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MENEZES, Ana Paula de Oliveira. Colonizagdo nasofaringeana por Streptococcus
pneumoniae: Estudo longitudinal em criancas menores de cinco anos de idade. f. il.
Tese (Doutorado) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisa Gongalo Moniz,
Salvador, 2014.

RESUMO

Streptococcus pneumoniae é um dos agentes etioldgicos mais importantes em
infecgbes adquiridas na comunidade. Este patdogeno coloniza o trato respiratorio de
individuos saudaveis, apresentando maior prevaléncia entre 1 e 2 anos de idade
(aproximadamente 50%) e depois diminui com a idade adulta (aproximadamente
10%). A alta incidéncia das doencas pneumococicas e a crescente resisténcia aos
antimicrobianos, favoreceu a introdugédo das vacinas conjugadas (ano de 2000).
Apoés a introducdo das vacinas conjugadas foi observado a queda na incidéncia da
doenca pneumocécica e diminuicdo da prevaléncia de colonizacdo por sorotipos
vacinais. Em contrapartida vem sendo notado o aumento de casos de doenca
sorotipos nao vacinais. Por isso a importancia de verificar a dinamica da colonizacao
nasofaringeana por pneumococos em criancas < 5 anos de idade antes da
introducdo da vacina. Foram selecionadas radomicamente 203 criangas residentes
da comunidade de Pau da Lima, Salvador, Bahia, das quais foi colhido a amostra
nasofaringeana em quatro periodos durante um ano com intervalo de trés a quatro
meses entre cada coleta. No periodo 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 colonizacao foram: aglomeracao, contato com criancas
menores de 2 anos de idade e presenca 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 nao susceptibilidade a penicilina. Dezesseis isolados
do sorotipo 19F foram ndo tipaveis (NT) pelo método de multiplex PCR; sendo
identificados apenas quando submetidos a reacdo de Quellung. Por isso, foi
desenvolvido um novo primer para identificacdo deste sorotipo. Entre os sorotipos
nao vacinais os mais prevalentes foram o 16F, 15B/C, 6C e 34. A nao
susceptibilidade a penicilina e TMP/SMX foi de 38,5% e 58,0%, respectivamente.
Pode-se observar que 91% dessas criancas estiveram colonizadas pelo menos uma
vez durante 0 seguimento e que sorotipos ndo vacinais (34 e 15B/C) persistiram
colonizando a mesma crianga em mais de uma coleta. Ao longo do estudo, clones
internacionais foram identificados na comunidade como o “Spain®-3” (ST 156) e
“Portugal 1°F-21” (ST 177), relacionados com a ndo susceptibilidade a penicilina. O
monitoramento da dinamica da colonizacdo poOs-vacina € importante para a
adequacdo da prevencdo na era das vacinas conjugadas com limitado numero de
sorotipos.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, colonizacdo 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-?1 (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 INTRODUCAO

1.1 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE (PNEUMOCOCOS)

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) € 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 Franca. Esta
bactéria foi chamada primeiro de "Micrococcus Pasteuri, Sternberg” e apds alguns
anos, passou a ser chamada de Streptococcus pneumoniae, “Streptococcus® por
apresentar pelo método de coloracdo de Gram a mesma estrutura dos estreptococos
e “pneumoniae“ por ser considerado agente etiolégico da pneumonia (APUD
AUSTRIAN, R., 1985).

Pneumococos sé&o diplococos Gram positivos em formato de lanceta,
encapsulados com diametro de 0,5-1,2 um (Figura 1A). Essa bactéria é anaerdbia
facultativa e quando cultivada em meio de agar sangue produz uma hemdlise parcial
denominada de a hemodlise, que se evidencia pela formacdo de uma area
esverdeada em volta da colbnia (Figura 1B) (BRAIDO, 2008; KELLOGG, 2001).

Figura 1A. Coloragédo de Gram de Figura 1B. Morfologia do
secrecdo respiratoria, mostrando Streptococcus  pneumoniae  em
diplococos Gram positivos meio de Agar sangue, exibindo o—
caracteristicos de pneumococos e hemodlise (Arquivo pessoal).

células polimorfonucleares (PMN).
Fonte:WWW..bact.wisc.edu/.../S.pne
umoniael.jpg.
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Este patdégeno quando cultivado em meios solidos apresenta UFC (Unidades
formadoras de colénia) com morfologia arredondada, translicida ou opaca, lisa ou
mucoide com um sulco central promovido pelo processo de autdlise parcial
(KELLOGG, 2001). Esta morfologia do pneumococo é variavel de acordo com o sitio
de isolamento, sendo que isolados da nasofaringe apresentam colbnias
transparentes e da corrente sanguinea, opacas. Essa caracteristica se deve a
presenca da capsula, fator de viruléncia, cuja expressao € variavel entre cepas
colonizadoras e invasivas (TUOMANEN, 1999; YOTHER, 1998).

Pneumococos, na sua maioria sdo revestidos por uma capsula polissacaridica,
seu principal fator de viruléncia, que o protege da fagocitose pelas células do
sistema imunolégico (BRAIDO, 2008; SJOSTROM, 2006). Sendo que ela também
pode restringir o processo de autolise e reduzir a exposicao a antibidticos (VAN DER
POLL e OPAL, 2009) (Figura 2). A cépsula varia em tamanho, composi¢do e
propriedades  antifagocitarias (CATERRAL, 1999; HAUSDORFF, 2000;
HAUSDORFF, 2005; WASFY, 2005). A composi¢do quimica da capsula é utilizada
para agrupar pneumococos, por similaridade imunolégica, 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 distribuicdo dos sorotipos varia
conforme a populacéo, regido geografica, tempo, apresentacao clinica e idade do
paciente (MUSCHER, 1992; SCOTT et al., 1996; HAUSDORFF et al.,, 2000;
BRANDILEONE et al., 2003; HAUSDORFF et al., 2005).

Capsula

Figura 2: Microscopia Eletrdnica de Streptococcus pneumoniae evidenciando a capsula
polissacaridica. Fonte: Adaptado de PLETZ et al., 2008

Outros fatores de viruléncia também contribuem para a patogenicidade dos
pneumococos, como: pneumolisina (ply), autolisina A (Lyt A), neuroaminidases
(NanA, NanB e NanC), protease IgA1l, proteina A de superficie pneumocadcica


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), proteina C de superficie pneumocécica (PspC), antigeno A de superficie
pneumocécica (PsaA), proteinas ligadoras de colina (Cbps) e pili (MITCHELL e
MITCHELL, 2010; GAMEZ e HAMMERSCHMIDT, 2012) (Figura 3A e B).

Dimero PspA

Dimero PspC

Proteina
ligadora
de colina

L 4

Neuraminidase

Antigeno F

Protease IgA1

Capsula
Polissacaridica

Pneumolisina
Autolisina
Membrana Celular Parede celular

Figura 3A. Representacdo hipotética da superficie do pneumococo demonstrando alguns
fatores de viruléncia. Fonte: Adaptagdo de BRILES et al., Clinical Microbiology Reviews,
1998.

A proteina de superficie do pneumococo, PspA é o principal fator que contribui
para o evento de colonizacdo da nasofaringe e penetracdo da barreira hemato-
liquérica (TUOMANEN,1999). A pneumolisina € uma toxina multifuncional que age
como um antigeno de protecdo. Possui acdo citotoxica 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, apéndice rigido e filiforme,
localizado na superficie das bactérias, contribui para uma maior aderéncia do
patébgeno as células do pulméo, eventos de colonizagdo e agem estimulando uma
resposta inflamatdria do hospedeiro (Figura 3B)(BAROCCHI et al., 2006).
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Figura 3B: Microscopia eletrénica de pneumococo apresentando pili. Fonte: BAROCCHI et
al., PNAS, 2006.

1.2 COLONIZACAO POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

S. pneumoniae faz parte da microbiota normal do trato respiratorio superior de
humanos, sendo que a prevaléncia na nasofaringe de individuos saudaveis, varia
principalmente em funcéo da idade. A colonizacédo € mais prevalente em criancas do
que adultos; tendo inicio logo apds o nascimento e alta prevaléncia entre um e dois
anos de idade, seguido de reducado até alcancar 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 colonizacdo por pneumococos persiste por até duas
semanas, embora alguns estudos tenham observado periodos de até trinta semanas
(MEATS et al, 2003; SLEEMAN et al, 2008; HILL et al, 2010; DONKOR, 2013).

Algumas caracteristicas dos hospedeiros favorecem a colonizacdo pelo
pneumococo e consequentemente o risco de patologias. Essas caracteristicas estao
relacionadas ao déficit do sistema imune: congénito ou adquirido. Estes incluem
anemia falciforme, HIV, neoplasia, asplenia, extremos de idade, imunodepresséo ou
terapias antiproliferativas. Muitas sdo patologias cronico-degenerativas, tais como,
diabetes mellitus, insuficiéncia renal crdnica, sindrome nefrética, doenga pulmonar
obstrutiva cronica, e outras patologias pulmonares e cardiovasculares, hepatopatias
cronicas e todas as condi¢des que causam danos a integridade da anatomia do trato
respiratorio, com reducdo da habilidade para remover secrecdes e agentes inalados
(GARCIA et al., 2006).
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Outros fatores como sazonalidade, frequéncia a creche ou escola, infec¢ao
prévia do trato respiratério superior, doencas e perfil socioecondmico também
influenciam a prevaléncia de colonizacdo pneumocécica na populagcéo, alcancando
taxas mais elevadas no inverno e em paises 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 prevaléncia de
colonizacdo em 52% das criancas menores de dois anos e de 45% para a faixa
etaria entre 3 e 4 anos de idade (HUSSAIN et al., 2005),enquanto que, em Gambia e
Kénia a prevaléncia de colonizacdo por pneumococos é de 80% e 66%,
respectivamente (DARBOE et al., 2010 ABDULLAHI et al., 2012). No Brasil, a taxa
de colonizacdo € muito similar a dos paises do continente africano. Estudos
realizados nas cidades de Salvador e Goiania encontraram uma prevaléncia de
colonizagdo de 66,6% e 57,6% em criangas menores de cinco anos,
respectivamente (REIS et al., 2008; FRANCO et al., 2012).

As criancas 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 criangcas colonizadas por
pneumococos virulentos apresentam um risco de 20 a 50 vezes maior de
desenvolver infec¢do pneumocécica (SLEEMAN et al., 2005; DONKOR, 2013).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES PNEUMOCOCICAS

Pneumococos € um dos agentes etiolégicos mais importantes em infecgdes
adquiridas na comunidade (OBARO et al., 1996; HOBAN et al., 2001; PALLARES et
al., 2003; CASTANHEIRA et al.,, 2004), responsavel por doencas invasivas
(meningite, bacteremia, sepse, peritonite, artrite/osteomielite) e ndo 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 pneumocoécica (MUSHER, 2004; DONKOR, 2013). Este patdégeno
acomete cerca de 1,2 milhdes de criancas a cada ano, principalmente, em paises
em desenvolvimento (HAUSDORFF et al., 2000; PAI et al., 2006; O'BRIEN et al.,
2009; SARTORI et al., 2012). E responsavel por 14,5 milhées de episodios de
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doencas graves e 826 mil mortes por ano em criangas com idade entre um e 59
meses nos paises da Africa e Asia (MACKENZIE et al., 2010). A meningite
pneumocacica é letal em aproximadamente 40% dos casos e pode causar sequelas
em mais de 50% das criancas, sendo as mais comuns o retardamento mental e
deficiéncia 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 etarias e um dos principais responsaveis pela
meningite na comunidade. Segundo o Ministério da Saude, entre 2004 a 2007, 65%
das hospitalizac6es foram devido a pneumonia pneumococica. Os casos de doencas
pneumococicas sdo mais comum em criangas menores de um ano de idade e a
letalidade esta mais relacionada a meningite e sepse (NOVAES et al., 2011,
SARTORI, et al.,, 2012). No periodo de 1983 a 2003, o numero de casos de
meningite causada por pneumococo foi de 29.600 com 8.554 6bitos (BRICKS et al.,
2002; BRICKS et al., 2006).

Em Salvador, um estudo de vigilancia populacional, conduzido no periodo de
1995 a 1999, identificou uma incidéncia anual de meningite pneumocdcica de 1,6 e
24,7 casos/100.000 pessoas-ano para todas as faixas etarias e criancas menores
gue 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 periodo de 2000 a 2007 mostrou que houve um declinio de 26%
na incidéncia da meningite pneumocécica em todas as faixas etarias; a incidéncia
reduziu 26% no periodo de 2000 a 2007, caindo de 1,12 para 0,83 casos/100.000
habitantes. Apesar do declinio na incidéncia, a letalidade permaneceu elevada,
sendo de 29% em todas as faixas etarias e 42% em criancas menores de cinco anos
de idade (MENEZES et al., 2011).

1.4 FATORES BIOLOGICOS QUE INFLUENCIAM NA COLONIZACAO,
TRANSMISSAO E PATOGENIA DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

O pneumococo ganha acesso ao hospedeiro através da colonizacdo da
nasofaringe e o0 sucesso deste processo depende tanto da viruléncia do sorotipo que
esta colonizando quanto da eficiéncia 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 doenca invasiva ou nao, sendo que a maioria das infeccbes permanece
assintomatica (BOGAERT et al., 2004).

A transmissdo ocorre entre humanos através do contato direto com as
secrecbes ou dispersdo de aerossoOis por pessoas portadoras ou infectadas
(BOGAERT et al., 2004; DONKOR, 2013). Na maioria dos casos, uma vez adquirido,
0 contagio leva a colonizacdo nasofaringeana que pode durar de semanas a meses
(KADIOGLU et al., 2008; BRAIDO et al., 2008).

Pneumococo possui uma série de fatores de viruléncia que contribui para os
eventos de colonizagcdo, tais como: capsula, proteina ligadora de colina, npili,
formacao de biofilme e interacdo com a microbiota residente do trato respiratério
superior (SIMELL et al., 2012). Existe evidéncia da formacédo de biofilme pelo
pneumococo que colabora para a colonizacdo e infeccdo do ouvido médio. O
significado clinico da formacédo do biofilme ainda € desconhecido, mas sugere-se
que ele auxilia no crescimento do patdgeno durante a colonizagdo e contribui para o
desenvolvimento das doencas invasivas (SANCHEZ et al., 2011; SIMELL et al.,
2012).

Outro fator importante para o sucesso da colonizacdo nasofaringeana é a
composicdo da microbiota residente no trato respiratério superior. Dependendo da
interacdo entre 0 pneumococo e as outras bactérias, que pode ser por competicdo
ou simbiose, o0 evento pode ser facilitado ou impedido. Um exemplo é a interacdo
entre Haemophylus influenzae néo tipavel e S. pneumoniae que favorece a
rinosinusite crénica (COPE et al., 2011). Ja a relacdo natural entre S. pneumoniae e
Staphylococcus aureus tem sido descrita como de competicdo (BOGAERT et al.,
2004; REGEV-YOCHAY et al., 2004; SIMELL et al., 2012).

O desequilibrio entre os fatores do hospedeiro (barreiras imunolégicas) e do
micro-organismo (fatores de viruléncia da cepa) favorece a invasao do pneumococo
para outros sitios; o que pode ocasionar doenc¢as nao invasivas com manifestacoes
clinicas moderadas, como otite média, conjuntivite e sinusite ou ainda invadir sitios
estéreis do organismo originando infec¢des invasivas, potencialmente fatais como a

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

1.5 VACINAS PNEUMOCOCICAS
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O elevado indice de morbimortalidade por infeccbes pneumocdcicas e a
emergéncia de cepas resistentes aos principais antimicrobianos estimularam o
desenvolvimento de vacinas (BRINKS e BEREZIN, 2006). Existem dois tipos de
vacinas pneumococicas: as polissacaridicas e as conjugadas. Ambas possuem em
sua formulacdo polissacarideos capsulares como antigenos que estimulam a

producado de anticorpos sorotipo- especificos (PLETZ et al., 2008).

A vacina polissacaridica 23-valente (PPV-23, Pneumovax23, Merck &
Company Inc.), foi licenciada nos Estados Unidos da América desde 1983 e é
composta por polissacarideos 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 imunolégica T independente, ndo sendo, portanto, indicada para criancas
menores de dois anos de idade, que possui 0 sistema imunoldgico imaturo. Esta
vacina é efetiva na prevencdo de doencas invasivas, principalmente, em idosos
maiores de 65 anos, na reducdo de hospitalizacéo por infecgcdes pneumocdcicas, na
prevencdo de bacteremia e, sobretudo nas mortes hospitalares (VLASICH, 2001;
CDC, 2008, HAUSDORFF et al., 2005). Esse tipo de vacina confere uma imunidade
de pouca duracao, sendo recomendada a revacinacdo em intervalo de cinco a seis
anos (PLETZ et al., 2008).

A primeira vacina pneumocécica conjugada, a heptavalente (PCV-7) foi
licenciada nos Estados Unidos em 2000, sendo formulados com antigenos dos sete
sorotipos mais prevalentes em doenca invasiva pediatrica naquele pais, os
sorotipos: 14, 6B, 19F, 18C, 23F, 4 e 9V. Estudos clinicos mostraram uma eficacia
de 94% entre criancas vacinadas, contra doenca invasiva causada pelos sorotipos
representados na vacina (CDC, 2005). O governo brasileiro, através do Ministério da
Saude aprovou a introdugdo da vacina pneumocdcica decavalente (PCV_10) no
programa nacional de imuniza¢cdes, no primeiro semestre de 2010 (Ministério da
Saude, 2008).

A PCV-10 (Synflorix, GSK) possui 3 sorotipos (1, 5, 7F) a mais que a vacina
PCV-7, além disto elas diferem nas proteinas utilizadas para a conjugacao. A PCV-
10 possui 8 dos 10 polissacarideos conjugados a uma proteina da membrana
externa (proteina D) da bactéria Haemophilus influenzae, e os outros dois

polissacarideos (sorotipos 18C e 19F) sdo conjugados a um toxdide tetanico e um
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toxdide diftérico modificado, respectivamente. A PCV-7 possui todos os 7
polissacarideos conjugados com a toxOide diftérica modificada. Estudos
imunologicos mostraram uma equivaléncia de resposta imunoldgica especifica aos
sorotipos incluidos na vacina comparando criancas vacinadas com a PCV-10 com
criancas vacinadas com a vacina heptavalente (Prevnar, Wyeth). (WHITNEY et al.,
2003)

Em 2009, a vacina PCV-7 foi substituida pela vacina tridecavalente — PCV-13
(Prevnarl3, 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 Agéncia 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 esta disponivel apenas em clinicas particulares.

Apés a introducdo das vacinas conjugadas, foi observado um declinio na
circulacdo dos sorotipos vacinais e 0 aumento de sorotipos ndo vacinais. Este
fendmeno, conhecido como serotype replacement, ocorreu nos Estados Unidos da
América, onde foi observado um aumento de casos de doenca pelos sorotipos, 19A
resistente a penicilina (HICKS, 2007) e 22F (PAl et al., 2005; WHITNEY et al., 2006).
Na Europa, também, observou-se um aumento do numero de casos de doencas
pneumocacicas pelos sorotipos 1, 19A, 36A e 7F (ISAACMAN et al., 2010).

Nos anos seguintes a introducdo das vacinas conjugadas, foi observada
também a circulacdo de clones exibindo sorotipo capsular diferente dos que
circulavam no periodo pré-vacinal. Estudo realizado na Noruega mostrou um
aumento de cepas de pneumococos sorotipo 19A, apos a introducdo da vacina
heptavalente, ndo susceptiveis a penicilina e com similaridade genética a clones do
complexo “Denmark!4-32-ST230” e “Taiwan'®°F-14-ST236” (VESTRHEIM et al.,
2012).

1.6 A BIOLOGIA MOLECULAR COMO FERRAMENTA PARA ESTUDOS
EPIDEMIOLOGICOS DE COLONIZACAO NASOFARINGENA.

A biologia molecular é uma importante ferramenta para os estudos
epidemioldgicos porque permite obter informacbes sobre os tipos e subtipos
genéticos circulantes, bem como identificar a presenca de clones em uma

determinada regido em um periodo de tempo. Essas informacdes podem ser
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originarias de isolados de colonizagdo ou de doengca invasiva. Os estudos
moleculares com isolados de pneumococos oriundos da nasofaringe de individuos
na comunidade permitem acompanhar a transmissdo do patdgeno entre individuos,
a permanéncia do mesmo na comunidade e a substituicdo por outros sorotipos
circulantes. Esses estudos facilitam também a comparacdo entre cepas circulantes
na comunidade e as que estao ocasionando doencgas invasivas e nao invasivas.

As técnicas mais frequentes utilizadas nos estudos de caracterizacao
molecular de pneumococos sao eletroforese em campo pulsatil (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 contribuido para uma melhor
compreensao da epidemiologia das infec¢cdes pneumocadcicas, principalmente pelo
uso do MLST, o qual permite uma comparacao de isolados em nivel mundial. Assim,
nas Ultimas décadas foi descrito a disseminacdo internacional de clones de
Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina, principalmente o Sequence type
(ST) 156. Este ST mostra uma habilidade ndo s6é de expansdo mundial como
também de troca capsular, sendo que, ja foi descrito como sorotipos 14 e 9V
(SOGSTAD et al., 2006). Outro clone relacionado com a nado susceptibilidade a
penicilina o ST 66, tem sido descrito em varios paises e, é muito frequente no Brasil,
sendo encontrado em doencas invasivas e em eventos de colonizacédo
(BRANDILEONE et al., 1998; REIS et al., 2008; SANTOS et al., 2009). Esse clone ja
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 nado
sensivel a penicilina (REIS et al., 2008).

Estudo realizado na Africa mostra claramente a contribuicio das ferramentas
disponiveis da biologia molecular para compreender a dindmica da transmisséo do
patdogeno na comunidade, este estudo descreve a persisténcia do sorotipo 6B entre
as familias (intra-domiciliar), revelando a importancia da transmissao domiciliar para
as criancas (HILL, 2010). Em Salvador, um estudo de colonizagéo nasofaringeana
demonstrou através de técnicas de biologia molecular (BOX PCR, PFGE e MLST)
que os isolados de nasofaringe sdo muito mais diversos do que os isolados de
meningite e que os principais clones causadores de doenca séo poucos frequentes
na comunidade (REIS et al., 2008).

O conhecimento sobre as caracteristicas moleculares das cepas circulantes,

tanto em isolados de doenca invasivos como de colonizacdo sédo fundamentais para
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o monitoramento das doencas pneumocdécicas (BRANDILEONE et al.,1998; SA-
LEAO et al., 2000; BRUEGGEMANN et al., 2003).

2 JUSTIFICATIVA
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Apés a introducgédo das vacinas pneumocécicas conjugadas houve um declinio
no numero de casos de doengas pneumocoécicas por sorotipos vacinais, e
excepcionalmente em alguns locais tem-se constatado um aumento na prevaléncia
de doenca pneumocdcica por sorotipos nao vacinais (MILLER et al., 2011). Este fato
conhecido como serotype replacement € importante porque estas cepas com
sorotipos ndo vacinais tém uma elevada resisténcia aos antimicrobianos de uso
empirico (HUANG et al., 2012). Além disso, tem-se documentado a circulacdo de
clones de disseminac&o mundial contendo tipo capsular ndo vacinal (SIMOES et al.,
2011). O clone que exibia o sorotipo vacinal troca a capsula polissacaridica para ndo
ser reconhecido pelos anticorpos produzidos apés a vacinacdo, permanecendo com

seu material genético precursor.

Vérios estudos prospectivos sobre colonizacdo nasofaringeana realizados na
era pré e poés-vacinal, revelam resultados importantes sobre a dinamica da
transmissdo do pneumococo, o que tem contribuido para uma melhor avaliacdo dos
beneficios das vacinas conjugadas (GILS et al., 2010; BRUGGER, 2010; HILL et al.,
2010; LABOUT et al, 2011). No Brasil, os estudos sobre colonizacao
nasofaringeana, na sua maioria, sédo de corte transversal, mostrando a prevaléncia
de sorotipos de S. pneumoniae em um dado momento, mas ndo a sua persisténcia
ao longo de um determinado periodo. Além disso, a maioria, destes estudos foi
realizada com uma amostragem de conveniéncia, geralmente, em creches e escolas
(BEREZIN et al.,, 2007; FRANCO et al.,, 2010). Isto dificulta o entendimento da
dindmica da transmissao do pneumococo ja que escolas e creches séo fatores de
risco para a colonizacdo nasofaringeana.

Em Salvador, entre os anos de 2000 e 2001 foi realizado um estudo de corte
transversal sobre a transmissdo de pneumococo em uma comunidade carente
(Nordeste de Amaralina), onde foi verificada a propagacdo de cepas de
pneumococos intra e inter-familias na comunidade. No entanto, néo foi observada a
presenca significativa de clones encontrados em casos de doenca invasiva (REIS et
al., 2008). Este trabalho apresentou resultados importantes, contudo, devido ao
desenho do estudo, ndo foi possivel responder alguns questionamentos sobre a
persisténcia de clones e sorotipos ao longo do tempo.

Estudos prospectivos, associados ao uso de técnicas moleculares, podem

auxiliar na compreensao da transmissao de cepas de S. pneumoniae. A partir destes
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estudos pode-se observar a persisténcia de algumas cepas circulando na
comunidade e verificar se a permanéncia destas cepas ocorre devido a presenca do
tipo de capsula (sorotipo), mecanismos de resisténcia as drogas ou certos clones
com distribuicdo mundial. Essa permanéncia da cepa na nasofaringe dos
hospedeiros aumenta o risco do mesmo causar doengas. Os estudos prospectivos
também podem auxiliar na identificacdo de cepas de pneumococos que colonizam o
individuo, por um periodo prolongado, influenciando a aquisicdo de mecanismos de
resisténcia; devido ao maior tempo de exposi¢cado aos antimicrobianos (GHAFFAR et
al., 2004).

Na era das vacinas conjugadas protéicas, um continuo monitoramento sobre
a distribuicdo de sorotipos na populacdo é necessario para a avaliagdo do impacto e
adequacao das vacinas multivalentes. Além disto, € de suma importancia conhecer
os clones circulantes na populacdo antes das intervencdes vacinais para que se
possa avaliar seu verdadeiro impacto na reducéo de infec¢des e formagao de novos

nichos de colonizacéao.

3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a dinamica da transmissdo do Streptococcus pneumoniae durante

eventos de colonizag¢do nasofaringeana em criangcas menores de cinco anos em uma

comunidade de Salvador (BA).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Descrever a prevaléncia e persisténcia de eventos de colonizacdo por S.

pneumoniae em criangas menores de cinco anos;

Identificar os principais fatores de risco relacionados com a colonizacdo

nasofaringeana em criangas menores de cinco anos;

Descrever a prevaléncia de sorotipos de S. pneumoniae presentes na

nasofaringe dessas criancas;

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

pneumoniae isoladas;

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

possivel cobertura de uma vacina pneumocécica conjugada;
Identificar o perfil genotipico das amostras de S. pneumoniae isoladas;

Correlacionar os sorotipos e genoétipos de S. pneumoniae isolados da

nasofaringe com aqueles obtidos de infec¢des invasivas na cidade de Salvador.

4 MATERIAIS E METODOS
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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 periodo entre janeiro de 2008 a janeiro de 2009. O isolamento
e identificacdo dos pneumococos foram realizados no Laboratorio de Epidemiologia
e Bioestatistica (LEMB/CPgGM) e Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Clinica
(LPMC/UFBA).

A identificacdo dos sorotipos e caracterizacdo molecular foi realizada no
Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Clinica (LPMC/UFBA) e Laboratério de
Patologia e Biologia Molecular (LPBM/CPqGM).

4.2 SELECAO DOS PACIENTES / CRITERIO DE INCLUSAO

Foram selecionadas 203 criangcas menores de cinco anos de idade de forma
randdémica entre os residentes de algumas areas 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 crianca selecionada foi obtido o consentimento do responsavel legal através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Figura 4. Mapa do bairro de Pau da Lima com a localizacdo (circulo vermelho) das areas
que foram selecionados as criancas para participarem do estudo. Fonte: REIS, et al., Plos

Infected Tropical Diseases, 2008.
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4.3 COLETA DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os dados epidemioldgicos foram coletados no momento da coleta da amostra
nasofaringeana através de entrevista com o0s responsaveis legais, utilizando um
questionario para obtencdo dos dados demogréficos e informacgdes sobre fatores de
risco para colonizacdo, doencas crbnicas, doencas infecciosas prévias, uso de

antimicrobiano, hospitalizacdo recente e calendario vacinal.

4.4 METODOS MICROBIOLOGICOS

O isolamento dos S. pneumoniae foi realizado através de métodos de referéncia
(WHO, 2007).

Sorotipagem do Streptococcus pneumoniae: A sorotipagem capsular de S.
pneumoniae foi realizada através de multiplex-PCR de acordo com com as
recomendacgOes 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 reacao de Quellung.

Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos: As amostras de S. pneumoniae
foram submetidas aos testes de susceptibilidade pelo método de microdiluicdo de
acordo com as recomendac¢des 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 pg/mL foram considerados como ndo susceptiveis a
penicilina.

Caracterizagcdo genotipica 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 analise das imagens obtidas pelo PFGE
foram realizadas através do Gel Compar software versdo 4 (Applied maths, Kortrijk,
Belgium), utilizando os critérios de TENOVER (1995). Uma amostragem de cada
clone identificado pelo PFGE foi submetida a técnica de tipagem por MLST. As
sequéncias obtidas pelo MLST foram determinadas com base na sequéncia dos sete
genes house-keeping (aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt e ddl) do DNA cromossdémico
obtido dos isolados. As sequéncias foram submetidas on line para o banco de dados
utiizando os softwares disponiveis no site da web para pneumococos

(http://www.mlst.net).
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4.5 CRITERIOS DE DEFINICAO PARA COLONIZACAO NASOFARINGEANA

*Persisténcia: presenca do mesmo sorotipo em mais de uma coleta confirmado
pelo PFGE.

*Intradomiciliar: presenca do mesmo sorotipo por mais de uma crianga no mesmo

domicilio confirmado pelo PFGE.

*Interdomiciliar: presenca do mesmo sorotipo por criancas de domicilios diferentes
pelo PFGE.

4.6 ANALISE DE DADOS

O programa Epi-Windows versdo 3.5.4 (Center for Disease Control and
Prevention, Atlanta, Georgia, USA) foi utilizado para a criacdo dos bancos de dados
epidemioldgico e microbioldgico. Os dados genotipicos também foram armazenados
no mesmo programa. O perfil genotipico dos isolados de nasofaringe foi comparado
com o perfil genotipico de isolados de doenca invasiva. Analises univariada e
multivariada foram utilizadas para definir os fatores de risco em estar ou nédo
colonizado por pneumococos, considerando o intervalo de confianca de 95%. Foram
caracterizados os fatores de risco para colonizagcdo nasofaringeana por pneumococo
das 203 criancas acompanhadas ao longo do estudo, considerando o periodo de

contribuicdo de cada uma no estudo.

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

significancia estatistica dentre as associagoes.

Os isolados de doenca invasiva que foram utilizados para comparacao faz
parte do projeto de pesquisa de vigilancia ativa para meningites bacterianas
desenvolvido no hospital Couto Maia (Referéncia para doenca infecciosa) e de
isolados de hemoculturas de outros hospitais de Salvador, Bahia.

Para o calculo amostral assumimos a prevaléncia de 50% de colonizagdo
nasofaringeana por pneumococos nesta faixa etaria entre 0s expostos, com intervalo

de confianca de 95% e poder de 80%.

4.7 CONSIDERACOES ETICAS
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Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ, sob o nimero 108/2006.

5. ARTIGO 1:

Update of pneumococcal PCR Serotyping Assay for detection of a commonly

occurring type 19F wzy variant in Brazil.



34

Este artigo contempla um dos objetivos da tese que foi determinar a prevaléncia dos
sorotipos de isolados de S. pneumoniae da nasofaringe. Neste trabalho mostramos
a existéncia de um variante do sorotipo 19F no Brasil que nao foi identificado no
multiplex PCR, técnica utilizada para a determinacdo dos sorotipos em diversos
laboratorios do mundo, incluindo o Brasil, por ser mais barata e rapida. A
identificacdo desta variacdo do sorotipo 19F no Brasil foi importante porque este
sorotipo faz parte da vacina conjugada decavalente, vacina pneumocdcica
implementada no Brasil em 2010, e poderia estar sendo subidentificado na avaliagao
da efetividade da vacina no pais.

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.
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I n this era of effective pneumococcal conjugate vaccines, simple
and inexpensive methods are desirable for determining capsular
serotype (st) distributions. Although a multiplexed conventional
PCR (cmPCR) approach is generally reliable (1-4) (updates at
www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/per.htm), the key serotypes
19A and 19F have presented problems (5, 6). The wzy'**- and
wzy'F-encoded oligosaccharide repeat unit polymerases puta-
tively provide the basis of the structural difference between the
st19A and st19F capsules (7). Recently, we reported an st19F
isolate recovered in Canada (strain 2584-0819F) that yielded a
false-positive ¢cmPCR type 19A (cmPCR-19A) result and a
false-negative cmPCR-19F result (5). We redesigned our st19A
primers in order to avoid further false-positive PCR-19As. Due
to the similarity of the strain 2584-0819F wzy to the common
st19A wzy, we were unable to design a new assay that would
encompass strain 2584-0819F and the most commonly globally
encountered 19F wzy gene represented by GenBank accession
number CR931678 (unpublished data). More recently, a re-

1012
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cemPCR

Others (n=853) 19F (n=54)  NT (n=103)

Vool

I9F (n=54)  19F (n=31)

L,

lated circumstance described two cmPCR-19F isolates that ex-
pressed an st19A capsule (6).

Here we describe a third variant wzy gene that was common
within a collection of 1,064 pneumococcal isolates recovered in
Brazil between 2010 and 2011 (cities of Goiinia and Salvador)
(Fig. 1). Using our standard assay (4), the 1,012 carriage isolates
included 54 cmPCR-19F isolates and 105 cmPCR-nontypeable
isolates. All 54 cmPCR-19F isolates were st19F employing the
Quellung reaction (Quellung-st19F). Of the 105 cmPCR-non-
typeable carriage isolates, 31 were Quellung-st19F. The 52 in-
vasive isolates included none that were cmPCR-19F; however,
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FIG 1 Recovery of 36 serotype 19F isolates that were cmPCR nontypeable from carriage and invasive sources. Six hundred twenty pneumococcal carriage
isolates were obtained from a survey conducted in Goiania city from December 2010 through February 2011 (each isolate from a separate child). Of these
isolates, 13 were cmPCR nontypeable (cmPCR-NT) and serotype 19F. Three hundred ninety-two isolates from 200 children that were less than 5 years of
age were collected in Salvador city during 2008 (multiple swabs from some children at 3-month intervals), 20 of which were cmPCR-NT and serotype 19F
(18 of which were from a separate child). All 52 isolates recovered from CSF or blood represented independent infections occurring in Salvador city
between 2008 and 2010. All 36 cmPCR-NT, serotype 19F isolates, and, in addition, the previously described 19F sequence variant 2584-08 (5), were PCR
typeable using a new primer set derived from their wzy sequences (GenBank accession numbers KC690152 and FJ829071). NP, nasopharyngeal; CSF,
cerebrospinal fluid.
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5 of the 6 cmPCR-nontypeable isolates were Quellung-st19F.
In total, 36 of the 90 Quellung-19F isolates were cmPCR non-
typeable.

Sequencing the 1,335-bp wzy genes from 4 of the 35 cmPCR-
nontypeable Quellung-st19F isolates (two invasive, two car-
riage) revealed them to be identical and to share 98.8% identity
with the wzy structural gene from 2584-0819F (6). Thus, within
Brazil, there appears to be a second major wzy allele (GenBank
accession number KC690152) represented by 40% (36/90) of
st19F isolates (Fig. 1). We designed new cmPCR primers to
target this new wzy variant (primers 19FvarF [GACAATTCTG
GTTGACTTGTTGATTTTG] and 19FvarR [CTACCAAATACC
TCACCAGCTTCC]). All 36 serotype 19F isolates previously
found to be cmPCR nontypeable, as well as the previously de-
scribed 2584-0819F (6), were positive for a 585-bp amplicon fol-
lowing amplification with these primers. These primers do not
target known 19A wzy genes.

In the recent study (6), 168 of 170 cmPCR-19F isolates found
through using the standard CDC 19F PCR assay were st19F
using the Quellung reaction, while the remaining two isolates
were st19A. It is logical to assume that there will be a low error
rate when employing cmPCR for deducing st194, st19F, and
possibly other serotypes. Until sequence signatures that dictate
differences between the 19F and 19A capsular structures are
deduced, better resolution of these two serotypes is problem-
atic. Nonetheless, available data indicate that primer 19FvarF
and 19FvarR-directed PCR may be useful for detecting a major
st19F wzy variant within Brazil and elsewhere. There is a con-
tinued need for monitoring cmPCR-based serotype distribu-
tion data through using antibody-based serotyping as a quality
control measure.

Nucleotide sequence accession number. The newly deter-
mined wzy sequence has been deposited in GenBank under acces-
sion number KC690152.
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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 criangas menores de cinco anos de idade durante um ano, em uma
comunidade carente da cidade de Salvador, antes da introdugcdo da vacina
conjugada decavalente no Brasil. Neste trabalho foi descrito a prevaléncia e
persisténcia 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 estdo associados a colonizacdo nasofaringeana pelo pneumococo. Foi
visto a presenca de sorotipos pneumococos que nao estdo presentes na vacina
decavalente persistente no processo de colonizacdo. Estes devem ser monitorados
porque podem ser futuros candidatos a incorporacao na vacina conjugada.

Nasopharyngeal Carriage of Streptococcus pneumoniae among Children in an Urban

Setting in Brazil prior to PCV10 Introduction
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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
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carriage was having contact with one or more children under two years old (2.00 95% C11.33
- 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
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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 (URT]) 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 Gongalo Moniz Research Institute. All swabs were plated
within 4 hours onto agar plates with 5% sheep blood and 5.0 pg/ mL of gentamicin. Plates
were incubated at 35°C in 5% COgz-enriched atmosphere for up to 48 hours. Three a-
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 pg/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 Smal 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 =
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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 URT] 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 8.0ug/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 ug/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 URT]I 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 pg/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.

Acknowledgments

We would like to thank all the community members in Salvador who participated in the study.
We also thank Milena Soares and Soraia Machado Cordeiro for advice during laboratory
analysis.

This work was supported by grants from the Brazilian National Research Council
(482755/2010-5), the Research Foundation for the State of Bahia (FAPESB: 1431040054051)
and the National Institutes of Health (TW007303). DMW is supported by the Global

Health Equity Scholars training program (TW009338)

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: JINR, AK, MGC, BB. Performed the experiments:
APOM, MGC. Collect the samples: APOM, JA, LCC, MCL, JNR. Analyzed the data:
APOM, MC, DW, GR. Contributed reagents/materials/analysis tools: INR, MR, MGC, BB.
Wrote the paper: INR, APOM, GR, DW. Reviewed and revised the final version of the

manuscript: All authors.

References:

1. Zhang, Q; Arnaoutakis, K; Murdoch, C., et al., Mucosal immune responses to
capsular pneumococcal polysaccharides in immunized preschool children and
controls with similar nasal pneumococcal colonization rates, in Pediatr Infect Dis J.
2004. p. 307-13.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

48

Turner, P; Melchiorre, S; Moschioni, M., et al., Assessment of Streptococcus
pneumoniae pilus islet-1 prevalence in carried and transmitted isolates from mother-
infant pairs on the Thailand-Burma border, in Clin Microbiol Infect. 2012. p. 970-5.
Valente, C; De Lencastre, H; Sa-Leao, R. Selection of Distinctive Colony
Morphologies for Detection of Multiple Carriage of Streptococcus pneumoniae, in
Pediatr Infect Dis J. 2013. p. 703-4.

Shak, J.R; Vidal, J. E; Klugman, K. P. Influence of bacterial interactions on
pneumococcal colonization of the nasopharynx, in Trends Microbiol. 2013. p. 129-35.
Pilishvili, T; Lexau, C; Farley, M. M., et al., Sustained reductions in invasive
pneumococcal disease in the era of conjugate vaccine., in Journal Infection Disease.
2010. p. 32-41.

Miller, E; Andrews, N.J; Waight, P.A., et al., Herd immunity and serotype
replacement 4 years after seven-valent pneumococcal conjugate vaccination in
England and Wales: an observational cohort study., in Lancet Infect Dis. 2011. p.
760-768.

Pimenta, F.C; Carvalho, M. da G; Gertz, R. E. Jr., et al. Serotype and genotype
distributions of pneumococcal carriage isolates recovered from Brazilian children
attending day-care centres, in J Med Microbiol. 2011. p. 1455-9.

Berezin, E.N;Cardernuto, M. D; Ferreira, L. L., et al. Distribution of Streptococcus
pneumoniae serotypes in nasopharyngeal carriage and in invasive pneumococcal
disease in Sao Paulo, Brazil. Pediatr Infect Dis J, 2007. 26(7): p. 643-5.

Reis, J.N; Palma, T; Ribeiro, G. S., et al. Transmission of Streptococcus pneumoniae
in an urban slum community. J Infect, 2008. 57(3): p. 204-13.

Reis, R.B; Ribeiro, G.S; Felzembergh, R. D; et al. Impacto of Environment and Social
Gradient on Leptospira Infection in Urban Slums in Plos Infected Tropical Diseases.
2008. p. 1-10.

Pai, R; Gertz, R. E; Beall, B. Sequential multiplex PCR approach for determining
capsular serotypes of Streptococcus pneumoniae isolates, in J Clin Microbiol. 2006.
p. 124-31.

Dias, C.A;Teixeira, L. M; Carvalho, M. da G; Beall, B. Sequential multiplex PCR for
determining capsular serotypes of pneumococci recovered from Brazilian children. J
Med Microbiol, 2007. 56(Pt 9): p. 1185-8.

Center Diseases Control -CDC. PCR deduction of pneumococcal serotypes. (cited
2014).

Menezes, A.P.O; Reis, J. N; Ternes, Y. M., et al. Update of pneumococcal PCR
serotyping assay for detection of a commonly occurring type 19F wzy variant in
Brazil, in J Clin Microbiol. 2013. p. 2470-1.

Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI. Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing., in Seventeenth Informational Suplement. 2011.
Lefevre, J.C, Faucon, G; Sicard, A; Gasc, A.M. DNA fingerprinting of Streptococcus
pneumoniae strains by pulsed-field gel electrophoresis., in J Clin Microbiol. 1993. p.
2724-2728.

Enright, M.C; Spratt, B. G. A multilocus sequence typing scheme for Streptococcus
pneumoniae identification of clones associated with serious invasive disease., in
Microbiology. 1998. p. 3049-3060.

Hussain, M; Melegaro, A; Pebody, R. G; et al. A longitudinal household study of
Streptococcus pneumoniae nasopharyngeal carriage in a UK setting, in Epidemiol
Infect. 2005. p. 891-8.



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

49

Hare, K.M; Singleton, R. J; Grimwood, K., et al. Longitudinal nasopharyngeal
carriage and antibiotic resistance of respiratory bacteria in indigenous Australian
and alaska native children with bronchiectasis. PLoS One, 2013. 8(8): p. e70478.
Hsu, K.K; Rifas-Shiman, S. L; Shea, K. M; et al. Do community-level predictors of
pneumococcal carriage continue to play a role in the conjugate vaccine era?
Epidemiol Infect, 2014. 142(2).

Neves, F. P; Pinto, T. C; Correa, M. A, et al. Nasopharyngeal carriage serotype
distribution and antimicrobial resistance of Streptococcus pneumoniae among
children from Brail before introduction of the 10-valent conjugate vaccine. BMC
Infections Desease, 2013. 13(318): p. 1-7.

Rey, L.C; Wolf, B; Moreira, J. L., et al. Nasopharyngeal isolates of S. pneumoniae
from healthy carriers and children with pneumonia: colonization rates and
antimicrobial susceptibility. J Pediatr (Rio J), 2002. 78(2): p. 105-12.

Huang, S.S; Finkelstein, J. A; Rifas-Shiman, S. L., et al., Community-level predictors
of pneumococcal carriage and resistance in young. American Journal Epidemiology,
2004. 159(7): p. 645-654.

Bogaert, D; De Groot, R; Hermans, P. W. Streptococcus pneumoniae colonisation: the
key to pneumococcal diseases. Lancet Infect Dis., 2004. 4(3): p. 144-154.
Weinberger, D. M; Harboe, Z. B; Viboud, C., et al. Serotype-specific effect of
influenza on adult invasive pneumococcal pneumonia., in J Infect Dis 2013. p. 1274-
80.

Rodrigues, F; Foster, D; Caramelo, F., et al. Progressive changes in pneumococcal
carriage in children attending daycare in Portugal after 6 years of gradual conjugate
vaccine introduction show falls in most residual vaccine serotypes but no net
replacement or trends in diversity. Vaccine, 2012. 30(26): p. 3951-6.

Rivera-Olivero, I.A; Del Nogal, B; Sisco, M. C., et al. Carriage and invasive isolates
of Streptococcus pneumoniae in Caracas, Venezuela: the relative invasiveness of
serotypes and vaccine coverage. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2011. 30(12): p.
1489-95.

Menezes, A.P.O; Campos, L. C; Santos, M. S., et al. Serotype distribution and
antimicrobial resistance of Streptococcus pneumoniae prior to introduction of the 10-
valent pneumococcal conjugate vaccine in Brazil, 2000-2007. Vaccine, 2011. 29(6): p.
1139-44,

Ercibengoa, M; Arostegi, N; Marimon, J. M., et al. Dynamics of pneumococcal
nasopharyngeal carriage in healthy children attending a day care center in northern
Spain. Influence of detection techniques on the results. BMC Infect Dis, 2012. 12: p.
69.

Darboe, M.K; Fulford, A. J; Secka, O; Prentice, A. M. The dynamics of
nasopharyngeal streptococcus pneumoniae carriage among rural Gambian mother-
infant pairs. BMC Infect Dis, 2010. 10: p. 195.

Isaacman, D.J; Mclintosh, E. D; Reinert, R.R. Burden of invasive pneumococcal
disease and serotype distribution among Streptococcus pneumoniae isolates in young
children in Europe: impact of the 7-valent pneumococcal conjugate vaccine and
considerations for future conjugate vaccines. International Journal of Infectious
Diseases., 2010. 14(3): p. 197-209.

Hicks, L.A; Harrison, L.H; Flannery, B., et al. Incidence of pneumococcal disease
due to non-pneumococcal conjugate vaccine (PCV7) serotypes in the United States
during the era of widespread PCV7 vaccination, 1998-2004. Journal Infection
Disease, 2007. 196(9): p. 1346-1354.



33.

34.

35.

36.

37.

50

Reis, J.N; Cordeiro, S.M; Coppola, S. J., et al. Population-based Survev of
Antimicrobial susceptibility and serotype distribution of Streptococcus pneumoniae
from Meningitis patients in Salvador, Brazil. Journal of Clinical Microbiology, 2002.
40(1): p. 275.

Volonakis, K; Souli, M; Kapaskelis, A. et al. Evolution of resistance patterns and
identification of risk factors for Streptococcus pneumoniae colonisation in daycare
centre attendees in Athens, Greece. Int J Antimicrob Agents, 2006. 28(4): p. 297-301.
Andrade, A.L; Franco, C. M; Lamaro-Cardoso, J., et al. Non-typeable Streptococcus
pneumoniae carriage isolates genetically similar to invasive and carriage isolates
expressing capsular type 14 in Brazilian infants. J Infect, 2010. 61(4): p. 314-22.
Abdullahi, O; Karani, A; Tigoi C.C., et al. The prevalence and risk factors for
pneumococcal serotypes in the nasopharynges of children in Kilifi District, Kenya.
Plos One, 2012. 7(2): p. 1020-1029.

Hill, P.C; Cheung, Y. B; Akisanya, A, et al. Nasopharyngeal carriage of
Streptococcus pneumoniae in Gambian infants: a longitudinal study. Clin Infect Dis,
2008. 46(6): p. 807-14.



Figure 1. Flow of participants through the study.
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Table 1. Risk Factors for pneumococcal carriage among children < 5 years old at community-

level.
Demographic Characteristics N(%)? Pneumococcal Carriage - OR (1C95%)
Univariate Analysis Multivariate Analysis
Age (months)
<6 50 (7%) REF®
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)
Race?
Mixed 505 (70%) REF® REF®
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
287
No (40.5%) REF® REF®
421
Yes (59.5%) 1.42 (1.06-1.94) 1.38(1.00 - 1.89)
Exposure to cigarette smoking
No 490(68%) REFP
Yes 231 (32%) 1.11 (0.75-1.67)
Antibiotic use in the last month
No 653 (92%) REF®
Yes 58 (8%) 0.90 (0.51 - 1.60)
Number of household contacts
with children aging < 2 years
None 288 (40%) REF® REF®
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(24-4.31) 2.00(1.33-2.89)
No. of residents/No. of rooms 3.3(x1.7) 190(1.19-3.13) 1.77(1.05-3.10)
No. of residents/No. of bed°® 3.5((x1.8) 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



Table 2. Risk factors for pneumococcal carriage among children < 5years old, stratified by

invasiveness property of serotypes

Characteristics

N (%)

Pneumococcal Invasive property
OR (1C95%)

Low Invasive?

High Invasive®

Age (months)

<12

13-23

25-35

36-47

48-59

Gender Male

Race

Mixed

White

Black

Day-care Attendance
No

Yes

UTRI in the last month
No

Yes

Exposure to cigarette smoking
No

Yes

Antibiotic use in the last month
No

Yes

Number of household contact
with children aging < 2 years
None

One contact

Two contacts

Three contacts

No. of residents/No. of room
No. of residents/No. of bed
Season (Feb/June vs
July/January)

119 (18%)
133 (21%)
126 (20%)
155 (24%)
113 (18%)
312 (48%)

452 (70%)
52 (8%)
138 (22%)

613 (96%)
25 (4%)

259 (41%)
375 (59%)

441 (68%)
205 (32%)

586 (92%)
51 (8%)

264 (41%)
315 (49%)
62 (9.7%)
1 (0.2%)

3.3 (+1.7)
3.5 (+1.8)

0.74 (0.26 - 1.99)
1.54 (0.67 - 3.80)
1.09 (0.47 - 2.50)
0.76 (0.34 - 1.69)
0.82 (0.35 - 2.06)
1.07 (0.73 - 1.55)

REF®
0.48 (0.25 - 0.89)
0.70 (0.42 - 1.15)

REF®
1.05 (0.37 - 2.80)

REF®
153 (1.04 - 2.24)

REF®
0.97 (0.63 - 1.53)

REF®
0.62 (0.28 -
1.23)

REF®

1.38 (0.94 - 2.12)
1.92 (1.05 - 3.60)
0.00 (0.00 - 0.00)
1.65 (1.00 -2.82)
1.38 (0.98 - 2.07)

0.57 (0.39 - 0.84)

0.18 (0.00 - 0.90)
057 (0.16 - 2.01)
0.48 (0.15 - 1.81)
0.61 (0.20 - 1.95)
0.40 (0.10 - 1.42)
1.18 (0.62 - 2.25)

REF®
0.45 (0.00 - 1.28)
1.31 (0.58 - 2.62)

REF®
2.11 (0.00 - 6.34)

REF®
1.01 (0.61 - 1.70)

REF®
1.21 (0.54 - 2.27)

REF°

1.16 (0.41 - 2.61)

REF®

1.95 (1.02 - 3.99)
1.60 (0.47 - 3.75)
0.00 (0.00 - 0.00)
2.49 (1.15 - 5.38)
2.25 (1.28 - 3.89)

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
TFIA 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/IA 2 0.6
23B 1 0.3
34 12 3.0
35B 1 0.3
35F 1 0.3
ND?2 61 15.3
NTP 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 genotipico dos isolados de pneumococos de colonizacdo da nasofaringe e
comparacdo com perfil genotipico dos isolados de pneumococos das doencgas

invasivas.

Estes resultados serdo utilizados para a confeccdo do terceiro artigo da tese que

contempla os objetivos 6 e 7 da mesma.
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Perfil genotipico dos isolados de pneumococos de colonizacdo e a comparacao dos
mesmos com o perfil genotipico dos isolados de doencga invasiva.

Streptococcus pneumoniae foi isolado em 55% (398/721) dos swabs
coletados no periodo do estudo. Destes, 98/398 (24.6%) foram submetidos a analise
do perfil genético por PFGE, sendo identificados 18 grupos clonais (Tabela 8). Um
total de 15 isolados foi classificado com perfil eletroforético unico, sendo néo clonais.
A distribuicdo dos grupos clonais foi representada, na maioria das vezes, por um
anico 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 disseminacdo mundial como o ST177 e ST156,
respectivamente.

Um total de 16 isolados do sorotipo 19F apresentou trés perfis clonais AO
(10), CD(3) e CE(3), todos identificados previamente em casos de doenca invasiva
na cidade de Salvador. O clone AO de ST 177 e DLV1543, foi 100% n&o suceptivel
ao TMP/SMX e 70% nao susceptivel a penicilina. Este grupo clonal foi persistente no
periodo 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 doenca invasiva foram
persistentes em mais de uma coleta durante o periodo do estudo. O clone A se
caracteriza pela resisténcia a peniciina e ao TMP/SMX, 75% e 100%,
respectivamente. Os sorotipos 6A, 15B/C, 19Fv e 23F foram caracterizados por
clones até entdo nédo identificados em casos de doenca invasiva. Os sorotipos 6A e
23F foram representados apenas por um Unico grupo clonal | 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 nao susceptiveis a penicilina e 100 % (3/3) néo
susceptiveis ao TMP/SMX, enquanto que, o clone AYA apresentou todos os seis
isolados susceptiveis a penicilina e 46% (6/13) ndo susceptiveis 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 residéncia (AP). Este ultimo clone
foi 100% (5/5) ndo susceptivel a penicilina e 80% (4/5) ao TMP/SMX. O clone de
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disseminacdo na comunidade (NA) também apresentou uma alta resisténcia a
penicilina (66,6%) e ao TPM/SMX (100%).
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Tabela 8. Frequéncia dos perfis genotipicos e fenotipicos de Streptococcus pneumoniae isolados de nasofaringe de criancas

na cidade de Salvador, Bahia

Sorotipo N2 Perfil genotipico Perfil fenotipico Origem dos Isolados
PNSpP STXNSp®
PFGE MLST N2 (%) N2 (%) Doenca Invasiva Colonizacao
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 AP _ 5 (100.0) 4 (80.0) X
NA _ 4 (66.6) 6 (100.0)



a-
b-
C-
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23F 2 VA _ 2 (100.0) 2 (100.0)
34 1 LA B 0 (0.0) 1 (100.0)
2 LAB _ 0 (0.0) 0 (0.0)
2 H ST771 0 (0.0) 1 (50.0)
19Fv — Sorotipo 19F variante (Menezes, 2013).

PNSp — N&o susceptibilidade a penicilina.
STXNSp — Nao susceptibilidade ao Sullfametoxazol/Trimetoprim.
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8 DISCUSSAO

Este estudo de desenho longitudinal para abordagem da colonizacéo
nasofaringeana por pneumococos foi o primeiro conduzido no Brasil, além de ter
sido também, o primeiro a ser realizado em uma comunidade. As informacdes deste
estudo poderdo contribuir para a compreensdo da dinamica da colonizacao
nasofaringeana no periodo anterior a introducdo da vacina PCV-10. A contribuicao
do estudo nédo se restringe apenas a cidade de Salvador, mas pode extrapolar para
outras capitais do pais, visto que, esse estudo foi realizado em uma comunidade de
periferia (favela), tipo de comunidade comum em outras regides do pais, que
possuem caracteristicas comuns como superpopulacéo e renda per capita inferior a
trés salarios minimos.

No Brasil, varios estudos de colonizagdo por pneumococos, foram conduzidos
em escolas e creches, as quais constituem em fatores de risco para a colonizagao
(LAVAL et al., 2006; PIMENTA et al., 2011; NEVES et al., 2013). Este tipo de
amostragem por conveniéncia é mais facil e barata de ser conduzida, além de ser
menos perigosa para os individuos que realizam a coleta, visto que, nestas
comunidades carentes a violéncia € maior. Neste estudo de coorte, enfrentamos a
perda de seguimento de 23%, devido a mudanca domiciliar das familias. Estas
criancas que ndo foram acompanhadas durante o estudo, ndo prejudicaram as
analises. Elas apresentavam caracteristicas similares as outras criancas seguidas e
as analises foram realizadas considerando o tempo de permanéncia de cada uma no

estudo.

Resultados similares ao total de criangas colonizadas (55%) neste estudo
foram relatados em estudos realizados em outros paises e outros estados
brasileiros. Na Australia, Alaska e Inglaterra a prevaléncia de colonizagcéo
nasofaringeana foi de cerca de 60% (HUSSAIN et al., 2005; HARE et al., 2013). No
Brasil, resultados similares foram descritos em Fortaleza (55%), Brasilia (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 paises, como
na ltalia (8,2%) e Gambia (80%), e outras cidades brasileiras, como S&o Paulo
(42%) e Goiania (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 diferencas estdo relacionadas
principalmente as condigbes socio-econdmicas e metodologias analiticas. Locais
com melhores condi¢cdes sécio-econdmicas apresentam baixas taxas de colonizacao
nasofaringeana por pneumococos (HUSSAIN et al., 2005; MACKENZIE et al., 2010;
ABDULLAHI et al., 2012).

Os fatores de risco envolvidos com a colonizagdo nasofaringeana por
pneumococos foram o contato com criangas menores de dois anos de idade,
Infeccdo do trato respiratorio superior (UTRS), numero de residentes por comodo e
por cama. A colonizacdo por sorotipos com alto poder invasivo estava associada ao
contato com criancas menores de dois anos de idade e a aglomeracdo; a
associacao de colonizagao por sorotipos com baixo poder invasivo foi observado em
criancas com ITRS. Estudo mostra que individuos infectados com o virus da
Influenza tem mais chance de ser colonizado por sorotipos de baixo poder invasivo
(WEINBERGER et al., 2013)

A aglomeracdo de individuos, ou seja, a quantidade de individuos por
domicilio revela a situac@o socio-econémica dos residentes. Estudos realizados por
outros autores relatam a associacdo das condi¢cdes sdécio-econdmicas com a
colonizacédo nasofaringeana (BOGAERT et al., 2004; HILL et al., 2008; HSU et al.,
2014).

Os fatores de risco associados com colonizacdo nasofaringeana por
pneumococos encontrado neste trabalho sdo similares aos achados em outros
estudos, exceto pelo fato de néo ter sido encontrado associacdo com frequentar
escola e creche (LEINO et al., 2001; REIS et al., 2008; PEBODY et al., 2008; UENO
et al., 2013). A maioria das criancas que residem em comunidades carentes
frequenta a escola depois de cinco anos de idade, além da caréncia de creche
publica. As criancas ficam no domicilio e sdo cuidados por irmaos mais velhos, avés
ou vizinhos.

Os fatores de protecéo relacionados com a colonizac¢do foram a raca branca e
a sazonalidade. Criangas tem menos chance de estar colonizado no periodo de
fevereiro a junho. Periodo onde a temperatura € mais elevada e que as criancas nao
ficam aglomeradas.

A colonizagdo nasofaringeana por pneumococos permanece constante
independente do sexo ou da utilizacdo de antimicrobiano pela crianga no ultimo més.

Estes achados séo apoiados por estudo realizado na zona urbana de Boston (EUA)
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apos a introducao da vacina heptavalente, no entanto, difere em relacdo ao uso de
antimicrobianos quando comparados com criancas residentes em comunidades fora
do centro urbano (HSU et al., 2014).

A prevaléncia de sorotipos vacinais encontrado neste trabalho corrobora com
outros estudos realizados em cidades brasileiras como, Salvador, Brasilia e S&o
Paulo (REIS et al., 2008; BEREZIN et al., 2007; PIMENTA et al., 2011). Estudo
publicado recentemente no Rio de Janeiro, antes da introducédo da vacina PCV-10,
mostra resultado similar em relacdo a prevaléncia de sorotipos vacinais (NEVES et
al.,, 2013). Outros paises 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 nao susceptibilidade a penicilina. Alguns destes
pneumococos sorotipo 19F apresentaram um gene similar a cepa 19A (2584-0819F
wzy) isolada no Canada (PIMENTA et al., 2009) e por isso ndao foram identificados
no multiplex PCR, sendo necessario desenhar uma um novo primer para ser
utilizado nas reacbes de PCR multiplex para determinacdo do tipo capsular de
isolados provenientes da América Latina. Pneumococos com esta caracteristica
também foram isolados de amostras de doencas invasivas em Salvador e em
isolados de nasofaringe da cidade de Goiania.

O monitoramento por PCR multiplex para identificacdo de sorotipos de
pneumococos se faz necessario, visto que, é a técnica mais utilizada na atualidade.
O PCR multiplex é um método rapido e barato e de facil acesso quando comparado
ao teste de Quellung. Na era da vacina conjugada, 0 monitoramento da prevaléncia
de sorotipos de nasofaringe e doencas invasivas é importante para verificar a
efetividade da vacina pneumocacica.

Ao longo de periodo do estudo, também foram isolados sorotipos ndo vacinais
em 44,5% dos isolados. Os sorotipos ndo vacinais mais prevalentes foram: 16F e
15B/C. Estudo de colonizacéo nasofaringeana realizado na Espanha mostra também
uma alta prevaléncia dos sorotipos 15B e 16F (ERCIBENGOA et al.,, 2012). Um
trabalho realizado no Brasil antes da introdug&o da vacina decavalente mostra que o
sorotipo 15C foi um dos mais prevalentes em criancas que frequentam creche
(NEVES et al., 2013).

Foi observado nos EUA e alguns paises Europeus, ap0s a introdugcdo da

vacina conjugada, uma reducéo na circulagcao de sorotipos vacinais e um aumento
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da prevaléncia de sorotipos ndo vacinais; um dos sorotipos que aumentou apos a
introducéo da vacina foi o 19A (WHITNEY et al., 2006; PAI et al., 2005; ISAACMAN
et al., 2010).

Os sorotipos néo vacinais, de maior prevaléncia em eventos de colonizacéo,
podem tornar-se futuros sucessores nos casos de doenca apOs a introducdo da
vacina conjugada.

Para alguns isolados néo foi possivel determinar o tipo capsular pelo método
de multiplex PCR (15,4%) e outros permaneceram como nao tipaveis (NT) mesmo
apos a reacdo 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 ndo susceptibilidade a penicilina de 38,5%,
considrando o ponto de corte de CIM > 0,125 pg/mL. Este resultado revela um
aumento de duas vezes na ndo susceptibilidade a penicilina em comparacdo com
estudo realizado anteriormente, o aumento foi de 15% (2000-2001) (REIS et al.,
2008) para 38,5% (2008-2009). A reducao da sensibiliade a penicilina também foi
obsevado em isolados de doengas invasivas, sendo que numa proporgdo menor. O
nao susceptibilidade a 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 colonizacdo nasofaringeana,
considerando o0 mesmo ponto de corte para a CIM, apresentou uma taxa de nao
susceptibilidade de 27% (NEVES et al., 2013).

Isolados de pneumococos circulante nas comunidades de Salvador tem
mostrado um aumento de resisténcia ao TMP/SMX. A ndo susceptibilidade dos
isolados de pneumococos de colonizacdo ao TMP/SMX foi de 48,5% em 2000
(REIS et al., 2008) e aumentou para 58% (2008); Nao houve diferenca nas taxas de
resisténcia para eritromicina. No total, 1% dos isolados foram n&o sensiveis a
cefotaxima. Taxa similar foi descrita em casos de doenca invasiva na cidade de
Salvador (MENEZES et al., 2011).

Os sorotipos mais prevalentes entre os isolados ndo susceptiveis 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 pg/mL). Este resultado corrobora com outro
estudo realizado no Rio de Janeiro (NEVES et al.,, 2013). Em relacdo a doengas
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invasivas os sorotipos 14 e 23F sdo os mais resistentes a penicilina, sendo o
sorotipo 14 associado com CIMs acima de 2 pg/mL (MENEZES et al., 2011).

Neste estudo foi observada a presenca de clones de disseminacéo
internacional entre os isolados de nasofaringe. O sorotipo 14 foi caracterizado pelos
clones A e GK, que sado representados pelos STs 66 e 156 respectivamente. O ST
156 é um clone que foi observado primeiro na Franca e depois na Espanha,
conhecido como “Spain®¥-3”, relacionado com alto nivel de resisténcia a penicilina e
multiresisténcia. Este ST ja foi descrito com sorotipo 9V e 14 (SOGSTAD et al.,
2006). Em Salvador tanto em doenca invasiva quanto em colonizagédo este ST esta
associado ao sorotipo 14. O ST 66 esta associado aos sorotipos 9N, 14, 19F e 23F.
Este ST esta associado ao sorotipo 14 e a ndo susceptibilidade a penicilina tanto em
isolados de nasofaringe quanto de doencga invasiva (SERRANO et al., 2005; REIS et
al., 2008; KO et al., 2000; SANTOS, 2009). Estudos realizados em Goiania e Brasilia
relatam a presenca deste clone (ST 156) em isolados de nasofaringe e doenca
invasina (ANDRADE et al., 2010; PIMENTA et al., 2011). Andrade e colaboradores
(2010) identificaram isolados nao tipaveis (NT) caracterizados como ST 156. O ST
156 esteve associado com persisténcia a colonizagdo neste estudo, porque foi
isolado em coletas sucessivas ha mesma crianga.

Outro clone de disseminagdo mundial encontrado foi o ST 177 , denominado
clone “Portugal '°F-21" (www.mlist.s.pneumoniae.com; SENER et al., 2006),
representado pelos sorotipos 19F e 6A. Os isolados foram ndo susceptiveis a
penicilina e ao TMP/SMX. Este grupo clonal foi isolado da nasofaringe de individuos
sadios e em casos de doencas invasivas, estando relacionado a transmissao intra-
domiciliar e persisténcia de colonizacao.

Os clones relacionados ao sorotipo 19Fv ndo foram encontrados em isolados
de doenca invasiva, mas estao relacionados a néo susceptibilidade a penicilina e ao
TMP/SMX e a transmissao intra e inter-domiciliar. Devendo ser monitorado no
periodo pds-vacinal, assim como 0s grupos clonais de sorotipos ndo vacinais
(15B/C, 16F e 34) disseminados ha comunidade através da transmissao intra e inter-
domiciliar.

Alguns problemas foram enfrentados na conduta deste estudo de coorte,
entre eles, ressalta-se a violéncia, que por muitas vezes impediu 0 acesso da equipe
as residéncias do estudo, causando uma diferengca 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, ndo afetou as analises, uma vez que o risco do
evento de coloniza¢do nas criangas que sairam do seguimento € estimado por ser

igual ao das criangas que permaneceram.

9 CONCLUSOES

1. A taxa de colonizacdo por Streptococcus pneumoniae em criangas menores

de cinco anos na comunidade de Pau da Lima foi de 56% no ano de 2008;
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2. A colonizagdo nasofaringeana em comunidades carentes est4 associada a
aglomeracéo, contato com criangas < 2 anos de idade) e presenga de ITRS. Entre
os fatores de protecédo para colonizacdo nasofaringeana estédo a etnia (branca) e a
sazonalidade (periodo de fevereiro a junho).

3. A transmissao intra e inter domiciliar foi identificada em casos de isolados de
sorotipos vacinais como 6A/B, 14, 19F e nao vacinais como 15B/C, 16F e 34; esses
sorotipos foram persistentes nos eventos de colonizacdo em 15,4% das criancas
(24/156);

4. A taxa de colonizagao por sorotipos vacinais (6A/B, 14 e 19F) foi de 56% e de
sorotipos nao vacinais de 44% (6C, 16F, 15B/C e 34);
5. A nao susceptibilidade a penicilina entre os isolados de S. pneumoniae de

nasofaringe aumentou de 15% para 38% em comparagcdo com estudos anteriores e
foi identificados isolados com CIM > 2,00 pg/mL;

6. Foi identificados clones de disseminacdo internacional como o Spain®'-3
(ST156) e Portugal °F-21(ST 177) entre os isolados de S. pneumoniae de
nasofaringe; esses clones séo reconhecidos por serem nao susceptiveis a penicilina;
7. Foram determinados varios clones de pneumococos previamente
identificados entre isolados causadores de doenca invasiva na cidade de Salvador,
principalmente relacionados aos sorotipos vacinais 14 e 19F;

8. O monitoramento do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, distribuicéo
de sorotipos e clones deve ser realizado no periodo apés a introducédo da vacina
PCV-10 porque alguns sorotipos néo vacinais podem emergir com poder invasivo e

tornar predominantes em casos de doenca pneumocaocica,
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Titulo do Projeto: Transmissio de Streprococens preumoniae vesistente aos antimicrobianos no Brasil
Sub-projeto: Estudo de Colonizagiio Nasofaringeana por Streprococcus pnewmonaie em Pau da Lima

Pesquisador Responsiivel: Dra. Joice Neves Reis Pedreira Telefone: (071) 3176-2302

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Participante:
No. da casa do participante: _No. de identificacdo do participante:

Para ser lido a todos os participantes e responsdveis legais pelos participantes menores de idade: As

informagdes. a seguir, descreverdo o estudo de pesquisas ¢ o seu papel /de seu filho como participante. O
entrevistador responderd quaisquer perguntas que vocé/seu filho possa ter sobre este questiondrio ou sobre o
estudo. Pdr favor, ouga com atengdio e sinta-se & vontade para perguntar qualquer coisa sobre as informagdes
fornecidas.

Propasito da Pesquisa: Nos estamos convidando vocé e/ou sua crianga para participar de um cstudo, que estd
sendo financiado efou realizado na Fundagio Oswaldo Cruz/Ministério da Saide, sobre Streptococcus
preumoniae, uma baciéria que pode ser encontrada na nasofaringe de pessoas sauddveis, mas que
eventualmente pode desenvolver algum tipo de infecglio. O objetivo deste estudo ¢ determinar se esta bactéria
esta colonizando a nasofaringe das crianges, e se ela ¢é resistente a antibioticos.

A informagdo que vocé pode fornecer ird ajudar na identificagdo de fontes ambientais de transmissdo, que
podem ser abordadas com medidas de controle de satide piblica. Além disso, essa informagio poderd no futuro
ajudar na prevengio e tratamento dos infecgdes causadas por esta bactéria. Talvez, vocé ndo seja beneficiado
diretamente pela sua participagiio nesse estudo.

Procedimentos a serem seguidos: Se vocé/sen filho decidir, voluntariamente, participar desta pesquisa, 2pos ter
ouvido os termos do consentimento, o entrevistador fard perguntas a respeito do local onde vocé mora, sua
profissao (trabalho), histéria médica, freqiiéneia de escolas, creches ¢ contatos domiciliares seu e de seus
filhos. Apds esta entrevista o investigador ird colher o material através do nariz utilizando um swab (espécie de
colonete grande). Este material serd utilizado para determinar a presenga de Streprococcus pneumoniae ¢ a
sensibilidade dele aos antibioticos. Ndo hd nenhum risco na participagdo neste estudo, o tinico inconveniente &
que as criangas padem chorar. Durante o proximo ano, planejamos visitar vocé/seu fitho quatro vezes, de trés
em trés meses, no total de 4 visitas, a {im de fazer a mesma entrevista ¢ coletar 0 mesmo material do nariz.

Confidencialidade: Suas respostas durante 4 entrevista e os resultados dos exames serdo confidenciais. Apenas
vocé/seu filho, os investigadores do grupo de estudo, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz, Fundagiio Oswaldo Cruz/Ministério da Satide terfio acesso a estas informagdes. Vocé/seu filho
niio serd identificado em nenhum relatorio ou publicagio resultante do estudo.

Participacdo Voluntdria: Sua participagdo ou a de seu filho neste estudo é voluntdria. Vocé/seu filho pode
recusar-se a participar ou pode descontinuar a participagio a qualquer momento durante a visita inicial ou
qualquer das visitas seguintes do estudo, se vocé/seu filho assim decidir. Também, a equipe de estudo pode
optar terminar sua participagdo durante ou no fim do estudo ¢ vocé/seu filho serd avisado no caso dessa
ocorréncia. Durante a entrevista, o entrevistador pode perguntar questdes que voeé/seu filho acha que niio sdo
propicias ¢ ndlo quiser responder, Se quiser, vocé tem o direito de recusar a respondé-las. Se vocé/seu filho
recusar-s¢ participar de todo ou de parte deste estudo os cuidados médicos presentes ou futuros nio serdo
afetados ou prejudicard sua relagdes presentes ou futuras com a Fundagiio Oswaldo Cruz ou outras instituigdes
de salide na cidade de Salvador. Vocé/seu filho ndo serd responsavel por nenhuma despesa, incluindo as
analises laboratoriais de suas amostras, associada com este estudo. Vocé/seu filho ndo receberd compensagio
financeira para sua participagiio no estudo. Vocé/seu filho receberd uma copia deste termo de consentimento.

Grupo de Contato: Se vocé/seu filho tiver quaisquer questdes futuras sobre sua participagdo ou a de seu filho,
neste estudo, ou sobre seus direitos ou os de seu filho como participante desta pesquisa, por favor, entre em
contato com Dra. Marilda Gongalves, Presidente do Comité de Etica em Pesquisas, Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz, Rua Waldemar Falcdo 121, Brotas, Salvador, telefone (71) 356-4320.
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Consentimento: Eu ouvi ¢ entendi este termo de consentimento. Minhas pereuntas foram devidamente
respondidas. Sendo assim, eu voluntariamente, concordb em paiticipar do estudo:

Assinatura do participante do estudo Data

Impressio Digital do Participante do Estudo

Eu ouvi ¢ entendi este termo de consentimento. Minhas perguntas foram respondidas. Eu. voluntariamente
concordo que o paciente do qual sou responsivel legal. participe deste estudo:

Impressio Digital dos Pais ou Responsdvel

Assinatura dos Pais ou Responsavel Legal Data
Assinatura da Testemunha Data

Assinatura do Investigador Data
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Ministério da Saude
FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongale Moniz

Questionario M01INDO1

Projeto: Colonizacao

Colonizacio de pneumococos em Pau da Lima, Salvador - Brasil

Questionario de Dados Pessoais

CDIND

DCDIND

DGIND

DDGIND

DG2IND

DDG2IND

PARA PROTEGER A CONFIDENCIALIDADE DO PACIENTE, ESTE QUESTIONARIO DEVERA SER DESTACADO PELO
GESTOR DO PROJETO OU INVESTIGADOR PRINCIPAL DEPOIS DA ENTREVISTA E ANTES QUE OS DADOS SEJAM
DIGITADOS. TODOS OS QUESTIONARIO DO MESMO PACIENTE DEVEM TER NUMERO DO ESTUDO (NE)

Data da Entrevista: DEIND
Iniciais do Entrevistador: EIND
[ 1. IDENTIFICACGAO:
1.1 N° do domicilio: ND
1.2 N° do estudo: NE
1.3 Data de identificac&o DI
1.4 Termo de consentimento: CONS
Sim: Nao: [0]
2.1 Nome: NOME
2.2 | Apelido: APE
26 Data de Nascimento: NASC
| II. ENDERECO:
3.1 Rua / N°: END
3.2 | Telefone (n° e nome de contato): TEL
3.3 Ponto de Referencia: REF
3.4 Bairro: BAI
35 Cidade: CID
27/12/2006 1/1 Vers#o : 01

QUESTIONARIO IND
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Ministério da Saide
FIOCRUZ

Fundagéo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Questionario MO1EPIO1

Projeto: colonizacao

N° do Estudo :

Colonizacao de pneumococos em Pau da Lima, Salvador — Brasil
Questionario Epidemiologico — preenchido para todos os pctes

Codificado

CDEPI DCDEPI DGEPI DDGEPI DG2EPI | DDG2EPI
Data do Preenchimento: DEEPI
Iniciais do Entrevistador: EEPI
| I. IDENTIFICACAO:
1.1 Data de Identificac&o: DI
1.2 N° do domicilio: ND
1.3 N° de coleta: NC
1.4 |dade em anos (se <1ano, coloque 0): ANO
Se <2 anos, idade do paciente em meses: MES
Se <1 més, idade do paciente em dias: DIA
1.5 Sexo: SX
Masculino Feminino [0 | Naosabe [9 |
1.6 Grupo Racial: RACE
Branco Mulato IE Negro
1.7 Procedéncia: SAL
Salvador Interior [0 | Naosabe [9 ]
\ I1. DADOS DOMICLIARES:
21 Quantas pessoas moram nesta casa? QPMNC
2.2 Quantas pessoas menores que 10 anos? QP10
2.3 Quantas pessoas menores que 5 anos? QP5
2.4 Quantas pessoas menores que 2 anos? QP2
2.5 Quantos cdmodos tem na casa? QCOM
Obs. N&o contar cozinha e banheiro.
2.6 Quantas camas tem na casa? QCAMAS
2.7 Renda mensal da familia (salario minimo)? RENDA
o111 12l 2 sl
28/12/2006 1/3 Versdo : 01

ANEXO 3 .QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO
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Focaz Questionario MO1EPIO1

Funda¢do Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

N° do Estudo :

Projeto: colonizacio

| III. COMORBIDADE E FATORES DE RISCO:

31 A crianca apresenta alguma das doencas citadas abaixo: DOENCA
(Sim =1, Nao = 2, Nao sabe = 9)
AIDS AIDS
Anemia falciforme | AF
Anemia hemolitica | AH
Doenca renal | DR
Doenca cardiaca | DC
Doenca respiratoria | DRESP
Diabete ] DIABETE
Quantos anos a crianca tinha quando a doenca foi detectada? DANOS
3.2 A crianca tem ou ja teve alguma das doencas citadas abaixo: INFECCAQO
(Sim =1, Nao = 2, Nao sabe = 9)
Bronquite BRONQ
Meningite MENING
Otite OTITE
Pneumonia PNEU
Sinusite SINU
Quantos anos a crianga tinha quando a doenca foi detectada? IANOS
A crianga foi atendida em que servico médico? ISM
A crianca ficou internada? IJUNID
3.3 Fatores de risco para a colonizacdo nasofaringeana.
(Sim =1, N&o = 2, Ndo sabe = 9)
A crianga esteve gripada nos Ultimos meses? GRIPE
Tem fumante no domicilio? FUMO
A crianca freqlienta creche? CRECHE
A crian¢a fregqlenta escola? ESCOLA
A crianga convive com algum idoso (> 65 anos)? IDOSO
A crianca viajou, por mais de 2 noites, nas ultimas VIAJAR
semanas?
A crianga ficou hospitalizada nos ultimos 30 dias? |:| HOSP
Por que foi hospitalizada? PHOSP
Onde foi hospitalizada? OHOSP
A crianca fez uso de antibidtico nos ultimos meses? |:| ANT
Quantos dias a crian¢a usou o antibiético? QTDANT
Qual foi o antibiético? QANT
Penicilinas
SULFA El
Cefalosporinas E|
Quinolonas
[]
28/12/2006 E| 2/3 Versdo : 01
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FocRuz % Questionario MO1EPIO1
Fundagé@o Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz Pl‘()] eto: COlOIllZa(;ﬁO

N° do Estudo :

Macrolideos

Qual? el

| IV. IMUNIZACAO

41 Vacinas: (Sim = 1, Ndo = 2, N&o sabe = 9)
A crianga tomou a vacina anti-hib? (] HIB
Se sim, quantas doses? DOSEH
Data da dltima dose: DATAH
A crianca tomou a vacina Meningocdcica? (] MENINGO
Se sim, quantas doses? DOSED
Data da ultima dose: DATAD
A crianga tomou a vacina PNC77? |:| ngEPT
Se sim, quantas doses? DATAP7
Datg da ultima dose: _ PN23
A crianga tomou a vacina PN237 (] DOSEP23
Se sim, quantas doses? DATAP23
Data da ultima dose:

L]

28/12/2006 3/3 Versdo : 01
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Hocauz " o Questionario M02LABO1

Fundagdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Projeto: colonizacao
N° do Estudo :

Questionario laboratorial

Colonizacao de pneumococos em Pau da Lima, Salvador — Brasil

Etiqueta Codificado 12 Digitacao 22 Digitagao
CDPL DCDPL D1PL DD1PL D2PL DD2PL
Data do Preenchimento: DPL
Iniciais do Executor: IPL
I. IDENTIFICAGAO DO PACIENTE:
1.1 |[N" do estudo:
1.2 | N°. do domicilio:
1.3 N° da coleta:
1.4 Data de identificacao:
II. DADOS DE MICROBIOLOGIA:
2.2 |Isolamento do S. pneumoniae ISP
Sim: N&o: [0]
2.3 |Data doisolamento: DI
2.4 | Quantos tipos de colbnia isolada? QCOL
| I1. CONFIRMAGAO:
3.1a) | Data teste de optoquina foi feito: DOSEN
b) | Sensible a optoquina: OSEN
Sim: Nao: [0]
3.2a) | Data da bile solubilidade: DBSEN
3.2a) | Sensivel: BSEN
Sim: Nzo: [0]
3.3 Confirmacdo de S. pneumoniae: SPCONF
Sim: Ngo: [0 ]
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FocRuz Questionario M02LABO1

Funda¢do Oswaldo Cruz P Lo t . l =
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz rojeto: colonizacao
N° do Estudo :

3.4 Contaminacéo: CONT

Sim: Nzo: [0]

\ IV. TESTE KIRBY-BAUER (Resultados em didmetro de zona mm)

41 Data em que foi realizado o teste de sensibilidade KB: DKB
a) Oxalicina: OXA
Resultado: OXAS
Resistente [R |  Intermediério [ || Sensivel
b) Ceftizoxima: CZX
Resultado: CZXS
Resistente [R | Intermediario [1] Sensivel
c) Cloranfenicol CLo
Resultado: CLOS
Resistente [R | Intermediério [1]  Sensivel
d) Tetraciclina: TET
Resultado: TETS
Resistente [R | Intermediario [1] Sensivel
€) Eritrimicina: ERI
Resultado: ERIS
Resistente E Intermediario m Sensivel
f) Clindamicina: cul
Resultado: CLIS
Resistente [R | Intermediario [I] Sensivel
9) Vancomicina: VAN
Resultado: VANS
Resistente E Intermediario m Sensivel
h) Rifampicina: RIF
Resultado: RIFS
Resistente [R | Intermediario [ 1]  Sensivel
D | TMPIsMx: BAC
Resultado: BACS
Resistente [R |  Intermediario [ 1] Sensivel
4.3 | Diémetro da zona de oxacilina <20mm:
Sim: N&o: [0]
4.4 Resultados relatados para a equipe medica de prontidao ENTRES
Sim: N&o: @
Se sim data do relato: DENTRES
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FocRz Questionario M02LABO01
Fundagéo Oswaldo Cruz e . I
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz Pr 0] eto: COIOHIZ‘IG‘] 0

N° do Estudo :

| V. ENSAIO DO E-TESTE

51 Data em que foi realizado o E-teste: DETEST
a) Penicilina G EPEN
Resultado: EPENS
Resistente [R | Intermediario [ 1]  Sensivel
b) Cefotaxima ECEF
Resultado: ECEFS
Resistente [R | Intermediario [1] Sensivel
54 Resultados relatados a equipe médica de prontidao: ENTRES2
Sim: N&o:
Se sim, data do relato: DENTRESZ2

VI. SOROTIPAGEM:

6.1 Data da sorotipagem DSOR

6.2 Sorotipo isolado SORT

VII. CONGELAMENTOS:

71 a. Data do congelamento #1: DCONG1
b. Qual freezer: NFZ1
c: Numero da Caixa: NCX1
d: Local na caixa: POSCX1
7.2 a. Data do congelamento #2: DCONG2
b. Qual freezer: NFZ2
¢: Numero da Caixa: NCX2
d: Local na caixa: POSCX2

28/12/2006
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