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 Resumo 
 

            Antecedentes: A colonização do Streptococcus pneumoniae em nasofaringe é 

etapa determinante no aparecimento da doença invasiva pneumocócica e na 

disseminação de cepas resistentes na comunidade. Com o aporte da epidemiologia 

molecular tem sido possível evidenciar a similaridade genética entre cepa 

colonizadora da nasofaringe e de líquor em criança com meningite pneumocócica. 

 Objetivos: (i) Caracterizar isolados de pneumococos da nasofaringe quanto 

aos sorotipos, susceptibilidade à penicilina e cobertura das vacinas conjugadas 

pneumocócicas 7, 9 e 11-valente; (ii) identificar fatores de risco associados ao estado 

de portador de pneumococo; (iii) comparar os sorotipos e a susceptibilidade à 

penicilina de pneumococos da nasofaringe e os recuperados de doenças invasivas; (iv) 

avaliar o parentesco genético de cepas isoladas de líquor e sangue de paciente com 

meningite pneumocócica. 

 Material e Métodos: Swabs de nasofaringe foram coletados de 648 crianças 

menores de cinco anos de idade, com infecção respiratória aguda, meningite, 

pneumonia, e de crianças saudáveis, no período de maio de 2000 a agosto de 2001.  

Para comparar a resistência entre isolados colonizadores e de doença invasiva, foram 

selecionados 125 isolados de líquor de crianças com meningite pneumocócica 

pareadas por idade e período de coleta. Os pneumococos isolados foram sorotipados 

(reação de Quellung) e testados quanto à susceptibilidade à penicilina. O parentesco 

genético entre cepas de líquor e de sangue de criança com meningite pneumocócica 

foi avaliado pela eletroforese de campo pulsado (PFGE). 

 Resultados: A prevalência de portador de pneumococo foi 35,8% (IC 95% 

32,1-39,6), sendo os sorotipos mais freqüentes o 14, 6B, 6A, 19F, 10A, 23F e 18C. 

Sorotipos 1 e 5 foram raramente identificados. A prevalência de sorotipos não 

susceptíveis à penicilina (E-test) foi similar entre isolados de portador e de doença 

invasiva, respectivamente 19,8% e 19,2%, com predomínio dos sorotipos 6B, 14, 19F, 

19A, 23B e 23F. A cobertura de sorotipos da vacina 7-valente em relação aos 

sorotipos colonizadores e invasivos (meningite) foi respectivamente 52,2% e 62,4% 

(p>0,05). A cobertura com a vacina 7-valente em relação aos isolados não 

susceptíveis à penicilina de portador e de doença invasiva foi estatisticamente 

semelhante, 34,5% (IC 95% 25,9-43,9) e 28,2% (IC 95% 18,6-39,5), respectivamente.  
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A genotipagem pela PFGE dos pneumococos isolados de uma criança com meningite 

mostrou padrões de DNA diferentes no líquor e no sangue, o que evidencia cepas não 

relacionadas epidemiologicamente. 

 Conclusão: A prevalência da resistência à penicilina de pneumococos de 

portadores e de isolados invasivos foi semelhante. O estudo mostrou o potencial 

benefício da vacina 7-valente na redução de portador e de pneumococos resistentes à 

penicilina. A análise com a PFGE de isolados de líquor e sangue de criança com 

meningite, mostrou tratar-se de infecção pneumocócica mista, que é um evento raro. 

 Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, portador nasofaríngeo, vacinas 

conjugadas pneumocócicas, sorotipos, meningite pneumocócica, PFGE. 
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 Abstract 

 
 Background - Nasopharyngeal (NP) carriage of Streptococcus pneumoniae is 

a key factor for the development of invasive disease and spread of pneumococcal 

resistant strains within the community. Studies on molecular epidemiology have 

provided evidences that S. pneumoniae strains recovered from cerebrospinal fluid 

(CSF) of meningitis patients are the same as the strains carried in the nasopharynx of 

patients. 

 Objectives – (i) describe the frequency of pneumococcal serotypes, 

susceptibility to penicillin and the potential coverage of the pneumococcal conjugate 

vaccines on the carriage serotypes; (ii) identify risk factors associated to 

pneumococcal carriage; (iii) compare NP and invasive pneumococcal disease (IPD) 

isolates according to the penicillin susceptibility and serotypes distribution; (iv) to 

assess the genetic relatedness of pneumococcal strains recovered from CSF and blood 

of a child with pneumococcal meningitis. 

 Materials and Methods – A single NP swab was obtained from 648 children 

aged under-five with acute respiratory tract infection (RTI), meningitis and also from 

healthy children, during the winter period of 2000 and 2001. For comparison purposes 

we selected 125 invasive isolates, matched for age and time to the carrier isolates. 

Serotyping of pneumococcal isolates was performed by Quellung reaction and 

susceptibility to penicillin by the E-test. The genetic similarity of strains obtained 

from CSF and blood was evaluated by pulsed field gel electrophoresis (PFGE).   

 Results - The overall pneumococcal carriage rate was 35.8% (95%CI, 32.1-

39.6). The most frequently pneumococcal serotypes found in nasopharynx were 14, 

6B, 6A, 19F, 10A, 23F and 18C. Serotypes 1 and 5 were rarely isolated in 

nasopharynx. The comparison of 222 NP isolates with 125 IPD isolates showed 

similar prevalence of penicillin nonsusceptible pneumococcal (PNSp), respectively 

19.8% and 19.2%. PNSp serotypes were similar (6B, 14, 19F, 19A, 23B and 23F) for 

carriage and invasive disease strains. The coverage of the 7-valent pneumococcal 

conjugate vaccine (PCV7) for carriage isolates (52.2%) and IPD (62.4%) did not 

differ (p=0.06). Also, no statistical difference was observed in PCV7 coverage for 

PNSp when comparing carriage (34.5%; 95%CI,  25.9-43.9) and invasive (28.2%; 
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95%CI, 18.6-39.5) isolates. Results of PFGE showed that pneumococcal strains 

recovered from CSF and blood of a patient with meningitis had distinct DNA profiles.  

 Conclusion – The prevalence of pneumococcal PNSp was similar among NP 

and IPD isolates. Our data suggest the good potential of PCV7 in reducing the 

pneumococcal carriage and carriers of PNSp due to vaccine types. A mixed 

pneumococcal infection, considered a rare event, was disclosed in an infant by PFGE.  

 Keywords: Streptococcus pneumoniae, nasopharyngeal carriage, 

pneumococcal conjugate vaccines, pneumococcal serotypes, pneumococcal 

meningitis, PFGE. 
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1. Introdução 
 

Relevância do Streptococcus pneumoniae na infância 

 

            As infecções respiratórias agudas são as principais causas de morte em 

crianças menores de cinco anos, especialmente em países em desenvolvimento. 

Aproximadamente dois milhões de crianças morrem a cada ano de infecção 

respiratória, sendo que 70% dessas mortes ocorrem na África e Ásia (World Health 

Report 2005). Dados do Ministério da Saúde do Brasil mostram que as infecções 

respiratórias agudas correspondem a 5,4% do total de óbitos em menores de cinco 

anos (Datasus 2004).  

 

O Streptococcus pneumoniae é uma das principais bactérias causadoras de 

doenças do trato respiratório, responsável por quadros clínicos de pneumonias, 

meningites, sepse e otites. A relevância do pneumococo em saúde pública deve-se às 

suas altas taxas de morbidade e mortalidade na infância, tanto em países 

desenvolvidos, como nos países em desenvolvimento (WHO 2005). A dificuldade do 

diagnóstico bacteriológico da doença pneumocócica, principalmente em países não 

industrializados, faz com que esta infecção seja subestimada. Estima-se que a infecção 

pneumocócica seja responsável por 1,6 milhões de mortes por ano, em todo mundo 

(WHO 2005), sendo 40% das mortes por pneumonia pneumocócica em menores de 

cinco anos (Obaro & Adegbola 2002). Quanto às meningites pneumocócicas, estima-

se que ocorram 70.000 mortes anualmente, em países em desenvolvimento (Obaro & 

Adegbola 2002). Nos EUA e Europa, o coeficiente de incidência anual das meningites 

pneumocócicas é estimado entre um a dois casos por 100.000 habitantes (WHO 

2003). A letalidade por meningite pneumocócica varia de 20 a 50 porcento 

respectivamente, em países desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo que 30 a 60 

porcento dos sobreviventes podem desenvolver seqüelas (Koedel et al. 2002). No 

Brasil, o coeficiente de incidência anual das meningites pneumocócicas é de 10 casos 

por 100.000 crianças até um ano de idade, com uma taxa de letalidade de 27,5% 

(Ministério da Saúde do Brasil 2003 – dados não publicados). No Estado de Goiás, a 

incidência de meningites pneumocócicas aumentou de 1,1/100.000 no período de 
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1995 a 1999, para 3,6/100.000 em 2001, dois anos após a introdução da vacinação 

contra o Haemophilus influenzae b em crianças menores de cinco anos (Simões et al. 

2004), provavelmente devido à melhora no sistema de vigilância das meningites.  

 

 As doenças pneumocócicas invasivas, à exceção das meningites, não são de 

notificação obrigatória nos serviços de saúde. Portanto, os indicadores de morbidade 

provavelmente são subestimados, dificultando o reconhecimento da doença 

pneumocócica como importante problema de saúde pública, principalmente em países 

em desenvolvimento. 

 

  

Epidemiologia da colonização pelo Streptococcus pneumoniae 

 

 O trato respiratório superior é um nicho ecológico para várias bactérias e pode 

ser colonizado por um amplo espectro de microrganismos. A colonização 

nasofaríngea é um processo dinâmico, com uma marcada competição entre as 

espécies bacterianas e seus sorotipos (Ghaffar et al. 1999, Tano et al. 2000, Uehara et 

al. 2001). A presença de infecções do trato respiratório superior, bem como o uso de 

antimicrobianos, são fatores importantes na alteração desse nicho (Ghaffar et al. 

2002).  Estudos “in vitro” têm evidenciado competição entre o pneumococo e várias 

outras bactérias. Assim, há diminuição do crescimento da Neisseria meningitidis na 

presença do pneumococo. Esse efeito inibitório do S. pneumoniae também tem sido 

observado em relação ao H. influenzae e a Moraxella catarrhalis (Pericone et al. 

2000). A competição natural entre o Staphylococcus aureus e o S. pneumoniae 

contribui para a dinâmica da colonização pneumocócica em crianças (Bogaert et al. 

2004, Regev-Yochay et al. 2004). Bogaert et al. (2004) em estudo com crianças e 

adolescentes (1 a 19 anos) mostraram maior incidência da colonização pneumocócica 

aos três anos (55%), sobretudo com sorotipos contidos na vacina conjugada 7-valente, 

decrescendo até uma estabilização (8%), após a idade de 10 anos, enquanto o pico de 

colonização com o S. aureus acontece aos 11 anos de idade. Em modelos animais, tem 

sido evidenciada competição entre cepas distintas de pneumococos na nasofaringe 

(Lipsitch et al. 2000). 
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A colonização pneumocócica inicia-se precocemente no primeiro ano de vida, 

com um rápido aumento até os dois anos de idade. Condições que levam a 

imunossupressão temporária ou definitiva podem não influenciar as taxas de 

colonização, se a resposta imune local estiver preservada (Kroon et al. 1999, Overturf 

2000). A colonização na nasofaringe é seguida por disseminação horizontal do 

pneumococo por meio de contato interpessoal, e diretamente no meio ambiente, 

levando a uma propagação da bactéria na comunidade (Bogaert et al. 2001, Givon-

Lavi et al. 2002). As crianças exercem papel importante nessa disseminação, atuando 

como transmissores da doença pneumocócica no adulto. Taxas elevadas de 

colonização nasofaríngea do pneumococo em adultos têm sido observadas em 

famílias com grande número de crianças (Hendley et al. 1975). Também, a associação 

entre a aquisição do pneumococo em crianças e o aparecimento de infecções 

pneumocócicas em outros membros da família, tem sido descrita (Sleeman et al. 

2005). As crianças também atuam como vetores da transmissão de pneumococos não 

susceptíveis à penicilina. A seleção de cepas resistentes na nasofaringe é 

provavelmente a principal causa da ocorrência de pneumococos resistentes na 

comunidade (Dagan et al. 1998), e uma dispersão clonal de cepas multi-resistentes 

vem sendo registrada na literatura desde a década de 90 (Davies et al. 1999).  

 

A colonização pelo pneumococo requer aderência ao tecido epitelial do trato 

respiratório. A ligação do pneumococo aos carbohidratos de superfície da célula 

receptora (N-acetil-glicosamina) é mediada por proteínas de superfície associadas à 

parede celular, tais como a PsaA (proteína de superfície adesina A). A PsaA inibe a 

ativação do complemento e por meio de reações fisicoquímicas inespecíficas, facilita  

a aderência às células do hospedeiro (Romero-Steiner et al. 2003). A proteína de 

superfície CbpA (proteína A ligadora da colina), é determinante na interação da 

bactéria com os glicoconjugados receptores da célula alvo, a qual interage diretamente 

com o polímero receptor Ig (imunoglobulina), aumentando a migração através da 

barreira mucosa (Hammerschmidt et al. 1997). Outra enzima pneumocócica, a 

neuraminidase, diminui a viscosidade do muco e favorece a exposição dos 

carbohidratos (N-acetil-glicosamina) da superfície da célula receptora (Tong et al. 

2000).  
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 A cápsula polissacáride que recobre a superfície do pneumococo é altamente 

heterogênea e a diversidade química dos seus carbohidratos caracteriza os 90 

sorotipos de S. pneumoniae já identificados (Henrichsen 1995). A cápsula é o fator 

mais importante de virulência do pneumococo porque protege a bactéria contra a 

fagocitose. Uma expressão reduzida da cápsula favorece o acesso de anticorpos e 

complemento à superfície do pneumococo, aumentando a capacidade de “limpeza” do 

sistema imune (Magee & Yother 2001). A antigenicidade da cápsula é sorotipo 

específico, no entanto reações cruzadas podem ocorrer. Além da cápsula, enzimas 

como hialuronidases, neuraminidases, autolisinas, pneumolisinas e as proteínas de 

superfície associadas à parede celular (PspA e PsaA), estão envolvidas na virulência 

do pneumococo (Lock et al. 1988, McDaniel et al. 1991, Rosenow et al. 1997). Os 

mecanismos responsáveis pela aderência e invasão da mucosa nasofaríngea estão 

diretamente relacionados à estrutura e conformação dos polissacárides capsulares, 

bem como sua expressão ou exposição das proteínas de superfície associadas à parede 

celular, contribuindo para a seleção de sorotipos com maior ou menor habilidade de 

aderência (Kim & Weiser 1998).  

 

 Na história natural da doença pneumocócica, a partir da colonização 

nasofaríngea, a infecção pneumocócica pode progredir para uma infecção respiratória 

ou sistêmica, dependendo dos mecanismos de invasão envolvidos em sua patogênese 

(Obaro & Adegbola 2002). O pneumococo pode alcançar a orelha média e os seios da 

face por contiguidade, causando otite média e sinusite. Também, por mecanismo de 

aspiração da bactéria, o pneumococo pode invadir principalmente os alvéolos 

pulmonares, causando pneumonia, e secundariamente levar a pleurite e pericardite, e 

posteriormente alcançar a corrente sanguínea. Ocorrendo bacteremia por 

disseminação hematogênica, o pneumococo pode alcançar sítios mais distantes, como 

as meninges, ossos e peritôneo, causando meningite, osteomielite/artrite e peritonite, 

além da possibilidade de um quadro séptico (Bogaert et al. 2004a).  

 

A prevalência de sorotipos de pneumococos isolados da nasofaringe varia de 

país para país, grupo etário, e tipo de coorte. Prevalências de colonização 

pneumocócica podem variar de 2 a 86 porcento (Bogaert et al. 2004a). Na Europa a
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distribuição dos sorotipos colonizantes é semelhante à dos EUA, predominando os 

sorotipos 19F, 6B e 23F (Syrogiannopoulos et al. 2002, Bogaert et al. 2001, Syrjanen 

et al. 2001, Yeh et al. 2003). Na Ásia não existe muita variabilidade nos diferentes 

países, predominando os sorogrupos 14, 6 e 19 entre pneumococos isolados da 

nasofaringe de crianças saudáveis (Coles et al. 2001, Parry et al. 2000, Soewignjo et 

al. 2001). No continente Africano, Rusen et al. (1997) encontraram predominância 

dos sorogrupos 13, 14 e 15 no Kênia. Na África do Sul (Mbelle et al. 1999) a 

distribuição dos sorogrupos foi semelhante à distribuição encontrada na Indonésia 

(Soewignjo et al. 2001) e no Kênia, à exceção do sorogrupo 13. Os estudos de 

portador de nasofaringe por pneumococo realizados em população pediátrica, a partir 

da década de 90 na América Latina, encontram-se sumarizados na Tabela 1. Embora 

existam variações de 14 a 69 porcento nas taxas de portador nesses estudos, os 

intervalos de confiança da prevalência da maioria dos resultados são sobreponíveis. 

Observa-se que nos estudos da década de 90 a sorotipagem era pouco realizada. A 

proporção de estudos que realizaram sorotipagem antes e após 2000 foi 

respectivamente, 40% (4/10) e 57% (4/7).  
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Autor/ano País/Local Período              População  

N       idade/anos      elegibilidade 

         Prevalência 

 N       %        (IC95%) 

Sorotipos/sorogrupos 

prevalentes 

Mogdasy et al 1992 Uruguai, Montevideo 85-89 1281          < 5             IRA e saudáveis 294    22,9     (20,7-25,3) 14, 6A, 6B, 9V 

Gatica-Marquina et al 1993 México, Cuernavaca 92   254          < 6             creche e saudáveis 130    51,2     (44,8-57,5)   Não Realizado

Muñoz et al 1994 Colômbia, Bogotá 92-93   200          < 5             creches    92    46,0     (38,9-53,1) Não Realizado 

Trucco et al 1996 Chile, Santiago 94-95   200          ≤ 4             Jardim infância 120    60,2     (52,8-66,8) 6A 

Novales et al 1997 México, Tlaxcal 94   450          ≤ 5             IRA e saudáveis 134    29,7     (25,6-34,2)  6B, 19F, 19A, 14 

Sequeira et al 1997 Argentina, B. Aires 93-95   450          < 5             IRA    105    23,4     (19,5-27,5) Não Realizado 

Leal &Castañeda 1997 Colômbia, Bogotá 93-94   272          < 5             pneumonia   114    42,0     (36,0-48,0)  Não Realizado 

Inostroza et al 1998 Chile, Santiago-Temuco 95-96   299          ≤ 4             creche e saudáveis 149    49,8     (44,0-55,6) 14, 19F, 23F 

Ochoa & Theresa 1998 Peru, Lima 96-97   170          ≤ 2            ambulatório   75    44,0     (36,5-51,9)  Não Realizado 

Peñuela et al 1999 Colômbia, Bogotá 97    98           < 2            creches   68    69,4     (59,3-78,3)  23F, 19F, 6A, 10A 

Ferreira et al 2001 Brasil, São Paulo 97-98   400          < 5            IRA 139    34,8     (30,1-39,6) Não Realizado 

Ribeiro et al. 2001 Brasil, Salvador 2000     44          < 5            saudáveis   30    68,2     (52,4-81,4) Não Realizado 

Rossi et al 2001 Brasil (4 macro-regiões)  99-00 2521          < 5            creches 350    13,9     (12,5-15,3)  Não Realizado 

Rey et al 2002  Brasil, Fortaleza 98   911           <5            pneumonia e creche 499    54,9     (51,6-58,1) 6, 19, 23, 14, 15  

Gómez-Barreto et al 2002 México, México 97-99  378           < 4           creches 178    47,1     (42,0-52,3)      19F/A, 6A/B, 23F, 14, , 15, 9A 

Lucarevschi et al 2003 a Brasil, Taubaté 98  987           < 6           creche e saudáveis 209    21,2     (18,7-23,8)  6A/6B,19F,18C,23F, 9V,14,10A 

Ochoa et al 2005  Peru, Lima 97-03  666           < 2           saudáveis 272    40,8     (37,1-44,7)   19, 6, 23, 15, 14, 9, 33 

IRA: Infecção Respiratória Aguda                                                                                                                                                                                       
a: coleta em orofaringe 

Modificado de Lima 2001 

  Tabela 1.Estudos de prevalência de Streptococcus pneumoniae em nasofaringe de crianças da América Latina  



  

       

Por meio da análise da tabela, é possível concluir que o padrão de sorotipos 

detectados na América Latina (14, 6A, 6B, 19F e 23F) assemelha-se ao padrão de 

sorotipos encontrados em países americanos e europeus. 

 

 As diferenças encontradas nas taxas de colonização entre as diversas 

publicações podem estar refletindo diferenças da idade, região geográfica, condições 

climáticas, condições do hospedeiro, condições sócio-econômicas e mesmo, aspectos 

metodológicos, como tamanho da amostra, local da coleta e população estudada. 

Coletas realizadas em nasofaringe tendem a ser mais efetivas na detecção de 

portadores de pneumococos em crianças do que as coletas em orofaringe (Rapola et 

al. 1997, Yomo et al. 1997, Greenberg et al. 2004). Em indivíduos acima dos 18 anos, 

a coleta em nasofaringe apresenta maior sensibilidade na detecção do pneumococo 

(11,1%), quando comparada à coleta realizada na orofaringe (5,8%). Como esperado, 

a coleta simultânea nesses dois sítios aumenta a acurácia dos resultados, elevando a 

taxa de detecção para 15,2% (Watt et al. 2004).  

 

A relação entre os sorotipos colonizantes e invasivos tem sido bem 

estabelecida com aporte da epidemiologia molecular (Lloyd-Evans et al. 1996, 

Robinson et al. 2001, Andrade et al. 2003, Brueggemann et al. 2003). A distribuição 

de sorotipos colonizantes pode ser utilizada como indicador dos sorotipos de doença 

invasiva, e também do perfil de susceptibilidade antimicrobiana e potencial de 

cobertura vacinal de isolados invasivos (WHO & CDC 1994, Inostroza et al. 1998, 

Scott et al. 1998, Craig et al. 1999, O’Brien & Dagan 2003, Saha et al. 2003, Serrano 

et al. 2004). Nesse sentido, vários estudos têm avaliado a prevalência dos sorotipos de 

S. pneumoniae em nasofaringe, o padrão de susceptibilidade antimicrobiana dos 

isolados e potenciais fatores de risco que favorecem o estado de portador (Marchisio 

et al. 2002, García-Rodriguez & Fresnadillo 2002, Syrogiannopoulos et al. 2000, 

Petrosillo et al. 2002). 
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Fatores de risco associados à colonização da nasofaringe pelo pneumococo 

 

Em crianças saudáveis, raça, aglomeração, fatores ambientais e sócio-

econômicos são determinantes na colonização nasofaríngea do S. pneumoniae. Fatores 

ambientais e sócio-econômicos incluem principalmente o tamanho da família 

(especificamente o número de irmãos), renda familiar e presença de fumantes na casa 

(Principi et al. 1999, Ghaffar et al. 1999, Coles et al. 2001, Petrosillo et al. 2002). 

Creches e berçários são ambientes favoráveis para aquisição de pneumococo na 

nasofaringe, devido ao contato muito próximo e constante entre as crianças (Reichler 

et al. 1992, Bogaert et al. 2001, Petrosillo et al. 2002, Marchisio et al. 2002, Dunais et 

al. 2003, Dagan & O’Brien 2005). Nos locais onde a exposição a creches e berçários 

acontece mais tardiamente, a exposição dentro do ambiente familiar, principalmente 

de crianças maiores de seis meses, reveste-se de maior importância (Leino et al. 

2001). Também, infecções respiratórias virais favorecem a colonização pneumocócica 

(Syrjanen et al. 2001). No entanto, a distribuição dos sorotipos colonizadores não tem 

variado significativamente comparando-se crianças saudáveis que freqüentam creche 

ou não e crianças que apresentam infecções do trato respiratório superior (Syrjanen et 

al. 2001, Marchisio et al. 2003). 

 

  Dentre os fatores associados a cepas colonizadoras resistentes, incluem-se 

idade menor que dois anos e história recente de infecção do trato respiratório superior, 

incluindo otite média, além da exposição a creches e berçários (Craig et al.1999, 

Finkelstein et al. 2003, Regev-Yochay et al. 2003). O uso de antimicrobianos, 

sabidamente associado ao aparecimento de cepas resistentes na doença invasiva, 

também é fator determinante para o aumento de cepas resistentes na nasofaringe 

(Radetsky et al. 1981, Boken et al. 1995, Craig et al. 1999, Ghaffar et al. 2002, 

Petrosillo et al. 2002, Regev-Yochay et al. 2003). Isto ocorre devido à seleção de 

isolados previamente resistentes, que constituem uma população menor na 

nasofaringe, antes do tratamento (Dagan et al. 1998, De Lencastre & Tomasz 2002, 

Kellner & Ford-Jones 1999) e que favorece a disseminação de cepas resistentes na 

comunidade (Craig et al. 1999, Givon-Lavi et al. 2002). Assim, a diminuição do uso 

de penicilinas contribui para a redução da resistência do pneumococo a esse 

antimicrobiano (Livermore 2005).  
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Estudos de vigilância de S. pneumoniae isolados da nasofaringe de crianças 

com infecção respiratória, mostram variações de 19 a 28 porcento de resistência à 

penicilina (García-De-Lomas et al. 2002, Mühlemann et al. 2003). Elevadas taxas de 

portador com alta resistência à penicilina, incluindo cepas multiresistentes, têm sido 

descritas em crianças que freqüentam creche (Boken et al. 1995, Craig et al. 1999). 

Em determinadas regiões da Ásia, encontram-se taxas extremamente elevadas de 

resistência à penicilina (71,5%) em crianças portadoras de pneumococos (Chiou et al. 

1998). Em anos recentes, resultados de vigilância laboratorial têm confirmado a 

tendência de aumento de pneumococos não susceptíveis à penicilina oriundos de 

nasofaringe (Lee et al. 2001, Muhlemann et al. 2003). Na América Latina, assim 

como em outras regiões, são evidentes as variações na prevalência de portadores 

resistentes à penicilina. Na cidade do México, crianças que freqüentavam creches 

apresentaram 49% de pneumococos não susceptíveis à penicilina (Gomez-Barreto et 

al. 2002), enquanto em Lima, Peru, observou-se aumento de 5% em 1997, para 37% 

em 2003 na resistência à penicilina, em menores de dois anos que frequentavam o 

mesmo seviço de saúde, tanto para consultas de rotina, como para as intercorrências 

(Ochoa et al. 2005). No Brasil, estudos sobre a prevalência de pneumococos não 

susceptíveis à penicilina, conduzidos em regiões distintas, mostraram taxas de 9% e 

55% em crianças saudáveis que frequentavam creche, e 16% em crianças com 

rinofaringite (Rossi et al. 2001, Ferreira et al. 2001, Rey et al. 2002).  

 
 

Infecções pneumocócicas invasivas 

 

 A estrutura dos polissacárides capsulares é o fator mais importante de 

virulência do pneumococo e decisivo na seleção de sorotipos invasivos (Henrichsen 

1995, Hausdorff et al. 2000). Localização geográfica, faixa etária, gravidade da 

doença, surtos epidêmicos, são variáveis importantes na distribuição dos sorotipos 

invasivos. Em crianças pequenas, os sorogrupos 14, 6, 19, 18, 23, 9 e 4 são os mais 

freqüentes nos EUA, Canadá, Oceania e Europa (exceção do sorogrupo 4).  Na Ásia, 

África e América Latina os sorogrupos 1, 19, 6, 5, 14 e 23 são os mais frequentes. 

Apesar dessas variações regionais, apenas um pequeno número de sorogrupos é
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responsável pela maioria das doenças invasivas (Hausdorff et al. 2000a). Observa-se 

que os sorotipos 1 e 5 são relativamente freqüentes nas doenças invasivas da Europa, 

Ásia, África e América Latina, incluindo o Brasil, contrastando com a baixa 

freqüência dos mesmos nos EUA, Canadá, Finlândia e Austrália (< 3% de todos os 

isolados invasivos) (Hausdorff et al. 2000a, DiFabio et al. 2001, Hausdorff et al. 2001, 

Lagos et al. 2002, Brandileone et al. 2003). Os sorotipos 1 e 3 predominam em 

neonatos e crianças mais velhas, e também estão associados a quadros de pneumonia 

grave e peritonite. O sorotipo 1 está associado a surtos de pneumonia em adultos 

(Hausdorff et al. 2005). No entanto, existe uma relação inversa entre esta invasividade 

e a frequência desses sorotipos na nasofaringe (Brueggemann et al. 2004). Uma das 

explicações para este fato é que devido à virulência desses sorotipos, eles têm rápida 

passagem pela nasofaringe antes de atingirem a corrente sanguínea (Klein 1995). Em 

pesquisa realizada em diferentes regiões do mundo, os sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 

19F e 23F, estão entre os mais prevalentes em crianças de seis meses a menores de 

dois anos, os quais estão presentes na formulação da vacina conjugada 7-valente. 

Esses sorotipos compreendem também, a maioria dos sorotipos não susceptíveis aos 

antimicrobianos e são freqüentes em indivíduos imunodeprimidos (Hausdorff et al. 

2005).  

 

No Brasil, estudos de vigilância laboratorial mostram predomínio dos 

sorotipos 14, 6B/A e 5 em crianças menores de cinco anos com infecção 

pneumocócica invasiva. Além desses sorotipos, o 18C e 23F são mais freqüentes nas 

meningites, enquanto os sorotipos 1, 19A e 9V, nas pneumonias (Brandileone et al. 

2003). Recente análise desses isolados invasivos observou aumento significativo da 

resistência à penicilina de 15% em 1998, para 27% em 2003 (Brandileone et al. 2005). 

Esse estudo mostrou que apesar da frequência de pneumococos com resistência 

intermediária ser maior do que a alta resistência, o risco de alta resistência foi quatro 

vezes maior em 2003, do que em 1998, enquanto o risco da resistência intermediária 

foi 1,61 vez maior, comparando-se esse mesmo período. O resultado desse estudo 

sinaliza que, atualmente, a resistência à penicilina no Brasil equipara-se à de outros 

países da América Latina, diferentemente de anos anteriores, em que as taxas de 

resistência eram inferiores aos demais países latinoamericanos (Di Fabio et al. 2001). 
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Tipagem molecular 

 

A tipagem molecular é uma caracterização detalhada do microrganismo, que 

utiliza técnicas de biologia molecular para evidenciar uma possível relação genética 

entre os isolados clínicos de uma mesma espécie. Essa área encontra-se em franca 

expansão, pois os resultados obtidos pelas técnicas de tipagem molecular são de 

grande valia para o entendimento das infecções hospitalares. Em estudos de tipagem, 

entende-se por isolado clínico qualquer microrganismo e por cepa o microrganismo já 

caracterizado pelos métodos de tipagem. Um mesmo clone caracteriza cepas de uma 

mesma espécie que possuem as mesmas características genéticas (Tenover et al. 1995, 

Tenover et al. 1997, Sader et al. 1995, Pfaller et al. 2001). 

 

Programas de vigilância epidemiológica também requerem o monitoramento 

da disseminação clonal. O acompanhamento e a avaliação do comportamento de 

determinadas cepas em uma população ao longo do tempo pode ajudar na 

implementação de estratégias que controlem, determinem ou, ao menos, monitorem a 

evolução de cepas bacterianas de importância clínica e o aparecimento de novas 

infecções (Pfaller et al. 2001). A tipagem de patógenos somente deve ser realizada 

quando há objetivos epidemiológicos bem definidos, pois qualquer método pode 

proporcionar resultados conflitantes e de difícil interpretação quando aplicado sem 

uma orientação epidemiológica clara. Também, devido à variabilidade que 

praticamente qualquer método de tipagem pode apresentar, uma comparação entre 

duas ou mais amostras, só deve ser feita quando os procedimentos de tipagem forem 

realizados sob condições idênticas.  

 

As terminologias de caracterização de testes laboratoriais como a 

especificidade e a sensibilidade não se aplicam às técnicas de tipagem molecular; no 

entanto, vários outros critérios são utilizados na caracterização dos métodos de 

tipagem. Esses critérios incluem: tipabilidade, reprodutibilidade, poder 

discriminatório, facilidade de interpretação dos resultados e facilidade de realização 

da técnica (Sader et al. 1995, Farber 1996). A tipabilidade avalia a capacidade do
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método de proporcionar resultados bem definidos para cada isolado clínico. A 

reprodutibilidade refere-se à habilidade da técnica proporcionar resultados idênticos, 

quando o mesmo isolado é avaliado repetidamente. E por fim, o poder discriminatório 

refere-se à capacidade da técnica em diferenciar isolados clínicos não semelhantes 

(cepas diferentes). Na prática, a técnica é considerada estatisticamente útil quando a 

cepa mais comum representa menos que 5% do total da população estudada (Hunter 

1990, Grundmann et al. 1995, Sader et al. 1995). 

 

Várias técnicas que determinam o padrão genotípico de diversos 

microrganismos estão sendo utilizadas e todas elas caracterizam-se por produzirem 

fragmentos de DNA os quais, quando submetidos a algum processo eletroforético, 

produzem um padrão (perfil) migratório característico de uma determinada cepa. Este 

perfil migratório do DNA bacteriano poderá ser visualizado após o gel da eletroforese 

ser corado com brometo de etídio ou outro corante apropriado. 

  

A crescente utilização das técnicas de tipagem molecular nas últimas décadas 

contribuiu muito para minimizar os problemas de tipabilidade e aumentar a 

reprodutibilidade dessas técnicas. Várias delas têm sido aplicadas na epidemiologia do 

S. pneumoniae, como a eletroforese de enzimas multifocais (MLEE), ribotipagem, 

reação de polimerização em cadeia (AP-PCR) e a eletroforese em campo elétrico 

pulsado (PFGE). A MLEE tem sido utilizada para investigar a propagação da 

resistência à penicilina pelo pneumococo, no entanto é uma técnica de difícil 

execução e tende a ser substituída pela eletroforese em campo pulsado. A utilização 

da ribotipagem apresenta menor poder discriminatório, ou seja, menor capacidade em 

diferenciar isolados de pneumococos não relacionados, do que a PFGE. O PCR é uma 

técnica que discrimina se os isolados de pneumococo pertencem ou não à mesma 

cepa, no entanto, apresenta menor reprodutibilidade se comparada com a eletroforese 

em campo pulsado (Hermans et al. 1995, Hall 1998).  A PFGE é uma das técnicas de 

tipagem molecular mais conhecida e utilizada universalmente, principalmente pelo 

alto poder discriminatório e pela aplicabilidade desta técnica à maioria das espécies 

bacterianas (McDougal et al. 1995, Moreno et al. 1995, Doit et al. 1996). A 

caracterização genética de isolados pela eletroforese em campo elétrico pulsado 

baseia-se no número e no tamanho de fragmentos de DNA (bandas), que são 
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separados de acordo com a carga elétrica e o peso molecular. A interpretação dos 

padrões da PFGE é feita visualmente e os critérios foram sistematizados por Tenover 

(Tenover et al. 1995, Tenover et al. 1997).  

 

Intervenções preventivas – vacinas conjugadas pneumocócicas 

 

Os ensaios clínicos randomizados (fase III) são os delineamentos 

classicamente utilizados para avaliação de novas vacinas, e têm por objetivo medir a 

segurança e eficácia da vacina em condições consideradas “ideais” de observação. 

Esses estudos de eficácia são estudos de excelência (padrão-ouro) e subsidiam a 

liberação da vacina para uso comercial. Apesar da credibilidade dos resultados de 

estudos fase III, o impacto da vacinação na redução da doença na população 

certamente será menor que o observado em ensaios conduzidos em condições ideais, 

após a introdução da vacina na rotina dos serviços de saúde. Portanto, esse impacto 

deve ser monitorado, no decorrer do tempo, para avaliar possíveis influências de 

outras variáveis tais como cobertura vacinal, aderência da população, conservação e 

técnica de administração da vacina. Na fase de avaliação do impacto da vacinação 

utilizam-se os estudos observacionais não-randomizados (fase IV), como série de 

casos e estudos tipo caso-controle que, diferentemente dos estudos de eficácia, 

fornecem a efetividade da vacinação (condições programáticas) (Clemens et al. 1996). 

 

Os polissacárides capsulares do pneumococo atuam como antígenos T-

independentes e, portanto, quando administrados sozinhos, não induzem resposta com 

produção de anticorpos em crianças menores de dois anos, pois nesta faixa etária, as 

crianças não apresentam linfócitos B competentes para gerar uma resposta 

imunológica mediada por anticorpos T-dependentes. Nas vacinas conjugadas, o 

acoplamento dos polissacárides à proteína carreadora forma um complexo com novas 

propriedades antigênicas, típicas de antígenos protéicos T-dependentes e ao contrário 

das vacinas polissacárides puras, são altamente imunogênicas em crianças menores de 

dois anos, com indução de memória imunológica (Goldblatt 1998, Ada 2001). As 

vacinas pneumocócicas conjugadas 7-valente (sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 

23F), 9-valente (7-valente + sorotipos 1 e 5) e 11-valente (9-valente + sorotipos 3 e 

7F), cada uma com diferentes proteínas carreadoras, estão em fases distintas de
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avaliação. A eficácia e segurança da vacina 7-valente na redução da doença invasiva 

foi comprovada em ensaios fase III realizados nos EUA, com eficácia de 97,4% (IC 

95% 82,7-99,9), que subsidiaram a liberação da vacina (Prevnar; Wyeth Vaccines) 

pela agência regulatória americana Food and Drug Administration (FDA) para uso 

rotineiro nos EUA, em fevereiro de 2000 (Black et al. 2000). Esta vacina (CRM197) é 

uma mistura de seis polissacárides capsulares purificados e um oligossacáride 

capsular, cada um deles acoplado a uma variante não tóxica da toxina diftérica. 

Posteriormente, outros ensaios clínicos confirmaram a eficácia dessa vacina na 

Finlândia (eficácia na otite média aguda de 50 a 60 porcento) e Alaska (eficácia de 

76,8 a 82,6 porcento) (Eskola et al. 2001, O’Brien et al. 2003). Com a introduçao da 

vacina pneumocócica 7-valente nos EUA, tem ocorrido uma redução significativa da 

infecção pneumocócica em crianças (Whitney et al. 2003). A avaliação da efetividade 

da vacinação após dois anos da sua introdução mostrou taxa de incidência de doença 

pneumocócica invasiva próxima de zero em menores de cinco anos, e redução de 29 

para 19 porcento, dos isolados resistentes à penicilina (Black et al. 2004). Os 

sorotipos contidos nessa vacina são responsáveis por 70 a 90 porcento das doenças 

pneumocócicas invasivas em crianças nos EUA, Canadá, Oceania, África e Europa, e 

70% dos pneumococos que causam otite média aguda nos EUA, Canadá e Europa 

(Hausdorff et al. 2000, Hausdorff et al. 2000a). Atualmente, a vacina 7-valente 

encontra-se liberada para uso comercial em aproximadamente 50 países. Na Inglaterra 

e Países Baixos, estima-se que a vacina poderá prevenir 61% de mortes por doença 

pneumocócica na infância (McIntosh & Booy 2002).  

 

A vacina 9-valente foi recentemente avaliada em ensaio clínico randomizado 

conduzido em Gâmbia, África, no qual se observou 77% de eficácia na proteção de 

infecções pneumocócicas invasivas causadas pelos sorotipos vacinais e 16% na 

mortalidade por doença pneumocócica (Cutts et al. 2005). Essa vacina ainda não foi 

aprovada pela FDA. Outros estudos de eficácia (ensaios fase III) das vacinas 9 e 11 

valente encontram-se em andamento.  

 

No Brasil, a vacina 7-valente foi licenciada para uso comercial em fevereiro de 

2001, mas não foi introduzida na rotina do Programa Nacional de Imunizações (PNI). 

Ela está disponível gratuitamente nos Centros de Referência para Imunobiológicos 
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Especiais (CRIEs), somente para crianças menores de dois anos que apresentem 

determinadas patologias de base que favoreçam o aparecimento da doença 

pneumocócica, portanto, uma utilização ainda muito restrita. Tendo em vista 

resultados de vigilância laboratorial de S. pneumoniae em menores de cinco anos no 

Brasil, estima-se que a vacina 7-valente cobriria 59 a 74 porcento dos sorotipos 

invasivos circulantes no país (Reis et al. 2002, Brandileone et al. 2003). Essa 

cobertura será certamente maior para a vacina 9-valente que incorpora os sorotipos 1 e 

5, altamente prevalentes no Brasil (Di Fabio et al. 2001, Brandileone et al. 2003). 

 

As vacinas conjugadas pneumocócicas reduzem o estado de portador 

nasofaríngeo de sorotipos vacinais, mas por outro lado, podem aumentar a frequência 

de sorotipos não vacinais na nasofaringe (Obaro et al. 1996, Dagan et al. 1996, Dagan 

et al. 1997, Mbelle et al. 1999, Obaro et al. 2000, Dagan et al. 2002). O efeito da 

vacina conjugada na redução de portador de sorotipos vacinais e de sorotipos 

resistentes à penicilina na infância tem sido avaliado por recentes ensaios clínicos fase 

III. Na Tabela 2 calculamos a eficácia da vacina para cada um dos estudos, utilizando 

as taxas de colonização nasofaríngea e as estimativas de risco fornecidas pelos ensaios 

clínicos. Embora a eficácia na redução de portador não seja tão expressiva quanto na 

redução da doença invasiva, observam-se variações de zero até 68 porcento. A vacina 

reduziu a colonização pneumocócica na nasofaringe, inclusive de cepas resistentes 

que são comuns entre os sorotipos vacinais, induzindo imunidade de grupo, por 

diminuição da transmissão dessas cepas na comunidade (Dagan et al. 2003, 

Finkelstein et al. 2003, Pelton et al. 2003). Givon-Lavi e colaboradores (2003) 

mostraram diminuição de 13% na taxa de colonização em irmãos de crianças 

vacinadas com a vacina 9-valente, bem como de portador de pneumococos não 

susceptíveis à penicilina. Em Israel, a vacina conjugada 9-valente reduziu a taxa de 

colonização de pneumococos não susceptíveis à penicilina, mas aumentou a 

colonização com sorotipos não contidos na vacina, que eram susceptíveis à penicilina. 

Assim, o estado de portador de pneumococos resistentes manteve-se reduzido (Dagan 

et al. 2003). Por outro lado, em Portugal, a vacina 7-valente reduziu a colonização 

com sorotipos resistentes à penicilina, mas os sorotipos não vacinais emergentes 

adquiriram resistência, não havendo redução significativa do estado de portador de 

pneumococos não susceptíveis à penicilina, com o uso da vacina isoladamente
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(Frazão et al. 2005). Observa-se também, que as diferenças na eficácia estão na 

dependência das variações de faixa etária, com maior impacto da vacina no estado de 

portador do pneumococos em menores de dois anos, especialmente em menores de 12 

meses (Dagan et al. 1996, Mbelle et al. 1999). Além disso, o tamanho da amostra 

envolvida no estudo e as taxas de colonização no cenário epidemiológico local 

interferem nos resultados (Yeh et al. 2003, Lakshman et al. 2003).  

 

Tabela 2. Ensaios clínicos fase III do efeito das vacinas pneumocócicas conjugadas na 

redução de portador nasofaríngeo.  

Autor/ano/país População 

 alvo 

Vacina 

utilizada

Tempo 

seguimento 

Sorotipos   Eficácia

 

Dagan et al./1996/Israel 12-18 meses, 

saudáveis 

7-valente 1 ano 

 

vacinais           49% 

NSP                 68%

Mbelle et al./1999/África do Sul <1 ano, 

saudáveis 

9-valente 9 meses 

 

vacinais           51% 

NSP                50% 

Dagan et al/2002/Israel 1 a <3 anos, 

saudáveis 

9-valente 2 anos vacinais           39% 

 

Dagan et al./2003/Israel 1 a <3 anos, 

saudáveis 

9-valente 2 anos NSP                24% 

Yeh et al./2003/USA <1 ano, 

saudáveis 

7-valente 1 ano vacinais        ≅ zero 

Lakshman et al./2003/Reino Unido 2-5 anos, 

saudáveis 

7-valente 2 anos vacinais        ≅ zero 

Givon-Lavi et al./2003/Israel 12-35 meses, 

saudáveis 

9-valente 2 anos vacinais          39% 

NSP                22% 

Veenhoven et al./2004/Holanda 12-24 meses, 

otite média 

7-valente 7 meses vacinais          14% 

Frazão et al./2005/Lisboa  6 meses-6 anos 

saudáveis 

7-valente 15 meses NSP            ≅ zero 

 

  NSP: não susceptíveis à penicilina 
 

 

 

O impacto da vacinação 7-valente na doença pneumocócica invasiva, onde a 

imunização já foi introduzida de forma rotineira, foi demonstrado pela redução da 

incidência de infecções causadas por sorogrupos contidos na vacina, 

concomitantemente com o aumento da proporção de casos por sorogrupos não 
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contidos na vacina, geralmente de evolução mais grave (Kaplan et al. 2004, Byington  

et al. 2005). Quanto ao estado de portador, Huang et al (2005) mostraram redução de 

38,8% na colonização da nasofaringe com sorotipos contidos na vacina 7-valente 

entre 2001 e 2004. No entanto, aumentou 61,8% a colonização com sorotipos não 

vacinais no mesmo período, o que manteve o estado de portador do pneumococo 

inalterado. Da mesma forma, a taxa de colonização de isolados não susceptíveis à 

penicilina foi similar em 2001 e em 2004. Também no Alaska, após a introdução 

rotineira da vacina 7-valente, nenhum impacto foi observado sobre o estado de 

portador de pneumococos resistentes (Moore et al. 2004). 

   

No Brasil, estudos sobre o potencial de cobertura de sorotipos vacinais 

isolados de nasofarínge são escassos. Em Taubaté, São Paulo, estudo realizado em 

orofaringe de crianças menores de seis anos mostrou que 63% dos sorotipos de 

pneumococos estavam contidos na formulação da vacina heptavalente (Lucarevschi et 

al. 2003), enquanto em Goiânia, Goiás, a cobertura vacinal para pneumococos de 

nasofaringe foi estimada em 53%, em crianças menores de cinco anos (Lima 2001).  

 

 

Novas vacinas candidatas 

 

Outra possibilidade no desenvolvimento de vacinas pneumocócicas é o uso das 

proteínas de superfície da parede celular. Espera-se que com o desenvolvimento 

dessas vacinas proteicas, algumas vantagens sejam alcançadas: (i) acessibilidade 

econômica, inclusive para países em desenvolvimento; (ii) indução de proteção 

efetiva para todos os grupos etários e; (iii) ampla proteção sorotipo-independente, 

devido à utilização de proteínas conservadas na composição destas vacinas. São 

quatro, as proteínas com potencial para uso em vacinas: PspA, pneumolisina, PsaA e a 

proteína de superfície C (PspC) (Briles et al. 2000). A maioria dos estudos com essas 

proteínas são experimentais (Briles et al. 1997, Briles et al. 2000a, Arulanandam et al. 

2001, Johnson et al. 2002, Romero-Steiner et al. 2003, Ogunniyi et al. 2000, Garcia-

Suarez et al. 2004).  
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Estudos em animais utilizando-se a PspA, mostraram um efeito protetor contra 

a infecção invasiva e em menor extensão, contra o estado de portador (Briles et al. 

1996, Arulanandam et al.2001). Um ensaio clínico fase I, com uma variante da PspA  

recombinante, mostrou que o soro imune foi capaz de proteger camundongos de 

infecção fatal por pneumococo, através de ampla reação cruzada à moléculas 

heterólogas de PspA (Briles et al. 2000b).  

 

 De acordo com a diversidade genética dos pneumococos, tem sido possível 

classificar as PspA em 3 famílias. As famílias 1 e 2 incluem mais de 98% das 

moléculas de PspA (Hollingshead et al. 2000). Estudos realizados sobre tipagem de 

PspA mostram que a distribuição dos isolados de pneumococos entre PspA das 

famílias 1 e 2 é semelhante na América do Norte, Europa e América do Sul, inclusive 

no Brasil (Hollingshead et al. 2000, Vela Coral et al. 2001, Brandileone et al. 2004, 

Mollerach et al. 2004, Baril et al. 2004, Payne et al. 2005). Dessa forma, uma vacina 

candidata incluindo essas duas famílias, poderia cobrir com igual efetividade, isolados 

destas diferentes regiões geográficas.  
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2. Justificativa 

 

Em estudo anterior foi implementada a vigilância dos casos de meningite 

bacteriana no município de Goiânia com objetivo de aumentar a acurácia do 

diagnóstico laboratorial das meningites na infância. Para tanto, foram preconizadas as 

coletas simultâneas de líquor, sangue e swab nos casos de meningite bacteriana (Laval 

2003). Assim, com o aporte da epidemiologia molecular, mostramos a relação 

genética entre cepas de pneumococos de nasofaringe e líquor, reforçando o papel da 

colonização nasofaríngea no desenvolvimento da doença invasiva (Andrade et al. 

2003). Adicionalmente, vários estudos sustentam a viabilidade de utilizar taxas de 

resistência de pneumococo à penicilina em nasofaringe, para monitoramento das taxas 

de resistência de pneumococos invasivos (Gray et al. 1980, Mastro et al. 1993, Smith 

et al. 1993, Lehmann et al. 1997, Kellner et al. 1998). Dentre as meningites 

bacterianas, a pneumocócica foi a mais prevalente em Goiânia, seguida das 

meningites por N. meningitidis e H. influenzae. Observou-se que em uma das crianças 

com meningite pneumocócica, os isolados de líquor e sangue apresentavam sorotipos 

diferentes e padrões semelhantes de susceptibilidade à penicilina, sinalizando a 

necessidade de futuras investigações para elucidação do parentesco genético desses 

isolados (Laval 2003).   

 

Neste cenário, sem dúvida, faz-se necessário o monitoramento do estado de 

portador nasofaríngeo do pneumococo, como sentinela para a susceptibilidade às 

penicilinas, especialmente mediante as dificuldades inerentes ao isolamento do 

pneumococo em doenças sistêmicas. Além disso, uma vigilância permanente da 

distribuição dos sorotipos colonizantes, fornecerá uma linha de base importante para 

avaliações futuras do impacto da vacina conjugada pneumocócica no cenário 

epidemiológico local (Laval et al. 2006).  

 

Vários estudos vêm sendo conduzidos nesse contexto de vigilância do S. 

pneumoniae e também do H. influenzae em população pediátrica de Goiânia, desde 

2000 (Lima 2001, Andrade 2002, Andrade et al. 2004, Simões et al. 2004, Andrade et 

al. 2004a, Andrade & Martelli 2005). Dentre eles, inclui-se também uma revisão que  
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aborda as meningites bacterianas na era das vacinas conjugadas (Laval et al. 2003) e a 

relação genética entre isolados colonizantes e invasivos de crianças com meningite 

pneumocócica (Andrade et al. 2003), ambos produtos de minha dissertação de 

Mestrado. Esta tese soma-se a este elenco de pesquisas, conduzidas no intuito de 

aprofundar a análise dos isolados de pneumococos da nasofaringe, do estudo de 

vigilância. Incorpora também o racional da epidemiologia molecular na investigação 

de parentesco genético de pneumococos invasivos, igualmente fruto dos resultados da 

vigilância do S. pneumoniae em Goiânia. A tese inclui revisão da literatura sobre o 

tema, descrição da metodologia e resultados. A discussão é contemplada nas 

respectivas publicações (Laval et al. 2006, Andrade et al. 2004a), produtos desta 

investigação, anexados ao final da tese. 
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3. Objetivos 

 
 

• determinar a freqüência dos sorotipos e a potencial cobertura das vacinas 

conjugadas pneumocócicas 7, 9 e 11 valente em relação aos sorotipos de 

pneumococos colonizantes e invasivos; 

 

• avaliar potenciais fatores de risco associados ao estado de portador de 

pneumococo na nasofaringe; 

 

• comparar a resistência à penicilina entre pneumococos isolados de 

nasofaringe e aqueles de doenças invasivas; 

 

• analisar o parentesco genético de isolado de S. pneumoniae de líquor e de 

sangue de uma mesma criança com quadro de meningite. 
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4. Material e Métodos 
 

População e área de estudo 

 

Esta investigação foi conduzida na estrutura de um sistema de vigilância de S. 

pneumoniae, de maio de 2000 a agosto de 2001, compreendendo dois períodos de 

inverno, com participação de vinte grandes hospitais pediátricos do município de 

Goiânia (Anexo1). A população do estudo é constituída de crianças menores de cinco 

anos, estimada em 90.720 (IBGE 2002). Crianças com diagnóstico de infecção 

respiratória aguda (IRA) (n=135), pneumonia (n=134) (WHO 1999) e meningite 

(n=77) (WHO 1999a), foram recrutadas consecutivamente, de segunda a sexta-feira 

nos hospitais pediátricos de Goiânia. Na comunidade, selecionaram-se 302 crianças 

sem história de hospitalização nos últimos seis meses e que freqüentavam os mesmos 

serviços de saúde das crianças hospitalizadas. O total de 648 crianças foi calculado 

para se estimar uma prevalência de portador do S. pneumoniae de pelo menos 30%, 

com erro de 5%, e resistência à penicilina de 20% (DiFabio et al. 2001, Brandileone et 

al. 1998).  

 

Características demográficas, clínicas e potenciais fatores de risco para 

portador, foram obtidos por questionário que incluiu informações sobre data de 

nascimento, sexo, idade em que a criança recebeu outro tipo de leite, diferente do leite 

materno, presença de doenças respiratórias (gripe, amigdalite e otite) nos últimos 60 

dias, uso de antimicrobianos nos últimos três meses, freqüência a berçários e/ou 

creches, grau de escolaridade da mãe, presença de fumantes no domicílio, número de 

cômodos na casa, número de pessoas dormindo na mesma cama, número e idade das 

pessoas que habitavam o mesmo domicílio da criança. É importante salientar que 

nenhuma criança participante do estudo recebeu a vacina conjugada 7-valente 

(Prevenar ®). 

 

O protocolo da investigação foi aprovado pelo Comitê de Ética Regional do 

Hospital das Clínicas da UFG e pelo Conselho Nacional de Ensino e Pesquisa 

(CONEP) atendendo a resolução 196/96 (Anexo 2). Consentimento livre e esclarecido  
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foi obtido dos responsáveis pela criança, que forneceram autorização por escrito para 

participação de seus filhos. 

 

 

Coleta de swabs de nasofaringe e transporte 

 

Os procedimentos da coleta de swab de nasofaringe, isolamento e identificação 

bacteriana e a caracterização fenotípica dos isolados, foram realizados de acordo com 

as diretrizes estabelecidas recentemente, por um grupo de trabalho designado pela 

Organização Mundial da Saúde/WHO (O′Brien & Nohynek 2003). Swabs de 

nasofaringe foram coletados de cada criança, por meio da introdução de transwab 

ultrafino, flexível, à aproximadamente 2/3 da distância entre o nariz e o lóbulo da 

orelha, na direção horizontal. Ao encontrar resistência na parede posterior da 

nasofaringe, foram realizados movimentos rotatórios de 180 graus. Os transwabs 

foram acondicionados no meio modificado de Stuart para transporte (Medical Wire & 

Equipament Corsham, UK) e enviados para o Laboratório de Bacteriologia do 

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás. As 

amostras foram processadas no mesmo dia, em média 6 horas após a coleta. 

 

 

Isolamento e identificação bacteriana  

                     

           Os swabs foram semeados em ágar sangue-2 (Difco) contendo 5% de sangue 

de carneiro e suplementado com 5µg/mL de gentamicina (Sigma) para pesquisa de S. 

pneumoniae.  As placas foram incubadas em jarra de anaerobiose, com tensão de CO2 

de 5 a 10 porcento, obtida com chama de vela, a 37°C por 24 a 48 horas (WHO & 

CDC 1994). As colônias com características de S. pneumoniae foram submetidas à 

coloração de Gram. Após visualização microscópica de cocos Gram-positivos aos 

pares, de forma lanceolada ou em cadeias curtas e às vezes um halo refringente ao 

redor dos cocos, duas a três colônias eram semeadas em ágar chocolate suplementado 

com 10% de sangue de cavalo. As placas eram incubadas novamente em 

microaerofilia, a 37°C por 24 horas. As colônias foram identificadas pelo teste de
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susceptibilidade a optoquina (etil-hidrocupreína hidroclorídrica – Cecon), com halo de 

inibição ≥ 14 mm, que permitiu uma identificação presuntiva, com uma sensibilidade 

maior que 95% (Yagupsky et al. 1998), oxacilina e solubilidade em bile (Ruoffs et al. 

1995), nos casos de susceptibilidade indeterminada a optoquina (halo de inibição de 

7-13 mm). 

 

Caracterização fenotípica dos isolados colonizadores 

 A sorotipagem foi realizada pela reação de Quellung com antisoros específicos 

produzidos pelo Statens Seruminstitute (Copenhagen, Denmark), de acordo com as 

recomendações do fabricante (Sorensen 1993). Os antisoros incluíram 90 a 95 

porcento dos sorotipos mais freqüentes em infecções em crianças. Os pneumococos 

foram submetidos a um “pool” de nove sorotipos polivalentes de A a I, sendo que 

cada um dos 83 tipos resulta em reação capsular com um destes “pools”.  A partir do 

resultado da aglutinação, as cepas foram testadas com outros antisoros, para a 

determinação de grupos e tipos. As bactérias isoladas foram armazenadas em leite 

desnatado a -20°C e/ou liofilizadas. Susceptibilidade à penicilina e a outros 

antimicrobianos foi determinada pelo E-test (AB Biodisk, Sweden) e seguiu as 

normas do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS 2004), 

utilizando os resultados do MIC (Concentração Inibitória Mínima). Para interpretação 

da susceptibilidade à penicilina, foram utilizados os seguintes pontos de corte: 

MIC<0,06µg/mL, susceptível; MIC>0,06µg/mL e ≤1,00µg/mL, intermediário; e 

MIC≥2,00µg/mL, alta resistência. A sorotipagem e a determinação da 

susceptibilidade à penicilina por microdiluição foram realizadas no Instituto Adolfo 

Lutz em São Paulo. 

 

Caracterização genotípica de isolados de líquor e sangue 

Em estudo anterior de vigilância de pneumococo em menores de cinco anos 

conduzido em Goiânia (Laval 2003), identificamos uma criança com meningite, na 

qual isolou-se pneumococo no sangue e liquor, porém com distintos sorotipos. No
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presente estudo procedeu-se a tipagem genética dos pneumococos do sangue e do 

líquor da criança com meningite, por eletroforese em campo pulsado (PFGE). Neste 

método de análise do DNA genômico, utilizam-se enzimas de restrição (SmaI) com 

poucos sítios de clivagem, resultando em um menor número de fragmentos de DNA. 

Estes fragmentos (bandas) são separados em eletroforese de campo elétrico pulsado, 

de acordo com a carga elétrica e peso molecular. Esta etapa da investigação foi 

concluída no Instituto Adolfo Lutz em São Paulo, por um dos investigadores do 

projeto. As cepas de S. pneumoniae foram repicadas em ágar sangue e incubadas em 

estufa de CO2 (5 a 10 porcento) por 18 horas. Em seguida, obteve-se uma suspensão 

bacteriana de 109 células/mL e os blocos preparados com agarose de baixo ponto de 

fusão. Após a solidificação, foram incubados em tampão de lise (1M NaCl; 100mM 

EDTA; 6mM Tris-HCl; 0,5% polioxietileno cetil éter; 0,5% desoxicolato de sódio; 

0,5% N-lauril sarcosima; pH 7,6) contendo lisozima (1mg/mL) e 50µg de RNase a 

37oC por 5 horas. Posteriormente, foram incubados em tampão ES (0,5M EDTA; N-

lauril sarcosima; pH 8,5) suplementados com 100µg de proteinase K a 50oC por 18 

horas. Os blocos foram lavados com tampão TE (10mM Tris-HCl; 1mM EDTA; pH 

7,6) a temperatura ambiente por 30 minutos, cinco vezes. Os blocos de agarose, 

contendo o DNA, foram incubados em tampão da enzima por 20 minutos e 

posteriormente o DNA foi digerido com 15U da enzima SmaI à temperatura ambiente 

por 18 horas. Os blocos foram colocados nos orifícios do gel de agarose a 1% e a 

eletroforese foi realizada com tampão Tris-borato EDTA (TBE) empregando o 

equipamento CHEF-DR II (Bio-Rad), à temperatura de 14oC durante 23 horas, em 

campo elétrico de 6v/cm com pulsos de 1 a 30 segundos. O gel foi corado com 

brometo de etídio a 0,5mg/L durante 50 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e 

fotografado (Soares et al. 1993).  
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Análise de dados 

 

Processamento e análise de dados foram realizados pelo pacote estatístico 

EpiInfo, versão 6,04 (Dean et al. 1994) e SPSS (versão 10,0; SPSS Inc., Chicago, 

Illinois). Teste qui-quadrado foi utilizado para avaliar diferenças entre proporções e o 

teste t de Student para avaliar diferenças entre médias. Estimativas de risco obtidas 

por Odds Ratio (OR) e respectivos intervalos de 95% de confiança (IC 95%) foram 

calculados. Valores de p menores de 5% e IC 95% não sobreponíveis foram 

considerados estatisticamente significantes. 

 

Portador nasofaríngeo de S. pneumoniae foi calculado como a razão entre o 

número de pneumococos isolados na nasofaringe pelo número de swabs coletados. A 

prevalência de portador não-susceptível à penicilina foi avaliada utilizando como 

numerador, isolados com susceptibilidade intermediária (0,06 µg/mL < MIC ≤ 1,00 

µg/mL) e/ou alta resistência (MIC ≥ 2,00 µg/mL) e como denominador o número de 

pneumococos isolados.  

 

Com a finalidade de se comparar resistência de isolados colonizadores com 

resistência de isolados de doença invasiva, foram selecionados 125 isolados invasivos, 

recuperados de líquor de crianças com meningite pneumocócica de hospitais 

pediátricos de Goiânia, pareados por idade e período de coleta. Para a seleção desses 

isolados invasivos utilizou-se a base de dados/bacterioteca do Instituto Adolfo Lutz – 

São Paulo, que representa o Laboratório Nacional de Referência de S. pneumoniae no 

país, e onde os isolados encontram-se armazenados. A concordância entre os sorotipos 

incluídos na formulação das vacinas conjugadas e aqueles encontrados na nasofaringe 

e em fluidos estéreis das crianças com doença invasiva pneumocócica foi usada como 

um indicador de sorotipos cobertos pelas vacinas conjugadas 7, 9 e 11 valente. 

 

Variáveis potencialmente associadas à colonização nasofaríngea foram 

inicialmente avaliadas por análise univariada. Posteriormente, as variáveis que 

apresentaram valores de p<0,10 no processo de regressão logística com teste de Wald,  
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foram incluídas em modelo de análise multivariada, para controlar possíveis variáveis 

de confusão (Hosmer & Lemeshow 2000).  

 

          Para a interpretação dos padrões da PFGE dos isolados invasivos da criança 

com meningite pneumocócica utilizou-se os critérios propostos por Tenover (Tenover 

et al. 1995, Tenover et al. 1997): (i) cepas geneticamente indistinguíveis, se os 

isolados apresentaram padrão de restrição com o mesmo número e tamanho de 

fragmentos (bandas) de DNA. A interpretação epidemiológica é de que os isolados 

representam a mesma cepa; (ii) cepas provavelmente relacionadas, quando os isolados 

apresentaram duas ou três bandas diferentes no padrão da PFGE, resultante de um 

único evento genético; (iii) cepas possivelmente relacionadas, quando os isolados 

apresentaram de quatro a seis bandas diferentes no padrão da PFGE, consistentes com 

dois eventos genéticos independentes. Nesta situação os isolados podem pertencer a 

uma mesma linhagem genética, não sendo provavelmente relacionados; (iv) cepas não 

relacionadas, quando os isolados apresentaram mais de seis bandas diferentes no 

padrão da PFGE, consistentes com três ou mais eventos genéticos independentes. Os 

eventos genéticos aqui referidos podem ser de mutação com adição ou perda de um 

sítio de restrição, ou de inserção ou deleção de DNA, estes não contendo sítios de 

restrição. O padrão de restrição do DNA de isolados foram designados com letras, A, 

B, C, etc, cada uma referente a um perfil específico de restrição enzimática. O perfil 

de isolados geneticamente indistinguíveis foi designado com letras iguais. Cepas 

provavelmente e possivelmente relacionadas geneticamente foram designadas com 

letras iguais acrescidas de um número, A1 A2, B1 B2, C1 C2, etc. Os padrões 

referentes aos isolados não relacionados foram designados com letras diferentes. Estes 

critérios nortearam a análise de parentesco entre cepas coletadas de líquor e sangue de 

uma criança com meningite. 

31



  

  

5. Resultados 
 

 

 A Tabela 3 mostra as características das 648 crianças que participaram do 

estudo. Destas, 53% eram do sexo masculino, sendo que 93% na faixa etária de dois 

meses a menores de dois anos de idade. Quarenta e sete porcento das crianças eram 

saudáveis, enquanto 20,8%, 20,6% e 11,9% apresentavam infecção respiratória aguda 

(IRA), pneumonia e meningite, respectivamente. Das 77 crianças com meningite, 

48,1% eram menores de um ano e 61%, menores de dois anos. Aproximadamente 

64% do total das crianças, referiam ter apresentado sintomas de resfriado, amigdalite 

ou otite. Vinte e quatro porcento destas crianças tinham história de uso de 

antimicrobiano nos três meses anteriores à sua entrada no estudo, principalmente ß-

lactâmicos (amoxicilina-clavulanato), com uma diferença estatisticamente significante 

entre crianças saudáveis (10,7%, IC 95% 7,4-14,8) e aquelas com co-morbidade 

(37,6%, IC 95% 32,1-43,3). Uma pequena proporção de crianças (5,4%) frequentava 

creches e/ou berçários. Cinqüenta e um porcento dos pais residiam em casa própria e 

aproximadamente 70% das mães não completaram o ensino fundamental.   
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 Tabela 3. Características das 648 crianças com swabs coletados de 

nasofaringe em Goiânia – Go, Maio/2000-Agosto/2001 

Características N° de crianças (%) 

Idade – meses  

     2-11     292 (45,1) 

   12-23     309 (47,7) 

   24-59       47 (  7,2) 

Sexo masculino     345 (53,2)  

Co-morbidade  

    Ausência     302 (46,6) 

    Pneumonia     134 (20,7) 

    Meningites       77 (11,9) 

    Infecção Respiratória Aguda     135 (20,8) 

Aleitamento exclusivo 

   < 1 mês 

   1-3 meses 

   > 3 meses 

 

      72 (11,2) 

    206 (32,1) 

    363 (56,7) 

Resfriado prévio (60 dias)     212 (35,7) 

Amigdalite prévia (60 dias)     101 (16,7)  

Otite prévia (60 dias)       69 (11,3) 

Antimicrobiano nos últimos 3 meses      146 (24,5) 

Creche e/ ou berçário                                                      34 (  5,4) 

Escolaridade materna ≤ 1° grau        430 (69,2) 

Fumantes na casa       191 (30,6) 

Casa própria 

No de cômodos (média ± dp) 

     319 (51,6) 

     (4,7 ± 2,0) 

Crianças < 5 anos na casa (média ± dp)      (1,5 ± 0,8) 

Crianças < 2 anos na casa (média ± dp)      (1,1 ± 0,2) 

Pessoas na casa (média ± dp)      (4,6 ± 1,7) 

Pessoas na mesma cama (média ± dp)      (1,5 ± 0,8) 

Pessoas no mesmo quarto (média ± dp)      (3,1 ± 1,0) 
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 A prevalência do estado de portador de S. pneumoniae neste estudo, foi de 

35,8%, sendo maior entre crianças saudáveis (41,4%), quando comparada àquelas 

com co-morbidade (30,9%) (p<0,05).  A média de idade dos portadores foi de 14,1 ± 

9,7 meses e dos não portadores, de 13,6 ± 9,5, não havendo diferença estatística. A 

prevalência de pneumococos não susceptíveis à penicilina (SpNP) de acordo com 

resultados do MIC (concentração inibitória mínima), foi 19,8% (Tabela 4), não 

havendo diferença estatística entre crianças saudáveis (20,9%) e crianças com 

infecção respiratória aguda (18,7%) (p>0,05).  

 
 
 

Tabela 4. Streptococcus pneumoniae recuperados da nasofaringe de 648 crianças      

Pneumococos isolados Número/ Total  %  IC 95% 

Portador nasofaríngeo     232 / 648 35,8 32,1-39,6 

Portador SpNP a     45 / 227 b 19,8 14,8-25,6 
  SpNP – pneumococos não susceptíveis à penicilina 
    a 14, 6B, 19F, 23F, 19A, 23B 

              b número de pneumococos isolados da nasofaringe com análise de susceptibilidade à penicilina   

   

De 44 pneumococos sorotipados e não susceptíveis à penicilina apenas dois 

(4,5%) apresentaram MIC acima de 1,00 µg/mL portanto, alta resistência (sorotipos 

14 e 6B) (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Distribuição dos sorotipos de pneumococos de acordo com o 

 perfil de susceptibilidade à penicilina 

    MIC a (µg/mL)                     Sorotipos (n) 

0,06 – 1,00 b 6B (14), 14 (16), 19F (4), 23F (5), 19A (3) 

≥2,00 c 14 (1), 6B (1) 
        a: Concentração Inibitória Mínima  
        b: resistência intermediária 
        c: alta resistência  

  

Os sorotipos mais prevalentes foram o 14, 6B, 6A, 19F, 10A, 23F e 18C, 

portanto cinco deles contidos na formulação da vacina conjugada 7-valente. Sorotipos 

4 e 9V foram pouco freqüentes. Os sorotipos 1 e 5 foram raramente isolados da 
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nasofaringe, respectivamente 0,5% e 0,9%, no entanto, foram respectivamente, o 

décimo terceiro (0,8%) e o quinto (5,6%) sorotipo mais freqüente em fluidos estéreis 

de crianças com infecção pneumocócica invasiva. Entre os 125 isolados de doença 

invasiva, 19,2% (IC 95% 12,7-27,2) foram não susceptíveis à penicilina. Os sorotipos 

resistentes (6B, 14, 19F, 19A, 23B e 23F) foram os mesmos tanto para portador como 

para doença invasiva, com predomínio do 6B e 14 (63,7% em nasofaringe e 70,8% em 

fluidos estéreis) (Tabela 6). 
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Tabela 6. Sorotipos mais frequentes do Streptococcus pneumoniae em nasofaringe 

 e doença invasiva.  

Isolados de nasofaringe=222 a Isolados de doença invasiva=125  

Sorotipos  No. ( %)  SpNP=44 

No. (%)  

Sorotipos  No. ( %)  SpNP = 24  

No. (%)  

14  33 (14,9)   12 (27,3)  14  26  (20,8) 9 (37,5)  

6B  29 (13,1)   16 (36,4)  6B  18  (14,4) 8 (33,3)  

6A  24 (10,8)  -  18C  14  (11,2) -  

19F  19 (8,6)  6 (13,6) 19F  10  (8,0)  3 (12,5)  

10A  15 (6,8)  -  5   7  (5,6)  -  

23F  

18C  

14 (6,3)  

 11 (5,0)  

6 (13,6)  

-  

23F  

4  

 6  

 5  

(4,8)  

(4,0)  

2  (8,3)  

- 

19A  10 (4,5)  3  (6,8)  6A   5  (4,0)  -  

9N   9  (4,0)  -  9V   4  (3,2)  -  

18A 

9V  

 9  (4,0)  

 8  (3,6)  

-  

-  

18B  

9N  

 4  

 3  

(3,2)  

(2,4)  

-  

-  

11A   6  (2,7)  -  10A   3  (2,4)  -  

15B  

7F  

3  

23A  

4  

 6  (2,7)  

 5  (2,3)  

 3  (1,3)  

 3  (1,3)  

 2  (0,9)  

-  

-  

-  

-  

-  

19A  

7C  

7F  

8  

12F  

 3  

 2  

 2  

 2  

 2  

(2,4)  

(1,6)  

(1,6)  

(1,6)  

(1,6)  

1  (4,2)  

-  

-  

-  

- 

5  2  (0,9) - Outros d  9 (7,2) 1  (4,2) c

12  2  (0,9) -     

18B  2  (0,9) -     

22F  2  (0,9) -     

Outros b  8  (3,6) 1 (2,3) c     

SpNP: pneumococos não susceptíveis à penicilina 
a  pneumococos  com determinação dos sorotipos
b 

sorotipos 1, 7B, 7C, 8, 10F, 11, 22, 23B  
c 
sorotipos 23B  

d 
sorotipos 1, 15B, 17F, 18A, 18F, 23B, 27, 28A, 34 
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O potencial de cobertura dos sorotipos vacinais de portador com as vacinas 

conjugadas 7, 9 e 11 valente foi 52,2%, 53,6% e 57,2%, respectivamente, não havendo 

diferença estatística (p>0,05). Os sorotipos de doença invasiva apresentaram cobertura 

semelhante à dos sorotipos colonizantes com a vacina 7-valente, no entanto, com as 

vacinas 9 e 11-valente a cobertura de sorotipos de portador foi estatisticamente menor 

do que a cobertura de sorotipos invasivos (Tabela 7). Em relação aos sorotipos não 

susceptíveis à penicilina, 34,5%, 33,6% e 31,5% estavam contidos na formulação das 

vacinas conjugadas 7, 9 e 11-valente, respectivamente, portanto não apresentando 

diferença estatística. A cobertura vacinal de cepas de portador resistentes à penicilina 

com a 7-valente (34,5% IC 95% 25,9-43,9) não foi estatisticamente diferente da 

cobertura vacinal de isolados invasivos (28,2% IC 95% 18,6-39,5).  

 

Tabela 7. Streptococcus pneumoniae identificados em nasofaringe e em doença 

invasiva  

Sorotipos vacinais a Isolados nasofaringe Isolados invasivos 

 N=222     %  (IC 95%) N=125 %  (IC 95%) 

7-valente 
b 
 116    52,2  (45,5-59,0) e 78    62,4  (53,3-70,9) e 

9-valente 
c 
 119    53,6    (46,8-60,3) f

 
 86    68,8  (59,9-76,8) f 

11-valente 
d 
 127  57,2    (50,4-63,8) g 

 
 87    69,6  (60,7-77,5) g 

a 
concordância entre sorotipos inclusos na  respectiva formulação das vacinas e aqueles encontrados em 

  nasofaringe e em fluidos estéreis  
b 
4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F  

c 
sorotipos 7-valente + sorotipos 1 e 5  

d 
sorotipos 9-valente + sorotipos 3 e 7F  

e 
P =0,06  

f 
P <0,05  

g 
P <0,05  
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 Escolaridade materna ≤ 1° grau (OR=1,5; IC 95% 1,0-2,2) e criança sem co-

morbidade (OR=1,5; IC 95% 1,1-1,5) estiveram associados ao estado de portador 

(p<0,05), em análise multivariada (Tabela 8). O uso de antimicrobiano nos últimos 

três meses que antecederam ao estudo, foi fator protetor para estado de portador 

(OR=0,6; IC 95% 0,4-0,9) apenas em análise univariada (p<0,05). 

 

 

Tabela 8. Potenciais fatores de risco para portador nasofaríngeo de Streptococcus 

pneumoniae  

Variáveis OR 

Brutoa

IC 95% b OR 

Ajustadoc

 IC 95%        pd 

Idade em meses     

    12-23 1,0 0,7-1,4   

    24-59 1,2 0,6-2,4   

Sexo masculino 0,9 0,6-1,2   

Creche e/ou berçário 0,8 0,4-1,8   

Amamentação exclusiva ≤ 3 meses 0,9 0,7-1,3   

Escolaridade materna ≤ 1° grau 1,5        1,2-2,2  1,5   1,0-2,2           0,03 

Ausência de co-morbidade 1,6 1,1-2,2  1,5   1,1-1,5           0,02 

Resfriado prévio (60 dias) 1,0 0,7-1,4   

Amigdalite prévia (60 dias) 0,8        0,5-1,3   

Otite prévia (60 dias) 1,0 0,6-1,7   

Antimicrobiano nos últimos 3 

meses e 

0,6 0,4-0,9  0,7   0,5-1,1      0,13 

Fumantes na casa 1,3 0,9-1,9   

Casa não própria 0,7 0,5-1,0   
a Odds Ratio 
 b Intervalo de 95% de confiança   

c Ajustado por regressão logística 
d  Valor de p  
e Pelo menos um antimicrobiano nos últimos 90 dias 
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 A incorporação do componente molecular ao sistema de vigilância 

implementado no município, no intuito de avaliar o parentesco genético pela PFGE 

na caracterização de isolados de S. pneumoniae recuperados simultaneamente de 

líquor e sangue de uma mesma criança com meningite, assumiu papel relevante neste 

estudo. Sorotipos 23B e 23F foram identificados respectivamente nos isolados de 

líquor e sangue e o perfil de susceptibilidade antimicrobiana mostrou que ambos 

sorotipos não eram susceptíveis à penicilina (Tabela 9). Os isolados analisados 

apresentaram perfis de restrição enzimática com mais de seis bandas diferentes de 

DNA, sendo então considerados não pertencentes à mesma cepa. (Figura 1). 

 

 Tabela 9. Fenotipo e diversidade genética de isolados de criança com meningite por  

Streptococcus pneumoniae 

MIC a (µg/mL) Origem do  

S. pneumoniae  
Sorotipo  

Pen Cn Ctx TSX Van Eri 

Perfis de 

PFGE b 

Líquor 23B 0,125 1,0 0,06 4,0  0,5  0,03  A 

Sangue 23F 0,125 2,0  0,06 4,0  0,5  0,03  B 

Pen, penicilina; Cn, cloranfenicol; Ctx, ceftriaxone; TSX, trimetoprim-sulfametoxazol; 

Van, vancomicina; Eri, eritromicina. 
 a: Concentração Inibitória Mínima 

            b: PFGE: eletroforese em campo elétrico pulsado 

  

 
           A  B 

 

Figura 1: Perfis de PFGE de dois isolados de Streptococcus

pneumoniae recuperados de uma criança com meningite. Coluna M,

peso molecular, coluna L, líquor e coluna S, sangue. A foto mostra

dois perfis distintos: A e B. 

       M  L  S  
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6. Conclusão 
 

  

• A prevalência de portador de pneumococo na nasofaringe foi 35,8% e os 

sorotipos mais freqüentemente detectados contemplam cinco dos sete sorotipos 

presentes na formulação da vacina 7-valente.  

 

• Os sorotipos 1 e 5 foram raramente isolados da nasofaringe.  

 

• A prevalência de pneumococos não susceptíveis à penicilina foi similar entre 

isolados de portador (19,8%) e de doença invasiva (19,2%). 

 

• A cobertura da vacina 7-valente para isolados de portador e para isolados 

relacionados às doenças invasivas foi igualmente alta, o que sinaliza o benefício 

em potencial desta vacina na redução da colonização pneumocócica, inclusive 

de cepas resistentes à penicilina. 

 

• Nenhuma diferença estatística foi observada entre a cobertura obtida com a 

vacina 7-valente para portadores não susceptíveis e isolados invasivos não 

susceptíveis à penicilina. 

 

• As vacinas 9 e 11-valente não levariam a um benefício adicional em relação à 7-

valente na redução de portadores de isolados resistentes, uma vez que os 

sorotipos 1 e 5 (9-valente) e 3 e 7F (11-valente) não se apresentaram associados 

a resistência à penicilina.    

 

• Crianças sem co-morbidade e escolaridade materna ≤ 1° grau foram variáveis 

independentemente associadas ao estado de portador.  

 

• Os perfis da PFGE de isolados de S. pneumoniae recuperados de sangue e líquor 

de uma criança com meningite foram distintos, o que evidencia meningite mista, 

que é um evento raro. 
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Lista de hospitais participantes do estudo 

 

Hospitais Públicos e Filantrópicos Tipo 

Hospital das Clínicas da UFG Público, Universitário 

Hospital de Doenças Tropicais Público, Escola 

Hospital Materno-Infantil 

Hospital Santa Casa 

Público, Escola 

Filantrópico, Escola 

Hospitais Privados Tipo 

Clínica Metropolitana 

Hospital Coração de Jesus 

Hospital da Criança  

Hospital Cidade Jardim 

Hospital Dom Bosco 

Hospital Ebenézer 

Hospital Goiânia Leste 

Hospital Infantil de Campinas 

Hospital Lúcio Rebelo 

Hospital Santa Bárbara 

Hospital São Bernardo 

Hospital São Judas Tadeu 

Hospital São Miguel 

Hospital São Silvestre 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Instituto Goiano de Pediatria Conveniado ao Sistema Único de Saúde 

Pronto Socorro Infantil de Goiânia Conveniado ao Sistema Único de Saúde 
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Serotypes of carriage and invasive isolates of Streptococcus pneumoniae in
Brazilian children in the era of pneumococcal vaccines
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ABSTRACT

Nasopharyngeal carriage of Streptococcus pneumoniae is a key factor in the development of invasive
disease and the spread of resistant strains within the community. A single nasopharyngeal swab was
obtained from 648 unvaccinated children aged <5 years, either healthy or with acute respiratory tract
infection or meningitis, during the winters of 2000 and 2001. The overall pneumococcal carriage rate was
35.8% (95% CI 32.1–39.6). The pneumococcal serotypes found most frequently in the nasopharynx were
14, 6B, 6A, 19F, 10A, 23F and 18C, which included five of the seven serotypes in the currently licensed
seven-valent conjugate vaccine (PCV7); serotypes 4 and 9V were less common. Serotypes 1 and 5 were
isolated rarely from the nasopharynx. A comparison of 222 nasopharyngeal isolates with 125 invasive
isolates, matched for age and time to the carrier isolates, showed a similar prevalence of penicillin
non-susceptible pneumococci (PNSp) (19.8% and 19.2%, respectively). PNSp serotypes were similar (6B,
14, 19F, 19 A, 23B and 23F) for carriage and invasive disease isolates. The coverage of PCV7 for carriage
isolates (52.2%) and invasive isolates (62.4%) did not differ significantly (p 0.06); similarly, there was no
significant difference in PCV7 coverage for carriage isolates (34.5%) and invasive isolates (28.2%) of
PNSp. These data suggest that PCV7 has the potential to reduce pneumococcal carriage and the number
of carriers of PNSp belonging to vaccine serotypes.

Keywords Conjugate vaccine, invasive disease, nasopharyngeal carriage, pneumococci, serotypes, Streptococcus

pneumoniae, vaccination
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INTRODUCTION

Asymptomatic nasopharyngeal (NP) carriage of
Streptococcus pneumoniae is prevalent in young
children and precedes the development of inva-
sive disease. Children with pneumococcal coloni-
sation act as an important vector for horizontal
spread of pneumococcal strains within the com-
munity [1,2]. There is evidence that individuals
with S. pneumoniae invasive disease carry the
same strain in their nasopharynx at the time of
invasive infection [3,4]. Consequently, pneumo-

coccal carriage strains have been used as a proxy
marker to predict drug resistance patterns and
serotype prevalence for treatment and vaccine
formulation, respectively [5,6]. In recent years,
surveillance studies have reported increased NP
colonisation by penicillin non-susceptible pneu-
mococci (PNSp) [7,8]. The currently licensed
seven-valent conjugate vaccine (PCV7), and other
formulations of pneumococcal conjugate vaccines,
confer protection against invasive disease caused
by both susceptible pneumococci and PNSp [9].
Also, conjugate vaccines seem to be useful for
reducing the carriage of vaccine-related sero-
types, and could therefore decrease dissemination
of PNSp in the community [10–12].

Data concerning serotypes causing invasive
pneumococcal disease (IPD), as well as the
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serotypes of NP carriage isolates, in developing
countries are scarce. In Latin America, the fre-
quency of invasive serotypes differs from that
found in many other parts of the world, whereas
no major difference has been found in the fre-
quency of NP serotypes compared with other
countries [13–15]. In Brazil, the country with the
largest child population in Latin America, no
previous study has compared the serotypes of
pneumococcal carriage and IPD isolates, which
could help to predict the future impact of the
universal childhood conjugate vaccination pro-
gramme. Therefore, the present study compared
the penicillin susceptibility and serotype distri-
bution of NP and IPD isolates. In addition, the
potential coverage of the pneumococcal conjugate
vaccines with respect to carriage serotypes was
estimated in a population without previous pneu-
mococcal immunisation.

MATERIALS AND METHODS

Study site and selection of participants

The investigation was conducted in the municipality of
Goiânia (1 090 581 inhabitants), Central Brazil, as part of an
ongoing prospective surveillance of S. pneumoniae and Haemo-
philus influenzae among children. The surveillance was carried
out during the winter periods (18–21�C) of 2000 and 2001
(May–August) at 20 large paediatric hospitals in Goiânia.
Children, aged <5 years, admitted with acute respiratory tract
infection (including pneumonia) and meningitis, and also
healthy children who attended the local childcare programme,
were eligible. Children with underlying chronic illness,
including immunological, renal, cardiac, hepatic or haemato-
logical diseases, were excluded. Parents were interviewed by
trained health workers who were unaware of each child’s
carrier status. Information concerning demographic and
clinical characteristics was recorded. In total, 648 children
were studied; the sample size was calculated to detect a 30%
prevalence of NP pneumococcal carriage (a error ± 5%) and an
estimated 20% prevalence of PNSp (a error ± 5%). The study
protocol was approved by the Regional Ethical Committee
from the Federal University of Goiás; all guardians of the
participating children gave informed consent.

Collection of NP swabs and microbiological procedures

NP swabs were collected from children with respiratory tract
infection (RTI) and meningitis at the time of hospital admis-
sion. NP swabs were also collected from healthy children who
attended the local childcare programme. NP specimens were
collected with pernasal, extra-thin, flexible, calcium alginate
swabs, then placed in Stuart transport medium tubes (Tran-
swab; Medical Wire and Equipment, Corsham, UK) and
transferred to the Laboratory of Bacteriology of the Federal
University of Goiás within 6 h of collection, according to WHO
standard methods [16]. S. pneumoniae was identified using

standard laboratory procedures, including morphology fol-
lowing Gram’s stain, susceptibility to a 5-lg optochin disk, and
the bile solubility test. Isolates were preserved at ) 80�C.
Penicillin breakpoints and MICs were determined and inter-
preted according to NCCLS guidelines [17]. Serotyping was
performed at the Adolfo Lutz Institute (São Paulo, Brazil) by
Quellung reactions with standard antisera (Statens Serumin-
stitut, Copenhagen, Denmark).

Data analysis

A single nasopharyngeal specimen was obtained per child. For
comparison purposes, 125 invasive isolates were selected,
matched for age and time to the carrier isolates; the invasive
isolates were retrieved mainly from cerebrospinal fluid of
children admitted to public and private paediatric hospitals in
Goiânia. The invasive pneumococci were isolated at each
participating local hospital and then sent to the National
Reference Center for S. pneumoniae (Adolfo Lutz Institute) for
species confirmation, serotyping and susceptibility testing, as
described previously [18]. The concordance between the
serotypes included in the formulations of the PCV7, nine-
(PCV9) and 11- (PCV11) valent conjugate vaccines and the NP
and IPD isolates was used as an indicator of the serotype cov-
erage of each conjugate vaccine. For the purposes of analysis,
PNSp isolates were considered to include the intermediately-
resistant isolates (MIC 0.1–1.0 mg ⁄L) and the fully-resistant
isolates (MIC ‡ 2.0 mg ⁄L). Data analysis was performed using
Epi-Info 6.04 and SPSS v.10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Categorical data were compared using the chi-square (v2) or
Fisher’s exact test, as appropriate, with p < 5% (two-tailed)
considered to be statistically significant.

RESULTS

Most participants were children aged <24 months
(mean 13.8 ± 9.5 months), with males accounting
for 53.2% of the study population. Almost half
(46.6%) were healthy infants, while children with
co-morbidity (RTI and meningitis) represented
53.4% of the participants. In total, 146 (24.5%)
children had received antibiotics previously,
mainly b-lactams (amoxycillin-clavulanate). Chil-
dren with co-morbidity had a higher prevalence of
previous antibiotic use (37.6%; 95% CI 32.1–
43.3%) than did healthy children (10.7%; 95% CI
7.4–14.8%). A small proportion of children (5.4%)
were attending day-care centres. The overall
pneumococcal carriage rate was 35.8% (95% CI
32.1–39.6%), with a significantly higher preva-
lence of carriage among healthy children (41.4%)
compared to those with co-morbidity (30.9%;
p < 0.05). The mean age of children with pneu-
mococcal carriage (14.1 ± 9.7 months) and chil-
dren who were non-carriers (13.6 ± 9.5 months)
was statistically similar.
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The most frequent pneumococcal serotypes
found in the nasopharynx were 14, 6B, 6A, 19F,
10A, 23F and 18C, which included five of the
seven serotypes in PCV7; serotypes 4 and 9V were
less common (Table 1). Serotypes 1 (0.5%) and 5
(0.9%) were isolated rarely from the nasophar-
ynx, and ranked 13th (0.8%) and 5th (5.6%),
respectively, among children with IPD. No signi-
ficant difference was found in PCV7 coverage
between the carriage serotypes and IPD sero-
types, but the coverage of carriage isolates by the
PCV9 and PCV11 vaccines was statistically lower
than the coverage of IPD isolates (Table 2).

The PNSp serotypes were the same (6B, 14, 19F,
19A, 23B and 23F) for carriage and IPD isolates,
with a predominance of serotypes 6B and 14,
which together accounted for 63.7% (NPD) and
70.8% (IPD) of PNSp isolates. Among the 227
carriage isolates tested for penicillin susceptibil-
ity, 19.8% (95% CI 14.8–25.6%) were PNSp,
compared with 19.2% (95% CI 12.7–27.2%) of
125 isolates from IPD. Similar proportions of
healthy children and children with RTI were
carriers of PNSp isolates (20.9% and 18.7%,
respectively; p > 0.05). The proportion of PNSp
carriage covered by the PCV7, PCV9 and PCV11
vaccines was 34.5%, 33.6% and 31.5%, respect-

ively. No statistical difference was observed in
PCV7 coverage of PNSp when comparing car-
riage (34.5%; 95% CI 25.9–43.9%) and IPD
(28.2%; 95% CI 18.6–39.5%) isolates.

DISCUSSION

A prevalence of 35.8% for pneumococcal NP
carriage was found among children in central
Brazil, which is significantly lower than that
reported (55%) in a less-developed region of the
country [19]. Brazil has a continental dimension,
with pocket regions of socio-economic depriva-
tion; therefore, results obtained in a particular
region cannot be generalised to the country as a
whole. It has been well-illustrated that pneumo-
coccal carriage rates vary substantially in different
areas of the world, depending upon geographic
and socio-economic conditions [1]. The present
study found that healthy children had higher
pneumococcal NP carriage rates than did children
with co-morbidity, which is consistent with the
previous Brazilian report [19]. One possible
explanation for these findings is the high usage
of antimicrobial agents before hospitalisation
among children with RTI [20].

The serotype distribution among NP isolates in
the present investigation was similar to that
found in previous studies in Brazil, the USA
and other countries of Latin America and Europe
[1,13,19]. Overall, the serotypes isolated from the
nasopharynx included the most common sero-
types causing invasive disease, with most being
represented in the PCV7. The non-vaccine sero-
types 6A and 19A, believed to show cross-reac-
tivity with PCV7 [21], were also isolated in
substantial proportions from the nasopharynx.
Therefore, five and four serotypes would in-
clude 54% of carriage and invasive isolates,

Table 1. Streptococcus pneumoniae in nasopharynx and in
invasive disease of children, ranked by frequency of
serotypes

Nasopharynx isolates (n=222) Invasive disease isolates (n=125)

Serotypes No. ( %)

PNSp

(n = 44)

No. (%) Serotypes No. ( %)

PNSp

(n = 24)

No. (%)

14 33 (14.9) 12 (27.3) 14 26 (20.8) 9 (37.5)
6B 29 (13.1) 16 (36.4) 6B 18 (14.4) 8 (33.3)
6A 24 (10.8) – 18C 14 (11.2) –
19F 19 (8.6) 6 (13.6) 19F 10 (8.0) 3 (12.5)
10A 15 (6.8) – 5 7 (5.6) –
23F 14 (6.3) 6 (13.6) 23F 6 (4.8) 2 (8.3)
18C 11 (5.0) – 4 5 (4.0) –
19A 10 (4.5) 3 (6.8) 6A 5 (4.0) –
9N 9 (4.0) – 9V 4 (3.2) – -
18A 9 (4.0) 18B 4 (3.2)
9V 8 (3.6) – 9N 3 (2.4) –
11A 6 (2.7) – 10A 3 (2.4) –
15B 6 (2.7) – 19A 3 (2.4) 1 (4.2)
7F 5 (2.3) – 7C 2 (1.6) –
3 3 (1.3) – 7F 2 (1.6) –
23A 3 (1.3) – 8 2 (1.6) –
4 2 (0.9) – 12F 2 (1.6) –
5 2 (0.9) – Othersc 9 (7.2) 1 (4.2)b

12 2 (0.9) –
18B 2 (0.9) –
22F 2 (0.9) –
Others a 8 (3.6) 1 (2.3)b

aserotypes 1, 7B, 7C, 8, 10F, 11, 22, 23B.
bserotype 23B.
cserotypes 1, 15B, 17F, 18A, 18F, 23B, 27, 28A, 34.

Table 2. Vaccine coverage of Streptococcus pneumoniae
serotypes identified among carriage and invasive disease
isolates

Vaccine

Carriage isolates Invasive disease isolates

n = 222 % (95% CI) n = 125 % (95% CI)

7-valent vaccine serotypesa 116 52.2 (45.5–59.0)d 78 62.4 (53.3–70.9)d

9-valent vaccine serotypesb 119 53.6 (46.8–60.3)e 86 68.8 (59.9–76.8)e

11-valent vaccine serotypesc 127 57.2 (50.4–63.8)e 87 69.6 (60.7–77.5)e

aSerotypes 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F.
b7-valent serotypes + serotypes 1 and 5.
c9-valent serotypes + serotypes 3 and 7F.
dp 0.06.
ep < 0.05.
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respectively. In the USA and UK, only three and
two serotypes, respectively, accounted for 50% of
cases of IPD [22,23]. In contrast, a wide variety of
pneumococcal serotypes has been associated with
NP carriage in Asia, as well as with invasive
disease [15,24]. These findings underscore the
importance of pneumococcal NP colonisation in
the development of community infection in some
geographical regions.

The present study found that serotypes 1 and 5
were rare among NP carriage isolates, in contrast
to the high prevalence of serotype 5 among the
isolates causing paediatric invasive disease. Sero-
type 1 has been associated frequently with cases
of pneumonia [18,25], and the small number of
such cases represented among the present collec-
tion of IPD isolates has probably prevented more
frequent detection of this serotype. It has been
well-documented that serotypes 1 and 5 are
among the most common IPD serotypes in Brazil
and many other regions of the world, including
developing and developed countries [14,18,26–
29]. It has been hypothesised that, because of their
virulence, serotypes 1 and 5 have a transient and
fast passage through the nasopharynx before
reaching the blood stream [30]. These assump-
tions agree with a recent meta-analysis, which
provided evidence for a statistically significant
inverse relationship between pneumococcal inva-
siveness and carriage prevalence, since serotypes
1 and 5 had the highest OR for being invasive and
the lowest prevalence of NP colonisation [31].

Of note is the frequency of the non-vaccine
serotype 10A among NP carriage and IPD isolates
in the present dataset. Previous studies in some
countries of Latin America [13] and other devel-
oped countries [1,32–34] have identified 10A as a
frequent serotype among carriage and IPD iso-
lates, although this has not been the case in other
developing regions [15,35]. These observations
emphasise the importance of continued monitor-
ing of the regional prevalence of serotypes to
predict the appropriate vaccine for a particular
region or country as a whole.

The same frequency of PNSp (19%) was found
among NP and IPD isolates, which endorses the
assumption that the frequency of PNSp among
NP isolates from children could be used as a
surrogate indicator for the resistance rate among
IPD isolates for the same region and period
[1,5,36]. As shown previously [10], the frequency
with which particular serotypes were isolated

from the nasopharynx and from sterile fluids in
the present study population was associated with
their likelihood to become penicillin-resistant,
which supports the hypothesis that PNSp isolates
are limited to a few serotypes (6B, 14, 19F, 23F,
19A) that frequently colonise children and cause
paediatric infections [7,8].

Several recent publications have reported the
effect of conjugate vaccines on the carriage of
PNSp. Replacement of carriage serotypes with
non-vaccine types (NVTs), which could acquire
antibiotic resistance, is a matter of concern. In
Israel, PCV9 reduced the carriage rate of PNSp by
24%, but increased the carriage of NVTs (usually
penicillin-susceptible), leading to an overall
reduction in carriage of PNSp [11]. In contrast, a
reduction in the carriage of penicillin-resistant
vaccine-type (VT) strains was observed following
use of PCV7 in Portugal, but with an emergence
of resistance in NVTs [37]. The decrease in the
overall carriage of PNSp strains in vaccinated
individuals was therefore not significant com-
pared with the control group, and it was sugges-
ted that a reduction in the carriage of PNSp
strains might require a combination of use of the
conjugate vaccine and a decrease in antibiotic
pressure. In Alaska, no impact on carriage of
PNSp was observed after the introduction of
PCV7 into the routine vaccination schedule [38].
The results of the present investigation suggest
that the potential benefit, in terms of the reduction
in carriage rate of PNSp, would be similar
(c. 33%), regardless of the vaccine formulation,
as serotypes 1 and 5 (PCV9) and 3 and 7F (PCV11)
are not usually associated with penicillin resist-
ance [29].

These findings highlight the importance of
monitoring pneumococcal NP carriage as an
indicator of penicillin susceptibility in settings
where isolation of invasive pneumococcal isolates
is difficult. In addition, continued surveillance of
the distribution of serotypes among colonising
isolates provides a baseline for further assessment
of the impact of vaccination, particularly in
regions, such as Brazil, where the introduction
of pneumococcal conjugate vaccine is feasible.
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Invasive Pneumococcal Infection in a Healthy Infant Caused by Two
Different Serotypes
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We present a case of invasive pneumococcal infection in a healthy 10-month-old infant from whom Strep-
tococcus pneumoniae serotype 23F was isolated from the blood and serotype 23B was isolated from the
cerebrospinal fluid. Both serotypes were penicillin nonsusceptible. Pulsed-field gel electrophoresis analysis
demonstrated that the two serotypes had distinct DNA patterns, indicating that infection did not occur as a
result of capsular transformation but as a result of a mixed infection with two distinct pneumococcal serotypes.

CASE REPORT

In July 2001, a previously healthy 10-month-old boy was
admitted to the Tropical Diseases Hospital in Goiânia, Central
Brazil, with a 2-day history of fever, irritability, and vomiting.
There was no history of otitis media, pulmonary infection, or
immunosuppressive illness. He had received two doses of an
oral antimicrobial 12 h before admission, but his parents did
not know its name. He had previously received three doses of
Haemophilus influenzae type b conjugate vaccine, but he had
not been vaccinated against Streptococcus pneumoniae. On ad-
mission, he was afebrile. He had meningeal signs and a bulging
fontanelle, but the rest of the physical exam was unremarkable.
Blood cultures were obtained and a lumbar puncture was per-
formed immediately. The cerebrospinal fluid (CSF) was
cloudy, with a white cell count of 6,750 cells/ml (90% polymor-
phonuclear cells), a protein level of 85 mg/dl, and a glucose
level of 63 mg/dl. A Gram stain of the CSF was negative. A
complete blood count showed 26,500 leukocytes/mm3 (14%
bands, 56% neutrophils, 26% lymphocytes, and 4% mono-
cytes). The hemoglobin was 9.4 g/dl, the hematocrit was 28.3%,
and the platelet count was 274,000/mm3. Treatment was begun
with ceftriaxone (100 mg/kg of body weight/day) and dexa-
methasone, and after a 10-day course of treatment, the patient
was discharged in good health.

Cultures of the patient’s blood and CSF grew S. pneumoniae.
According to NCCLS standards (9), both isolates were non-
susceptible to penicillin (MIC � 0.125 �g/ml) and tri-
methoprim-sulfamethoxazole (MIC � 4.0 �g/ml) and suscep-
tible to chloramphenicol (MIC � 1.0 �g/ml for blood and 2.0
�g/ml for CSF), ceftriaxone (MIC � 0.06 �g/ml), vancomycin
(MIC � 0.5 �g/ml), and erythromycin (MIC � 0.03 �g/ml).
Both isolates were serotyped by the Quellung reaction with
sera produced by the Statens Seruminstitute, Copenhagen,
Denmark. The tests were performed at the Adolfo Lutz Insti-

tute, the national reference center for S. pneumoniae located in
São Paulo, Brazil. Serotype 23F was identified in the blood,
and serotype 23B was identified in the CSF. These results were
confirmed by the National Center for Streptococcus in Ed-
monton, Canada.

The genetic relatedness of the two pneumococcal isolates
was investigated at the Adolfo Lutz Institute by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) of chromosomal DNA after SmaI di-
gestion, as previously described (8). As shown in Fig. 1, the two
isolates presented different DNA restriction patterns (lanes A
and B) with seven band differences according to the criteria of
Tenover et al. (13).

Previous studies in the laboratory and in vivo have demon-
strated the transfer of a large number of capsular polysaccha-
ride genes between different pneumococcal serotypes (11). In
our study, molecular typing provided crucial information for
determining whether the two isolates belonged to the same or
different clonal groups. PFGE showed that they differed in
their DNA restriction patterns. These findings indicated that
the two strains most likely belonged to different genetic lin-
eages and that our patient had developed a mixed dual infec-
tion caused by two distinct pneumococcal serotypes. The two
serotypes most likely had not arisen as a result of capsular
transformation.

The frequency of dual infections with S. pneumoniae strains
of different phenotypes and genotypes is unknown. The occur-
rence of dual infections might be underestimated since blood
cultures are not routinely obtained in cases of suspected bac-
terial meningitis in Brazil. Moreover, CSF isolates are not
usually submitted for genotyping in the majority of health
center laboratories, and serotype results obtained in local lab-
oratories are not normally sent to reference centers for con-
firmation. In this case it is conceivable to expect that both
isolates were present in both the CSF and the blood, but they
might have been present in insufficient numbers to be detected
by culturing. Also, the current method of serotyping may un-
derestimate the occurrence of dual infections. Coinfection with
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different pneumococcal strains has been reported for immu-
nodepressed individuals. Jordens et al. (7) detected pneumo-
coccal coinfection in a human immunodeficiency virus-positive
patient with two different strains recovered from lung aspirate
(serotype 1) and blood (serotype 7C). A mixed meningeal
infection with genetically distinct pneumococcal strains (sero-
types 7 and 9V) was recently reported for an alcoholic, diabetic
patient (3). To our knowledge, this is the first reported case of
bacteremia and meningitis due to different S. pneumoniae se-
rotypes in an immunocompetent host.

The nasopharynx is often colonized by more than one pneu-
mococcal serotype (10), raising the possibility that mixed inva-
sive pneumococcal infections may not be uncommon events.
Serotype 23F is an isolate frequently recovered from the na-
sopharynx. Although any pneumococcal serotype may invade a
sterile site, some serotypes seem to prefer particular locations.
For instance, serotypes 1, 3, 5, 6A or 6B, 9V, 14, 19F, and 23F
have been associated with invasive infections (2, 4, 6). In our
patient, finding serotype 23B in the CSF was unusual, since it
is rarely found among S. pneumoniae strains causing invasive
infections. In the study by Hausdorff and colleagues, serotype
23B was seldom found among serotypes that cause meningitis
in Latin America (6). Similarly, in the analysis of 3,066 S.
pneumoniae isolates from CSF derived from the Brazilian
pneumococcal surveillance system, serotype 23B was identified
in only 1% of isolates (2). In contrast, serotype 23F ranks as
the second most commonly found serotype in CSF or blood in
studies conducted in industrialized countries (1, 5) and is the
sixth most common serotype in pneumococcal meningitis in
children less than 5 years old in Brazil (2, 12). The serotype
23B isolate from the CSF of our patient was not only a non-

vaccine serotype, it was also not susceptible to penicillin. Se-
rotype 23B is not included in any formulation of the 7- to
11-valent pneumococcal conjugate vaccines.

Our observations highlight the importance of molecular typ-
ing as an additional tool to optimize surveillance systems for
invasive bacterial diseases. Continued surveillance will be nec-
essary to determine the extent to which mixed pneumococcal
infections occur and their implications for routine case man-
agement.
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FIG. 1. PFGE patterns of two S. pneumoniae strains recovered
from the same child. Lanes A and B, DNA restriction patterns re-
vealed by PFGE performed with isolates from CSF (serotype 23B) and
blood (serotype 23F), respectively; lane M, molecular size markers in
kilobases.
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