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RESUMO

Introducio

A circulacdo de cepas de pneumococo em criangas que frequentam creches ¢ maior
quando comparada a populacdo em geral. A morte de uma crianca de 10 anos de idade
por meningite pneumocdcica (sorotipo 22F) que frequentava uma creche de Goidnia
motivou uma investigacdo para avaliar a similaridade entre a cepa do caso indice e
cepas de portadores, incluindo o irmao do paciente, os contactantes da creche do
paciente e da creche do irmao.

Métodos

Foram investigadas duas creches de Goiania, Goids, durante o periodo de julho a
novembro de 2008, uma delas frequentada pelo paciente (caso indice), e a outra
frequentada pelo irmao da paciente. Swabs de nasofaringe e dados demograficos foram
obtidos de 155 criangas e 69 contatos. A presenca de portador de pneumococo foi
avaliada pela técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) e cultura convencional.
Sorotipagem foi realizada pela PCR multiplex e reagdo de Quellung (padrao-ouro). O
sequenciamento genético da cepa do caso indice foi realizado pela técnica de Multi
Locus Sequence Type (MLST) para determinacdo do sequence type (ST).

Resultados

A taxa de portador pela RT-PCR e pela cultura convencional foi 50,0% e 36,6%,
respectivamente (p<0,05). Vinte e quatro diferentes sorotipos foram detectados pela
PCR multiplex e vinte pela reacdo de Quellung (p=0,06). Co-colonizacdo foi
identificada em 7,5% pela PCR multiplex e 4,9% pela reagdao de Quellung. O sorotipo
22F, identificado apenas na creche do irmao da paciente, foi detectado em trés criancas
pela reacdo de Quellung e em oito pela PCR multiplex, incluindo o irmdo do caso
indice. O sorotipo 22F foi o segundo mais frequentemente associado a colonizagdes
multiplas (PCR multiplex). Um novo ST-22F foi identificado para a cepa de
pneumococo isolada do liquor do paciente.

Conclusées

Ha evidéncias de similaridade fenotipica e genotipica entre o sorotipo causal da
meningite pneumococica e a cepa colonizadora do irmao da paciente. A PCR multiplex
¢ uma metodologia util para avaliar o impacto da vacinagdo anti-pneumococica na
deteccdo da diversidade de sorotipos colonizadores ndo cobertos pela vacina e multiplos

sorotipos presentes em uma mesma amostra clinica.

xi



ABSTRACT

Background

Day-care-centers typically optimize the circulation of pneumococcal strains among
children. A death of a 10-year-old child due to pneumococcal meningitis serotype 22F
in a day-care-center prompted an investigation that involved assessing nasopharyngeal
carriage and serotypes among attendees. We determined the serotype of the meningitis
case isolate, and serotypes from nasopharyngeal specimens of contacts, which included
the case-patient’s brother, the case-patient’s day-care contacts, and the brother’s day-
care contacts.

Methods

We investigated two day-care centers of Goiania, Brazil, attended by the index-case and
by her brother during July-November 2008. Nasopharyngeal swabs and demographic
data from 155 children and 69 contacts were obtained. Following broth-enrichment of
nasopharyngeal specimens, /ytA-targeted real time PCR and conventional multiplex
PCR assays were used to detect pneumococcal carriage and determine serotypes.
Conventional culture and serotyping (Quellung reaction) were also performed. Multi
Locus Sequence Type (MLST) was carried out for sequence type (ST) ascertainment.
Results

Overall, pneumococcal carriage by RT-PCR and conventional culture was 50.0% and
36%, respectively (p<0.05). Twenty-four types were detected using multiplex PCR, and
twenty by Quellung reaction (p>0.06). Colonization with multiple pneumococcal
serotypes was determined in 7.5% of the carriers by multiplex PCR and 4.9% by
Quellung. Serotype 22F was mostly associated to co-colonization by multiplex PCR.
All the eight serotype 22F specimens obtained by multiplex PCR were from children
attending the brother’s day-care-center (including the patient’s brother). A new ST-22F
was identified for the pneumococcal meningitis strain.

Conclusions

The study demonstrated the utility of multiplex PCR for determining carriage serotype
distribution in a setting of high-risk pneumococcal transmission. Using this approach
the causal serotype could be potentially linked to the brother of the case-patient and
attendees of his day-care. This methodology is useful for uncovering pneumococcal
carriage serotype diversity and for detecting multiple serotypes within the same

specimen.

Xii



1. INTRODUCAO

1.1 — Streptococcus pneumoniae e saude piblica

As doengas causadas pelo Streptococcus pneumoniae (pneumococo) constituem um dos
principais problemas de satide publica na infancia, devido a sua alta morbi-mortalidade.
Em todas as regides do Mundo, a doenga pneumocoécica ¢ a principal causa de obitos
por doengas imunopreveniveis na infancia (O’Brien et al 2009). A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) estima que no ano 2006 cerca de 1 milhdo de criangas
morreram em decorréncia de infecgdes por S. pneumoniae, dentre elas meningites,
pneumonias, bacteremias e sepses (WHO 2007). Os principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doenca pneumococica invasiva (DPI) incluem idade menor de 2
anos, baixo nivel sdcio-econdmico e presenca de comorbidades (CDC 2006, Pilishvili et

al 2010, Pilishvili et al 2010a).

1.2- Meningites por Streptococcus pneumoniae

Apoés a introducdo da vacina contra o Haemophilus influenzae tipo b (Hib) nos
programas nacionais de imunizacdo de varios paises na década de 90, o S. pneumoniae
tornou-se o principal agente etiologico das meningites bacterianas agudas em alguns
paises do mundo (CDC 2009a, Hsu et al 2009). A incidéncia da meningite
pneumocoécica varia geograficamente. Em metanalise publicada recentemente, a
incidéncia global em criangas foi de 17 por 100 mil habitantes para o ano 2000, sendo
as maiores taxas no continente africano (38 por 100 mil) e as menores no continente

americano (12 por 100 mil) (O'Brien et al 2009).

A meningite pneumocdcica pode ocorrer em qualquer idade, sendo mais frequente em
criancas menores de 5 anos. Apesar da baixa carga da doenca e da terapia
antimicrobiana comprovadamente eficaz, o pneumococo ¢ responsavel por altas taxas
de letalidade e graves sequelas decorrentes de meningites na infincia, como

1
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hidrocefalia, déficit cognitivo e motor, perda auditiva, problemas comportamentais e

dificuldades de aprendizagem (Edmond et al 2010).

No Brasil, as taxas de incidéncia de meningite por pneumococo na popula¢do geral
variam de 0,5 a 1,0 por 100.000 habitantes, sendo maior em lactentes. Em 2009, a
incidéncia da doenca em criancas menores de 12 meses de vida foi estimada em 5 casos
por 100 mil habitantes (MS 2010). No mesmo ano, somente no Estado de Sao Paulo, o
coeficiente de incidéncia de meningite pneumococica em criangas menores de 2 anos
alcangou 8 por 100.000 habitantes (SES/SP 2010). No municipio de Goiania, um estudo
populacional realizado entre 2007 (Andrade et al 2008) e 2009 (Andrade et al 2010) em
criancas de 28 dias a 36 meses de idade, revelou uma incidéncia de meningite

pneumococica de 7 por 100 mil habitantes/ano.

Em 2000, a letalidade por meningite pneumocdcica foi estimada em 38% na Europa,
48% nas Américas ¢ 79% em paises do continente africano (O'Brien et al 2009).
Contrastando com a baixa incidéncia, as taxas de letalidade da meningite pneumococica
sao extremamente elevadas, quando comparadas a letalidade da Neisseria meningitidis e
Hib, principalmente em menores de 1 ano. No Brasil, entre os anos 2001 e 2006, o
coeficiente médio de letalidade de meningite pneumocdcica foi de 30% para criancas
menores de 5 anos, enquanto que para N. meningitidis ¢ Hib os coeficientes foram
19,8% e 17,6%, respectivamente (Valenzuela et al 2009, Castafieda et al 2009, MS
2010).

A grande perspectiva de controle da meningite por S. pneumoniae ¢ a vacina anti-
pneumococica conjugada, recentemente introduzida no calenddrio de imunizagdes da
infancia do Ministério da Satde do Brasil (MS 2010). Devido aos beneficios diretos e
indiretos da vacinacao (O’Brien & Dagan 2003), o uso em larga escala da vacina ¢ uma

estratégia que mostra uma relagdo altamente positiva de custo beneficio (WHO 2007).

1.3- Colonizacao por Streptococcus pneumoniae na infancia

A nasofaringe constitui a principal porta de entrada e o reservatorio natural do

pneumococo, de onde se dissemina para causar doencgas invasivas ou infecgdes do trato
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respiratorio superior (Bogaert et al 2004). O epitélio da mucosa nasofaringea pode
albergar, simultaneamente, diferentes sorotipos e determinar o chamado “estado de

portador” em individuos sem sintomatologia, caracterizando o “portador assintomatico”

(Fedson et al 1999, Ghaffar et al 1999).

A idade ¢ o fator determinante para a colonizacdo da nasofaringe, que se inicia no
primeiro ano de vida, alcangando as maiores prevaléncias aos dois anos de idade
(Aniansson et al 1992, Principi et al 1999, Syrjinen et al 2001, Hill et al 2006, Hill et al
2010). Locais de grandes aglomerados como creches e escolas podem facilitar a
disseminag¢do do S. prneumoniae na comunidade de forma direta, por meio de contatos
inter-pessoais mais frequentes, e indiretamente, pelo aumento da prevaléncia do estado
de portador de pneumococo (Dunais et al 2003, Bogaert et al 2004). Portanto,
reconhece-se que criancas constituem o principal grupo de risco para a colonizagdo por

pneumococo, devido ao contato mais prolongado a que esta populagao estd exposta.

Existem evidéncias de que a colonizagdo das vias respiratorias pelo S. pneumoniae
precede a ocorréncia de infec¢des causadas por este patdgeno. Assim, os isolados de
pneumococo encontrados na nasofaringe de portadores sdo a fonte primaria de infec¢ao
por sorotipos associados ao desenvolvimento de doenga pneumococica (Lloyd-Evans et
al 1996, Brueggemann et al 2003, de Andrade et al 2003, Laval et al 2006, Berezin et al
2007).

1.4- Sorotipos de Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae sao microorganismos gram positivos que se apresentam aos
pares (diplococos), ou mais raramente isolados, € possuem em sua superficie uma
capsula polissacaridica com ac¢do anti-fagocitica “in vivo”, fator de viruléncia mais
importante do pneumococo. Até o momento, foram identificados 93 sorotipos diferentes
de S. pneumoniae, distinguidos pelas caracteristicas de sua capsula (Lipsitch 2010), mas
apenas 23 sorotipos causam a maioria dos casos de doenca pneumocdécica (Hausdorff et
al 2000). A capsula expressada pelo pneumococo pode ser detectada por reagdo com
anti-soro especifico. No entanto, alguns isolados apresentam resultado negativo para

todos os mais de 90 anti-soros tipo especificos sendo designados como S. pneumoniae
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nao tipaveis (SpNT), os quais sdo importantes causadores de doenga ndo invasiva, como
otite média e pneumonia nao bacterémica (Finland & Barnes 1977, Hathaway et al
2004). A capacidade reduzida de produzir anticorpos contra antigenos da cépsula do S.
pneumoniae em criancas menores de dois anos e a alta frequéncia de colonizacao pode,

em parte, explicar a maior suscetibilidade desta faixa etaria a infecgdo pneumococica.

O sorotipo 14 constitui o principal isolado de nasofaringe tanto nos paises
desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento. Em geral, os sorotipos 6A, 6B, 14,
18C, 19F e 23F sdo os que predominam na nasofaringe de criangas abaixo de 3 anos de
idade em paises industrializados, como mostram alguns estudos realizados entre 1999 e
2008 (Bogaert et al 2001, Coles et al 2001, Soewignjo et al 2001, Syrogiannopoulos et
al 2002, Lo et al 2003, Malfroot et al 2004, Ochoa et al 2005, Russell et al 2006,
Sogstad et al 2006, Wattal et al 2007, Leino et al 2008, Dunais et al 2008, Rodrigues et

al 2009, Millar et al 2009). Cinco destes tipos capsulares estdo contemplados na vacina

anti-pneumococica conjugada 7-valente (PCV7) (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F).

Sabe-se que a PCV7 reduz a colonizagdo da nasofaringe por sorotipos vacinais, mas
pode levar a um aumento de sorotipos ndo vacinais, € consequentemente de doenca
pneumocodcica invasiva provocada pelos mesmos (Dagan et al 1996, Moore et al 2004,
Hennessy et al 2005, Huang et al 2005, Kayhty et al 2006, van Gils et al 2009).
Corroborando com estes dados, estudos mostram que desde o licenciamento da PCV7
no ano 2000, os sorotipos ndo-vacinais vém ganhando importancia como colonizadores
de nasofaringe em criangas. Dentre eles, estdo o 6C, 7F, 11A, 15, 16F, 19A e 23A
(Frazao et al 2005, Huang et al 2009, Leach et al 2009, Rodrigues et al 2009, Espinosa-
de Los Monteros et al 2010, Sa- Ledo et al 2009).

No Brasil, estudos realizados entre 1998 e 2006 mostraram que a prevaléncia de
portador de S. pneumoniae pode variar de 13,3 a 72%, conforme a idade e a presenca de
doengas associadas. Dentre os sorotipos mais isolados, estdo o 6A, 6B, 14, 15, 19A, 19F
e 23F, especialmente em criangas abaixo de 5 anos de idade que frequentam creches
(Wolf et al 2000, Lucarevschi et al 2003, Laval et al 2006, Cardoso et al 2006, Berezin
et al 2007, Reis et al 2008, Franco et al 2010, Andrade et al 2010).
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Apesar da maioria das investigagdes evidenciar associagdo entre a prevaléncia de
sorotipos de pneumococo colonizadores e causadores de doenga invasiva, alguns
autores observam que nem sempre esta relacdo ¢ verdadeira (Andrade et al 2004,
Bogaert et al 2004, Weinberger et al 2010). Os sorotipos 1, 3, 5, 7F, 8, 33 e 38, por
exemplo, sdo frequentemente isolados de criangas com doenca pneumocodcica, mas
raramente da nasofaringe de portadores saudaveis (Hausdorff et al 2000, Di Fabio et al

2001).

Com relacao a DPI, varias publica¢des evidenciam que o sorotipo 14 compde o grupo
de maior prevaléncia na infancia, em todas as regidoes do Mundo (Farrell et al 2004,
Andrade et al 2010, Isaacman et et al 2010, Vickers et al 2010, Johnson et al 2010). Na
América Latina, parece haver uma similaridade no que diz respeito aos sorotipos mais
frequentemente implicados na DPI. Como a maioria dos paises ainda ndo incorporou a
PCV7 no calenddrio de imunizagdes, os sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F,
incluidos na vacina, estdo entre os mais prevalentes. Os sorotipos 1 ¢ 5 também tém
sido descritos nos ultimos anos como um dos principais causadores de DPI na infancia
nos paises do continente latinoamericano (Hortal et al 1997, Brandileone at al 2003,
Camargos et al 2006, Laval et al 2006, Berezin et al 2007, Mayoral et al 2008,
Valenzuela et al 2009). No entanto, a prevaléncia destes sorotipos flutua ao longo dos
anos, sendo mais frequente em criangas maiores de 3 anos de idade. No Brasil, dados do
projeto SIREVA (vigilancia laboratorial) mostram uma tendéncia a queda dos sorotipos
1 e 5 nos ultimos anos (OPAS 2008, Castafieda et al 2009). J4 no continente africano, o
sorotipo 1 vem ganhado importancia devido a alta viruléncia e associagao cada vez mais

frequente com doenca pneumocdcica, inclusive em maiores de 5 anos (Yaro et al 2006,

Adegbola et al 2006, Gessner et al 2010, Mothibeli et al 2010).

Na era pré-PCV7, estudos realizados na Europa e nos EUA mostraram que dos mais de
90 sorotipos de S. pneumoniae, os 7 incluidos na vacina foram responsaveis pela
maioria dos casos de DPI em criancas menores de 5 anos (Hausdorff et al 2001,
Hausdorff 2002, Jacobs et al 2008, Hsu et al 2010). No entanto, com a vacinacdo de
rotina nos paises desenvolvidos, houve uma diminuicao significativa na incidéncia de
DPI por sorotipos vacinais nos Ultimos anos (Hsu et al 2005, Musher 2006, Poehling et
al 2006, Black 2008, CDC 2008, Isaacman et al 2010). Dados do CDC (Centers of

Diseases Control and Prevention) revelam que entre 1998 e 2008 ocorreu uma redugdo
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de 90% de DPI por sorotipos vacinais em criangas menores de 5 anos de idade (CDC
2005, CDC 2008). Em contrapartida, houve um aumento do nimero de casos de DPI na
infancia por sorotipos nao-vacinais, o que sugere uma tendéncia a substituicdo dos
sorotipos de S. pneumoniae causadores de doenga pneumococica, fenomeno conhecido
como “substituicdo vacinal”. O crescente aumento do sorotipo 19A ¢ um exemplo deste

fenOmeno.

Nos EUA, o sorotipo 19A foi o mais frequentemente isolado de criangas com DPI no
ano 2008, alcangando quase 50% dos casos, seguido dos sorotipos 7F (10%) e 22F
(5%). No mesmo ano, dentre os sorotipos contidos na PCV7, somente o 18C foi
detectado (CDC 2008). Corroborando com estes achados, estudos realizados na era pos-
PCV7 nos EUA e Europa mostram a “emergéncia” de sorotipos invasivos ndo-vacinais,
comoo 1,3, 6A 15¢ 19A (Hsu et al 2005, Pelton et al 2007, Pichichero & Casey 2007,
Jacobs et al 2008, Critchley et al 2008, Farrell et al 2008, Dagan 2009, Sa-Leao 2009,
Aguiar et al 2010, Isaacman et al 2010, Reinert et al 2010, Zemlickova et al 2010).

Em rela¢do a meningite pneumococica, a maioria dos estudos foi realizada em paises
que ja incorporaram rotineiramente a PCV7. Os resultados das principais investigacoes
ndo mostram grandes diferengas quanto a prevaléncia de sorotipos causadores de
doenga invasiva e meningite por pneumococo. Na Franca, apesar da curva decrescente
da doenga, os sorotipos mais prevalentes em individuos de 1 a 18 anos de idade ainda
sao aqueles contidos na vacina (Bingen et al 2008). Outros estudos na Europa ¢ EUA
tém mostrado que os sorotipos nao-vacinais como 6A, 7F, 19A, 15A e 22F tém
aumentado como causa de meningites pneumococicas, inclusive na faixa etaria maior de
5 anos (Nigrovic et al 2008, Alexandre et al 2010). Dados de vigilancia populacional
realizada entre 1998 e 2005 nos EUA indicam um aumento de 60% na incidéncia de
casos de meningite pneumocdcica causada por sorotipos ndo-vacinais, especialmente o
19A e 22F. Por outro lado, houve uma redugdo de 73% no numero de casos da doenca

por sorotipos incluidos na PCV7 (Hsu et al 2009).

Na Africa e em alguns paises da Europa (Berg et al 2006, Motlova 2005), o sorotipo 1
tem sido relacionado a surtos e casos letais de meningites (Leimkugel et al 2005, Yaro
et al 2006, Gessner et al 2010), sugerindo que este tipo capsular expressa cepas com

grande potencial de invasao (Hausdorff et al 2005, Zemlickova et al 2010). Na América
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Latina e Caribe, estudos conduzidos entre 1990 e 2006 mostraram que os sorotipos mais
prevalentes de meningite na infancia sao o 1, 5 e aqueles contidos na PCV7, que ainda
ndo foi introduzida na maioria dos paises que compdem este grupo (Valenzuela et al
2009). No Brasil, os principais sorotipos causadores de meningites por S. pneumoniae
sdo aqueles incluidos na PCV7 (Reis at al 2002, Berezin et al 2002, de Andrade et al
2003, Brandileone et al 2003, Laval et al 2006, Vieira et al 2007).

1.5- Técnicas moleculares na identificacdo de Streptococcus pneumoniae

A relagdo entre os sorotipos de pneumococo colonizadores e invasivos estd bem
estabelecida em varios estudos de epidemiologia molecular que verificaram
similaridade genética entre isolados invasivos e colonizadores (Lloyd-Evans et al 1996,
Robinson et al 2001, Andrade et al 2003, Brueggemann et al 2003). As informagdes
geradas pelos estudos de epidemiologia molecular do pneumococo permitem conhecer
os tipos e subtipos genéticos circulantes em uma determinada regido, em um periodo de
tempo. O conhecimento sobre as caracteristicas moleculares das cepas circulantes, sua
frequéncia, diversidade e a eventual substitui¢do de tipos capsulares sdo fundamentais
para o monitoramento das doengas pneumocdcicas na era pré e pds-vacinagdo (Tomasz

et al 1998, Sa-ledo et al 2000, McGee et al 2001, Bruggemann et al 2003).

A detecg¢do e a sorotipagem de S. pneumoniae em amostras clinicas sdo usualmente
realizadas por métodos convencionais de cultura e pela reagdo de Quellung,
respectivamente (Henrichsen 1995). No entanto, a utilizacdo destas técnicas para
identificar uma possivel colonizacdo ou infec¢do por pneumococo esbarra em alguns
obstaculos como o custo elevado, subjetividade na interpretagdo, e experiéncia do
observador, podendo assim, subestimar a prevaléncia de DPI e a presen¢a de multiplos
tipos capsulados em uma mesma amostra. Sobrepondo estas desvantagens, nos ultimos
anos pesquisadores tém desenvolvido novas técnicas moleculares para deteccao de
isolados de pneumococo, como as reagdes de PCR (polymerase chain reaction). Esta
metodologia permite tanto a detec¢do quanto a sorotipagem de S. pneumoniae, € pode
ser particularmente Util em vigilancia epidemioldgica e nos casos em que as culturas
forem inicialmente negativas devido ao uso prévio de antibidticos (Lawrence et al 2000,

Rubin & Rizvi 2004).
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A PCR em tempo real (RT-PCR) consiste na detec¢do do S. pneumoniae, utilizando-se
como alvo o gene capsular /yt4 a partir de extratos de DNA preparados diretamente de
uma amostra clinica, seguida de reagdo de amplificacdo (Corless et al 2001). J4 a PCR
multiplex convencional ¢ uma técnica capaz de detectar, de forma simultanea, diferentes
sorotipos de pneumococos em uma mesma reacdo de amplificacio de DNA (co-
amplificacdo), utilizando para isso mais de um conjunto de pares de primers

(inicializadores) (Brito et al 2003).

A técnica de RT-PCR para genotipagem do pneumococo comecou a ser desenvolvida
em 1997 (Messmer et al 1997, Messmer et al 2004), enquanto que os primeiros estudos
sobre o uso da PCR multiplex para sorotipagem do S. pneumoniae foram publicados em
2003 (Brito et al 2003, Lawrence et al 2003). Desde entdo, alguns autores tém
aprimorado estas praticas moleculares na identificacdo de cepas de S. pneumoniae
(Dunbar 1998, Pai et al 2006, Parra et al 2007). Como exemplo, ressalta-se o uso da
RT-PCR e PCR multiplex na deteccdo e sorotipagem de pneumococo diretamente de
espécimes clinicas, como liquor e secre¢cdo nasofaringea, e por meio do enriquecimento
das amostras (Moreno et al 2005, Dias et al 2007, Billal et al 2008, Azzari et al 2008,
Saha et al 2008, Vestrheim et al 2008, Antonio et al 2009, Brugger et al 2009, Njanpop
et al 2010, Ceyhan et al 2010, Carvalho et al 2010).



2. JUSTIFICATIVA

A vigilancia da colonizagdo por S. pneumoniae permanece como uma necessidade para
identificar mudangas na circulagdo dos sorotipos vacinais € ndo vacinais, e avaliar o
impacto da PCV na colonizacdo por pneumococo em paises como o Brasil, onde a
vacina foi incorporada na agenda do Programa Nacional de Imunizagdo (PNI).
Antecipando a introducao da PCV, pesquisadores do Instituto de Patologia Tropical e
Satde Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP) tém-se dedicado a
investigacdes sobre a distribui¢do de sorotipos, suscetibilidade e padrao molecular de
isolados de pneumococos colonizadores e causadores de doenca invasiva (Brandileone
et al 2003, de Andrade et al 2003, Andrade et al 2004, Laval et al 2006, Andrade et al
2010).

Em 30 de junho de 2008 um caso de meningite em uma crianca de 10 anos de idade foi
notificado pela Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de Saude do Municipio de
Goiania (SVE/SMS-GO). A crianga frequentava a Creche Associagdo Sao Francisco de
Assis, também conhecida como Projeto Chiquinho, que conta com 46 criangas com
idade entre 6 e 12 anos. A paciente faleceu apds 12 dias de internagdo. O diagndstico
etiologico de S. pneumoniae, sensivel a penicilina, foi confirmado pelo Laboratério
Central de Satde Publica Goiania-GO (LACEN) em cultura e teste de sensibilidade a
partir do liquor. O sorotipo 22F foi identificado pela reacdo de Quellung. Naquela
ocasido, uma equipe composta por pesquisadores do IPTSP e técnicos da SMS-GO
realizou uma investigacao epidemiologica em todas as criangas da creche e em seus
contactantes, e nas criangas da creche Efrata, onde frequentava o tinico irmao (28 meses

de idade) do caso indice.

Recentemente, pesquisadores do CDC desenvolveram técnicas adaptadas de RT-PCR e
PCR multiplex convencional para deteccdo de S. pneumoniae diretamente de amostras
de secrecdes nasofaringeas enriquecidas em caldo (CDC 2010). Acredita-se que este
processo possa aumentar o rendimento da PCR, otimizando a deteccao e sorotipagem do
pneumococo em comparacao aos métodos tradicionais. Um estudo que comparou as
duas técnicas, com e sem enriquecimento, mostrou que a positividade em detectar

criangas portadoras de pneumococo em amostras de nasofaringe foi de 16% pela RT-
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PCR, enquanto que pelo enriquecimento em caldo, a positividade foi de 44%. Quanto a
sorotipagem, a identificacdo dos sorotipos pela PCR multiplex aumentou de 12
(metodologia convencional) para 19 sorotipos com a técnica de enriquecimento

(Carvalho et al 2010).
Devido a estes resultados promissores, o presente estudo utilizou a RT-PCR e PCR

multiplex, em parceria com o CDC, para investigar o vinculo epidemiologico entre o

caso indice e os contactantes do mesmo.
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Avaliar a similaridade entre a cepa de Streptococcus pneumoniae de caso fatal
de meningite (caso indice) e isolados de nasofaringe de criangas de duas creches
no Municipio de Goiania, e de seus contactantes (funcionarios das creches e

contactantes domiciliares).

3.2- Objetivos especificos

Comparar a prevaléncia de colonizacdo nasofaringea por pneumococo nas

criangas das creches, pelas técnicas da RT-PCR e cultura enriquecida.

Avaliar a utilidade da técnica de PCR multiplex para detectar multiplos

sorotipos em uma mesma amostra.

Comparar a positividade da deteccao de sorotipos entre as reagcdes de Quellung e

a PCR multiplex convencional.

Identificar fatores associados a co-colonizagdao nasofaringea por S. pneumoniae

em criangas que frequentam duas creches no Municipio de Goiania.

Avaliar o vinculo epidemiolégico entre o isolado de pneumococo do caso indice

e das criangas, funcionarios das creches, e contactantes domiciliares.
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4. METODOLOGIA

4.1- Desenho, local e populac¢io do estudo

Em julho de 2008 ocorreu um 6bito por meningite pneumocdcica em uma crianga de 10
anos que frequentava uma creche do municipio de Goidnia, Goids-Brasil. Foi entio
iniciada uma investigagdo epidemioldgica, observacional, descritiva e analitica,
conduzida no periodo de julho a novembro de 2008 em duas creches de Goidnia. A
primeira era frequentada pelo caso indice (creche Chiquinho), e a segunda pelo irmao
do caso indice (creche Efrata). A populacao do estudo incluiu 155 criangas das creches
Chiquinho e Efrata com idade entre 2 a 163 meses, e 59 criangas e adultos contactantes

domiciliares e 10 funciondrios da creche Chiquinho.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Médica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Materno Infantil da Secretaria de Saude do Estado de Goids-Brasil, atendendo

a resolugao 196/96 (anexo 1).

4.2- Coleta dos dados

Visitas foram agendadas na propria creche, e entrevistas com os pais e coletas das
amostras foram realizadas apos obtenc¢ao de consentimento informado. Os anexos 2 ¢ 3

apresentam as informagdes obtidas da crianga e do contactante, respectivamente.

4.3- Coleta das amostras

De cada participante foi obtida uma amostra de secre¢do de nasofaringe, coletada de
acordo com as recomendagdes técnicas da OMS (O’Brien 2003a), por meio de swab de
alginato de calcio com haste flexivel (Medical Wire, Corsham, UK). Para o transporte,
as amostras foram acondicionadas em tubos criogénicos contendo 1 mL de STGG
(milk-tryptone-glucose-glycerine), e encaminhadas imediatamente ao Laboratorio de

Microbiologia do IPTSP/UFG em Goiania-Brasil. Os tubos contendo as amostras de
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nasofaringe em STGG eram vortexados por 10 a 20 segundos e armazenados em freezer
a -80°C, até o encaminhamento ao CDC, Atlanta-EUA, onde foram realizados os
procedimentos de cultivo em caldo enriquecido, cultura, e extragdo do DNA para RT-
PCR e PCR multiplex. Um dos pesquisadores do IPTSP (JLC) participou das etapas da

RT-PCR e PCR multiplex no CDC, como estratégia de transferéncia de tecnologia.

4.4- Procedimentos microbiologicos

4.4.1- Enriquecimento

O isolamento de S. pneumoniae a partir do meio STGG foi realizado com o auxilio do
caldo enriquecido, que consiste em 5 mL do caldo Todd-Hewitt contendo 0,5% de
extrato de levedura suplementado com 1 mL de soro de coelho. Apds o
descongelamento e vortex dos espécimes do STGG, uma aliquota de 200 L foi

adicionada ao caldo enriquecido e incubada por 4 a 6 horas a 37°C, em estufa de CO,.

4.4.2- Cultura convencional

Ap6s a incubagdo do caldo enriquecido, aliquotas de 10 pPL foram semeadas sobre
placas de Agar Columbia (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) suplementadas com 5% de
sangue de carneiro e incubadas a 37°C, por 18 a 24 horas em estufa de CO,. As coldnias
alfa-hemoliticas sugestivas de pneumococo (apenas uma coldnia de cada morfotipo)
foram testadas para susceptibilidade a optoquina e solubilidade em bile. Os isolados
positivos de S. pneumoniae foram utilizados para a sorotipagem pela reagdo de
Quellung. As etapas de isolamento e identificagao foram realizadas no Laboratério de

Bacteriologia do IPTSP, Goiania-Brasil, e em seguida validadas no CDC, EUA.

4.5- Sorotipagem por reacio de Quellung

Padrdo ouro para a sorotipagem de pneumococo, a reacdo de Quellung foi realizada no

CDC, Atlanta-EUA, por meio de aglutinacdo em latex. Os anti-soros padrdes foram
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obtidos junto ao Statens Seruminstitut, Copenhague-Dinamarca (Sorensen 1993), para a
identificacao de todos os 93 diferentes sorotipos de pneumococo. Para a reagdo de
Quellung, os isolados obtidos pela cultura foram subcultivados e armazenados em 1 mL
do meio STGG ou de caldo triptico de soja (tripticase soy broth) acrescido de 30% de
glicerol. Os resultados foram comparados com a sorotipagem obtida pela PCR

multiplex convencional, descrita a seguir.

4.6- Procedimentos moleculares

4.6.1- Extracio de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 pL do caldo enriquecido, utilizando-se o
kit “DNeasy Blood and Tissue” (Qiagen, Valencia, CA) de acordo com as instru¢des do
fabricante, com um passo de pré-incubacdo de 1 hora em 100 pPL do tampao pré-lise
(1,0 M Tris-HCL, 0,5 M EDTA, Triton X-100), acrescido de 0,02 g/mL de lisozima e 5
U/mL de mutanolisina a 37°C. O produto resultante deste processo foi utilizado para a
realizagdo dos métodos de PCR no CDC, Atlanta-EUA, enquanto que o restante do

caldo enriquecido foi novamente armazenado a -70°C.

4.6.2- Real-time PCR (RT-PCR)

O RT-PCR foi aplicado para detec¢do de S. pneumoniae, utilizando-se como alvo o

gene /yt4 a partir dos extratos de DNA preparados diretamente do caldo enriquecido.

Para a amplifica¢dao foi usado 25 PL de volume contendo master (Tagman Universal
PCR Master Mix - Applied Biosystems); 20 ng de DNA extraido foi utilizado em cada
reacdo PCR.

A reacdo de amplificagdo foi realizada no termociclador iCycler iQ5 Real Time PCR
System (Bio-Rad) seguindo o programa: 10 minutos a 95°C e 40 ciclos de 15 segundos
a 95°C e 60 segundos a 60°C. Foram consideradas amostras negativas aquelas com
valores de cycle threshold (Ct) maiores que 35. Os resultados positivos foram

processados para a realizagdo do PCR multiplex convencional.
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4.6.3- PCR multiplex convencional

As cepas detectadas pelo RT-PCR foram submetidas a sorotipagem pela PCR multiplex
convencional. Para um total de 40 soroespecificidades, utilizou-se 8 reacdes
sequenciais, divididas em cinco sorogrupos, de acordo com o proposto por Pai e
colaboradores (2006), e aplicando-se as modificacdes. Foram testadas somente as
amostras positivas para o gene /yt4 com Ct < 30. As reacdes incluiram os seguintes

sorotipos:

Reagdo 1 - 14, 6A/6B, 6C, 23F, 19A, 9V/9A

Reagdo 2 - 19F, 3, 15B/15C, 18 (18A,18B/18C/18F), 7F/7A
Reacdo 3-1,5, 11A/11D, 9N/9L, 17F

Reacdo 4 - 7C/7B/40, 12F/12A/44/46, 4, 38/25F, 23A
Reacao 5 - 8, 2, 34, 20, 22F/22A

Reacdo 6 - 33F/33A/37, 15A/15F, 35F/47, 35B, 16F
Reacdo 7 - 39, 23B, 35A/35C/42, 13

Reacao 8 - 24 (24A/24B/24F), 21, 10F/10C/33C, 10A, 31

A mistura de reagdo para amplificacdo do PCR foi preparada em um volume final de 25
mL contendo master mix (Platinum PCR Supermix - Invitrogen), 25 mM de cada

primer e 30 ng do DNA template.

A reagdo de amplificacdo foi realizada pelo aparelho Maxygene Termociclador
(Axygen), seguindo o programa: 15 minutos a 95°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C,
90 segundos a 54°C, 1 minuto a 72°C e uma extensao adicional de 10 minutos a 72°C.

Os tubos de PCR foram mantidos a 4°C até o momento da eletroforese.

Os amplicons resultantes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2 % em
tampao Tris-Acetato-EDTA 1x por 90 minutos a 100V. Os controles positivos e
negativos de cada sorogrupo/sorotipo foram adicionados para cada uma das 8 reacdes.

O gel foi corado em solucdo aquosa de brometo de etidio (0,5 g/mL), visualizado e
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fotografado na transiluminacdo com luz ultravioleta e capturado com o sistema

“Molecular Image GelDoc XR” (BioRad).

4.6.4- Multilocus Sequence Typing (MLST)

A cepa do sorotipo 22F do paciente de meningite pneumococica foi caracterizada pela
técnica de MLST, realizada no Laboratorio de Bacteriologia do IPTSP, Goiadnia-Brasil,
conforme protocolo desenvolvido por Enright e colaboradores (Enright & Spratt 1998).
O método baseia-se no sequenciamento dos fragmentos internos (~450bp) de regides
altamente conservadas de sete genes housekeeping especificos para S. pneumoniae. Os

pares de primers utilizados para os sete genes sdo descritos na tabela abaixo.

Para a extragdo do DNA gendomico das cepas foi utilizado o protocolo que se encontra

disponivel no site do CDC (CDC 2009).

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados na rea¢ao em cadeia da polimerase (PCR)

Genes Primer Sequéncia (5’ - 37)
Shikimato desidrogenase (aroE) aro-F GCC TTT GAG GCG ACA GC
aro-R TGC AGT TCA (G/A)AA ACA T(A/T)T TCT AA
Glucose-6-fosfato desidrogenase (gdh) gdh-F ATG GAC AAA CCA GC(G/A/T/C) AG(CIT) TT
GCT TGA GGT CCC AT(G/A) CT(G/AITIC) CC
gdh-R
Glucose quinase (gki) gki-F C ATT GGA ATG GGA TCA CC
gki-R TCT CCC GCA GCT GAC AC
Transquetolase (recP) rec-F GCC AAC TCA GGT CAT CCA GG
rec-R TGC AAC CGT AGC ATT GTAAC
Peptidase de sinal I (spi) spi-F TTATTCCTC CTG ATT CTG TC
spi-R GTG ATT GGC CAG AAG CGG AA
Xantina fosforibosiltransferase (xpt) xpt-F TTATTA GAA GAG CGC ATC CT
xpt-R AGA TCT GCC TCC TTA AAT AC
D-alanina-D-alanina ligase(ddl) ddl-F TGC (C/T)CA AGT TCC TTA TGT GG
JdL-R CAC TGG GT(G/A) AAA CC(AIT) GGC AT
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A mistura da reacdo foi preparada em um volume final de 50 pL contendo tampdo de
reacdo (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KClI; 1,5 mM MgCl2); 80 uM de cada ANTP
(MBI Fermentas, Hanover, MD); 0,25 uM de cada primer; 1 U de AmpliTaq DNA
polimerase (Applied Biosystems); 20 ng do DNA template. A rea¢do de amplificagdo
foi realizada no termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) seguindo o
programa: 4 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, 30
segundos a 72°C e uma extensao adicional de 10 minutos a 72°C. Os tubos de PCR

foram mantidos a 4°C até o momento da eletroforese.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(Seakem LE, FMC) em tampao Tris-Acetato-EDTA 1 X por 30 minutos a 100V. O
marcador de 1 kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi utilizado como padrao de peso
molecular. O gel foi corado com brometo de etideo a 0,5 pg/mL visualizado e
fotografado sob transiluminagdo ultravioleta. Os produtos da PCR foram sequenciados
utilizando-se o Kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) e analisados no aparelho
ABI 3130 Genetic Analyzer. As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas com o
auxilio do software DNAStar (Lasergene, Madison, Wis.). As sequéncias consensos
resultantes foram submetidas ao servidor MLST (MLST 2010), que para cada locus
atribuiu um nimero de alelo distinto. Um perfil alélico foi gerado com os alelos de cada

um dos sete genes para determinagao do sequence type (ST).

4.7- Analises dos dados

Utilizou-se para a andlise dos dados o programa SPSS versdo 16.0. Os resultados
obtidos pela RT-PCR diretamente do swab contendo STGG foram comparados com os
obtidos pela cultura enriquecida em caldo. A prevaléncia de colonizagdo por S.
pneumoniae por cultura enriquecida e RT-PCR foi calculada como o numero de
isolados identificados para cada técnica, divididos pelo total de amostras coletadas. A
co-coloniza¢do por multiplos sorotipos foi definida pela presenca de pelo menos dois
tipos capsulares diferentes detectados na mesma amostra de secre¢do nasofaringea.
Diferenca entre medianas foi avaliada pelo teste Kruskal-Wallis. Os fatores de risco

associados a co-colonizacdo foram avaliados pelo odds ratio e correspondentes
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intervalos de 95% de confianca. Valores de p inferiores a 5% foram definidos como

estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

As caracteristicas das criangas participantes e a prevaléncia de S. pneumoniae nas
creches sdo apresentadas na Tabela 2. As criangas que frequentavam a creche Efrata
(N=111) eram estatisticamente mais novas do que as que frequentavam a creche
Chiquinho (N=44). A mediana de idade das criancas da creche Chiquinho foi
estatisticamente menor do que da creche Efrata (p <0,001). Os participantes da creche
Efrata receberam mais antibidticos nos ultimos 3 meses (p <0,001) e foram menos
expostos a creches (p = 0,000), quando comparados aos da creche Chiquinho. Apesar
disso, a taxa de colonizagdo das criangas da creche Efrata (73%; IC 95% 63,7-80,9) foi
maior (p<0,01) em relagdo as criangas da creche Chiquinho (25%; IC 95% 13,2-40,3).

No total, foram obtidas 224 amostras de nasofaringe de criancas e adultos. A taxa de
colonizagdo por pneumococo obtida pela RT-PCR foi 50% (IC 95% 43,5-56,7),
significativamente maior (p = 0,004) do que a cultura tradicional, que detectou 36,6%

(IC95% 30,4-43,3) (Figura 1).

Vinte e quatro tipos capsulares diferentes foram detectados pela PCR multiplex, e
dezenove pela reagdo de Quellung (p=0,06). Os sorotipos mais encontrados por ambas
as técnicas foram 6A/6B, 14, 19F, 6C, 22F/22A, 23F e 11A/11D, em ordem decrescente
de frequéncia (Tabela 3). Os tipos capsulares 4, 16F, 18, 20, 33F e 39 foram detectados
somente por PCR multiplex, enquanto o sorotipo 34 foi identificado apenas pela reagao
de Quellung. A relagdo PCR/Quellung foi maior para o sorotipo 6A (razdo = 25),
seguido pelo 22F/22A (razao = 2,7).

A co-colonizacdo foi detectada em 7,5% (17/224) dos participantes pela PCR multiplex;
destes, 12 foram criangas. Cinco das 17 cepas co-colonizadoras mostraram combinagdes
somente de sorotipos vacinais (PCV7), uma mostrou sorotipos exclusivamente ndo-
vacinais, e 11 apresentavam ambos os sorotipos vacinais e ndo-vacinais. Pela reacdo de
Quellung, houve colonizagdo simultinea em 4,9% (11/224) dos participantes, todos

criangas. A concordancia de co-colonizacdo entre as duas técnicas ocorreu em cinco
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casos. A PCR multiplex foi capaz de detectar 12 combinagdes de tipos capsulares

multiplos, enquanto que a reacdo de Quellung detectou apenas 3.

Na creche Chiquinho, ndo houve colonizagdo pelo sorotipo 22F. No entanto, o sorotipo
do liquor do paciente (reagdo de Quellung) e da nasofaringe do irmdo do caso indice
(Quellung e PCR multiplex) foram identificados como 22F. Além do irmao, a reagdo de
Quellung detectou mais duas criancas da creche Efrata colonizadas pelo sorotipo 22F.
Ja a PCR multiplex distinguiu oito casos de portadores do sorotipo 22F, incluindo as
mesmas trés criangas identificadas pela reacdo de Quellung, e outras cinco da creche
Efrata. De acordo com a Figura 2, o sorotipo 22F foi o segundo mais frequentemente

associado a colonizagdes multiplas nos participantes das duas creches.

O risco de ser colonizado por multiplos sorotipos foi maior para as criangas mais novas

do que para as mais velhas (OR = 3,47; 1,10-11,02). Por este motivo, os participantes da
creche Efrata estavam mais propensos a portar multiplos sorotipos (OR = 3,55; 1,03-
13,37). Apenas a variavel idade menor de 5 anos foi fator de risco para a co-colonizagao

(Tabela 4).

O sequenciamento da cepa 22F do liquor da paciente com meningite mostrou o perfil
alélico 171, 16, 1, 1, 6, 17, 6 respectivamente para os genes arokE, gdhl, gki, recP, spi,
xpt, ddl. Este perfil nao alinhou com nenhum ST da base do MLST, no entanto diferiu
apenas no alelo aroE171 do ST1638 (aroE10), reportado em uma cepa do Reino Unido

de paciente com bacteremia.
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224 swabs
Chiquinho + Efrata
155 criangas
69 contactantes

RT-PCR Cultura

36,6% (82/224)
66 amostras: < 5 anos
16 amostras: > 5 anos

50% (112/224)
81 amostras: < 5 anos
31 amostras: > 5 anos

PCR multiplex Reagéo de Quellung
112 (17 Co-colonizagéo) 82 (11 Co-coloniza#Xo)
17 nao viaveis
78 (1 sorotipo/amostra) 1 nig vislel
13 (2 sorotipos/amostra) 70 (1 sorotipo/amostra)

3 (3 sorotipos/amostra) 11 (2 sorotipos/amostra)
1 (4 sorotipos/amostra)

Figura 1. Fluxograma da detecgdo de portadores e co-colonizacdo pela PCR e cultura

convencional, para o total de 224 amostras coletadas
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Tabela 2. Caracteristicas das criangas e prevaléncia de S. pneumoniae nas creches

Chiquinho e Efrata
Creches
Variaveis Chiquinho®  Efrata® Valor de P
N=44 N=111
Idade - anos
Mediana (variancia) 10,33 (3,05) 3,0(1,24) 0,000
Min-max 7-13 0-5
Sexo masculino 23 (52,3%) 67(60,4%) 0,359
Tempo de frequéncia (meses) na creche 27,3 (21,9) 13,6 (10,8) 0,000
(dp)
Tempo de frequéncia (meses) em outra 54,3 (22,7) 14,4 (8,3) 0,000
creche (dp)
Média de individuos no domicilio (dp) 4,6 (3,1) 4,5 (1,7) 0,862
Fumantes no domicilio 14 (31,8%) 38 (34,2%) 0,852
Uso de antibidticos nos tltimos 3 meses 8 (18,2%) 59 (53,2%) 0,000
Prevaléncia de S. pneumoniae
Cultura 6 (13,6%) 66 (59,5%) 0,000
Real-time PCR 11(25,0%) 81(73,0%) 0,000

* creche do caso indice
®creche do irmdo do caso indice

dp= desvio padrao
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Tabela 3. Prevaléncia de sorotipos capsulares em nasofaringe de 155 criangas e 69

contatos das creches pelo PCR multiplex e reagdo de Quellung

PCR Reacao de Razao
Tipos capsulares Multiplex Quellung PCR/Quellung
N % N %

6A/6B* 25 11,2 1(6A)/13(6B) 0,4/5,8 25/1,9
14 17 7,6 10 4,7 1,7
19F 15 6,7 11 4,9 1,4
6C 13 58 11 4,9 1,2
22F/22A%* 8 3,6 3(22F) 1,3 2,7
23F 7 3,1 6 2,7 1,2
11A/11D* 6 2,7 8(11A) 3,6 0,7
13 3 1,3 2 0,9 1,5
3 2 0,9 3 1,3 0,7
15B/15C* 2 0,9 1(15B) 0,4 2,0
4 1 0,4 0 0,0 1,0
8 1 0,4 1 0,4 1,0
OV/9A* 1 0,4 1(9V) 0,4 1,0
12F/12A/44/46* 1 0,4 1(12F) 0,4 1,0
15A/15F* 1 0,9 2(15A) 0,9 0,5
16F 1 0,4 0 0,0 1,0
18(18A/18B/18C/18F%*) 1 0,4 0 0,0 1,0
20 1 0,4 0 0,0 1,0
23B 1 0,4 1 0,4 1,0
33F/33A/37* 1 0,4 0 0,0 1,0
35B 1 0,9 2 0,9 0,5
35F/47* 1 0,4 1(35F) 0,4 1,0
39 1 0,4 0 0,0 1,0
34 0 0,0 1 0,4 1,0
Nao-tipavel 6 2,7 14 6,2 0,4

* Os sorotipos separados por barra correspondem a um sorogrupo detectado pela PCR multiplex
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Tabela 4. Varidveis associadas a multiplos sorotipos de pneumococo em 224 isolados de

nasofaringe de criangas e contatos das creches

Multiplos sorotipos®
Sim Nao OR (95%CI) Valor de P

Variaveis N=17 N=207

Idade - anos 13 100 3,47 (1,10-11,02) 0,022
<5 4 107
>5

Sexo
Masculino 11 103 1,85 (0,66-5,19) 0,232
Feminino 6 104

Criangas e contatos
Efrata 13 99 3,55(1,03-13,37) 0,020
Chiquinho 4 108

Uso de antibidticos nos

ultimos 3 meses
Sim 6 82 1,20 (0,43-3,38) 0,724
Nao 11 125

? pela multiplex PCR

24



12

10 4

Frequéncia em namero
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Principals sarotipos que aparecem em combinagdo

Figura 2. Frequéncia de sorotipos associados a co-colonizagao pela PCR multiplex
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6. DISCUSSAO

Este estudo ilustra a importancia da vigilancia da colonizacdo de pneumococo em
contactantes de paciente com DPI, além de demonstrar a utilidade da técnica PCR
multiplex em investigagdes epidemioldgicas sobre colonizagdo por pneumococo. Sabe-
se que portadores de pneumococo sdo, em geral, carreadores de um Unico sorotipo. No
entanto, nos ultimos anos, com o advento da PCR multiplex, a colonizagdo simultanea
por multiplos sorotipos na infancia vem ganhando importancia (Melegaro et al 2007,

Antonio et al 2009, Brugger at al 2009, Rivera-Olivero et al 2009, Brugger at al 2010).

Os resultados da nossa investigagdo mostraram que 7,5% das criangas das creches
estavam colonizadas simultaneamente por mais de um sorotipo, principalmente pelos
tipos 19F e 22F. Co-colonizacdo por S. pneumoniae tem sido reportada em até 30%,
principalmente em populagdes com altas taxas de portador (Graten et al 1989, Rivera-
Olivero et al 2009). Acredita-se que a colonizacdo por multiplos sorotipos de
pneumococo esteja relacionada a expressao de tipos capsulares ndo-vacinais, que
apresentam baixa prevaléncia, e competem com sorotipos vacinais pela permanéncia na

nasofaringe de portadores (Auranen et al 2010, Brugger et al 2010).

O uso da reagdo de Quellung subestimou a disseminacao do tipo capsular 22F na creche
Efrata em 71,4% (7/2 = 3,5 vezes). Uma possivel explicagdo para isso ¢ o fato de que o
rendimento da reacdo de Quellung ¢ diretamente dependente da cultura, e
consequentemente do indculo bacteriano (Huebner et al 2000, Hare et al 2008). Isso o

torna um método laborioso e de menor sensibilidade.

Originalmente, a PCR multiplex convencional foi desenvolvida para detectar sorotipos
invasivos de S. pneumoniae em amostras de liquidos estéreis (Pai et al 2006, Dias et al
2007, Morais et al 2007). Porém, nos ultimos anos, a técnica também vem sendo
aplicada para a sorotipagem de espécimes nasofaringeas (Moreno et al 2005, Billal et al
2008, Antonio et al 2009, Brugger et al 2009, Carvalho et al 2010). Nesta investigagao,

os achados da PCR multiplex sugerem fortemente que a fonte de infec¢ao do paciente
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estava localizada em outra creche, frequentada pelo irmao do mesmo, viabilizando

assim o vinculo epidemioldgico entre o caso indice e a provavel fonte de infeccao.

Alguns autores tém pesquisado a fonte de aquisi¢do de cepas de pneumococo em um
mesmo cendrio epidemioldgico, especialmente em creches, verificando a similaridade
entre isolados colonizadores de nasofaringe e doenca pneumococica invasiva. Nos
EUA, a investigacao de trés casos de meningites por pneumococo multi-resistente em
criangas que frequentavam uma creche resultou em medidas drésticas de contencdo e
controle da doenga, como a antibioticoprofilaxia para os contactantes para diminuir a
taxa de portador de S. pneumoniae. Na Noruega ¢ Tailandia, também houve surtos de
meningite pneumocdcica em creches, fato que acionou ac¢des de vigilancia no intuito de
detectar o relacionamento genético entre cepas de pneumococo de nasofaringe das
criangas e seus contactantes (Craig et al 1999, Lauderdale et al 2005, Sogstad et al
2006).

Vale ressaltar que o caso de meningite pneumocdcica ocorreu no més de julho, inverno
no Brasil. Alguns autores descreveram casos de meningite e outras infeccdes
pneumococicas durante as estacdes do inverno e no inicio da primavera (Leimkugel et
al 2005, Antonio et al 2008). Acredita-se que a infeccdo por S. pneumoniae seja
favorecida na sazonalidade, quando ha maior circulagdo de virus respiratdrios como o
virus Influenza, o qual “pavimenta” o trato respiratorio para o desenvolvimento de DPI

(Yaro et al 2006, Chien et al 2009, Klugman et al 2009, Traore et al 2009).

Similarmente aos achados da literatura, os sorotipos 6A/6B, 14 e 19F, contemplados na
vacina PCV, predominaram na nasofaringe das criancas das creches deste estudo. O
sorotipo 6C, um dos ultimos tipos capsulares descobertos (Park et al 2007a), foi o
quarto mais isolado na nasofaringe. Recentemente descrito, alguns autores associam o

sorotipo 6C a doenga invasiva (Sa-Ledo et al 2009, Vickers et al 2010).

Interessante observar que o caso de meningite pelo sorotipo 22F ocorreu na creche
Chiquinho, mas nenhuma outra crianga desta creche estava colonizada por este sorotipo.

Os demais isolados 22F eram de criangas que frequentavam a creche Efrata, incluindo o
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irmao da paciente, sugerindo a propagacao do sorotipo 22F na mesma. O tipo capsular
22F foi o quinto em ordem de frequéncia. Ainda ndo se sabe qual a importancia deste
sorotipo como colonizador de nasofaringe, mas a tendéncia ¢ de que haja um aumento
da prevaléncia do mesmo, seguindo a teoria da ‘“‘substituicdo” dos sorotipos ndo-
vacinais, € em analogia ao aumento deste tipo capsular nos casos de meningite nos
EUA. No Brasil, o pneumococo 22F tem sido raramente encontrado em criangas

portadoras de creches (Laval et al 2006, Reis et al 2008).

Diversos estudos tém avaliado o impacto da vacinagdo infantil contra o S. pneumoniae
nos EUA e Europa, nos ultimos quatro anos da introdu¢do da PCV7 (ap6s 2004). Estas
investigagdes mostram que tem ocorrido um aumento na incidéncia de DPI causada
estritamente por sorotipos nado-vacinais como o 19A e 22F. Este ultimo tem sido
descrito como importante causa de meningite pneumococica, tanto em criangas quanto
em adultos, nos EUA e alguns paises da Europa (Jacobs et al 2008, Hsu et al 2009). Os
resultados de testes moleculares tém mostrado que o aumento da prevaléncia do
sorotipo ndo-vacinal 22F estd relacionado com o surgimento do clone ST433.
Curiosamente, este gendtipo parece estar associado ao sorotipo 19A (Ardanuy et al

2009, Jacobs et al 2009, Hsu et al 2009).

Estudo recente realizado nos EUA mostrou que o tipo capsular 22F ¢ o sexto mais
associado a alto potencial de invasividade, dentre os mais de 90 sorotipos diferentes de
pneumococo. Este célculo considera a incidéncia de DPI e a prevaléncia de colonizagado
do sorotipo a ser estudado (Yildirim et al 2010). No Brasil, o sorotipo 22F ndo consta
entre os sorotipos invasivos prevalentes em criangas da faixa etdria de 5-14 anos e
mesmo nas demais faixas etarias (Brandileone et al 2003, OPAS 2008, Castafieda et al
2009). Apesar da escassez de estudos brasileiros sobre meningite pneumococica, apenas
uma investigagdo identificou o sorotipo 22F como causador da doenga na infincia

(Vieira et al 2007).

Neste estudo, o sequenciamento genético da cepa 22F detectou um novo ST, ainda ndo

descrito na base do MLST. Vale ressaltar que até a presente data, a base do MLST
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registrou apenas uma cepa com o alelo aroE171, num total de 11.073 cepas depositadas.
O sequenciamento das demais 8 cepas 22F, do irmdo e contactantes do irmao, encontra-
se em andamento e os resultados certamente contribuirdo para esclarecer o vinculo
epidemiologico e molecular entre a cepa do caso de meningite ¢ as demais cepas, do
irméo e contactantes do mesmo. No entanto, as evidéncias até o momento acumuladas
com nossos achados sinalizam que o irmao de 2 anos e 4 meses de idade provavelmente
adquiriu a cepa 22F na creche e transmitiu para a irma de 10 anos. Isso nos remete a
discussdo sobre a faixa etdria para a colonizacdo e a transmissdo intra-familiar do

pNneumococo.

Em estudo recente realizado na Finlandia, criancas, contactantes domiciliares ¢
funcionarios de trés creches foram submetidos a coletas mensais de amostras de
nasofaringe por um periodo de 9 meses. Os resultados mostraram “micro-epidemias”

intra-familiares de diferentes sorotipos de S. pneumoniae colonizadores (Leino et al

2008).

Est4 bem estabelecida a relagcdo inversamente proporcional entre risco de colonizacdo e
faixa etaria (Aniansson et al 1992, Principi et al 1999, Syrjinen et al 2001, Hussain et al
2005). Respaldando-se nesta proposi¢cdo, este estudo mostrou que as criangas que
frequentavam a creche Efrata, com média de idade mais baixa que a creche Chiquinho,
apresentavam maiores taxas de colonizagdo por pneumococo. Nesse contexto, merece
atengdo a idade da paciente com meningite pneumocdcica (10 anos). Atualmente, existe
uma tendéncia em se estudar a incidéncia da DPI na faixa etdria maior de 5 anos de
idade, sobretudo para se avaliar uma possivel imunidade de grupo conferida pela
vacinacdo contra o pneumococo (O'Brien & Dagan 2003, Dias & Canica 2007,
Dinleyici & Yargic 2008). Com o uso da PCV7 na rotina de vacinagdo em menores de 2
anos, a incidéncia de DPI por cepas ndo-vacinais tem crescido em criangas maiores €
em adultos, principalmente nos paises desenvolvidos (Grijalva et al 2007, Hsu et al

2009, Pilishvili et al 2010).
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Algumas limitagdes deste estudo devem ser mencionadas. O periodo de coleta de swabs
nas creches estendeu-se por 5 meses, o que poderia interferir na interpretagao
epidemiologica do estudo. Assim, sorotipos considerados de colonizagdo mais
transitoria poderiam nao ter sido detectados. Um outro aspecto diz respeito a
possibilidade de exposi¢cdo a antibidticos no intervalo entre o inicio da investigagdo até
a coleta do swab. No entanto, uma das vantagens da genotipagem pela PCR em
comparagao as metodologias tradicionais é a deteccdo do DNA da bactéria, que permite
identifica-la mesmo que ndo esteja vidvel (cepa morta), apds a exposi¢do a antibiodticos.
Com isso, diminuem as chances de resultados falso negativos de portador (Saha et al

2008).

Em junho de 2010, o Brasil tornou-se o primeiro pais a introduzir a vacina
pneumocoécica 10-valente (1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 23F) no calendario
nacional de imunizac¢des. A avaliacdo do impacto desta vacina em isolados invasivos e
ndo invasivos deve-se respaldar em testes com alta acuracia. Esta investigagdo mostrou
a importancia da vigilancia em contactantes de paciente com DPI, e o papel da PCR
multiplex em estudos de impacto da vacinagdo nos sorotipos vacinais € nao vacinais,
uma vez que minimiza falsos resultados, positivos ou negativos, viabilizando a detec¢do

de cepas co-colonizadoras com sorotipos potencialmente emergentes.
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7. CONCLUSOES

- Os procedimentos padrao para isolamento e sorotipagem do pneumococo na
nasofaringe tendem a subestimar a prevaléncia de colonizac¢do, enquanto a RT-PCR e a
PCR multiplex sdo métodos altamente sensiveis para detec¢do da colonizagdo e co-

colonizagdo, respectivamente.

- As tecnicas moleculares (PCR multiplex e MLST) permitiram evidenciar a

similaridade entre a cepa da paciente com meningite e a cepa do irmao.

- Na era pos-vacinagdo, a PCR multiplex teria grande importadncia na vacinologia
baseada em evidéncias, por adicionar informagdes sobre o impacto da vacinacao anti-
pneumococica nas taxas de colonizagdo, especialmente no que diz respeito a

substituicdo de sorotipos vacinais.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Casos de meningite em creches sao sempre preocupantes. A possibilidade de ocorréncia
de um “surto” nestas instituicdes sempre gera ansiedade tanto nos 6rgdos de saude,
quanto nos pais e diretores de creches. Quando o agente etiolégico da meningite é o
meningococo, as medidas preventivas estdo bem estabelecidas, como por exemplo, a
quimioprofilaxia. No entanto, quando se trata de meningite pneumocdcica, a pergunta ¢:
“o que fazer?” Atualmente, ndo existem agdes politicas no sentido de controlar uma

potencial transmissdo da doenga.

O caso de meningite pneumococica deste estudo causou grande inquietagdo nos pais das
criangas que frequentavam a creche da paciente com meningite. A diretora da creche
“Projeto Chiquinho” contatou a equipe da SMS-GO para que agdes de vigilancia
pudessem ser implementadas. Isso se traduziu em uma investigagdo epidemioldgica
realizada por pesquisadores do IPTSP em parceria com a SMS-GO, que incluiu criangas
e contactantes da creche do paciente e da creche frequentada pelo irmao do caso indice

para verificar a circulagdo do sorotipo identificado no liquor da paciente.

Confirmado o diagnodstico de meningite pneumococica pelo sorotipo 22F, conseguimos
tranquilizar os pais das criancas informando ndo haver risco iminente de surto.
Diferentemente do meningococo, o pneumococo nao costuma causar epidemias; além
disso, a cepa isolada foi sensivel a penicilina. A investigagdo mostrou que nao havia
circulacdo do sorotipo 22F na creche da paciente com meningite, € na ocasido das
entrevistas com os pais, ndo identificamos nenhuma crianca com fator de risco
(comorbidades, imunodepressdo, etc) que necessitasse receber a vacina anti-
pneumocoécica nos CRIES (Centros de Referéncia em Imunobiologicos Especiais).
Desde o inicio do estudo até os dias atuais nenhum outro caso de meningite
pneumococica foi notificado nas duas creches. Fica entdo a contribuicdo desta parceria
entre IPTSP e SMS, que proporcionou agdes de vigilancia epidemioldgica bem

sucedidas.
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ANEXOS

Anexo 1: Aprovagdo do protocolo do estudo no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do

Hospital Materno Infantil de Goiania

CARTA DE APROVACAO

Protocolo N° 74/08

Titulo do Projeto: Relacionamento genético entre cepas de pneumococos de
nasofaringe de criangas de duas creches de Goidnia e cepa isolada em liquor com
meningite pneumococica”. Versio 2.

Investigador(a) Responsavel: Ana Licia Sampaio Sgambatti de Andrade

Prezada Senhora,

Ao cumprimentar-lhe informo que o Comité em Etica em
Pesquisa do Hospital Materno Infantil CEP-HMI, analisou e aprovou, o Projeto de
pesquisa em epigrafe, em sua Versdo 2 de 22-10-2008, uma vez que 0 mesmo atende
a0s principios éticos vigentes.

Informo, ainda, que a presente aprovagdo tem validade pelo periodo
de tempo definido no projeto e caso hajam alteragdes no cronograma, ainda que
alheias a vontade do pesquisador, estas deverdo ser informadas a esse Comité para fins
de analise e deliberagéo.

Por oportuno, permito-me lembrar-lhe da necessidade de V.Sa. ter
que elaborar e encaminhar a esse Comité relatérios semestrais relativos ao andamento,
encerramento, conclusio e publicagdo da pesquisa.

Atenciosamente,

b

W C; C/’Z g
r. MARCO AURELIO ALBERNA

Coordenador do CEP-HMI
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Anexo 2: Questionario da crianga

INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA / UFG
PORTADOR DE PNEUMOCOCO EM CRECHES

FICHA DA CRIANCA

Etiqueta
01. Datada entrevista: __ / /08
02. Nome da Crianga: NOMECR  (
03.Sexo Masc(1) Fem(2) SEXO (
04. Data de Nascimento: / / DN (
05. Nome da Mae: NOMEM  (
06. Nome do Pai: MONEP  (
07. Telefones para contato: FONES (
08. Ha quanto tempo a crianga frequenta esta creche? _ dias__ _meses 8)NA TC (
09. Periodo que freqlienta a creche: (1) matutino  (2) vespertino PERI (
. . " ~ .
10. Ja fre~quentou outra creche? (1)Nao (2)Sim (8) NA OUTCR (
Se NAO, passe para a pergunta 13.
11. Nome da creche OUTCRN  (
12. Quando e por quanto tempo? Ha meses. Por meses  (8) NA OUTCRQ (
13. A crianca esteve internada: Se NAO, passe para a pergunta 15.
(1) Nao internou nos ultimos 6 meses  (2) Nos ultimos 3 meses OUTCRT  (
(3) Nos ultimos 6 meses (9) NS/NR
14. A crianca recebeu antibidtico na ultima internagao? ANTIBI (
(1) Néo (2) Sim (8) NA (9) NS/NR
15. A crianga tomou antibiético ha quantos dias atras?
(NAO CONSIDERAR O ANTIBIOTICO DA INTERNACAO) ANTIBD (
(1) Ndo tomou (2)1-7 (3)7-30 (4) 31-60 (5)61-90 (6) 91 ou mais (9)NS/NR
16. Indique o numero de doses registradas no cartdo de vacinagao:
. e PREV (
Prevenar (anti-pneumocdécica) doses (99) ns/nr PNEU23  (
Pneumo 23 doses (99) nsINR
17. Quantas pessoas moram na casa (incluindo a crianga): QPMC (
18. Algum contactante domiciliar fuma? (1) N&do (2) Sim (9) NS/NR ACFUMA  (

Entrevistador (a):
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Anexo 3: Questionario do contactante

INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA / UFG
PORTADOR DE PNEUMOCOCO EM CRECHES

FICHA DE CONTACTANTE Etiqueta
01. Data da entrevista: __/__ /08 DENTRET
02. Nome da crianga-fonte: NOMECR ( )
03. NID da crianga-fonte: NIDCR ()
04. Nome do contactante: NCONT ( )

05. Grau de parentesco: PARENT ()

(1) pai (2) mae (3) irmao (4) avé (5) outro
06. Data de nascimento: __ /__ / DNASC ( )
07. Ocupacéo: (1) profissional da saude (2) outro OCUP ( )

08. Que Instituigao frequenta?

(1) creche (2) escola (3) unidade de saude (4) outro (9) NA INST ()
09. Nome da Instituigéo: NINST ()
10. Esteve internado nos ultimos 3 meses?: (1) sim (2) néo INTER3 ( )

11. Tomou antibiético ha quanto tempo (em dias):
(1)ndotomou (2)1-7 (3)8-30 (4)31-60 (5)61-90 (6)91oumais (9)NS |ANTIE ()

12. Numero de doses de vacina anti-pneumocécica no cartao de vacinagao:

Prevenar doses (99) NS PREV ()

Pneumo 23 doses (99) NS PNEU23 ()

13. Nivel de escolaridade:

N&o sabe ler nem escrever (0 ) Completo Incompleto
1° grau (1) (2) NESC ()
2° grau (3) (4)
Superior (5) (6)
(9)NR/NS

Entrevistador (a):
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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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