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Resumo

Camille Alves Brito de Moura

Avaliacao da diversidade genética de Streptococcus pneumoniae dos sorotipos
9N, 9V e 14, empregando a eletroforese em campo pulsado (PFGE) e a analise do

polimorfismo do gene pspA (tipagem pspA)

Orientacao: Profa Dra. Lucia Martins Teixeira

Resumo da dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de Pds-Graduagédo em
Ciéncias Biolégicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), como parte dos requisitos necessarios
para a obteng&o do titulo de Mestre em Ciéncias (Microbiologia).

Streptococcus pneumoniae € um importante patégeno causador de infecgdes invasivas
e nao-invasivas em seres humanos. Esse microrganismo apresenta uma capsula
polissacaridica como principal fator de viruléncia, cuja diversidade antigénica permite a
classificagdo em sorotipos. Os antigenos da capsula polissacaridica séo utilizados nas
principais vacinas até hoje licenciadas, como as vacinas 23-valente (polissacaridica) e
7-valente (conjugada). Por outro lado, vacinas baseadas em componentes protéicos
desse microrganismo, tal como a proteina A da superficie pneumocdcica (PspA), séo
alvo de grande interesse. Contudo, para a determinagdo de novas estratégias vacinais
€ necessario conhecer as diversas propriedades biolégicas das amostras prevalentes
nas diferentes regides geograficas. O presente estudo teve como objetivo determinar a
diversidade genética entre amostras de S. pneumoniae pertencentes aos sorotipos 9N,
9V e 14, isoladas no Brasil, empregando a tipagem baseada na caracterizagdo do gene
psSpA, e avaliar a distribuicdo dos alelos génicos pspA entre os grupos clonais obtidos
pela analise dos perfis de fragmentagdo do DNA cromossOmico por eletroforese em
campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE). As amostras foram
identificadas com base nos resultados dos testes de bile solubilidade e de
susceptibilidade a optoquina. A caracterizagao fenotipica compreendeu a avaliagao da
susceptibilidade a eritromicina e penicilina e a caracterizagdo sorolégica. Para a
caracterizagdo genotipica, as amostras foram analisadas pela técnica de PFGE e,
posteriormente, submetidas a técnica de reagcao em cadeia da polimerase (Polymerase
Chain Reaction / PCR) para determinagdo das familias do gene pspA (pspA/PCR).
Foram estudadas 30 amostras do sorotipo 9N, 59 amostras do sorotipo 9V e 201
amostras do sorotipo 14, isoladas de pacientes e portadores residentes em diferentes
localidades do Brasil. Pela técnica de PFGE, a maioria das amostras do sorotipo 14 foi



agrupada em 3 complexos clonais (CC) principais [Pen-H (n=82), Pen-A (n=20) e Eri-A
(n=19)], constituidos por amostras nao susceptiveis a penicilina (PEN) ou eritromicina
(ERI), enquanto as demais incluiram um conjunto de 7 amostras nao susceptiveis a
penicilina, porém nao pertencentes aos outros CC, e um conjunto de 44 amostras
sensiveis a ambos os antimicrobianos. Pela técnica de pspA/PCR, as amostras do
sorotipo 14 foram caracterizadas como portadoras do gene pspA da familia 1 (76/201;
37,8%) ou do gene pspA da familia 2 (125/201; 62%). As amostras pertencentes aos
sorotipos 9N e 9V, foram incluidas em dois CC, compostos por amostras susceptiveis
ou nao a penicilina [Pen-A (n=27) e Pen-H (n=45)], sendo a maioria portadora do gene
pspA2 (71/72; 98,6%) e apenas uma (1,4%) amostra foi caracterizada como portadora
do gene pspA1. Os resultados globais indicam a predominéncia do gene pspA2 entre
as amostras incluidas no presente estudo, corroborando dados de estudos realizados
com amostras isoladas em outras localidades do Brasil. No presente estudo, tal
predominancia parece ter sido devido a associacdo desses alelos com amostras
incluidas no CC Pen-H, predominante entre amostras do sorotipo 14, e com amostras
pertencentes ao sorotipo 9V, independente do CC em que foram incluidas. Por outro
lado, o alelo pspA1 predominou entre amostras incluidas no CC Eri-A, assim como
entre as amostras susceptiveis a PEN e ERI.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, sorotipos 9N, 9V e 14, proteina A de
superficie pneumocadcica, tipagem pspA, pspA PCR, diversidade genética, eletroforese

em campo pulsado (PFGE)

Rio de Janeiro
Margo de 2010



Abstract

Camille Alves Brito de Moura

Evaluation of the genetic diversity of Streptococcus pneumoniae belonging to
serotypes 9N, 9V and 14, by pulsed-field gel electrophoresis and by analysis of
the pspA gene polymorphism (pspA typing)

Advisors: Prof. Dr. Lucia Martins Teixeira

Abstract of the Master Dissertation presented to the Graduation program in Science
(Microbiology) of the Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, as part of the requirements to receive the degree of Master
in Biological Sciences (Microbiology).

Streptococcus pneumoniae is an important pathogen causing invasive and non-invasive
infections in humans. This microorganism has a polysaccharide capsule that constitutes
a major virulence factor displaying a large antigenic diversity, and allowing the
classification in serotypes. Polysaccharide capsule antigens compose the two major
vaccines in use, to date, the 23-valent (polysaccharide) and the 7-valent (conjugated)
vaccines. Moreover, vaccines based on protein components of this microorganism,
including the pneumococcal surface protein A (PspA), are targets of interest in recent
studies. However, for determination of new vaccine strategies is necessary to know the
biological properties of the strains that are prevalent in different geographical regions.
The aim of this study was to determine the genetic diversity among strains of S.
pneumoniae belonging to serotypes 9N, 9V and 14 isolated in Brazil, using a typing
system based on the characterization of the pspA genes (pspA typing), and to evaluate
the distribution of the pspA genes among strains included in major clonal complexes
(CC) identified by analysis of the chromosomal DNA fragmentation profiles after pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE profiles). The strains were identified on the basis of
results of bile solubility and optochin susceptibility tests. Phenotypic characterization
included the evaluation of susceptibility to both erythromycin and penicillin, and on
serological typing. For genotyping, the strains were analyzed using PFGE and
subsequently selected and subjected to the polymerase chain reaction technique (PCR)
for determination of pspA families (pspA/PCR or pspA typing). We examinated 30
strains of serotype 9N, 59 strains of serotype 9V and 201 strains of serotype 14, isolated
from patients living in different regions in Brazil. According to PFGE, most strains of
serotype 14 were grouped in 3 clonal complex (CC) [Pen-H (n = 82), Pen-A (n = 20) and
Eri-A (n = 19)] consisting of strains not susceptible to penicillin (PEN) or erythromycin
(ERI), while the other were included in a group of 7 strains not susceptible to penicillin
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that did not belong to the major CCs and a group of 44 strains susceptible to both
antibiotics. According to pspA/PCR, serotype 14 strains were characterized as
belonging to pspA family 1 (76/201, 37.8%) or pspA family 2 (125/201, 62%). Strains
belonging to serotypes 9N and 9V, were grouped in two different CCs that included
strains susceptible or not to penicillin [Pen-A (n = 27) and Pen-H (n = 45)], mostly
belonging to the pspA family 2 (71/72, 98.6%). Only one (1.4%) strain was characterized
as pspA family 1. The results indicate the prevalence of pspA family 2 genes among
strains included in this study, corroborating data previously obtained for strains isolated
in other areas of Brazil. In the present study, the prevalence of pspA2 genes seems to
be due to the association of these alleles with strains in the Pen H CC, that is
predominant among strains belonging to serotype 14, as well as serotypes 9N and 9V,
regardless of the CC. Moreover, pspA2 genes predominated among strains included in
the CC Eri-A, as well as among strains susceptible to both PEN and ERI.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, serotypes 9N, 9V and 14, pneumococcal
surface Protein A, pspA typing, pspA PCR, genetic diversity, pulsed-field gel

electrophoresis

Rio de Janeiro
March 2010
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INTRODUCAO

1. Aspectos Gerais

A espécie Streptococcus pneumoniae, comumente denominada de
pneumococo, encontra-se entre as principais causas de morbidade e mortalidade
em seres humanos, sendo considerada um dos agentes mais comuns de
pneumonias adquiridas na comunidade, e uma das causas mais importantes de
meningite, bacteremias, otite média aguda e sinusite (CDC, 1997; BUTLER,
DOWELL & BREIMAN, 1998). Por outro lado, essa espécie circula entre as varias
populacbes humanas, através de um numero bastante variavel de portadores
assintomaticos, que atuam como reservatorios desse importante patdégeno. A
colonizagao assintomatica da nasofaringe é prevalente em criangas e geralmente
precede o desenvolvimento da doenca pneumocodcica invasiva (LAVAL et al.,
2006). A incidéncia da doenga pneumocécica é particularmente alta em criangas
com idade inferior a 5 anos, idosos e pessoas imunocomprormetidas (OGUNNIYI
et al., 2007).

Em laboratério, o S. pneumoniae pode ser identificado através do
isolamento primario de col6nias a-hemoliticas em meio de agar sangue de
carneiro, seguido por testes fenotipicos e sorolégicos. Ao redor do crescimento
bacteriano, evidenciam-se regides de a-hemolise caracterizada pela coloragao
esverdeada. Os testes fenotipicos mais utilizados sdo os testes da bile
solubilidade e de susceptibilidade a optoquina (FACKLAM & WASHINGTON I,
1991). Os sais biliares, especialmente o desoxicolato de sddio, tém a capacidade
de induzir a lise de amostras de S. pneumoniae. Tais sais biliares atuam na
ativacao das autolisinas pneumocdcicas, iniciando precocemente o processo de
autdlise do pneumococo. Embora bastante utilizado na identificagao presuntiva, o
teste de bile solubilidade tem apresentado resultados divergentes em algumas
amostras. Obregon e colaboradores (2002) estudaram 12 amostras de

pneumococos bile-insoluveis e evidenciaram delegbes de 2 aminoacidos na



autolisina pneumocadcica proteina (LytA), o que diminuiu sua atividade especifica.
O cloridrato de etil-hidrocupreina, conhecido comumente como optoquina, € um
analogo de quinina que atua como antimicrobiano capaz de inibir o crescimento do
pneumococo, enquanto outros estreptococos a-hemoliticos séo resistentes (PIKIS
et al., 2001). No entanto, cepas variantes, resistentes a esse antimicrobiano, ja
foram isoladas em diversas regides do mundo (COGNE et al., 2000; PIKIS et al.,
2001; DIAS et al., 2007a; CORTES et al., 2008). Mutagdes pontuais nos genes
atpA e/ou atpC que codificam duas sub-unidades do alvo molecular da optoquina,
o complexo FoF4 ATPase transmembranico, envolvido no transporte de prétons na
cadeia respiratéria, constituem os principais determinantes de resisténcia a esse
antimicrobiano (PIKIS et al., 2001). Para a identificagdo dos pneumococos,
também podem ser usados reagentes constituidos por anticorpos direcionados
contra os diversos antigenos polissacarideos das capsulas dos pneumococos.
Empregando tais reagentes, pode ser confirmada a presenga de pneumococos em
culturas ou diretamente em espécimens clinicos (FACKLAM & WASHINGTON I,
1991).

Diversas técnicas moleculares foram desenvolvidas para a identificagcéo
rapida e precisa dos pneumococos, uma vez que os testes fenotipicos, em geral,
sdo mais demorados e/ou podem gerar interpretagdes errbneas, devido a
ocorréncia de amostras com caracteristicas atipicas. Dentre essas técnicas,
aquelas baseadas na reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction, PCR) vém sendo empregadas para a detecgdo de diversos genes que
codificam fatores de viruléncia tipicos de pneumococos, incluindo a autolisina
(McAVIN et al., 2001), a pneumolisina (CORLESS et al., 2001) e o antigeno A de
superficie pneumocécica (MORRISON et al., 2000). Além disso, kits comerciais
também tém sido empregados para a identificagdo do microrganismo, tal como o
“Accuprobe pneumococcus identification test”, onde é utilizada uma sonda que
tem como alvo o rRNA (DENIS & CAREY, 1992), e o “NOW Streptococcus
pneumoniae antigen test”’, que consiste em um ensaio imunocromatografico que
visa a detecgdo de antigeno na urina de pacientes com pneumonia ou ainda no

liqguor de pacientes com meningite pneumocécica (GISSELSSON-SOLEN et al.,



2007). Uma técnica mais recente, e que apresentou resultados bastante
satisfatorios, € o PCR em tempo real, conhecido como Real-Time PCR. Essa
técnica apresentou resultados com sensibilidade de até 100%, quando da sua
aplicagdo para a analise de liquor e de secregado auricular (CARVALHO et al.,
2007), enquanto que, em um estudo com espécimes de escarro, a sensibilidade
foi de 97,2% e especificidade de 60,9% (BAYRAM et al., 2006).

2. Fatores de Viruléncia

A patogenicidade de S. pneumoniae é atribuida a diversos fatores de
viruléncia, alguns constituidos por moléculas associadas a superficie bacteriana e
outros por proteinas citoplasmaticas que podem ser liberadas para o meio
extracelular. Entre os fatores de viruléncia dos pneumococos, destaca-se a
capsula polissacaridica, que, devido a variedade antigénica e estrutural, permite a
classificagcdo desses microrganismos em mais de 90 sorotipos distintos
(Henrichsen, 1995; HANAGE et al., 2005). Desde o pioneiro trabalho de Griffith,
onde ficou evidenciado que cepas variantes ndo encapsuladas nao eram
patogénicas (apud GARCIA et al., 2000), a capsula polissacaridica tem sido
reconhecida como o fator de viruléncia mais importante. Os polissacarideos que
compdem o envoltério capsular de S. pneumoniae sdo componentes essenciais
para a viruléncia, ja que promovem a protegao da bactéria contra a fagocitose por
células de defesa do sistema imune. Uma reducdo na quantidade dos
polissacarideos capsulares resulta no maior acesso de anticorpos e complemento
a superficie do pneumococo, aumentando, assim, a eficiéncia da resposta imune
do hospedeiro (BOGAERT et al, 2004a). Na presenca de anticorpos
anticapsulares, o complemento pode ser ativado, assim como a fagocitose, e €,
portanto, dessa maneira que as vacinas polissacaridicas promovem protecao
(HALL, 1998). Por outro lado, ja foi evidenciada a associagao entre amostras de
pneumococos nao encapsulados e infecgbes superficiais, como conjuntivites
(CRUM et al., 2004).



Os genes envolvidos na biossintese dos polissacarideos capsulares estao
agrupados em um unico locus, constituindo, desta forma, o operon capsular (cps).
Cada sorotipo estad associado a um conjunto peculiar de genes relacionados a
sintese dos polissacarideos tipo-especificos (GARCIA et al., 2000; KADIOGLU et
al., 2008).

A determinacgao dos tipos capsulares constitui a base para a tipagem de S.
pneumoniae, permitindo o rastreamento epidemiolégico das infeccbes
pneumocodcicas. Por muito tempo, tal determinacdo era feita através de testes
sorologicos, empregando painéis de anti-soros especificos para a identificagdo
dos diversos sorotipos capsulares, e a reagdo de intumescimento capsular ou
teste de Quellung (LUND & HENRICHSEN, 1978), considerada a ténica padréo-
ouro para estudos epidemiolégicos. Entretanto, a execugdo de tais testes era
restrita a poucos laboratérios de referéncia, devido ao elevado custo, as
dificuldades de interpretacdo levando a necessidade de treinamento técnico
especializado, e a disponibilidade limitada dos anti-soros. Visando uma
abordagem mais simples e que pudesse ser mais amplamente utilizada em
estudos de vigilancia das doengas pneumocoécicas, Pai, Gertz & Beall (2006)
desenvolveram uma metodologia baseada em PCR, em formato “multiplex”,
constituida por etapas sequénciais, para a deteccdo de sequéncias génicas
especificas para os sorotipos capsulares. Posteriormente, Dias e colaboradores
(2007b) adaptaram essa técnica visando a identificagdo dos tipos capsulares de
pneumococos prevalentes na América Latina. Essa metodologia mostrou uma
correlacdo direta com os resultados da sorotipagem convencional e vem sendo
utilizada como uma alternativa segura para a determinagdo dos tipos capsulares

de pneumococos.

Um segundo grupo de fatores de viruléncia envolve proteinas e enzimas
que podem atuar direta ou indiretamente na patogénese da infecgao
pneumococica. Entre essas, podemos destacar: pneumolisina (Ply), autolisina
(LtyA), antigeno A de superficie pneumocécica (PsaA), proteina A de superficie

pneumocodcica (PspA), pululanase (SpuA), proteina ligadora de colina (CbpA) e



neuraminidases, dentre outros (BOULNOIS, 1991; BRILES et al, 2001;
JEDRZEJAS, 2007).

A pneumolisina € uma proteina de aproximadamente 53KDa que parece ser
produzida por todas as amostras de S. pneumoniae (HIRST et al.,, 2004).
Diferentemente dos demais antigenos pneumocdcicos, é uma enzima
citoplasmatica que é liberada apés a acdo da autolisina. Desta forma, as
propriedades de viruléncia da pneumolisina sao diretamente dependentes da agao
da autolisina (JEDRZEJAS, 2007). A pneumolisina € codificada pelo gene
constitutivo ply, sendo que bactérias ply mutantes sdo incapazes de transpor o
endotélio microvascular, indicando que essa proteina € essencial para que o
pneumococo tenha a capacidade de invadir a corrente sanguinea e a barreira
hemato-encefalica (HIRST et al., 2008).

A pneumolisina tem fungdes distintas, especialmente na fase inicial da
patogénese da infecgdo pneumococica. Essa proteina se oligomeriza nas
membranas das células alvo, para formar um poro transmembranico (KADIOGLU
et al., 2008). Os efeitos citotdxicos da pneumolisina podem inibir a fagocitose e a
funcao das células imunes, o que leva a supressao da resposta imune inflamatéria
do hospedeiro (JEDRZEJAS, 2001). Além disso, a pneumolisina inibe o
movimento ciliar das células do epitélio respiratorio, e também pode induzir a
sintese de citocinas, e ativagdo de células T CD4" (KADIOGLU et al., 2008).

Uma caracteristica tipica do pneumococo é a sua tendéncia a sofrer
autdlise apos alcancar a fase estacionaria, em consequéncia do uso de
antimicrobianos, assim como de varios outros agentes quimicos ou fisicos. A
enzima responsavel por esse processo € a autolisina (LytA-N-acetiimuramil-I-
alanina amidase), uma enzima codificada pelo gene IytA, que age na degradagao
da peptideoglicana, provocando uma desestabilizagdo da parede celular que
acarreta lise celular (JEDRZEJAS, 2001). A autolisina apresenta um peso
molecular de aproximadamente 36kDa e possui uma organizagdo modular, sendo

constituida por dois dominios distintos. Um dominio € composto por 6 repeti¢cdes



de 20 a 21 aminoacidos localizadas na porgcéo C-terminal e € responsavel pela
ligacdo a residuos de acidos teicdicos ou lipoteicoicos presentes na superficie
celular do microrganismo. Essa ligagao da enzima a residuos de colina dos acidos
teicdicos de parede celular é essencial para a atividade litica da enzima. O
segundo dominio, localizado na por¢ao N-terminal, € provavelmente o responsavel
direto pela atividade litica contra a peptideoglicana pneumocécica (GARCIA et al.,
1988; JEDRZEJAS, 2001). Ela esta direta e indiretamente ligada na patogénese
da infeccdo pneumocécica. A implicagdo indireta da acdo dessa enzima é a
liberacdo de proteinas citoplasmaticas do pneumococo, incluindo fatores de
viruléncia como a pneumolisina (TUOMANEN, 1999). A LytA é a enzima
responsavel pela solubilizacdo de S. pneumoniae em uma solugao contendo 1%
de desoxicolato de sbdio, constituindo assim um dos principais testes laboratoriais
para identificacdo do pneumococo (LLULL, LOPEZ & GARCIA, 2006). Em um
estudo realizado para avaliar o possivel papel da LytA na viruléncia do
pneumococo, Berry & Paton (2000) observaram que amostras mutantes de S.
pneumoniae (AlytA) apresentavam viruléncia reduzida em modelos experimentais

em camundongos com pneumonia e bacteremia.

O PsaA foi inicialmente considerado como uma adesina, devido as
sequéncias homologas com adesinas lipoprotéicas de Streptococcus sanguis e
Streptococcus parasanguis (SAMPSON et al., 1994). Atualmente, apds estudos de
analise estrutural, sabe-se que é um componente do complexo transportador ABC
que é responsavel pelo transporte de manganés e zinco para o interior da célula
do S. pneumoniae (JEDRZEJAS, 2001). Em cepas mutantes ApsaA, ficou
evidenciada a necessidade de manganés adicional para a manutencao celular
(McALLISTER et al., 2004). O manganés € essencial para o crescimento do
pneumococo e, ao mesmo tempo, funciona como co-fator ou regulador da
expressao de outros genes como, por exemplo, os codificantes de adesinas
(PATON, 1998). Alguns estudos tém relatado que mutagdes no gene psaA

acarretam em deficiéncia do crescimento bacteriano, da viruléncia e da



capacidade de adesao, além de alterar a resposta ao estresse oxidativo (MARRA
et al., 2002; TSENG et al., 2002).

A PspA é um importante fator de viruléncia expresso por amostras de
pneumococos (CRAIN et al.,, 1990; JEDRZEJAS, 2007) e que pode apresentar
tamanho variado, de amostra para amostra, geralmente entre 67 a 99kDa, sendo
constituida por 5 dominios distintos: (i) um peptidio sinal; (ii) um dominio alfa-
hélice de aproximadamente 288 aminoacidos; (iii) um dominio rico em prolina com
aproximadamente 81 aminoacidos; (iv) um dominio de ligagdo a colina com
aproximadamente 20 aminodacidos, que ancora a proteina na superficie celular; e
(v) uma curta cauda C-terminal contendo aproximadamente 17-20 aminoacidos
(SWIATLO et al., 1997; HOLLINGSHEAD, BECKER & BRILES, 2000;
JEDRZEJAS, LAMANI & BECKER, 2001; OCHS et al., 2008). Essa porg¢édo C-
terminal € composta por 10 repeticbes de 20 aminoacidos conservados que
formam um dominio de ligagdo a colina, o qual é responsavel por manter a
proteina presa a superficie do pneumococo (JEDRZEJAS, LAMANI & BECKER,
2001). Essa proteina interfere na fixacdo do componente C3 do sistema
complemento na superficie da bactéria, bloqueando potencialmente os eventos
que levam a opsonizacao e fagocitose (BRILES et al., 2003; PAYNE et al., 2005;
KADIOGLU et al., 2008), além de ser capaz de se ligar a lactoferrina humana
(HOLLINGSHEAD, BECKER & BRILES, 2000).

Em 2000, Hollingshead, Bricks & Briles investigaram a base da diversidade
sorologica da PspA e, com base nas divergéncias das sequéncias de nucleotideos
da regidao a-hélice N-terminal, os autores identificaram 3 familias de PspA. A
regido principal responsavel pela diversidade encontrada entre as PspAs
compreende uma sequéncia de aproximadamente 100 aminoacidos, conhecida
como regiao definidora de clades (clade-defining region; CDR). Analises dessas
regides permitiram subdividir as familias em clades, que divergem entre si em
mais de 20%, sendo evidenciado que PspAs pertencentes a uma mesma clade
apresentam uma identidade superior a 90%. Assim, de acordo com a diversidade

dos alelos que as codificam, as proteinas PspA foram classificadas em familia 1



(Fam1, contendo os clades 1 e 2), familia 2 (Fam2, contendo os clades 3,4 e 5) e
familia 3 (Fam3, contendo o clade 6) (HOLLINGSHEAD et al., 2000;
BRANDILEONE et al., 2004; PIMENTA et al., 2006). As familias de pspA podem
ser reconhecidas por testes moleculares, como o PCR, ou por métodos
sorolégicos como o ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay), enquanto que
para a definicdo de clades é necessario o sequenciamento de DNA (MELIN et al.,
2008). Em geral, a expressdo de PspAs das familias 1 e 2 predomina entre as
amostras de S. pneumoniae de origem clinica, correspondendo a cerca de 98%
destas; enquanto que as amostras que expressam PspA da familia 3 séao

raramente encontradas (OCHS et al., 2008).

A PspC é uma proteina multifuncional de superficie celular, também
conhecida por outros nomes que refletem suas diversificadas atividades
(KADIOGLU et al., 2008), tais como proteina ligadora de colina A (CpbA), devido a
afinidade a colina, e também chamada de proteina A secretéria de superficie
pneumococica (SpsA), devido sua capacidade de se ligar aos receptores de
imunoglobulina polimérica que normalmente transportam IgA secretéria
(KADIOGLU et al., 2008). Amostras mutantes do gene pspC apresentam
dificuldades de inibir a via alternativa do complemento (LU, MA & ZHANG, 2006) e
apresentam viruléncia reduzida (IANNELLI et al., 2004).

A neuraminidase é outro fator de viruléncia que esta presente em todas as
amostras de S. pneumoniae. A enzima cliva o acido sialico terminal das glicanas
de superficie celular, tais como mucina, glicolipideos e glicoproteinas, que
provavelmente causam danos as glicanas das células do hospedeiro. Essa agao
interfere nos padrbes de glicosilagdo e expbde a superficie das células do
hospedeiro, o que pode expor receptores de superficie para possiveis interacbes
com a célula pneumocdcica (BERRY, LOCK & PATON, 1996).

Bongaerts e colaboradores (2000) caracterizaram o gene que codifica
proteina denominada pululanase A de S. pneumoniae, chamado spuA. Utilizando

andlises de imunocitometria e microscopia de imunofluorescéncia com soro anti-



SpuA, foi constatado que a SpuA é uma proteina localizada na superficie celular.
Assim, acredita-se que essa proteina, devido a sua atividade o-1,6-glicano-
hidrolase, possa ter um importante papel na colonizagao e ser capaz de solubilizar
muco ou promover a exposi¢ao de glicoconjugados de células do hospedeiro para

a aderéncia do pneumococo.

Varios estudos utilizando culturas de células epiteliais tém avaliado as
interacbes de adesinas pneumococicas com receptores de células humanas. A
maioria das adesinas apresenta fosforilcolina (ChoP), que € um constituinte tanto
de acidos associados a parede celular quanto de acidos lipoteicdicos (CUNDELL
et al.,, 1995). Em S. pneumoniae, ChoP é responsavel por mediar a aderéncia ao
receptor do fator ativador de plaquetas (rPAF) e gerar uma sinalizagao na célula
hospedeira atraves desse receptor (KADIOGLU et al., 2008).

3. Variacao de Fase

Um processo critico na patogénese das infecgdes causadas por S.
pneumoniae é a capacidade deste patégeno de se adaptar a diversos
microambientes no hospedeiro humano. O pneumococo coloniza a nasofaringe de
humanos e pode disseminar-se localmente e causar infeccbes nos tratos
respiratorios inferior e superior (OVERWEG et al.,, 2000). Porém, em algumas
circunstancias, esse microrganismo € capaz de ter acesso a corrente sanguinea,
via vasos linfaticos cervicais, causando bacteremia e, ocasionalmente, infec¢des
em outros 6rgaos. Além disso, é capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica
e causar meningite (WEISER et al., 1994; OVERWEG et al., 2000).

Para patogenos do trato respiratério que freqientemente causam infecgdes
invasivas, a capacidade de sobreviver em diferentes microambientes no
hospedeiro requer a regulagao da sintese de importantes estruturas de superficie

(OVERWEG et al., 2000). Em alguns desses microrganismos, entre os quais se



incluem os pneumococos, essa capacidade reversivel de expressao ou variagao
de fase, permite que se notem diferengas em sua morfologia colonial (WEISER et
al., 1994). Essa mudan¢a na morfologia colonial € altamente variavel de cepa para
cepa e parece ser independente das condigdes de crescimento in vitro, incluindo
pH, temperatura e osmolaridade (OVERWEG et al., 2000).

Em S. pneumoniae, dois fendtipos coloniais séo efetivamente reconhecidos:
transparente e opaco (WEISER & KAPOOR, 1999). A variacado de fase tem sido
analisada através da capacidade do pneumococo em colonizar a nasofaringe de
camundongos, observando-se uma correlagdo entre a morfologia colonial in vivo e
in vitro. Somente cepas transparentes sao capazes de estabelecer uma densa e
estavel colonizagdo na superficie mucosa nasofaringea, quando comparada as
cepas de fenodtipo opaco. Isto pode ser explicado pela exacerbada ligagdo das
cepas de fendtipo transparente aos receptores glicoconjugados presentes nas
células epiteliais bucais, além de aderirem as células pulmonares do tipo Il e as
células endoteliais vasculares, bem como a diversos receptores que aparecem

nas células apos a liberagao de certas citocinas (OVERWEG et al., 2000).

Em contraste, a cepa variante opaco € mais virulenta em ensaios com
animais, apresentando capacidade elevada de desencadear uma infeccéo
sistémica. Kim e colaboradores (1999) demonstraram que o alto poder de
viruléncia da cepa variante opaco esta provavelmente relacionado ao aumento da
resisténcia a opsonofagocitose. Uma caracteristica marcante de variantes
apresentando fendtipo opaco € a grande produgao de polissacarideos capsulares,
cuja expressao alcanga niveis de duas a seis vezes maiores quando comparadas
as variantes transparentes (WEISER & KAPOOR, 1999; ALEGRUCCI & SAUER,
2007). Na nasofaringe, podem ser encontradas duas sub-populagdes de cepas
com fenodtipos coloniais distintos: na parte externa da superficie mucosa, os
variantes transparentes predominam, enquanto que no interior da mucosa nasal, a
maioria das cepas apresenta fenétipo opaco (BRILES et al., 2005; McELLISTREM,
RANSFORD & KHAN, 2007). Em modelos animais (ratos) e em seres humanos,

podem ser observados que variantes opacas expressando uma maior quantidade
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de capsula sdo mais resistentes a opsonofagocitose, e que essas cepas sao
selecionadas durante a transicdo da superficie mucosa para a circulagao
sanguinea (KADIOGLU et al., 2008).

4. Epidemiologia das Infec¢g6es Pneumocécicas

As infecgcbes causadas por S. pneumoniae continuam sendo associadas a
indices significativos de morbidade e mortalidade em diversas regidées do mundo.
Em 2005, a Organizagao Mundial da Saude (World Health Organization; WHO,
2007) estimou que 1,6 milhdo de obitos devido as infecgdes pneumocdcicas, a
cada ano, sendo 700.000 a 1 milhdo em criancas com idade inferior a 5 anos em
paises em desenvolvimento. Em 1993, o pneumococo foi considerado o segundo
principal patégeno causador de meningite em S&o Paulo (SP), com 1,5 casos por
100.000 individuos por ano (BRANDILEONE et al., 1995). Na cidade de Salvador
(BA), a incidéncia de meningite pneumocdcica foi de 1,6 casos por 100.000
habitantes em faixas etarias variadas e 24,7% desses casos foram notificados em
criancas menores de 5 anos por 100.000 habitantes, com o predominio dos
sorotipos 3 e 14, respectivamente (REIS et al.,, 2002). J& em 2008, Reis e
colaboradores realizaram um estudo sobre a transmissdo de pneumococos em
pessoas residentes em comunidades conhecidas popularmente como “favelas” em
Salvador. Os autores observaram que cerca de 36% dos individuos eram
colonizados por S. pneumoniae, sendo os sorotipos predominantes o 19F, 6A, NT
(n&o tipavel), 23F, 18C e 34. Estima-se que, entre 1983 e 2003, o Brasil teve
29.600 casos de meningite causada por pneumococos em criangas menores de 1
ano, com 8.554 mortes (BRICKS & BEREZIN, 2006). Além disso, em 2004, a
freqUéncia de criangas menores de 5 anos hospitalizadas devido a pneumonia
causada por pneumococo foi de 2.500/100.000, e o indice de mortalidade devido
a doencgas respiratdrias alcangou 25/100.000, nessa faixa etaria (BRICKS &
BEREZIN, 2006).

11



Com a introducédo em 1999, da vacina conjugada contra Haemophilus
influenzae tipo b no programa de imunizagao brasileiro, 0 pneumococo passou a
ser a segunda causa de meningite, sendo superado apenas pela Neisseria
meningitidis, com indice anual de 10 casos por 100 criangas acima de 1 ano de
idade, e com cerca de 27,5% de mortalidade (BRANDILEONE et al., 2003).

A distribuicdo dos sorotipos entre amostras de origem clinica varia de
acordo com o pais, idade do paciente e manifestacao clinica. Em estudo realizado
por Bogaert e colaboradores (2004a), ficou evidente que a ordem de
predominancia dos diferentes sorotipos pode variar de acordo com as localidades.
Exemplos disso séo representados pelo que foi observado em estudos realizados
na Grécia, onde os sorotipos prevalentes entre criancas menores de 2 anos foram
6B, 19F, 23F, 14 e 18C, enquanto que, em estudos realizados nos Estados Unidos
(EUA), os sorotipos prevalentes foram 6B, 14, 19F e 23F. Em paises da Africa,
como Quénia, o sorotipo 13 foi o prevalente, seguido dos sorotipos 15, 14, 6B e
19F. Em um estudo realizado na cidade de S&o Paulo no periodo de 1997 a 2001,
no qual foram analisadas amostras provenientes de criangas com idade inferior a
5 anos de idade e com doenga pneumococica invasiva (DPI), os sorotipos 14, 1, 5
e 23F constituiram 72,5% das amostras isoladas de casos de DPI (BEREZIN et
al., 2007). De uma maneira geral, no Brasil os sorotipos que sdo mais
freqlientemente associados com colonizacdo e infeccdo em criancas, além de
serem os mais frequentemente associados com a resisténcia aos antimicrobianos,
séo: 6A, 6B, 9V, 14, 19A, 19F e 23F (KLUGMAN & KOORNHOF, 1988; DAGAN et
al., 2003). Em estudos realizados em nosso laboratorio (DIAS, 2007c; KEGELE,
2008), foi observado o predominio do sorotipo 14 entre amostras provenientes,
sobretudo, dos Estados do Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sao Paulo.
Adicionalmente, amostras desses sorotipos apresentaram indices crescentes de

susceptibilidade reduzida a penicilina.
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5. Resisténcia aos Antimicrobianos

Até meados da década de 1960, o tratamento das infeccbes
pneumocaocicas era realizado com sucesso com base no uso de penicilina. A partir
da década de 1970, surgiram os primeiros relatos de cepas resistentes a penicilina
e, desde entdo, é cada vez mais frequente o isolamento dessas cepas
(CASTANEDA, PENUELA & VELA, 1998; APPELBAUM, 2002; CAMARGOS et al.,
2006).

O indice de pneumococos resistentes a penicilina pode variar
expressivamente entre regides geograficas distintas. Em paises da América do
Sul, como Uruguai, Argentina, Chile e Coldbmbia, as taxas de resisténcia sdo em
torno de 20% (CAMARGOS et al., 2006), enquanto que, em paises da Europa,
como Espanha e Hungria, os indices de amostras resistentes a penicilina giram
em torno de 40 a 59%, respectivamente (CASTANEDA, PENUELA & VELA,
1998). Estudos realizados com amostras isoladas na década de 1990 na regiao
sudeste do Brasil demonstraram um indice inferior a 1% na prevaléncia de
pneumococos apresentando resisténcia plena a penicilina (SESSEGOLO et
al.,1994; BRANDILEONE et al., 1998).

A maioria dos dados disponiveis sobre a resisténcia dos pneumococos a
penicilina ainda sdo os baseados nos critérios de interpretacdo propostos pelo
Clinical Laboratory Standards Institute até 2007 (CLSI, 2007). No entanto, em
2008, pontos de cortes diferenciados foram estabelecidos pelo CLSI. Foram
propostas mudancas que poderao influenciar amplamente a interpretacdo de
aspectos epidemioldgicos da resisténcia a penicilina em S. pneumoniae. Os novos
critérios sugeridos pelo CLSI diferenciam a interpretagdo dos resultados entre
amostras provenientes de pacientes com meningite e amostras provenientes de
outros quadros clinicos que ndo a meningite. Para amostras isoladas de casos de
meningite, o critério sugere que amostras com concentragdo inibitdria minima
(CIM) = 0,12ug/mL sejam consideradas plenamente resistentes e exclui o critério

de interpretacdo de resisténcia intermediaria. Ja para as amostras isoladas de
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casos de “ndo meningite”, o novo critério sugere que amostras com CIMs < 2,0
ug/mL sejam consideradas susceptiveis, amostras com CIMs = 4,0 ug/mL sejam
consideradas como apresentando resisténcia intermediaria, e amostras com CIMs
> 8,0 ug/mL sejam consideradas plenamente resistentes. A titulo de ilustracdo das
diferencas de interpretacao, entre os novos critérios, pode ser citado o trabalho de
Velasquez e colaboradores (2008) no qual foram estudadas amostras de
pneumococos isoladas de criancas colonizadas. Os autores observaram que o
percentual de amostras susceptiveis a penicilina seria de 42,4%, caso fossem
utilizados os critérios propostos para amostras isoladas de liquido
cefalorraquidiano (LCR), ou de 94,6%, caso fossem empregados os critérios

recomendados pelo CLSI para amostras isoladas a partir de outros sitios.

A penicilina € um antibiético pertencente a classe dos [-lactamicos, que
atuam inibindo a sintese da parede celular de bactérias. O S. pneumoniae
apresenta um complexo mecanismo de resisténcia a estes antimicrobianos,
caracterizado por mutagdes nos genes que codificam para as proteinas ligadoras
de penicilina (PBPs). As PBPs sdo enzimas associadas a membrana que atuam
na polimerizagdo e transpeptidagdo das cadeias de peptideolicano durante as
etapas finais da biossintese da parede celular (NICHOL, ZHANEL & HOBAN,
2002). Os B-lactamicos sao capazes de interagir com essas PBPs inativando-as e,

consequentemente, impedindo o processo de sintese da parede celular.

Ja foram identificadas seis PBPs diferentes em S. pneumoniae: PBP 1a, 1b,
2a, 2b, 2x e 3. As cepas resistentes a esses antimicrobianos apresentam
alteracbes genéticas nas PBPs e, por conseguinte, perda de afinidade do
antimicrobiano ao seu sitio de ligagdo (HAKENBECK et al., 1999). Em geral, o
padrao de resisténcia de uma determinada cepa em particular € resultante da
interacédo de varias PBPs, apresentando diversos graus de modificagdo. Mutacdes
apenas no gene que codifica a PBP2x sao suficientes para tornar os
pneumococos menos sensiveis as cefalosporinas (TRZCINSKI, THOMPSON &
LIPSITCH, 2004). Barcus e colaboradores (1995) evidenciaram que alteracdes

nas PBPs 2x, 2b e 1a acarretam a resisténcia niveis elevados de penicilina.
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Em amostras clinicas de pneumococos resistentes, as PBPs alteradas séo
codificadas por genes variantes que diferem em até 25% da sequéncia de
nucleotideos original, o que resulta em uma diferengca de aproximadamente 10%
na sequéncia de aminoacidos da proteina (HAKENBECK, 1997). Em laboratdrio,
podem ser selecionados mutantes resistentes a penicilina gerados a partir de
mutagdes pontuais nos genes pbps. No entanto, mutagdes pontuais unicas nao
sao encontradas em amostras clinicas resistentes. O motivo para este evento nao
acontecer ainda é desconhecido, mas uma provavel explicacdo esta no fato de
que uma simples mutacdo confere um pequeno aumento na resisténcia, nao
sendo significante para as condi¢des encontradas pelo pneumococo in vivo
(HAKENBECK et al., 1999).

Devido a emergéncia de cepas resistentes a penicilina, a terapia
recomendada para o tratamento desses casos consiste no uso de eritromicina. A
eritromicina € um macrolideo que possui acdo bactericida, inibindo a sintese
protéica, pois quando fixada a subunidade 50S, impede os movimentos de
translocacdo. Os macrolideos tém sido comumente recomendados para o
tratamento de pneumonia e outras infec¢des respiratorias (GAY et al., 2000), mas
a crescente resisténcia a esta classe de antimicrobianos € também relatada desde
o final da década de 1980.

Dois mecanismos de resisténcia aos macrolideos s&o reconhecidos em S.
pneumoniae: o efluxo ativo da droga, resultando no fenétipo M, e a metilagdo do
sitio alvo do antimicrobiano, resultando no fendtipo MLSg (SANTAGATI et al.,
2000; AMEZAGA et al., 2002; MONTANARI et al., 2003; DANEMAN et al., 2006).
O mecanismo de efluxo é resultante da expressado dos genes da classe mef, que &
caracterizada pela resisténcia aos macrolideos e sensibilidade as lincosaminas e
a estreptogramina B (SANTAGATI et al. 2000). Em pneumococos, ja foram
identificados os genes mef(A) e mef(E) que sdo responsaveis por codificar
proteinas transportadoras associadas a membrana, as quais atuam no
bombeamento do antimicrobiano para fora da célula. Estes dois genes

apresentam 90% de homologia e sdo carreados por elementos genéticos distintos
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(DALY et al. 2004). O gene mef(A) é carreado por um elemento genético presente
no cromossomo designado Tn1207.1, o qual é considerado um transposon nao
conjugativo (SANTAGATI et al. 2000). Por outro lado, o gene mef(E) é carreado
por um elemento de insercdo cromossémica designado mega (macrolide efflux
genetic assembly) (DEL GROSSO et al., 2002).

O produto do gene erm é capaz de metilar residuos de adenina altamente
conservados, presentes no centro peptidil transferase do rRNA 23S recém-
sintetizado. Essa metilagdo bloqueia a ligagdo dos macrolideos, lincosaminas e
estreptogramina B (GAY & STEPHENS, 2001). Em pneumococos, o gene
codificador de metilases predominantemente encontrado € o erm(B), enquanto
que o gene erm(A) [subclasse erm(TR)] € encontrado com menor freqiéncia
(RANTALA et al.,, 2005). A resisténcia designada MLSg em pneumococos é
determinada principalmente pelo gene erm(B), que é carreado usualmente por um
transposon conjugativo Tn1545, responsavel também por carrear mais dois genes
determinantes de resisténcia: o tet(M), que codifica a resisténcia a tetraciclina, e o

aphA3, que codifica a resisténcia a canamicina (MARIMON et al., 2006).

A co-resisténcia as trés classes de antimicrobianos do grupo MLS pode ser
constitutiva, quando a enzima metilase é produzida continuamente, ou entdo pode
ser induzida, quando é requerida a presenca de um antimicrobiano indutor para
que a enzima seja sintetizada (SEPPALA et al.,, 1998). Com isso, pode se
identificar o fendtipo MLSg indutivo e o fendtipo MLSg constitutivo, este ultimo

caracterizado pela resisténcia em niveis elevados.

Outros possiveis mecanismos de resisténcia aos macrolideos em
pneumococos incluem mutagées no dominio Il ou V do rRNA 23S ou ainda nos
genes que codificam as proteinas ribossomais L4 e L22 (RANTALA et al., 2005).
Entretanto, o numero de amostras apresentando alteragdes ribossomais ainda é

pequeno, quando comparado com os de outros mecanismos de resisténcia.

A tetraciclina € um antimicrobiano com amplo espectro de agcao (PRADIER

et al., 1997), eventualmente ainda usado para tratamento de infecgbes
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pneumocadcicas. O mecanismo predominante que confere resisténcia a tetraciclina
€ decorrente de interagcdes de proteinas citoplasmaticas com a subunidade 30S do
ribossomo que fica protegido contra a agdo do antimicrobiano (MONTANARI et al.,
2003). Tais proteinas denominadas TetM ou TetO sao codificadas pelos genes
tet(M) e tet(O), respectivamente, sendo tet(M) aquele predominantemente

encontrado entre amostras de pneumococos (DOHERTY et al., 2000).

Um mecanismo de bomba de efluxo, que reduz a concentragao intracelular
de tetraciclina é menos comum em estreptococos, sendo mediado por proteinas
de membrana codificadas pelos genes tet(K) ou tet(L) (MONTANARI et al., 2003).

Devido ao evidente aumento de cepas resistentes aos antimicrobianos mais
utilizados para o tratamento empirico de infeccbes pneumocdcicas, novos
antimicrobianos estdo sendo empregados no tratamento de pacientes suspeitos
de serem portadores de cepas multi-resistentes, entre eles a levofloxacina e a
moxifloxacina. Esses antimicrobianos pertencem a classe das fluoroquinolonas, e
possuem grande eficacia contra pneumococos (APPLEBAUM, 2002). A resisténcia
do S. pneumoniae as quinolonas € conhecida por ocorrer devido a dois
mecanismos, 0s quais podem estar presentes concomitantemente em uma unica
cepa. A resisténcia mediada por gene cromossOmico pode ocorrer por alteragbes
nos genes que codificam para ambas as sub-unidades da DNA girase (gyrA e
gyrB) ou topoisomerase IV (parC e parE) (LaPLANTE et al., 2007). Porém, em
pneumococos, a mais comum é a resisténcia devido a mutagdes nos genes gyrA,
parC ou em ambos (REINERT et al., 2005). Um mecanismo de resisténcia as
quinolonas por bomba de efluxo também é reconhecido, sendo codificado pelo

gene pmrA em S. pneumoniae (LaPLANTE et al., 2007).

A resisténcia ao cloranfenicol também é encontrada entre amostras de S.
pneumoniae e foi relatada, pela primeira vez, em meados da década de 1970. A
resisténcia esta associada com a produgdo de uma enzima que promove a
conversdo desse antimicrobiano em um composto nao funcional, incapaz de se

ligar a subunidade 50S do ribossomo. Esta enzima, denominada cloranfenicol
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acetiltransferase (CAT), é codificada pelo gene cat (MATTHEWS, BAKER &
THORNSBERRY, 1988). Em amostras de S. pneumoniae resistentes ao
cloranfenicol, o gene cat esta presente no transposon conjugativo Tn5253
(AYOUBI, KILLIC & VIJAYAKUMAR, 1991).

O sulfametoxazol e o trimetoprim sdo agentes antimicrobianos muito
utilizados, geralmente em combinagdo (co-trimoxazole), para o tratamento de
infeccdes do trato respiratério, em paises em desenvolvimento, principalmente
devido a sua eficacia e baixo custo. As sulfonamidas sdo analogos estruturais do
acido p-aminobenzoico (PABA) e apresentam agdo bacteriostatica. Seu
mecanismo de ac¢do constitui um bom exemplo de inibigdo competitiva, pois
podem atuar na reagdo no lugar do PABA, competir pela enzima diidropteroato
sintetase e formar analogos n&o funcionais do acido folico. A resisténcia a esses
agentes se deve a alteragdes nos genes que codificam essa enzima, a qual perde
a susceptibilidade & agéo da droga (HUOVINEN et al., 1995; KARPANOJA, et al.,
2008). Em contrapartida, o trimetoprim inibe a diidrofolato-redutase, uma enzima
que atua na via metabdlica do acido dihidrofdlico, componente essencial na
sintese de acidos nucléicos e aminoacidos. A resisténcia ao trimetoprim pode ter
diversas explicagbes, entre elas a super producdo da enzima bacteriana,
aquisi¢cao do gene dfr, o qual codifica a enzima, porém modificada, ou ainda uma
combinacédo desses dois mecanismos (ADRIAN & KLUGMAN, 1997).

6. Profilaxia das Infecgcoes Pneumocoécicas

A importancia das doengas pneumocdcicas € o aumento da resisténcia
bacteriana tiveram um papel crucial para o desenvolvimento de vacinas para
prevencao dessas infecgbes (BRICKS & BEREZIN, 2006). A principal meta tem
sido o desenvolvimento de vacinas efetivas para a utilizagdo em individuos
pertencentes aos diversos grupos de risco, incluindo idosos e
imunocomprometidos. A colonizacdo assintomatica por pneumococos € bastante
comum, especialmente em criangas, que, deste modo, atuam como importantes

vias de transmissao horizontal do microrganismo (BOGAERT et al., 2004b).
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O papel essencial da capsula como um fator de viruléncia do S.
pneumoniae fez com que essa estrutura se tornasse alvo de grande interesse
cientifico. Assim, as primeiras vacinas desenvolvidas se basearam na utilizagdo de
polissacarideos capsulares, uma vez que possuem uma alta capacidade de
estimular o sistema imune do hospedeiro. Anticorpos contra a capsula mostram-se
eficazes contra a infeccdo. No entanto, a protecdo induzida pelas vacinas
polissacaridicas € tipo especifica, gerando limitagbes em fungdo da ampla

diversidade entre os sorotipos de S. pneumoniae (BOGAERT et al., 2004b).

Atualmente, as formulagdes vacinais disponiveis no mercado s&o: a vacina
polissacaridica 23-valente e a vacina 7-valente conjugada, que incluem 23 e 7
tipos sorolégicos respectivamente (BOGAERT et al., 2004b). A vacina 23-valente
apresenta os sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F, apresentando uma cobertura de
aproximadamente 85-90% das cepas circulantes, mas apresenta importantes
limitacbes, uma vez que ¢é fracamente imunogénica em idosos e
imunocomprometidos e ndo induz uma resposta imune satisfatéria em criancas
menores de 2 anos (BOGAERT et al., 2004a). Essa vacina induz uma resposta
imune de curta duragdo e ndo é capaz de ativar a memoria imunologica, por
induzir resposta células T independente (PLETZ et al., 2008). A vacina 7-valente
conjugada a proteina diftérica cross-reacting material (CRM) 197 inclui os
sorotipos capsulares 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F e foi baseada nos sorotipos
mais comumente encontrados em casos de infecgdes invasivas nos EUA e em
paises da Europa (BRANDILEONE et al., 2003). Em 2001, tal vacina foi licenciada
no Brasil, e, até o final de 2009, esteve disponivel na rede privada e publica, com
limitacbes. Na rede publica de saude, sua disponibilidade é restrita a criancas que
tenham doencas consideradas de alto risco, como pacientes com doenca cardio-
respiratoria grave, imunodeficiéncia congénita ou adquirida ou asplenia (BRICKS
& BEREZIN, 2006). Estima-se que tal vacina tenha um impacto significativo na
redugcdo de 60% das doengas pneumocdcicas graves em criangas com idade
acima de 5 anos no Brasil (BRANDILEONE et al., 2004).
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Como referido anteriormente, a colonizagdo por pneumococos precede as
infeccdes invasivas e de maior gravidade, e evidéncias de mudangas na
prevaléncia de sorotipos colonizando a nasofaringe de criangas tém sido
destacadas na literatura, notando-se uma substituicdo de sorotipos vacinais por
sorotipos ausentes na vacina conjugada. Um exemplo é fornecido pelos dados de
um estudo realizado na Alemanha, em que se verificou 0 aumento da prevaléncia
do sorotipo 19A colonizando e causando infecgdes invasivas em criangas (PLETZ
et al., 2008). Essa mudancga pode estar associada a erradicagdo quase completa
de sorotipos vacinais em paises onde a vacina conjugada faz parte do programa

de vacinagao nacional (PLETZ et al., 2008).

No Brasil, em 2010, entrard no calendario nacional de vacinacido a nova
vacina conjugada 10-valente (http://portal.saude.gov.br/portal/saude/default.cfm).
Com nome comercial de Synflorix, esta vacina possui 10 tipos capsulares,
incluindo aqueles presentes na 7-valente e mais os sorotipos 1, 5 e 7F conjugados
a proteina D proveniente de H. influenzae néao tipavel. Essa vacina ja foi liberada
em alguns paises, como Australia, Chile, Finlandia, Frang¢a, Republica Tcheca, e
Noruega, mas poucos estudos tém sido realizados comprovando a eficacia na
prevencao de infecgbes invasivas e na produgcdo de anticorpos protetores
(VESIKARI et al., 2009).

Uma vacina conjugada 13-valente foi aprovada em fevereiro de 2010 pela
u.S. Food and Drug Administration (FDA) (disponivel em:
http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/ucm201758.htm

conforme acesso em 07 de margo de 2010), para uso nos EUA. Na formulagao
dessa vacina, os sorotipos ja presentes na vacina 7-valente conjugada foram
acrescidos de seis outros sorotipos (1, 3, 5, 6A, 7F e 19A). Tais sorotipos sao
encontrados frequentemente como causa de doenca pneumocdcica invasiva,
principalmente nos EUA e em alguns paises da Africa e Europa (CDC, 2005;
YARO, et al., 2006; PEREZ-TRALLERO, et al., 2009).
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Mais recentemente, um grande interesse tem sido direcionado para o
desenvolvimento de vacinas baseadas em proteinas pneumocdcicas que
contribuem para a patogénese e que sdo comuns a todos os sorotipos. Essas
proteinas, sendo antigenos T-dependentes, demonstram ser altamente
imunogénicas e sao capazes de ativar memoria imunolégica em criangas
(OGUNNIYI et al.,, 2007). Dentre essas proteinas investigadas quanto ao seu
potencial vacinal, destacam-se aquelas associadas a viruléncia do microrganismo,
tais como: PspA, LytA, Ply, SpuA, CbpA e o PsaA. Cada uma dessas proteinas
tem mostrado niveis de protegéo significativos em modelos animais. Entretanto,
ainda ndo ha estudos comparativos sobre a caracterizacdo e avaliacdo dessas
proteinas, e os resultados dos diferentes estudos parecem ser dependentes da
amostra bacteriana e/ou dos animais utilizados nos experimentos (OGUNNIYI et
al., 2007).

A PspA tem sido extensivamente estudada devido a sua ocorréncia em
todas as amostras de origem clinica e ainda pela evidéncia de protecdo em
estudos com modelos animais e humanos, nos quais anticorpos anti-PspA foram
capazes de proteger camundongos contra infeccédo sistémica (McDANIEL et al.,
1998). Além disso, a protecao parece ser extensiva as infecgdes por amostras de
diferentes sorotipos capsulares (McDANIEL et al., 1998). Nabors e colaboradores
(2000) imunizaram adultos saudaveis com recombinantes de PspA e conseguiram
niveis de anticorpos apresentando reagdes cruzadas duraveis e detectaveis 6
meses apos a vacinagao. Contudo, ainda se faz necessario provar a aplicabilidade

dessa proteina como componente na vacina anti-pneumococo.

Em relacdo a prevaléncia das diferentes familias de PspA, em um estudo
realizado com 368 amostras isoladas no Brasil, foi possivel detectar as Fam 1 e
Fam 2 entre amostras de 31 sorotipos capsulares diferentes, incluindo sorotipos
de alta prevaléncia e sorotipos raramente encontrados em circulagdo no Brasil
(BRANDILEONE et al., 2004). Houve também uma predominancia marcante de
PspA da Fam 2 entre amostras pertencentes ao sorotipo 14, e entre amostras nao

susceptiveis a penicilina (BRANDILEONE et al., 2004). Coral e colaboradores
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(2001) analisaram amostras isoladas de criancas com DPI na Colébmbia e
constataram que todas, exceto uma amostra, eram pertencentes as familias 1 ou
2. Ja em um estudo de Hollingshead e colaboradores (2006), foram estudadas
1.847 amostras oriundas de diversas regides geograficas, sobretudo paises da
América do Norte, Europa e Oceania, sendo observado que 40,5% pertenciam a
Fam 1, 58,8% a Fam 2 e 0,7% pertenciam as duas familias. Esses resultados
indicam que uma vacina contendo as proteinas PspA da Familia 1 e Familia 2
pode apresentar uma ampla cobertura das amostras circulantes em diversas

regides geograficas.

Considerando que PspAs de diferentes familias apresentam reac&o cruzada
restrita, € proposto que as vacinas constituidas por PspA devam incluir as
principais familias dessa proteina. Entretanto, para avaliar a adequacao da PspA
como possivel antigeno vacinal sera necessario primeiramente identificar as
familias de PspA prevalentes entre as amostras isoladas de diversas regides
geograficas no mundo (BRANDILEONE et al., 2004).

7. Caracterizagao Molecular

Diversos métodos moleculares tém sido introduzidos para a caracterizagao
de S. pneumoniae, contribuindo para um melhor entendimento da complexa
diversidade desse microrganismo e, consequentemente, para esclarecimento de
aspectos da epidemiologia, tratamento e prevengdo das infecgbes
pneumocdcicas. Dentre os métodos, destacam-se a analise do perfil eletroforético
de isoenzimas envolvidas em vias metabdlicas essenciais (MLEE, “Multilocus
Enzyme Electrophoresis”), a eletroforese em gel de agarose em campo pulsado
(PFGE, “Pulsed-Field Gel Electrophoresis”), variantes da técnica de PCR (BOX-
PCR, pbpPCR-RFLP), além do método de tipagem por sequenciamento de genes
que codificam isoenzimas envolvidas em vias metabdlicas essenciais (MLST,
“Multilocus Sequence Typing”) (McDOUGAL et al.,, 1992; VAN BELKUM et al.,
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1996; MOISSENET et al., 1997; ENRIGHT & SPRATT, 1998). Mais recentemente,
a técnica de MLVA (“Multiple-locus VNTR Analysis; VNTR, “Variable Number of
Tandem Repeats”) também €& uma proposta alternativa na tipagem de
pneumococo (KOECK et al., 2005).

A aplicagdo de técnicas moleculares para a tipagem de pneumococos
ganhou um impulso consideravel apdés a criagédo, em 1997, do “Pneumococcal
Molecular Epidemiology Network” (PMEN) (http://www.sph.emory.edu/PMEN),
com o proposito de estabelecer a padronizagdo de métodos para caracterizacao,
nomenclatura e classificacdo de clones de pneumococos resistentes
aaantimicrobianos. Atualmente, s&o reconhecidos pelo PMEN 43 clones de
disseminacdo internacional que contribuiram para o aumento da resisténcia
(http://www.sph.emory.edu/PMEN), destacando-se aqueles que parecem ter
surgido na Espanha durante os anos 80 (FENOLL et al., 1991). Entre esses, estao
incluidos os clones multi-resistentes pertencentes aos sorotipos 6B, 14 e 23F, e
um clone do sorotipo 9V resistente a penicilina (COFFEY et al., 1991; SOARES et
al., 1993; e TSOLIA et al., 2002). O uso sistematico das técnicas moleculares
preconizadas pelo PMEN tem auxiliado na investigacdo da relagao clonal entre
amostras com fendtipo de resisténcia a antimicrobianos, permitindo, dessa forma,

rastrear a disseminagao da resisténcia.

Amostras de pneumococo resistentes a penicilina, as quais séo
geneticamente relacionadas e possuem as mesmas formas alteradas de pbpla,
pbp2X e pbp2B, mas que diferem quanto ao sorotipo, ja foram descritas (COFFEY
et al., 1991; SIBOLD et al., 1992). Num estudo realizado por Coffey e
colaboradores (1999), foi sugerido que amostras geneticamente relacionadas
resistentes a penicilina, mas apresentando diferencas quanto ao sorotipo,
surgiram devido a eventos de recombinagdo onde houve troca do locus de

biossintese capsular (cps).

Camou, Hortal & Tomasz (1998) analisaram 61 amostras de S. pneumoniae

do sorotipo 14 resistentes a penicilina e oriundas de diferentes areas geograficas
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do Uruguai. Andlises através de PFGE confirmaram uma relagdo genética entre
essas amostras e permitiram estabelecer uma relacdo com a amostra de
referéncia M13P, representante do clone Spain®’-3. Tal clone é também freqiiente
entre amostras de pneumococos resistentes isolados na Argentina (ROSSI et al.,
1998). Amostras de pneumococos isoladas a partir de pacientes acometidos de
doengas invasivas, de cinco regides geograficas brasileiras, foram analisadas
utilizando PFGE. Foi observada a disseminacdo de amostras resistentes
distribuidas em quatro grupos clonais predominantes, distintos dos clones
internacionais (BRANDILEONE et al., 1998). E importante ressaltar que, neste
estudo, duas amostras pertencentes ao sorotipo 14 foram identificadas como
variantes do clone internacional Spain®'-3. Recentemente, estudos realizados em
nosso laboratério com amostras de S. pneumoniae do sorotipo 14 isoladas de
diferentes estados brasileiros, no periodo entre 1988 e 2005, demonstraram que
50% das amostras analisadas eram geneticamente relacionada a uma amostra
padrao, CDC Sp195, a qual era representante desse mesmo clone internacional
(KEGELE, 2008). Em um estudo abrangendo cinco paises da América Latina
(Argentina, Brasil, Coldmbia, México e Uruguai), foram investigadas 185 amostras
de infecgbes invasivas pertencentes a diversos sorotipos, sendo o sorotipo 14 o
segundo mais freqiiente (ZEMLICKOVA, et al., 2005). As técnicas moleculares
foram de extrema importancia para a caracterizacido dessas amostras, sendo que
analise por MLST permitiu observar a ocorréncia de amostras pertencentes a
ST156, previamente reconhecidas como associadas ao sorotipo 9V, e que
expressavam polissacaridio capsular do sorotipo 14. Ainda nesse mesmo estudo,
uma unica amostra sensivel a penicilina pertencente ao sorotipo 14 apresentou
perfil alélico idéntico ao clone pandémico Spain®'-3, reconhecido como sendo
resistente a penicilina (ZEMLICKOVA, et al., 2005).

Fica evidente que a introducdo de métodos de analise molecular trouxe
importantes contribuigdes ao conhecimento de aspectos epidemiolégicos desse
microrganismo. A aplicacdo de diferentes métodos que permitam discriminar e
caracterizar as variantes de S. pneumoniae, constitui hoje uma ferramenta

essencial para o rastreamento de S. pneumoniae e para basear propostas de
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controle das infecgcbes pneumocdcicas, sobretudo o desenvolvimento de novas

vacinas.
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OBJETIVOS

Dando continuidade aos estudos prévios realizados em nosso laboratério, o
presente estudo teve como objetivo: determinar a diversidade genética entre
amostras de S. pneumoniae pertencentes aos sorotipos 9N, 9V e 14, empregando

a eletroforese em campo pulsado e a analise do polimorfismo dos alelos de pspA.
Os objetivos especificos deste estudo foram:

1- Implantar a técnica de analise do polimorfismo dos alelos de pspA (tipagem
pspA), através da amplificagdo desses genes por PCR, como ferramenta
molecular a ser adicionada ao conjunto de métodos moleculares para avaliagdo da

diversidade genética de S. pneumoniae, ja em uso em nosso laboratorio;

2- Aplicar a metodologia acima referida para a avaliagdo da distribuicdo dos alelos
de pspA entre amostras de S. pneumoniae pertencentes aos sorotipos 9N, 9V e

14, isoladas no Brasil, ao longo de um periodo de cerca de 15 anos;

3- Determinar os alelos de pspA predominates entre os complexos clonais,
identificados através da andlise dos perfis de fragmentagdo do DNA
cromossémico empregando PFGE, e de ocorréncia mais freqlente entre amostras

de S. pneumoniae mencionadas no item anterior.
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MATERIAIS E METODOS

1. Amostras Bacterianas

Foram estudadas 290 amostras de S. pneumoniae pertencentes aos
sorotipos 9N (n=30), 9V (n=59) e 14 (n=201), isoladas entre os anos de 1988 a
2005, e que fazem parte da Colecdo de Culturas do Laboratério de Apoio
Biotecnologico do Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de
Microbiologia Professor Paulo de Gobées da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. As amostras sao provenientes de diferentes regides geograficas do Brasil,
incluindo os estados do Espirito Santo, Paraiba, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e S&o Paulo. Varias amostras de referéncia foram incluidas
como controle ou para fins comparativos e estdo mencionadas nos diferentes itens
desta secdo. As amostras estavam conservadas sob a forma de suspensdes
densas preparadas em solugao contendo leite desnatado a 10% (Skim-Milk, Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, EUA) e 20% de glicerol (Reagen, Quimibras
IndUstrias Quimicas S/A, Rio de Janeiro, Brasil) sendo mantidas & -180°'C em

tanques contendo nitrogénio liquido.

Para a recuperagdo das amostras, uma aliquota de cada suspensao foi
removida do respectivo tubo criogénico de estoque e inoculada em placas
contendo meio de cultura, com a seguinte composigao: mistura especial de
peptonas 23 g/L, amido 1 g/L, cloreto de sodio 5 g/L e agar 10 g/L, suplementado
com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (Plast Labor, Ltda, Rio de Janeiro,
RJ). As amostras foram submetidas a incubagao & 37°C por 18-24 h em atmosfera
contendo CO,a 5%.

2. Identificacao das Amostras

A identificagao fenotipica das amostras de S. pneumoniae incluidas neste

estudo foi realizada em estudos prévios do laboratério e baseou-se na analise das
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caracteristicas morfolégicas coloniais e celulares, na avaliagao do tipo de hemdlise
em meio de agar sangue de carneiro (ASC) e na analise das caracteristicas nos

testes de bile-solubilidade e de susceptibilidade a optoquina.

2.1. Caracterizacao morfolégica colonial e celular e determinacgao

da atividade hemolitica

Para avaliagado das caracteristicas morfolégicas e tintoriais e da atividade
hemolitica, as amostras foram semeadas em ASC e incubadas a 37°C, por 18-24
h em atmosfera contendo CO; a 5%. A partir de culturas, assim obtidas, foram
observadas as caracteristicas coloniais e a atividade hemolitica. Colonias o-
hemoliticas, arredondadas, achatadas a medida que envelheciam, e,
frequentemente, exibindo uma depressdo central foram consideradas como
sugestivas de S. pneumoniae (FACKLAM & WASHINGTON II, 1991). Para a
observagao das caracteristicas morfologicas celulares e tintoriais, foram
preparados esfregacos em laminas de microscopia, os quais foram corados pelo

método de Gram, e observados com o auxilio de microscopio o6tico.

2.2.Caracterizagao fisioldgica
2.2.1.Teste de bile solubilidade

As amostras bacterianas foram semeadas em meio ASC e incubadas a
37°C, por 18-24 h em atmosfera contendo CO, a 5%. Uma suspenséo bacteriana
densa foi preparada em 1 mL de salina a 0,85% esterilizada e distribuida em dois
tubos, contendo 500 pl cada. Posteriormente, igual volume de solugédo de
desoxicolato de sodio a 10% foi adicionado a um dos tubos e 0 mesmo incubado a
37°C por até 3 h. Ao segundo tubo, usado como controle, foram adicionados 500l
de salina a 0,85% esterilizada, e esse foi mantido sob as mesmas condi¢des de
incubacao do tubo teste. A ocorréncia de clareamento da suspensao bacteriana no
tubo contendo desoxicolato de sédio, acompanhada da manutencao da turvagao
no tubo controle foi indicativa de teste positivo (ROUFF, WHILEY & BEIGHTON,
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2003). A amostra S. pneumoniae ATCC 49619 foi utilizada como controle positivo

a e amostra Streptococcus mitis SS 429 foi utilizada como controle negativo.
2.2.2. Teste de susceptibilidade a optoquina

As amostras bacterianas foram semeadas em meio ASC, de forma a obter
crescimento confluente. A seguir, discos de papel de filtro impregnados com 5ug
de cloridrato de etil-hidrocupreina (Cecon, Centro de Controle e Produtos para
Diagnostico Ltda, S&o Paulo, Brasil) foram aplicados sobre a superficie dos meios
inoculados. Apds incubagéo por 18-24 h, a 37°C em atmosfera contendo CO, a
5%, as zonas de inibicdo ao redor do disco foram medidas. Amostras
apresentando zonas de inibicdo de crescimento com didmetro >14 mm foram
consideradas como susceptiveis a optoquina. Como controles, foram utilizadas as

mesmas amostras citadas no item anterior.

3. Caracterizagao Sorolégica

A tipagem sorolégica foi realizada pela técnica de aglutinagédo em latex e
pela reacdao de Quellung, utilizando-se anti-soros especificos fornecidos pelo
“Centers for Disease Control and Prevention”, Atlanta, GA, EUA, conforme
instrugcbes de Facklam & Washington Il (1991). O sistema de nomenclatura

utilizado para os sorotipos foi o dinamarqués.

Para tal finalidade, as amostras foram semeadas em ASC e incubadas a
37°C, durante 18-24 h em atmosfera contendo CO, a 5%. Suspensdes densas
foram preparadas em 300 a 500 pl de tampao PBS 0,01M, pH 7,2. Em Iamina de
vidro, foram colocados 10 ul da suspensdo a ser testada e 10ul do reagente
contendo anticorpos especificos adsorvidos a particulas de latex. Apods
homogeneizacado dos reagentes, a lamina foi mantida em movimentos rotatorios
manuais, observando-se a ocorréncia ou nao de aglutinacdo. Para as reacgdes de
Quellung, 10 ul da suspensédo bacteriana foram depositados sobre uma lamina,

acrescidos de 5 ul de azul de metileno a 0,3% e 10 ul de anti-soro especifico.
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Apds a homogeneizagao, a preparagao foi coberta com uma laminula e observada
ao microscopio otico em objetiva de imersao. As reagdes iniciais foram realizadas
com anti-soros polivalentes e, posteriormente, com os respectivos anti-soros

individuais de tipo e, quando aplicavel, com anti-soros para os diferentes fatores.

4. Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos
4.1. Teste de difusao em agar

Foram utilizados discos de papel de filtro (Cecon) impregnados com
eritromicina (15 pg) e oxacilina (1ug). A amostra padrdo S. pneumoniae ATCC
49619 foi empregada como controle. Os testes foram realizados conforme as
recomendacdes do CLSI (2007).

Para realizacdo dos testes, as amostras foram semeadas em placas
contendo ASC e incubadas a 37°C, por 18-24 h, em atmosfera de 5% de CO,. A
partir do crescimento obtido, suspensdes com turvacdo equivalente a escala 0,5
de McFarland foram preparadas em solugdo salina a 0,85% esterilizada. Com
auxilio de “swabs” esterilizados, as suspensdes foram semeadas em placas
contendo agar Mueller-Hinton (Difco Labs, Sparks, MD, EUA) adicionado de 5%
de sangue desfibrinado de carneiro (MH-SC), de maneira a obter crescimento
confluente e uniforme. Sobre a superficie dos meios inoculados foram aplicados
os discos contendo os antimicrobianos e as placas foram incubadas a 37°C, por
18-24 h em atmosfera contendo CO,a 5%. A leitura e interpretagao dos resultados

foram realizadas de acordo com as recomendagdes do CLSI (2007).

4.2. Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) de penicilina

As amostras que, segundo os testes de difusdo em agar empregando
discos contendo oxacilina, apresentaram-se como nao susceptiveis a penicilina
foram submetidas a testes para a determinacdo das concentracdes inibitorias

minimas, empregando a técnica do teste epsilométrico (E-Test).
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Para a realizacao dos testes de susceptibilidade pela técnica do E-Test, as
amostras foram semeadas em placas contendo ASC e incubadas a 37°C por 18-
24 h em atmosfera contendo CO, a 5%. A partir do crescimento obtido,
suspensdes com turvagdo equivalente a da escala 0,5 de McFarland foram
preparadas em solugdo salina a 0,85% esterilizada. Com auxilio de “swabs”
esterilizados, as suspensdes foram semeadas em placas de MH-SC, de maneira a
obter um crescimento confluente e uniforme. Sobre a superficie dos meios
inoculados foram aplicadas fitas de E-Test (AB Biodisk; Dalvagen, Solna, Suécia)
impregnadas com diferentes concentragbes de penicilina (variando de 0,002 a 32
ug/ml). As placas foram incubadas a 37°C por 18-24 h em atmosfera contendo
COza 5% e a leitura dos testes foi realizada de acordo com as recomendacgdes do
CLSI (2007).

5. Caracterizagao Molecular

5.1. Anadlise dos perfis de fragmentacao do DNA cromossdémico através de

eletroforese em campo pulsado (PFGE)

A metodologia utilizada foi baseada naquela descrita por Teixeira e
colaboradores (1997), com modificagdes. Amostras pertencentes aos clones
internacionais reconhecidos pelo PMEN [CDC 200 (England'-9), CDC 195

(Spain®¥-3)], foram incluidas para fins comparativos.

Inicialmente, cada amostra foi semeada em placas contendo ASC e
incubada a 37°C por 8-10 horas em atmosfera contendo CO, a 5%. As células
foram suspensas em 500 ul de tampao PIV [NaCl 1M, Tris HCI 10mM (pH 7,6)] até
a obtencdo de uma suspensdo equivalente a escala 10 de McFarland. Cada
suspensao bacteriana foi misturada a igual volume de agarose de baixo ponto de
fusdo (NuSieve GTG Agarose; FMC BioProducts, Rockland, ME, EUA) a 2,5% e

distribuida em moldes para a obtengao de blocos, que foram resfriados a 4°C.

Para a lise celular, os blocos foram colocados em 2mL de solugcédo de EC
[Tris-HCI 6 mM (pH 7,6), NaCl 1 M, EDTA 100 mM (pH 7,5), 0,5% (p/v) de Brij 58,
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0,2% de desoxicolato de sodio, 0,5% de lauril sarcosinato de sodio acrescido de
lisozima (1mg/mL; Sigma Chemical Co, St Louis, EUA) e mutanolisina (5 U/mL;
Sigma), e incubados por 18-24 h a 37°C sob leve agitagdo. Apds esse periodo, a
solugao foi substituida por 2 mL de solugédo ESP [EDTA 0,5 M (pH8,0), 1% (p/v)
de lauril sarcosinato de sodio, proteinase K (0,2 mg/mL; Sigma)] e submetida a
incubagao por 24 h a 50°C. Esse procedimento foi repetido por mais 24 h em uma
nova solucao, totalizando um periodo de 48h de incubacido em solucdo ESP.
Antes do tratamento com a enzima de restricao, cada bloco foi lavado com tampao
TE [Tris-HCI 10mM (pH7,6), EDTA 0,1mM] por, pelo menos, 8 vezes, por um
periodo de 1 h para cada lavagem, a 37°C sob agitacdo moderada.
Posteriormente, cada bloco foi tratado com o tampao especifico da enzima de
restricdo para que houvesse equilibrio da reacdo por 2 h a 25°C. A seguir, o
mesmo foi tratado com a enzima de restricio Smal (New England BiolLabs),
durante 24 h a 25°C. Os blocos de agarose foram fundidos a 72°C e submetidos &
eletroforese em campo pulsado em gel de agarose (GibcoBRL) a 1,2%, em
tampé&o TBE 0,5x (Tris 0,89 M, EDTA 0,025 M e &cido bérico 0,89 M).

Para separagao dos fragmentos cromossémicos, foi empregado um sistema
de eletroforese em campo pulsado (CHEF DR lll; Bio Rad), seguindo os seguintes
parametros: temperatura 11°C, gradiente de voltagem 6V/cm, tempo total de
corrida de 20 h, com pulso inicial de 1s e pulso final de 30s. Padrées de tamanho
de fragmento (Lambda Ladder PFG Marker, 50-1000Kb; New England BiolLabs)

foram utilizados.

Os géis foram corados com brometo de etidio (0,5 ug/ml) e fotografados
sobre luz UV. Os perfis eletroforéticos obtidos foram inspecionados visualmente e
posteriormente analisados com a ajuda de um sistema computadorizado de
analise de imagens “Image Analysis System” através do programa “Molecular

Analyst Fingerprinting Plus” versao 1.6 (Bio Rad).
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5.2. Analise do polimorfismo do gene pspA (tipagem pspA)
5.2.1. Extragcao do DNA cromossémico

A obtengdo do DNA foi baseada no protocolo descrito por Beall e
colaboradores (1998), com modificagdes. A partir do crescimento obtido em placas
de agar sangue, foram preparadas suspensbes bacterianas com turvagao
correspondente a escala 10 de McFarland em 300 puL de solugdo salina a 0,85%
esterilizada. Em seguida, as suspensdes foram submetidas a centrifugagcéo por 5
min a 3.000 rpm. O sobrenadante foi entdo desprezado e o sedimento contendo
as células foi ressuspenso em 90 uL de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1
mM), adicionado de 10 uL de uma solugdo de lisozima (10 mg/mL) e 5U de
mutanolisina. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37°C por 30 min e
posteriormente submetidas a aquecimento por 3 min a 100°C. Por fim, as
amostras foram centrifugadas por 30 s e o sobrenadante foi usado como fonte de

DNA molde para as reacdes de amplificagao.

Algumas amostras que nao apresentaram resultados satisfatérios em
relacdo a sua amplificagao foram submetidas a extracao de DNA pelo kit comercial
illustra bacteria genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino

Unido), de acordo com as instru¢des do fabricante.

5.2.2. Detecgéao dos alelos do gene pspA através de PCR

Para a detecgao das trés familias de genes pspA foi utilizado o protocolo
descrito por Pimenta e colaboradores (2006) com algumas modificagdes. As
amostras de S. pneumoniae BG 9739 (Fam 1 — clade 1), DBL (Fam 1 — clade 1),
EF 10197 (Fam 1 — clade 2), AC122 (Fam 2, clade 3), EF3296 (Fam 2 — clade 3),
BG 11703 (Fam 2 — clade 4), BG 7561 (Fam 2 — clade 4), ATCC 6303 (Fam 2,
clade 5), BG 6380 (Fam 3 — clade 6) foram usadas como referéncia, enquanto a
amostra CH225 foi utilizada como controle negativo. Cada mistura de reagao, no
volume final de 25 pL, foi constituida de 200 uM de cada desoxinucleotideo
trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1U de
“Platinum Tag DNA polimerase” (Invitrogen), 1x de tampé&o para PCR, 2,5 mM de
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MgCl,, 25 pmol de cada par de iniciadores e 1 uL de DNA molde. As amplificagdes
foram realizadas em termociclador (Veriti 96-Well Thermal Cycler, Applied
Biosystems, Branchburg, NJ, EUA). Para os iniciadores LSM12 / SKH63, utilizados
para a deteccao do gene pspA da familia 1, assim como para LSM12 / SKH52,
utilizados para a deteccdo do gene da familia 2, foi empregada a seguinte
programacao de reacdo: 1 ciclo de 3 min a 95°C para desnaturagao inicial,
seguido de 30 ciclos de 1 min a 95°C para desnaturagdo, 1 min a 58°C para
anelamento, 3 min a 72°C para extensao, seguidos de 1 ciclo de 10 min a 72°C
para extensao final. Nos casos onde nao houve reacao positiva, a temperatura de
anelamento foi modificada para 55°C. Uma terceira reacdo de PCR foi realizada
com os iniciadores LSM12 / SKH2, para a detec¢ao do gene das familias 1, 2 e 3,
com as mesmas condicbes de amplificacdo descritas acima, porém com
modificacdo na temperatura de anelamento para 58°C. Amostras que
apresentaram resultados negativos nas duas primeiras reagdes e positivos para
esta ultima reagao foram consideradas como pertencentes a familia 3 de PspA. Os

oligonucleotideos iniciadores empregados estio listadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no presente estudo, assim como

o tamanho esperado dos produtos de amplificagcédo e as respectivas referéncias.

o ) i Tamanho do Referéncia
Gene Iniciadores Sequéncias 5°-3 o -
Fragmento Bibliogréfica
pspA LSM12 CCGGATCCAGCGTCGCTATCTTAGGGGCTGGTT Swiatlo et al., 1997 e
Fam 1 ~1000pb Paine et al., 2005
SKH63 TTTCTGGCTCATY*AACTGCTTTC
pspA LSM12 CCGGATCCAGCGTCGCTATCTTAGGGGCTGGTT Swiatlo et al., 1997 e
Fam 2 ~1200pb Paine et al., 2005
SKH52 TGGGGGTGGAGTTTCTTCTTCATCT
ospA LSM12 CCGGATCCAGCGTCGCTATCTTAGGGGCTGGTT Swiatlo et al., 1997 e
Hollinshead et al.,
Fam1/2/3 ~1400pb
SKH2 CCACATACCGTTTTCTTGTTTCCAGCC 2003
Onde: *Cou T

5.2.3. Eletroforese dos produtos amplificados

Os produtos da PCR obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% (UltraPure Agarose, Gibco-BRL, Grand Island, New York, EUA), em
tampéo TBE (Tris, acido borico e EDTA) 0,5X em cuba horizontal (Minnie Gel Unit,
Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, EUA) sob uma corrente constante
de 100V por 1h. O tamanho de cada fragmento foi estimado adicionando-se a
cada gel o padrdo de pares de bases 100 pb (Invitrogen). Apds coloragdo com
solugéo de brometo de etidio (Sigma) a 0,5ug/ml, por até 15 min, os géis foram

fotografados sobre transiluminagao com luz ultravioleta e observados visualmente.
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RESULTADOS

Identificagao e Caracterizagao Fenotipica das Amostras

Todas as 290 amostras incluidas nesse estudo apresentaram atividade o-
hemodlitica, com formagao de halos esverdeados ao redor das col6nias cultivadas
em meio de agar sangue; foram susceptiveis a optoquina, apresentando zonas de
inibicdo do crescimento > 14 mm, e soluveis na presenca de desoxicolato de sédio
a 10%.

Essas amostras pertencem a colecdo de amostras de nosso laboratério,
tendo sido isoladas em diferentes localidades brasileiras, ao longo de 15 anos, e
foram selecionadas para inclusdo no presente trabalho com base nas suas
caracteristicas sorologicas. Assim sendo, a amostragem estudada incluiu 201
(69,4%) amostras pertencentes ao sorotipo 14, 59 (20,3%) amostras pertencentes

ao sorotipo 9V e 30 (10,3%) amostras pertencentes ao sorotipo 9N.

No sentido de facilitar a interpretacdo e comparacao dos resultados, estes
serdo apresentados de acordo com o observado para o conjunto de amostras

pertencentes a cada um dos trés sorotipos incluidos no estudo.

Caracteristicas das Amostras do Sorotipo 9N

Os dados referentes a localidade, ano e fonte de isolamento, assim como o
perfil de susceptibilidade a penicilina, perfil de PFGE e resultado da tipagem pspA,
para cada uma das amostras de S. pneumoniae pertencentes ao sorotipo 9N

estdo apresentados no Anexo A.

As 30 amostras pertencentes ao sorotipo 9N foram provenientes dos
estados do Rio de Janeiro (RJ) (11 amostras; 36,6%), Rio Grande do Sul (RS) (10
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amostras; 33,4%) e Sao Paulo (SP) (nove amostras; 30%). Foram isoladas entre
os anos de 1988 a 2004, e as fontes de isolamento incluiram sangue (13
amostras), liquor (cinco amostras), escarro (cinco amostras), secre¢cao de seio
nasal e lavado brénquico (uma amostra, cada). A fonte clinica ndo foi especificada

para cinco amostras.

Todas as amostras do sorotipo 9N incluidas neste estudo se apresentaram
susceptiveis a eritromicina, e a maioria (27 amostras, 90%) também se apresentou
susceptivel a penicilina. Somente trés (10%) amostras apresentaram resisténcia

intermediaria a penicilina (Tabela 2).

Os resultados da andlise dos perfis de fragmentagdo do DNA
cromossémico das 30 amostras pertencentes ao sorotipo 9N, apdés PFGE,
indicaram a predominancia de um CC, denominado de Pen-A™, o qual englobou
amostras apresentando trés tipos de perfis de PFGE altamente relacionados.
Nesse CC foram incluidas as trés amostras ndo susceptiveis a penicilina (PEN-R),
e a maioria (18 amostras, 66,7%) das 27 amostras susceptiveis a penicilina (PEN-
S). As trés amostras PEN-R apresentaram perfis de PFGE idénticos (perfil de
PFGE Pen-A1), enquanto que as amostras PEN-S foram distribuidas entre os trés
tipos de perfis de PFGE que compunham o CC Pen-A®N, com predominancia do
perfil de PFGE Pen-A1. Outras trés amostras do sorotipo 9N e PEN-S foram
incluidas num CC denominado de Pen-H®™ (contendo perfis de PFGE idénticos ou
relacionados), enquanto que uma foi incluida no CC Pen-B°N e outra no CC Pen-
C®™N. As demais quatro amostras possuiam perfis de PFGE considerados de
ocorréncia esporadica por ndo apresentaram similaridade com os perfis
predominantes encontrados entre as amostras incluidas neste estudo e que foram

nomeados aleatoriamente (Figuras 1 e 2).

A avaliagdo da diversidade genética das amostras do sorotipo 9N,
empregando a técnica de PCR para amplificagdo do gene pspA (tipagem pspA),
revelou a ocorréncia de produtos de amplificagdo com tamanhos que variaram

entre 960 e 1000 pb para o gene da familia 1 e entre 1200 e 1300 para aqueles da
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familia 2. Os genes pspA da familia 2 foram os predominantes entre as amostras
deste sorotipo, sendo encontrados em 28 (93,3%) amostras. As duas unicas
amostras que carreavam gene pspA da familia 1 foram isoladas em locais e
periodos de tempo distintos: uma no Estado de SP, em 1991, e a outra no RS, em
2001. Aquela isolada no RS (Sp 1726) pertencia ao CC Pen-A®™, predominante
entre amostras desse sorotipo (Tabela 2), enquanto que a amostra isolada em SP

(Sp 266) apresentou o perfil Pen-B1°".

Caracteristicas das Amostras do Sorotipo 9V

As 59 amostras pertencentes ao sorotipo 9V foram isoladas nos estados do
RJ (8; 13,5%), RS (27; 45,8%) e SP (21; 35,6%). O local de isolamento n&o foi
especificado para trés (5,1%) amostras. O periodo de isolamento compreendeu
os anos de 1990 a 2004. As fontes de isolamento incluiram materiais clinicos
indicativos de infeccado (43 amostras; 72,9%), tais como sangue (21 amostras;
35,6%), liquor (oito amostras; 13,5%), escarro (cinco amostras; 8,5%), liquido
pleural (quatro amostras; 6,8%), secrecéo traqueal (trés amostra; 5,1%), e lavado
bronquico (duas amostras; 3,4%), assim como secregdo de orofaringe (11
amostras; 18,6%), que é um material indicativo de colonizagdo. As fontes de

isolamento nao foram especificadas para cinco (8,5%) amostras.

Os dados referentes a localidade, ano e fonte de isolamento, assim como o
perfil de susceptibilidade a penicilina, perfil de PFGE e resultado da tipagem pspA,
para cada uma das amostras de S. pneumoniae pertencentes ao sorotipo 9V,

incluidas neste estudo, estdo apresentados no Anexo B.

Entre as 59 amostras do sorotipo 9V investigadas, 14 (23,7%) amostras
foram nao susceptiveis a penicilina, sendo sete amostras plenamente resistentes
e sete amostras apresentando resisténcia intermediaria (Tabela 2). Todas as

amostras foram susceptiveis a eritromicina.
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Os resultados obtidos pela analise molecular, empregando a técnica de
PFGE indicaram que todas as 14 amostras ndo susceptiveis a penicilina (PEN-R)
do sorotipo 9V apresentaram perfis que permitiam a sua alocagdo dentro de um
tnico complexo clonal, denominado de CC Pen-H%Y, sendo que 10 amostras
apresentaram perfis de PFGE idénticos (perfili Pen-H1%Y), trés amostras

2% e uma amostra o perfil Pen-H6%'. Todas as 45

apresentaram o perfil Pen-H
amostras sorotipo 9V susceptiveis a penicilina (PEN-S), também foram
submetidas a analise por PFGE, verificando-se que 38 (80%) amostras pertenciam
ao CC Pen-H?Y, sendo 28 (62,2%) com perfil Pen-H1®Y (Figuras 1 e 2). O perfil
predominante (Pen-H?Y) entre as amostras do sorotipo 9V foi idéntico ao da
amostra padrdo CDC 195, representante do clone de disseminacgao internacional

Spain®¥-3 (Figura 2).

Os testes de PCR para a determinagao da familia do gene pspA permitiram
constatar o predominio da Fam 2 entre as amostras do sorotipo 9V (54; 91,5%
amostras). Considerando a distribuicdo do gene pspA entre os CCs observados
para as amostras desse sorotipo, foi verificado que todas as amostras incluidas no
CC Pen-H% foram caracterizadas como pertencentes & Fam 2 de pspA (Tabela
2). As cinco (8,5%) amostras que carreavam o gene pspA da Fam 1 apresentaram
perfis distintos, ndo relacionados aos CC predominantes. As amostras
classificadas como tendo genes pspA da Fam 1 foram isoladas em trés estados
diferentes, sendo trés no estado do RJ, uma no estado do RS e outra em SP
(Figura 3A). Tais amostras, oriundas do RJ e do RS, foram isoladas na década de
1990, enquanto a amostra oriunda de SP foi isolada no ano 2000 (Figura 3B &
Anexo B).

Caracteristicas das Amostras do Sorotipo 14

As 201 amostras pertencentes a este sorotipo foram isoladas de 6 diferentes
estados brasileiros. O RS foi o estado que contribuiu com o maior numero de
amostras (95; 47,3%), seguido do RJ com 50 amostras (24,9%), SP contribuiu
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com 46 (22,9%) amostras e os demais estados contribuiram com baixo numero de
amostras; Santa Catarina (SC; duas; 1%), Espirito Santo (ES; trés; 1,5%) e
Paraiba (PB; cinco; 2,5%). As amostras pertencentes ao sorotipo 14 foram
isoladas durante todo o periodo considerado neste estudo (entre 1989 a 2005). A
maioria delas (148 amostras; 73,7%) foi proveniente de fontes clinicas sugestivas
de infecgédo invasiva, incluindo sangue (76 amostras; 37,8%), liquor (35 amostras;
17,4%), liquido pleural (14 amostras; 7%), liquido ascitico (trés amostras; 1,5%),
liquido pericardico (uma amostra; 0,5%), entre outras (Anexo C). Um total de 16
(8,1%) amostras foi isolado de sitios anatémicos sugestivos de colonizagdo, como
secrecao de orofaringe (nove amostras; 4,5%) ou de nasofaringe (sete amostras;
3,5%). Cinco (2,6%) amostras foram isoladas de espécimes clinicos nao
sugestivos de infecg¢do invasiva, incluindo secre¢éo ocular (trés amostras; 1,5%) e
secrecao auricular (duas amostras; 1%). As fontes de isolamento de 31 (15,6%)

amostras nao foram especificadas.

Os dados referentes ao local, ano e fonte de isolamento, assim como o
perfil de susceptibilidade aos dois antimicrobianos testados (eritromicina e
penicilina), perfil de PFGE e resultado da tipagem pspA, para as amostras de S.

pneumoniae pertencentes ao sorotipo 14, estdo apresentados no Anexo C.

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos revelaram
que 112 (55,7%) das 201 amostras do sorotipo 14 eram n&o susceptiveis a
penicilina, incluindo 72 (35,8%) amostras com resisténcia intermediaria e 40
(19,9%) amostras com resisténcia plena (Tabela 2). Por outro lado, a resisténcia a
eritromicina (ERI-R) foi detectada em 22 (10,9%) amostras. Somente trés
amostras se apresentaram simultaneamente ndo susceptiveis a penicilina e a

eritromicina (Anexo C).

A analise da diversidade, empregando PFGE permitiu observar que, dentre
as 112 amostras do sorotipo 14 ndo susceptiveis a penicilina, 82 (73,2%) foram
incluidas no CC predominante, denominado de Pen-H™. O CC Pen-H'* comportou

10 perfis de PFGE, relacionados entre si, com a predominancia do perfil Pen-H1',

40



observado em 61 amostras (Figura 4A). Os demais perfis de PFGE foram
representados por um numero bem inferior de amostras e foram distribuidos nos
seguintes perfis: Pen-H2' (cinco amostras), Pen-H6', Pen-H8"* e Pen-H11'* (trés
amostras cada), Pen-H9'* e Pen-H12'* (duas amostras cada), e Pen-H3"*, Pen-
H10™ e Pen-H13"™ (uma amostra cada). As amostras do complexo Pen-H'
apresentaram-se  geneticamente relacionadas com a amostra-padréao

representante do clone de disseminacéo internacional Spain °V-3.

Um segundo CC predominante entre amostras do sorotipo 14 foi o Pen-A™,
que comportou 20 amostras, incluindo amostras ndo susceptiveis e algumas
susceptiveis a penicilina. As amostras incluidas neste CC apresentaram cinco

1'* o prevalente com 13

perfis de PFGE relacionados, sendo o perfil Pen-A
amostras (Figura 4B). O perfil Pen-A4 foi observado em quatro amostras,
enquanto que os perfis Pen-A5", Pen-A6'* e Pen-A7'* foram representados por

apenas uma amostra cada.

A Figura 5 contém o dendrograma resultante da analise dos perfis de
PFGE das amostras do sorotipo 14, ndo susceptiveis a penicilina, podendo ser

observada a predominancia destacada do CC Pen-H, seguida do CC Pen-A.

A analise das amostras do sorotipo 14 que apresentaram ERI-R, revelou o
predominio de um CC, denominado de Eri-A. Este CC compreendeu 19 das 22
amostras ERI-R, distribuidas em cinco perfis de PFGE, incluiu: o perfil Eri-A1,
observado em 13 (54,5%) amostras; o perfil Eri-A2, observado em trés (13,6%)
amostras; e os perfis Eri-A3, Eri-A4 e Eri-A5, observados em apenas uma (4,5%)
amostra cada (Figura 6). As trés amostras restantes, que apresentaram
resisténcia simultanea a penicilina, foram agrupadas dentro do CC Pen-H', sendo
duas com perfili Pen-H1' e uma com perfil Pen-H10" (Figura 7). Uma
similaridade genética elevada foi constatada entre as amostras ERI-R
pertencentes ao CC Eri-A e a amostra padréo (CDC 200) representativa do clone

de disseminagao internacional England’-9.
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Sete amostras que apresentaram susceptibilidade reduzida a penicilina,
mas ndo foram incluidas nos complexos predominantes citados anteriormente,
foram distribuidas em sete perfis distintos, denominados de Pen-E, Pen-F, Pen-I,
Pen-J, Pen-K, Pen-M e Pen-V, cada um representado por apenas uma amostra
(Anexo C).

Amostras representativas daquelas susceptiveis a penicilina e a eritromicina
também foram submetidas a andlise da diversidade pelo PFGE. Foram
encontradas 19 perfis de PFGE, distribuidos entre 36 amostras susceptiveis a
ambos os antimicrobianos em questdo. Os perfis predominantes entre essas
amostras foram: o perfil L com 11 (30,5%) amostras, o perfil C com oito (22,2%)
amostras e o perfil S com quatro (11,1%) amostras. Nao foi possivel determinar o

perfil de PFGE de 13 dessas amostras.

Como para as amostras dos demais sorotipos, os tamanhos dos produtos
amplificados pela PCR para a detecgdo do gene pspA entre as amostras dos
sorotipo 14 variaram, em geral, entre 960 e 1000 pb para o alelo pspA da Fam 1
(Figura 8A) e entre 1200 e 1300 para a Fam 2 (Figura 8B). Foi evidenciado que
125 (62,1%) das 201 amostras possuiam gene pspA da Fam 2, enquanto que 76
(37,8%) amostras possuiam alelos pspA da Fam 1. Considerando-se o local de
isolamento dessas amostras, foi constatado que 31 das 50 amostras isoladas no
estado do Rio de Janeiro apresentaram gene pspA da Fam 1, enquanto que as
demais 19 amostras apresentaram gene pspA da Fam 2. Em contrapartida, o gene
de Fam 2 predominou entre as amostras isoladas no estado do Rio Grande do Sul
(75 amostras), enquanto os de Fam 1 foram encontrados em 20 amostras. As
amostras isoladas nos estados da Paraiba (PB) e Espirito Santo (ES) foram
classificadas como pertencentes a Fam 1 de pspA. As duas amostras do estado
de Santa Catarina foram caracterizadas como pertencentes a Fam 2 de pspA
(Figura 9). Foi também observado que as amostras carreadoras de alelos da
pspA de Fam 1 foram detectadas a partir de 1989, enquanto as amostras

caracterizadas como pspA de Fam 2 somente foram encontradas a partir de 1991.
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A Figura 10 ilustra a distribuicdo do gene pspA entre as amostras do sorotipo 14,

isoladas ao longo do periodo considerado neste estudo (1989 a 2005).

Considerando os resultados derivados da analise por PFGE e a tipagem de
pspA, foi constatado que os alelos da pspA da Fam 2 predominaram entre as
amostras incluidas no CC Pen-H', sendo encontrados em 77 (93,9%) amostras.
Somente cinco (6,1%) amostras apresentaram gene pspA da Fam 1 (Figura 11 &
Tabela 2). A amostra pertencente ao clone de disseminacdo global Spain V-3
também apresentou o gene pspA da Fam 2. Entre as amostras pertencentes ao
CC Pen-A", também predominaram o gene pspA da Fam 2, sendo encontrados
em 17 (85%) amostras, enquanto somente trés (15%) amostras apresentaram
pspA da Fam 1 (Figura 11 & Tabela 2).

Quanto as 19 amostras pertencentes ao CC Eri-A, todas possuiam gene
pspA da Fam 1(Tabela 2). Entre as sete amostras ndo susceptiveis a penicilina, e
que nao foram incluidas nos CCs predominantes, quatro (57,1%) amostras
apresentaram gene pspA da Fam 1, enquanto que trés (42,9%) carreavam pspA
da Fam 2.

Entre as 36 amostras que eram susceptiveis a ambos os antimicrobianos,
eritromicina e penicilina, foi também verificada a predominancia do gene da Fam
1, observados em 20 (55,6%) amostras, enquanto que os alelos de Fam 2 foram

detectados em 16 (44,4%) amostras.
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TABELAS

Tabela 2. Distribuicdo dos alelos do gene pspA entre amostras de Streptococcus
pneumoniae susceptivies e nao-susceptiveis a penicilina, de acordo com os

sorotipos e os principais complexos clonais identificados no presente estudo.

Variaveis Numero (%) de amostras portadoras do alelo do gene pspA
Familia 1 (n = 84) Familia 2 (n = 206)
NS Pen? S Pen® NS Pen S Pen
Sorotipo
9N (n = 30) - 2 (6,6) 3 (10,0) 25 (83,4)
9V (n = 59) - 5 (8,4) 14 (23,8) 40 (67,8)
14 (n = 201) 12 (8,1) 65 (32,3) 100 (49,7) 24 (11,9)
Perfil PFGE
Eri-A° (n = 19) - 19 (100,0) - -
Pen-A™ (n = 21) - 1(4,8) 3(14,3) 17 (80,9)
Pen-A" (n = 20) 3(15,0) - 17 (85,0) -
Pen-H™ (n = 50) - - 14 (28,0) 36 (72,0)
Pen-H'" (n = 82) 5(6,1) - 77 (93,9) -

?Nao susceptivel a penicilina
P Susceptivel a penicilina
° Somente amostras do sorotipo 14
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1- Padrao de tamanho de fragmento 6- Sp 1115 (9V/S - Pen-H1)
2- Sp 1156 (9N/S - D3) 7- Sp 1309 (9V/S - Pen-H1)
3-Sp 59 (ON/R - Pen-Al) 8- Sp 1692 (9V/R - Pen-H1)
4- Sp 60 (IN/R - Pen-Al) 9- Sp 156 (IN/S - Pen-Al)

5- Sp 1184 (9VIS - Pen-H1) 10- Sp 1596 (9V/R - Pen-H1)

11- Sp 829 (9N/S - D3)

12- Sp 235 (9N/S - Pen-Al)
13- Sp 386 (9N/S - Pen-Al)
14- Padrao de tamanho de
fragmento

Figura 1. Perfis de PFGE representativos de amostras de Streptococcus

pneumoniae pertencentes aos sorotipos 9N e 9V susceptiveis e ndo susceptiveis

a penicilina, isoladas no Brasil.
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Figura 2. Dendrograma resultante da analise computadorizada dos perfis de
fragmentagdo do DNA cromossdmico, obtidos apés PFGE, de amostras
representativas de Streptococcus pneumoniae dos sorotipos 9V e 9N, susceptiveis

PEN-S e nao susceptiveis a penicilina, isoladas no Brasil.
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Figura 3. Distribuicdo dos alelos do gene pspA das familias 1 e 2 entre amostras
de Streptococcus pneumoniae do sorotipo 9V, de acordo com: A. As diferentes

regides geograficas; B. Os periodos de estudo.
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2- Sp 1981 (Pen-H1) 7- Sp 2008 (Pen-H9) 12- Sp 2015 (Pen-H1)
3- Sp 1990 (Sensivel) 8- Sp 2009 (Pen-H9) 13- Sp 2019 (Sensivel)
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1- Padrao de tamanho de fragmento 6- Sp 387 (Pen-Al) 11- Sp 630 (Pen-Al)

2- Sp 416 (Pen-Al) 7- Sp 296 (Pen-Al) 12- Sp 515 (Pen-Al)

3- Sp 685 (Pen-Al) 8- Sp 296 (Pen-Al) 13- Sp 514 (Pen-Al)

4- Sp 274 (Pen-J1) 9- Sp 513 (Pen-Al) 14- Padréo de tamanho de fragmento
5- Sp 291 (Pen-K1) 10- Sp 436 (Pen-A7)

Figura 4. Perfis de PFGE representativos de amostras de Streptococcus
pneumoniae pertencentes ao sorotipo 14, ndo susceptiveis a penicilina, analisadas
durante o periodo de estudo. A- Amostras pertencentes ao complexo clonal Pen-

H; B- Amostras pertencentes ao complexo clonal Pen-A.
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Figura 5. Dendrograma resultante da analise computadorizada dos perfis de
fragmentagcdo do DNA cromossOmico, obtidos apdés PFGE, de amostras
representativas de Streptococcus pneumoniae do sorotipo 14 ndo susceptiveis a
penicilina. A amostra referéncia do clone internacional Spain®’-3 (CDC195),

também esta aqui representada.

49



1- Padrao de PM 6- Sp 1078 (Sorotipo 19F / Eri-B1)

2- Sp 1043 (Sorotipo 14 / Eri-Al) 7- Sp 1113 (Sorotipo 19F / Eri-C1)
3- Sp 1044 (Sorotipo 14 / EriA2) 8- Sp 1209 (Sorotipo 19F / EriD1)
4- Sp 1046 (Sorotipo 14 / EriAl) 9- Padrao de PM

5- Sp 1721 (Sorotipo 14 / Eri-A3)

Figura 6: Perfis de PFGE representativos de amostras de Streptococcus

pneumoniae do sorotipo 14 resistentes a eritromicina, incluidas no presente

estudo.
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Figura 7: Dendrograma resultante da analise computadorizada dos perfis de
fragmentagcdo do DNA cromossdmico, obtidos apoés PFGE, de amostras
representativas de Streptococcus pneumoniae do sorotipo 14 resistentes a

eritromicina.
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12: Sp 1665 (Sorotipo 9V)
13: Sp 1680 (Sorotipo 14)

2: Sp 514 (Sorotipo 14)
3: Sp 515 (Sorotipo 14)
4: Sp 1644 (Sorotipo 14)
5: Sp 1654 (Sorotipo 14)

8: Sp 60 (Sorotipo 9N)
9: Sp 61 (Sorotipo 9N)
10: Sp 1663 (Sorotipo 9V)
11: Sp 1664 (Sorotipo 9V)

14: Sp 1683 (Sorotipo 14)
15: Sp 1689 (Sorotipo 14)
16: Sp 1668 (Sorotipo 9V)
17: Sp 1692 (Sorotipo 9V)

Figura 8. Géis representativos dos resultados encontrados empregando-se a
técnica de reagcao em cadeia da polimerase para detecgdo do gene associados as
diferentes familias de PspA em amostras de Streptococcus pneumoniae
pertencentes aos sorotipos 9N, 9V e 14. A- Gel representativo das amostras
portadoras do gene pspA da Fam 1; B- Gel representativo das amostras

portadoras do gene pspA da Fam 2.
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Figura 9. Distribuicdo dos alelos do gene pspA entre as amostras de
Streptococcus pneumoniae pertencente ao sorotipo 14, incluidas no presente

estudo, de acordo com o local de isolamento das amostras.
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Figura 10. Distribuicdo dos alelos do gene pspA entre amostras de Streptococcus

pneumoniae pertencentes ao sorotipo 14, incluidas no presente estudo, de acordo

com o periodo de isolamento.

54



77

60 -
50 -
40 - B Familia 1
30 - 17

20 - 5
10 -

Amostras

Familia 2

Pen-A Pen-H

Complexo Clonal

Figura 11. Distribuicdo dos alelos do gene pspA entre os principais complexos
clonais identificados entre as amostras de Streptococcus pneumoniae resistentes

a penicilina pertencentes ao sorotipo 14, e incluidas no presente estudo.
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DISCUSSAO

O Streptococcus pneumoniae € reconhecido como um importante patdgeno
causador de infecgbes graves e frequéncia elevada (CDC, 1997; BUTLER,
DOWELL & BREIMAN, 1998). O esclarecimento de aspectos relacionados as suas
caracteristicas biologicas e a sua interagcdo com o hospedeiro humano tornam-se,
portanto, de extrema importancia. O aumento significativo de amostras resistentes
aos antimicrobianos mais utilizados para o tratamento dessas infecgdes reforga a
necessidade de estudos epidemiolégicos que incluem a determinagdo das

caracteristicas fenotipicas e genotipicas desse microrganismo.

Devido a complexidade peculiar das diferentes variantes de pneumococos,
os estudos empregando metodologias moleculares sao direcionados,
frequentemente, a cada um dos sorotipos de prevaléncia significativa. O sorotipo
14, alvo principal do presente estudo, é reconhecido como o de maior prevaléncia
em infecgdes invasivas, e também na colonizagdo da nasofaringe de criangas, em
varias localidades, incluindo o Brasil (LAVAL et al., 2006; CAMARGOS et al.,
2006). Além disso, amostras do sorotipo 14 estdo entre aquelas mais
frequentemente associadas a resisténcia aos antimicrobianos, sobretudo a
penicilina, o que reforga a importancia de seu estudo detalhado. Os sorotipos 9N e
9V merecem destaque pelo seu relacionamento genético com amostras do
sorotipo 14, assim como por sua significativa associagdo com doengas invasivas e
crescente indice de resisttncia a um ou multiplos antimicrobianos
(BRANDILEONE et al., 1998; KEGELE, 2008).

Atualmente, existem 4 formulacdes de vacinas anti-pneumocdcicas
disponiveis no mercado, porém nenhuma delas possui 100% de eficacia. A
primeira vacina disponibilizada no mercado, a vacina polissacaridica 23-valente,
abrange 23 polissacarideos capsulares. Para contornar os problemas das vacinas
compostas por polissacarideos (DAGAN et al.,, 2005), foram desenvolvidas

formulagdes de vacinas contendo polissacarideos conjugados a uma proteina
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carreadora. Tais vacinas tém a limitagdo de possuirem até 13 polissacarideos
capsulares agregados a sua formula. A grande vantagem das vacinas conjugadas,
em relagcdo a vacina polissacaridica, € a presenca de um antigeno timo-
dependente, conferindo-lhe uma capacidade de estimular memoria imunologica
(BRICKS & BEREZIN, 2007; KNUF et al., 2009). Entretanto, ha a perspectiva de
desenvolvimento de vacinas contendo componentes protéicos das proprias células

de pneumococos e relacionados a sua viruléncia.

A investigacao de fatores de viruléncia é de extrema importancia para se
conhecer o papel de cada um na patogénese, principalmente o das proteinas
associadas a viruléncia (OGUNNIYI et al., 2007). Estudos recentes demonstram
que a pneumolisina é eficiente na inducdo de resposta imune protetora,
principalmente, quando associada a proteinas de superficie, como a PsaA e PspA
(BRILES et al., 2003, BOGAERT et al., 2004b). Em relagdo a autolisina, existem
diversos dados controversos a respeito de suas propriedades imunoprotetoras
(BOGAERT et al.,, 2004b). Por serem citoplasmaticas, a autolisina e a
pneumolisina ndo sdo expostas na superficie do pneumococo. Sendo assim,
essas proteinas ndo podem ser reconhecidas pelo sistema imunoldgico do
hospedeiro. No entanto, tais proteinas sdo altamente imunogénicas e, quando

presentes na composi¢cao de uma vacina, podem ampliar a resposta imunolégica.

A proteina PspA tornou-se uma importante candidata a inclusdo em vacinas
anti-pneumocdcicas, uma vez que foi detectada na maioria das amostras
estudadas (CORAL et al., 2001; BRANDILEONE et al., 2004; HOLLINGSHEAD et
al., 2006.; PIMENTA et al., 2006; ROLO et al., 2009). Em geral, quando se
emprega metodologias de detec¢ao do gene que codifica essa proteina, o numero
de amostras nao tipaveis € muito baixo (MOLLERACH et al., 2004; PAYNE et al.,
2005).

Nos experimentos preliminares realizados no presente estudo, um pequeno
numero de amostras foi negativo nos testes para a amplificagdo do gene pspA, em

até 3 tentativas de amplificagdo. Porém, com algumas mudangas na metodologia
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de extragao e na temperatura de anelamento, todas as amostras tiveram seu gene
pspA amplificado e classificado nas familias 1 ou 2. Nao foram encontradas
amostras apresentando genes relacionados a pspA de familia 3, o que poderia ser
esperado, pois a detecgcdo da pspA de Fam 3 é raramente descrita na literatura
(HOLLINGSHEAD et al., 2000).

A PspA tem sido destaque de diversos estudos, devido ao seu potencial
como um promissor antigeno vacinal. Contudo sua variabilidade genética tem sido
um empecilho, principalmente por haver variagdo na prevaléncia de determinadas
familias, em diferentes regides geograficas (MELIN et al., 2008). Portanto, é de
grande importancia destacar caracteristicas em comum ou ndo entre as amostras,
como por exemplo, sitio de isolamento e sorotipo da amostra. Um dado
interessante e que merece ser destacado € que a prevaléncia de algumas
familias, até agora, se mostrou independente de fatores como sorotipo, sitio de
isolamento, idade e sexo do paciente (CORAL et al., 2001; BRANDILEONE et al.,
2004; HOLLINGSHEAD et al., 2006; ITO et al., 2007). Em nosso estudo, a maioria
das amostras foi isolada de sitios sugestivos de infec¢ao invasiva. Os genes pspA
da familia 2 foram os predominantes entre as amostras dos tres sorotipos

estudados, independentemente do sitio de isolamento.

Diferengcas na prevaléncia de algumas familias, dependendo da regiédo
geografica, ja foram detectadas. No Brasil, os estudos descrevem o gene da Fam
2 como o mais encontrado (BRANDILEONE et al., 2004; PIMENTA et al., 2006).
Isso também foi observado em alguns paises como Espanha, EUA, Francga,
Poldnia e Suécia (HOLLINGSHEAD et al., 2006; SADOWY et al., 2006). Por outro
lado, o gene de Fam1 foi encontrado como prevalente na Argentina, Australia,
Japao e Reino Unido (MOLLERACH et al., 2004; HOLLINGSHEAD et al., 2006;
ITO et al., 2007).

Apesar da alta prevaléncia do gene pspA da Fam 2, observada no presente
estudo, alguns aspectos relacionados as amostras pertencentes ao sorotipo 14

merecem destaque. Entre as amostras desse sorotipo, foram observados os
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percentuais mais elevados de amostras nao susceptiveis a penicilina e
pertencentes a um unico complexo clonal (Pen-HM), o0 qual apresentou estreita
relacdo genética com o clone Spain®-3. Um percentual de 93,9% das amostras
desse complexo carreava o gene pspA de Fam 2. Essas observagbes sao
concordantes com aquelas relatadas por Brandileone e colaboradores (2004), em
que mais de 90% das amostras do sorotipo 14 relacionadas ao clone Spain®’-3
também apresentaram o gene pspA de Fam 2. Em um estudo realizado na
Argentina, foi possivel incluir as amostras do sorotipo 14 nao susceptiveis a
penicilina em um unico complexo clonal, o qual era composto por amostras que
carreavam gene pspA da Fam 2 (MOLLERACH et al., 2004). Nossos resultados
corroboram, portanto, as observacbes descritas na literatura e suportam as
evidéncias de que amostras relacionadas ao clone de disseminagédo global

Spain®’-3 tendem a expressar pspA de Fam 2.

Ha poucos estudos realizados retratando a diversidade de pspA entre os
clones designados pelo PMEN. No Brasil, até o momento, apenas no estudo de
Brandileone e colaboradores (2004) foi abordada a questdo da diversidade desse
gene entre amostras de pneumococos nao susceptiveis aos antimicrobianos e
pertencentes a complexos clonais prevalentes. Um estudo realizado na Espanha,
sugeriu que a pspA em amostras pertencentes a esses clones sédo altamente
conservadas, principalmente apds a observagcdo de que amostras com ST
diferentes e pertencentes aos sorotipos 14 e 9V carreavam genes da familia 2 e
clade 3 (ROLO et al., 2009).

As amostras pertencentes ao CC Eri-A, observadas no presente estudo,
apresentaram um resultado interessante. Somente pspA da familia 1 foi observado
entre as amostras pertencentes a este CC, incluindo a amostra representante do
clone internacional England™-9, com o qual as amostras do CC Eri-A
apresentaram relagcado genética. Esse dado, que seja do nosso conhecimento,
ainda nao foi relatado na literatura, e deve ser investigado posteriormente. Apenas
em um estudo realizado no Japéao (ITO et al., 2007) foi relatada a ocorréncia de

amostras resistentes a eritromicina com CIMs2128, e associadas,
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predominantemente, a PspA de Fam 1. Contudo, o percentual de amostras foi de
77%, diferentemente dos nossos resultados, em que todas as amostras com tais
carcteristicas possuiam o gene de pspA da Fam 1. Outro resultado que merece
destaque e investigagbes futuras refere-se as amostras ndo susceptiveis a
penicilina e a eritromicina, concomitantemente. Essas amostras foram
classificadas como pertencentes ao CC Pen-H'* e pspA de Fam 2. Estudos sobre
a analise por MLST e sequenciamento desse gene para definigdo de clades serao
realizados com amostras deste CC, incluindo também amostras susceptiveis a
eritromicina, para se obter informacdes mais detalhadas sobre a diversidade

dessas amostras.

Dentre as amostras nao susceptiveis a penicilina, porém néo pertencentes
aos CC Pen-H e Pen-A, foi possivel detectar uma discreta predominancia dos
gene pspA da Fam 1. Além disso, as amostras susceptiveis a penicilina e
eritromicina concomitantemente apresentaram predominadncia da Fam 1.
Mollerach e colaboradores (2004) relataram uma forte associagao entre PspA de

Fam 1 e amostras susceptiveis a penicilina do sorotipo 14.

No presente estudo, aproximadamente 90% das amostras pertencentes ao
sorotipo 9V apresentaram gene pspA da Fam 2. Esse resultado corrobora com
aquele obtido em um estudo realizado na Argentina por Mollerach e colaboradores
(2004). Além disso, todas as amostras pertencentes ao CC Pen-H®" apresentaram
0 gene pspA de Fam 2. Apesar de pertencerem a este CC, apenas 23%
apresentaram susceptibilidade reduzida a penicilina, levando-nos a conclusao de
que o0 gene pspA parece ser bastante conservado entre amostras pertencentes a
este CC, independente da susceptibilidade a penicilina, como alguns autores
sugerem (ROLO et al., 2009).

Em relatos da literatura, o sorotipo 9V tem sido sempre associado
unicamente ao gene pspA da Fam 2 (CORAL et al., 2001; PIMENTA et al., 2006;
ITO et al., 2007; MELIN et al., 2008). Em contraste, o sorotipo 9N é discretamente

variavel quanto a predominancia de familias. Enquanto 94% das amostras
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apresentaram gene pspA da Fam 2, outros estudos apresentam resultados
divergentes, relatando apenas pspA da Fam 1 entre amostras do sorotipo 9N
(MELIN et al.,, 2008) ou apenas PspA da Fam 2 (CORAL et al., 2001;
MOLLERACH et al., 2004; ITO et al., 2007), mas nunca ambos simultaneamente.

Quando foi considerada a distribuicdo do gene pspA de diferentes familias
entre amostras isoladas em diferentes estados, algumas observagdes foram
singulares. Entre as amostras de pneumococos dos sorotipos 9N e 9V, 90%
daquelas isoladas nos estados do Rio Grande do Sul e S&o Paulo, pertencenciam
a Fam 2 de gene pspA. Entre as amostras isoladas no Rio de Janeiro, 63% de
amostras pertencentes ao sorotipo 9V foi classificada como Fam 2 de pspA,
enquanto todas as amostras do sorotipo 9N isoladas nesse estado foram
designadas como pertencentes a esta familia. Em contrapartida, 64% das
amostras do sorotipo 14 apresentaram gene pspA da Fam 1. O gene pspA da Fam
2 foi predominante entre amostras do sorotipo 14 isoladas nos estados do Rio
Grande do Sul (79%) e de S&o Paulo (60%), além daquelas obtidas no estado de
Santa Catarina, que foram constituidas exclusivamente por amostras carreando
gene dessa familia. Todas as amostras derivadas dos estados da Paraiba e

Espirito Santo, foram classificadas como pspA de Fam 1.

Alguns estudos relatam infec¢cdes graves causadas por amostras de
sorotipos relacionados aos presentes na vacina, tais como 19A e 6C, ou ainda por
sorotipos n&o vacinais, como 15 e 22F. Uma vez que os individuos vacinados
estardo protegidos contra os sorotipos da vacina, ha uma provavel substituicdo
dos sorotipos presentes na vacina 7-valente conjugada por estes n&o vacinais
(CDC, 2007; SINGLETON et al., 2007; HSIEH et al., 2009; JACOBS et al., 2009;
MOORE et al., 2009). A partir de 2009-2010, duas novas formulagdes vacinais
estao disponiveis em diversos paises (VESIKARI et al. 2009). Contudo, o aumento
de individuos protegidos contra os novos sorotipos inclusos nestas vacinas pode
favorecer o surgimento de novos sorotipos colonizando e/ou causando infecgdes

graves. Esse fendmeno expressa bem a necessidade do desenvolvimento de
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novas vacinas com a inclusdo de novos antigenos associados ou ndo a

polissacarideos capsulares (MENG et al., 2009) .

O uso da PspA como antigeno protéico vacinal, seja como componente
unico, ou como carreador, juntamente com polissacarideos provenientes da
capsula dos pneumococos, pode oferecer uma abrangéncia maior de protecao
contra diferentes amostras de diferentes sorotipos (BRANDILEONE et al., 2004).
Como as vacinas disponiveis no mercado ndo possuem 100% de cobertura dos
sorotipos circulantes, uma vacina com componente protéico proprio do
pneumococo pode ser de extrema importancia na prevencdo das infecgbes
pneumococicas. Atualmente diversos estudos tém sido realizados para a
expansdo do conhecimento das propriedades imunolégicas da PspA.
Considerando-se a grande diversidade na prevaléncia das familias de proteinas
PspA associadas a amostras multi-resistentes e geneticamente relacionadas a
pneumococos de disseminagao global, o monitoramento das familias PspA seria
oportuno para destacar qualquer alteragao significativa na sua prevaléncia ao
longo do tempo e assim antecipar o impacto da aplicagdo de estratégias de

vacinagao utilizando essa proteina como antigeno.
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CONCLUSOES

No presente estudo, uma metodologia de PCR foi adaptada e empregada
para detectar os alelos do gene pspA entre amostras de pneumococos isoladas no
Brasil. Sua utilizagdo permitiu detectar a presenca do gene pspA em todas as

amostras estudadas;

O gene pspA da Fam 2 foi o predominante entre amostras pertencentes aos
trés sorotipos de pneumococos estudados, seguido pelo gene pspA da Fam 1.

Nenhuma amostra portadora do gene pspA da Fam 3 foi detectada;

O gene pspA da Fam 2 prevaleceu entre amostras incluidas nos CC que
predominaram entre as amostras do sorotipo 14, e em todas as amostras do
sorotipo 9V, incluindo amostras com estreita relacdo genética com o clone de
disseminacao internacional Spain®'-3, reconhecido pela sua ampla circulagdo em

varias areas geograficas;

As amostras do sorotipo 14 resistentes a eritromicina foram agrupadas em
um unico CC, que apresentou elevada relagdo genética com a amostra
representante do clone internacional England’-9. Todas as amostras deste

complexo foram caracterizadas como portadoras de gene pspA da Fam 1;

O gene pspA da Fam 1 foi predominante entre amostras do sorotipo 14
isoladas nos estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Paraiba, enquanto o
gene pspA da Fam 2 predominou entre amostras isoladas nos estados do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e Santa Catarina. Por outro lado, entre as amostras dos
sorotipos 9N e 9V, houve o predominio do gene pspA da Fam 2 em todos os 3

estados em que foram isoladas;

N&o foram observadas restricbes na distribuicdo dos alelos do gene pspA

das diferentes familias, em relagao aos sorotipos;
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Foram caracterizadas amostras pertencentes a CC predominantes e
persistentes, em diferentes localidades brasileiras, entre as quais predominam os
alelos do gene pspA de duas familias (1 e 2). As informagdes obtidas podem
basear estudos relacionados a selecdo e a caracterizagdo adicional de amostras
de pneumococos a serem consideradas como possiveis candidatas para inclusao

em uma vacina que utilize a PspA como antigeno.
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ANEXOS

Anexo A. Caracteristicas das amostras de Streptococcus pneumoniae do sorotipo

ON incluidas no presente de estudo.

Amostra L°°a(;':ade Ano de Espécime clinico®  Familia  Susceptibilidade® Perfil
. . isolamento pspA PEN PFGE®
isolamento

Sp 59 SP 1988 Sangue fam 2 I Pen-A1™
Sp 60 SP 1988 Sangue fam 2 I Pen-A1™"
Sp 61 SP 1988 ND fam 2 I Pen-A1™"
Sp 156 SP 1990 Sangue fam 2 S Pen-A1™
Sp 235 SP 1990 escarro fam 2 S Pen-A1™
Sp 254 RJ 1991 Sangue fam 2 S D1

Sp 266 SP 1991 Sangue fam 1 S Pen-B1™
Sp 386 SP 1992 Sangue fam 2 S Pen-A1™
Sp 418 SP 1992 Sangue fam 2 S Pen-A1™"
Sp 561 RJ 1994 LCR fam 2 S Pen-A3™
Sp 566 RJ 1994 LCR fam 2 S Pen-A1™"
Sp 648 RJ 1994 LCR fam 2 S D2™

Sp 784 RJ 1995 LCR fam 2 S Pen-A1™
Sp 803 RJ 1995 Sangue fam 2 S Pen-A1™
Sp 829 RJ 1995 Sec. Seio maxilar fam 2 S D3™

Sp 896 SP 1996 Sangue fam 2 S Pen-A1™"
Sp 1019 RS 1997 Escarro fam 2 S Pen-A1™"
Sp 1156 RJ 1998 Lav. Brénquico fam 2 S p3™

Sp 1414 RJ 1999 Escarro fam 2 S Pen-C1%N
Sp 1626 RS 2001 ND fam 2 S Pen-A1™"
Sp 1725 RS 2001 ND fam 2 S Pen-A2%™N
Sp 1726 RS 2001 Sangue fam 1 S Pen-A1™
Sp 1735 RS 2001 Sangue fam 2 S Pen-H7%
Sp 1767 RJ 2000 ND fam 2 S Pen-A1™
Sp 1768 RJ 2000 ND fam 2 S Pen-A1™"
Sp 2018 RS 2003 Sangue fam 2 S Pen-A2™"
Sp 2026 RS 2003 LCR fam 2 S Pen-H1™
Sp 2027 RS 2003 Sangue fam 2 S Pen-A1%™N
Sp 2105 RS 2004 Escarro fam 2 S Pen-H1™N
Sp 2115 RS 2004 Escarro fam 2 S Pen-A2™

?Local de isolamento das amostras: RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SP, S&o Paulo;

® Sec., Secregao; Liq., Liquido; Lav., Lavado; LCR, Liquido Cefalorraquidiano;

°Todas as amostras foram susceptiveis a eritromicina;
¢ PEN, Penicilina;

° Eletroforese em gel de agarose em campo pulsado;
ND, Nao Determinado;

S, Sensivel; |, Intermediario; R, Resistente.
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Anexo B. Caracteristicas das amostras de Streptococcus pneumoniae do sorotipo

9V incluidas no presente estudo.

Localidade ¢ .
Ano de Espécime Familiade  Susceptibilidade Perfil
Amostra de . b J .
a isolamento clinico pspA PEN PFGE
isolamento

Sp 180 RJ 1990 Sangue fam 2 S Pen-H5®"
Sp 312 SP 1991 Sangue fam 2 s Pen-H1%
Sp 403 Sp 1992 Lig. Pleural fam 2 s Pen-A1%Y
Sp 414 Sp 1992 Sangue fam 2 s Pen-H1%
Sp 475 SP 1992 Orofaringe fam 2 s Pen-H1%
Sp 484 SP 1992 Sangue fam 2 s Pen-H1%
Sp 486 SP 1992 Sec. Traqueal fam 2 s Pen-H1%

Sp 488 = 1992 Sangue fam 2 S c1e

Sp 559 RJ 1994 LCR fam 1 S A%
Sp 624 RJ 1994 LCR fam 2 s Pen-H1%
Sp 671 SpP 1994 Sangue fam 2 IS Pen-H1%

Sp 744 RJ 1995 LCR fam 1 S B1%

Sp 745 RJ 1995 LCR fam 1 S B1%
Sp 858 RS 1996 Escarro fam 2 | Pen-H2%

Sp 867 RS 1996 Sangue fam 1 s A1
Sp 873A RJ 1996 Sangue fam 2 s Pen-H3%
Sp 873B RJ 1996 Sangue fam 2 s Pen-H3%
Sp 876 ND 1996 Lav. Brénquico fam 2 s Pen-H3%
Sp 880 ND 1996 Lav. Brénquico fam 2 s Pen-H3%
Sp 904 SP 1996 Sangue fam 2 s Pen-Ha®
Sp 911 RS 1997 Escarro fam 2 | Pen-H2%
Sp 1060 RS 1998 Sangue fam 2 IS Pen-H1%
Sp 1115 RS 1998 LCR fam 2 S Pen-H1%
Sp 1128 RS 1998 Sangue fam 2 S Pen-H1%
Sp 1184 SP 1998 Orofaringe fam 2 S Pen-H1%"
Sp 1230 SP 1999 Orofaringe fam 2 S Pen-Hg®
Sp 1231 Sp 1999 Orofaringe fam 2 s Pen-Ha®
Sp 1243 Sp 1999 Orofaringe fam 2 s Pen-H1%
Sp 1309 RS 1999 Sangue fam 2 s Pen-H1%
Sp 1322 SP 1999 Orofaringe fam 2 s Pen-H1%
Sp 1351 SP 1999 Orofaringe fam 2 s Pen-H1%
Sp 1353 SP 1999 Orofaringe fam 2 s Pen-H1%

?Local de isolamento: RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SP, Sao Paulo;

® Sec., Secregao; Lig., Liquido; Lav., Lavado; LCR, Liquido Cefalorraquidiano;
°Todas as amostras foram susceptiveis a eritromicina;
¢ PEN, Penicilina;
¢ Eletroforese em gel de agarose em campo pulsado;
ND, Nao Determinado;
S, Sensivel; |, Intermediario; R, Resistente.
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Anexo B (Continuagao).

pneumoniae do sorotipo 9V incluidas no presente estudo.

Localidade L. o o .
Ano de Espécime Familia Susceptibilidade © Perfil

Amostra de . b d .

. . isolamento clinico pspA PEN PFGE

isolamento
Sp 1428 SP 1999 Orofaringe fam 2 s Pen-H1%
Sp 1451 ND 1999 Lig. Pleural fam 2 s Pen-H1%
Sp 1503 SP 2000 Orofaringe fam 2 s Pen-H1%
Sp 1511 SP 2000 Sec.Orofaringe fam 1 s Eqo
Sp 1596 RS 2001 ND fam 2 | Pen-H1%
Sp 1655 RS 2001 Lig. Pleural fam 2 S Pen-H1%
Sp 1663 RS 2001 Escarro fam 2 R Pen-H1%Y
Sp 1664 RS 2001 Sec. Traqueal fam 2 R Pen-H1%Y
Sp 1665 RS 2001 Sec. Traqueal fam 2 R Pen-H1%
Sp 1668 RS 2001 Sangue fam 2 IS Pen-H1%Y
Sp 1692 RS 2001 Escarro fam 2 | Pen-H1%Y
Sp 1712 RS 2001 Lig. Pleural fam 2 S Pen-H1%
Sp 1723 RS 2001 ND fam 2 s Pen-H1%Y
Sp 1747 RS 2001 LCR fam 2 s Pen-H1%"
Sp 1883 SP 2003 ND fam 2 s ND
Sp 1916 SP 2003 ND fam 2 S ND
Sp 1984 RS 2003 Sangue fam 2 S Pen-H1%Y
Sp 1986 RS 2003 Sangue fam 2 R Pen-H1%Y
Sp 1997 RS 2003 Sangue fam 2 R Pen-H1%Y
Sp 2006 RS 2003 Sangue fam 2 R Pen-H1%Y
Sp 2020 RS 2003 Sangue fam 2 R Pen-H2%Y
Sp 2064 RS 2003 ND fam 2 | Pen-H1%Y
Sp 2084 RS 2004 Escarro fam 2 | Pen-H6%Y
Sp 2088 RS 2004 Sangue fam 2 s Pen-H1%
Sp 2093 RS 2004 LCR fam 2 s Pen-H1%"
Sp 2111 RS 2004 Sangue fam 2 | Pen-H1%
Sp 2161 RJ 2004 LCR fam 2 s Pen-H1%"

?Local de isolamento: RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SP, Sao Paulo;

® Sec., Secregao; Liq., Liquido; Lav., Lavado; LCR, Liquido Cefalorraquidiano;

°Todas as amostras foram susceptiveis a eritromicina;
¢ PEN, Penicilina;
¢ Eletroforese em gel de agarose em campo pulsado;
ND, Nao Determinado;
S, Sensivel; |, Intermediario; R, Resistente.

Caracteristicas das amostras de Streptococcus
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Anexo C. Caracteristicas das amostras de Streptococcus pneumoniae do sorotipo

14 incluidas no presente estudo.

Ano de Espécime Susceptibilidade
Amostra  Localidade® . b Familia pspA Perfil PFGE
isolamento clinico PEN / ERI

Sp 107 SP 1989 Sangue fam 1 S/S Eri-A1"
Sp 131 RJ 1989 ND fam 1 S/S Eri-A1"
Sp 139 SP 1990 Sangue fam 1 S/S Eri-A1™
Sp 168 RJ 1990 Lig. Pleural fam 1 S/S Eri-A1"
Sp 179 RJ 1990 Sangue fam 1 S/S Eri-A1™
Sp 186 RJ 1990 Sangue fam 1 S/S Eri-A1™
Sp 265 SP 1991 Lig. Ascitico fam 1 S/S Eri-A2"
Sp 274 SP 1991 Sangue fam 1 1/S Pen-J1™
Sp 276 SP 1991 LCR fam 1 S/S Eri-A1"
Sp 291 SP 1991 Lig. Pleural fam 1 1/S Pen-K1'"
Sp 293 RJ 1991 ND fam 1 S/S Eri-A2"
Sp 296 SP 1991 Sangue fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 306 SP 1991 Sangue fam 1 S/S Eri-A2"
Sp 308 SP 1991 LCR fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 321 ES 1991 ND fam 1 S/S Eri-A1™
Sp 324 ES 1991 ND fam 1 S/S Eri-A2"
Sp 325 ES 1991 ND fam 1 S/S Eri-A1"
Sp 349 SP 1991 Sangue fam 2 S/S (AA/RAC)
Sp 366 SP 1991 Sangue fam 1 S/S (AA/RAC)
Sp 387 SP 1992 Sec. Ocular fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 416 SP 1992 Sangue fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 436 SP 1992 Sangue fam 2 1/S Pen-A7"
Sp 450 SP 1992 Sangue fam 1 S/S B
Sp 465 SP 1992 Sangue fam 1 S/S Eri-A1™
Sp 466 SP 1992 Sangue fam 1 S/S Eri-A1™
Sp 513 SP 1992 Escarro fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 514 SP 1992 Orofaringe fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 515 SP 1992 Sangue fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 526 RJ 1993 Lav.Brong. fam 2 S/S Pen-A2"
Sp 527 RJ 1993 Lig. Ascitico fam 1 S/R Eri-A2"
Sp 532 RJ 1994 Sangue fam 1 S/S ND
Sp 539 RJ 1994 LCR fam 1 S/S Eri-A2"
Sp 550 RJ 1994 LCR fam 1 S/S c4™
Sp 568 SP 1994 Lig. Pleural fam 2 S/S D™
Sp 587 RJ 1994 LCR fam 1 S/S c4"
Sp 590 RJ 1994 Sangue fam 1 S/S g™
Sp 601 RJ 1994 LCR fam 2 S/S F14
Sp 603a RJ 1994 LCR fam 2 S/S N™
Sp 607 RJ 1994 LCR fam 2 S/S ND
Sp 621 RJ 1994 LCR fam 1 S/S cs™
Sp 630 RJ 1994 LCR fam 1 1/S Pen-A1"
Sp 631 RJ 1994 LCR fam 1 S/S (AA/RAC)
Sp 643 RJ 1994 LCR fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 661 RJ 1994 LCR fam 1 S/ R Eri-A1™

?Local de isolamento: ES, Espirito Santo; PB, Paraiba; RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; SP,

Sé&o Paulo;

b Asp., Aspirado; Brong., Bronquico; Lav., Lavado; LCR, Liquido Cefalorraquidiano; Liq., Liquido; Mat., Material; Resp.,

Respiratério; Sec., Secregéo;
° PEN, Penicilina;

d ERI, Eritromicina;
¢ Eletroforese em gel de agarose em campo pulsado;

ND, Nao Determinado;
S, Sensivel; |, Intermediario;R, Resistente.
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Anexo C (Continuagao). Caracteristicas das amostras de Streptococcus

pneumoniae do sorotipo 14 incluidas no presente estudo.

a Ano de Espécime Familia Susceptibilidade .
Amostra  Localidade . b Perfil PFGE
isolamento clinico de pspA PEN / ERI

Sp 664 RJ 1994 LCR fam 1 S/S ND
Sp 665 RJ 1994 LCR fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 667 RJ 1994 LCR fam 1 S/S c7*
Sp 685 SP 1994 Lig. Ascitico fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 698 RJ 1994 LCR fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 702 SP 1994 Sangue fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 749 RJ 1995 Sec. brong. fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 756 RJ 1995 LCR fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 770 SP 1995 ND fam 1 S/S ND
Sp 775 SP 1995 ND fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 782 RJ 1995 LCR fam 1 S/S cs™
Sp 798 RJ 1995 Asp. MO fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 807 RJ 1995 Sangue fam 1 S/S ND
Sp 850 RS 1995 LCR fam 1 1/S Pen-A5"
Sp 865 SC 1996 LCR fam 2 1/S Pen-A1'
Sp 866 sSC 1996 Sec. Auricular fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 885 SP 1996 Sangue fam 2 S/S ND
Sp 886 SP 1996 LCR fam 1 S/S cs™
Sp 897 SP 1996 Sangue fam 1 S/S cs™
Sp 899 SP 1996 Sangue fam 2 S/S Pen-A1"
Sp 903 SP 1996 Sangue fam 1 S/S ND
Sp 933 RS 1997 Escarro fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 947 RS 1997 LCR fam 1 S/S L™
Sp 948 RS 1997 Escarro fam 1 S/S L1
Sp 967 RS 1997 Sangue fam 1 S/S M
Sp 979 RS 1997 Sec. Traqueal fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 985 RS 1997 LCR fam 2 R/S Pen-H12"
Sp 995 RS 1997 Escarro fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 996 RS 1997 Escarro fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 997 RS 1997 Sangue fam 1 S/S L2™
Sp 1001 RS 1997 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1003 RS 1997 Sangue fam 1 S/S o™
Sp 1010 RS 1997 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1022 RS 1997 Lig. Pleural fam 2 R/S Pen-H3™
Sp 1025 RS 1997 LCR fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1032 RJ 1997 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1033 RJ 1997 Lig. Pericard. fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1040 RS 1997 Escarro fam 2 R/S Pen-H8™
Sp 1043 PB 1997 ND fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 1044 PB 1997 ND fam 1 S/R Eri-A2'*
Sp 1045 PB 1997 ND fam 1 S/R Eri-A2™
Sp 1046 PB 1997 LCR fam 1 S/R Eri-A1™

?Local de isolamento: ES, Espirito Santo; PB, Paraiba; RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; SP,
Sao Paulo;

b Asp., Aspirado; Brong., Bronquico; Lav., Lavado; LCR, Liquido Cefalorraquidiano; Liq., Liquido; Mat., Material; Resp.,
Respiratorio; Sec., Secregao;

° PEN, Penicilina;

4 ERI, Eritromicina;

¢ Eletroforese em gel de agarose em campo pulsado;

ND, N&do Determinado;

S, Sensivel; |, Intermediario;R, Resistente.
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Anexo C (Continuagao). Caracteristicas das amostras de Streptococcus

pneumoniae do sorotipo 14 incluidas no presente estudo.

R Ano de Espécime Familia de Susceptibilidade Perfil de

Amostra Localidade . o
isolamento clinico pspA PEN / ERI PFGE

Sp 1047 PB 1997 LCR fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 1067 RS 1998 Sangue fam 1 1/S Pen-Hg™
Sp 1068 RS 1998 Lav.bréng. fam 1 1/S Pen-Hg™
Sp 1087 RS 1998 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1092 RS 1998 Sangue fam 1 S/S s™
Sp 1101 RS 1998 Sec. Auricular fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1141 RJ 1998 Sec. brong. fam 1 S/R Eri-A4™
Sp 1170 RJ 1998 ND fam 1 S/R Eri-A3™
Sp 1179 SP 1999 Orofaringe fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 1197 SP 1999 Sangue fam 2 1/S Pen-E1"
Sp 1264 RS 1999 Sangue fam 2 1/S Pen-H11"
Sp 1265 RS 1999 Sangue fam 2 1/S Pen-H11"
Sp 1271 RS 1999 Lig. Pleural fam 2 /s Pen-H1™
Sp 1292 RS 1999 Escarro fam 2 1/S L™
Sp 1293 RS 1999 Sangue fam 2 1/S L™
Sp 1302 RS 1999 Lig. Pleural fam 2 S/S s™
Sp 1307 RS 1999 Sangue fam 2 S/S s™
Sp 1308 RS 1999 Sec. Traqueal fam 2 S/S s™
Sp 1316 RS 1999 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1329 SP 1999 Orofaringe fam 1 S/S c7'
Sp 1334 SP 1999 Orofaringe fam 2 1/S Pen-H11"
Sp 1340 SP 1999 Orofaringe fam 2 S/S F™
Sp 1341 SP 1999 Orofaringe fam 2 S/S F™
Sp 1368 RJ 1999 Sangue fam 1 S/S Gc™"
Sp 1408 RJ 1999 ND fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 1413 RJ 1999 Sec. ocular fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 1418 SP 1999 Orofaringe fam 1 S/S ND
Sp 1465 RJ 1999 Sec. ocular fam 2 S/S ND
Sp 1484 RJ 1999 Nasofaringe fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1514 RJ 2000 Sangue fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 1516 RJ 2000 Mat. Respir. fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1534 RJ 2000 Oroaringe fam 1 S/R Eri-A1™
Sp 1551 SP 2001 Orofaringe fam 2 1/S Pen-H6™
Sp 1562 RS 2001 ND fam 2 S/S L
Sp 1564 RS 2001 ND fam 2 S/S L1
Sp 1570 RS 2001 ND fam 2 S/S L
Sp 1575 RS 2001 ND fam 1 1/S Pen-11™
Sp 1591 RS 2001 ND fam 2 S/S L™
Sp 1598 RS 2001 ND fam 2 1/S Pen-H2™
Sp 1608 RS 2001 ND fam 2 R/S Pen-H2™
Sp 1609 RS 2001 ND fam 2 1/S Pen-H2™
Sp 1640 RS 2001 Lig. Pleural fam 2 1/S Pen-H1™

?Local de isolamento: ES, Espirito Santo; PB, Paraiba; RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; SP,
S3&o Paulo;

b Asp., Aspirado; Brong., Bronquico; Lav., Lavado; LCR, Liquido Cefalorraquidiano; Liq., Liquido; Mat., Material; Resp.,
Respiratério; Sec., Secregéo;

° PEN, Penicilina;

d ERI, Eritromicina;

¢ Eletroforese em gel de agarose em campo pulsado;

ND, Nao Determinado;

S, Sensivel; |, Intermediario;R, Resistente.
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Anexo C (Continuagao).

pneumoniae do sorotipo 14 incluidas no presente estudo.

R Ano de Espécime Familia Susceptibilidade Perfil de

Amostra Localidade . o
isolamento clinico de pspA PEN / ERI PFGE

Sp 1644 RS 2001 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1654 RS 2001 LCR fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1674 RS 2001 Escarro fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1680 RS 2001 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1683 RS 2001 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1689 RS 2001 Sangue fam 2 /R Pen-H1™
Sp 1690 RS 2001 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1693 RS 2001 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1694 RS 2001 Sangue fam 2 S/S L3™
Sp 1706 RS 2001 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1708 RS 2001 Escarro fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1711 RS 2001 LCR fam 1 1/S Pen-F1™
Sp 1721 RS 2001 Lig. Pleural fam 1 S/R Eri-A5™
Sp 1724 RS 2001 ND fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1729 RS 2001 Lig. Pleural fam 2 S/S L4™
Sp 1732 RS 2001 LCR fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1734 RS 2001 LCR fam 2 S/S L4™
Sp 1742 RS 2001 ND fam 2 R/S Pen-H12"
Sp 1744 RS 2001 LCR fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1751 RS 2001 LCR fam 2 R/S Pen-A4'*
Sp 1772 RJ 2001 ND fam 2 1/S Pen-He™
Sp 1777 RJ 2001 ND fam 1 1/S Pen-A4'
Sp 1888 SP 2003 Nasofaringe fam 2 R/S Pen-A6'
Sp 1879 RJ 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1890 SP 2003 Nasofaringe fam 2 1/S Pen-A1"
Sp 1900 SP 2003 Nasofaringe fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 1913 SP 2003 Nasofaringe fam 2 1/S Pen-A4'*
Sp 1917 SP 2003 Nasofaringe fam 2 1/S Pen-A4"
Sp 1922 SP 2003 Nasofaringe fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1930 RJ 2003 Sangue fam 2 1/S Pen-H2"
Sp 1957 SP 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1973 SP 2003 ND fam 2 R/S Pen-He6™
Sp 1980 RJ 2003 Sangue fam 2 S/S ND
Sp 1981 RS 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™

Caracteristicas das amostras de Streptococcus

?Local de isolamento: ES, Espirito Santo; PB, Paraiba; RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; SP,

S3&o Paulo;

b Asp., Aspirado; Brong., Bronquico; Lav., Lavado; LCR, Liquido Cefalorraquidiano; Liq., Liquido; Mat., Material; Resp.,

Respiratorio; Sec., Secregao;

° PEN, Penicilina;
d ERI, Eritromicina;

¢ Eletroforese em gel de agarose em campo pulsado;
ND, Nao Determinado;

S, Sensivel; |, Intermediario;R, Resistente.
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Anexo C (Continuagao).

pneumoniae do sorotipo 14 incluidas no presente estudo.

Caracteristicas das amostras de Streptococcus

Ano de Espécime Familia de Susceptibilidade Perfil de

Amostra  Localidade * . o . y .
isolamento clinico pspA PEN®/ ERI PFGE

Sp 1988 RS 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1990 RS 2003 Sangue fam 1 S/S ND
Sp 1992 RS 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 1993 RS 2003 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2008 RS 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H9™
Sp 2009 RS 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H9™
Sp 2011 RS 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 2013 RS 2003 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2014 RS 2003 Lig. Pleural fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 2015 RS 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 2019 RS 2003 Sangue fam 1 S/S ND
Sp 2030 RS 2003 Lig. Pleural fam 1 S /S ND
Sp 2046 RS 2003 Sangue fam 2 R/S Pen-H2™
Sp 2047 RS 2003 ND fam 2 S/S Pen-H3™
Sp 2058 RS 2003 ND fam 1 R/S Pen-H1™
Sp 2065 RS 2003 ND fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2067 RS 2003 ND fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 2090 RS 2004 Sangue fam 1 S/S L™
Sp 2091 RS 2004 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 2092 RS 2004 Sangue fam 2 1/S ND
Sp 2094 RS 2004 LCR fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2103 RS 2004 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2107 RS 2004 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2108 RS 2004 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2110 RS 2004 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 2112 RS 2004 Escarro fam 2 1/S Pen-H13"
Sp 2118 RS 2004 Escarro fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2123 RS 2004 Sangue fam 2 1/R Pen-H1™
Sp 2124 RS 2004 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 2131 RS 2004 ND fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2134 RS 2004 Lig. Pleural fam 1 1/S Pen-H1™
Sp 2136 RS 2004 LCR fam 1 1/S Pen-H1™
Sp 2150 RS 2004 Sangue fam 2 1/S Pen-H1™
Sp 2152 RS 2004 ND fam 2 1/R Pen-H10"
Sp 2158 RS 2004 Escarro fam 1 S/S Pen-H1™
Sp 2159 RJ 2004 Sangue fam 2 R/S Pen-H1™
Sp 2166 RJ 2005 Sangue fam 2 1/S Pen-M1"
Sp 2167 RJ 2005 Lig. Pleural fam 2 S/S ND
Sp 2168 RJ 2005 Lig. Pleural fam 2 R/S Pen-v1"

?Local de isolamento: ES, Espirito Santo; PB, Paraiba; RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; SP,

Sao Paulo;

b Asp., Aspirado; Brong., Bronquico; Lav., Lavado; LCR, Liquido Cefalorraquidiano; Liq., Liquido; Mat., Material; Resp.,

Respiratorio; Sec., Secregao;
° PEN, Penicilina;
¢ ERI, Eritromicina;

¢ Eletroforese em gel de agarose em campo pulsado;
ND, Nao Determinado;
S, Sensivel; |, Intermediario;R, Resistente.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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