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RESUMO 

 

Streptococcus pneumoniae é uma bactéria patogênica que afeta crianças e idosos em todo o 

mundo, sendoresponsável porelevada morbidade e mortalidade, especialmente nos países em 

desenvolvimento onde o acesso às vacinas pneumocócicas conjugadas (PCVs) é limitado. A 

colonização da nasofaringe precede o desenvolvimento de infecções e as crianças são o 

principal reservatório deste patógeno na comunidade. As vacinas pneumocócicas conjugadas 

reduzem a taxa de colonização e de doenças causadas por sorotipos vacinais, entretanto, 

pouco se sabe sobre seu efeito em eventos na substituição de sorotipos. Os objetivos deste 

estudo foramdeterminar o efeito da vacina pneumocócica conjugada 10-valente (PCV10) na 

colonização nasofaríngea por pneumococos em crianças menores que um ano, saudáveis eque 

apresentaram doença crônica ou desordem imunológicanos períodos pré- e pós esquema 

vacinal primário entre maio de 2011 a janeiro de 2014 e determinar a influência desta vacina 

na distribuição de sorotipos, da susceptibilidadeantimicrobianae do perfil genotípicodos 

pneumococos. Foram investigadas 168 crianças, sendo 63 do grupo de portadores de doenças 

clínicas(Grupo I) e 105 do grupo de crianças sadias (Grupo II). O isolamento, a identificação 

e a avaliação da resistência antimicrobiana do pneumococo foram realizados através de 

técnicas microbiológicas convencionais. A determinação dos sorotipos capsulares foi 

realizada através das técnicas de reação de polimerase em cadeia multiplex e reação de 

Quellung. A taxa de colonização pneumocócica total foi de 24%, sendo 17% (11/63) e 28% 

(29/105) para os grupos I e II, respectivamente. Convívio com crianças menores que 6 anos 

no mesmo domicílio mostrou associação com colonização para o grupo I [OR= 8,36 (IC95%= 

1,69-44,70); p=0.004] enquanto que renda foi associada a risco para crianças do grupo II 

[(OR=3,22; IC95%= 1,22-8,64; p=0,01]. Os sorogrupos/tipos identificados com maior 

frequência foram: 23F (10%), 19F e 15B/15C (7,5%) e cepas não tipáveis (15%). Após a 3 ª 

dose da vacinahouve uma redução de 7% para 5%  na taxa de colonização por sorotipos 

vacinais  eum aumento de três vezes na probabilidade de colonização por sorotipos não 

vacinais (7% para 21%). Identificamos 17% de não susceptibilidade à penicilina. Os sorotipos 

PCV10 associados com um ST foram os sorotipos 19F (ST177) e23F (ST338) e os não 

associados a PCV10 foram os seguintes: 11A/11D (ST62 e ST408), 15A/15F (ST73), 



15B/15C (ST766), 23A (ST42) e 23B (ST727). Os resultados demonstram que três doses da 

PCV10 reduzem ou estabilizam a colonização por sorotipos vacinais, a despeito da 

colonização pelos sorogrupos/tipos vacinais 6A/6B, 14 e 23F e destaca-se a colonização por 

sorotipos não vacinais (6C<7C<13<23A<23B<15A/15F<15B/15C<11A/11D) e cepas não 

tipáveis, independente do grupo de crianças avaliadas.Embora não tenha sido avaliado o 

efeito da PCV10 após a 4ª dose da vacina neste estudo, ressaltamos a importância da 

manutenção da dose de reforço no calendário vacinal do programa nacional de imunizações 

para que a proteção contra os sorotipos oferecida pela vacina seja alcançada. Estudos 

epidemiológicos devem continuar para monitorara taxa de colonização de pneumococos 

circulantes no período pós-vacinal, bem como as taxas de não susceptibilidade aos 

antimicrobianos que são essenciais para o direcionamento das estratégias de saúde pública no 

manejo clínico e prevenção das doenças pneumocócicas.  

 

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae; Vacinas Pneumocócicas; Colonização 

Pneumocócica; Epidemiologia molecular. 
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ABSTRACT 

 

Streptococcus pneumoniae is a pathogenic bacterium that affects children and elderly 

throughout the world, accounting for high morbidity and mortality, especially in developing 

countries where access to pneumococcal conjugate vaccines (PCVs) is limited. 

Nasopharyngeal colonization precedes the development of infections and children are the 

main reservoir of this pathogen in the community. The pneumococcal conjugate vaccine has 

been effective in reducing colonization and disease by vaccine serotypes, however, little is 

known about its effect on the overall rate of colonization due to serotypes replacement events. 

The study aims to evaluate the effect of pneumococcal conjugate vaccineon nasopharyngeal 

carriagein children younger than oneyears old, healthy, suffering from crhonic diseases or 

immune disorders during vaccine primary immunization with PCV-10 between may 2011 and 

jaanuary 2014 and the influence of this vaccine in the distribution of serotypes, antimicrobial 

susceptibility and genotypic profile of pneumococcus.A total of 168 children were enrolled, 

63 with chronicdiseases (Group I) and 105 of the group of healthy children (Group II). The 

isolation, identification and evaluation of antimicrobial resistance of pneumococci were made 

using conventional microbiological techniques. The determination of capsular serotypes was 

performed using the multiplex-PCR and/or Quellung reaction. Overal, the pneumococcal 

colonization rate was 24%, being 17% (11/63) and 28% (29/105) to group I and II, 

respectively. Living with children aged up to six 6 years in the same household was 

associated with colonization in group I[OR= 8,36 (CI95%= 1,69-44,70); p=0.004] and income 

was associated with risk for children in group II [(OR=3,22; IC95%= 1,22-8,64; p=0,01]. The 

most frequently serotypes identified were: 23F (10%), 15B/15C (7,5%) and nontypeable 

strains (15%). A total of 28% (11/40) of serotypes identified in both groups are represented in 

PCV10. After the 3
rd

dose of vaccine was reduced from 7% to 5% in vaccine serotypes 

colonization rate and a three-fold increase in the probability of colonization by serotypes not 

represented in the PCV-10 (7% to 21%). Penicillin nonsusceptibility was identified in 17% of 

the isolates. PCV10 serotypes associated with a ST serotypes were 19F (ST177) and 23F 

(ST338) and not associated with PCV10 were 11A/11D (ST62 and ST408), 15A/15F (ST73), 

15B/15C (ST766), 23A (ST42) and 23B (ST727). The results demonstrate that three doses of 



PCV10 stabilizes or reduces colonization by the vaccine serotypes, regardless of colonization 

by vaccines types 6A/6B, 14 and 23F and highlight the rates of colonization by non vaccine 

serotypes (6C<7C<13<23A<23B<15A/15F<15B/15C<11A/11D) and nontypeable 

pneumococcal, independent of the study group. Although this study was not evaluated the 

effect of PCV10 after the 4th dose of the vaccine, we emphasize the importance of booster 

dose of maintenance in the immunization schedule of the national immunization program for 

the protection offered by the vaccine serotypes is achieved. Epidemiological studies should 

continue to monitor the rate of colonization of pneumococci circulating in the post-vaccine 

period and antimicrobial non-susceptibility rates that are essential for the targeting of public 

health strategies in the clinical management and prevention of pneumococcal diseases. 

 

Key words: Streptococcus pneumoniae; pneumococcal vaccines; Pneumococcal carriage; 

molecular epidemiology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE: O MICRO-ORGANISMO E A SAÚDE PÚBLICA 

 

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é considerado um patógeno comensal da 

mucosa da nasofaringe, restrito aos humanos. A colonização préviaé um pré-requisito para o 

desenvolvimento da doença pneumocócica, sendo que aidade inicial de aquisição varia de 

quatro dias a 18 meses, com média de seis meses. A colonização assintomática é mais comum 

do que a doença e admite-se que a maioria dos indivíduos adquire este agente em algum 

momento da vida, sem manifestação clínica. Em uma minoria de pessoas portadoras, as 

bactérias podem se mover da nasofaringe para os seios nasais e cavidade do ouvido médio ou 

para os pulmões, causando infecções do trato respiratório ou invadir a corrente sanguínea 

causando infecções sistêmicas (BOGAERT et al., 2004; O’BRIEN et al., 2009; SIMELL et 

al., 2012).  

O pneumococo tem uma cápsula polissacarídica, principal fator de virulência, com 

antigenicidade distinta que o classifica em 94 sorotipos e constitui as vacinas pneumocócicas 

atualmente disponíveis (WHITNEY et al., 2003; LEXAU et al., 2005; BRACTHER et 

al.,2010).  

A imunização com vacina pneumocócica conjugada (PCV) é uma intervenção de 

saúde pública estratégica para prevenir as doenças pneumocócicas. Há evidências de que esta 

vacina diminui o número de portadores do pneumococo na nasofaringe dos vacinados, 

evitando a transmissão para indivíduos suscetíveis e não vacinados, base daproteção de 

rebanho, responsável pelo grande impacto da utilização das vacinas conjugadas em geral. 

(BRASIL, 2014). 

A PCV tem sido usada desde 2000, quando a vacina 7-valente (PCV7) foi licenciada 

nos Estados Unidos para uso na rotina em crianças. Foi aprovada para uso no Brasil em 2001, 

disponível apenas para uma pequena parcela da população, quase restrita a clínicas privadas e 

para indivíduos considerados de alto risco para a doença pneumocócica invasiva (IPD) 

atendidos nos CRIES (Centrode Referência de Imunobiológicos Especiais). Em maio de 

2010no Brasil, a PCV7 foi substituída pela vacina pneumocócica conjugada 10-valente 

(PCV10) licenciada e implementada no calendário nacional do programa de imunizaçãoe nos 

CRIES (BRASIL, 2010; BRASIL, 2014). Esta vacina inclui os mesmos sorotipos da PVC7 

(4,6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F), além de mais 3 (1, 5 e 7F). Na maioria dos países onde a 
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PCV7 foi implementada, houve a substituição pela vacina 13-valente (PCV13) que contempla 

ainda os sorotipos 3, 6A e 19A (WHO, 2012; VICTORA et al., 2011). 

Logo após a implementação da PCV10 no Brasil, em outubro 2011, a cobertura média 

vacinal atingiu 80% do público alvo, para uma série primária completa em crianças menores 

que 12 meses de idade, em mais de 5.000 municípios (AFONSO et al., 2013). 

A vacinação de rotina em países na Europa e nos Estados Unidos reduziu a carga das 

doenças pneumocócicas invasivas, principalmente aquelas causadas por cepas nãosusceptíveis 

aos antimicrobianose de sorotipos incluídos na vacina heptavalente. A epidemiologia das 

infecções pneumocócicas sofreu alterações, passando a apresentaros sorotipos não vacinais 1, 

7F, 3, 6A e, especialmente o sorotipo 19 A,como principais nas infecções 

invasivas(ISAACMAN et al., 2010; REINERT et al., 2010). 

A implementação de vacinas contra o pneumococo é comprovada clinicamente e é 

considerada estratégia econômica, sendo potencialmente mais favoráveisas PCVs que 

incorporam o maior número de sorotipos em sua constituição (WEIL-OLIVIER et al., 2012). 

Uma cobertura vacinal de pelo menos 80% da população alvo dedoenças 

pneumocócicas invasivas (IPD) fornece efeitode rebanho suficiente para proteção obtendo-se 

benefícios econômicos. O aumento em IPD causada por sorotipos não vacinais reduz os 

efeitos globais diretos de vacinação e as compensações dos potenciaisbenefícios em 

indivíduos não vacinados (MANTOVANI et al., 2010; LEE et al., 2014).  

 Estudos têm avaliado as relações entre linhagens genéticas do pneumococo e o seu 

potencial para causar doença avaliando o tipo de sequência genética ou sorotipo capsular e 

seu potencial invasivo (SLEEMAN et al., 2006). De acordo com Brueggmann e cols. (2004), 

a propriedade invasiva do pneumococo é independente de fatores temporais ou geográficos, 

sugerindo uma estabilidade de sorotipos capsulares do pneumococo em condições naturais. 

Esta abordagem é particularmente relevante para avaliar as alterações no potencial de certos 

sorotipos capsulares causarem doença invasiva e de emergirem após a pressão seletiva 

imunológica causada pela ampla utilização das vacinas pneumocócicas conjugadas 

(SLEEMAN et al., 2006).  

 Embora haja avanços na compreensão da epidemiologia e na patogênese das infecções 

pneumocócicas, fatores genéticos que predispõem a permanência de clones em doença 

invasiva e colonização ainda são pouco explorados. Naturalmente transformável, a 

diversidade genética e a plasticidade dos pneumococos são evidenciadas pela presença de 

sorotipos capsulares distintos e a uma série de outros fatores de virulência (BRATCHER et 

al., 2010; SILVA et al, 2006).Outro fator importante é a co-colonização por múltiplos 
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sorotipos de pneumococo na nasofaringe que afetam a substituição de sorotipos vacinais, a 

detecção da colonização e o diagnóstico das doenças pneumocócicas (SHAK et al., 2013). A 

determinação exata de co-colonização e o seu papel na patogênese são difíceis de estabelecer 

usando o método convencional de sorotipagem devido à sua baixa sensibilidade e limitações 

laboratoriais. Desta forma, métodos moleculares altamente sensíveis e específicos são 

necessários para detectar vários sorotipos com precisão e eficiência, contribuindo para uma 

melhor compreensão da epidemiologia da doença e de eventos de colonização em uma 

população alvo de estratégias de prevenção (HARE et al., 2008; HUEBNER et al., 2000). 

 

1.2 ASPECTOS MICROBIOLÓGICOS  

  

Esta bactéria, freqüentemente referida como pneumococo, foidescoberta, quase que 

simultaneamente, por dois pesquisadores: George M. Sternberg, em setembro de 1880 nos 

Estados Unidos e Louis Pasteur, em dezembro do mesmo ano, na França através do 

isolamento do micro-organismo em ratos inoculados com saliva humana. Foi inicialmente 

nomeado como ”Micrococcus Pasteuri, Sternberg”. Após 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 etiológico da 

pneumonia. Foi relacionado com pneumonia, por Carl Friedländer em 1882 quando 

examinava cortes histológicos de pulmões de oito pacientes e logo depois outros 

pesquisadores relacionaram esse patógeno com outras patologias como meningite, artrite, 

bacteremia e sinusite (AUSTRIAN, 1985). 

Streptococcus pneumoniae é uma espécie constituída por cocos Gram positivos 

encapsulados com um diâmetro de 0,5-1,25 m, que se dispõem aos pares ou em cadeias 

curtas. Quando se apresentam aos pares, as bordas adjacentes são achatadas e as externas 

lanceoladas, em formato de chama de vela (MURRAY et al., 2007; BRAIDO et al., 

2008).Como as demais espécies do gênero Streptococcus, pneumococos são 

anaeróbiosfacultativos, não produzem catalase, crescem bem em ágar sangue com produção 

de uma hemólise parcial, denominada de–hemólise (MURRAY et al., 2007; BRAIDO et al., 

2008).  

A estrutura dos pneumococos é caracterizada por uma membrana celular com dupla 

camada lipídica coberta por uma parede bacteriana constituída de peptidoglicano associado ao 

polissacarídeo C; este polissacarídeo é idêntico em todos os sorotipos da bactéria, induz 
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anticorpos não-protetores e foi originalmente utilizado para identificar a proteína C-reativa no 

soro humano (TRABULSI et al., 2008).  

São revestidos por uma cápsula polissacarídica que protege a bactéria contra a 

fagocitosee tem um importante papel como fator de virulência deste patógeno (BRAIDO et 

al., 2008). Esta cápsula é um polímero de alto peso molecular, composto de subunidades 

oligossacarídicas repetitivas, cada uma contendo de duas a oito moléculas. Apresenta 

diversidade antigênica estrutural, o que permite ser explorada como principal alvo nas reações 

sorológicas para a identificação e diferenciação dos sorotipos por meio de reações com anti-

soros específicos. O polissacarídeo capsular de pneumococos é altamente imunogênico e é 

utilizado no preparo de vacinas, pois induz o desenvolvimento de anticorpos, que conferem 

proteção contra as infecções pneumocócicas invasivas (PLETZ et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pneumococos não-encapsulados são considerados não-patogênicos (PLETZ et al., 

2008). Desde o reconhecimento de um novo subtipo do sorogrupo 6, o sorotipo 6D, foram 

identificados até o momento, 48 sorogrupos compreendendo 93 diferentes tipos de 

polissacarídeos capsulares (BRATCHER et al., 2010). 

 

Figura 1A. Streptococcus pneumoniae 

em ágar sangue exibindo α-hemólise 

Fonte: Arquivo pessoal 

 

Figura 1B. Morfologia de Streptococcus 

pneumoniae após coloração de Gram de secreção 

respiratória, exibindo Cocos Gram positivos aos 

pares e em cadeias e leucócitos 

polimorfonucleares.  

Fonte: http://www.msevans.com/cnsinfections/s-

pneumoniae.jpg 
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1.2 COLONIZAÇÃO PNEUMOCÓCICA E MANIFESTAÇÃO DA DOENÇA 

 

Pneumococos residem na mucosa do trato respiratório e podem ser facilmente 

cultivado da nasofaringe de humanos. A transmissão deste agente ocorre através do contato 

direto com as secreções ou dispersão de aerossóis por pessoas infectadas. Na maioria dos 

casos, uma vez adquirido o patógeno, o contágio leva à colonização nasofaríngea que pode 

durar de semanas a meses (KADIOGLU et al., 2008). 

 Embora a colonização possa ser assintomática, se o micro-organismo obtém acesso 

aossítios normalmente estéreis das vias aéreas, pode evoluir para infecção. A maioria das 

manifestações da doença pneumocócica inclui otite média aguda, que envolve infecção do 

ouvido médio e pneumonia que afeta as vias aéreas terminais. A bacteremia, associada com 

elevada morbidade e mortalidade, tipicamente ocorre como complicação de pneumonia ou 

menos freqüentemente, se o micro-organismo se desloca diretamente do seu nicho na faringe 

(KADIOGLU et al., 2008; BRAIDO et al., 2008). 

A prevalência de um sorotipo colonizando a nasofaringe é inversamente 

correlacionada com a capacidade invasiva deste sorotipo, tais como os sorotipos 6A, 6B, 19F, 

23F que tendem a colonizar mais frequentemente e manter o estado de portador por mais 

tempo; enquanto sorotipos mais invasivos, como 1, 4, 5, 7F tendem a colonizar com menos 

freqüência e manter a colonização por menor tempo (BRUEGGEMAN et al., 2004; 

ABDULLAHI et al., 2012; TIGOI et al., 2012). 

 

1.4 EPIDEMIOLOGIA DA COLONIZAÇÃO PNEUMOCÓCICA 

 

A taxa de colonização pneumocócica varia de acordo com as diferentes populações. 

Estudos conduzidos na Inglaterra, Austrália e no Alasca revelam que pneumococos podem ser 

encontrados no trato respiratório superior em proporçõesentre 45 e 60% de crianças menores 

que cinco anos (HARE et al., 2013; HUSSAIN et al., 2005; WENGER et al., 2010). Uma 

recente meta-análise descreveu prevalência de 64,8% de colonização em crianças saudáveis 

menores que 5 anos de idade para países de baixa renda (Bangladesh, Quênia, Tanzânia e 

Gâmbia) e de 47,8% para seis populações de países de renda média-baixa (Fiji, Faixa de 

Gaza, Ghana,Vietnã, Indonésia e Índia) (ADEGBOLA et al., 2014). No Brasil, os resultados 

de estudos entre crianças que frequentam creches diferem nas regiões geográficas, variando 

de 49% na região sudeste (NEVES et al., 2013), 55% na região Nordeste (REY et al., 2002) e 

36% na região centro-oeste (LAVAL et al., 2006). Estudo prévio realizado em uma 
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comunidade na cidade de Salvador, Bahia, mostrou prevalência de colonização de 15% em 

adultos saudáveis e entre crianças sadias, mais de 65% são colonizadas (REIS et al., 2008).  

Poucos estudos reportam a prevalência decolonização entre portadores de doenças 

crônicas ou desordens imunológicas. Estudos realizados no Quênia, em uma população de 

pacientes imunocomprometidos infectados pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) 

mostrou que a prevalência de colonização pneumocócica diminui com a idade (76% -88% em 

crianças, de 5 anos de idade vs. 11,4% a 18% em adultos) (ABDULLAHI et al., 2012a). 

Outro estudo, no mesmo país,relata queataxa de colonização por pneumococos em crianças 

infectadas pelo HIV,com idade entre três e 59 meses,foi maior do que entre não infectados 

76% (IC= 95%, 66% -84%) vs. 65,8% (IC= 95%, 64,0%-67,5%; p = 0,04) (ABDULLAHI et 

al., 2012b) 

Além da colonização por sorotipos específicos, outros fatores influenciam diretamente 

o padrão epidemiológico das infecções pneumocócicas, como as desordens imunológicas e 

genéticas que podem ser congênitas ou adquiridas incluindo HIV, neoplasia, asplenia, 

imunodepressão, terapias antiproliferativas e anemia falciforme.  Patologias crônico-

degenerativas, tais como, diabetes mellitus, insufuciência renal crônica, síndrome nefrótica, 

doença pulmonar obstrutiva crônica, e outras patologias pulmonares e cardiovasculares, 

hepatopatias crônicas e todas as condições que causem danos à integridade da anatomia do 

trato respiratório, com redução da habilidade para remover secreções e agentes inalados e 

pacientes em extremos de idade (GARCIA et al., 2006). Fatores  como sazonalidade, hábito de 

freqüentar creche, convívio em ambientes aglomerados, histórico de alcoolismo e uso de 

drogas,infecções prévias do trato respiratório superior associadas ou não com desnutrição e o 

perfil socioeconômico influenciam a prevalência da colonização pneumocócica na população 

(BOGAERT et al., 2004;DONKOR et al., 2013a; BRAIDO et al., 2008). 

 

1.5 VACINAS PNEUMOCÓCICAS  

 

As vacinas anti-pneumocócicas disponíveis são baseadas em polissacarídeos 

capsulares livres ou conjugadas a uma ou mais proteínas carreadoras. A primeira vacina anti-

pneumocócica polivalente para uso comercial foi licenciada em 1977, composta por 14 

polissacarídeos capsulares (Merk Sharp & Dohme) era composta pelos sorotipos 2, 3, 4, 6A, 

7F, 8, 9N, 12F, 14, 18C, 19F, 23F e 25 (CDC, 1978). Estudosanterioresdemonstraram que 

esta vacina, apesar de ser pouco reatogênica e razoavelmente eficaz, diminuiu a mortalidade 

por pneumonia em 44% e reduziu as infecções por pneumococos em 84% e produzia uma 
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resposta sorotipo específica, havendo pequena proteção cruzada para sorotipos não presentes 

na vacina administrada (CDC, 1978; BRICKS, 1994). 

Posteriormente, em 1983, esta vacina foi substituída por outra formulação contendo 23 

polissacarídeos capsulares (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 

18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F e 33F), a qual está disponível até os dias atuais, sob a 

denominação de Pneumo23 (PPV-23 ou Pneumovax, Merck & Company Inc). Esta vacina 

tem uma eficácia de mais de 80% na redução de doença pneumocócica invasiva em adultos 

jovens, entretanto apresenta baixa eficácia em crianças menores de dois anos, poisa resposta a 

antígenos polissacarídicos, por ser T-independente, de curta duração, não induz memória 

imunológica e, portanto não é indicada para crianças nesta faixa etária (PLETZ et al., 

2008;WHO, 2008; BRASIL,  2014).  

 Neste contexto, o desenvolvimento de vacinas anti-pneumocócicas baseadas nas 

técnicas de conjugação trouxe outra perspectiva para o controle das infecções pneumocócicas. 

A primeira vacina pneumocócica conjugada, a heptavalente (PCV7, Prevnar, Wyeth, EUA) 

composta por sete sorotipos comumente associados com doença invasiva em crianças jovens 

foi licenciada para uso nos Estados Unidos em 2000, e posteriormente em vários outros 

países. Diversos estudos demonstraram que nos países onde a PCV7 foi implementada, houve 

uma mudança na prevalência de sorotipos associados com IPD, ocorrendo a substituição e 

emergência de outros sorotipos patogênicos e não vacinais, a exemplo o sorotipo 19A nos 

EUA, Reino Unido, China e Itália(REINERT, 2010; ANDREWS et al., 2011; YAO et al., 

2011; CAMILLI et al., 2013). 

 Além disto, a PCV7 apresentou baixa cobertura em várias regiões onde foi 

implementada, como na Ásia (46-72%) (JAUNEIKAITE et al., 2012), África (2-

36%)(DONKOR et al., 2013b) e entre as Américas, no Brasil (70%) (REIS et al., 

2002).Outras formulações vacinais com mais sorotipos foram desenvolvidas como a PCV10 e 

PCV13. A PCV10 (Synflorix, GlaxoSmithKline –GSK, Belgium) possui 3 sorotipos a mais 

que a vacina 7-valente(1, 5, 7F) e, além disto, elas diferem nas proteínas utilizadas para a 

conjugação. A PCV10 possui 8 dos 10 polissacarídeos conjugados a uma proteína da 

membrana externa (proteína D) da bactéria Haemophilus influenzae, e os outros dois 

polissacarídeos (sorotipos 18C e 19F) são conjugados a um toxóide tetânico e um toxóide 

diftérico modificado, respectivamente) (BRASIL, 2010; GSK, s.d.).A vacina pneumocócica 

conjugada 13-valente (PCV13, Prevnar13, Wyeth, EUA), contém os mesmos 7 

sorogrupos/tipos contidos na PCV7 acrescentada dos seguintes 1, 3, 5, 6A, 7F e 19A. Cada 

0,5 mL de dose intramuscular é formulada para conter 2,2 µg de sacarídeo por sorogrupo/tipo, 
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sendo 4,4 µg de sacarídeo para o sorotipo 6B e aproximadamente 32 µg de proteína CRM197 e 

0,125 mg de alumínio como adjuvante. Esta vacina é fabricada com base na mesma 

tecnologia de conjugação usando a mesma proteína transportadora CRM197 e pode ser 

utilizada em crianças a partir dos 2 meses de idade, faixa etária onde a morbimortalidade da 

doença pneumocócica é muito elevada. Crianças que tenham iniciado a imunização com a 

PCV7 podem completar a imunização trocando para a vacina PCV13 em qualquer ponto no 

esquema vacinal. Estudos clínicos demonstram que os perfis de imunogenicidade e segurança 

foram comparáveis (WYETH, 2010; BRASIL, 2014). 

O uso de vacinas conjugadas contra pneumococo (7 e 13 valente) no adulto tem sido 

pesquisado e há evidências de boa resposta imune a essas vacinas, com maior persistência de 

anticorpos e melhor resposta em indivíduos geneticamente não respondedores à vacina 

polissacarídica. Porém, as vacinas conjugadas tem menor número de sorotipos e maior custo 

que a vacina polissacarídica. Além disso, como acontece com a vacina polissacarídica, a 

resposta de anticorpos com as vacinas conjugadas no adulto também é menor em pessoas com 

maior risco de doenças invasivas pelo pneumococo. A proteção oferecida pelas vacinas 

pneumocócicas depende da epidemiologia entre os sorotipos mais prevalentes na região e os 

sorotipos contidos nas vacinas (BRASIL, 2014). 

 O governo brasileiro, através do Ministério da Saúde aprovou a introdução da vacina 

pneumocócica 10-valente (PCV10) no programa nacional de imunizações, no primeiro 

semestre de 2010(BRASIL, MS, SVS, 2010) depois de firmado acordo de transferência de 

tecnologia para a produção desta vacina entre a GSK e Bio-Manguinhos/Fiocruz (BRASIL, 

2013). O esquema de vacinação primária consiste em três doses de 0,5mL com intervalo de 

pelo menos um mês entre as doses, contudo o Programa Nacional de Imunização adota o 

intervalo de dois meses entre as doses. Desta forma, a primeira dose é inciada a partir dos dois 

meses de idade seguindo esquema vacinal de dois, quatro e seis meses. Uma dose de reforço é 

recomendada pelo menos seis meses após a última dose do esquema primário, sendo este 

preferencialmente entre os 12 e 15 meses de idade. Para as crianças com idade entre 12 e 

menores que 24 meses de idade é recomendada dose única, no primeiro ano de vida, sem a 

necessidade de reforço (Tabela 1).  
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Tabela 1. Esquema da Vacina Pneumocócica 10-valente (conjugada)
 

Fonte: BRASIL, 2010. 

 

Estudo de avaliação da eficácia da PCV10 contra doença pneumocócica 

invasivaevidenciou equivalência de resposta imunológica especifica aos sorotipos comuns 

incluídos na vacina PCV10 comparando crianças vacinadas com a PCV7 (VESIKARI et al., 

2009). Foi demonstrado em ensaio clínico de comparação direta com a vacina PCV7, a não 

inferioridade da resposta imune a vacina PCV10, medida por Elisa para todos os sorotipos, 

exceto 6B e 23F. No mesmo ensaioclinico, a vacina PCV10 demonstrou gerar anticorpos 

funcionais, OPA (opsonofagocitose) contra todos os sorotipos da vacina. A administracao da 

dose de reforco, no segundo ano de vida demonstrou resposta anamnéstica para os dez 

sorotipos incluidos na vacina (BRASIL, 2014; VESIKARI et al., 2009). 

Outro aspecto relevante é a baixa imunidade cruzada para os sorotipos relacionados 

6A e 19A, especificamente o sorotipo 19A, o qual emergiu nos Estados Unidos da América e 

outros países com causa de IPD. Por este motivo, países que haviam implementado a PCV7 

optaram por substituir a vacina pela PCV13 (MOORE et al., 2008; DAGAN et al., 2009). 

A implementação das vacinas pneumocócicas conjugadas (PCVs) para crianças 

conseguiu reduzir a carga da doença pneumocócica invasiva em diversos contextos 

epidemiológicos e os declínios na incidência de IPD global são o resultado líquido de grandes 

 

Idade – meses Número de doses Reforço 

2-4-6 ou 

3-5-7 ou 

4-6-8 ou 

5-7-9 ou 

6-8-10 

 

3 doses intervalo de 2 meses 

 

 

1 dose preferencialmente 

entre 12 e 15 meses 

7- 9 ou 

8-10 ou 

9-11 ou 

2 doses intervalo de 2 meses 
1 dose preferencialmente 

entre 12 e 15 meses 

10-12 ou 

11-13 
2 doses intervalo de 2 meses 

Nesta faixa etária, ao receber 

a 2ª dose, não há necessidade 

de reforço. 

12 a <24 Dose única - 
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reduções na incidência de doenças causadas por sorotipos vacinais e aumentos menores na 

incidência de sorotipos não incluídos na vacina (WEINBERGER et al., 2011; PILISHVILI et 

al., 2010). 

Após a implantação da vacina heptavalente nos Estados Unidos, houve redução no 

número de casos de doenças invasivas em vacinados e não-vacinados. De 1998 para 2002, as 

taxas de incidência de IPD reduziram de 24,3 casos para 17,3 por 100.000 habitantes sendoa 

maior redução em crianças com menos de dois anos de idade (BLACK et al., 2001; 

WHITNEY et al., 2003).  

Estudo prévio, conduzido no Alasca (Estados Unidos), avaliou os efeitos da PCV7, 

onde foi observado que a introdução da vacina infantil de rotina em uma comunidade com 

uma alta prevalência de pneumococos resistentes aos antimicrobianos reduziu a transmissão 

dos sorotipos vacinaisem 43% independente do status vacinal da criança (MOORE et al., 

2004). Entre 2000 e 2004, estudo realizado por Park e colaboradores (2008), encontrou 

redução significativa entre os portadores de S. pneumoniae, onde foi observado queda na taxa 

de colonização por sorotipos vacinais (de 54% para 10%, p <0,01). No Brasil, estudo 

realizado em Goiás, em crianças saudáveis menores que cinco anos em 62 creches, encontrou 

uma prevalência de colonização de 36,9%, sendo mais frequentes os sorotipos vacinais: 

14(42,3%), 6A (7,9%), 23F (7,1%), 6A/6B (4,7%) e 19F(3,5%) (PIMENTA et al., 2011). 

Estudo recente realizado no Brasil avaliou a efetividade da vacina PCV10 em cinco 

cidades brasileiras a partir dos dados do Sistema Nacional de Informações sobre 

Hospitalização em crianças. Foram reportados declínios significativos nas internações 

causadas por pneumonia e outras causas não respiratóriaspediátricas em três das cinco capitais 

avaliadas, sendo identificadas em: Belo Horizonte, Curitibae Recife (28,7; 23,3% e 27,4% 

respectivamente; p<0,001). Nas capitais São Paulo e Porto Alegre, houve uma menor 

cobertura vacinal comparada às outras três cidades e embora tenham sido identificadas 

reduções de 1,8% e 2,3%, respectivamente, nas taxas de internação, de modo geral foram 

evidenciadas reduções nas taxas globais de hospitalizações de crianças por pneumonia após 1 

ano de implementação vacinal (AFONSO et al., 2013). 

 

1.6 O ESTUDO MOLECULAR E O PERFIL DE CEPAS DE COLONIZAÇÃO 

 

O conhecimento sobre as características moleculares das cepas circulantes bem como 

a sua freqüência, diversidade e eventual substituição são fundamentais para o monitoramento 

das doenças pneumocócicas. As informações geradas através dos estudos de epidemiologia 
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molecular de S.pneumoniae são importantes, uma vez que permitem conhecer os tipos e 

subtipos circulantes, bem como identificar a presença de clones em uma determinada região 

em um período de tempo (BRANDILEONE et al., 1998; CAIERÃO et al., 2014). 

Estudos prévios reportaram a disseminação internacional de vários clones deste 

patógeno com elevado perfil de resistência à penicilina e a outros antimicrobianos (SCHRAG 

et al., 2004; KAWAGUCHIYA et al., 2014). A aplicação de técnicas de caracterização 

molecular teve grande relevância na elucidação e compreensão deste fenômeno. O uso de 

técnicas de biologia molecular possibilita elucidar diferentes aspectos da epidemiologia 

molecular dos pneumococos, com particular ênfase na disseminação de isolados resistentes 

aos agentes antimicrobianosempregados na prática clínica na comunidade e no ambiente 

hospitalar. Outro aspecto relevante que tem sido evidenciado pela aplicação de métodos 

moleculares, é a substituição de sorotipos vacinais por sorotipos não vacinais com perfil 

genético similar ao de sorotipo vacinal. Nos EUA, por exemplo, o sorotipo 19A tornou-se 

causa predominante da doença invasivaem crianças, exibindo um perfil genético 

anteriormente associado ao sorotipo 4 (BRUEGGMANN et al., 2007). 

Portanto, a aplicação de métodos de tipagem molecular em estudos de vigilância de 

IPD e de colonização nasofaríngea pode auxiliar na identificação de eventuais casos de 

substituição de sorotipos, bem como, da disseminação de clones com grau de patogenicidade 

diferenciado. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A colonização nasofaríngea por Streptococcus pneumoniaeé um fator chave para o 

desenvolvimento da doença invasiva, sendo considerado também um reservatório para 

dispersão de cepas resistentes aos antimicrobianosna comunidade (BOGAERT et al., 2004).

 Este patógeno é responsável porelevadas taxas de doença invasiva (70 – 80%), 

especialmente em países populosos e em áreas em desenvolvimento econômico como: Índia, 

Ásia, África e América Latina além de elevada taxa de morbi-mortalidade infantil, onde mais 

de 1 milhão de crianças menores de 5 anos, evoluem a óbito anualmente (WHO, 2007). 

A meningite é uma das formas mais graves da doença pneumocócica e frequentemente 

resulta da disseminação deste agente através da corrente sanguínea (WHITNEY et al., 2003). 

Nos países onde as vacinas conjugadas foram implementadas, houve redução de 73% no 

número de casos da doença (p < 0,001), correspondendo a um declínio na taxa de incidência 

para a população total de 0,66 para 0,18 por 100.000 habitantes, com quedas que variaram de 

92,8% para as crianças menores de 2 anos de idade para 61,6% entre pessoas de 40 a 64 anos 

de idade (TAN, T.Q., 2012). 

 Avaliar a dinâmica de sorotipos capsulares e clones de pneumococos circulantes na 

comunidade é de relevância para a saúde pública, pois há evidências de que o uso das vacinas 

pneumocócicas está relacionado com mudanças significativas na epidemiologia das doenças 

pneumocócicas causadas pelos sorotipos vacinais e aumento na prevalência de infecções por 

sorotipos não vacinais (GHERARDI et al, 2007; O’BRIEN, et al, 2004; DHOUBHADEL et 

al., 2014). 

 As estratégias de prevenção direcionadas à população pediátrica disponíveis são as 

vacinas pneumocócicas conjugadas. A vacina PCV10 já teve sua segurança, eficácia e 

imunogenicidade comprovadas em crianças saudáveis, porém pouco se sabe sobre o impacto 

desta vacina nos eventos de colonização nasofaríngea em crianças menores que dois anos e 

com risco aumentado para condições imunológicas e doenças de base, a exemplo de crianças 

com anemia falciforme e imunodeficiência humana adquirida. 

 Através deste trabalho, nós propomos descrever a epidemiologia de S.pneumoniae em 

eventos de colonização nasofaríngea entre crianças elegíveis para receberem as doses da 

vacina PCV10, seguindo as etapas propostas pelo Ministério da Saúde para o esquema de 

vacinação primário e caracterizar fenotipicamente e genotipicamente os isolados de 

pneumococos obtidos destes indivíduos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

 Determinar o efeito da PCV10 em eventos de colonização nasofaríngea por 

pneumococos em crianças menores que um ano, saudáveis e que apresentaram doença crônica 

ou desordem imunológica no período do esquema vacinal primário da vacina conjugada 

pneumocócica 10-valente. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 Identificar fatores de risco associados à colonização pneumocócica em crianças menores 

de 2 anos; 

 Identificar os principais sorotipos envolvidos em eventos de colonização durante as 

estapas do esquema vacinal primário; 

 Investigar co-colonização por sorotipos de pneumococos em crianças seguindo o esquema 

vacinal primário; 

 Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados identificados;  

 Caracterizar o perfil clonal dos isolados de S.pneumoniae; 

 Investigar a presença de clones de dispersão internacional entre os pneumococos isolados 

de nasofaringe.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1  DESENHO, PERÍODO E LOCAL DO ESTUDO 

 O estudo de coorte dinâmicafoi conduzido entre maio de 2011 e janeiro de 2014 em 

Salvador, município do estado da Bahia, que integra a região Metropolitana de Salvador 

(RMS) ao lado de mais 12 cidades, cuja população estimada é de 2.883.672 habitantes, sendo 

a cidade mais populosa do Nordeste e a terceira mais populosa do Brasil (IBGE, 2013; 

BAHIA, 2014). A organização atual político-administrativa de Salvador compreende 10 

Regiões Administrativas, denominadas Prefeituras Bairros e 12 Distritos Sanitários que 

realizam procedimentos (atendimentos) de média e alta complexidade ambulatorial e 

hospitalar (BAHIA, 2014). 

 Para execução da pesquisa foram selecionados dois centros de saúde, o Centro de 

Referência de Imunológicos Especiais (CRIE) da unidade da Universidade Federal da Bahia, 

localizado no bairro do Canela e o Posto de Saúde do 16º Distrito Sanitário da Liberdade, 

situado no bairro do Pau Miúdo. 

O CRIE é um órgão vinculado à Secretaria Estadual de Saúde e regido pela norma da 

Secretária de Vigilância em Saúde, Ministério da Saúde Portaria nº 48, de 28 de julho de 2004 

que conta com equipe técnica mínima de médicos, enfermeiros e auxiliares/técnicos de 

enfermagem, capacitados para atuar na área de imunização. Este centro de referência atende 

ao público que necessita de imunobiológicos especiais de alta tecnologia e alto custo, de 

forma personalizada, onde os indivíduos são encaminhados para vacinação por indicação 

médica ou por demanda espontânea. No Brasil existem 38 CRIES distribuídos em todos os 

estados, sendo que na Bahia existem dois, um na Universidade Federal da Bahia (UFBA) e 

outro no Hospital Couto Maia (HCMaia) (SBI, 2015).  

 Nos CRIES, quando a vacina PCV7 era disponível alguns pré-requisitos eram exigidos 

para admisntração da vacinaem relação à condição de risco à saúde, tais como: crianças 

portadoras de HIV/AIDS ou filhos (as) de mãe portadora; asplenia anatômica ou funcional e 

doenças relacionadas; pneumopatias crônicas, exceto asma; asma grave em uso de corticóide 

em dose imunossupressora; cardiopatias crônicas; nefropatias crônicas/hemodiálise/síndrome 

nefrótica; transplantados de órgãos sólidos ou medula óssea; imunodeficiência devido a 

câncer ou imunossupressão terapêutica; diabetes mellitus; fistula liquórica; fibrose cística 

(mucoviscidose); doenças neurológicas crônicas incapacitantes; implante de cóclea; 

trissomias; imunodeficiências congênitas e doenças de depósito. Após a substituição da PCV7 
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a partir da implementação da PCV10 no calendário vacinal nacional, esta também foi incluída 

nos CRIES(BRASIL,2014). 

A escolha do Posto de Saúde do 16º Distrito Sanitário da Liberdade situado na 

Unidade Básica de Saúde (UBS) Maria Conceição Santiago Imbassahy como local de estudo, 

foi motivada por se tratar de uma unidade situada no distrito sanitário mais populoso de 

Salvador, cuja densidade demográfica é de 25.817 habitantes/km
2
e por ser um 

estabelecimento que presta atividade ambulatorial em nível de atenção básica e média 

complexidade, incluindo os serviços de Saúde da Criança que contemplam pediatria, triagem 

neonatal, puericultura e a sala de vacinas. A unidade é bem estruturadao que facilitou a coleta 

da secreção de nasofaringe (BAHIA, 2014).  

 Os procedimentos microbiológicos de identificação, sorotipagem, testes de 

susceptibilidade antimicrobiana e tipagem molecular, criação e manutenção de banco de 

dados utilizado para as análises foram realizados no Laboratório de Pesquisa em 

Microbiologia Clínica (LPMC) da Faculdade de Farmácia e no Laboratório de Patologia e 

Biologia Molecular (LPBM) do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz/Fundação Oswaldo 

Cruzforam realizadas as etapas de extração de DNA e PCR em Tempo Real. 

 

4.2 POPULAÇÃO E AMOSTRA DO ESTUDO 

  

Critérios de inclusão e exclusão 

Crianças com idade entre seis semanas e menores que 12 meses elegíveis para 

receberem pelo menos duas doses da PCV10 foram selecionadas para participar do estudo de 

colonização seguindo o esquema vacinal primário proposto pelo Ministério da Saúde. 

Crianças com idade entre 12 e 24 meses não foram selecionadas para o estudo, pois 

receberiam apenas dose única e não seriam seguidas após esquema primário de vacinação e as 

maiores que 24 meses não foram incluídas por não serem indicadas para receberem as doses 

da vacina PCV10. 

 Dados de estudos prévios serviram de base para o cálculo amostral. Estudo realizado 

em comunidade em Salvador, Bahia por Reis et al. (2008) encontrou prevalência de 

colonização pneumocócica de 66% entre crianças saudáveis não vacinadas, enquanto que em 

estudorealizado em crianças portadoras de anemia falciforme por Kateete et al. (2012)  

encontrou uma taxa de 33% de indivíduos colonizados pelo pneumococo quando vacinados. 

Para cálculo amostral foi utilizado o programa gratuito OpenEpi v.3.03 (www.openepi.com) 

disponível online,que indicou ser necessário incluir80 crianças para um poder de estudo de 

http://www.openepi.com/
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80% (Fleiss, Statistical Methods for rates and Proportions). Considerando as possíveis perdas 

de elementos da amostra, aumentamos este número e incluímos 168 indivíduos no estudo. 

Para minimizar as perdas do seguimento, foram realizadas tentativas de localização por 

telefone de todos os pacientes que não foram encontrados no dia previsto para receberem as 

doses seguintes da PCV10 para agendamento de coletade dados e material biológico através 

de visita em domicílio.  

4.3 COLETA DE DADOS E MATERIAL BIOLÓGICO 

 

4.3.1 Dados clínicos e demográficos 

  

As informações clínicas e demográficas dos indivíduos foram obtidas na data de 

vacinação através de entrevista realizada pela equipe do estudo com os responsáveis legais a 

partir das informações registradas nas fichas de triagem do CRIE ou nos registros cadastrais 

do posto de saúde do 16º distrito sanitário da Liberdade conforme questionário 

epidemiológico e do indivíduo (Anexos V e VI). 

 As variáveis dependentes avaliadas foram: sexo, idade, cor da pele, procedência, 

renda, convívio com crianças com idade igual ou superior a seis anos, frequencia a creche, 

convívio com mais de cinco pessoas no domicílio, convívio com fumantes, convívio com 

idosos, número de camas/habitante no domicílio, presença de comorbidades, doença prévia à 

data de vacinação, presença de infecção das vias aéreas e uso de antibióticos. Estas variáveis 

foram categorizadas da seguinte forma: auto-definição em relação à cor da pele em branco e 

não branco, sendo que não brancos foram consideradospretos, pardos ou mulatos; convívio foi 

considerado como residir no mesmo domicílio independente do tempo de exposição; número 

de cama/habitante menor que um foi considerado para as famílias que tinham mais que três 

pessoas no domicílio; comorbidades foram consideradas de acordo com as seguintes 

condições clínicas ou desordens imunológicas: prematuridade, bebê baixo peso extremo, má-

formação congênita, asplenia anatômica e funcional, diabetes melitus, doença cardiovascular, 

doença neurológica incapacitante, doenças de depósito, doença pulmonar crônica (incluindo 

asma), hepatopatia crônica, imunodeficiência congênita, imunodeficiência adquirida (HIV, 

uso corticóide, uso de quimioterápicos, outros), hemoglobinopatias, renal crônico, bebê 

exposto ao HIV; Infecções das vias aéreas foram consideradas das vias superiores e inferiores 

incluindo: coriza, otite, gripe, resfriado, pneumonia e bronquite; uso de antibióticos foi 

considerado se houve uso nos 15 dias prévios à data de vacinação. 
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4.3.2 Amostras biológicas 

 

 Swabs de secreção de nasofaringe foram coletados dos indivíduos em cada visita para 

vacinação com a PCV10, antes da administração da primeira dose da vacina (coleta 1) e nos 

meses de administração das doses subseqüentes do esquema vacinal primário (coletas 2, 3 e 

4). 

 Para coleta do material da nasofaringe foram utilizandos swabs descartáveis de 

alginato de cálcio (Calgiswab tipo 1, Spectrum, USA), estéreis, finos e flexíveis, que foram 

inseridos na cavidade nasal da criança até a nasofaringe posterior. Os swabs foram inoculados 

em meio de transporte (STGG - Skim Milk, TSB, glicerol e glicose), conforme protocolo 

estabelecido pelo Streptococcus Laboratory Protocols (CDC, Atlanta, EUA) e transportado 

até o LPMC onde foram congelados a -70ºC até o processamento microbiológico. 

 

4.4 MÉTODOS MICROBIÓGICOS 

 

4.4.1 Isolamento e identificação das amostras de S. pneumoniae 

 

 Para o cultivo de S. pneumoniae uma alíquota de 200µL do caldo STGG foi inoculada 

em 5 mL decaldo Todd-Hewitt contendo0,5% de extrato de levedura e 1mL de soro de coelho 

e incubado em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 6h, conforme protocolo 

estabelecido pelo CDC (Streptococcus Laboratory Protocols - CDC, Atlanta, EUA).Após 

período de incubação, uma alíquota de 10µL foi semeada em placas de ágar sangue, contendo 

“Tryptic Soy Agar” acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado e 5 µg/ml de 

gentamicina e incubadas a 37C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2, por um período de 

cerca de 18-24 horas. Uma colônia apresentando alfa-hemólise e morfologia característica de 

S. pneumoniae foi submetida aos testes de identificação convencionais: susceptibilidade à 

optoquina e bile solubilidade (WHO, 2003). Quando mais de uma colônia com característica 

sugestiva de pneumococofoi observada, esta também foi submetida aos testes de 

identificação. As amostras identificadas foram criopreservadas em caldo “Tryptic Soy Broth” 

(DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA) acrescido de 10% de glicerol para posterior 

análise de sensibilidade antimicrobiana, determinação de sorotipo e caracterização clonal. 
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4.4.2 Reação de Polimerase em Cadeia em Tempo Real (PCR Real Time) 

 

 Os casos em que não houve crescimento de pneumococos em cultura foram analisados 

pela metodologia de detecção pelo PCR em Tempo Real. A detecção de S. pneumoniae foi 

realizada a partir dos extratos de DNA obtidos diretamente do material coletado da 

nasofaringe e transportados em caldo Skim Milk® enriquecido com meio de cultura Tryptic 

Soy Broth, glicerol e glicose (STGG) conforme protocolo estabelecido por Carvalho e cols. 

(2007).O sistema de detecção utilizado foi o TaqMan com primers F373 - 

acgcaatctagcagatgaagca, R424 - tcgtgcgttttaattccagct e sonda Pb400 - 

tgccgaaaacgcttgatacagggagdirecionados para o gene espécie-específico lytA foram utilizados 

para detecção da presença de S. pneumoniae na amostra de nasofaringe.Para as reações de 

controle foram utilizados os seguintes primers R-RNAseP - tgttgtggctgatgaactataaaagg e F-

RNAseP- ccaagtgtgagggctgaaaag e a sonda Pb-RNAseP - ccccagtctctgtcagcactcccttc.  

 

4.4.2.1 Extração de Ácido Desoxirribonucleico (DNA) 

 

 Para extração de DNA, foi utilizada uma alíquota de100µL do caldo STGG contendo a 

secreção de nasofaringe, com a utilização do kit de extração Qiagen® - QIAamp DNA Mini 

kit seguindo instruções do fabricante.O DNA obtido por este método foi utilizado para 

detecção por PCR em Tempo Real e para dedução do sorotipo capsular, quando o PCR foi 

positivo. Um controle de reação com o gene humano RNaseP foi realizado no mínimo em 

uma amostra de cada experimento para detectar a presença de possíveis inibidores durante a 

etapa de extração. 

 

4.4.2.2 Condições de Termociclagem 

 

 As condições de termociclagem da reação de PCR em tempo real foi pré-programado 

no equipamento Applied Biosystems (ABI - Modelo: 7500 Real Time PCR system) com os 

seguintes parametros:50
o
C, 2 min. x 1; 95

o
C, 10 min. x 1; 95

o
C, 15 seg 60

o
C, 60 sec. x 50 

ciclos. 
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4.4.2.3 Interpretação da PCR – Real Time 

 

 O ponto denominado Cycle threshold - Ct detecta o ciclo no qual a reação atinge o 

limiar da fase exponencial e é este ponto que permite a quantificação baseada na fluorescência 

emitida. Uma amostra foi interpretada como positiva quando o valor do Ct foi menor que 35. 

Resultados de Ct entre 35 e 40 foram interpretados como inconclusivos sendo então 

realizadas diluições nas proporções de 1:5 e 1:10 e submetido a uma nova reação. Valores de 

Ct maiores que 35 foram considerados como negativos conforme proposto por Corless e cols. 

(2001). Controles positivos e negativos foram incluídos em todas as reações. (CDC. 

Streptococcus Lab Protocols. Disponível em: http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/files/pcr-

realtime-target.pdf). 

 

4.4.3Dedução de Sorogrupos/tipos Capsulares -Multiplex PCR 

 

 A técnicade PCR multiplex foi realizada para identificação dos sorogrupos/tipos a 

partir de culturas de S. pneumoniae obtidas a partir do caldo STGG inoculado com o swab de 

nasofaringe e a partir do DNA extraído diretamente do caldo que positivou na reação de PCR 

em Tempo Real. Foram utilizados 41 pares de oligonucleotídeos (anexo IX) conforme técnica 

estabelecida por da Gloria Carvalho et al., (2010)de acordo com as recomendações do Center 

for Disease Control and Prevention (CDC, EUA) 

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

http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/files/pcr-identification-serotyping-pneumococci.pdf. 

Esta metodologia foi também utilizada para investigação de co-colonização por diferentes 

sorogrupos/tipos entre os isolados de pneumococos. 

 

4.4.3.1 Extração de DNA obtido a partir da cultura positiva 

 

 Para obtenção do DNA através da cultura positiva, foi preparada uma suspensão em 

microtubo do crescimento bacteriano overnight de uma placa de ágar sangue de carneiro a 5% 

em 300 µL de solução salina a 0,85% e aquecida a 70°C por 30 minutos. Esta suspensão foi 

centrifugada em microcentrífuga por 2 minutos e o sobrenadante foi removido. Foi então 

adicionado 50 µL de Tampão TE e acrescentado as enzimas 10 µL mutanolisina (3000U/µL- 

Sigma®, EUA) e 8 µL de hialuronidase (30mg/mL - Sigma®, EUA) e mantidas em banho-

http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/files/pcr-realtime-target.pdf
http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/files/pcr-realtime-target.pdf
http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/pcr.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/files/pcr-identification-serotyping-pneumococci.pdf


37 

 

mariaa 37°C por1h e 30min. Após este período, para inativação das enzimas, a suspensão 

bacteriana foi mantida a 100°C por 10 minutos. O microtubo contendo a amostra foi 

centrifugado por 4 minutos a 13200 rpm e o sobrenadante contendo o DNA foi armazenado a 

-20°C até o momento do uso. 

 

4.4.3.2 Condições de Termociclagem 

  

 As condições de termociclagem da reação de PCR Multiplex foram pré-programadas 

no equipamento Applied Biosystems. As condições de ciclagem foram as seguintes: 95
o
C, 15 

min. x 1; 94
o
C, 30 seg x 1; 54

o
C, 90 seg 72

o
C, 60 sec. x 35 ciclos; 72°C, 10min x 1. Os 

produtos de PCR foram armazenados a -20°C até a realização da eletroforese. 

 

4.4.3.3 Condições de Eletroforese e interpretação dos resultados 

  

 Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em  gel de agarose 

NuSieve® a 2% em TBE 0,5Xem campo elétrico de 100V, por 1h e 30minutos. O gel foi 

tratado posteriormente com solução de brometo de etídio 10 µg/mL por 30 minutos. A 

imagem do gel foi capturada sob luz ultravioleta através do transluminador Gel Doc XR 

System (Bio Rad Laboratories, Inc.). Como padrão de DNA para a corrida eletroforética 

foiutilizado “50 bp DNA ladder” (Promega®). O tamanho esperado do produto de cada um 

dos genespesquisados está descrito no ANEXO X. 

 

4.4.4Reação de Quellung  

 

 A Reação de Quellungou Neufeld é uma metodologia altamente sensível e específica 

para identificação dos sorotipos de pneumococos, baseada na reação antigênica de 91 dos 93 

sorotipos capsulares pneumocócicos conhecidos. Os isolados cujo sorotipo não foi 

determinado pela reação de polimerase em cadeia – PCR Multiplex, foram submetidos a esta 

técnica no Núcleo de Meningites, Pneumonias e Infecções Pneumocócicas/ Centro de 

Bacteriologia/Instituto Adolfo Lutz em São Paulo, Brasil. 

 A técnica consiste na reação de intumescimento capsular, na qual em uma lâmina de 

microscopia coloca-se uma gota de suspensão salina contendo abactéria em fase log do 

crescimento e anti-soros específicos para as diferentes cápsulas do pneumococo. Como 

existem muitos sorotipos, são feitos pools de anti-soros para uma triagem inicial, onde são 



38 

 

utilizados soros adicionais específicos até identificação do sorotipo. Para o preparo do inóculo 

inicial, uma alça de um µL de células bacterianas cultivadas em placas de ágar sangue de 

carneiro a 5%, foi inoculada em tubo contendo 100µL de caldoTodd-Hewitt suplementado ou 

não com extrato de levedo a 0,5% e com soro de cavalo a 1% (líquido em tubo) e incubada 

em banho-maria, a 35°-37°C por 4 a 8h ou em meio sólido por 14-18h,em estufa a 35°-37°C 

com 5% de CO2. Após este período, foi preparada uma suspensão bacteriana sobre uma 

lâmina de vidro identificada com o número da amostra e distribuídas duas a três gotas (cerca 

de 4 µL) separadas entre si por cerca de dois cm. As gotas secas foram armazenadas a 

temperatura ambiente para posterior teste. Sobre as células bacterianas na lâmina foi 

adicionada uma alça de um µL de um antissoro de pneumococo. Antes de secar, foi 

adicionada uma alça de solução de azul de metileno a 0,3% e coberto com lamínula. A reação 

foi visualizada em microscópio ótico, com óleo de imersão e aumento de 1000X.  

 Quando os anticorpos homólogos contidos no antissoro se ligam ao polissacarídeo 

capsular das bactérias da preparação, ocorre uma imunoprecipitação in situ, que alteraa 

refração da cápsula proporcionando a observação do intumescimento capsular. A célula 

bacteriana cora-se em azul escuro e fica envolta por um halo demarcado, que representa a 

borda externa da cápsula. A visualização desta reação é considerada como reação positiva. 

Foram utilizados os antissoros produzidos pelo Statens Serum Institute, Copenhague, 

Dinamarca e o algoritmo de sorotipagem disponibilizado pelo fabricante para interpretação 

dos resultados (SÃO PAULO, 2010; www.ssi.dk/ssidiagnostica) (ANEXO XI). 

 

4.4.5 Teste de susceptibilidade antimicrobiana 

 

 As amostras de S. pneumoniae foram submetidas aos testes de susceptibilidade 

antimicrobiana pelo método de disco-difusão, seguindo os critérios de interpretação do CLSI 

(CLSI, 2012), para os seguintes antimicrobianos: oxacilina, cefotaxima, eritromicina, 

tetraciclina, levofloxacina e sulfametoxazol/trimetoprim (OXOID, Hampshire, Reino Unido). 

A partir de uma amostra bacteriana crescida em ágar sangue de carneiro a 35°-37°C com 5% 

de CO2 por 18-24h, suspensões bacterianas foram preparadas de acordo com a escala 0,5 de 

McFarland (~10
8
 UFC/mL) em solução salina estéril. Posteriormente, essas suspensões foram 

semeadas em placas contendo meio de Mueller-Hinton (Difco), acrescido de 5% sangue de 

carneirocom o auxílio de swabs estéreis. Em seguida, os discos de papel filtro impregnados 

com os antimicrobianos a serem testados (OXOID, Hampshire, Reino Unido) foram aplicados 

sobre o meio de cultura. As culturas foram então incubadas a temperatura de 35
o
C, atmosfera 
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de 5% de CO2 por um período de 18 a 24 horas. Após este período, foi realizada a leitura do 

diâmetro do halo de inibição em mm com auxílio de uma régua e os resultados foram 

interpretados conforme critérios definidos pelo CLSI, 2012. As cepas cujos halos tiveram 

diâmetro maior ou igual a 20 mm para o disco contendo oxacilina foram consideradas 

susceptíveis à penicilina e as que tiveram halos menores que 20 mm foram definidas como 

susceptibilidade diminuída à penicilina, sendo em seguida submetidas ao teste de 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) utilizando fitas de E-test ® de 

penicilina (2- 32 µg/mL) e cefotaxima (2 – 32 µg/mL) seguindo o mesmo 

procedimentodescrito anteriormente para o método de disco-difusão. Após incubação, quando 

houve crescimento visível, o valor de CIM foi determinado como o ponto imediatamente 

acima da intersecção entre o halo de crescimento bacteriano e a fita de E-test®. A 

interpretação dos perfis de não-susceptibilidade à penicilina e cefotaxima foibaseada nos 

critérios definidos pelo CLSI, sendo considerados como não susceptíveis isolados que 

apresentaram valor de CIM de penicilina ≥ 0,125 µg/mL e cefotaxima CIM ≥ 1µg/mL(CLSI, 

2012)(Anexos VII e VIII). 

 

4.4.6Tipagem Molecular  

 

 Todos os isolados confirmados como Streptococcus pneumoniae obtidos através de 

cultura foram caracterizados genotipicamente por Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), 

onde fragmentos de DNA cromossômicos, gerados após digestão com a enzima SmaI 

(NewEngland, Biolabs®, EUA), foram preparados e analisados conforme descrito por  

Tenover e cols. (1995). Para realização da eletroforese, foi empregado o equipamento CHEF 

DR II System (Bio Rad Laboratories, Califórnia, EUA). As amostras de S. pneumoniae 

mantidas a -70
o
 C passaram por dois cultivos consecutivos, o primeiro em ágar sangue a 35ºC, 

por 18 horas em atmosfera de 5% de CO2 e em seguida, com o auxílio de uma alça 

bacteriológica, em seguida uma alça de 1µL deste crescimento bacteriano foi inoculado em 5 

mL de caldo TSB acrescido de 40% de soro de cavalo estéril acrescido de 40% de soro de 

cavalo e 5 gotas de solução de dextrose a 20%, por até três horas e trinta minutos em estufa 

com shaker a 37°C em aerobiose. A turvação foi medida em densitômetro e a densidade 

óptica ideal foi obtida entre 0,9-1. Um mL deste crescimento bacteriano foi coletado em 

microtubo de 1,5mL e centrifugado por 2min a 12000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e 

foi acrescentado o mesmo volume de solução PIV (NaCl 1M em 10 mM de Tris-HCl, pH 

7,6). O microtubo foi centrifugado a 12000 rpm por 2 min e o sobrenadante foi desprezado. 
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Este processo de lavagem e centrifugação foi repetido e iniciado o preparo dos plugs a partir 

do pellet bacteriano. 

Em seguida, foram adicionados 300 µL de agarose Low melting point (Bio-Rad 

Laboratories, Califórnia, EUA) a 2,0%, preparada em tampão PIV e mantida a 65ºC. Após 

cuidadosa agitação, a suspensão foi dispensada nos moldes de blocos. Os blocos foram então 

incubados com 2 mL solução de lise (tampão EC) contendo 4 µL mg/mL de lisozima 

(25mg/mL) e 5U/mL de mutanolisina a 37ºC  por 2 horas; e depois de duas lavagens 

consecutivas com TE (Tris 1M, pH 8,0; EDTA 0,5M pH 8,0) por trinta minutos, novamente 

incubadas em outra solução de lise (tampão ES) acrescido de 40 µL de proteinase K (Sigma 

Aldrich, Germany) a 25 mg/mL a 56ºC por 18 horas. Após a lise do DNA, os blocos foram 

incubados à temperatura ambiente sob leve homogeneização com 15 mL de tampão TE por 

duas horas para lavagem. As lavagens foram repetidas por mais oito vezes e depois mantidos 

a 4 ºC até a digestão enzimática. 

A digestão do DNA total foi realizada a partir de um bloco de agarose transferido para 

um tubo de polipropileno, contendo 304 µL de uma solução preparada com 30µL de tampão 4 

da enzima SmaI concentrado 10X, 3 µL de BSA (soro albumina bovina) a 100µg/mL, 1µL de 

enzima SmaI (20U) e água DNAse e RNAse free, e mantido a 25ºC por 18 horas. A seguir, a 

solução tampão/enzima foi removida e o bloco de agarose foi colocado na cavidade do gel de 

agarose a 1,2% em TBE. Os fragmentos de restrição foram separados num sistema de 

eletroforeseem campo pulsado (CHEF DR II System; Bio Rad Laboratories), em TBE 0,5 Xa 

14ºC utilizando um tempo de pulso crescente de 1 a 20 segundos, por 19 horas a 6 volts/cm. 

Em cada gel foi utilizado um marcador externo de pares de bases de 50-1.000 Kb (Pulse 

Marker - Sigma), aplicado nas extremidades. Após eletroforese os géis foram corados com 

brometo de etídio (10mg/mL) e as imagens foram digitalizadas pelo sistema de captura de 

imagem Gel Doc XR System (Bio Rad Laboratories, Inc.)e arquivadas como imagens em 

arquivos do tipo TIFF. 

A interpretação dos isolados geneticamente relacionados foi realizada com o auxilio 

do programa Gel Compar II (Applied Maths), empregando o coeficiente de Dice com 

tolerância de 1,5%. Uma amostragem de cada clone identificado pelo PFGE foisubmetida à 

técnica de seqüenciamento genético porMulti Locus Sequence Typing(MLST) (ENRIGHT et 

al., 1998). Foram analisadas as sequências dos genes aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt e ddl, 

segundo protocolo disponível no site (http://www.mlst.net)  com adaptações recomendadas 

pelo CDC - Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados Unidos 

(http://www.cdc.gov/streplab/alt-MLST-primers.html). 

http://www.mlst.net/
http://www.cdc.gov/streplab/alt-MLST-primers.html
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A extração de DNA foi realizada com cultura de S. pneumoniae obtida após dois 

cultivos consecutivos em ágar sangue a 35ºC, por 18 horas cada um, em atmosfera de 5% de 

CO2. A partir deste crescimento, com o auxílio de uma alça bacteriológica, foi preparada uma 

suspensão de aproximadamente 10 colônias em 100µL de água estéril em microtubo de 

200µL, a suspensão foi então mantida a 90°C por 10 minutos.  

As reações de amplificação foram realizadas em um volume total de 25 μL utilizando 

12,5μL do kit Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, EUA), contendo tampão de Taq DNA 

polimerase, água ultrapura, desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTP’s) e MgCl2; foram 

adicionados 0,5 μLde cada oligonucleotídeo iniciadora 70pmol (CDC, Atlanta, EUA) e 3,5 μL 

do DNA molde. As misturas de reação foram submetidas à amplificação que consistiu em um 

ciclo inicial de desnaturação a 94 ºC por 1 minuto, seguido de 10 ciclos de desnaturação a 94 

ºC por 15 segundos, anelamento a 54 ºC por 30 segundos e extensão a 72 ºC por 45segundos e 

seguidos novamente por nova desnaturação a 94 ºC por 1 minuto seguido de 20 ciclos de 

desnaturação a 94 ºC por 15 segundos, anelamento a 54 ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC 

por 45segundos com 10 segundos de autoextensão e, posteriormente, um ciclo final de 

extensão a 72 ºC por 10 minutos. 

A visualização do produto amplificado foi realizada através de eletroforese em gel de 

agarose a 1% em TAE1X e após corrida eletroforética a 100 volts por aproximadamente 30 

minutos, o gel foi corado com brometo de etídio para visualização do produto. A amplificação 

dos genes foi confirmada pela detecção dos fragmentos com os seguintes pesos moleculares: 

aroE – 405pb; gdh – 459pb; gki – 483pb; recP – 448pb; spi – 472; xpt – 486pb e ddl – 441pb. 

Os produtos de PCR foram purificadoscom a utilização do ExoSAP-IT (USB Corporation, 

Cleveland, EUA). Após apurificação do produto de PCR, o DNA obtido foi quantificado por 

densidade ótica em espectrofotômetro (NanoDrop ND-1000, Wilmington, EUA).O 

sequenciamento deambas as fitas de DNA foi realizado na Plataforma de Sequenciamento do 

Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz/Fundação Oswaldo Cruz, com a utilização do kit ABI 

PRISM Dye Terminator (Applied Biosystems, Califórnia, EUA) e do sequenciador 

automático modelo 3500xl (Applied Biosystems). 

As seqüências obtidas foram editadas e analisadascom o auxilio dossoftwares 

disponíveis no site da web para pneumococos (http://www.mlst.net) e o programa BioEdit. As 

sequências finais dos genes foram então submetidas à página 

“http://spneumoniae.mlst.net/Databases” para definição dos “sequence types” (STs), que 

foram obtidos automaticamente para alelos já conhecidos. As sequências de novos alelos 

encontrados foram submetidas ao curador do banco de dados do MLST para designação de 

http://www.mlst.net/
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um novo ST. Os STs obtidos foram comparados com aqueles depositados no banco de 

dadospara identificação clonal com grupos que se disseminaram de outras áreas geográficas. 

Os clones foram estratificados e analisados conjuntamente com dados clínicos e 

epidemiológicos para identificar fatores relacionados à clonalidade das cepas. O banco de 

dados da rede internacional PMEN - Pneumococcal Molecular Epidemiology Network - 

criado em 1997, foi consultado para comparar os perfis clonais identificados no estudo com 

isolados resistentes dispersos globalmente. (http://web1.sph.emory.edu/PMEN/index.html). 

Para estimar as relações filogenéticas entre os isolados, o programa goeBURST Versão 1.2.1 

foi usado(http://goeburst.phyloviz.net). goeBURST é uma aplicação java das regras propostas 

pelo algoritmo eBURST desenvolvido por Feil et al.(2004), que usa uma abordagem de 

matriz gráfica para estabelecer as relações entre os STs.  

 

4.4.7Análise de dados 

 

 As variáveis categóricas foram comparadas utilizando o teste exato de Fisher bi-

caudal. A avaliação de associação entre as variáveis selecionadas foi determinada pela medida 

do odds ratio(OR) e intervalos de confiança (IC) de 95% considerando um nível de 

significância de p<0,05. Análises univariadas e bivariadas foram utilizadas para definir os fatores 

de risco em relação à colonização por pneumococos, considerando o intervalo de confiança de 

95%. O programa Epi Info Windows versão 3.5.3 (Center for Disease Control and Prevention, 

Atlanta, Georgia, EUA) foi utilizado para criação e análise do banco de dados. O teste de 

McNemar foi utilizado para mensurar a exposição à vacina nas alterações na taxa de 

colonização antes e após o esquema vacinal primário. Para análise da probabilidade de 

colonização entre os dois grupos estudados foi utilizado o software R versão 3.1.2 (R 

Foundation for Statistical Computing), que estima a chance do indivíduo ser colonizado por 

sorotipo vacinal ou não vacinal nos períodos pré-vacinal (1ª coleta) e após a terceira dose da 

vacina decavalente (4ª coleta).A probabilidadede um indivíduo ser colonizado por sorotipo 

vacinal ou não vacinal nestes períodos foi demonstrada por meio de gráficos, separando a 

priori o grupo de indivíduos entre aqueles que no período pré-vacinal tinham menos ou mais 

de três meses. 

 

 

 

 

http://web1.sph.emory.edu/PMEN/index.html
http://goeburst.phyloviz.net/
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4.4.8Aspectos éticos 

 

 A pesquisa foi conduzida de acordo a Resolução do Conselho Nacional de Saúde 466 

de 12 de dezembro de 2012 do Ministério da Saúde do Brasil, por se tratar de um estudo 

envolvendo seres humanos mediante a aprovação do comitê de ética em pesquisa do Hospital 

Universitário Professor Edgar Santos (CEP-HUPES) e de anuência da Secretaria Municipal 

de Saúde, Salvador-Bahia (Anexos I, II e III).  Todos os pais ou responsáveis legais pelas 

crianças que concordaram em participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (Anexo IV). As informações obtidas foram utilizadas com fins científicos, 

sendo assegurados a confidencialidade e sigilo dos dados. As medidas necessárias para 

preservar o sigilo e segurança dos dados coletados foram adotadas pelos pesquisadores 

responsáveis pelo estudo.  
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4.5 ARTIGO 

 

Este artigo contempla os objetivos da tese que foram determinar o efeito da vacina 

conjugada pneumocócica 10-valente na colonização nasofaríngea por pneumococos em 

crianças menores que um ano, saudáveis eque apresentaram doença crônica ou desordem 

imunológica antes e após receberem as doses do esquema vacinal primário. Neste trabalho 

identificamos os principais sorotipos envolvidos em eventos de colonização durante as 

estapas do esquema vacinal primário, investigamos co-colonização por sorotipos de 

pneumococos, determinamos o perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados 

identificados e investigamos a presença de clones de dispersão internacional entre os 

pneumococos isolados de nasofaringe. A evidênciado declínio dos sorotipos vacinais e 

emergência dos sorotipos não vacinais identificados no estudosão importantes para avaliação 

da efetividade da vacina no Brasil.  
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ABSTRACT 

Changes in nasopharyngeal colonization with pneumococcal serotypes were studied in 

young children with and without chronic illnesses during vaccination with three doses of 

10-valent pneumococcal conjugate vaccine (PCV10).A total of 97 children were enrolled, 

40 with chronic diseases (Group I) and 57 of the group of healthy children (Group II). 

Overall the pneumococcal colonization rate ranged6% to 27%.Penicillin nonsusceptibility 

was identified in 19% of the isolates.  The most frequently serotypes identified were: 

11A/11D (14%), 6A/6B (11%), 23F and 15B/15C (7%; each) and nontypeablestrains 

(29%). Risk factors for pneumococcal carriage were not significant considering all 

children in the study (Groups Iand II).After third dose of PCV-10 carriage of VT 

remained unchanging (4% vs. 6%), whereas carriage of NVT increased slightly (2% vs. 

21%).The findings highlights the emergence of nontypeable strains following PCV10 use. 

 

Key words: Streptococcus pneumoniae; pneumococcal vaccines; pneumococcal carriage. 
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BACKGROUND 

Streptococcus pneumoniae is a commensal pathogen the nasopharyngeal mucosa and the 

colonization is a requisite for the development of pneumococcal disease [1].This pathogen is 

responsible for high rates of invasive disease (70-80%), especially in populous countries and 

areas in economic development as well as high rates of infant morbidity and mortality, where 

over 1 million children under five years, evolving to death each year [2]. 

Immunization with pneumococcal conjugate vaccine (PCV) is a public health strategyfor 

prevention of pneumococcal diseases designed to prevents colonization with vaccine types 

and protect against the serotypes that causes the majority of IPD in reducing mortality and 

morbidity [6]. PCVsarebased on polysaccharide capsule, with distinct antigenicity that ranks 

94 serotypes [3,4]. The PCVshave been used since 2000, when the 7-valent vaccine (PCV7) 

was licensed in the United States for routine use in children[5].The PCV7 was replaced by 

pneumococcal conjugate vaccine 13-valent (PCV13) in several countries [6]. Ho et al. (2015) 

observed the changes in pneumococcal carriage and serotypedistribution of nasopharyngeal 

isolates that overall carriage declined and was due mainly to a loss of PCV7serotypes and at 

the same time, there was replacement with non-vaccineserotypes as an increase in several 

PCV13-nonPCV7(6A and 19A) and nonPCV13 serogroup/serotypes among children and the 

incidences of 6A, 19A and 6C have declined or stabilized followinga switch to PCV13 for 

routine use [30].Brazil introduced the pneumococcal conjugate vaccine 7-valent (PCV7) 

among children with chronic diseases or immune disorder since 2006, changed from PVC7 to 

PCV10 10-valent (PCV10), implemented into the childhood immunization program to 

children less than  2 years old since March 2010 by the Brazilian Ministry of Healthy [7].This 

vaccine includes the serotypes (1, 4, 5, 6B,7F, 9V, 14, 18C, 19F and 23F) conjugated to 

protein D from Haemophilus influenzae for eight of its serotypes and carriers of diphtheria 

toxoid and tetanus toxoid used for two serotypeswhile the vaccine PCV13 includes more three 
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serotypes (3, 6A and 19A) [6].Soon after the implementation of PCV10 in Brazil in October 

2011, the average vaccination coverage reached 80%for a complete primary series in children 

younger than 12 months old, in more than 5,000 municipalities [8]. 

Few studies report the prevalence of pneumococcal carriage among patients with chronic 

diseases or immune disorders. Through this work, we propose to determine the effect of 

PCV10 in nasopharyngeal pneumococcal carriage in children less than one year, healthy and 

who had chronic disease or immune disorder in the primary vaccination schedule of 

pneumococcal conjugate vaccine 10-valentand characterize the isolates obtained from these 

individuals.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Adynamic cohort conducted between May 2011 and January 2014 in Salvador, Brazil with an 

estimated population of 2,883,672 inhabitants [9]. Reference center for special 

immunobiologicals (CRIE), whichprovides government-financed vaccines indicated for 

children with chronic medical conditions, unit of the Federal University of Bahia and the 

Office of Health of the 16th Health District were selected asstudy local. Children aged six 

weeks and less than 12 months eligible to receive at least two doses of PCV10 were invitedfor 

the colonization of study following the primary vaccination schedule proposed by the BMoH. 

Children aged 12 and 24 months were not selected for study, as only receive a single dose and 

would not be followed after a primary immunization schedule.Clinical and demographic 

information of individuals were obtained at the time of vaccination through interviews 

conducted by the study team with guardians from the information recorded inCRIE medical 

recordsor the registries of health facility 16 health district of Liberty as epidemiological 

questionnaires. 
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Nasopharyngeal secretions were collected with thin and flexibleswabs (Calgiswab type 1, 

Spectrum, USA) from subjects at each visit to receive PCV10 vaccinebeing collected four 

swabs before the first dose of the vaccine and the months of administration of subsequent 

doses of the primary vaccination schedule consists of a standard three-dose primary series (at 

2, 4and 6 months of age) and a booster dose at age 12–15months (collections 2, 3 and 4). 

The swabs were inoculated in transport (STGG - Skim Milk, TSB, glycerol and glucose; 

BD™) according to the protocol established by the Streptococcus Laboratory Protocols 

(CDC, Atlanta, USA)[10]. Pneumococcal strains were identified by standard methods.The 

disk diffusion and E-test methods was performed according to Clinical and Laboratory 

Standard Institute (2012) recommendations to determine the susceptibility of the isolates to 

penicillin , cefotaxime, erythromycin, levofloxacin, tetracycline and trimethoprim-

sulfamethoxazole (Oxoid™, UK). All isolates with MIC value >0.12 µg/mL were defined as 

pneumococcal nonsusceptible to penicillin.The capsular serotypeswere deduced using 

multiplex-PCR as described elsewhere[11]and according to the recommendations of the CDC 

(CDC, USA).Negative isolates or equivocal multiplex PCR results were subjected to 

Quellung reaction testing for capsular type definition at the Adolfo Lutz Institute, Brazil using 

antiserum Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark.Negative cultures were submitted 

to detection by Real Time PCR targeting lytA gene according to Carvalho et al. [12]. 

Categorical variables were compared using the Fisher exact test two-tailed. The assessment of 

association between selected variables was determined by measuring the odds ratio (OR) and 

confidence intervals (CI 95%) considering a significance level of p <0.05. Univariate and 

bivariate analyzes were used to define the risk factors to carriage pneumococci. The Epi Info 

Windows softwareversion 3.5.3 (CDC, Atlanta, Georgia, USA) was used for the creation and 

analysis of the database.  
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The study was approved by the ethics committee in research of the University Hospital 

Professor Edgar Santos (CEP-HUPES) and approval of the Municipal Health Department, 

Salvador-Bahia. All legal guardians enrolled in the study according to informed consent 

written prior to enrolling in the study. 

 

RESULTS 

A total of 168 children were involved in this study. Of these, 97children complete the 

vaccination schedule with fourth session andwere available to after the last shot, 95/97 (98%) 

were aged between 2 and 6 months and 2/97 (2%) were aged between 7 and 11 

months.According demographic characteristics, 49% (48/97) were male; 80% (78/97) were 

identified as African ancestry and 97% (94/97) were residents in the city of Salvador, Bahia 

or the metropolitan area.Children were stratified into two groups: Group I (n = 40) 

whencomorbidities childrenwere included (underlying disease or immune disorder) and 

Group II (n = 57), in which the healthy children were included.Children in group I were 

carriers of the following underlying diseases or immune status: exposure to HIV (60%; 

24/40), disabling neurological disease (15%; 6/40), cardiovascular disease (5%; 2/40), 

hemoglobinopathies (2%; 1/40), prematurity and low birth weight (2%; 1/40), gastroschisis 

(2%; 1/40) obstruction of the urinary tract (2%; 1/40), bilateral hydro-nephrosis (2%; 1/40) 

and hydrocephalus (2%; 1/40). No child attended day care center (Data not shown). 

The proportion of children colonized by pneumococci at baseline was 6% (6/97). If 

considered only children with underlying diseases or immune disorders, the carriage rate was 

7% (3/40) and for healthy ones was5% (3/57). The overall rate of pneumococcal carriage after 

each dose of PCV10was 19% (10/53)[OR = 0.28; CI95% (0.08 to 0.92); p = 0.02], 24% 

(10/42) [OR=0.21; CI95%0.06 to 0.70; p=0.02] and 27% (26/97) [OR=0.25; CI95% 0.09 to 

0.67; p=0.001],comparing unvaccinated and after the 1
st
, 2

nd
 and 3

rd
 dose of PCV10 vaccine, 
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respectively. After the 3
rd

 dose of PCV10, the rate of children colonized with non-

vaccinesserotypes (NVT) were higher than those colonized by vaccine serotype(VT) while 

these were stable after third dose (Table 1). Risk factors for pneumococcal carriagewere not 

identified considering all children in the study (Groups Iand II). The serotypes from non 

vaccine children were non typeable (NT) strains, 6A/6B, 14, 19F, 23A and 23F (17% each; 

1/6) (Figure 1). After the 3rd dose of vaccine, 26 children (27%; 26/97) were colonized by 

pneumococci, seven were colonized by the VT: 6A/B (n = 3), 19F (n = 1), 23F (n = 2) and 14 

(n = 1); one of these children were co-colonized by NVT: NT and 14 (n = 1) in childrenwith 

comorbidity. Colonization by NVT or NT was identified in 19 children: 11A / 11D (n = 4), 

15B / 15C (n = 2); 23B (n = 1); 15A / 15F (n = 1); 6C (n = 1); 7C (n = 1); 16F (n = 1); 13 (n = 

1); 23A (n = 1) and NT (n = 8).In this time, one children were colonized by two non-vaccine 

serotypes simultaneously being 23A and 15A/15F (n = 1) in a child with comorbidity.  

After the third dose of PCV10, 27% (7/26) of children remained colonized with serotypes 14, 

6A/6B, 19F and 23F. Others serotypes identified in post-primary vaccination schedule were: 

6C, 7C, 11A/11D, 13, 15B/15C, 23B, 16F, 15A/15F (69%, 18/26) and NT strain (31%, 8/26). 

Serotypes 6C, 11A / 11D, 15A/15F, 16F and 23B were identified only after the primary 

vaccination schedule (data no shown). 

We obtained 32 strains available (from unvaccinated and after 3rd dose of vaccine) to 

antimicrobial susceptibility. Were identified total antimicrobial susceptibility to levofloxacin 

and cefotaxime.Non susceptibilityto penicillin (PNSP) was 19% (6/32), to tetracycline and 

erythromycin were 9% (3/32; each) and to trimethoprim/sulfamethoxazole was 41% (13/32). 

PNSP was identified in VT: 23F (2/32), NVT: NT (4/32) (Data not shown). 
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DISCUSSION 

This study reflects the effect of vaccination program strategically implemented in Salvador, 

Brazil. Although the rate of carriagein this population has been stable (24% vs. 26%), the 

introduction of PCV10 in the immunization schedule modified the pneumococcal 

serotypescarriagein children at Salvador, Bahia. Colonization rates in healthy children less 

than 5 years of age ranged from 20% to 93% in low incomecountries and were generally 

higher than reported in lower-middle income countries [13].In children with 

hemoglobinopathies or exposure to HIV, this rate may be lower due to the recommended 

chemoprophylaxis with, penicillin and sulfamethoxazole/trimethoprim, respectively [14]. 

Alexander et al. [15] demonstrated the effect of PCV7 in pneumococcal carriage that reduced 

from 21% to 9% among childrenless than two years having hemoglobinopathies. In this study, 

children with comorbidities the overall carriage rate was 28% and 33% with 

hemoglobinopathies, as high as the rate found in Uganda (33%) [16] and greater than those 

reported in the study with healthy children not vaccinated in England (21%), Turkey (22.5%) 

and São Paulo, Brazil (13.3%) [16, 17, 18]. Although it was found important proportion of 

HIV-exposed, it has been published in the literature very high rates ranging from 56% - 76% 

among children aged 6 weeks to 6 months exposed to HIV [19] and 81% among children and 

adolescents of 1-14 years [20].  

After the 3rd dose of vaccine, there was a slight increase in the rate of colonization byVT (4% 

to 6%), increase of colonization rate by NVT (2% to 21%) and highlighted to emergency of 

NT strains. Pneumococcus is known to be able to change of capsular polysaccharide capsule 

by gene recombination between clones. This is likely to be one of the mechanisms by which 

identification of serotypes is not typified, and require the use of more robust and expensive 

techniques [15].The chemoprophylaxis used by children in the group I may have favored 

theemergence of these resistant strains [21,22]. 
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The most common characteristics related with pneumococcal colonization in this study (living 

with children aged ≤ six years, where cohabit with other young children) were also found in 

published studies in Taiwan [23] and the USA [24] reinforcing our findings. Other factors 

such as low socioeconomic status of the study population and overcrowding may have 

contributed to the prevalence rate in this work. Another study conducted in Brazil also 

reported similar results [25]. 

In this study there was no significant association between the previous use of antimicrobials, 

living with smoking, living in crowded and the colonization rate, independent of the study 

group. Many studies conducted in kindergartens, are not comparable to this, considering that 

no child attended day care or school during the study period. Probably the sample size has 

harmed some statistical inferences because many studies show an association between these 

risk factors and pneumococcal colonization [18, 25, 26, 27]. 

Antimicrobial resistance among S. pneumoniae strains is an increasing problem throughout 

the world. Recommendations for antimicrobial prophylaxis may influence the susceptibility 

profile of this pathogen and its spread in the community and nosocomial environment. 

Our results are similar to results found in children in Turkey where 6.8% of the isolates were 

highly resistant and 8.4% were moderately resistant to penicillin [19], but differ from the 

study results conducted in Italy, a year after implementation of PCV13 identified no high 

susceptibility to penicillin (30.9%) and erythromycin (42.3%) being even higher among 

isolates of non-vaccine serotypes (75.4% penicillin and 70, 8% erythromycin) [27].Studies 

carried out in Brazil reported high rates of non-susceptibility to penicillin and ceftriaxone, 

42.8% and 18.6%, respectively, of isolates from patients with IPD [28] and in children was 

pre-PCV10, 27.3% susceptibility to penicillin and clindamycin, levofloxacin, rifampin and 

vancomycin and the largest non-susceptibility rate was observed to trimethoprim-

sulfamethoxazole (51.2%), which is similar to data from this study [25]. 
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Despite the strong association of PNSP with VT, especially serotype 23F, not susceptible to 

penicillin was also found between serotypes 15B/15C and between NT strains. This 

association of non-susceptibility to penicillin and other non typable strains have been found in 

other serotypes, such as 3, 6C, 18C and 10A [25, 29].  

 

Study limitations 

Many children included in the study could not be followed because the steps were lost during 

follow-up because was great difficulty in contacting them due to inconsistencies of the 

information transferred at the time of the interview, as non-existent phone number and 

outdated addresses andthe complexity of access to many households it was impossible to 

locate children, as they were in neighborhoods most at risk of violence and little public 

security structure.Thus, the analysis of the fluctuation of colonization rate during vaccination 

steps was impaired and the small sample did not favor to us to find statistically significant 

associations. For this reason, the burden of pneumococcal nasopharyngeal colonization may 

have been underestimated, mainly in the group without comorbidities.  

 

CONCLUSIONS 

Our findings evidence that the effects of PCV10 in children with and without comorbidities 

were similar in both groups. Although this study was not evaluated the effect of PCV10 after 

the 4th dose of the vaccine, we emphasize the importance of booster immunization schedule 

maintenance in the national program of immunizations for the protection offered by the 

vaccine serotypes is achieved. Epidemiological studies on the effect of PCV10 should 

continue to monitor the rate of colonization by pneumococcal serotypes circulating in the 

post-vaccine period, as well as non-antimicrobial susceptibility rates, which are essential for 
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targeting public health strategies for managing clinical and prevention of pneumococcal 

diseases. 
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Table 1Pneumococci nasopharyngeal colonization rate in children during the primary vaccination course 

 

 

Note: Groups I- children with underlying diseases or immune disorders; Group II- healthy children; VT - PCV10 vaccine type; NVT- non 

PCV10 vaccine type. Serotypes nontypeable were included in NVT group. Serotype 6A/6B and serogroup 18 were included as VT group. 

 

 

 

 

PCV10 Dose 

Groups 

Zero N(%) 

I             II           I + II 

1st Dose N(%) 

I             II           I + II 

2nd Dose N(%) 

I             II           I + II 

3rd Dose N(%) 

I             II           I + II 

Carriage 

VT 

NVT 

 3 (7) 

2 (5) 

1 (2) 

3 (5) 

2 (3) 

1 (2) 

6 (6) 

4 (4) 

2 (2) 

2 (8) 

1 (4) 

1 (4) 

8 (27) 

0 (0) 

8 (27) 

10 (19) 

1 (2) 

9 (17) 

4 (26) 

2 (13) 

2 (13) 

6(22) 

2 (7) 

4 (15) 

10 (24) 

4 (9) 

6 (15) 

11 (27) 

3(7) 

8 (20) 

15 (26) 

3 (5) 

12 (21) 

26 (27) 

6 (6) 

20 (21) 

Not carriage 37 (93) 54 (95) 91 (94) 21 (92) 22 (73) 43 (81) 11 (74) 21(78) 32 (76) 29 (73) 42 (74) 71 (73) 

Total 40 57 97 23 30 53 15 27 42 40 57 97 
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Figure 1Distribution of serotypes among pneumococcal carriage isolates before PCV10 

vaccination and after third dose of PCV10 (n = 32 patients). 

 

 

 

Note: VT -Vaccine types include serotypes 6A/6B, 14, 19F and 23F; NVT - Nonvaccine type 

include serotypes 6C, 7C, 11A/11D, 13, 15A/15F, 15B/15C, 16F, 23A and 23B;  NT =  Non 

typable strain  
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5 RESULTADOS ADICIONAIS 

 

Perfil genotípico dos isolados 

 Um total de 48 isolados foi disponível para genotipificação referentes à 1ª (n=23) e 4ª 

(n=25) coletas. Estes foram caracterizados em 39 perfis eletroforéticos através da análise por 

PFGE. Foram classificados 26 isolados em nove grupos com dois ou mais isolados, e os 

outros 24 isolados foram classificados em perfis eletroforéticos únicos, sendo isolados não 

clonais. Cinco dos grupos clonais mais prevalentes  foram:o clone B (B1,B3) representado 

pelo sorotipo19F (3/48; 6%), os clones L (L1,L2) (2/48; 4%) e M (M1,M2) (2/48; 4%) ambos 

sorotipo 23F, o clone C (C1, C2), sorotipo 15B/15C (3/48; 6%) e clone AC1, sorotipo 23B 

(2/48; 4%) (Figura 2). 

 Dezoito isolados, representando os nove grupos clonais identificados por PFGE, foram 

selecionados para análise pela técnica de MLST. Foram identificados os seguintes ST’s: 

ST177 Clone B - sorotipo 19F (4/48; 8%), ST338, Clone M - sorotipo 23F (4/48; 8%), ST766, 

clone C - sorotipo 15B/15C (3/48; 6%), ST SLV727, Clone AC -sorotipo 23B (2/48; 4%), 

ST62 sorotipo 11A/11D (2/48; 4%), ST408 sorotipo 11A/11D (1/48; 2%), ST SLV42 sorotipo 

23A (1/48; 2%) e ST73 sorotipo 15A/15F (1/48; 2%).O ST SLV42 esteve presente apenas no 

período pré-vacinal, os ST’s 177, 766 e 338 estiveram presentes em ambos os períodos pré e 

pós-esquema vacinal primário, enquanto que os ST’s 62, 73, 408 e 727 foram identificados 

somente no período pós-vacinal. (Figura 2). 

 

Caracterização genotípica (Comparação com Clones Internacionais) 

 Os isolados caracterizados em padrões clonais por MLST (n=17/48; 35,4%) foram 

agrupados quanto ao parentesco filogenético e relacionados com os dados dos 43 clones 

relacionados com alto nível de resistência antimicrobiana da rede internacional PMEN. Os 

Tipos de Sequências (ST’s) foram analisados e classificados em quatro grupos principais, 

considerando critério de relação de até três locus de similaridade (TLV- Triple Locus 

Variant).  

 Quatro sub-grupos foram formados por 13 ST’s e dois ST’s ficaram isolados. Oito 

ST’s foram dos isolados do estudo e sete ST’s foram inseridos na análise comos clones da 

rede PMEN. A análise filogenética dos isolados revelou que houve ligação entre os ST’s 

fundadores de dispersão internacional ST67 -Tenesse 
14 

-18 com o ST do estudo ST73; o 

ST173 - Polônia 23F-
16

 e o ST268 - Hungria
19 A

-6 com os ST’s encontrados no estudo: ST338 

- Colômbia 
23F

-26 e o ST75- S. África 
19A

-7; o ST62 foi relacionado com o ST408, o ST53-
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Holanda
8
-33 e o ST63 - Suíça 

15A
-25; o ST727 foi relacionado com os clones ST37-Tennessee 

23F
-4 e ST42. 

 Os três grupos mais prevalentes foram: ST338- Colômbia
 23F

-26 (4/48; 8%), o ST177- 

Portugal
 19F

-21(3/48; 6%) ambos os clones de dispersão mundial e o ST766 (3/48; 6%) estes 

dois últimos não apresentaram relação filogenética entre os isolados deste estudo nem entre os 

clones da rede PMEN (Figura 3). 

 Este estudo é um dos primeiros a caracterizar isolados de colonização nasofaríngea 

pneumocócica no Brasil após implementação da PCV10 por sorotipo, PFGE e ST. Embora o 

número de isolados obtidos tenha sido relativamente pequeno (n=48), todos foram 

caracterizadospor PFGE e isolados representativos foram selecionados para MLST (n=17). 

Desta forma, podemos demonstrar a presença de ST anteriormente não declarados como 

circulando na entre indivíduos sadios e portadores de comorbidadesem Salvador, Bahia.  

 Foram definidos grupos e sub-grupos a partir dos perfis caracterizados por PFGE e 

quinze ST’sforam identificados, sendo mapeados nos principais grandes complexos clonais 

quando analisado por eBURSTo que demonstrou que os clones prevalentes no mundo 

também estão representados em nosso conjunto de dados. 

 Os ST’s identificados (ST42, ST62, ST78, ST177, ST338, ST408, ST727 e ST766) 

representaram diversidade genética, semelhante a alguns trabalhos publicados (CAIERÃO et 

al., 2014; MUÑOZ-ALMAGRO et al., 2011). Os sorotipos PCV10 associados com um ST 

foram os sorotipos 19F (ST177) e23F (ST338) e os não associados a PCV10 foram os 

seguintes: 11A/11D (ST62 e ST408), 15A/15F (ST73), 15B/15C (ST766), 23A (ST42) e 23B 

(ST727). 

 Identificamos similaridade entre os clones de dispersão internacional ST67 -Tenesse 
14 

-18 com o ST do estudo ST73; o ST173 - Polônia 23F-
16

 e o ST268 - Hungria
19 A

- 6 com os 

ST’s encontrados no estudo: ST338 - Colômbia 
23F

-26 e o ST75- S.Africa 
19A

-7 que são clones 

caracterizados de isolados invasivos. O ST62 foi relacionado com o ST408 e os clones ST53-

Holanda
8
-33 e ST63 - Suíça 

15A
- 25. Os dois grupos mais prevalentes foram: ST338 - 

Colômbia
 23F

-26 (4/50; 8%) relacionado com os ST268 - Hungria
19 A

- 6  e o ST177 - Portugal
 

19F
- 21 (4/50; 8%) ambos clones de dispersão mundial 

 Os ST’s mais prevalentes tem ampla dispersão mundial. O ST177 corresponde ao 

clone Portugal 19F
-21

que foi primeiramente identificado em 1996 isolado de líquor 

cefalorraquidiano. Estudos prospectivos mostram que foi isolado também de outros fluidos 

biológicos como escarro, sangue e nasofaringe demonstrando ser um perfil genotípico que 

circula tanto em estado de portador quanto causando doença invasiva (PubMLST, s.d.). Já o 
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ST338 corresponde ao clone Colômbia 23F
-26

, foi primeiro isolado neste país em 1995, de 

sangue, caracterizado por não susceptibilidade à penicilina, de grande dispersão mundial. 

Depois, circulou em vários países como Noruega, Portugal, França, Estados Unidos e Brasil. 

Identificamos em nosso estudo quatro isolados com este perfil genotípico, que embora não 

tenham sido cepas não susceptíveis, carregam material de mesma origem genética. Este ST 

tem sido caracterizado em muitos estudos por apresentar mais de um sorotipo capsular além 

do sorotipo 23F, como os sorotipos 23A, 19A e 6C (PubMLST, s.d.). Outro perfil encontrado 

foi o clone ST37 –Tenessee
23F

-4, de dispersão mundial e altamente relacionado com 

resistência antimicrobiana (SCHRAG et al., 2001) que nos chama atenção para a importância 

da associação deste perfil com o ST 727 encontrado nos isolados dos portadores na 

comunidade. 

 O ST766 (3/50; 6%) embora esteja entre os mais prevalentesnão apresenta relação 

filogenética entre os isolados deste estudo ou entre os clones da rede PMEN. Este ST foi 

reportado em 1998 no Rio de Janeiro, região sudeste do Brasil, e posteriormente no ano de 

2006, na Bahia, região nordeste. Em ambos os casos, foi identificado como sorotipo 15B de 

indivíduos que adquiriram o patógeno na comunidade (PUBMLST, s.d.). Este ST, assim 

como o ST’s 727, também tem registro no banco de dados do pubmlst, foi isolado de 

indivídio da comunidade, porém associado a outros sorotipos, 23B e cepa NT. Embora não 

tenham sido encontradas publicações na literatura que relatem a circulação deste ST associado 

à doença invasiva, podemos observar que estes clones circulam em nosso meio. 

 Os dados de PFGE comparados com os da análise genotípica dos períodos pré- e pós-

esquema primário vacinal mostram que após 3 doses da vacina PCV10 alguns clones 

permanecem (ST766 e ST338) ou surgem (ST62, ST408, ST73 e ST727) colonizando a 

nasofaringe de crianças menores que dois anos, independente da sua condição clínica. 

 



65 

 

 
 

Figura 2. Dendrograma (Relação genética) e padrão de PFGE de pneumococos isolados de 

nasofaringe de crianças nos períodos pré- e pós- esquema primário vacinal (n=48). 

Grupos estão marcados com símbolos de acordo com grau de similaridade a partir do 

coeficiente de Dice. ID=Identificação do isolado; SOR=sorotipo do isolado; PEN= Penicilina; 

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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SXT= Sulfametoxazol/trimetoprim;S=Susceptível;NS=Não susceptível;R=Resistente; PFGE= 

Pulsed Field Gel Electrophoresis; MLST=Multi Locus Sequence Typing; NT= não tipável; 

ST=Tipo de sequência. 

Fonte: A autora. 

 

 

 

Figura 3. Estrutura populacional de 15 STs de Streptococcus pneumoniae revelada por meio 

da análise do eBURST. 

A figura representa 17 amostras do estudo e sete Streptococcus pneumoniaedo MLST 

Database. O tamanho dos nódulos dos grupos é proporcional ao número de cepasde cada tipo 

de sequência (ST). O nódulo em verde claro representa o grupo fundador (origem); o nódulo 

em azul claro representa origem em comum; o nódulo em vermelho representa o ST mais 

freqüente comparado ao banco de dados do PMEN. Linhas de ligação (links): azul representa 

um single locus variant (SLV); cinzaclaro representa um triple locus variant (TLV). Nódulo 

sem linha de ligação: ST isolado. 

Fonte: A autora. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Embora neste estudo não tenha sido avaliado o efeito da PCV10 após a 4ª dose da vacina, 

ressaltamos a importância da manutenção da dose de reforço no calendário vacinal do 

programa nacional de imunizações para que a proteção contra os sorotipos oferecida pela 

vacina seja alcançada. Os estudos epidemiológicos sobre o efeito da PCV10 devem continuar 

para monitorara taxa de colonização por sorotipos de pneumococos circulantes no período 

pós-vacinal, bem como as taxas de não susceptibilidade aos antimicrobianos, que são 

essenciais para o direcionamento das estratégias de saúde pública no manejo clínico e 

prevenção das doenças pneumocócicas. 
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ANEXOS 

A. APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA DO HOSPITAL UNIVERSITÁRIO 

PROFESSOR EDGAR SANTOS 
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B. APROVAÇÃO DO ADENDO COMITÊ DE ÉTICA DO HOSPITAL UNIVERSITÁRIO 

PROFESSOR EDGAR SANTOS 
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C. APROVAÇÃO DA SECRETARIA MUNICIPAL DE SÁUDE DE SALVADOR 
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D. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO                    

 

 

Título do Projeto: Impacto da vacina pneumocócica 10-valente nas infecções invasivas e 

eventos de colonização nasofaríngea em crianças na cidade de Salvador-Bahia. 

 

Paciente:__________________________________________No. de estudo:____________ 

 

Para ser lido a todos responsáveis legais dos pacientes menores: As informações que se 

seguem descrevem o estudo de pesquisa e o seu papel como participante. O entrevistador 

responderá a quaisquer perguntas que você tiver sobre este questionário ou sobre o estudo de 

pesquisa. Por favor, ouça com atenção e não hesite em fazer qualquer pergunta sobre a 

informação que está sendo fornecida. 

 

Objetivo do Estudo de Pesquisa: 
Sua criança está sendo convidada a participar de um estudo de pesquisas que estamos 

realizando no Centro de Referência de Imunobiológicos especiais – CRIEs do Hospital das 

Clínicas sobre o impacto da vacina pneumocócica 10-valente nas infecções invasivas e 

eventos de colonização nasofaríngea em crianças na cidade de Salvador-Bahia.Nós 

convidamos você a participar deste estudo porque estamos monitorando os casos de 

colonização e doença invasiva pneumocócica em Salvador para saber se a infecção poderia ter 

sido prevenida pela vacina. Os resultados do estudo poderão trazer informações importantes 

para que os governos possam avaliar o impacto do uso de vacinas e controle da doença 

pneumocócica. 

 

Procedimento: 
Se você voluntariamente decidir que sua criança participe deste estudo de pesquisas após ter 

lido este formulário de consentimento, o investigador lhe fará perguntas relacionadas ao local 

onde você mora, sua ocupação e sua história médica. Pediremos para ver seu registro de 

vacinação e/ou o registro de vacinação da criança pela qual é responsável assim como 

documento de registro de nascimento. As perguntas levam aproximadamente 10 minutos.A 

coleta de espécime clínico consiste na obtenção de secreção nasofaríngea de crianças 

saudáveis admitidas no estudo onde iremos colher o material através do nariz da criança 

utilizando um swab (espécie de cotonete grande) e uma amostra de sangue (2  a 5 mL) para 

dosagem de concentração de IgG sérica específica  contra os polissacarídeos de cada um dos 

dez sorotipos pneumocócicos por ensaio imunoenzimático (ELISA) .Sendo os riscos 

mínimos, incluindo desconforto associado com a coleta do swab nasofaringeano e dor na 

coleta sangüínea.Não há nenhum risco na participação desse estudo de pesquisas. 

 

Sigilo: 

As respostas obtidas durante a entrevista, as informações do seu cartão vacinal ou de seus 

exames serão confidenciais e apenas você e o investigador terão acesso a elas. Você não será 

identificado (a) em qualquer relatório ou publicação resultante deste estudo de pesquisas. 

Participação voluntária: 

Sua participação neste estudo de pesquisas é voluntária. Você pode se recusar a participar ou 

pode desistir de participar em qualquer momento do estudo de pesquisas se você quiser. Você 

não precisa responder a qualquer pergunta durante a entrevista. Sua recusa em participar no 

estudo de pesquisas ou em parte do mesmo, ou sua decisão de interromper sua participação, 

não afetará seu cuidado futuro de nenhuma forma, nem prejudicará suas relações com o CRIE 
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e sua criança poderá continuar sendo vacinada no presente ou no futuro.Você não será 

responsável por nenhuma despesa associada a este estudo de pesquisas, nem receberá 

compensação financeira.Você receberá uma cópia deste formulário. 

 

Benefícios: Não haverá de imediato benefício para o paciente. Mas, indiretamente os 

participantes estarão contribuindo com informações muito importantes no estudo das 

colonização pneumocócica e desenvolvimento de doença invasiva que poderão melhorar o 

controle da doença e aumentar o conhecimento científico. 

 

Com quem contatar: 

Se você tiver qualquer pergunta futura sobre sua participação neste estudo, ou sobre seus 

direitos como participante desta pesquisa, por favor, entre em contato com a Dra. Joice Neves 

Reis Pedreira pelo telefone: (71) 3283-6946/ 6949; fax: (71) 3283-6921ou no endereço: 

Universidade Federal da Bahia situada na Rua Barão de Jeremoabo, s/n, Campus de Ondina 

Faculdade de Farmácia CEP: 40170-115. 

Consentimento: 

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a  

participaçãode meu (minha) filho (a) neste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma 

clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coerção, dos objetivos, da 

justificativa, dos riscos, desconfortos e benefícios todos acima descritos. 

 

__________________________________ ________________ ______________ 

Assinatura do paciente  Data   Hora 

 

 

   Impressão datiloscopia do paciente 

 

 

Eu ouvi e entendi este formulário de consentimento. Minhas dúvidas foram respondidas. Eu 

voluntariamente consinto que o paciente do qual eu sou pai ou mãe ou responsável legal 

participe deste estudo de pesquisas. 

 

__________________________________ ________________ ______________ 

Assinatura do pai ou mãe ou responsável legal Data   hora 

 

 

   Impressão datiloscopia do pai ou mãe ou guardião legal 

 

 

_________________________________ ________________ ______________ 

Assinatura do Investigador   Data   Hora 

__________________________________ ________________ ______________ 

Assinatura da testemunha   Data   Hora 
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E. QUESTIONÁRIO EPIDEMIOLÓGICO 
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F. QUESTIONÁRIO INDIVÍDUO 
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G. CRITÉRIOS DE INTERPRETAÇÃO DE SUSCEPTIBILIDADE PARA S.pneumoniae. 

CLSI, 2012 
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H. VALORES ACEITÁVEIS PARA DISCO DIFUSÃO NO TESTE DE CONTROLE DE 

QUALIDADE PARA DETERMINAÇÃO DE SUSCEPTIBILIDADE PARA S.pneumoniae. 

CLSI, 2012. 
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I. LISTA DE OLIGONUCLEOTÍDEOS UTILIZADOS EM MULTIPLEX PCR 

CONVENCIONAL 

 

 
 

Fonte: http://www.cdc.gov/streplab/downloads/pcr-oligonucleotide-primers.pdf 
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Fonte: http://www.cdc.gov/streplab/downloads/pcr-oligonucleotide-primers.pdf 

  

http://www.cdc.gov/streplab/downloads/pcr-oligonucleotide-primers.pdf
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Fonte: http://www.cdc.gov/streplab/downloads/pcr-oligonucleotide-primers.pdf 

 

http://www.cdc.gov/streplab/downloads/pcr-oligonucleotide-primers.pdf
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J. TAMANHO DOS PRODUTOS DA REAÇÃO DE DEDUÇÃO DE SOROTIPOS 

CAPSULARES 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Protocol for Multiplex PCR - S. pneumoniae SEROTYPING - clinical 

specimens-Latin America set(da Gloria Carvalho et al., 2010). 

  

Sorotipos 

Tamanho 

de pares 

de bases 

(bp) 

14 189 

6B 250 

23F 384 

19 A 566 

9V 816 

6C/6D 727 

19F 304 

3 371 

15B 496 

18 573 

17F 693 

1 280 

5 362 

9N 516 

7F 599 

16F 717 

8 201 

2 290 

4 430 

20 514 

22F 643 

7C 260 

12F 376 

11 A 463 

10 A 628 

23 A 722 

21 192 

33F 338 

15 A 434 

35F 517 

13 655 

39 98 

23B 199 

35 A 280 

38 574 

35B 677 

24 99 

10F 248 

34 408 

19Fv 585 

31 701 
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L. ALGORITMO PARA IDENTIFICAÇÃO DE SOROTIPOS DE  S.pneumoniae – Key to 

S.pneumoniae types and pneumococcal diagnostic antisera 

 

 
 

Fonte:http://www.ssi.dk/~/media/Admin/Diagnostica%20Downloads/Downloads%20UK/Bro

chures/BrochurePneumococcus%20keys%2018057.ashx  
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Fonte:http://www.ssi.dk/~/media/Admin/Diagnostica%20Downloads/Downloads%20UK/Bro

chures/BrochurePneumococcus%20keys%2018057.ash 


