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RESUMO 

Streptococcus pneumoniae é um dos agentes etiológicos mais importantes em 
infecções adquiridas na comunidade. Este patógeno coloniza o trato respiratório de 
indivíduos saudáveis, apresentando maior prevalência entre 1 e 2 anos de idade 
(aproximadamente 50%) e depois diminui com a idade adulta (aproximadamente 
10%).  A alta incidência das doenças pneumocócicas e a crescente resistência aos 
antimicrobianos, favoreceu a introdução das vacinas conjugadas (ano de 2000).  
Após a introdução das vacinas conjugadas foi observado à queda na incidência da 
doença pneumocócica e diminuição da prevalência de colonização por sorotipos 
vacinais. Em contrapartida vem sendo notado o aumento de casos de doença 
sorotipos não vacinais. Por isso a importância de verificar a dinâmica da colonização 
nasofaringeana por pneumococos em crianças < 5 anos de idade antes da 
introdução da vacina. Foram selecionadas radomicamente 203 crianças residentes 
da comunidade de Pau da Lima, Salvador, Bahia, das quais foi colhido a amostra 
nasofaringeana em quatro períodos durante um ano com intervalo de três a quatro 
meses entre cada coleta. No período de janeiro de 2008 a janeiro de 2009 foram 
colhidos um total de 721 swabs, sendo 398 positivos para pneumococos (56%). Os 
fatores de risco associados a colonização foram: aglomeração, contato com crianças 
menores de 2 anos de idade e presença de ITRS. Os sorotipos vacinais mais 
prevalentes foram o 6A/B, 19F, 14, 23F e 18. O sorotipo 19F foi o segundo mais 
prevalente e associado com a não susceptibilidade à penicilina. Dezesseis isolados 
do sorotipo 19F foram não tipáveis (NT) pelo método de multiplex PCR; sendo 
identificados apenas quando submetidos a reação de Quellung. Por isso, foi 
desenvolvido um novo primer para identificação deste sorotipo. Entre os sorotipos 
não vacinais os mais prevalentes foram o 16F, 15B/C, 6C e 34. A não 
susceptibilidade a penicilina e TMP/SMX foi de 38,5% e 58,0%, respectivamente. 
Pode-se observar que 91% dessas crianças estiveram colonizadas pelo menos uma 
vez durante o seguimento e que sorotipos não vacinais (34 e 15B/C) persistiram 
colonizando a mesma criança em mais de uma coleta. Ao longo do estudo, clones 
internacionais foram identificados na comunidade como o “Spain9V-3” (ST 156) e 
“Portugal 19F-21” (ST 177), relacionados com a não susceptibilidade a penicilina. O 
monitoramento da dinâmica da colonização pós-vacina é importante para a 
adequação da prevenção na era das vacinas conjugadas com limitado número de 
sorotipos. 
 
 
 
Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, colonização nasofaringeana, vacina 
conjugada. 
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ABSTRACT 
 
Streptococcus pneumoniae is one of the most important etiologic agents in 
community-acquired infections. This pathogen colonizes the respiratory tract of 
healthy individuals shortly after birth, with higher prevalence of between 1 and 2 
years of age (approximately 50%) and then decreases with age reaching adult 
rates below 10%. The high incidence and increasing antimicrobial resistance, 
favored the introduction of conjugate vaccines in 2000. After the introduction of 
conjugate vaccines a decreasing incidence of pneumococcal disease and carriage 
rates by vaccine serotypes was observed. In contrast we observe an increase in 
number of cases of disease and carriage by non-vaccine serotypes. Thus, this 
study aims to determine the dynamics of nasopharyngeal colonization by 
pneumococci in children <5 years of age after introduced the conjugate vaccine. A 
total of 203 children were random selected at the community of Pau da Lima in 
Salvador, Bahia, of whom the nasopharyngeal swab was collected in four periods 
with interval of 3 to 4 months between each collection. A total of 721 swabs were 
collected from January 2008 to January 2009, with 398 positive for pneumococci 
(56%). Risk factors associated with colonization were: crowding, contact with 
children lower than 2 years old and the presence of URTI. and The most prevalent 
vaccine serotype were 6A / B, 19F, 14; 23F and 18. The serotype 19F was the 
second most prevalent and associated with non-susceptibility to penicillin. Sixteen 
isolates of serotype 19F were nontypeable (NT) by the method of multiplex PCR; 
being identified only when submitted to Quellung reaction. Therefore, we developed 
a new primer to identify this serotype. The most prevalent non-vaccine serotypes 
were 16F, 15B / C, 6C and 34. The non-susceptibility to penicillin and TMP / SMX 
was 38.5% and 58.0%, respectively. It can be seen that 91% of the children were 
colonized at least once during follow-up and non-vaccine serotypes (34 and 15B / 
C) persisted colonizing the same child on more the one collection.  Throughout the 
study, international clones were identified circulating at this community as the 
Spain9V-3 (ST 156) and Portugal 19F-21 (ST 177), all related with non-susceptibility 
to penicillin. The monitoring of the dynamics of post-vaccine colonization is 
important for the adequacy of prevention in the era of conjugated vaccines with 
limited repertoire of serotypes. 
 
 
Keyword: Streptococcus pneumoniae, nasopharyngeal carriage, conjugate vaccine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE (PNEUMOCOCOS) 

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) é uma bactéria que foi descrita 

quase que simultaneamente, por Sternberg, em setembro de 1880, nos Estados 

Unidos da América e Pauster, em dezembro do mesmo ano, na França. Esta 

bactéria foi chamada primeiro de ”Micrococcus Pasteuri, Sternberg” e após alguns 

anos, passou a ser chamada de Streptococcus pneumoniae, “Streptococcus“ por 

apresentar pelo método de coloração de Gram a mesma estrutura dos estreptococos 

e “pneumoniae“ por ser considerado agente etiológico da pneumonia (APUD 

AUSTRIAN, R., 1985). 

 Pneumococos são diplococos Gram positivos em formato de lanceta, 

encapsulados com diâmetro de 0,5-1,2 m (Figura 1A). Essa bactéria é anaeróbia 

facultativa e quando cultivada em meio de ágar sangue produz uma hemólise parcial 

denominada de α hemólise, que se evidencia pela formação de uma área 

esverdeada em volta da colônia (Figura 1B) (BRAIDO, 2008; KELLOGG, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1A. Coloração de Gram de 
secreção respiratória, mostrando 
diplococos Gram positivos 
característicos de pneumococos e 
células polimorfonucleares (PMN). 
Fonte:WWW..bact.wisc.edu/.../S.pne
umoniae1.jpg. 
 

Figura 1B. Morfologia do 
Streptococcus pneumoniae em 

meio de Agar sangue, exibindo –
hemólise (Arquivo pessoal). 
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Este patógeno quando cultivado em meios sólidos apresenta UFC (Unidades 

formadoras de colônia) com morfologia arredondada, translúcida ou opaca, lisa ou 

mucoide com um sulco central promovido pelo processo de autólise parcial 

(KELLOGG, 2001). Esta morfologia do pneumococo é variável de acordo com o sítio 

de isolamento, sendo que isolados da nasofaringe apresentam colônias 

transparentes e da corrente sanguínea, opacas. Essa característica se deve à 

presença da cápsula, fator de virulência, cuja expressão é variável entre cepas 

colonizadoras e invasivas (TUOMANEN, 1999; YOTHER, 1998). 

 Pneumococos, na sua maioria são revestidos por uma cápsula polissacarídica, 

seu principal fator de virulência, que o protege da fagocitose pelas células do 

sistema imunológico (BRAIDO, 2008; SJOSTROM, 2006). Sendo que ela também 

pode restringir o processo de autólise e reduzir a exposição a antibióticos (VAN DER 

POLL e OPAL, 2009) (Figura 2). A cápsula varia em tamanho, composição e 

propriedades antifagocitárias (CATERRAL, 1999; HAUSDORFF, 2000; 

HAUSDORFF, 2005; WASFY, 2005). A composição química da cápsula é utilizada 

para agrupar pneumococos, por similaridade imunológica, em sorogrupos e 

sorotipos, sendo que atualmente foram identificados 46 sorogrupos e 93 sorotipos 

(CATTERALL, 1999; CALIX e NAHM, 2010; HAUSDORFF, 2000; HAUSDORFF, 

2005; KUCH, 2010; PARK, 2007; WASFY, 2005). A distribuição dos sorotipos varia 

conforme a população, região geográfica, tempo, apresentação clínica e idade do 

paciente (MUSCHER, 1992; SCOTT et al., 1996; HAUSDORFF et al., 2000; 

BRANDILEONE et al., 2003;  HAUSDORFF et  al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Microscopia Eletrônica de Streptococcus pneumoniae evidenciando a cápsula 
polissacarídica. Fonte: Adaptado de PLETZ et al., 2008 

 
Outros fatores de virulência também contribuem para a patogenicidade dos 

pneumococos, como: pneumolisina (ply), autolisina A (Lyt A), neuroaminidases 
(NanA,  NanB e  NanC), protease IgA1, proteína A de superfície pneumocócica 
 

Cápsula 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calix%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nahm%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507232
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(PspA), proteína C de superfície pneumocócica (PspC), antígeno A de superfície 

pneumocócica (PsaA), proteínas ligadoras de colina (Cbps) e pili (MITCHELL e  

MITCHELL, 2010; GAMEZ e  HAMMERSCHMIDT, 2012) (Figura 3A e B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3A. Representação hipotética da superfície do pneumococo demonstrando alguns 
fatores de virulência. Fonte: Adaptação de BRILES  et al., Clinical Microbiology Reviews, 
1998.  

 

 A proteína de superfície do pneumococo, PspA é o principal fator que contribui 

para o evento de colonização da nasofaringe e penetração da barreira hemato-

liquórica (TUOMANEN,1999). A pneumolisina é uma toxina multifuncional que age 

como um antígeno de proteção. Possui ação citotóxica nos quadros de meningite e 

ativa o sistema complemento em casos de pneumonia (WINTER et al., 1997; 

ALEXANDER et al., 1998; TUOMANEN, 1999).  O pili, apêndice rígido e filiforme, 

localizado na superfície das bactérias, contribui para uma maior aderência do 

patógeno às células do pulmão, eventos de colonização e agem estimulando uma 

resposta inflamatória do hospedeiro (Figura 3B)(BAROCCHI et al., 2006). 
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Figura 3B: Microscopia eletrônica de pneumococo apresentando pili. Fonte: BAROCCHI et 
al., PNAS, 2006. 

 

 

1.2  COLONIZAÇÃO POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE 

 

S. pneumoniae faz parte da microbiota normal do trato respiratório superior de 

humanos, sendo que a prevalência na nasofaringe de indivíduos saudáveis, varia 

principalmente em função da idade. A colonização é mais prevalente em crianças do 

que adultos; tendo início logo após o nascimento e alta prevalência entre um e dois 

anos de idade, seguido de redução até alcançar taxas inferiores a 10% nos adultos 

(GRAY et al., 1980; HUSSAIN et al., 2005; FRANCIS et al., 2009; DONKOR, 2013).     

Em média, um evento de colonização por pneumococos persiste por até duas 

semanas, embora alguns estudos tenham observado períodos de até trinta semanas 

(MEATS et al, 2003; SLEEMAN et al, 2008; HILL et al, 2010; DONKOR, 2013). 

Algumas características dos hospedeiros favorecem a colonização pelo 

pneumococo e consequentemente o risco de patologias. Essas características estão 

relacionadas ao déficit do sistema imune: congênito ou adquirido. Estes incluem 

anemia falciforme, HIV, neoplasia, asplenia, extremos de idade, imunodepressão ou 

terapias antiproliferativas. Muitas são patologias crônico-degenerativas, tais como, 

diabetes mellitus, insuficiência renal crônica, síndrome nefrótica, doença pulmonar 

obstrutiva crônica, e outras patologias pulmonares e cardiovasculares, hepatopatias 

crônicas e todas as condições que causam danos à integridade da anatomia do trato 

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

(GARCIA et al., 2006).  
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Outros fatores como sazonalidade, freqüência à creche ou escola, infecção 

prévia do trato respiratório superior, doenças e perfil socioeconômico também 

influenciam a prevalência de colonização pneumocócica na população, alcançando 

taxas mais elevadas no inverno e em países em desenvolvimento (GRAY et al., 

1980; DONKOR, 2013; BOGAERT et al., 2004; GONZALEZ, 2010; JOURDAIN et al., 

2010). 

Um estudo longitudinal realizado na Inglaterra encontrou uma prevalência de 

colonização em 52% das crianças menores de dois anos e de 45% para a faixa 

etária entre 3 e 4 anos de idade (HUSSAIN et al., 2005),enquanto que, em Gâmbia e 

Kênia a prevalência de colonização por pneumococos é de 80% e 66%, 

respectivamente (DARBOE et al., 2010 ABDULLAHI et al., 2012). No Brasil, a taxa 

de colonização é muito similar a dos países do continente africano. Estudos 

realizados nas cidades de Salvador e Goiânia encontraram uma prevalência de 

colonização de 66,6% e 57,6% em crianças menores de cinco anos, 

respectivamente (REIS et al., 2008; FRANCO et al., 2012).  

As crianças podem ser portadoras de diferentes sorotipos de pneumococos ao 

longo do tempo, sendo que os sorotipos considerados menos virulentos como: 9N, 

15B, 15C, 16F, 20, e 38 persistem mais tempo colonizando do que os sorotipos mais 

virulentos como: 1, 4, 5, 9A, 14, 9V e 18C. As crianças colonizadas por 

pneumococos virulentos apresentam um risco de 20 a 50 vezes maior de 

desenvolver infecção pneumocócica (SLEEMAN et al., 2005; DONKOR, 2013). 

 

1.3   EPIDEMIOLOGIA DAS INFECÇÕES PNEUMOCÓCICAS 

 

Pneumococos é um dos agentes etiológicos mais importantes em infecções 

adquiridas na comunidade (OBARO et al., 1996; HOBAN et al., 2001; PALLARES et 

al., 2003; CASTANHEIRA et al., 2004), responsável por doenças invasivas 

(meningite, bacteremia, sepse, peritonite, artrite/osteomielite) e não invasivas (otite 

média aguda, sinusite, conjutivite e pneumonia) (BRICKIS e BEREZIN, 2006). A 

bacteremia e septicemia podem estar presentes em 20 a 30% dos casos de 

pneumonia pneumocócica (MUSHER, 2004; DONKOR, 2013). Este patógeno 

acomete cerca de 1,2 milhões de crianças a cada ano, principalmente, em países 

em desenvolvimento (HAUSDORFF et al., 2000; PAI et al., 2006; O’BRIEN et al., 

2009; SARTORI et al., 2012). É responsável por 14,5 milhões de episódios de 
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doenças graves e 826 mil mortes por ano em crianças com idade entre um e 59 

meses nos países da África e Ásia (MACKENZIE et al., 2010). A meningite 

pneumocócica é letal em aproximadamente 40% dos casos e pode causar sequelas 

em mais de 50% das crianças, sendo as mais comuns o retardamento mental e 

deficiência motora (ARDITI et al., 1998; GOETGHEBUER et al., 2000; KOEDEL et 

al., 2002; DONKOR, 2013). 

No Brasil, o pneumococo também é o principal agente causador da 

pneumonia em todas as faixas etárias e um dos principais responsáveis pela 

meningite na comunidade. Segundo o Ministério da Saúde, entre 2004 a 2007, 65% 

das hospitalizações foram devido à pneumonia pneumocócica. Os casos de doenças 

pneumocócicas são mais comum em crianças menores de um ano de idade e a 

letalidade esta mais relacionada à meningite e sepse (NOVAES  et al., 2011; 

SARTORI, et al., 2012). No período de 1983 a 2003, o número de casos de 

meningite causada por pneumococo foi de 29.600 com 8.554 óbitos (BRICKS et al., 

2002; BRICKS et al., 2006).   

Em Salvador, um estudo de vigilância populacional, conduzido no período de 

1995 a 1999, identificou uma incidência anual de meningite pneumocócica de 1,6 e 

24,7 casos/100.000 pessoas-ano para todas as faixas etárias e crianças menores 

que 5 anos, respectivamente. A letalidade foi de 42% para todos os pacientes e 60% 

para os menores de cinco anos (REIS et al., 2002). Outro estudo realizado na 

mesma cidade no período de 2000 a 2007 mostrou que houve um declínio de 26% 

na incidência da meningite pneumocócica em todas as faixas etárias; a incidência 

reduziu 26% no período de 2000 a 2007, caindo de 1,12 para 0,83 casos/100.000 

habitantes. Apesar do declínio na incidência, a letalidade permaneceu elevada, 

sendo de 29% em todas as faixas etárias e 42% em crianças menores de cinco anos 

de idade (MENEZES et al., 2011). 

 

1.4 FATORES BIOLÓGICOS QUE INFLUENCIAM NA COLONIZAÇÃO, 

TRANSMISSÃO E PATOGÊNIA DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE 

O pneumococo ganha acesso ao hospedeiro através da colonização da 

nasofaringe e o sucesso deste processo depende tanto da virulência do sorotipo que 

esta colonizando quanto da eficiência do sistema imune do hospedeiro (WOODS, 

2008). A partir da nasofaringe, a bactéria pode se espalhar para a mucosa adjacente 
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e causar doença invasiva ou não, sendo que a maioria das infecções permanece 

assintomática (BOGAERT et al., 2004). 

A transmissão ocorre entre humanos através do contato direto com as 

secreções ou dispersão de aerossóis por pessoas portadoras ou infectadas 

(BOGAERT et al., 2004; DONKOR, 2013). Na maioria dos casos, uma vez adquirido, 

o contágio leva à colonização nasofaringeana que pode durar de semanas a meses 

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

Pneumococo possui uma série de fatores de virulência que contribui para os 

eventos de colonização, tais como: cápsula, proteína ligadora de colina, pili, 

formação de biofilme e interação com a microbiota residente do trato respiratório 

superior (SIMELL et al., 2012). Existe evidência da formação de biofilme pelo 

pneumococo que colabora para a colonização e infecção do ouvido médio. O 

significado clínico da formação do biofilme ainda é desconhecido, mas sugere-se 

que ele auxilia no crescimento do patógeno durante a colonização e contribui para o 

desenvolvimento das doenças invasivas (SANCHEZ et al., 2011; SIMELL et al., 

2012). 

Outro fator importante para o sucesso da colonização nasofaringeana é a 

composição da microbiota residente no trato respiratório superior. Dependendo da 

interação entre o pneumococo e as outras bactérias, que pode ser por competição 

ou simbiose, o evento pode ser facilitado ou impedido. Um exemplo é a interação 

entre Haemophylus influenzae não tipável e S. pneumoniae que favorece a 

rinosinusite crônica (COPE et al., 2011). Já a relação natural entre S. pneumoniae e 

Staphylococcus aureus tem sido descrita como de competição (BOGAERT et al., 

2004; REGEV-YOCHAY et al., 2004; SIMELL et al., 2012). 

O desequilíbrio entre os fatores do hospedeiro (barreiras imunológicas) e do 

micro-organismo (fatores de virulência da cepa) favorece a invasão do pneumococo 

para outros sítios; o que pode ocasionar doenças não invasivas com manifestações 

clínicas moderadas, como otite média, conjuntivite e sinusite ou ainda invadir sítios 

estéreis do organismo originando infecções invasivas, potencialmente fatais como a 

pneumonia, meningite e bacteremia (HO et al., 2004; SIMELL et al., 2012).  

 

1.5 VACINAS PNEUMOCÓCICAS 
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O elevado índice de morbimortalidade por infecções pneumocócicas e a 

emergência de cepas resistentes aos principais antimicrobianos estimularam o 

desenvolvimento de vacinas (BRINKS e BEREZIN, 2006). Existem dois tipos de 

vacinas pneumocócicas: as polissacarídicas e as conjugadas. Ambas possuem em 

sua formulação polissacarídeos capsulares como antígenos que estimulam a 

produção de anticorpos sorotipo- específicos (PLETZ et al., 2008). 

A vacina polissacarídica 23-valente (PPV-23, Pneumovax23, Merck & 

Company Inc.), foi licenciada nos Estados Unidos da América desde 1983 e é 

composta por polissacarídeos purificados de 23 sorotipos (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 

9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F e 33F) (PLETZ et 

al., 2008). O uso da vacina PPV-23 é bastante limitado porque ela estimula uma 

resposta imunológica T independente, não sendo, portanto, indicada para crianças 

menores de dois anos de idade, que possui o sistema imunológico imaturo. Esta 

vacina é efetiva na prevenção de doenças invasivas, principalmente, em idosos 

maiores de 65 anos, na redução de hospitalização por infecções pneumocócicas, na 

prevenção de bacteremia e, sobretudo nas mortes hospitalares (VLASICH, 2001; 

CDC, 2008, HAUSDORFF et al., 2005). Esse tipo de vacina confere uma imunidade 

de pouca duração, sendo recomendada a revacinação em intervalo de cinco a seis 

anos (PLETZ et al., 2008). 

A primeira vacina pneumocócica conjugada, a heptavalente (PCV-7) foi 

licenciada nos Estados Unidos em 2000, sendo formulados com antígenos dos sete 

sorotipos mais prevalentes em doença invasiva pediátrica naquele país, os 

sorotipos: 14, 6B, 19F, 18C, 23F, 4 e 9V. Estudos clínicos mostraram uma eficácia 

de 94% entre crianças vacinadas, contra doença invasiva causada pelos sorotipos 

representados na vacina (CDC, 2005). O governo brasileiro, através do Ministério da 

Saúde aprovou a introdução da vacina pneumocócica decavalente (PCV_10) no 

programa nacional de imunizações, no primeiro semestre de 2010 (Ministério da 

Saúde, 2008).  

A PCV-10 (Synflorix, GSK) possui 3 sorotipos (1, 5, 7F) a mais que a vacina 

PCV-7, além disto elas diferem nas proteínas utilizadas para a conjugação. A PCV-

10 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 
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toxóide diftérico modificado, respectivamente. A PCV-7 possui todos os 7 

polissacarídeos conjugados com a toxóide diftérica modificada. Estudos 

imunológicos mostraram uma equivalência de resposta imunológica especifica aos 

sorotipos incluídos na vacina comparando crianças vacinadas com a PCV-10 com 

crianças vacinadas com a vacina heptavalente (Prevnar, Wyeth). (WHITNEY et al., 

2003) 

Em 2009, a vacina PCV-7 foi substituida pela vacina tridecavalente – PCV-13 

(Prevnar13, Pfizer), a qual possui 3 sorotipos (3, 6A e 19A) adicionais aos da vacina 

decavalente (OOSTERHUIS-KAFEJA et al., 2007; CLARK,  2006). Esta vacina foi 

licenciada para uso no Chile e Agência Européia de Medicina em 2009, e em 2010 

foi licenciada pela Food and Drug Administration (FDA) para uso nos Estados Unidos 

da América. No Brasil esta vacina está disponível apenas em clínicas particulares. 

Após a introdução das vacinas conjugadas, foi observado um declínio na 

circulação dos sorotipos vacinais e o aumento de sorotipos não vacinais. Este 

fenômeno, conhecido como serotype replacement, ocorreu nos Estados Unidos da 

América, onde foi observado um aumento de casos de doença pelos sorotipos, 19A 

resistente à penicilina (HICKS, 2007) e 22F (PAI et al., 2005; WHITNEY et al., 2006). 

Na Europa, também, observou-se um aumento do número de casos de doenças 

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

Nos anos seguintes à introdução das vacinas conjugadas, foi observada 

também a circulação de clones exibindo sorotipo capsular diferente dos que 

circulavam no período pré-vacinal. Estudo realizado na Noruega mostrou um 

aumento de cepas de pneumococos sorotipo 19A, após a introdução da vacina 

heptavalente, não susceptíveis a penicilina e com similaridade genética a clones do 

complexo “Denmark14-32-ST230” e “Taiwan19F-14-ST236” (VESTRHEIM et al., 

2012). 

 

1.6 A BIOLOGIA MOLECULAR COMO FERRAMENTA PARA ESTUDOS 

EPIDEMIOLÓGICOS DE COLONIZAÇÃO NASOFARINGENA. 

A biologia molecular é uma importante ferramenta para os estudos 

epidemiológicos porque permite obter informações sobre os tipos e subtipos 

genéticos circulantes, bem como identificar a presença de clones em uma 

determinada região em um período de tempo. Essas informações podem ser 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vestrheim%20DF%5Bauth%5D
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originárias de isolados de colonização ou de doença invasiva. Os estudos 

moleculares com isolados de pneumococos oriundos da nasofaringe de indivíduos 

na comunidade permitem acompanhar a transmissão do patógeno entre indivíduos, 

a permanência do mesmo na comunidade e a substituição por outros sorotipos 

circulantes. Esses estudos facilitam também a comparação entre cepas circulantes 

na comunidade e as que estão ocasionando doenças invasivas e não invasivas. 

As técnicas mais frequentes utilizadas nos estudos de caracterização 

molecular de pneumococos são eletroforese em campo pulsátil (PFGE) e Multi locus 

sequence Typing (MLST) (GERTZ et al., 2003; REIS et al., 2008;  ANDRADE et al., 

2010). O uso combinado destes dois métodos tem contribuído para uma melhor 

compreensão da epidemiologia das infecções pneumocócicas, principalmente pelo 

uso do MLST, o qual permite uma comparação de isolados em nível mundial. Assim, 

nas últimas décadas foi descrito à disseminação internacional de clones de 

Streptococcus pneumoniae resistentes à penicilina, principalmente o Sequence type 

(ST) 156. Este ST mostra uma habilidade não só de expansão mundial como 

também de troca capsular, sendo que, já foi descrito como sorotipos 14 e 9V 

(SOGSTAD et al., 2006). Outro clone relacionado com a não susceptibilidade à 

penicilina o ST 66, tem sido descrito em vários países e, é muito frequente no Brasil, 

sendo encontrado em doenças invasivas e em eventos de colonização 

(BRANDILEONE et al., 1998; REIS et al., 2008; SANTOS et al., 2009). Esse clone já 

foi caracterizado em isolados de pneumococos sorotipo 9N, 14, 19F e 23F 

(SERRANO et al., 2005). Em Salvador, o ST 66, circula como sorotipo 14 não 

sensível à penicilina (REIS et al., 2008). 

Estudo realizado na África mostra claramente a contribuição das ferramentas 

disponíveis da biologia molecular para compreender a dinâmica da transmissão do 

patógeno na comunidade, este estudo descreve a persistência do sorotipo 6B entre 

as famílias (intra-domiciliar), revelando a importância da transmissão domiciliar para 

as crianças (HILL, 2010). Em Salvador, um estudo de colonização nasofaringeana 

demonstrou através de técnicas de biologia molecular (BOX PCR, PFGE e MLST) 

que os isolados de nasofaringe são muito mais diversos do que os isolados de 

meningite e que os principais clones causadores de doença são poucos frequentes 

na comunidade (REIS et al., 2008). 

O conhecimento sobre as características moleculares das cepas circulantes, 

tanto em isolados de doença invasivos como de colonização são fundamentais para 
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o monitoramento das doenças pneumocócicas (BRANDILEONE et al.,1998; SÁ-

LEAO et al., 2000; BRUEGGEMANN et al., 2003).  
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Após a introdução das vacinas pneumocócicas conjugadas houve um declínio 

no número de casos de doenças pneumocócicas por sorotipos vacinais, e 

excepcionalmente em alguns locais tem-se constatado um aumento na prevalência 

de doença pneumocócica por sorotipos não vacinais (MILLER et al., 2011). Este fato 

conhecido como serotype replacement é importante porque estas cepas com 

sorotipos não vacinais têm uma elevada resistência aos antimicrobianos de uso 

empírico (HUANG et al., 2012). Além disso, tem-se documentado a circulação de 

clones de disseminação mundial contendo tipo capsular não vacinal (SIMÕES et al., 

2011). O clone que exibia o sorotipo vacinal troca a cápsula polissacarídica para não 

ser reconhecido pelos anticorpos produzidos após a vacinação, permanecendo com 

seu material genético precursor.  

Vários estudos prospectivos sobre colonização nasofaringeana realizados na 

era pré e pós-vacinal, revelam resultados importantes sobre a dinâmica da 

transmissão do pneumococo, o que tem contribuído para uma melhor avaliação dos 

benefícios das vacinas conjugadas (GILS et al., 2010; BRUGGER, 2010; HILL et al., 

2010; LABOUT et al., 2011). No Brasil, os estudos sobre colonização 

nasofaringeana, na sua maioria, são de corte transversal, mostrando a prevalência 

de sorotipos de S. pneumoniae em um dado momento, mas não a sua persistência 

ao longo de um determinado período. Além disso, a maioria, destes estudos foi 

realizada com uma amostragem de conveniência, geralmente, em creches e escolas 

(BEREZIN et al., 2007; FRANCO et al., 2010). Isto dificulta o entendimento da 

dinâmica da transmissão do pneumococo já que escolas e creches são fatores de 

risco para a colonização nasofaringeana. 

Em Salvador, entre os anos de 2000 e 2001 foi realizado um estudo de corte 

transversal sobre a transmissão de pneumococo em uma comunidade carente 

(Nordeste de Amaralina), onde foi verificada a propagação de cepas de 

pneumococos intra e inter-famílias na comunidade. No entanto, não foi observada a 

presença significativa de clones encontrados em casos de doença invasiva (REIS et 

al., 2008). Este trabalho apresentou resultados importantes, contudo, devido ao 

desenho do estudo, não foi possível responder alguns questionamentos sobre a 

persistência de clones e sorotipos ao longo do tempo. 

Estudos prospectivos, associados ao uso de técnicas moleculares, podem 

auxiliar na compreensão da transmissão de cepas de S. pneumoniae. A partir destes 
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estudos pode-se observar a persistência de algumas cepas circulando na 

comunidade e verificar se a permanência destas cepas ocorre devido à presença do 

tipo de cápsula (sorotipo), mecanismos de resistência às drogas ou certos clones 

com distribuição mundial. Essa permanência da cepa na nasofaringe dos 

hospedeiros aumenta o risco do mesmo causar doenças. Os estudos prospectivos 

também podem auxiliar na identificação de cepas de pneumococos que colonizam o 

indivíduo, por um período prolongado, influenciando a aquisição de mecanismos de 

resistência; devido ao maior tempo de exposição aos antimicrobianos (GHAFFAR et 

al., 2004). 

Na era das vacinas conjugadas protéicas, um contínuo monitoramento sobre 

a distribuição de sorotipos na população é necessário para a avaliação do impacto e 

adequação das vacinas multivalentes. Além disto, é de suma importância conhecer 

os clones circulantes na população antes das intervenções vacinais para que se 

possa avaliar seu verdadeiro impacto na redução de infecções e formação de novos 

nichos de colonização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  OBJETIVOS 
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3.1  OBJETIVO GERAL 

Descrever a dinâmica da transmissão do Streptococcus pneumoniae durante 

eventos de colonização nasofaringeana em crianças menores de cinco anos em uma 

comunidade de Salvador (BA). 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Descrever a prevalência e persistência de eventos de colonização por S. 

pneumoniae em crianças menores de cinco anos; 

2. Identificar os principais fatores de risco relacionados com a colonização 

nasofaringeana em crianças menores de cinco anos; 

3. Descrever a prevalência de sorotipos de S. pneumoniae presentes na 

nasofaringe dessas crianças; 

4. Descrever o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das amostras de S. 

pneumoniae isoladas; 

5. Avaliar a similaridade do perfil de sorotipos de S. pneumoniae identificados com a 

possível cobertura de uma vacina pneumocócica conjugada; 

6. Identificar o perfil genotípico das amostras de S. pneumoniae isoladas; 

7. Correlacionar os sorotipos e genótipos de S. pneumoniae isolados da 

nasofaringe com aqueles obtidos de infecções invasivas na cidade de Salvador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4  MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1  DESENHO E LOCAL DO ESTUDO  

O estudo de coorte prospectivo foi realizado na comunidade de Pau da Lima 

(Salvador, Bahia), no período entre janeiro de 2008 a janeiro de 2009. O isolamento 

e identificação dos pneumococos foram realizados no Laboratório de Epidemiologia 

e Bioestatística (LEMB/CPqGM) e Laboratório de Pesquisa em Microbiologia Clínica 

(LPMC/UFBA). 

 A identificação dos sorotipos e caracterização molecular foi realizada no 

Laboratório de Pesquisa em Microbiologia Clínica (LPMC/UFBA) e Laboratório de 

Patologia e Biologia Molecular (LPBM/CPqGM). 

 

4.2  SELEÇÃO DOS PACIENTES / CRITÉRIO DE INCLUSÃO 

 

Foram selecionadas 203 crianças menores de cinco anos de idade de forma 

randômica entre os residentes de algumas áreas do Bairro de Pau da Lima (Figura 

4), Salvador (BA) para participarem do estudo. Um total de 4 coletas de amostras de 

nasofaringe foram realizadas com intervalos de 3 a 4 meses entre cada uma. Para 

cada criança selecionada foi obtido o consentimento do responsável legal através da 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Mapa do bairro de Pau da Lima com a localização (círculo vermelho) das áreas 

que foram selecionados as crianças para participarem do estudo. Fonte: REIS, et al., Plos 

Infected Tropical Diseases, 2008. 
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4.3   COLETA DOS DADOS EPIDEMIOLÓGICOS 

Os dados epidemiológicos foram coletados no momento da coleta da amostra 

nasofaringeana através de entrevista com os responsáveis legais, utilizando um 

questionário para obtenção dos dados demográficos e informações sobre fatores de 

risco para colonização, doenças crônicas, doenças infecciosas prévias, uso de 

antimicrobiano, hospitalização recente e calendário vacinal. 

 

4.4  MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS 

O isolamento dos S. pneumoniae foi realizado através de métodos de referência 

(WHO, 2007). 

Sorotipagem do Streptococcus pneumoniae: A sorotipagem capsular de S. 

pneumoniae foi realizada através de multiplex-PCR de acordo com com as 

recomendações do Center for Disease Control and Prevention (CDC), EUA (PAI, 

2006; CDC, 2011). Isolados negativo no PCR foram submetidos ao monoplex-PCR 

utilizando o primer 19F variante (MENEZES, 2013) e foi a reação de Quellung.  

Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos: As amostras de S. pneumoniae 

foram submetidas aos testes de susceptibilidade pelo método de microdiluição de 

acordo com as recomendações do CLSI (Clinical Laboratory Standard Infections) , 

empregando-se 7 antimicrobianos diferentes: penicilina, cefotaxima, tetraciclina, 

eritromicina, sulfametoxazol/trimetoprim, ofloxacina e levofloxacina. Isolados que 

apresentaram CIM > 0,12 µg/mL foram considerados como não susceptíveis à 

penicilina.  

Caracterização genotípica das amostras de S. pneumoniae: Foi realizada através 

dos métodos de Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) (Lefevre, 1993) Multilocus 

sequence typing (MLST) (Enright, 1998). A análise das imagens obtidas pelo PFGE 

foram realizadas através do Gel Compar software versão 4 (Applied maths, Kortrijk, 

Belgium), utilizando os critérios de TENOVER (1995). Uma amostragem de cada 

clone identificado pelo PFGE foi submetida à técnica de tipagem por MLST. As 

seqüências obtidas pelo MLST foram determinadas com base na seqüência dos sete 

genes house-keeping (aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt e ddl) do DNA cromossômico 

obtido dos isolados. As seqüências foram submetidas on line para o banco de dados 

utilizando os softwares disponíveis no site da web para pneumococos 

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

http://www.mlst.net/
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4.5  CRITÉRIOS DE DEFINIÇÃO PARA COLONIZAÇÃO NASOFARINGEANA 

*Persistência: presença do mesmo sorotipo em mais de uma coleta confirmado 

pelo PFGE. 

*Intradomiciliar: presença do mesmo sorotipo por mais de uma criança no mesmo 

domicílio confirmado pelo PFGE. 

*Interdomiciliar: presença do mesmo sorotipo por crianças de domicílios diferentes 

pelo PFGE. 

 

4.6  ANÁLISE DE DADOS 

O programa Epi-Windows versão 3.5.4 (Center for Disease Control and 

Prevention, Atlanta, Georgia, USA) foi utilizado para a criação dos bancos de dados 

epidemiológico e microbiológico. Os dados genotípicos também foram armazenados 

no mesmo programa. O perfil genotípico dos isolados de nasofaringe foi comparado 

com o perfil genotípico de isolados de doença invasiva. Análises univariada e 

multivariada foram utilizadas para definir os fatores de risco em estar ou não 

colonizado por pneumococos, considerando o intervalo de confiança de 95%. Foram 

caracterizados os fatores de risco para colonização nasofaringeana por pneumococo 

das 203 crianças acompanhadas ao longo do estudo, considerando o período de 

contribuição de cada uma no estudo. 

O teste exato de Fisher e o qui-quadrado foram utilizados para avaliar a 

significância estatística dentre as associações.  

 Os isolados de doença invasiva que foram utilizados para comparação faz 

parte do projeto de pesquisa de vigilância ativa para meningites bacterianas 

desenvolvido no hospital Couto Maia (Referência para doença infecciosa) e de 

isolados de hemoculturas de outros hospitais de Salvador, Bahia. 

Para o cálculo amostral assumimos a prevalência de 50% de colonização 

nasofaringeana por pneumococos nesta faixa etária entre os expostos, com intervalo 

de confiança de 95% e poder de 80%.  

 

4.7  CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
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Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas do Centro de 

Pesquisas Gonçalo Moniz, FIOCRUZ, sob o número 108/2006. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ARTIGO 1:  

 

Update of pneumococcal PCR Serotyping Assay for detection of a commonly 

occurring type 19F wzy variant in Brazil.  
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Este artigo contempla um dos objetivos da tese que foi determinar a prevalência dos 

sorotipos de isolados de S. pneumoniae da nasofaringe. Neste trabalho mostramos 

a existência de um variante do sorotipo 19F no Brasil que não foi identificado no 

multiplex PCR, técnica utilizada para a determinação dos sorotipos em diversos 

laboratórios do mundo, incluindo o Brasil, por ser mais barata e rápida. A 

identificação desta variação do sorotipo 19F no Brasil foi importante porque este 

sorotipo faz parte da vacina conjugada decavalente, vacina pneumocócica 

implementada no Brasil em 2010, e poderia estar sendo subidentificado na avaliação 

da efetividade da vacina no país. 

 

Publicado na revista Journal Clinical of Microbiology em 2013. 

MENEZES, A.P.O; NEVES, J.N.; TERNES, Y. M.; ANDRADE, A. L.; PIMENTA, F. 

P.; CARVALHO, M. DA G.; BEALL, B. Update of pneumococcal PCR Serotyping 

Assay for detection of a commonly occurring type 19F wzy variant in Brazil. J. Clin.  

Microbial., v. 51, n. 7, p. 2470-2471. 2013.  
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6. ARTIGO 2:  
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Nasopharyngeal Carriage of Streptococcus pneumoniae among Children in Urban 

Setting in Brazil prior to PCV10 introduction. 

 

Este artigo contempla os objetivos 1, 2, 3, 4 e 5 da tese. Neste trabalho 

acompanhamos crianças menores de cinco anos de idade durante um ano, em uma 

comunidade carente da cidade de Salvador, antes da introdução da vacina 

conjugada decavalente no Brasil. Neste trabalho foi descrito a prevalência e 

persistência dos sorotipos dos pneumococos ao longo do estudo. Além do perfil de 

sensibilidade aos antimicrobianos mais utilizados na terapia das patologias 

causadas pelos pneumococos. Este trabalho nos possibilitou também descrever os 

fatores que estão associados a colonização nasofaringeana pelo pneumococo. Foi 

visto a presença de sorotipos pneumococos que não estão presentes na vacina 

decavalente persistente no processo de colonização. Estes devem ser monitorados 

porque podem ser futuros candidatos à incorporação na vacina conjugada. 
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Abstract 

Information on the pneumococcal carriage in the pre-vaccine period is essential to predict and 

assess its impact. Therefore, we present data on pneumococcal carriage before the 

introduction of the decavalent-pneumococcal conjugated vaccine (PCV10) in Brazil. We 

carried out a prospective on a cohort of children aged < 5 years old, randomly selected in an 

urban community located in the periphery of the city of Salvador, Brazil and follow-up from 

January 2008 to January 2009. Nasopharyngeal swabs were collected from each child at four 

times. 156/203 children were followed during all the four visits and were eligible for same 

analysis.  In total 721 nasopharyngeal swabs were collected, yielding 398 pneumococcal 

isolates. The means of pneumococcal carriage was 56%. The variables associated with 

mailto:joice@ufba.br
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carriage was having contact with one or more children under two years old (2.00 95% CI1.33 

- 2.88), living in a house with more than 4 persons per room (1.77, 95% CI 1.05 - 3.10), and 

presence of URTI (1.38 95% CI 0.73 - 2.53). Contacts with children under two years old and 

live in crowded house also were associated with colonization by high-invasiveness serotypes. 

The most prevalent vaccine serotype were 6A/B (25.4%), 19F (10.1%) and 14 (9.0%) and non 

vaccine were 16F (4.8%), 15B/C (4.5%) and 6C/D (3.5%). Of the 156/203 children follow-up, 

91% were colonized at least once and 15.4% were persisting colonized in more than one visit. 

Overall, 38.4% (153/398) of the pneumococcal showed reduced susceptibility to penicillin, 

these 74% (113/153) was non susceptible to SXT/TMP. Monitoring pneumococcal carriage is 

essential in conjugate vaccine era to better understand population’s dynamic of this pathogen. 

 

 

 

Keywords: Children, nasopharyngeal carriage, Streptococcus pneumoniae, serotypes, vaccine 



40 

 

Background 

Asymptomatic carriage of pneumococci is common in young children and has been related to 

the development of disease and transmission of the pathogen [1-3].The prevalence of 

pneumococcal carriage increases in the first few years of life, peaking at approximately 50% 

to 80% in hosts 2-3 years of age and decreasing thereafter until stabilizing at 5% to 10% in 

hosts over 10 years of age [4]. Effective vaccines against 10-, or 13- of the 90+ pneumococcal 

serotypes are now used in many countries, resulting in a substantial decline in invasive 

disease and carriage of vaccine serotypes [5-6]. Despite this success, serotypes not targeted by 

the vaccine have increased among healthy carriers and could potentially become important 

causes of invasive diseases. Therefore, it is essential to obtain information on the 

pneumococcal carriage in the pre-vaccine era to predict and assess its impact.  

 

Many studies have been conducted in Brazil to investigate the distribution of pneumococcal 

serotypes from invasive disease and nasopharyngeal colonization. However, there are no 

reports of prospective studies conducted in communities. The previous studies were 

undertaken in schools and daycare which represent important risk factors for the transmission 

and circulation of pneumococcus [7-8]. In addition, our previous study conducted in a slum 

community in Salvador did not observe association between prevalence of carriage with the 

size of the household or numbers of contacts, which would suggest a density-dependent 

transmission phenomenon. It was hypothesized that study design and sample size could have 

affected the ability to adequately evaluate this risk factor [9]. 

 

Thus, we carried out a cohort study on pneumococcal carriage in a slum community in 

Salvador to describe the risk factors for carrier status of S. pneumoniae in children under five 

years old, determined the patterns of serotypes, antimicrobial susceptibility, and defined the 

possible coverage provided by the PCV10 or PCV13 pneumococcal conjugate vaccine. 
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Methods 

Study site and population 

The study was conducted in the Pau da Lima community which is situated in the periphery of 

Salvador, a city of 2,443,107 inhabitants in Northeast Brazil.  Pau da Lima has 14,122 

residents, 8% (1,131) of these were aged < 5 years [10].  A total of 130 households were 

randomly selected within the census tract.  Eligible subjects were defined as children 1 to 59 

months of age who lived continuously in selected household during the month prior to 

recruitment and were enrolled into the study according to informed consent procedures 

approved by the Oswaldo Cruz Foundation, Brazilian Ministry of Health.  

 

Data collection 

The study team conducted Interviews during house visits and administered a standardized 

questionnaire to obtain information on demographics, underlying medical conditions, 

hospitalizations, occurrence of an upper respiratory tract infection (URTI) in the previous 

month, antibiotic therapy in the last month, childcare arrangements, school attendance and 

habits such as smoking. Information for children was obtained by interviewing the parent or 

legal guardian. 

 

Isolation of pneumococci 

During the follow-up between January 2008 and January 2009, nasopharyngeal swabs were 

collected from each child at four times, at enrollment and then again within three months 

intervals. Samples were collected with calcium alginate swabs (Calgiswab type 1, Spectrum 

USA) and inoculated into modified Stewart transport medium and sent to the Clinical 

Microbiology Laboratory at the Gonçalo Moniz Research Institute.  All swabs were plated 

within 4 hours onto agar plates with 5% sheep blood and 5.0 μg/ mL of gentamicin. Plates 

were incubated at 35°C in 5% CO2-enriched atmosphere for up to 48 hours. Three α-

hemolytic colonies exhibiting morphologic characteristics suggestive of S. pneumoniae were 

isolated. Identification of these isolates as S. pneumoniae was confirmed by optochin disc 

susceptibility (BBL Microbiology Systems, Cockeysville, USA) and the bile solubility test.  

One S. pneumoniae colony per plate was then subcultured, harvested, and kept frozen at -70 

°C for further testing. When S. pneumoniae isolates from the same primary plate exhibited a 

clearly different colony morphology, dissimilar colonies were frozen separately. 
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Serotyping 

The isolates were serotyped by multiplex-PCR as described elsewhere [11-12]. DNA 

extraction and PCR conditions were performed as described at the Centers for Desease 

Control and Prevention (CDC) [13]. Isolates with negative multiplex PCR results were 

subjected to single-plex-PCR utilized primer 19F variation [14] and Quellung reaction testing 

for capsular type definition. 

 

Antimicrobial susceptibility testing 

The broth microdilution method was performed according to Clinical and laboratory Standard 

Institute recommendations [15] to determine susceptibility of isolates to penicillin, 

cefotaxime, tetracycline, erythromycin, trimethoprim/sulphamethozole and levofloxacin 

(Sigma–Aldrich, Germany). Quality control was performed by testing S. pneumoniae ATCC 

49619. Isolates with a penicillin MIC value ≥ 0.12 µg/mL were defined as penicillin-

nonsusceptible. Intermediate and resistant isolates were considered nonsusceptible. 

 

Genotyping 

PFGE analysis was performed to define the molecular profile. Chromosomal digests 

generated by SmaI were prepared and analyzed as described elsewhere [16]. A CHEF DRII 

apparatus (Bio-Rad, Hercules, CA) was used for running the gels.  

The bacterial strains were analyzed by MLST, as described elsewhere [17]. The sequence 

types (STs) were obtained with reference to the MLST database 

(http://www.spneumoniae.mlst.net). New alleles and STs were submitted to the curator of the 

database and were assigned designations. 

 

Data management and statistical analysis 

Data were entered and managed by Epi Info version 3.5.1 (CDC, Atlanta, GA, USA). 

Bivariate associations between each potential risk factor and colonization at each sampling 

were determined by two tailed chi-square tests or Fisher’s exact tests, where appropriate 

(Stata 6.0; Stata Corp., College Station, TX). Logistic regression models were constructed to 

identify risk factors for colonization at each sampling. The potential risk factors that were 

statistically significant at the 0.05 level in bivariate analysis for at least one of the time points 

were entered into each of the three models. Associations between potential risk factors and 

colonization in the multivariate models were considered to be statistically significant at P = 

http://www.spneumoniae.mlst.net/
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0.05. It is likely that the observed colonization prevalence in each age group underestimated 

the true colonization incidence because of the dynamics of pneumococcal colonization, given 

that the samples were collected at 3-month intervals. Therefore we used odds ratios rather 

than relative risk estimates to characterize the association between potential risk factors and 

colonization. 

 

Results 

 

Demographic Characteristics and Risk factors for Carriage 

In January 2008 a total of 203 children were enrolled into the cohort study.  Ages ranged from 

1 to 48 months, median age 24 (12-36), predominately black race (21%) and 48% of males. 

The socio-economic characteristics of the households are monthly income under U$ 430.00 

and crowded environment with a median number of inhabitants per households of five (range: 

2 to 15), being that mostly of the study children live in household with two rooms (81.8%), 

with a ratio of 3.5 residents per bed (Table 1). 

 

In total, 721 swabs were collected throughout the study period, yielding 398 pneumococcal 

isolates. The prevalence of S. pneumoniae nasopharyngeal carriage was 50.5%, 46.3%, 63.2% 

and 48.8% at each point sampling, respectively. Children who live with children under two 

years, live in crowded house and having URTI are at greater risk of being colonized. Seasonal 

variation on carriage prevalence was observed with an increased prevalence of carriage from 

July to January (Table 1). 

 

Of the 203 children included in the study, 156 provided the nasopharyngeal samples at all the 

four visits and were eligible for analysis (Figure 1).  At least one pneumococcal isolate from 

the nasopharyngeal sample was found in 74.4% (116 of the 156) of all children, 9% (14 of 

the156) were not colonized and, 19.9% (26 of the 156) were only once colonized.  

 

Children who live in crowded house and live with other children under two years are at 

greater risk of being colonized by high-invasiveness serotypes. On the other hand, have had 

an episode of URTI in the last month increased the prevalence of carriage low-invasive 

serotypes. Carriage low-invasiveness serotypes was also influenced by seasonal variation with 

an increased prevalence in the period from July to January (Table 2). 
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Serotypes Distribution 

Table 3 shows the distribution of serotypes recovered throughout the period of the study. The 

most prevalent serotypes were 6A/B (25.4%), 19F (10.1%) and, 14 (9.1%). The serotypes 

included in PCV-10 and PCV-13 accounted for 52.2% and 55.5%, respectively. The most 

frequent non-vaccine serotypes were 16F (4.8%), 15B/C (4.5%), 6C/D (3.5%), 34 (3%) and 

not typeable (7.3%); 15.3% (61/398) of the isolates of S. pneumoniae did not have the 

capsular type determined by multiplex-PCR. We did not found any fluctuation in distribution 

of serotypes during the study period. 

 

PFGE analysis confirmed that 24 of the 156 (15.4%) children had persistent pneumococcal 

carriage by some serogroups. Being the serogroup 6A/B (n=9; 37.5%), 14 (n=5; 20.8%), 19F 

(n=4; 16.7%), 34 (n=2; 8.3%), 23F (n=1; 4.2%), 3 (n=1; 4.2%), 6C (n=1; 4.2%) and 15B/C 

(n=1; 4.2%). The vaccine serotype 14 and 19F and non-vaccines serotypes 34 and 15B/C 

persisted colonizing the same children up to six months. The most commonly identified STs 

were ST156 (14), ST 66 (14), ST177 (19F) and ST 3930 (6C).  

 

 

Antimicrobial Susceptibility 

Overall, 38.4% (153/398) of the pneumococci showed reduced susceptibility to penicillin with 

MICs ranging from 0.12 to 8.0μg/ml. Most penicillin nonsusceptible isolates (113/153; 73%) 

belonged to vaccine serotypes: 6A/B (45/113; 40%), 19F (29/113; 25.9%), 14(20/113;18%) 

and 23F(12/112; 11%). The non-vaccine serotypes commonly associated with PNSP (41/153; 

22%) were NT (6/41; 14.6%), 16F (4/41; 9.8%), 13 (3/41; 7.3%) and 34 (1/41; 2.4%). In 

addition, 58% were nonsusceptible to trimethoprim-sulphamethoxazole (SXT), 18.6% to 

tetracycline, 3% to erythromycin and 2% to cefotaxime.  Seventy four percent (113/153) of 

penicillin nonsusceptible isolates were also resistant to SXT. The mostly frequent identified 

patterns of multidrug nonsusceptibility were penicillin and SXT (74% [113/153]), penicillin, 

SXT and tetracycline (12.4% [14/113]), penicillin, SXT and erythromycin (6.2% [7/113]) and 

penicillin, SXT, cefotaxime and erythromycin (2.7% [3/113]). Isolates with high level of 

penicillin resistance (MIC > 2.00 µg/mL) were identified in 15 (7.4%) children.  

 

Discussion 
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This study provide baseline information on the dynamics of pneumococcal carriage that may 

be particularly relevant in the monitoring and evaluation of the PCV-10 vaccine in Brazil and, 

more generally, in understanding the transmission of the infection in infancy at slum 

settlement. 

 

We found the carriage frequency of around 55%, with seasonal fluctuations, with high 

prevalence of carriage occurring during the period from July to January. Seasonal variation 

has not been observed in previous study conducted at England in a period of ten months [18]. 

As has been reported [18-19], higher carriage rates are observed in children less than 5 years 

of age. The younger the patient the greater the chance of pneumococcal colonization [20]. 

Although, variability in carriage rates were not observed in different age groups from this 

study population. In generally the observed carriage rate is in agreement with previous studies 

conducted in others Brazilian cities [7, 21-22].   

 

In Brazil, as in many developing countries, a significant proportion of the population lives in 

slum communities. These urban informal settlement characterized by crowded households and 

lower incomes, have been identified as factors associated with increased pneumococcal 

carriage in children [23]. Although, living in crowded environment could not be identified as 

a risk factor for pneumococcal carriage in a previous study conducted in a slum community 

from Brazil [9]. The density-dependent transmission phenomenon of pneumococcal disease 

and carriage has been discussed in previous studies [20, 23-24] . In this cohort study, 

conducted at an urban community, the prevalence of pneumococcal carriage increased with 

increasing household density. Furthermore, we have identified that in this community, living 

in a crowded home is a risk factor for being colonized by serotypes considered highly 

invasive. We would like to emphasize that the measurement of household density in this study 

was defined as the number of persons per bed and that houses in Brazilian’ slums are very 

small and can be overcrowded with as many as 5 persons per room. 

 

The study confirms that, having URTI in the last month increase the odds of being colonized, 

in agreement with previous studies [24]. In addition, URTI also increases the chance of 

carriage pneumococcal serotypes with lower invasive potential. Another study showed that 

influenza was associated with the greatest increases in the incidence of disease caused by 

serotypes with lower invasive potential [25].  
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The serotype distribution among nasopharyngeal isolates in the present study (6A/B, 19F, 14,   

23F and 18) was similar to that found in previous studies in Brazil [7-9, 21] and others 

countries of Latin America and Europe [26-27]. Overall, the serotypes isolates from the 

nasopharyngeal included the most common serotypes causing invasive disease [28], and 

represented in the PCV-10 vaccine (~ 52%). No additional protection against carriage was 

provided by the PCV-13 formulation of the vaccine, as the three additional serotypes (3, 6A 

and 19A) represented only 3% of carriage isolates. In Brazil, this vaccine is currently 

available only in private clinics although this vaccine will not be available to all segments of 

society due to the high cost (about US$ 100). The most common non-vaccine serotypes were 

(16F, 15B/C, 6C and 34). These serotypes are rarely associated with invasive disease in 

Salvador [28] However, some of these non-vaccine serotypes (34 and 15B / C) are successful 

in carriage, their persisted colonizing the same child for up to six months. Other studies of 

colonization identified a high prevalence of those serotypes [20, 29], and this findings would 

alert the community about the possibility of serotype replacement, as observed in others place 

in the post-PCV-7 vaccine [30-32].  

  

The rates of antimicrobial resistance observed in this study population were higher for both 

penicillin-nonsusceptible [38.5% (considered MIC > 0,125 µg/mL)] and SXT (58%) than the 

previous carriage study conducted in Salvador [9]. Likewise, increasing resistance has already 

been documented in invasive disease, with rates growing from 15% (1999) to 22.2% (2007) 

[28, 33].  In spite of the association of PNSP with PCV-10 serotypes (14, 6A/B, 19F and 

23F), PNSP was also found among non-vaccine serotypes (16F, 13, 34 and NT). Geographical 

variations in the frequency of antibiotic resistance have been observed in different regions of 

Brazil and others countries [7, 21, 34-35] and these differences may reflect, in part, true 

geographical differences in antibiotic resistance rate, but most likely reflect differences due to 

investigation methodology and populations sampled. 

 

We also identified carriage of internationally spread clones of pneumococci with penicillin 

non-susceptibility as the ST66, 156, 177. All of these clones have been associated with 

carriage and invasive disease in Salvador and others place [7, 34]. In this community, these 

clones also account for persistent carriage, been identified in the same child at intervals up to 

six months. Swabbing every 3 months is unlikely to detect the same S. pneumoniae carriage 

episode, a recent Kenyan study describe the mean duration of carriage to be 30-days [36]. A 
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study conducted in Gambia showed that serotype 14 had longer duration of carriage [37]. In 

this study community, the serotypes 6A/B, 14 and 19F were persistent in several carriage 

episodes.  
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Figure 1. Flow of participants through the study. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

203 children sampled 

at baseline survey 

19 withdrawn after 

1st swab 

184 had a second 

swab 

6 withdrawn after 

2nd  swab 

178 had a third swab 

156 had a fourth 

swab and were 

eligible for analysis 

22 withdrawn after 

3rd swab 
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Table 1. Risk Factors for pneumococcal carriage among children < 5 years old at community-

level. 

Demographic Characteristics   
N(%)a Pneumococcal Carriage - OR (IC95%) 

  Univariate Analysis Multivariate Analysis 

Age (months)     

<6 50 (7%) REFb  

6-11  93 (13%) 0.62 (0.27 -1.41)  

12-23  145 (20%) 1.35 (0.64 – 2.91)  

24-35  132(18%) 0.82 (0.38 - 1.70)  

36-47  173(24%) 0.71 (0.35 - 1.42)  

48-59 128 (18%) 0.70 (0.32 - 1.49)  

Gender Male 347 (48%) 1.03 (0.73 - 1.44)   

Racea    

Mixed 505 (70%) REFb REFb 

White 59 (8%) 0.52 (0.30 - 0.90)  0.52 (0.29 - 0.93) 

Black 153 (21%) 0.77 (0.50 - 1.20)  

Day care Attendance    

No 685 (96%)   

Yes 28 (4%) 1.40 (0.67-3.50)  

UTRI  in the last month                 

No 

287 

(40.5%) REFb REFb 

Yes 

421 

(59.5%) 1.42 (1.06-1.94)  1.38 (1.00 - 1.89) 

Exposure to cigarette smoking    

No 490(68%) REFb  

Yes 231 (32%) 1.11 (0.75 -1.67)   

Antibiotic use in the last month     

No 653 (92%) REFb  

Yes 58 (8%) 0.90 (0.51 – 1.60)  

Number of household contacts 

with children aging < 2 years    

None 288 (40%) REFb REFb 

One contact  358 (50%) 1.60 (1.10 - 2.31) 1.44 (0.99 - 2.20) 

Two contacts 67 (9%) 1.90 (1.10 - 3.50) 1.38 (0.73 - 2.53) 

Three contacts 4 (1%)  3.20 (2.4 – 4.31) 2.00 (1.33 - 2.89) 

No. of residents/No. of rooms 3.3 (±1.7) 1.90 (1.19-3.13)  1.77 (1.05 - 3.10) 

No. of residents/No. of bedc 3.5 ((±1.8) 1.53 (1.10-2.23)   

Season (Feb/June vs 

July/January) 

     -  0.60 (0.42-0.82) 1.87 (1.29 - 2.77) 

a- Number of swabs for each variable. 

b-REF – reference for analysis 
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Table 2. Risk factors for pneumococcal carriage among children < 5years old, stratified by 

invasiveness property of serotypes 

Characteristics 

 

N (%) 

Pneumococcal Invasive property  

OR (IC95%) 

     Low Invasivea          High Invasiveb 

Age (months)     

< 12  119 (18%) 0.74 (0.26 - 1.99) 0.18 (0.00 - 0.90) 

13-23  133 (21%) 1.54 (0.67 - 3.80) 057 (0.16 - 2.01) 

25-35  126 (20%) 1.09 (0.47 - 2.50) 0.48 (0.15 - 1.81) 

36-47  155 (24%) 0.76 (0.34 - 1.69) 0.61 (0.20 - 1.95) 

48-59  113 (18%) 0.82 (0.35 - 2.06) 0.40 (0.10 - 1.42) 

Gender Male 312 (48%) 1.07 (0.73 - 1.55) 1.18 (0.62 - 2.25) 

Race     

Mixed 452 (70%) REFc REFc 

White 52 (8%) 0.48 (0.25 - 0.89) 0.45 (0.00 - 1.28) 

Black 138 (22%) 0.70 (0.42 - 1.15) 1.31 (0.58 - 2.62) 

Day-care  Attendance    

No 613 (96%) REFc REFc 

Yes 25 (4%) 1.05 (0.37 - 2.80) 2.11 (0.00 - 6.34) 

UTRI  in the last month    

No 259 (41%) REFc REFc 

Yes 375 (59%) 1.53 (1.04 - 2.24) 1.01 (0.61 - 1.70) 

Exposure to cigarette smoking    

No 441 (68%) REFc REFc 

Yes 205 (32%) 0.97 (0.63 - 1.53) 1.21 (0.54 - 2.27) 

Antibiotic use in the last month     

No 586 (92%) REFc REFc 

Yes 

51 (8%)   0.62 (0.28 - 

1.23) 1.16 (0.41 - 2.61) 

Number of household contact 

with children aging < 2 years 

 

  

None 264 (41%) REFc REFc 

One contact 315 (49%) 1.38 (0.94 - 2.12) 1.95 (1.02 - 3.99) 

Two contacts 62 (9.7%) 1.92 (1.05 - 3.60) 1.60 (0.47 - 3.75) 

Three contacts 1 (0.2%) 0.00 (0.00 - 0.00) 0.00 (0.00 - 0.00) 

No. of residents/No. of room 3.3 (±1.7) 1.65 (1.00 -2.82) 2.49 (1.15 - 5.38) 

No. of residents/No. of bed 3.5 (±1.8) 1.38 (0.98 - 2.07) 2.25 (1.28 - 3.89) 

Season (Feb/June vs 

July/January) 

 

0.57 (0.39 - 0.84) 0.68 (0.30 - 1.28) 
a-High invasive serotype: 4, 7F, 8, 9V, 14, 18C and19A; 

b-Low invasive serotype: 3, 6A/B/C, 11A, 13, 15A, 15B/C, 16F, 17F, 19F, 20, 21, 22F, 23B, 23F ,35F 

and NT. 

c- REF – reference for analysis.  
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Table 3. Serogroup/type distribution of all pneumococcal carriage isolates (N=398) recovered 

from children in Salvador, Brazil. 

Serotype  No.  of  isolates (%) 

 PCV10 209         52.2 

4 5  1.3 

6A/B  101  25.4 

7F/A  1  0.3 

9V/A  2  0.5 

14 36  9.0 

18 10  2.5 

19F  40  10.1 

23F  14  3.5 

PCV13 221  55.5 

3 7  1.8 

19A  5  1.3 

Non-vaccine 177  44.5 

6C  14  3.5 

8 1  0.3 

11A  4  1.0 

13 5  1.0 

15A  2  0.6 

15B/C  18  4.5 

16F  19  4.8 

17F  2  0.6 

20 2  0.6 

21 3  0.8 

22F/A 2  0.6 

23B  1  0.3 

34 12  3.0 

35B  1  0.3 

35F  1  0.3 

ND a 61 15.3 

NTb 29  7.3 

a - ND= Not Determined by Multiplex PCR. 

b - NT=Not typeable by both methods (Multiplex PCR and Quellung Reaction) 
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7 RESULTADOS ADICIONAIS: 

 Perfil genotípico dos isolados de pneumococos de colonização da nasofaringe e 

comparação com perfil genotípico dos isolados de pneumococos das doenças 

invasivas. 

 

Estes resultados serão utilizados para a confecção do terceiro artigo da tese que 

contempla os objetivos 6 e 7 da mesma. 
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Perfil genotípico dos isolados de pneumococos de colonização e a comparação dos 

mesmos com o perfil genotípico dos isolados de doença invasiva. 

 

Streptococcus pneumoniae foi isolado em 55% (398/721) dos swabs 

coletados no período do estudo. Destes, 98/398 (24.6%) foram submetidos à análise 

do perfil genético por PFGE, sendo identificados 18 grupos clonais (Tabela 8). Um 

total de 15 isolados foi classificado com perfil eletroforético único, sendo não clonais. 

A distribuição dos grupos clonais foi representada, na maioria das vezes, por um 

único sorotipo, exceto o grupo clonal ER representado pelos sorotipos 14 e 6C e AO 

pelos sorotipos 19F e 6A/B. Os sorotipos 19F e 14 apresentaram mesmo perfil 

genético de clones de disseminação mundial como o ST177 e ST156, 

respectivamente.  

Um total de 16 isolados do sorotipo 19F apresentou três perfis clonais AO 

(10), CD(3) e CE(3), todos identificados previamente em casos de doença invasiva 

na cidade de Salvador. O clone AO de ST 177 e DLV1543, foi 100% não suceptível 

ao TMP/SMX e 70% não susceptível à penicilina. Este grupo clonal foi persistente no 

período do estudo, sendo identificado em mais de uma coleta. Também foram 

identificados como clone AO, quatro isolados do sorogrupo 6 A/B (Tabela 8). 

O sorotipo 14 foi representado pelos clones A (ST 66), GK (ST 156) e ER. 

Estes grupos clonais também relacionados com casos de doença invasiva foram 

persistentes em mais de uma coleta durante o período do estudo. O clone A se 

caracteriza pela resistência à penicilina e ao TMP/SMX, 75% e 100%, 

respectivamente. Os sorotipos 6A, 15B/C, 19Fv e 23F foram caracterizados por 

clones até então não identificados em casos de doença invasiva. Os sorotipos 6A e 

23F foram representados apenas por um único grupo clonal I e VA, respectivamente.  

O sorotipo 15B/C foi representado por dois clones AYB e AYA, onde o clone 

AYB teve 33% (1/3) dos isolados não susceptíveis à penicilina e 100 % (3/3) não 

susceptíveis ao TMP/SMX, enquanto que, o clone AYA apresentou todos os seis 

isolados susceptíveis à penicilina e 46% (6/13) não susceptíveis ao TMP/SMX; este 

clone também foi persistente durante o estudo, sendo identificado em mais de uma 

coleta.  

O sorotipo 19Fv foi representado por dois clones, sendo um disseminado na 

comunidade (NA) e o outro dentro de uma mesma residência (AP). Este último clone 

foi 100% (5/5) não susceptível à penicilina e 80% (4/5) ao TMP/SMX. O clone de 
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disseminação na comunidade (NA) também apresentou uma alta resistência à 

penicilina (66,6%) e ao TPM/SMX (100%).  
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Tabela 8. Frequência dos perfis genotipicos e fenotipicos de Streptococcus pneumoniae isolados de nasofaringe de crianças 

na cidade de Salvador, Bahia 

Sorotipo No Perfil genotípico Perfil fenotípico Origem dos Isolados 

  

PFGE MLST 

PNSpb  

No (%) 

STXNSpc  

No (%) Doença Invasiva Colonização 

6A 5 I _ 0 (0.0) 3 (60.0)   X 

6A/B 4 AO ST177 1 (25.0) 4 (100.0) X 

 6C 2 ER ST3929 0 (0.0) 2 (100.0) X X 

14 4 ER _ 0 (0.0) 4 (100.0) X X 

 

6 GK ST156 6 (100.0) 6 (100.0) X X 

 

8 A ST66 6 (75.0) 7 (87.5) X X 

15B/C 3 AYB _ 1 (33.3) 3 (100.0) 

  

 

13 AYA _ 0 (0.0) 6 (46.2) 

 

X 

16F 1 WYW _ 1 (100.0) 0 (0.0) 

  

 

1 WWY _ 0 (0.0) 0 (0.0) 

  

 

2 AV _ 0 (0.0) 0 (0.0) X X 

19F 3 CD SLV7030 2 (66.6) 2 (66.6) X 

 

 

3 CE ST177 0 (0.0) 2 (100.0) 

  

 

10 AO ST177/DLV1543 7 (70.0) 10 (100.0) X X 

19Fva 5 AP _ 5 (100.0) 4 (80.0) 

 

X 

 

6 NA _ 4 (66.6) 6 (100.0) 

  



59 

 

23F 2 VA _ 2 (100.0) 2 (100.0) 

 

X 

34 1 LA _ 0 (0.0) 1 (100.0) 

    2 LAB _ 0 (0.0) 0 (0.0) 

 

X 

 

2 H ST771 0 (0.0) 1 (50.0) X X 

a- 19Fv – Sorotipo 19F variante (Menezes, 2013). 

b- PNSp – Não susceptibilidade a penicilina. 

c- STXNSp – Não susceptibilidade ao Sullfametoxazol/Trimetoprim. 
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8   DISCUSSÃO 

 

 Este estudo de desenho longitudinal para abordagem da colonização 

nasofaringeana por pneumococos foi o primeiro conduzido no Brasil, além de ter 

sido também, o primeiro a ser realizado em uma comunidade. As informações deste 

estudo poderão contribuir para a compreensão da dinâmica da colonização 

nasofaringeana no período anterior à introdução da vacina PCV-10. A contribuição 

do estudo não se restringe apenas a cidade de Salvador, mas pode extrapolar para 

outras capitais do país, visto que, esse estudo foi realizado em uma comunidade de 

periferia (favela), tipo de comunidade comum em outras regiões do país, que 

possuem características comuns como superpopulação e renda per capita inferior a 

três salários mínimos.   

 No Brasil, vários estudos de colonização por pneumococos, foram conduzidos 

em escolas e creches, as quais constituem em fatores de risco para a colonização 

(LAVAL et al., 2006; PIMENTA et al., 2011; NEVES et al., 2013). Este tipo de 

amostragem por conveniência é mais fácil e barata de ser conduzida, além de ser 

menos perigosa para os indivíduos que realizam a coleta, visto que, nestas 

comunidades carentes a violência é maior. Neste estudo de coorte, enfrentamos a 

perda de seguimento de 23%, devido à mudança domiciliar das famílias. Estas 

crianças que não foram acompanhadas durante o estudo, não prejudicaram as 

análises. Elas apresentavam características similares às outras crianças seguidas e 

as análises foram realizadas considerando o tempo de permanência de cada uma no 

estudo. 

 

 Resultados similares ao total de crianças colonizadas (55%) neste estudo 

foram relatados em estudos realizados em outros países e outros estados 

brasileiros. Na Australia, Alaska e Inglaterra a prevalência de colonização 

nasofaringeana foi de cerca de 60% (HUSSAIN et al., 2005; HARE et al., 2013). No 

Brasil, resultados similares foram descritos em Fortaleza (55%), Brasília (49%), Rio 

de Janeiro (49%) e no estudo realizado anteriormente em Salvador (66%) (REY et 

al., 2002; REIS et al., 2008; PIMENTA et al., 2011; NEVES et al., 2013).  

Entretanto, existem resultados discordantes também em outros países, como 

na Itália (8,2%) e Gâmbia (80%), e outras cidades brasileiras, como São Paulo 

(42%) e Goiânia (36%) (MARCHISIO et al., 2002; HILL et al., 2008; LAVAL et al., 
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2006; BEREZIN et al., 2007). Acredita-se que estas diferenças estão relacionadas 

principalmente às condições sócio-econômicas e metodologias analíticas. Locais 

com melhores condições sócio-econômicas apresentam baixas taxas de colonização 

nasofaringeana por pneumococos (HUSSAIN et al., 2005; MACKENZIE et al., 2010; 

ABDULLAHI et al., 2012). 

Os fatores de risco envolvidos com a colonização nasofaringeana por 

pneumococos foram o contato com crianças menores de dois anos de idade, 

Infecção do trato respiratório superior (UTRS), número de residentes por cômodo e 

por cama. A colonização por sorotipos com alto poder invasivo estava associada ao 

contato com crianças menores de dois anos de idade e a aglomeração; a 

associação de colonização por sorotipos com baixo poder invasivo foi observado em 

crianças com ITRS. Estudo mostra que indivíduos infectados com o vírus da 

Influenza tem mais chance de ser colonizado por sorotipos de baixo poder invasivo 

(WEINBERGER et al., 2013) 

A aglomeração de indivíduos, ou seja, a quantidade de indivíduos por 

domicílio revela a situação sócio-econômica dos residentes. Estudos realizados por 

outros autores relatam a associação das condições sócio-econômicas com a 

colonização nasofaringeana (BOGAERT et al., 2004; HILL et al., 2008; HSU et al., 

2014).  

Os fatores de risco associados com colonização nasofaringeana por 

pneumococos encontrado neste trabalho são similares aos achados em outros 

estudos, exceto pelo fato de não ter sido encontrado associação com frequentar 

escola e creche (LEINO et al., 2001; REIS et al., 2008; PEBODY et al., 2008; UENO 

et al., 2013).  A maioria das crianças que residem em comunidades carentes 

frequenta a escola depois de cinco anos de idade, além da carência de creche 

pública. As crianças ficam no domicílio e são cuidados por irmãos mais velhos, avôs 

ou vizinhos.  

Os fatores de proteção relacionados com a colonização foram à raça branca e 

a sazonalidade. Crianças tem menos chance de estar colonizado no período de 

fevereiro a junho. Período onde a temperatura é mais elevada e que as crianças não 

ficam aglomeradas. 

A colonização nasofaringeana por pneumococos permanece constante 

independente do sexo ou da utilização de antimicrobiano pela criança no último mês. 

Estes achados são apoiados por estudo realizado na zona urbana de Boston (EUA) 
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após a introdução da vacina heptavalente, no entanto, difere em relação ao uso de 

antimicrobianos quando comparados com crianças residentes em comunidades fora 

do centro urbano (HSU et al., 2014). 

 A prevalência de sorotipos vacinais encontrado neste trabalho corrobora com 

outros estudos realizados em cidades brasileiras como, Salvador, Brasília e São 

Paulo (REIS et al., 2008; BEREZIN et al., 2007; PIMENTA et al., 2011). Estudo 

publicado recentemente no Rio de Janeiro, antes da introdução da vacina PCV-10, 

mostra resultado similar em relação à prevalência de sorotipos vacinais (NEVES et 

al., 2013). Outros países da América Latina e Europa também apresentam 

resultados similares (RIVERA-OLIVERA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2012).  

 Entre os sorotipos vacinais, o sorotipo 19F foi um dos mais prevalentes neste 

estudo e relacionados com a não susceptibilidade a penicilina. Alguns destes 

pneumococos sorotipo 19F apresentaram um gene similar à cepa 19A (2584-0819F 

wzy) isolada no Canadá (PIMENTA et al., 2009) e por isso não foram identificados 

no multiplex PCR, sendo necessário desenhar uma um novo primer para ser 

utilizado nas reações de PCR multiplex para determinação do tipo capsular de 

isolados provenientes da América Latina. Pneumococos com esta característica 

também foram isolados de amostras de doenças invasivas em Salvador e em 

isolados de nasofaringe da cidade de Goiânia.  

O monitoramento por PCR multiplex para identificação de sorotipos de 

pneumococos se faz necessário, visto que, é a técnica mais utilizada na atualidade. 

O PCR multiplex é um método rápido e barato e de fácil acesso quando comparado 

ao teste de Quellung. Na era da vacina conjugada, o monitoramento da prevalência 

de sorotipos de nasofaringe e doenças invasivas é importante para verificar a 

efetividade da vacina pneumocócica. 

Ao longo de período do estudo, também foram isolados sorotipos não vacinais 

em 44,5% dos isolados. Os sorotipos não vacinais mais prevalentes foram: 16F e 

15B/C. Estudo de colonização nasofaringeana realizado na Espanha mostra também 

uma alta prevalência dos sorotipos 15B e 16F (ERCIBENGOA et al., 2012). Um 

trabalho realizado no Brasil antes da introdução da vacina decavalente mostra que o 

sorotipo 15C foi um dos mais prevalentes em crianças que frequentam creche 

(NEVES et al., 2013). 

Foi observado nos EUA e alguns países Europeus, após a introdução da 

vacina conjugada, uma redução na circulação de sorotipos vacinais e um aumento 



63 

 

da prevalência de sorotipos não vacinais; um dos sorotipos que aumentou após a 

introdução da vacina foi o 19A (WHITNEY et al., 2006; PAI et al., 2005; ISAACMAN 

et al., 2010).  

Os sorotipos não vacinais, de maior prevalência em eventos de colonização, 

podem tornar-se futuros sucessores nos casos de doença após a introdução da 

vacina conjugada.  

Para alguns isolados não foi possível determinar o tipo capsular pelo método 

de multiplex PCR (15,4%) e outros permaneceram como não tipáveis (NT) mesmo 

após a reação de Quellung (7,3%). Esses dados corroboram com outros estudos 

desenvolvidos em Salvador, que encontrou 8% de isolados NT, e na Espanha, que 

detectou 6% de isolados NT; e em Portugal 4,5% (REIS et al., 2008; RODRIGUES et 

al., 2012; ERCIBENGOA et al., 2012). 

 O estudo mostra uma média de não susceptibilidade a penicilina de 38,5%, 

considrando o ponto de corte de CIM > 0,125 µg/mL. Este resultado revela um 

aumento de duas vezes na não susceptibilidade a penicilina em comparação com 

estudo realizado anteriormente, o aumento foi de 15% (2000-2001) (REIS et al., 

2008) para 38,5% (2008-2009). A redução da sensibiliade à penicilina também foi 

obsevado em  isolados de doenças invasivas, sendo que numa proporção menor. O 

não susceptibilidade à penicilina foi de 15% (1995-1999) (REIS et al., 2002) para 

22% (2000-2007) (MENEZES et al., 2011). Ambos os estudos conduzidos na cidade 

de Salvador. Estudo realizado no Rio de Janeiro com colonização nasofaringeana, 

considerando o mesmo ponto de corte para a CIM, apresentou uma taxa de não 

susceptibilidade de 27% (NEVES et al., 2013).  

Isolados de pneumococos circulante nas comunidades de Salvador tem 

mostrado um aumento de resistência ao TMP/SMX. A não susceptibilidade dos 

isolados de pneumococos de colonização ao TMP/SMX  foi de 48,5% em 2000 

(REIS et al., 2008)  e aumentou para 58% (2008); Não houve diferença nas taxas de 

resistência para eritromicina. No total, 1% dos isolados foram não sensíveis à 

cefotaxima. Taxa similar foi descrita em casos de doença invasiva na cidade de 

Salvador (MENEZES et al., 2011).  

Os sorotipos mais prevalentes entre os isolados não susceptíveis a penicilina 

foram 6A/B, 19F, 14, 23F, NT e 16F, sendo o sorotipo 14 o mais frequente e com 

maiores valores de CIM (acima de 2 µg/mL). Este resultado corrobora com outro 

estudo realizado no Rio de Janeiro (NEVES et al., 2013). Em relação a doenças 
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invasivas os sorotipos 14 e 23F são os mais resistentes à penicilina, sendo o 

sorotipo 14 associado com CIMs acima de 2 µg/mL (MENEZES et al., 2011).  

Neste estudo foi observada a presença de clones de disseminação 

internacional entre os isolados de nasofaringe. O sorotipo 14 foi caracterizado pelos 

clones A e GK, que são representados pelos STs 66 e 156 respectivamente. O ST 

156 é um clone que foi observado primeiro na França e depois na Espanha, 

conhecido como “Spain9V-3”, relacionado com alto nível de resistência a penicilina e 

multiresistência. Este ST já foi descrito com sorotipo 9V e 14 (SOGSTAD et al., 

2006). Em Salvador tanto em doença invasiva quanto em colonização este  ST está 

associado ao sorotipo 14. O ST 66 está associado aos sorotipos 9N, 14, 19F e 23F. 

Este ST esta associado ao sorotipo 14 e a não susceptibilidade à penicilina tanto em 

isolados de nasofaringe quanto de doença invasiva (SERRANO et al., 2005; REIS et 

al., 2008; KO et al., 2000; SANTOS, 2009). Estudos realizados em Goiânia e Brasília 

relatam a presença deste clone (ST 156) em isolados de nasofaringe e doença 

invasina (ANDRADE et al., 2010; PIMENTA et al., 2011). Andrade e colaboradores 

(2010) identificaram isolados não tipaveis (NT) caracterizados como ST 156. O ST 

156 esteve associado com persistência à colonização neste estudo, porque foi 

isolado em coletas sucessivas na mesma criança. 

Outro clone de disseminação mundial encontrado foi o ST 177 , denominado 

clone “Portugal 19F-21” (www.mlst.s.pneumoniae.com; SENER et al., 2006), 

representado pelos sorotipos 19F e 6A.  Os isolados foram não susceptíveis à 

penicilina e ao TMP/SMX. Este grupo clonal foi isolado da nasofaringe de indivíduos 

sadios e em casos de doenças invasivas, estando relacionado à transmissão intra-

domiciliar e persistência de colonização.  

Os clones relacionados ao sorotipo 19Fv não foram encontrados em isolados 

de doença invasiva, mas estão relacionados a não susceptibilidade à penicilina e ao 

TMP/SMX e a transmissão intra e inter-domiciliar. Devendo ser monitorado no 

período pós-vacinal, assim como os grupos clonais de sorotipos não vacinais 

(15B/C, 16F e 34) disseminados na comunidade através da transmissão intra e inter-

domiciliar. 

Alguns problemas foram enfrentados na conduta deste estudo de coorte, 

entre eles, ressalta-se a violência, que por muitas vezes impediu o acesso da equipe 

às residências do estudo, causando uma diferença nos intervalos de coleta dos 

swabs que variou de 60 a 120 dias. A perda de seguimento, que é um dos principais 
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problemas em estudos de coorte, não afetou as análises, uma vez que o risco do 

evento de colonização nas crianças que saíram do seguimento é estimado por ser 

igual ao das crianças que permaneceram. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9 CONCLUSÕES 

 

1. A taxa de colonização por Streptococcus pneumoniae em crianças menores 

de cinco anos na comunidade de Pau da Lima foi de 56% no ano de 2008; 
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2. A colonização nasofaringeana em comunidades carentes está associada à 

aglomeração, contato com crianças < 2 anos de idade) e presença de ITRS. Entre 

os fatores de proteção para colonização nasofaringeana estão a etnia (branca) e a 

sazonalidade (período de fevereiro a junho). 

3.  A transmissão intra e inter domiciliar foi identificada em casos de isolados de 

sorotipos vacinais como 6A/B, 14, 19F e não vacinais como 15B/C, 16F e 34; esses 

sorotipos foram persistentes nos eventos de colonização em 15,4% das crianças 

(24/156); 

4. A taxa de colonização por sorotipos vacinais (6A/B, 14 e 19F) foi de 56% e de 

sorotipos não vacinais de 44% (6C, 16F, 15B/C e 34); 

5. A não susceptibilidade a penicilina entre os isolados de S. pneumoniae de 

nasofaringe aumentou de 15% para 38% em comparação com estudos anteriores e 

foi identificados isolados com CIM > 2,00 µg/mL;  

6. Foi identificados clones de disseminação internacional como o Spain9V-3 

(ST156) e Portugal 19F-21(ST 177) entre os isolados de S. pneumoniae de 

nasofaringe; esses clones são reconhecidos por serem não susceptíveis à penicilina; 

7. Foram determinados vários clones de pneumococos previamente 

identificados entre isolados causadores de doença invasiva na cidade de Salvador, 

principalmente relacionados aos sorotipos vacinais 14 e 19F; 

8. O monitoramento do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, distribuição 

de sorotipos e clones deve ser realizado no período após a introdução da vacina 

PCV-10 porque alguns sorotipos não vacinais podem emergir com poder invasivo e 

tornar predominantes em casos de doença pneumocócica; 
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