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RESUMO

O Streptococcus pneumoniae permanece como principal causa de doencas
infecciosas que conduzem a elevada morbi-mortalidade em todas as faixas
etarias, principalmente nas criancas. Desde a década de 1990, a resisténcia
antimicrobiana deste microrganismo tem aumentado mundialmente,
representando mais de 30% de resisténcia a penicilina em todos os isolados de
doenca pneumocdcica invasiva em algumas areas geograficas. Neste estudo,
relatamos os casos identificados através de uma vigilancia ativa para a
meningite bacteriana em Salvador, Bahia, no periodo de janeiro de 1996 a
dezembro de 2007. Para avaliar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos dos isolados dos pacientes com meningite por S.pneumoniae,
utilizamos a microdiluigdo em caldo e isolados com CIM de penicilina =
0.125ug/mL foram considerados como nao-susceptiveis a penicilina (PNSP). A
diversidade clonal foi estudada por Box-A PCR, PFGE e MLST e a distribuicédo
de pili foi investigada em 133 amostras, selecionadas de forma aleat6ria em
cada grupo clonal, através das técnicas de PCR e seqlienciamento do gene
rirA. Um total de 748 pacientes com meningite por S.pneumoniae foi
identificado durante os 12 anos de vigilancia. Foram encontrados 135 (19%)
isolados de S. pneumoniae ndo-susceptiveis a penicilina sendo que destes, 85
(63%) eram criancas <5 anos de idade e 28 (20,7%) dos pacientes
apresentavam alguma doenca precedendo a meningite. A incidéncia média
anual de PNSP foi estimada em 2,47 por 100.000 habitantes para todas as
faixas etarias, 1,69 casos/100.000 habitantes para criancas menores de 5 anos
e 1,37 casos/100.000 habitantes para criangcas menores de 1 ano. A taxa de
letalidade obtida para todas as idades foi de 39,2%. Os sorotipos mais
prevalentes entre os isolados de PNSP foram: 14 (46,7%; 63/135) 23F (17,8%;
24/135), 6B (14,8%; 20/135), 19F (8,1%; 11/135) e 19A (4,4%; 6 / 135). Os
isolados do sorotipo 14 foram identificados como o grupo clonal predominante
32,6% (44/135) e foram caracterizados como ST66 e como ST156 com alta
resisténcia a ceftriaxona. Os outros sorotipos apresentaram maior diversidade
clonal e novos STs foram encontrados, entre outros sorogrupos. Foram
detectados 22% (29/133) de isolados portadores de pili, independente de
composicdo clonal ou perfil de resisténcia. Baseada na vacina pneumocaocica
conjugada 10-valente, prevista para ser implementada no Brasil este ano,
esperamos 89% de protecéo contra PNSP em criangas menores de 5 anos de
idade. As alteracdes previstas na populacdo pneumocadcica, ao longo dos anos
apos a implementacdo desta vacina, ressaltam a importancia do
monitoramento através de vigilancia ativa.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae; meningite; ndo-susceptibilidade a

penicilina; clones.
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ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae remains an important cause of infectious diseases
leading to high morbidity and mortality in all age groups, especially in children.
Since the 1990s, resistance of this organism to penicillin has emerged
worldwide accounting for >30% of all invasive pneumococcal isolates in some
geographic areas. In this study, active surveillance for bacterial meningitis was
performed from January 1996 to December 2007. Antimicrobial susceptibility
testing used broth microdilution and isolates with penicillin MIC = 0.125ug/mL
were considered penicillin non-susceptible. Clonal diversity was studied by Box-
A PCR, PFGE and MLST and pili detection was determinated by PCR and
sequencing of rlrA gene. A total of 748 patients with pneumococcal meningitis
were identified during 12 years of surveillance. We found 135 (19%) S.
pneumoniae isolates to be penicillin-nonsusceptible, which 85 (63%) were
children < 5 years age and 28 (20.7%) patients had previous acute illness. The
annual incidence of PNSP was estimated to 2.47 per 100,000 for all age
groups, 1.69 cases/100.000 population for children younger than 5 years, and
1.37 cases/100.000 inhabitants for children under 1 year. The case-fatality rate
obtained for all ages was 39.2%. The most prevalent serotypes PNSP isolates
were among the 14 (46.7%; 63/135), 23F (17.8%; 24/135), 6B (14.8%; 20/135),
19F (8.1%; 11/135) and 19A (4.4%; 6/135). Serotype 14 isolates were identified
as the predominant clonal group [32.6% (44/135)] and were characterized as
ST66 and as ST156 with high resistance to ceftriaxone. The other serotypes
were more diverse and new ST's were found among others serogroups. We
detected 22% (29/133) of pili positive among the isolates, independently of
clonal patterns or susceptibility profile. Based on 10-valent pneumococcal
vaccine, which will be implemented in Brazil in 2010, we expect 89% protection
against PNSP in children < 5 years of age. Changes in the pneumococcal
population over the coming years following implementation of this vaccine
should be monitoring throughout active surveillance.

Key words: Streptococcus pneumoniae; meningitis; non susceptibility to

penicillin; clones.
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INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DAS DOENGCAS PNEUMOCOCICAS

O Streptococcus pneumoniae, freqientemente referido como
pneumococo, encontrado como um patégeno comensal do trato respiratério
superior permanece como uma importante causa de morbi-mortalidade em todo
o mundo, especialmente em paises em desenvolvimento (ORTQVIST et al.,
2005; BAROCCHII et al., 2006; BRICKS, et al., 2006; SILVA et al., 2006).

Esta bactéria foi descoberta por dois pesquisadores quase que
simultaneamente, Sternberg em setembro de 1880 nos Estados Unidos e
Pasteur em dezembro do mesmo ano na Franca, através do isolamento do
microorganismo em ratos inoculados com saliva humana. Foi inicialmente
nomeado como "Micrococcus Pasteuri, Sternberg”. Apds alguns anos, passou a
ser chamado de Streptococcus pneumoniae, “Streptococcus” por apresentar pelo
método do Gram a mesma estrutura dos estreptococos e “pneumoniae” por ser
considerado agente etioldgico da pneumonia. Foi relacionado com pneumonia,
por Carl Friedlander em 1882 quando examinava cortes histolégicos de pulmdes
de oito pacientes e logo depois outros pesquisadores relacionaram esse
patdgeno com outras patologias como meningite, artrite, bacteremia e sinusite
(AUSTRIAN, 1985).

O pneumococo pode ser encontrado no trato respiratorio superior de
15% dos adultos saudaveis e entre criancas que freqientam creche, mais de
65% sdo colonizadas. Embora a colonizacdo pneumocdcica possa conduzir a

doencas invasivas (por exemplo, meningite ou bacteremia). As principais
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manifestacdes clinicas da infeccdo pneumococica séo infecgbes das mucosas
aéreas, como a otite média aguda (OMA) (CDC, MMWR, 2000).

Em 2005, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou 1,6 milhdes
de Obitos por ano devido & doenca pneumocdcica, incluindo de 0,7-1 milhdo de
criangas com menos de 5 anos de idade, sendo a maioria procedentes de
paises em desenvolvimento. A magnitude da doenca em idosos nestes paises
é indefinida. Em paises desenvolvidos, criangas <2 anos e idosos s&o 0s
principais grupos acometidos por esta doenca (WHO, 2007).

Além de ser o principal microrganismo responsavel por causar
pneumonia, 0 pneumococo € também o agente etiolégico mais frequentemente
envolvido em meningite bacteriana, doenca pulmonar obstrutiva crénica e
sepse (OBERT, et al., 2007; BRAIDO et al., 2008).

Nos Estados Unidos, a cada ano ocorrem milhares de casos de
meningite, pneumonia, bacteremia e OMA. O numero de casos de OMA em
menores que 5 anos corresponde a 3.100.000 casos/ano, seguida de
pneumonia (106.000-175.000 casos/ano), bacteremia (8.000 casos/ano) e
meningite (2.000 casos/ano). Aproximadamente 12% do total de pacientes com
doenga pneumocdcica invasiva (IPD) vao a 6bito, mas, a taxa de letalidade é
maior em idosos e pacientes com doencgas precedentes (PLETZ et al., 2008;
CDC, MMWR, 2000).

Em populacdes americanas nativas, como a populacdo Navajo, é
comum encontrar altas taxas de doenca respiratoria aguda e em particular a
doenca pneumococica. Estudos de vigilancia realizada nesta populacdo no
periodo pré-vacinal revelam 7,7% (54/706) de casos de meningite entre

criancas e adolescentes com idade até 18 anos. A maior taxa de incidéncia de
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IPD foi observada entre criangas com idade de 6-11 meses (727casos/100.000
habitantes) e a taxa de letalidade entre todos os casos foi de 1% (7/706), sendo
2 Obitos em criancas com meningite (O'BRIEN et al., 2004).

Na Inglaterra, a incidéncia anual de meningite pneumocdcica era de 0.92
casos/100.000 habitantes entre 1998 e 2002, aumentando para 1,04
caso0s/100.000 habitantes entre 2003 e 2005, representando um discreto
aumento com tendéncia estatisticamente significante. Quando estratificado por
faixa etaria, a doenca foi mais comum em menores que 5 anos, com elevada
incidéncia em criangas com idade de 2 a 11 meses (34,0 casos/100.000
habitantes). A taxa de letalidade foi de 12,6% para todas as idades e 25% para
menores que 5 anos (JOHNSON et al, 2007).

Em paises como a Poldnia, este agente é responsavel por 20,9% dos
casos reportados de meningite bacteriana, sendo a situacdo agravada pelo
aparecimento e dispersado de cepas com resisténcia adquirida as varias classes
de antimicrobianos (SKOCZYNSKA et al., 2000; APPELBAUM, 2002).

Entre os paises da América latina, dados da vigilancia de base
laboratorial estabelecida pelo Sistema Regional de Vacinas (SIREVA), revelam
a pneumonia como patologia mais frequente (36,4%), seguida de meningite
(35,7%), sepse/bacteremia (24%) e outras - incluindo artrite séptica, peritonite,
celulite, osteomielite, abscesso - (3,9%) (CASTANEDA et al, 2009).

No Brasil, € estimado que o0 pneumococo seja 0 principal agente de
pneumonia em todas as faixas etarias. A alta taxa de incidéncia da meningite
pneumocadcica tem sido registrada em criancas menores que 1 ano e a

resisténcia bacteriana tem aumentado progressivamente. Entre 1983 e 2003, o
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namero de casos de meningite causada por pneumococo foi 29.600 com 8.554
obitos (BRICKS et al., 2006; BRICKS et al, 2002; Brasil, Ministério da Saude).

Desde 1999, com a introducdo da vacina conjugada para Haemophillus
influenzae sorotipo b (Hib) no calendario vacinal do Brasil, o pneumococo
persistiu como a segunda causa mais comum de meningite, com uma taxa de
incidéncia de 10 caso0s/100.000 habitantes em criangas com mais de 1 ano de
idade e com taxa de letalidade de 27,5% para a populacdo total
(BRANDILEONE et al, 2003).

Em Salvador, a taxa de colonizacdo corresponde a 36% dos individuos,
sendo que criangas < 5 anos e aquelas em idade escolar tem risco maior de
serem colonizadas. A prevaléncia de colonizagdo diminui significativamente
com o aumento da idade. A taxa de colonizacdo para criangas <5 anos,
individuos com 5 a 17 e maiores que 17 anos é de 66,6%; 45,3% e 16,2%
respectivamente (REIS et al, 2008). Um estudo de vigilancia populacional,
desenvolvido na mesma cidade, conduzido no periodo de 1995 a 1999,
identificou uma incidéncia anual para meningite pneumocécica de 1,6 e 24,7
caso0s/100.000 pessoas-ano para todas as faixas etarias e criangcas <5 anos
respectivamente. A taxa de mortalidade foi de 42% para todos os pacientes e

60% para os menores que 5 anos (REIS et al., 2002).

1.2 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS ENTRE

S.pneumoniae DE DOENCA INVASIVA

A meningite pneumocdcica foi associada com taxas de mortalidade de

80-100% no periodo pré-antimicrobiano. Com a introducé@o da penicilina, estas
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taxas reduziram para 30%. Contudo, nos ultimos 40 anos o aumento da
resisténcia a penicilina em S. pneumoniae tem sido reportado em muitas
regibes do mundo ameacgando 0s avangos alcancados durante o periodo pos-
antimicrobiano (TOMASZ, 1997; HEFRON, 1979; BREIMAN et al., 1990;
APPELBAUM, 1992).

O aumento da resisténcia pneumocoécica se deve principalmente a
dispersdo de clones multirresistentes do patégeno (KLUNGMAN, 2002). A
resisténcia a penicilina e a outros antibiéticos p - lactdmicos estd associada
com modificacBes nos genes que codificam proteinas ligadoras de penicilina e
enzimas envolvidas na sintese de peptidoglicano, que sdo moléculas alvo para
os B-lactamicos (BERGMANN et al., 2004). Acredita-se que a aquisicao destes
determinantes de resisténcia por alguns clones ocorra por pressao seletiva
devido ao consumo indiscriminado e extensivo de antibiéticos (SADOWY et al.,
2007).

Na ltalia, a taxa de resisténcia aos macrolideos (30 a 40%) é uma das
mais elevadas da regido quando comparado com os paises do sul europeu,
havendo uma discrepancia entre a taxa de resisténcia a penicilina, a qual é
moderada, cerca de 10 a 12% (MARCHESE et al., 2005; MONACO et al.,
2005). No Brasil, a resisténcia a penicilina emergiu rapidamente desde o
surgimento do primeiro caso reportado em 1988 (de Souza Marques et al.,
1988). Estudos retrospectivos de colecdo de cepas e vigilancia de laboratérios
de referéncia nacional demonstram um aumento de quase trés vezes na
freqiéncia de nao-susceptibilidade a penicilina dos isolados clinicos testados.
De 1993 a 2004, a frequéncia de PNSP aumentou de 10,2 para 27,8%. Um

significante aumento foi observado em 1999 tanto para o nivel intermediario
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(12,4 a 22,0%) como para resistente (2,4 para 5,9%) (TEIXEIRA et al., 1997;
BRANDILEONE et al., 2006; KERTESZ et al., 1998). Em Salvador, a taxa de
nao susceptibilidade a penicilina para isolados de pacientes com meningite
entre 1995 e 1999, era de 15%, com total susceptibilidade a cefotaxima.
Resisténcia elevada foi encontrada para sulfametoxazol-trimetroprim (35%) e
tetraciclina (28%) - considerando susceptibilidade intermediaria e resistente -

para os pacientes de todas as faixas etarias (REIS et al, 2002).

1.3 VACINAS PNEUMOCOCICAS

Sé&o reconhecidos 92 sorotipos capsulares de pneumococos, desde o
reconhecimento do sorotipo 6D em 2010 (BRATCHER et al, 2009). Os varios
sorotipos diferem em viruléncia, invasibilidade e habilidade para adquirir
resisténcia as drogas e sua distribuicdo na populacdo difere entre as faixas
etarias (ROBINSON et al, 2001).

Os principais sorotipos identificados em doenca invasiva nos Estados
Unidos, especialmente na populacdo pediatrica, sdo os sorotipos 4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F e 23F, por isso, estes sorotipos foram selecionados para serem
incluidos na vacina conjugada heptavalente (PLETZ et al, 2008). Um limitado
espectro de sorotipos parece ser responsavel por causar doenca
pneumocacica invasiva nos paises da América Latina, sendo mais frequentes
0s sorotipos 14 (28,9%), 6B (9,2%), 1 (7,5%), 5 (6,9%) e 18C e 19F (ambos
6,0%), todos presentes na vacina conjugada 10-valente (CASTANEDA et al,

2009).
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A vacina polissacaridica pneumococica (PPV) compreende 23 dos
sorotipos mais frequentes de S.pneumoniae e esta disponivel desde 1983 nos
Estados Unidos. As recomendacdes desta vacina sdo para individuos > 2 anos
gue apresentem alguma doenca de base e todos os individuos com idade igual
ou superior a 65 anos. A cobertura esperada para esta vacina era de 90% em
individuos com 65 anos ou mais de idade e 60% para pessoas entre 18 e 64
anos. Em 2003, a cobertura alcancada foi de 64% para pessoas com 65 anos
ou mais e somente 37% para aqueles com 18 a 64 anos com diabetes, um
grupo com risco elevado para doenca pneumocdcica. Algumas medidas de
reforco foram tomadas para melhorar a implementacdo da vacina (CDC,
MMWR 1997).

No Brasil, foi implementada para 0S mesmos grupos, com protecéo
estimada em 86,2% para a populacdo alvo (BRASIL, Ministério da Saude,
2006). Em Salvador, a protecéo oferecida pela vacina foi estimada em 85%
entre 0s casos de meningite que foram causadas por sorotipos vacinais (REIS
et al, 2002).

Em 2000, foi licenciada nos Estados Unidos, a vacina pneumocécica
conjugada heptavalente (PCV-7), recomendada para criancas menores de dois
anos, contendo sete sorotipos que séo responsaveis por doenca invasiva em
criancas (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F), incluindo os cinco sorotipos
freqientemente encontrados por serem altamente resistente as drogas ou a
multiplas drogas. A cobertura vacinal alcangou uma imunidade em rebanho
entre 70 a 80%. Dados do - Active Bacterial Core Surveillance (ABC) permitem
estimar os efeitos diretos da PCV-7 a partir da comparacdo entre os periodos

pré-e pos-implementagéo da vacina. A incidéncia da IPD em 2004 reduziu 77%
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em criangas <1 ano, 83% em criangas com 1 ano e 73% em criangas com 2
anos de idade. Estes dados demonstram a rapida reducdo de IPD na
populacdo alvo. A imunidade em rebanho também exibe beneficios para
subgrupos com risco aumentado de IPD. Dados dos Estados Unidos revelam
que a incidéncia de IPD em pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) ndo vacinados obteve uma reducéao de 37% dos casos apoés a introducdo
da PCV-7 (JACOBS et al., 2008; PLETZ et al., 2008).

No Brasil, esta vacina foi introduzida em 2000 na rede de saulde privada.
Em 2003, tornou-se disponivel gratuitamente apenas para grupos especiais,
ndo estando disponivel no programa de imunizacbes vacinal do governo.
Dados do SIREVA estimam a protecao vacinal para os casos de meningite em
criangcas com idade igual ou superior a 2 anos de 68,5% e para as vacinas 10-
valente (acréscimo dos sorotipos 1,5 e 7F + PCV-7) e 13-valente (3, 6A e 19A
+ PCV-10) de 77,6% e 86 % de cobertura respectivamente (CASTANEDA et al,

2009).

14 Streptococcus pneumoniae: ASPECTOS CLINICOS E

MICROBIOLOGICOS

O Streptococcus pneumoniae é uma espécie constituida por cocos Gram
positivos encapsulados com um didmetro de 0,5-1,25 um, que se dispdem aos
pares ou em cadeias curtas. Quando se apresentam aos pares, as bordas
adjacentes sao achatadas e as externas lanceoladas, em formato de chama de

vela (Figura 1).
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Figura 1. Coloracao de Gram de secrecao respiratdria, mostrando diplococos Gram
positivos caracteristicos de pneumococos e células polimorfonucleares (PMN).

Fonte: www.bact.wisc.edu/.../S.pneumoniael.jpg

Como as demais espécies do género Streptococcus, 0S pneumococos
sdo anaerobios facultativos, ndo produzem catalase, crescem bem em agar
sangue e as colbnias sdo oa—hemoliticas (Figura 2) (MURRAY et al., 2007,
BRAIDO et al., 2008). A estrutura dos pneumococos é caracterizada por uma
membrana celular com dupla camada lipidica coberta por uma parede
bacteriana que consiste de peptidoglicano associado ao polissacarideo C; este
polissacarideo é idéntico em todos os sorotipos da bactéria, induz anticorpos
nao-protetores e foi originalmente utilizado para identificar a proteina C-reativa
no soro humano (TRABULSI e cols., 2008).

Os pneumococos sédo revestidos por uma capsula polissacaridica que contribui
para a viruléncia do patdogeno e protege a bactéria da fagocitose (BRAIDO et

al., 2008).
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Figura 2. Morfologia do Streptococcus pneumoniae em meio de Agar sangue,
exibindo a—hemdlise.

Pneumococos nao-encapsulados sao considerados n&o-patogénicos
(PLETZ et al, 2008). Desde o reconhecimento de um novo sorogrupo 6 sorotipo
6C, existem até o momento, 48 sorogrupos compreendendo 91 diferentes tipos
de polissacarideos capsulares identificando diferentes sorotipos (PARK et al.,
2007).

O pneumococo reside na mucosa do trato respiratério. Pode ser
facilmente cultivado da nasofaringe de humanos. Embora a colonizagdo possa
ser assintomatica, se 0 microorganismo obtém acesso para sitios normalmente
estéreis das vias aéreas, pode evoluir para causar doenca. A maioria das
manifestacdes da doenca pneumocadcica inclui otite média aguda, que envolve
infeccdo do ouvido médio e pneumonia que afeta as vias aéreas terminais. A
bacteremia, associada com elevada morbidade e mortalidade, tipicamente
ocorre como complicagdo de pneumonia ou menos freqientemente, se o
microorganismo se desloca diretamente do seu nicho na faringe. A transmissao
ocorre entre humanos através do contato direto com as secrec¢des ou dispersao

de aerossois por pessoas infectadas; ambos os individuos afetados pela
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doenca pneumocdcica e portadores assintométicos sdo contagiosos. Na
maioria dos casos, uma vez adquirido, o contagio leva a colonizacdo
nasofaringeana que pode durar de semanas a meses (KADIOGLU et al., 2008;
BRAIDO et al., 2008).

O padréo epidemiolégico das infeccbes pneumocécicas € influenciado
por vérios fatores de risco importantes. Alguns sédo representados por déficit do
sistema imune: congénitos ou adquiridos. Estes incluem anemia falciforme,
HIV, neoplasia, asplenia, extremos de idade, imunodepressdo ou terapias
antiproliferativas. Muitas s&o patologias cronico-degenerativas, tais como,
diabetes mellitus, insufuciéncia renal crénica, sindrome nefrética, doenca
pulmonar obstrutiva cronica, e outras patologias pulmonares e
cardiovasculares, hepatopatias cronicas e todas as condicbes que causem
danos a integridade da anatomia do trato respiratério, com reducdo da
habilidade para remover secrecdes e agentes inalados (GARCIA et al., 2006).
Além disso, alguns fatores soécio-econbmicos devem ser levados em
consideracao, tais como, ambientes lotados, desnutricdo, condi¢cdes sanitarias

escassas e também outros fatores como histoéria de alcoolismo e uso de drogas

(BRAIDO et al., 2008).

1.4.1 Fatores de Viruléncia

Uma série de fatores de viruléncia esta envolvida nos mecanismos de
patogénese das infec¢cdes causadas pelos pneumococos. A capsula
polissacaridica, a parede celular e varias proteinas localizadas na superficie da
célula ou do citoplasma. Algumas destas estruturas estao representadas nas

figuras 3 e 4.
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Cépsula

E um polimero de alto peso molecular, composto de subunidades
oligossacaridicas repetitivas, cada uma contendo de duas a oito moléculas.
Tem a funcé@o de proteger a célula bacteriana da fagocitose e é considerada

como o seu principal fator de viruléncia.

Cépsula

Figura 3: Microscopia Eletrénica do Streptococcus pneumoniae mostrando a capsula

polissacaridica.
Fonte: PLETZ MW et al., 2008

Devido a sua diversidade antigénica estrutural, além de fator de
viruléncia primério, € explorada como principal alvo nas rea¢des sorologicas
para a identificacdo e diferenciacdo dos sorotipos por meio de reacbes com
anti-soros especificos. Uma das técnicas mais utilizadas é a de intumescimento
capsular ou reacdo de Quellung. O polissacarideo capsular de pneumococos é
altamente imunogénico e € utilizado no preparo de vacinas, pois induz o
desenvolvimento de anticorpos, que conferem protecdo contra as infeccdes

pneumocdcicas invasivas (PLETZ et al., 2008).

Pili
Sdo longas organelas que se estendem através da capsula

polissacaridica, presente em algumas cepas de S.pneumoniae (Figura 4).
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Figura 4: Microscopia eletronica de pneumococo apresentando pili.
Fonte: BAROCCHI et al., 2006.

Em modelo murino de infeccao, o pili apresentou um importante papel na
aderéncia do patégeno as células epiteliais do pulm&o bem como no evento da
colonizagdo. Pneumococos piliados apresentaram maior viruléncia em
comparacdo com ndao-piliados no desenvolvimento de infeccdo sistémica,
sugerindo que o pilus do pneumococo ndo somente contribui para aderéncia e
viruléncia, mas também estimula a resposta inflamatéria do hospedeiro
(BAROCCHI et al., 2006).

As estruturas que compdem o pili sdo elementos cromossémicos
codificados pelo gene rlrA, definidos como uma ‘“ilha” de patogenicidade
(HEMSLEY et al.,, 2003). Estudo desenvolvido a partir de uma colecéo de
isolados de S.pneumoniae, representados por diversidade capsular e genética,
observaram a prevaléncia de pili em multiplos isolados de diversas partes do
mundo (30,6%; 130/424), associacdo entre isolados pili positivo e néo
susceptibilidade a penicilina e eritromicina (prevaléncia de 51% e 53%,
respectivamente; p<0,001) e variabilidade genética do pilus rIrA, sugerindo que

este poderia se tornar um dos componentes para uma nova vacina conjugada
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protéica contra o S.pneumoniae, conferindo protecéo independente do sorotipo

capsular (MOSCHIONI et al., 2008)

1.5 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Streptococcus pneumoniae

As informacdes geradas através dos estudos de epidemiologia molecular
dos S.pneumoniae sdo importantes, uma vez que permitem conhecer os tipos e
subtipos genéticos circulantes, bem como identificar a presenca de clones em
uma determinada regido em um periodo de tempo. Nas Ultimas décadas
ocorreu a disseminacdo internacional de Streptococcus pneumoniae
resistentes a penicilina. O conhecimento de técnicas de tipagem molecular
alcancado nos ultimos anos tem permitido uma andlise aprofundada dos
mecanismos que levaram a este fendmeno, tornando-se importante estudar a
estrutura populacional desta bactéria. O desenvolvimento de ferramentas de
biologia molecular possibilita elucidar diferentes aspectos da epidemiologia
molecular dos pneumococos, com particular énfase nos isolados resistentes
aos agentes antimicrobianos. Para tal, sdo utilizadas varias estratégias
recorrendo a um conjunto comum de técnicas de tipagem: sorotipagem,
susceptibilidade a agentes antimicrobianos, eletroforese em campo pulsado
(PFGE) e sequenciamento de multiplos loci (MLST). O conhecimento sobre as
caracteristicas moleculares das cepas circulantes bem como a sua frequéncia,
diversidade e eventual substituicdo sdo fundamentais para 0 monitoramento

das doencas pneumocdcicas (BRANDILEONE et al. 1998, SA-LEAO et al.

2000, BRUEGGEMANN et al., 2003)
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2 JUSTIFICATIVA

Compreender as caracteristicas epidemiologicas da doenca
pneumocdcica dentro de uma populacdo é importante para o desenho e
avaliacdo de estratégias de prevencdo. De particular importancia, na era das
vacinas conjugadas protéicas, € a distribuicdo dos sorotipos de pneumococos
gue causam doenca e a distribuicdo na faixa etéria da populacdo afetada com
doenca pneumocdcica (O’'BRIEN, et al, 2004).

A dindmica de sorotipos de pneumococos é particularmente importante
hoje, devido as vacinas conjugadas disponiveis (heptavalente - PCV-7, que
contempla os sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F) para crian¢gas menores
gue 2 anos, que tem afetado dramaticamente a epidemiologia das doencas
pneumococicas nos Estados Unidos, onde ela € extensivamente utilizada
(GHERARDI G, et al, 2007). De acordo com dados do Ministério da Saude, a
previsdo para 0 nosso pais é a implementacdo da vacina pneumocécica
conjugada 10-valente, que inclui protecdo contra os sorotipos 1, 5 e 7F (além
dos sorotipos da PCV-7). A expectativa é que a vacina alcance cerca de 80%
dos casos de doenca pneumocécica. A analise do perfil genético dos isolados
de pneumococos permite avaliar se ha um padrdao clonal circulando
predominante ou se ha diversidade molecular em uma populacdo em um
determinado periodo do tempo e se esta relacionado com um sorotipo
especifico.

A emergéncia global de S.pneumoniae resistentes aos antimicrobianos

parece estar relacionada com um namero limitado de clones e sorotipos, o que

sugerem questdes como: a predominancia destes clones se deve a resisténcia
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aos antimicrobianos através de presséao seletiva? Ou clones emergem devido a
caracteristicas intrinsecas de viruléncia, como a presenca de pili e habilidade
do patégeno em colonizar e induzir doenga invasiva?

NOos propomos medir o impacto da meningite pneumocdcica e
determinar a composi¢cao clonal de cepas de S.pneumoniae isoladas de
pacientes com meningite bacteriana, identificadas através do sistema de
vigilancia ativa das meningites implementado desde 1996, utilizando técnicas
de referéncia para caracterizacdo molecular investigando se clonalidade esta

associada aos fatores de viruléncia como sorotipo e pili.
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3 OBJETIVOS

Caracterizar através de ferramentas de epidemiologia molecular os

casos de meningite pneumocécica nao susceptivel a penicilina identificados no

Hospital Couto Maia no periodo de 1996 a 2007.

Especificos:

Determinar a prevaléncia de S. pneumoniae resistente aos
antimicrobianos de uso comunitario;

Determinar a incidéncia de meningite pneumocdcica para 0os casos de
cepas nao susceptiveis a penicilina;

Identificar as caracteristicas clinicas e demograficas dos casos de
meningite pneumocodccica ndo susceptivel a penicilina identificados no
estudo;

Identificar os sorotipos associados a resisténcia antimicrobiana;
Determinar a composi¢do clonal do S. pneumoniae ndo susceptivel a
penicilina através dos métodos baseados em PFGE e MLST;

Determinar a prevaléncia de pili nos principais grupos clonais

causadores de meningite.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 VIGILANCIA HOSPITALAR ATIVA

O sistema de vigilancia ativa foi estabelecido em um hospital de referéncia para
doencas infecciosas, Hospital Couto Maia (HCM), na cidade de Salvador,
Bahia, responséavel por mais de 95% dos casos notificados de meningite da
regido metropolitana de Salvador (Secretaria de Saude do Estado da Bahia,

dados néo publicados).

4.2 PERIODO E LOCAL DO ESTUDO

Foram incluidos no estudo todos os casos de meningite pneumocdcica com
cultura de liquor positiva identificados no periodo de janeiro de 1996 a
dezembro de 2007. Os procedimentos microbiolégicos de confirmacdo da
identificacdo e tipagem molecular foram realizados nos Laboratorios de
Patologia e Biologia Molecular (LPBM) e de Biologia Molecular e Bioestatistica
(LEMB) localizados no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

(CPqGM/FIOCRUZ) .

4.3 ASPECTOS ETICOS
O estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa do Hospital Couto

Maia e do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (Anexos | e II).

4.4 SELECAO DOS PACIENTES/CRITERIOS DE INCLUSAO
Foram incluidos no estudo todos os pacientes com meningite pneumocécica

confirmada com cultura de LCR positiva para S. pneumoniae identificados pela
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equipe do laboratério do HCM e que aceitaram participar do estudo através do

termo de consentimento livre e esclarecido. (Anexo llI).

4.5 COLETA DE DADOS
As informacdes clinicas e demogréficas e evolucdo clinica foram obtidas
através de entrevista e revisdo de prontuarios médicos realizadas por

estudantes de iniciagdo cientifica treinados previamente.

4.6 IDENTIFICACAO MICROBIOLOGICA

Os isolados identificados no HCM foram submetidos a confirmacdo da
identificacdo apoOs cultivo em meio agar sangue suplementado com 5% de
sangue de carneiro e incubados 18-24h em estufa com CO,, através de teste
de coloracdo de Gram, susceptibilidade a optoquina (cloridrato de
etilhidrocupreina (BD — BBL Sensi-Disco Becton-Dickinson and Company,USA)

e bile-solubilidade (Desoxicolato de s6dio 10% - Sigma-Aldrich, Germany).

4.7 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA

O meétodo de Microdiluicho em caldo foi utilizado para determinar a
concentracao inibitdria minima (CIM) capaz de inibir o crescimento bacteriano e
avaliar o perfil de susceptibilidade de acordo com as recomendacdes do CLSI,
2008 (Clinical Laboratory Standards Institute) para dez antimicrobianos:
penicilina, cefotaxima, tetraciclina, eritromicina, clindamicina,
sulfametoxazol/trimetoprim, vancomicina, rifampicina, ofloxacina e
cloranfenicol. Isolados que apresentaram resisténcia intermediaria & penicilina

(CIM de 0,12-1,0 pg/mL) ou completa resisténcia a penicilina (CIM = 2 ug/mL)
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foram considerados como ndo susceptiveis a penicilina. Os critérios de
interpretacdo de susceptibilidade para concentracdo inibitéria minima (CIM)
para S.pneumoniae e os valores para teste de controle de qualidade utilizados

durante o estudo, estdo nos anexos IV e V.

4.8 SOROTIPAGEM E TIPAGEM MOLECULAR POR BOX A PCR
FINGERPRITING

As amostras foram sorotipadas através da reacdo de polimerase em cadeia
multiplex (PCR), conforme descrito previamente

(http://www.cdc/ncidod/biotech/strep/pcr.htm), quando néo foi possivel concluir

a sorotipagem as amostras foram enviadas ao CDC para tipagem com
antisoros especificos através da reacdo de intumescimento capsular (Reacgéo
de Quellung). A anélise de elementos repetitivos por BOX PCR é um método
rapido e barato para tipagem molecular e tem sido previamente utilizado em
investigacdes de surtos e colonizacao pneumococica (HERMANS et al., 1995;
VAN BELKUN et al., 1996; ERTUGRUL et al., 1997; RODRIGUEZ-BARRADAS
et al., 1997; LALITHA et al., 1999). Para a tipagem dos isolados por BOX A
PCR, colbnias com crescimento de 24h foram subcultivadas em meio de
cultura Triptyc Soy Agar (TSA) suplementado com 5% de sangue de carneiro
em estufa bacteriolégica com 5% de CO, foram re-suspendidas e lavadas em
PBS e reconstituidas em tampéo de lise (Tris-HCI 10mM; 50mM de cloreto de
potassio; 1,5mM MgCl, ; 0,01% gelatina; 0,01% polisorbato 20 e 0,5mg
proteinase K/mL). A suspenséo foi incubada a 55°C por 20 minutos, fervida por

15 minutos e centrifugada. Um volume de 50uL de mix para PCR foi preparado

contendo: 5 uL do sobrenadante, 1uM de primer BOX A (5’-ATA CTC TTC GAA


http://www.cdc/ncidod/biotech/strep/pcr.htm

36

AAT CTC TTC AAA C-3’), 200uM de cada dNTP, 10% de dimetilsulféxido
(DMSO) e 2U de Tag DNA polimerase nativa em tampao préprio. As condi¢ces
de amplificacdo do PCR foram: aquecimento 95°C por 7 minutos seguidos de
35 ciclos consistindo de desnaturacdo a 94°C 1 minuto, anelamento a 53°C 1
minuto e extensao a 65°C 16 minutos. A etapa de extensao final foi realizada a
65°C por 16 minutos. Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao TAE (Tris- Acetato-EDTA) a 80 V por 2 horas. A
visualizacdo das bandas foi obtida a partir de coloracdo do gel com brometo de

etidio e digitalizada sob luz ultravioleta e armazenada em arquivo do tipo tiff.

4.9 INTERPRETACAO DO PERFIL ELETROFORETICO A PARTIR DO BOX A
PCR

O numero de bandas idénticas e ndo-idénticas obtidas a partir da mobilidade
eletroforética, foi comparado. Para cepas contendo numero de bandas > 7, um
padréo foi definido como clone (idéntico) se a analise do BOX A PCR de um
ndamero maior ou igual a 2 isolados, produziram o mesmo nimero de bandas
com idéntica mobilidade eletroforética, sendo identificadas por uma letra.
Foram definidas como relacionadas, as cepas que apresentaram até 3 bandas
de diferenca, e aqueles isolados que apresentaram 3 ou mais bandas de
diferenca foram definidos como um outro padréo avaliado através do perfil
eletroforético, recebendo uma outra letra para sua identificacdo. Dentro de um
grupo de padrbes relacionados e nado-idénticos, as cepas foram identificadas

por um coédigo alfa-numérico.
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4.10 ELETROFORESE EM GEL EM CAMPO PULSATIL (PFGE)

A confirmacao dos padrdes clonais identificados por BOX A PCR foi realizada
através de eletroforese em campo pulsatil - Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE), onde fragmentos de DNA cromoss6micos, gerados apos digestdo com
a enzima Smal, foram preparados e analisados como descrito previamente
(LEFEVRE et al., 1993). Para realizacdo da eletroforese, utilizamos o
equipamento CHEF DR 1l (Bio Rad). A interpretacdo dos isolados
geneticamente relacionados foi realizada seguindo os critérios de Tenover
(TENOVER et al., 1995). Uma amostragem de cada clone identificado pelo

PFGE foi submetida & técnica de tipagem por MLST.

4.11 MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

Multilocus Sequence Typing (MLST) foi realizado de acordo com o protocolo
descrito por Enright et al.,, 1998, com cepas representativas de cada grupo
clonal definido por BOX A PCR e PFGE. As sequéncias obtidas pelo MLST sé&o
determinadas com base na seqiéncia dos sete genes house-keeping (aroE,
gdh, gki, recP, spi, xpt e ddl) do DNA cromossémico obtido dos isolados. As
sequéncias sdo submetidas on line para o banco de dados utilizando os

softwares disponiveis no site da web para pneumococos (http://www.mlst.net).

O perfil dos alelos dos isolados foi comparado com cepas de referéncias
depositadas no banco de dados do MLST de pneumococos para identificacao
clonal com grupos que se disseminaram de outras areas geograficas. Os
clones foram estratificados e analisados conjuntamente com os dados clinicos

e epidemioldgicos para identificar fatores relacionados a clonalidade das cepas.


http://www.mlst.net/
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4.12 CRITERIOS PARA DEFINICAO E INCLUSAO DOS ISOLADOS COMO

CLONES GLOBAIS

De acordo com os critérios estabelecidos pelo Pneumococcal Molecular
Epidemiology Network (PMEN), criado em 1997, com o objetivo de vigilancia
global de Streptococcus pneumoniae resistentes aos antibioticos e
padronizacdo de nomenclatura e classificacdo dos clones resistentes, um clone
para ser determinado como novo e ser admitido na rede de vigilancia deve

preencher alguns critérios como:

a) O clone deve ter ampla distribuicdo geogréfica (isolado pelo menos em dois
continentes);
b) O clone deve ser resistente a um ou mais antibioticos utilizados na rotina

clinica; ou ser um clone susceptivel, globalmente conhecido, por ser importante na
doenca;

c) Dados sobre o clone precisam ser publicados na imprensa, antes, da
ratificacdo pela rede;

d) Novos clones para serem considerados pela rede, precisam ser propostos
na reunido anual do PMEN;

e) Os clones devem ser disponibilizados a rede para analise e confirmagéo
antes da aceitacéo para a rede;

f) O clone deve ser disponibilizado para o depdsito na colecdo ATCC de clones
e também estara disponivel através do Laboratério de Referéncia
Streptococcus na Alemanha e na Universidade Emory, em EUA

(http://www.sph.emory.edu/PMEN/index.html).



39

4.13 DETERMINACAO DA PRESENCA DE PILI

A distribuicdo de pili foi investigada em 133 amostras, selecionadas
aleatoriamente, entre um e sete isolados de cada grupo clonal, definido pelos
métodos de BOX-A PCR e PFGE. A deteccdo do gene rlr A, foi realizada
conforme protocolo descrito por Moschioni M et al, 2008. O DNA
cromossémico foi extraido e a reacdo de polimerase em cadeia foi realizada
utilizando primers (Tabela 1) para detectar a presenca e localizacdo do operon
nos isolados. A localizagdo do operon gendmico foi determinada
simultaneamente por 4 reacdes de PCR: primeiro usando os primers 459
forward e 470 reverse marcando regides dentro do operon; o segundo com 0s
primers 459 forward e 1 reverse, marcando dentro da islet; a terceira e a quarta
amplificagdo foram realizadas em regides conservadas do operon

(MOSCHIONI et al., 2008).

4.14 ANALISE DOS DADOS

Os dados clinicos, demogréaficos e epidemioldgicos foram armazenados e
analisados em um banco de dados criado utilizando Epilnfo Windows versao
3.5.1 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA). Uma
amostragem dos isolados de pneumococos foram submetidos a analise de
MLST, através de estudo alélico utilizando o site www.mlst.net (Imperial
College and Wellcome Trust) como banco de dados para identificacdo dos
SequenceTypes (STs). O banco de dados gerado foi entdo analisado quanto a
distribuicdo de freqiéncia das variaveis de interesse e a tabulacdo das
principais comparacdes. Medidas de tendéncia central (média, mediana e

moda) foram estimadas conforme a situacdo. A significAncia estatistica das
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diferencas entre duas ou mais proporcoes foi avaliada através do teste do Qui-
guadrado. Foram considerados significativos estatisticamente aqueles

resultados com p<0,05 (bi-caudal).



Tabela 1. Seqiiéncia dos nucleotideos utilizados no estudo para detec¢éo de pili em pneumococos.

Primer

“fo r”

459 for
459 for
P01 for
P02 for
P03 for
P04 for
P05 for
P06 for
PO7 for
P08 for
P09 for
P10 for
P11 for

Sequéncia 5°2>3”

AACTGAATTGACACAACGTGTCTT
AACTGAATTGACACAACGTGTCTT
ACTTTCTAATGAGTTGTTTAGGCG
CTGGTCGATAACTCCTTCAATCTT
GAATGCGATATTCAGGACCAACTA
TGTATACAAGTGTGTCATTGCCAG
GCGGTCTTTAGTCTTCAAAAACA

TTGCTTAAGTAAGAGAGAAAGGAGC

GGCAATGTTGACTTTATGAAGGTG

TGAGATTTTCTCGTTTCTCTTAGC

CCGACGAACTTTGATGATTTATTG
AATGACTTTGAGCCTGTCTTGAT

GCCATTTGGATCAGCTAAAAGTT

(Adaptado de MOSCHIONI et al., 2008).

Primer

“rev”

470 rev
PO1 rev
PO1 rev
P02 rev
P03 rev
P04 ver
POS5 ver
P06 rev
PO7 rev
P08 rev
P09 rev
P10 rev
P11 rev

Sequéncia 5°>3”

GCCACACAAGATGTTGATGCTTTT
AGCGACAAGCCACTGTATCATAT
AGCGACAAGCCACTGTATCATAT
GTACGACAAAAGTGTGGCTTGTT
ATCTCACTGAGTTAATCCGTTCAC
CATCTTCACCTGTTCTCACATTTT
CAAGAGAAAAACACAGAGCCAT
CAGGAGTATAGTGTCCGCTTTCTT
TATCAGCATCCCTTTATCTTCAAA
AATAGACGATGGGTATTGATCAT
ACCAACAGACGATGACTGTTAAT
TTCTACAATTTCCTGGCCATTATC

TTTTTCAACCCACTACAGTTGACA

Objetivo

Deteccdo rirA

Deteccdo rirA

Sequenciamento rirA

Deteccdo e sequenciamento rirA
Sequenciamento rirA
Sequenciamento rirA
Sequenciamento rirA
Sequenciamento rirA
Sequenciamento rirA

Deteccdo e sequenciamento rirA
Sequenciamento rirA
Sequenciamento rirA

Sequenciamento rirA

41
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5 RESULTADOS

5.1 VIGILANCIA ATIVA LABORATORIAL

Durante os doze anos de vigilancia hospitalar ativa para as meningites
bacterianas, estabelecida no Hospital Couto Maia, em Salvador, entre janeiro
de 1996 a dezembro de 2007, ocorreram 748 casos de meningite
pneumocécica representando 28,8% (748/2592) de todos os casos de
meningite bacteriana, cultura positiva, identificados neste periodo. Destes, 709
(95%) casos foram cultura de LCR positiva e os isolados estavam viaveis para
avaliacao microbioldgica e genotipagem.

Foram identificados, entre o total de pacientes, 19% (135/709) de casos
de meningite causados por pneumococos nao susceptiveis a penicilina (PNSP)
(CIM = 0.125ug/mL). Estratificamos a analise em dois periodos, de 1996 a
2001, periodo pré-vacinal (quando foi disponibilizada nos CRIEs e na rede
privada a vacina conjugada pneumocécica heptavalente) e de 2002 a 2007,
periodo pos-vacinal. Nos primeiros seis anos de vigilancia, entre 1996 e 2001
(periodol) identificamos 426 casos de meningite pneumocécica, dos quais
15,3% (65/426) correspondiam a casos de PNSP. Nos anos subsequentes, de
2002 a 2007 (periodo 2), identificamos 283 casos de meningite, sendo 24,7%
(70/283) de casos PNSP. Quando comparamos os dois periodos, observamos
um declinio na prevaléncia dos casos de meningite por cepas sensiveis (PSP)
(84,7% para 75,3%), com aumento de 9,4% na frequéncia dos casos de PNSP

(p<0,001; OR=0,55; IC= 0,37-0,80) (Gréafico 1).
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Gréfico 1. Distribuicdo anual dos casos de meningite pneumocécica com cultura
de LCR positiva identificados no HCM durante vigilancia ativa entre 1996-2007 , de

acordo com susceptibilidade a penicilina do isolado (n=709)

% | Periodo 1 Periodo 2
s0 | [ n=426 n=283

BPSP
BPNSP

% casos

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Periodo do estudo (anos)

.2 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS

A anadlise das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas revela que 0s casos
foram mais frequientes em pacientes do sexo masculino 98/135 (73%) e dados
da procedéncia revelam que 77/135 (57%) foram das cidades de Salvador e
regido metropolitana. Quando analisamos a distribuicdo por faixa etaria,
observamos prevaléncia de 63% (85/135) dos casos em criangas menores que

5 anos de idade (Grafico 2).



Gréfico 2. Prevaléncia dos casos de meningite pneumocdcica ndo-susceptiveis
a penicilina por faixa etéaria identificados no HCM durante vigilancia ativa entre

1996-2007(n=709)
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Entre criangcas menores que 5 anos, comparado com as criangas com 5 anos
ou mais, observamos maior mediana de dias apresentando sintomas da
meningite (3;1-14 dias); maior frequéncia entre os pacientes que apresentaram
alguma condi¢do neuroldgica (coma ou estado mental alterado) na admissao
(56,7%; 30/53) e entre 0s que apresentaram convulsées durante a
hospitalizacdo (84%; 42/50). Do total de pacientes, foi possivel obter
informacgdes sobre infec¢cdes antecedendo a meningite de 28/135 (20,7%), dos
quais 19/28 (67,9%) apresentaram alguma doenca precedendo a meningite.
Entre estas, a doenca mais frequente foi infecgdo das vias aéreas superiores,
representando 28,6% (8/28) dos casos, seguida de pneumonia (4/28) e otite
média (4/28), ambas relatadas por 14,3% dos pacientes. A mediana de dias de
internamento entre os pacientes que foram a 6bito foi de 1 dia (0-14 dias) para
criancas menores que 5 anos e de 7 dias (0-19 dias) para pacientes com idade
superior a 5 anos; 9,6% (13/135) dos pacientes ficaram internados por mais

gue 30 dias. Um total de 41,4% (34/82) dos pacientes apresentou sequela
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neurolégica no desfecho e 60,7% (82/135) evoluiram com cura. A taxa de
letalidade obtida para todas as idades foi de 39,2% (53/135), sendo que em
criancas menores que 5 anos de idade foi de 50,6% (43/85). Quando
comparamos o0s dados demograficos dos isolados dos pacientes com
meningite causada por pneumococo sensivel e ndo sensivel a penicilina,
observamos que pacientes do sexo masculino, criangas com idade menor que
5 anos, pacientes residentes de Salvador e regidao metropolitana apresentaram
maior risco de desenvolver a doenca pelo isolado ndo sensivel a penicilina

(Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas clinicas, demograficas e laboratoriais dos casos
de meningite pneumocécica ndo sensivel e sensivel a penicilina

identificados no HCM durante vigilancia ativa entre 1996-2007

Caracteristicas PSP PNSP OR (IC=95%)
Casos 574 135 -

Sexo Masculino 353 98 1,66 (1,08-2,56)
Idade

<5 anos 201 85 3,15 (2,10-4,74)
>5anos 373 50

Regido Metropolitana de Salvador 243 77 1,81 (1,22-2,69)
Dias de sintomas- Mediana 2[0-20]  2[0,5-14] -
Condicéo neurologica na admisséo

(alterado/coma) 213 41 0,74 (0,48-1,13)
Convulsées durante hospitalizagéo 185 48 1,16 (0,77-1,75)
Dias de UTI - Mediana 1[0-100] 1[0-25] i

Dias de Hospitalizacdo - Mediana 13[0-108] 15[1-59] )
Sequela neurolégica no desfecho 81 16 0,82(0,44-1,50)

Letalidade 31,0% 39,2% -
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A incidéncia de PNSP foi estimada para 2,47/100.000 para todos os grupos de
idade; 1,69 casos/100.000 habitantes para criangas menores que 5 anos, e

1,37 caso0s/100.000 habitantes para criangas menores de 1 ano (Gréfico 3).

Gréfico 3. Incidéncia e letalidade dos casos de meningite pneumocoécica nao
susceptivel a penicilina identificados no HCM durante vigilancia ativa entre

1996-2007 (n=135)
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5.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA E DISTRIBUICAO

DE SOROTIPOS

Os isolados PNSP também apresentaram taxa de ndo susceptibilidade
antimicrobiana ao sulfametoxazol/trimetoprim 107/135 (79,3%), a tetraciclina
24/135 (17,8 %), cefotaxima 4/135 (3%) e ofloxacina 3/135 (2,2%). Foram
identificados 11 sorotipos distintos e um isolado n&o-tipavel entre os isolados
de PNSP durante a vigilancia. Os sorotipos mais frequentes foram 14 (46,7%;
63/135), 23F (17,8%; 24/135), 6B (14,8%; 20/135), 19F(8,1%;11/135) e 19A

(4,4%; 6/135) (Grafico 4).

Incidéncia PNSP
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Gréfico 4. Distribuicdo dos sorotipos dos casos de meningite pneumococica
NSP identificados no HCM durante vigilancia ativa entre 1996-2007

estratificados por faixa etaria (n=135)

>5 anos
B <5 anos

13 14 19A 19F 23B 23F 4 6A 6B 6C 7C NT

Distribuicéo dos sorotipos

Sorotipos da vacina 7-valente: 4, 9V, 14, 19F, 23F, 18C e 6B.
Sorotipos da vacina pneumocécica 10-valente: 7-V +1, 5 e 7F.

Sorotipos da vacina pneumocécica 13-valente: 10-V + 3, 6A e 19A

Os sorotipos 14 e 6B foram responsaveis por 62,7% (47/75) e 12% (9/75) dos
casos em menores que 2 anos e 63,5% (54/85) e 11,8% (10/85) em menores
que 5 anos, respectivamente. Os sorotipos mais frequentes entre 0s pacientes
que foram a oObito foram: 14 (47,2% [25/53]; OR=1,03 [IC 0,49-2,19]), 6B
(22,6% [12/53]; OR=2,71 [IC 0,93-7,99]) e 23F (7,5%[4/53]; OR=0,25 [IC 0,07-
0,86]). Considerando os sorotipos identificados entre os PNSP, estimamos que
89% dos casos em criancas menores que 5 anos poderiam ser prevenives
através do uso das vacinas conjugadas 7-valente e 10-valente (PCV-10) e de

95% para a vacina conjugada 13-valente (PCV-13).
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5.4 TIPAGEM MOLECULAR

Todos os 135 isolados de PNSP foram submetidos a analise por BOX PCR e
PFGE, sendo identificados 35 grupos clonais que variam em numero de
isolados de 2 a 47. Um total de 20 isolados foi classificado com perfil
eletroforético Unico, sendo n&o clonais. A distribuicAo dos maiores grupos
clonais (compostos por 6 isolados ou mais) esta apresentada no gréfico 5.
Dentre estes, destaca-se o clone A, com o maior numero de isolados (47/135;
34,8%) formado principalmente pelo sorotipo 14 (44/47), 6A, 19A e 19F, um
isolado de cada, respectivamente. Foi observada significancia estatistica entre
pacientes que foram a Obito que tiveram a meningite causada por isolado do
clone A e néo clone A (OR= 0,41; IC= 0,17-0,97). O segundo maior grupo
clonal foi o padrdo AV, composto por 9,6% (13/135) dos isolados, sendo
representado principalmente pelos sorotipos 6B (9/13), 19F (2/13), 6A e 23F,
um isolado de cada, respectivamente. O terceiro grupo foi o padréo clonal GA
representando 8,1% (11/135) dos isolados e composto principalmente pelo
sorotipo 23F (9/11), 6B e 7C, um isolado de cada, respectivamente. O quarto
grupo foi o padrdo clonal FE, representando 6,7% (9/135) dos isolados,
composto pelos sorotipos 14 (7/9) e 23F (2/9). O quinto grupo foi o padréo
clonal N representando 5,9% (8/135) dos isolados, composto pelos sorotipos
6B (7/8) e 19A (1/8). O sexto grupo foi o padréo clonal GK, representando 4,4%
(6/135) dos isolados, caracterizado com elevado nivel de n&o susceptibilidade
a penicilina (83,3%; 5/6; CIM = 2 ug/mL) e cefotaxima (66,7%; 4/6; CIM = 1
pg/mL), composto principalmente pelo sorotipo 14 (5/6) e pelo sorotipo 19F

(1/6).
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Quanto a classificagdo pelo MLST, foram selecionados alguns isolados dos
principais padrbes clonais e submetidos a esta técnica de tipagem. Dos 44
isolados do sorotipo 14, grupo clonal A, 4 foram caracterizados como ST66 e
0s sorotipos 6A, 19A e 19F estdo sendo analisados (Figura 5). Entre os 13
isolados do grupo clonal AV, um foi identificado como ST750 (sorotipo 6B) e
um ST177 (sorotipo 19F), outros dois isolados sorotipo 6B estdo sendo
analisados (Figura 6). Entre os 11 isolados do padréo clonal GA, identificamos
ST338, sorotipo 23F e o isolado sorotipo 7C, que esta sendo analisado (Figura
7). Entre os 9 isolados do padréo clonal FE, identificamos um ST338, sorotipo
23F e estdo em anédlise dois outros isolados, um sorotipo 14 e um sorotipo 23F
(Figura 8). Entre os 8 isolados do padréo clonal N, identificamos ST741, 748 e
751 (todos do sorotipo 6B) e estamos analisando um isolado sorotipo 19A
(Figura 9). Entre os 6 isolados do padrao clonal GK, identificamos ST156, 4
isolados do sorotipo 14 e um isolado também sorotipo 14 com diferenca em
apenas um alelo - xpt (SLV - Single Locus Variant); o outro isolado pertence ao
mesmo padrao clonal, sorotipo 19F, est4 sendo analisado (Figura 10).

Os outros isolados apresentaram maior diversidade quanto ao padrao clonal

identificado por PFGE e confirmado pelo MLST.
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Gréfico 5. Distribuicdo Clonal dos sorotipos de Streptococcus pneumoniae isolados de casos de
meningite ndo-susceptiveis a penicilina em Salvador, Bahia. (BOX A-PCR, PFGE e MLST)
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Figura 5. Dendrograma dos isolados de Streptococcus pneumoniae nao-susceptiveis a penicilina Clone A - ST66 (BOX A-PCR,
PFGE e MLST) (n=29/47)

Dice (Opt:0.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-10 ]
PFGE PFGE

AMOSTRA SOROTIPO BOXA PFGE MLST ANO
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279A Sort 14 A3 A2 st66 1999
11A Sort 14 A7 A2 st66 1996
238A Sort 14 A4 A2 st66 1999
19 Sort 14 AL A3 ND= Nao determinado.
538A Sort 19F A10 A10 ND 2003
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Figura 6. Dendrograma dos isolados de Streptococcus pneumoniae ndo-susceptiveis a penicilina Clone AV — ST177, 750 (BOX A-

PCR, PFGE e MLST) (n=13)
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Figura 7. Dendrograma dos isolados de Streptococcus pneumoniae nao-susceptiveis a penicilina Clone GA — ST338 (BOX A-PCR,

PFGE e MLST) (n=11)
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Figura 8. Dendrograma dos isolados de Streptococcus pneumoniae nao-susceptiveis a penicilina Clone FE— ST338 (BOX A-PCR,

PFGE e MLST) (n=9)
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Figura 9. Dendrograma dos isolados de Streptococcus pneumoniae nao-susceptiveis a penicilina Clone N — ST741, 748, 750 (BOX

A-PCR, PFGE e MLST) (n=8)
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Figura 10. Dendrograma dos isolados de Streptococcus pneumoniae nao-susceptiveis a penicilina Clone GK— ST156 (BOX A-
PCR, PFGE e MLST) (n=6)

Dice (Opt:0.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0
PFGE PFGE
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ND= Né&o determinado.
SLV = Single Locus Variant
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5.5 DETECCAO DE PILI

Para identificacdo de pili foram selecionados, entre o total de pacientes
identificados com meningite pneumocacica admitidos no HCM, um ou mais (1 a
7) isolados de cada padréo clonal identificado por BOX A PCR e confirmado
por PFGE. Foram entdo, submetidas a deteccdo do gene rlIrA, 133 amostras
selecionadas entre o total de 709 pacientes. Destas, 29 (22%) foram positivas.
A maior frequéncia de pili positivo ocorreu em amostras dos sorotipos 14
(5/133; 3,8%), 19F (4/133; 3%) e 9V (4/133; 3%). Quanto a susceptibilidade a
penicilina e ao sulfametoxazol/trimetoprim, foram identificados como n&o
susceptiveis 24,1% e 55,2% dos isolados, respectivamente. A andlise da
composi¢cdo clonal revela diversidade de perfis eletroforéticos, ndo sendo
encontrado um padrdo clonal predominante. Do total de pacientes com
resultado de pili positivo, 41,4% (12/29) dos pacientes foram a 0Obito, entre os
quais 75% (9/12) eram criangcas menores que 1 ano. Nao encontramos
associacao estatistica significativa entre os isolados pili positivo e letalidade

(OR=1,26; IC= 0,49-3,28).



59

6 DISCUSSAO

No periodo do estudo entre janeiro de 1996 a dezembro de 2007 foram
identificados 709 casos de meningite pneumocadcica na cidade de Salvador e
regido metropolitana. Foram identificados 19% (135/709) de isolados nao
susceptiveis a penicilina, sendo a maioria dos casos registrados no HCM
procedentes de Salvador e regido metropolitana do estado (57%), do sexo
masculino (73%) e na faixa etaria de criangcas menores que 5 anos de idade
(63%). Resultados similares foram encontrados nos estudos realizados por
REIS JN, et al (2002) em Salvador e por BEDRAN et al (2005) na cidade de
Belo Horizonte (MG) em estudo de doencas invasivas causadas por
Streptococcus pneumoniae.

No presente estudo, a letalidade da meningite causada por PNSP foi de
39,2% para todos os pacientes e de 50,6% para as criancas menores de cinco
anos de idade atendidos no HCM. De acordo com REIS, et al (2002), no
periodo de dezembro de 1995 a novembro de 1999, a letalidade para meningite
pneumocadcica era 42% para todos os pacientes e de 60% para as criancas
menores de cinco anos de idade na cidade de Salvador, maior do que a
encontrada neste estudo.

A incidéncia ao longo desses anos decaiu de 2,63 em 1996 para 1,31
casos por 100.000 mil habitantes em 2007, para a populacdo geral e a
incidéncia entre os isolados ndo susceptiveis diminuiu de 0,32 em 1996 para
0,19 casos por 100.000 mil habitantes em 2007 por 100.000 habitantes.
Estudo realizado por REIS, et al (2002) no periodo de 1996 a 1999 na cidade
de Salvador com meningite pneumocadcica observou uma incidéncia de 1,60

para cada 100.000 habitantes e 24,70 para cada 100.000 habitantes com cinco
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anos. Embora tenha ocorrido uma diminuicdo no numero de casos da
meningite pneumocadcica, esta ainda € uma das principais causas de morbi-
mortalidade mundial, especialmente em criangas menores de 5 anos de idade
e a resisténcia aos antimicrobianos tem sido progressiva.

A prevaléncia dos casos S. pneumoniae nao susceptiveis a penicilina
(PNSP), pelo método de microdiluicdo em caldo, foi de 19% (135/709), sendo 6
isolados (4,4%; 6/135) com elevado nivel de resisténcia (MIC =2ug/mL). Estas
cepas com elevado nivel de resisténcia a penicilina apresentaram também
resisténcia a cefotaxima (3%; 4/135; MIC 21ug/mL). Um estudo de vigilancia
realizado também em Salvador por Reis JN et al (2002), em pacientes com
meningite pneumocécica no periodo de 1996 a 1999, encontrou néo
susceptibilidade a penicilina de 15%, mais baixa do que a encontrada no
presente estudo, mas ndo encontrou resisténcia a cefotaxima. No Brasil, no
periodo de 1993 a 2004, verificou-se um aumento da ndo susceptibilidade a
penicilina de 10,2% em 1993 para 27,8% em 2004, onde 5,9% dos isolados
apresentaram alto nivel de resisténcia. De acordo com BRANDILEONE, et al.
(2006), ha diferenca em relagcdo a PNSP nas regibes do pais. Entre 2000 a
2005, PNSP no nordeste era de 20,5% (Intermediario — 18,8% e Resisténcia —
1,7%) dos isolados. As regides sudeste, sul e centro-oeste sao as regides que
apresentaram maior percentual de isolados PNSP; 28,1% (Intermediario —
20,4% e Resisténcia — 7,7), 27,7% (Intermediario — 22,5% e Resisténcia —
5,2%) e 20,5% (Intermediario — 18,8% e Resisténcia — 1,7%) respectivamente.
No norte do pais a taxa de PNSP foi de 7,9% e ainda néo foi identificado
isolado com alto nivel de resisténcia a penicilina nesta regido (BRANDILEONE

MCC et al., 20086).
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A resisténcia a penicilina em outros paises da América Latina é maior do
que a encontrada no Brasil. Na Argentina e no Chile a resisténcia a penicilina é
de 16%, enquanto que no México, no Uruguai e na Coldmbia a resisténcia é de
20%, 21% e 25% respectivamente (CAMARGOS et al., 2006).

Estudos realizados em outros paises como a Italia, encontraram
prevaléncia de 38,1% de PNSP entre isolados de doenca invasiva, obtidos
entre 2001 e 2003 através de vigilancia e no Japado elevada frequéncia de
PNSP (76,6%) e multirresisténcia a outras drogas (77,8%; eritromicina,
clindamicina e minociclina) foram observadas entre isolados de pacientes com
pneumonia adquirida na comunidade entre 2003 e 2004 (GHERARDI et al.,
2007; IMAI et al., 2009).

Em nosso meio, n&o encontramos taxas elevadas de né&o
susceptibilidade a fluorquinolonas, droga recomendada pelo seu espectro de
acdo, para adultos com infeccdes do trato respiratério; em paises como
Tailandia, onde a prevaléncia de néo-susceptibilidade aos beta-lactamicos e
aos macrolideos € elevada, foi observada também n&o-susceptibilidade a
levofloxacina, com aumentos progressivos de 1,2% a 4,2% entre 2001 e 2007
(Hsieh et al., 2009).

Nas duas ultimas décadas, o aumento do uso de antibidticos tem sido a
mais importante pressao seletiva para o aparecimento e circulagdo de novos
clones pneumocdcicos (ALBRICH et al., 2004; BOCCIA et al, 2004).
Atualmente, a epidemiologia da doenca causada pelo S.pneumoniae sofre
mudancas profundas em paises onde a vacina conjugada heptavalente (PCV7)
foi amplamente introduzida, na populacdo pediatrica alvo e em individuos

idosos (WHITNEY et al., 2003).
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Nossos achados da distribuicdo de sorotipos estdo de acordo com os
dados reportados pela vigilancia de base laboratorial nacional, indicando que
um limitado espectro de sorotipos € responsavel por causar a doenca
pneumocodcica invasiva. Contudo, o padrdo de sorotipos predominante
observado neste estudo difere daqueles reportados em outras regides do Brasil
e outros paises da América Latina (BRANDILEONE et al., 2006; CAMARGOS
et al., 2006). Enquanto os sorotipos 1 e 5 sdo encontrados entre 8 a 12% dos
isolados de pacientes pediatricos em outras cidades brasileiras e em outros
paises como Chile, Colébmbia e Uruguai, estes sorotipos nao foram
encontrados entre os casos de PNSP identificados neste estudo. Estas
diferencas podem ser em parte, devido a diferencas geogréficas na prevaléncia
dos sorotipos, mas podem refletir diferencas nas vigilancias estabelecidas e na
amostragem dos pacientes (BRANDILEONE et al., 1997; CASTANEDA et al.,
2009; REIS et al., 2002). Entre todos os sorotipos, 0 14 (46%) e o 23F (17,8%)
foram os mais frequentes, estando o sorotipo 14 mais relacionado com PNSP
isolados de criangas menores de cinco anos e o0 sorotipo 23F isolado de
individuos com idade maior ou igual a cinco anos. Estes sorotipos estédo
incluidos nas vacinas conjugadas (PCV7 e PCV10) que tem sido efetiva na
reducdo de colonizacdo e de doenca invasiva (CDC, VPD Surveillance manual
2008).

De acordo com os dados obtidos no nosso estudo, a implementacao das
vacinas conjugadas protéicas trariam uma reducdo efetiva das taxas de
colonizacdo e consequentemente de doengca pneumocdcica invasiva entre a
populacao, especialmente no publico alvo, que sdo as criangcas menores que 2

anos. Com a implementacdo da PCV-10 no calendario vacinal no nosso pais,
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esperamos uma cobertura de 52% para todas as faixas etérias entre os todos
0s casos de meningite pneumocdcica, de 71% em criangcas < 5 anos e uma
protecéo de 89% entre os casos de PNSP em criangas < 5 anos.

A analise molecular dos PNSP mostrou limitados padrdes clonais, entre
0S quais 0 ST66 € predominantemente representado (BRANDILEONE et al.,
1998). Neste trabalho encontramos frequéncia de 37,8% de ST66, maior do
que a relatada em estudo de colonizacdo na mesma cidade (22%) no periodo
de 2000 a 2001 (REIS et al, 2008). Entre os casos de meningite pneumocadcica
com alto nivel de resisténcia a penicilina, encontramos ST156 (4,4%), definido
como clone Spain % — 3; sendo que os nossos isolados, foram caracterizados
pelo sorotipol4. Em estudo realizado na Noruega, a partir de isolados néo
susceptiveis, obtidos de infec¢cBes sistémicas (mais de 80%) e infec¢cdes nao-
invasivas encaminhadas de diferentes laboratorios do pais, entre 1995 e 2001,
o ST predominante também foi o ST156, representado pelos sorotipos 14 e 9V,
mostrando a habilidade do patégeno em realizar a substituicdo capsular e a
expansdo deste clone no mundo (SOGSTAD et al., 2006). Entre os outros
isolados, observamos diversidade clonal, também relatada em outros trabalhos
comparando colonizacdo e doenca invasiva, onde diferentes complexos clonais
tem diferentes potenciais para causar doenca invasiva (REIS et al., 2008).

Flutuacbes na prevaléncia de sorotipos e genoétipos podem ocorrer
naturalmente nas populagdes pneumocadcicas na auséncia de pressao exercida
pelas vacinas conjugadas. Nos Estados Unidos, a expanséo clonal (aumento
do numero de clones previamente raros expressando sorotipos néo-vacinais)
tem sido documentada desde a introducdo da vacina conjugada heptavalente

(PCV-7). Sorotipos néo-vacinais tém sido reportados em muitos estudos
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realizados nos paises onde a vacina foi implementada. Ainda ndo esta bem
estabelecido se tais mudancas agem diretamente pela pressdo exercida pela
vacina ou se sdo devido a flutuagBes naturais que ocorrem entre as espécies.
Estudo realizado na Escdcia, no periodo pré-vacinal, através de vigilancia para
pneumococos entre 2001 e 2006, observaram consideraveis e significantes
mudanc¢as na distribuicdo dos sorogrupos ao longo do tempo, com elevada
frequéncia dos sorogrupos 1, 4 e 6 e diminuigcdo dos sorogrupos 14, 19 e 23,
apresentando expanséao clonal do sorotipo 1 clone ST306 e diminuicdo do
sorotipo 14 (ST124) em um periodo de 5 anos antes da introdu¢cédo da PCV-7,
mostrando as possiveis variacdes que podem ocorrer mesmo no periodo pré-
vacinal (BEALL et al., 2006; HICKS et al., 2007; JEFFERIES, et al., 2009).

Em nosso estudo encontramos 29% de pili positivo entre os isolados dos
grupos clonais identificados durante todo o periodo de vigilancia, sendo 24,1%
PNSP. Entre nossos isolados, ndo encontramos associacao entre letalidade e
presenca de pili, considerando a habilidade deste fator de viruléncia em causar
doenca invasiva. Em estudo realizado em Portugal entre 1999 a 2002, revelou
presenca de pili em uma minoria dos isolados recuperados de pacientes com
infeccbes invasivas (27%), mostrando que o pili ndo é um fator essencial
nestas infecgcbes (RAMIREZ et al.,, 2008). Em outro trabalho, realizado no
Japao, a presenca do gene rlrA foi correlacionada a complexos clonais (CCs)
definidos pelo PMEN — CC’s 180, 271, 242, 138, sugerindo que este gene
confere uma vantagem para disseminacdo entre colonizacao e isolados multi-

resistentes as drogas (IMAI et al., 2009).
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7 CONCLUSAO

e Entre os casos de meningite pneumocécica, obtivemos uma
prevaléncia de 19% de ndo susceptibilidade a penicilina;

e Observamos a persisténcia de poucos padrées clonais entre estes
isolados ao longo dos anos;

e I|dentificamos o clone ST66 caracterizado pelo sorotipo 14, como
predominante, ocorrendo em 36,3% dos casos;

e Detectamos a emergéncia do clone ST156 com elevado nivel de
resisténcia a penicilina e cefotaxima;

e Estimamos alcancar 89% de protecao contra PNSP em criancas < 5
anos de idade com a implementacdo da vacina pneumocadcica
conjugada protéica 10-valente, prevista para ser implementada no

Brasil este ano;
e (Os dados obtidos com este trabalho reforcam a importancia da
vigilancia ativa continua no monitoramento da meningite

pneumocacica.
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ANEXO | — APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO HCM

CONSELHO REGIONAL DE MADICINA DO ESTADO DA BAHIA
COMISSAOQ DE ETICA MEDICA DO HOSPITAL COUTO MAIA

Salvador 08 de novembro de 1998
Of Ne°

Prezado Dr. Mitermayer

A Comissgo de Etica Médica do Hospital couto Maia apos analisar o
Projeto de Pesquisa intitulado; “Epidemiologia molecular das Meningites
Bacterianas em Salvador”. Achou — o de alta relevincia e, por ndo ferir
nenhum capitulo do Cédigo de Etica Médica, Declaragdo de Helsinque e a
Declaragfio Universal do Direitos do Homem aprova o referido projeto para
sua realiza¢io no Hospital Couto Maia.

A Comiss#o de Etica Médica do Hospital Couto Maia esta a
disposigdo da referida equipe do projeto para qualquer orientagdo e
esclarecimento.

ilva
Al

Everaldo Beneditd da Silva costa

IIm"® Sr.
Dr. Mitermayer Galviio dos Reis
Nesta

74



ANEXO Il - APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO CPQGM-FIOCRUZ

Ministério da Saude Comité de Etica em Pesquisas
rocauz ] A
Fundagio Oswaldo Cruz Peaquisa Etica

Centro de Pesquisas Gongako Moniz
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Salvador, 08 de abril de 2009.
Oficio n°® 006/2009

Para: Dr* Joice Neves Reis Pedreira

Pesquisadora Responsavel pelo Protocolo de Pesquisa CEP/CPGGM N° 164
Laboratério de Patologia e Biologia Molecular

Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ

Senhora Pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz da
Fundagio Oswaldo Cruz (CEP-CPqGM/FIOCRUZ), com base na Resolugao 196/96, atesta
que o protocolo de pesquisa n° 164, intitulado “Transmissdo de Streptococcus
pneumoniae resistente aos antimicrobianos no Brasil” foi a aprovado em 25/02/2005 e

estd licenciado e valido até 25/02/2010.

The present study, entitled “Transmission of Drug-Resistant S. pneumoniae in
Brazil” with protocol number 164 has been approved by the Gongalo Moniz Research
Center of the Oswaldo Cruz Research Foundation (FIOCRUZ) Ethical Committee on Human
Subject (IORG00002090 / IRBO00026120) in February 25% 2005 meeling and in the
Brazilian National Ethical Committee on Human Subject (CONEP) with protocol number
25000.045797/2005-18. The protocol and procedures presented in the project are in
accordance with the ethical standards of the responsible committee on human subject
(institutional and national} and with the Heisinki Declaration of 1975, as revised in 2000. In
the present version, this project is licensed and valid until February 25 2010.

Atenciosamente,

Wthkw e
Dr® Maria Ferhanda Rios Grassi
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz — FIOCRUZ
(IORG00002090 / IRB0O00026120)
Salvador — Bahia - Brasil

Rua Waldemar Falcdo, n® 121, Candeal, Salvador, Bahia, CEP 40.296-710, Brasil. Tel: (55)-(71) 3176-2285
Fax: (55)-(71) 3176-2327, e-mail: cep@bahia.fiocruz.br
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ANEXO Ill - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Hospital Couto Maia/Secretaria da Saude do Estado da Bahia

Titulo do Projeto:  Meningite Bacteriana em Salvador, Brasil.
Paciente: No. de estudo:

Para ser lido a todos os pacientes adultos e responsaveis legais dos pacientes
menores: As informacGes que se seguem descrevem o estudo de pesquisa e 0 seu papel
como participante. O entrevistador responderd a quaisquer perguntas que vocé tiver
sobre este questionario ou sobre o estudo de pesquisa. Por favor, ouca com atencdo e
ndo hesite em fazer qualquer pergunta sobre a informacao que esta sendo fornecida.

Obijetivo do Estudo de Pesquisa:

Vocé/Sua crianca esta sendo convidado a participar de um estudo de pesquisas
que estamos realizando no Hospital Couto Maia sobre meningites bacterianas. Nos
convidamos voceé a participar deste estudo porque 0s seus sintomas e 0s seus resultados
de exames laboratoriais indicam que vocé tem esta doenca. A meningite € uma infeccéo
dos tecidos e do fluido que cercam o céerebro. Para identificar o agente causador da
doenca, seu médico fara alguns exames de rotina e uma parte de sua amostra de liquor
sera testada para um novo método de diagndstico. Vocé ndo sofrera nenhum
desconforto e ndo havera nenhum risco para sua salde. Nenhuma amostra sera coletada
sO para o estudo, as amostras serdo coletadas somente se 0 médico solicitar, e o estudo
ndo vai interferir no seu tratamento. O objetivo de nosso estudo € conhecer mais esta
doenca na nossa populacdo, estudando a forma como elas sdo transmitidas; quais séo 0s
fatores que fazem com que algumas pessoas apresentem um quadro mais grave que
outras, quais as melhores formas de tratamento, e os testes de diagndstico. Obtendo
estas informacg6es teremos condi¢bes, no futuro de implantar medidas para diminuir o
namero de pessoas com meningite.

Procedimento:

Se vocé voluntariamente decidir participar deste estudo de pesquisas apos ter lido este
formulério de consentimento, o investigador Ihe fara perguntas relacionadas ao local
onde vocé mora, sua ocupacao (trabalho) e sua historia médica. Ird ainda examina-lo (a)
buscando sinais da doenca e lerd seu prontuario médico para obter os resultados de seus
exames no hospital. O investigador, a partir de entdo, ird lhe fazer uma breve visita
diaria no periodo em que vocé estiver no hospital, lhe fara perguntas relativas ao seu
estado de saude e fard em pequeno exame. N&o h& nenhum risco na participacdo desse
estudo de pesquisas.

Sigilo:

As respostas feitas durante a entrevista, as informagdes do seu prontuario médico ou dos
seus exames serdo confidenciais e apenas vocé e o investigador terdo acesso a elas.
Vocé ndo serd identificado (a) em qualquer relatorio ou publicagdo resultante deste
estudo de pesquisas.
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Participacdo voluntaria:

Sua participacdo neste estudo de pesquisas € voluntaria. Vocé pode se recusar a
participar ou pode desistir de participar em qualquer momento do estudo de pesquisas se
vocé quiser. Vocé ndo precisa responder a qualquer pergunta durante a entrevista ou
avaliacdo diaria. Sua recusa em participar no estudo de pesquisas ou em parte do
mesmo, ou sua decisao de interromper sua participacdo, ndo afetara seu cuidado futuro
de nenhuma forma, nem prejudicara suas relagdes com o Hospital Couto Maia no
presente ou no futuro. Uma copia deste formulario Ihe serd dada para vocé. Vocé nao
sera responsavel por nenhuma despesa associada a este estudo de pesquisas, nem
recebera compensacao financeira.

Beneficios: Ndo havera de imediato beneficio para o paciente. Mas, indiretamente 0s
participantes estardo contribuindo com informagdes muito importantes no estudo das
meningites que poderdo melhorar o controle da doenca e aumentar o conhecimento
cientifico.

Com quem contatar:

Se voce tiver qualquer pergunta futura sobre sua participacdo neste estudo, ou sobre seus direitos
como participante desta pesquisa, por favor, entre em contato com a Dra. Miralba Oliveira Silva pelo
telefone: (071) 312-0084 ou diretamente no Hospital Couto Maia cujo endere¢o é Rua Sao Francisco, s/n,
Monte Serrat, no. 40, CEP 40.425-001, Salvador, Bahia. Caso vocé tenha alguma pergunta no que se
refere a vocé como individuo pesquisado, por favor, entre em contato com a Dra. Marilda Gongalves,
Presidente da Comissdo de Etica do Centro de Pesquisas Gongalo Muniz, Rua Waldemar Falcdo 121,
Brotas, Salvador, telefone (71) 3356 4320.

Consentimento:

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a
minha participacdo neste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma clara e
detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coercdo, dos objetivos, da

justificativa, dos riscos, desconfortos e beneficios todos acima descritos.

Assinatura do paciente (Incluindo Menores) Data Hora

Impressao datiloscopia do paciente

Eu ouvi e entendi este formulario de consentimento. Minhas duvidas foram respondidas.
Eu voluntariamente consinto gue o paciente do qual eu sou pai ou mée ou responsavel
legal participe deste estudo de pesquisas.

Assinatura do pai ou mae ou responsavel legal Data hora

Impresséo datiloscopia do pai ou mae ou guardido legal




Assinatura do Investigador

Data

Hora

Assinatura da testemunha

Data

Hora
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Hospital Couto Maia/Secretaria da Saude do Estado da Bahia
Assentimento para Menores na Investigacéo Clinica: Pag. 1
Titulo do Projeto:  Meningite Bacteriana em Salvador, Brasil.

Paciente: N° de
Estudo:

Para ser lido a todos os pacientes menores de idade: As informag0es que seguem
serdo para um estudo que estamos realizando. Sera feita uma entrevista na qual vocé
devera responder algumas perguntas. Por favor, escute cuidadosamente e pergunte sobre
qualquer davida que vocé tenha.

NOs estamos pedindo para vocé nos ajudar porque vocé tem uma infeccdo. Muitos
sinais desta infeccdo sdo similares a doenca causada por uma infec¢do nos tecidos que
circundam o cérebro que se chama meningite. NOs gostariamos de conseguir 0 maximo
de informagdes possiveis para determinar a melhor maneira que podemos tratar e
prevenir essa doenga. Futuramente, suas informacdes ajudardo outras pessoas com esse
problema.

Se vocé concordar em ajudar, nés faremos a vocé e a seus pais algumas perguntas. Nés
sO iremos te fazer algumas perguntas se voceé e seus pais concordarem.

Consentimento: Eu ouvi e entendi este termo de consentimento. Minhas perguntas
foram respondidas. Eu , voluntariamente, concordo em participar:

Assinatura do Paciente Menores de ldade Data Hora

Impressao Digital do Paciente

Assinatura da Testemunha Data Hora

Assinatura do Investigador Data Hora
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ANEXO V. CRITERIOS DE INTERPRETACAO DE SUSCEPTIBILIDADE

~

PARA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA S.pneumoniae

Vol. 28 No. 1

January 2008
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ANEXO V. VALORES ACEITAVEIS PARA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

NO TESTE DE CONTROLE DE QUALIDADE PARA DETERMINACAO DE CIM

PARA S.pneumoniae

Table3A |
Fastidious Quality Control

M2-Disk Diffusion

January 2008

Vol. 28 No. 1

Table 3A. Acceptable Limits for Quality Control Strains Used to Monitor Accuracy of Disk
Diffusion Testing of Fastidious Organisms

Antimicrobial Disk C: t infl gonorrhoeae moniae
Agent ATCC® 49247° ATCC® 49766 ATCC®49226 ATCC®49619°
Amoxicillin-clavulanic acid® 20/10 pg 15-23 = - -
Ampicillin 10 pug 13-21 - 30-36
Ampicillin-sulbactam 10/10 pg 14-22 - - -
Azithromycin 15 ug 13-21 - - 19-25
Aztreonam 30 ug 30-38 - - -
Cefaclor 30 ug - 25-31 - 24-32
Cefdinir 5ng - 24-31 40-49 26-31
Cefditoren 5pug 25-34 - - 27.35
Cefepime 30 ug 25-31 - 37-46 28-35
Cefetamet 10 ug 23-28 - 35-43 -
Cefixime 5pg 25-33 - 37-45 16-23
Cefmetazole 30 ug 16-21 - 31-36 -
Cefonicid 30 g - 30-38 - -
Cefotaxime 30 ug 31-39 - 38-48 31-39
Cefotetan 30 ug - - 30-36 -
Cefoxitin 30 ug - 3341 -
Cefpodoxime 10 g 25-31 - 35-43 28-34
Cefprozil 30 ug - 20-27 - 25-32
Ceftaroline 30 ug 29-39 - - 31-41
Ceftazidime 30 ug 27-35 - 3543 -
Ceftibuten 30 ng 29-36 - - -
Ceftizoxime 30 ug 29-39 - 42-51 28-34
Ceftobiprole? 30 ug 28-36 30-38 - 33-39
Cefiriaxone 30 ug 31-39 - 39-51 30-35
Cefuroxime 30 ug - 28-36 3341 -
Cephalothin 30 ug = - - 26-32
Chloramphenicol 30 pg 3140 - - 23-27
Ciprofloxacin 5 g 3442 - 48-58 -
Clarithromycin 15 ug 1117 - - 25-31
Clinafloxacin 5ug 3443 - - 27-34
Clindamycin 2png - - - 19-25
Daptomycin® 30 ug - - - 19-26
Dirithromycin 15 ug = - - 18-25
Doripenem 10 ug 21-31 - - 30-38
Enoxacin 10 ug - - 43-51 -
Ertapenem 10 ng 20-28 27-33 - 28-35
Erythromycin 15 ug - - - 25-30
Faropenem 5pg 15-22 - - 27-35
Fleroxacin 5pug 30-38 - 43-51 -
Garenoxacin 5ug 3341 - - 26-33
Gatifloxacin 5nu9 33-41 - 45-56 24-31
Gemifloxacin 5 pg 30-37 - - 28-34
Grepafloxacin 5pug 32-39 44-52 21-28
Iclapnm 5ug 24-33 - 21-29
fmipenem 10 ng 21-29 - - -
Levofloxacin 5ng 3240 - 20-25
Linezolid 30 ug < s = 25.34
Lomefloxacin 10 g 3341 - 4554 @
Loracarbef 30 ug - 26-32 - 22-28
Meropenem 10 ug 2028 = - 7835
Moxifloxacin 5pug 31-39 - - 25-31
Nitrofurantoin 300 pg = < - 23-29
Norfloxacin 10 ug - - - 1521
Ofloxacin 5pg 3140 - 43-51 16-21
Oxacillin 1 pg = e " <12
Penicillin 10 units - 26-34 24-30
Piperacillin-tazobactam 100/10 pg 33-38 = " _
Quinupristin-dalfopristin 15 ug 15-21 - - 19-24
Rifampin 5ug 22-30 - - 25-30
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For Use With M2-A9—Disk Diffusion M100-S18
Table 3A. (Continued)
"Haemophilus Haemophilus Neisseria Streptococcus
Antimicrobial Disk Content influenzae influenzae gonorrhoeae pneumoniae
Agent ATCC® 49247° | ATCC® 49766 ATCC®49226 | ATCC® 49619°
Sparfioxacin 5pg 32-40 - 4351 2127
Spectinomycin 100 pg - 23-29 -
Telavancin 30 ug - - - 17-24
Telithromycin 15 pg 1723 - 27-33
Tetracycline 30 pg 14-22 - 30-42 27-31
Tigecycline 15 pg 23-31 - 30-40 23-29
Trimethoprim- 1.2523.75 ug 24.32 - 20-28
sulfamethoxazole
Trospectomycin 30 g 22-29 - 28-35 -
Trovafloxacin 10 pg 32-39 - 42-55 2532
Vancomycin 30 pg - - - 20-27

Disk Diffusion Testing Conditions for Clinical Isolates and Performance of Quality Control

Organism Haemophilus influenzae Neisseria gonorrhoeae Sireptococci and
Neisseria ingitidis

Medium Haemophilus Test Medium GC agar base and 1% defined | MHA supplemented with 5%

growth supplement. The use defibrinated sheep blood

of a cysteine-free growth

supplement is not required for

disk diffusion testing.
Inoculum Direct colony suspension Direct colony suspension Direct colony suspension
Incubation Characteristics 5% COz; 16 to 18 hours; 35 °C | 5% CO,; 20 to 24 hours; 35 °C | 5% CO,; 20 to 24 hours; 35 °C

NOTE: Information in boldface type is considered tentative for one year

Eootnotes
a  ATCC s a registered trademark of the American Type Culture Collection.

b. Despite the lack of reliable disk diffusion interpretive criteria for S. pneumoniae with certain -lactams, Streptococcus
pneumoniae ATCC® 49619 is the strain designated for quality control of all disk diffusion tests with all Streptococcus Spp.

¢ When testing Haemophilus on HTM, the acceptable limits for QC strain £. colil ATCC® 35218 are 17 to 22 mm for amoxiciflin-
clavulanic acid when incubated in ambient air.

d. Either H. influenzae ATCC® 49247 or 49766 may be used for routine quality control testing.

e Some lots of Mueller-Hinton agar are deficient in calcium and give small zones.

f  Deterioration in oxacillin disk content is best assessed with QC organism Staphylococcus aureus ATCC® 25923, with an
acceptable zone diameter of 18 to 24 mm.
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