Esses achados s&o
importantes, principalmente com a continuidade da vigilancia e a possivel expanséo
desses clones ao longo do tempo. Com relagdo ao sorotipo 12F pode ocorrer a
expansdo do ST218 e/ou do ST8376 (grupo clonal AR), geneticamente semelhante

ao grupo AR*, com um isolado de 12F n&o susceptivel a penicilina.


http://www.mlst.net/

Um isolado do sorotipo 9N foi identificado como pertencente ao ST66. E
importante ressaltar que este ST, associado ao sorotipo 14, tem sido considerado
como um dos principais e mais prevalentes clones isolados de doenca invasiva em
Salvador e no Brasil (BRANDILEONE et al., 1998; SOGSTADet al., 2006; REIS et

al., 2008).

Um dos impactos da era das vacinas conjugadas tem sido o fenbmeno da
troca capsular (capsular switching), contribuindo para a ocorréncia de doencas
causadas por sorotipos que “escapam” da vacina e, consequentemente, reduzem o
seu efeito (COFFEY et al., 1998; BRUEGGEMANN et al., 2007; WEINBERGERet al.,
2011). Os resultados obtidos neste trabalho ndo permitem sugerir que essa troca
capsular tenha ocorrido durante o periodo estudado. Em primeiro lugar, além da
amostragem ser reduzida e corresponder aos anos iniciais pos-implementacdo da
vacina PCV10, ndo foi possivel a caracterizacdo do ST de todos os isolados
estudados. Além disto, como o banco de S. pneumoniae obtido através da vigilancia
epidemiologica realizada no Hospital Couto Maia desde 1996 também n&do possui
muitos isolados com seus STs caracterizados, fica dificil uma comparagdo mais
aprofundada.

Sem duavida nenhuma, o numero reduzido de STs caracterizados constitui
uma das limitacdes deste trabalho. Seria ideal se tivesse sido possivel, pelo menos,
a caracterizacdo dos STs de todos os grupos clonais identificados. Este fato ocorreu
alheio a nossa vontade, em funcdo de problemas técnicos com a quebra de
aparelhos e/ou de sequéncias ruins obtidas que tiveram que ser repetidas inimeras

vezes, ndo permitindo o fechamento total da sequéncia de alelos que definem o ST.



Por outro lado, esta etapa sera finalizada antes da submissdo do manuscrito para
publicacao.

Outro aspecto a ser levantado refere-se a cobertura vacinal. De acordo com o
Sistema de Informacdo do Programa Nacional de Imuniza¢des (SI-PNI) que compete
ao Ministério da Saude, a cobertura vacinal da PCV10 em Salvador foi de 78,9% e
na Bahia de 81,5% até o ano de 2012, ainda ndo considerada ideal pelo ministério
cuja meta € atingir > de 95% de cobertura (BAHIA, 2012). Além disso, alguns
estudos mostram que esses dados percentuais de cobertura ndo correspondem ao
de cobertura vacinal real e que acaba ocorrendo uma superestimacdo dos
valores.Segundo os trabalhos isso acontece por diversos fatores como a falta de
uma correta relacdo entre as doses aplicadas e a idade e intervalos, entre outros

(CASSIOet al., 2003).

Apesar dos pacientes serem provenientes de um mesmo hospital, isso nédo
representa uma limitacdo do estudo ja que o Hospital Couto Maia (HCM) é a unidade
de saude terciaria de referéncia do estado da Bahia para doencas
infectocontagiosas, responsavel por mais de 90% das notificacbes dos casos de
meningite (BAHIA, 2008)

Conforme foi salientado por Afonso et al. (2013), qualquer estudo que utiliza
um meétodo temporal para determinar os efeitos iniciais de uma vacina pode sofrer
variacbes em funcdo da cobertura vacinal e pelo periodo lag natural entre a
vacinacdo e a protecdo (AFONSO et al., 2013). O presente estudo foi realizado nos
estagios iniciais pos-implementagdo da vacina PCV10 em Salvador e qualquer
conclusao que possa ser tirada dos resultados aqui obtidos devem ser considerados
apenas como uma tendéncia quanto a distribuicdo dos sorotipos causadores de

meningite em nossa regido no periodo poés-vacinal e sua caracterizacdo molecular.



Este panorama pode ser alterado a medida que o emprego da vacina PCV10 seja
ampliada e que um numero maior de isolados possa ser estudado. De qualquer
maneira, 0s resultados aqui obtidos servirdo de base para as analises futuras em
relacdo aos efeitos da vacinacdo, sendo esta outra justificativa para a manutencao
da vigilancia epidemiolégica das meningites bacterianas realizada no HCM na

cidade de Salvador.



9 CONCLUSOES

1. Durante os cinco anos de estudo ocorreu uma importante reducdo da
incidéncia da meningite pneumocécica em Salvador;

2. Foi observada uma reducdo tanto no nimero do sorotipos vacinais quanto
dos néo vacinais;

3. A distribuicdo de sorotipos ndo vacinais apresentou uma flutuagéo, sem o
registro da emergéncia especifica de um determinado sorotipo;

4. A maioria dos isolados ndo-vacinaisde S. pneumoniae apresentou resisténcia
a um ou mais antibiéticos; a nado-susceptibilidade a penicilina permanece
baixa (6,5%);

5. Os sorotipos ndo-vacinais de S. pneumoniae apresentaram uma grande
diversidade genética, com a maioria dos isolados (66,2%) pertencendo a
grupos nao clonais.

6. A técnica de MLST permitiu a identificacdo de quatro novos STs e a presenca

de clones genotipicamente semelhantes aos clones mundiais Netherlands®-

31, Greece?'-30 e Denmark!?"-34.

7. E necessaria a continuidade da vigilancia epidemiolégica da meningite
pneumocécica, visando avaliar os efeitos benéficos da vacinacdo e a

dindmica da distribuicdo de sorotipos em nossa regiao.
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APENDICE |

Relagao dos primers empregados para a sorotipagem dos isolados de S.

pneumoniae através da técnica de Multiplex-PCR

Tamanho
do
Sequéncia amplicon
Oligonucleotideo (5-3) (pb)*
1-f CTC TAT AGA ATG GAG TAT ATA AAC TAT GGT TA 280
1-r CCA AAG AAAATACTAACATTATCACAATATTGGC
2-f TAT CCC AGT TCAATATTT CTC CAC TAC ACC 290
2-r ACA CAA AAT ATA GGC AGA GAG AGACTACT
3-f ATG GTG TGATTT CTC CTA GAT TGG AAAGTA G 371
3r CTT CTC CAATTG CTT ACC AAG TGC AAT AAC G
4-f CTGTTACTT GTT CTG GAC TCT CGATAATTIG G 430
4-r GCC CACTCC TGT TAAAAT CCT ACCCGCATTG
5-f ATACCT ACACAACTTCTGATTATGCCTTTG TG 362
5-r GCT CGATAAACATAATCAATATTT GAA AAA GTA
TG
6A/6B/6C/6D-f AAT TTG TAT TTT ATT CAT GCC TAT ATC TGG 250
6A/6B/6C/6D-r TTA GCG GAG ATA ATT TAA AAT GAT GAC TA
6C/6D-f CAT TTT AGT GAA GTT GGC GGT GGA GTT 727
6C/6D-r AGC TTC GAA GCC CAT ACT CTT CAATTA
7C/(7B/40)-f CTATCT CAG TCATCT ATT GTT AAAGTT TAC GAC 260
7CI(7B/40)-r GGG A
GAA CAT AGATGT TGAGACATCTTT TGT AATTTC

TFITA-f TCC AAACTATTA CAG TGG GAATTA CGG 599
TFITA-r ATA GGA ATT GAG ATT GCC AAA GCG AC
8-f GAA GAA ACG AAA CTG TCA GAG CAT TTA CAT 201
8-r CTATAG ATACTAGTAGAG CTG TTC TAG TCT
ON/9L-f GAA CTG AAT AAG TCA GAT TTA ATC AGC 516
ON/9L-r ACC AAG ATC TGA CGG GCT AAT CAAT
IV/9A-f GGG TTCAAAGTCAGACAGTGAATCTTAA 816
OV/9A-r CCATGAATGAAATCAACATT GTCAGTAGC
10A- f GGT GTAGAT TTACCATTAGTG TCG GCA GAC 628
10A-r GAATTT CTT CTT TAA GAT TCG GAT ATTTCT C

* pb = pares de bases



APENDICE | - CONTINUACAO

Tamanho
do
Sequéncia amplicon

Oligonucleotideo (5-3) (pb)*
10F/(10C/33C)- f GGA GTT TATCGG TAGTGC TCATTT TAG CA 248
10F/(10C/33C)-r CTA ACA AAT TCG CAA CAC GAG GCA ACA
11A/11D-f GGA CAT GTT CAG GTG ATT TCC CAATAT AGT G 463
11A/11D-r GAT TAT GAG TGT AAT TTATTC CAACTT CTC CC
12F/(12A/44/46)-f GCA ACA AAC GGC GTG AAAGTAGTT G 376
12F/(12A/44/46)-r CAA GAT GAA TAT CAC TAC CAATAA CAA AAC
13-f TAC TAA GGT AAT CTC TGG AAA TCG AAA GG 655
13-r CTCATGCATTTITATTAACCGCTTTTTIGTTC
14-f GAAATG TTACTT GGC GCA GGT GTC AGA ATT 189
14-r GCC AAT ACT TCT TAG TCT CTC AGA TGA AT
15A/15F-f ATT AGT ACA GCT GCT GGAATATCT CTT C 434
15A/15F-r GAT CTA GTG AACGTACTATTC CAAAC
15B/15C-f TTG GAATTT TTT AAT TAG TGG CTT ACC TA 496
15B/15C-r CAT CCG CTT ATT AAT TGA AGT AAT CTG AACC
16F-f GAATTT TTC AGG CGT GGG TGT TAA AAG 717
16F-r CAG CAT ATA GCA CCG CTAAGC AAATA
17F-f TTC GTG ATG ATA ATT CCA ATG ATC AAA CAA GAG 693
17F-r GAT GTA ACA AAT TTG TAG CGA CTAAGG TCT GC
18/(18A/18B/18C/18F)-f CTT AAT AGC TCT CAT TAT TCT TTT TTT AAG CC 573
18/(18A/18B/18C/18F)-r TTA TCT GTA AAC CAT ATC AGC ATC TGA AAC
19A-f GAG AGATTC ATAATCTTG CACTTAGCCA 566
19A-r CAT AAT AGC TAC AAATGA CTC ATC GCC
19F-f GTT AAG ATT GCT GAT CGA TTA ATT GAT ATC C 304
19F-r GTAATATGT CTT TAG GGC GTT TAT GGC GAT AG
20-f GAG CAAGAG TTT TTC ACC TGA CAG CGA GAA G 514
20-r CTA AAT TCC TGT AAT TTA GCT AAA ACT CTT ATC

* pb = pares de bases
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Tamanho
do
Sequéncia amplicon

Oligonucleotideo (5-3) (pb)*
21-f CTATGG TTATTT CAACTC AAT CGT CACC 192
21-r GGC AAA CTC AGA CAT AGT ATAGCA TAG
22F/22A-f GAG TAT AGC CAG ATTATG GCAGTTTTATTG TC 643
22F/22A-r CTC CAG CACTTG CGC TGG AAA CAACAG ACAAC
23A-f TAT TCT AGC AAG TGACGAAGATGC G 722
23A-r CCAACATGC TTAAAAACG CTG CTT TAC
23B-f CCACAATTAGCGCTATAT TCATTC AAT CG 199
23B-r GTC CAC GCT GAA TAA AAT GAA GCT CCG
23F-f GTAACAGTT GCT GTAGAG GGAATTGGCTTTTC 384
23F-r CAC AAC ACCTAACACTCG ATG GCT ATATGATTC
24/(24A, 24B, 24F)-f GCT CCC TGC TAT TGT AAT CTT TAAAGA G 99
24/(24A, 24B, 24F)-r GTGTCTTTT ATT GAC TTT ATC ATA GGT CGG
31-f GGA AGT TTT CAA GGA TAT GAT AGT GGT GGT GC 701
31-r CCG AAT AAT ATATTC AAT ATATTC CTACTC
33F/(33A/37)-f GAA GGC AAT CAATGT GAT TGT GTC GCG 338
33F/(33A/37)-r CTT CAA AAT GAA GAT TAT AGT ACCCTT CTAC
34-f GCT TTT GTA AGA GGA GAT TAT TTT CAC CCA AC 408
34-r CAATCC GAC TAAGTC TTC AGT AAA AAACTT TAC
35A/(35C/42)-f ATT ACG ACT CCT TAT GTG ACG CGC ATA 280
35A/(35C/42)-r CCA ATC CCAAGATAT ATGCAACTAGGTT
35B-f GAT AAG TCT GTT GTG GAG ACT TAAAAA GAA TG 677
35B-r CTT TCC AGATAATTACAG GTATTC CTG AAG CAA G
35F/47F-f GAA CAT AGT CGC TATTGT ATT TTATTT AAAGCAA 517
35F/47F-r GAC TAG GAG CAT TAT TCC TAG AGC GAG TAA ACC
38/25F/25A-f CGTTCTTTT ATC TCACTG TAT AGT ATC TTT ATG 574
38/25F/25A-r ATGTTT GAATTA AAG CTAACG TAACAATCC
39-f TCATTG TAT TAACCC TATGCTTTATTG GTG 98
39-r GAG TAT CTC CAT TGT ATT GAA ATC TAC CAA
cpsA-f GCA GTACAG CAG TTT GTT GGA CTG ACC 160
CpsSA-r GAA TAT TTT CAT TAT CAG TCC CAG TC

* pb = pares de bases



ANEXO |

Relag&o das concentragdes minimas inibitorias para os diferentes antimicrobianos,

de acordo com as recomendacgdes do CLSI, 2010.

Concentracao Minima Inibitéria

S. pneumoniae

(Hg/mL) ATCC 49619
R* I S

Cefotaxima 22 1 <0,5 0,03-0,125
Clindamicina >1 <0,25 0,03-0,125
Cloranfenicol >8 <4 2-8
Eritromicina >1 0,5 <0,25 0,03-0,125
penicilina =0.125 <0,06 0,25-1
(meningite)**
Levofloxacina =28 <2 0,5-2
Rifampicina >4 <1 0,015 -0,06
Tetraciclina >8 4 <2 0,06 - 0,5
trimetoprim- > 4/76 <0,5/9,5 0,125/2,4 - 1/19

sulfametoxazol

Vancomicina

0,125-0,5

*R= resistente, |= intermediario, S= sensivel

** pontos de corte para amostras de meningite



