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RESUMO

A doenca pneumocadcica invasiva (DPI) é uma das principais causas de
morbidade e letalidade afetando especialmente criancas e idosos,
resultando em um problema de saude publica. O Brasil introduziu a
vacina pneumocédcica conjugada 10-valente (PCV10) no programa
nacional de imunizacao infantil em 2010. Os estudos de efetividade e de
impacto da PCV10 no Brasil foram realizados 3 a 5 anos apds a
introducao da vacina e mostraram reducao nos casos de DPI causada
pelos sorotipos vacinais e aumento de sorotipos nao incluidos na
vacina. Portanto, estudos realizados em um periodo de tempo mais
longo apés vacinacao sao fundamentais para se observar a
sustentabilidade do aumento dos sorotipos nao vacinais ao longo dos
anos. O objetivo deste estudo foi investigar as caracteristicas de
S.pneumoniae (distribuicao de sorotipos, perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos e identificacao das linhagens genéticas dos sorotipos
prevalentes) nos periodos pré-PCV10 (2005-2009), pos-PCV10-imediato
(2010-2013) e poOs-PCV10-tardio (2014-2017), sendo o periodo pos-
PCV10 composto de 7 anos de avaliacado. Isolados de DPI foram
obtidos através da vigilancia laboratorial nacional para S. pneumoniae.
Os isolados foram encaminhados ao Instituto Adolfo Lutz pelos
LACENs e por outras instituicoes publicas e privadas. Os isolados
foram sorotipados por Quellung, o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana foi determinado pelos testes de disco-difusao e
concentracao inibitoria minima por microdiluicao e a caracterizacao
molecular foi realizada por MLST. A %change foi utilizada para calcular
as diferencas na prevaléncia dos sorotipos e da resisténcia
antimicrobiana por periodo de estudo. As sequéncias-tipo foram
determinadas na pagina da web MLST e os complexos clonais pelo
programa eBURST. Um total de 11.136 isolados invasivos foi estudado
fenotipicamente. Uma amostragem de 688 isolados foi selecionada para
a identificacao das linhagens genéticas. No periodo pos-PCV10-tardio
foi observada uma reducao de 69,6% de DPI pelos sorotipos vacinais e,
em paralelo, um aumento de 105,8% dos sorotipos nao incluidos na
PCV10. O aumento dos sorotipos nao-PCV10 foi relacionado
principalmente aos sorotipos 3, 6C, 8, 12F e 19A. Detectamos uma
elevacao de 304,6% na resisténcia a eritromicina no periodo pos-
PCV10-tardio. O estudo molecular identificou 33 CC e 182 STs. No
periodo pos-PCV10, clones internacionalmente disseminados foram
identificados ST180 (Clone Holanda®-31), ST53-12574 (Clone Holanda®-
33) e ST218 (Clone Dinamarca'?-34)], e duas principais STs foram
relacionadas a resisténcia aos antimicrobianos, a citar a ST320/19A,
presente desde o pré-PCV10 e a ST386/6C detectada no pés-PCV10. O
monitoramento das caracteristicas de S. pneumoniae em um periodo
de tempo longo apés a introducao da PCV10 confirmou a protecao da
vacina contra a DPI pelos sorotipos vacinais e detectou a alta
prevaléncia de sorotipos nao incluidos na PCV10. O estudo molecular
identificou uma disseminacao de clones internacionais no Brasil.



ABSTRACT

Invasive pneumococcal disease (IPD) is one of the leading causes of
morbidity and lethality affecting especially children and the elderly,
resulting in a public health problem. Brazil introduced the 10-valent
pneumococcal conjugate vaccine (PCV10) in the national program of
childhood immunization in 2010. The effectiveness and impact studies
of PCV10 in Brazil were carried out 3 to 5 years after the introduction of
the vaccine and showed a reduction in cases of IPD caused by vaccine
serotypes and increase in non-vaccine serotypes. Therefore, studies
conducted over a longer period of time after vaccination is essential to
observe the sustainability of the increase in non-vaccine serotypes
over the years. The aim of this study was to investigate the
characteristics of S. pneumoniae (distribution of serotypes,
antimicrobial susceptibility profile and genetic lineages identification of
prevalent serotypes) in the pre-PCV10 (2005-2009), immediate-post-
PCV10 (2010-2013) and late-post-PCV10 (2014-2017) periods, the post-
PCV10 period being composed of 7 years of evaluation. Isolated of DPI
were obtained through national laboratory surveillance for S.
pneumoniae. The isolates were sent to the Institute Adolfo Lutz by
LACENs and other public and private institutions. The isolates were
serotype by Quellung, the antimicrobial susceptibility profile was
determined by disc-diffusion and minimum inhibitory concentration
microdilution assays and the molecular characterization were
performed by MLST. %change was used to calculate differences in the
prevalence of serotypes and antimicrobial resistance per study period.
The sequences-type were determined at MLST website and clonal
complexes were defined by the program eBURST. A total of 11,136
invasive isolates were phenotipically studied. A sample of 688 isolates
was selected for the identification of the genetic lineages. In the late-
post-PCV10 period, a 69.6% reduction in IPD was observed by vaccine
serotypes and, in parallel, a 105.8% increase in nhon-PCV10 serotypes.
The increase in non-PCV10 serotypes was mainly related to serotypes
3, 6C, 8, 12F and 19A. We detected a 304.6% increase in resistance to
erythromycin in the late-post-PCV10 period. The molecular study
identified 33 CC and 182 STs. In the post-PCV10 period, internationally
disseminated clones were identified [ST180 (Clone Netherlands3-31),
ST53-12574 (Clone Netherlands8-33) and ST218 (Clone Denmarki12F-
34)], and two major STs were related to antimicrobial resistance, to be
cited the ST320/19A, present since the pre-PCV10 and the ST386/6C
detected post-PCV10. Monitoring the characteristics of S. pneumoniae
a long-term period after the introduction of PCV10 confirmed the
protection of the vaccine against IPD by the vaccine serotypes and
detected the high prevalence of nhon-PCV10 serotypes. The molecular
study identified the great spread of international clones in Brazil.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia das infeccoes por Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae (pheumococo, Spn) € um micro-
organismo bacteriano exclusivamente humano, presente na microbiota
da nasofaringe, colonizador do trato respiratorio superior (Althouse et
al., 2017). Spn pode ocasionar desde doencas localizadas como
conjuntivite, otite média aguda, sinusite e pneumonia nao bacteriémica
até doenca pneumocédcica invasiva (DPl) como pneumonia
bacteriémica, bacteriemia, sepse e meningite (Bogaert; De Groot;
Hermans, 2004). Globalmente, a DPI é definida como casos nos quais
houve a identificacao do S. pneumoniae em sitio normalmente estéril.
Os principais grupos de idade acometidos pelas doencas
pneumococicas sao criancas menores de 5 anos de idade, idosos e
individuos imunocomprometidos (Mook-Kanamori et al., 2011; Weiser;
Ferreira; Paton, 2018).

A transmissao do pneumococo na comunidade é realizada pelo
contato pessoa-pessoa por meio de aerossois originados do trato
respiratério, sendo favorecida em ambientes com aglomeracao de
individuos, como em creches ou instituicoes de assisténcia aos idosos
(Mook-Kanamori et al., 2011; Weiser; Ferreira; Paton, 2018).

A colonizacao do trato respiratorio superior € pré-requisito para
que o pneumococo possa se deslocar da nasofaringe e invadir sitios
corporeos normalmente estéreis, podendo causar doenca (Bogaert; De
Groot; Hernans, 2004; Devine et al., 2015). As taxas de colonizacao
variam de acordo com a populacao estudada e a idade do portador.
Estudos mostram que criangcas possuem maiores taxas de colonizacao
(30-70%) que os individuos adultos ou idosos (menores de 10%)
(Almeida ST et al., 2014; Principi et al., 2015; Brandileone et al., 2016;
Althouse et al., 2017). Os fatores de risco associados ao
desenvolvimento das doencas dependem do estado imunolégico do
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portador, presenca de co-morbidades ou doencas de base, infeccao
viral prévia entre outros fatores. Caracteristicas da cepa colonizante,
como a viruléncia e a carga bacteriana, também sao fundamentais para
estabelecimento da doenca (Simell et al., 2012; Principi et al., 2015).

As principais intervencdes utilizadas com o intuito de reduzir a
morbidade e mortalidade da DPI foram a introducao das vacinas
pneumocodcicas conjugadas (PCVs) e as medidas terapéuticas,
principalmente associadas ao uso de antimicrobianos (Bhutta et al.,
2013).

Em 2000, as estimativas mundiais de mortalidade na era pré-
introducao das PCVs eram de 826.000 mortes por doenca
pneumocodcica invasiva em criancas menores de 5 anos de idade
(O’Brien et al., 2009). A Organizacao Mundial de Saude divulgou novo
levantamento no ano de 2008, apresentando dados da era pés-
introducao das PCVs, e estimou em 541.000 mortes mundiais causadas
por doencas pneumocdcicas em criancas menores de 5 anos (WHO,
2008).

A mortalidade por infeccoes das vias respiratorias inferiores em
criancas menores de 5 anos atribuiveis ao pneumococo foi reduzida em
regioes de alta renda, como na Europa Ocidental, América do Norte e
Australia, devido a ampla introducao e utilizacao das PCVs. Porém,
essas doencas seguem como uma questao de saulde publica, devido as
altas taxas de mortalidade na Europa Oriental e em regioes de médio
ou reduzido desenvolvimento econémico (GBD 2013 Mortality and
Causes of Death, 2015). Estudos globais registram que metade das
mortes em criancas menores de 5 anos esta concentrada em cinco
paises: india, Nigéria, Republica Democratica do Congo, Paquistdo e
China (Bhutta et al., 2013).

Entre os quadros de pneumonias graves, o S. pneumoniae é
isolado em pelo menos 18% dos casos, com uma estimativa de 33% de
mortes em todo o mundo (O’Brien et al., 2009; Novaes; Sartori; Soarez,
2011; Walker et al., 2013; Sgambatti et al., 2016).
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A meningite pneumocoécica também é um agravo de alto
impacto em saude publica dado pela frequéncia de sequelas e pela alta
taxa letalidade. Aproximadamente 30-35% dos pacientes com meningite
pneumocodcica ficam com algum tipo de sequela como deficit motor,
perda auditiva ou comprometimento cognitivo (Mook-Kanamori et al.,
2011; Madhi, 2015). Dados do levantamento realizado pelo Grupo de
Estudo Global da Carga de Doencas 2013, que compilou dados de
mortalidade de 188 paises entre os anos de 1990 a 2013, estimam que,
entre 2000 e 2013, houve uma reducao em 20% nas mortes associadas
as meningites causadas por este agente (de 377.300 para 303.500
casos) (GBD 2013 Mortality and Causes of Death, 2015).

No Brasil, a vigilancia da meningite € bem estabelecida, uma
vez que a doenca é categorizada, pelo Ministério da Saude, como
notificacdo compulsoéria pela portaria n° 204 de 17 de Fevereiro de
2016. Dados do Ministério da Saude apontam para uma incidéncia de
meningite pneumocodcica de 0,5 casos/100.000 habitantes no ano 2013
(Ministério da Saude, 2018b), com a ocorréncia de cerca de 900 casos
em 2017 em todo o pais (Ministério da Saude, 2018c).

Em estudo de dados secundarios obtidos a partir do Sistema de
Informacdo Hospitalar/Sistema Unico de Saude e do Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacao Nacional (SINAN), Sartori et al.
(2013) estimaram que S. pneumoniae foi responsavel por 34,1% e 27,4%
dos casos de meningites bacterianas entre os patdogenos identificados
em criancas menores de 1 ano e entre 1-4 anos de idade,
respectivamente.

No Brasil, nao ha uma vigilancia para as pneumonias ou para a
DPI, levando a uma subnotificacao dos casos (Andrade et al., 2016;
Sgambatti et al., 2016). Contudo, Novaes et al. (2011), em levantamento
de hospitalizacoes na rede publica do Brasil, relatou que a sindrome
clinica mais comumente associada a este agente foi a pneumonia,
responsavel por 64,8% de todas as hospitalizacoes por doenca

pheumococica.
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O estudo de Scotta et al. (2014) comparou os dados de
internacoes de criancas de 0 a 4 anos no sistema publico de saude
brasileiro com diagnostico de pneumonia, independente do micro-
organismo, nos periodos pré (2002-2009) e pos-vacinal (2011 a 2012) e
concluiu que o uso da PCV10 teve importante impacto na reducao das
hospitalizac6es nesta faixa etaria uma vez que a incidéncia de
hospitalizacées por pneumonia diminuiu em 12,65% quando
comparado os periodos pré e pos-vacinacao.

Portanto, mesmo com a ampla utilizacao das PCVs, a DPI
permanece como causa importante de morbidade e mortalidade global,
com a maior carga em criancas menores de 2 anos de idade e idosos
(Andrade et al., 2016; Vila-Corcoles et al., 2016).

1.2 Aspectos gerais da microbiologia de Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae foi descoberto de forma independente por
Pasteur e Sternberg em 1881. Logo apdés a sua descoberta, o
pneumococo foi reconhecido como um dos principais patégenos
responsaveis pela pneumonia e mais tarde foi identificado como
responsavel pela alta mortalidade durante a pandemia de influenza de
1918 (Spellerberg; Brandt, 2011; Geno et al., 2015).

Este micro-organismo pertence ao ¢género Sireptococcus,
familia Streptococcaceae; tem caracteristicas morfo-tintoriais de cocos
Gram positivos; bioquimicamente é anaerdbio facultativo, catalase e
citocromo-oxidase negativa. Sua morfologia classica é de diplococos
lanceolados, vulgarmente denominados “chama de vela”’, mas podem
apresentar-se como cocos isolados ou dispostos em cadeias curtas,
medindo entre 0,5 a 1,25 um (Spellerberg; Brandt, 2011; WHO, 2011).

Trata-se de um micro-organismo com exigéncias nutricionais e,
por isso, se desenvolve em meios contendo sangue, sendo dependente
de CO, para seu isolamento inicial a partir de espécime clinico. Suas

colénias em meios de cultura sélidos sao puntiformes, com coloracao
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acinzentada, lisas, brilhantes, com um halo esverdeado de alfa-
hemdlise quando em agar sangue e, por vezes, possuem uma
depressao central causada pela presenca de enzimas autoliticas
(Spellerberg; Brandt, 2011; WHO, 2011).

Outra caracteristica do pneumococo é a capacidade de ser
lisado frente a detergentes, a qual é utilizada para diferencia-lo de
outros estreptococos alfa—hemoliticos (Spellerberg; Brandt, 2011;
WHO, 2011).

A identificacao precisa deste micro-organismo se faz
necessaria para a correta definicao da carga da doenca pneumococica
e o impacto na determinacao e definicao da prevaléncia dos sorotipos.
Atualmente, diversas metodologias fenotipicas e moleculares, como
espectrometria de massa ou as reacoes em cadeia da polimerase (PCR)
em diferentes formatos (convencional ou tempo real), tém sido
utilizadas em espécimes clinicos ou isolados bacterianos para auxiliar
na correta identificacao do S. pneumoniae, principalmente quando o
isolamento bacteriano a partir de espécimes clinicos nao foi possivel
(Slotved; Facklam; Fuursted, 2017; Varghese; Jayaraman;
Veeraraghavan, 2017).

O pneumococo possui varios fatores de viruléncia, incluindo as
capsulas polissacaridicas, proteinas da superficie, proteinas
excretadas e proteinas citoplasmaticas (Skovsted, 2017). Esses fatores
definem o potencial de invasibilidade da bactéria. Estudos mostram
que, alguns desses antigenos tém a capacidade de induzir resposta
imunoldgica e protecao contra a infeccao pneumococica, tornando-os
potenciais alvos para o desenvolvimento de vacinas pneumocodcicas
(Feldman; Anderson, 2014).

O pneumococo é classificado em mais de 94 sorotipos tendo
como base as diferencas antigénicas de suas capsulas
polissacaridicas. A capsula é o principal fator de viruléncia desta
bactéria e é responsavel por induzir no hospedeiro a imunidade
sorotipo especifica. Consequentemente, esses antigenos capsulares
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sao a base das formulacées vacinais atualmente utilizadas no mundo
para prevenir a doenca pneumocaocica (Wyres et al., 2013).

Os sorotipos de pneumococo variam quanto a sua capacidade
invasiva, ou seja, de causar doenca no homem. Alguns sorotipos estao
mais relacionados com a colonizacao da nasofaringe, enquanto outros
tendem a ser mais invasivos (Simell et al., 2012; Weiser, Ferreira, Paton,
2018). Os sorotipos incluidos nas PCVs foram os mais prevalentes
como causa de DPI em criancas, sendo associados a resisténcia
antimicrobiana no periodo anterior ao desenvolvimento das PCVs
(Cornick; Bentley, 2012).

A identificacao dos sorotipos circulantes nao tem impacto
direto no tratamento, porém é essencial para a Vvigilancia
epidemiolégica das doencas pneumocadcicas. Sem a determinacao dos
sorotipos, nao seria possivel formular as vacinas pneumocodcicas nem
avaliar o impacto do uso das mesmas. A identificacao dos sorotipos
pode ser realizada tanto por métodos imunolégicos, quanto pelos
métodos moleculares (Geno et al., 2015; Varghese; Jayaraman;
Veeraraghavan, 2017).

A metodologia padrao-ouro para a definicao do tipo capsular do
pneumococo baseia-se na reacao de Quellung, descrita por Neufeld e
Etinger-Tulczynska em 1933, a qual continua a ser realizada
essencialmente como determinada por Austrian, em 1976. O método é
baseado nas reacoes entre antigenos dos polissacarideos capsulares
do pneumococo e anticorpos produzidos pela imunizacao de coelhos
com os diferentes sorotipos de pneumococo. Alguns tipos capsulares
sao agrupados em sorogrupos por apresentarem antigenos em comum.
E uma metodologia que se caracteriza por ser de alto custo, uma vez
que os antissoros sao produzidos e comercializados pelo Staten Serum
Institute na Dinamarca e, devido a necessidade de expertise de leitura,
restrita a execucao nos laboratérios de referéncia (Geno et al., 2015;
Skovsted, 2017).
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A biologia molecular possui diferentes metodologias para
analise dos tipos capsulares do pneumococo, a maioria tendo por base
variacoes da PCR, podendo ser utilizada para a identificacao de
sorogrupos ou sorotipos diretamente no espécime clinico ou nos
isolados bacterianos (WHO, 2011). A PCR para sorotipagem pode nao
resultar na definicao final do tipo capsular, levando a necessidade de
complementacao pela metodologia de Quellung.

1.3 Vacinas pneumococicas

O desenvolvimento das vacinas representou um grande passo
para o controle de diversas doencas infecciosas. No caso do
pneumococo, o foco das diferentes composicoes vacinais foi a inducao
de anticorpos protetores contra polissacarideos capsulares dos
sorotipos mais prevalentes. Atualmente, as vacinas disponiveis no
mercado mundial sdao: a vacina polissacaridica 23-valente (PPV23) e
duas vacinas conjugadas, 10-valente (PCV10) e a 13-valente (PCV13).

1.3.1 Vacinas polissacaridicas

Estudos realizados nas décadas de 1930 e 1940 levaram ao
desenvolvimento e uso clinico das primeiras formulacées de vacinas
pneumococicas polissacaridicas (Wang et al., 2018). Porém, os
sucessos terapéuticos obtidos com o uso dos antimicrobianos no
tratamento da pneumonia lombar resultaram na interrupcao do uso e
desenvolvimento destas vacinas (Pittet; Posfay-Barbe, 2012).

A retomada do interesse no desenvolvimento das vacinas
ocorreu ha década de 1970 com a emergéncia de isolados de
pneumococo com reduzida suscetibilidade aos antimicrobianos (Pittet;
Posfay-Barbe, 2012).
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A PPV foi introduzida novamente em 1977 com uma formulacao
14-valente e, em 1983, a sua cobertura foi expandida para a formulacao
final utilizada na atualidade de vacina polissacaridea 23-valente
(PPV23). Em sua composicao estao os 23 polissacarideos dos
sorotipos: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F (Geno et al., 2015; Falkenhorst et al.,
2017). Atualmente, a PPV23 é a unica vacina polissacaridica nao
conjugada disponivel no mercado mundial.

No entanto, essa vacina PPV23 possui limitacoes que
restringem sua utilizacao. Primeiro, & pouco imunogénica em lactentes
menores de 2 anos de idade, uma vez que nesta idade o sistema imune
ainda nao esta apto a produzir a resposta induzida diretamente por
polissacarideos livres. Segundo, os polissacarideos nao sao capazes
de induzir resposta imunoldgica T-dependente de longa duracao e nao
geram memdria imunolégica (Falkenhorst et al., 2017). Terceiro,
mostrou pouca eficacia contra pneumonia nao bacteriémica ou
adquirida na comunidade (Tin Tin Htar et al., 2017) e contra DPl em
pacientes com doencas cronicas (Wang et al., 2018). Quarto, nao
previne a colonizacao nasofaringea (Devine et al., 2015) ou infecGes da
mucosa (pneumonia nao bacteriémica e otite média) (Geno et al., 2015).
Finalmente, as concentracoes de anticorpos apds doses subsequentes
de PPV23 parecem ser menores do que aquelas obtidas apdés a
vacinacao primaria (Feldman; Anderson, 2014).

A PPV23 esta disponivel no Brasil, nos Centros de Referéncia
para Imunobioldgicos Especiais (CRIEs), para individuos acima de 2
anos de idade com doencas cronicas (cardiovasculares, pulmonares,
renais, metabdlicas, hepaticas e hemoglobinopatias) e
imunodeprimidos (transplantados, com neoplasias ou infectados com
HIV), e para os idosos com mais de 60 anos de idade
institucionalizados ou hospitalizados, nestes sendo administrada em 1
dose e um reforco apds 5 anos (Ministério da Saude, 2014; SBIM, 2018).
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1.3.2 Vacinas conjugadas

A primeira PCV desenvolvida para utilizacao em larga escala foi
a 7-valente (PCV7), licenciada para a populacao infantil em 2000 nos
Estados Unidos da América (EUA) (CDC/NCIRD, 2017). A base de sua
composicao era o polissacarideo capsular de sete diferentes sorotipos
de pneumococo prevalentes nas doencas pediatricas (4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F e 23F), quimicamente ligados ou conjugados a toxina diftérica
mutante nao toxica e altamente imunogénica, o CRM197 (Pittet; Posfay-
Barbe, 2012). A PCV7 foi administrada nos EUA e em diferentes paises
da Europa, demonstrando ser altamente eficaz na prevencao de DPl em
criancas, fornecendo protecao moderada contra otite média aguda
pheumocodcica e pneumonia nao bacteriemica (Hausdorff; Hoet;
Adegbola, 2015).

A PCV7 for retirada do mercado com o desenvolvimento, entre
2009 e 2010, de duas novas formulac6es de PCVs as quais se incluiram
sorotipos globalmente importantes, principalmente na Africa, Asia e
América Latina (CDC/NCIRD, 2017; Whitney; Goldblatt; O Brien, 2014).

A PCV10 possui os polissacarideos presentes na PCV7 mais os
sorotipos 1, 5 e 7F. Na PCV10, oito dos polissacarideos (1, 5, 4, 6B, 7F,
9V, 14 e 23F) sao conjugados com a proteina-D presente no
Haemophilus influenzae nao-tipavel e dois sao conjugados com o
toxoide tetanico (18C) ou toxoide diftérico (19F). A PCV13 tem em sua
composicao os sorotipos presentes na PCV10 acrescidos dos
polissacarideos dos sorotipos 3, 6A e 19A, sendo todos conjugados ao
CRM197 (Pittet; Posfay-Barbe, 2012).

Essas novas vacinas foram licenciadas com base em seus
perfis de imunogenicidade e reatogenicidade comparaveis aos
observados aos da PCV7, e prontamente passaram a ser
recomendadas pela Organizacao Mundial da Saude para ampla
introducao na rotina de imunizacao de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Hausdorff; Hoet; Adegbola, 2015; WHO Advisory
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Group, 2012). Atualmente, ambas estao licenciadas para uso em
criancas com até 5 anos de idade. Em 2011, a PCV13 foi licenciada para
uso em individuos com idade igual ou superior a 50 anos nos EUA
(CDC/NCIRD, 2017), atualmente é licenciada para uso em todas as
idades. Esquemas que combinam a vacinacao com a PCV13 seguida da
PPV23 tém sido recomendados para utilizacao na populacao de idosos,
estabelecendo uma estratégia de promocao de uma resposta
imunoldgica inicial mais robusta e duradora, com a ampliacao do
espectro de protecao atribuido a administracao da PPV23 (Kobayashi et
al., 2015).

Por terem em sua composicao proteinas conjugadas aos
polissacarideos, as vacinas conjugadas, ao contrario da PPV23,
induzem resposta imunoldgica T-dependente que é de longa duracao e
geram memdria imunoldgica, podendo ser utilizadas em criancas a
partir de 2 meses de idade. Também atuam na colonizacao da
nasofaringe, eliminando os sorotipos vacinais de individuos
portadores, interrompendo a cadeia de transmissao do S. pneumoniae
e assim levando ao efeito indireto de rebanho, ou seja, a eliminacao
dos sorotipos vacinais na populacao nao vacinada (Bogaert; De Groot;
Hermans, 2004).

No Brasil, a vacina pneumocoécica PCV7 foi licenciada em 2001
e esteve disponivel nos CRIEs para os grupos de risco para DPI, como
os imunodeficientes, pessoas com doenca cardio-pulmonar grave ou
asplenia e em clinicas privadas para criancas a partir dos 2 meses de
idade. Em 2010, o Brasil, via Ministério da Saude, tornou-se o primeiro
pais a introduzir a PCV10 no Programa Nacional de Imunizacao (PNI)
(Ministério da Saude, 2015) com a administracao da vacina em criancas
a partir dos 2 meses de idade, com o0 esquema vacinal de 3 doses (2, 4
e 6 meses de idade) mais 1 dose reforco até os 12 meses de idade
(Andrade et al., 2014). As recomendacGes para campanha de
recuperacao (catch-up) no momento de introducao da PCV10 foram:
para criancas entre 3 e 7 meses 3 doses mais 1 dose reforgco; para
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criancas com 8 a 9 meses 2 doses mais 1 dose reforco; para aqueles
com idade entre 10 e 11 meses 1 dose mais 1 dose reforco e dose unica
para criancas de 12 a 23 meses de idade (Domingues et al., 2014). Em
2016, o Ministério da Saude alterou o esquema vacinal da PCV10 para 2
doses (2 e 4 meses) mais 1 dose reforco até os 12 meses de idade
(Ministério da Saude, 2018a). Entre os anos pds-PCV10 (2011-2017) as
coberturas vacinais para a PCV10 no Brasil estiveram entre 81,65 e
88,22% (Ministério da Saude, 2018d).

1.3.2.1 Importancia e efeitos do uso das PCVs no controle das

infeccoes pneumocécicas

As PCVs demonstraram ser altamente efetivas contra a DPI e
contra a pneumonia adquirida na comunidade (Tregnaghi et al., 2014;
Azevedo et al., 2016; Cohen et al., 2017; Savulescu et al., 2017; Wahl et
al., 2018). Além disso, o uso rotineiro das PCVs resultou em efeito
direto na reducao da colonizacao na nasofaringe pelos sorotipos
vacinais na populacao vacinada (Devine et al., 2015; Cohen et al., 2017).

Alguns anos apos a introducao das PCVs na vacinacao infantil
observou-se uma diminuicao de DPI pelos sorotipos vacinais na
populacao nao vacinada, fenébmeno conhecido como efeito indireto ou
efeito rebanho (herd effect), decorrente da diminuicao da transmissao
dos sorotipos vacinais na populacado em geral (Whitney; Goldblatt;
O’Brien, 2014).

Outro efeito importante observado com a utilizacao das PCVs foi
a reducao da resisténcia antimicrobiana em isolados de pneumococo
de DPI e de portadores na nasofaringe (Kim et al., 2016; Dominguez-
Alegria; Pintado; Barbolla, 2018).

Os estudos de efetividade com a PCV7 e, mais recentemente com
a PCV10 e PCV13, contribuiram de forma significativa para o
conhecimento do impacto das PCVs na populacao vacinada, como
também em uma populacao nao vacinada (Domingues et al., 2014;
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Tregnaghi et al., 2014; Oliveira et al., 2016). O estudo COMPAS (Clinical
Otitis Media and Pneumonia Study), realizado na Argentina, Colombia e
Panama, mostrou que a efetividade da vacina PCV10 contra pneumonia
comunitaria, DPI causada por sorotipos vacinais e DPI de qualquer
sorotipo foi de 25,7%, 100% e 65%, respectivamente (Tregnaghi et al.,
2014).

Paralelamente, os estudos de efetividade das PCVs mostraram
um aumento da colonizacao e de DPI por sorotipos nao incluidos nas
vacinas, efeito denominado de substituicao de sorotipos (serotype
replacement) (Hausdorff; Hanage, 2016). Este aumento na diversidade
de sorotipos nao vacinais como causa de DPI em criancas e adultos
apds a vacinacao tem elevado a preocupacao mundial com relacao a
prevencao da DPI (Balsells et al., 2018; Wang et al., 2018).

Estudos realizados apos a introducao da PCVs na rotina de
imunizacao pediatrica mostraram o impacto dessa vacina na reducao
da morbidade pela DPI, pneumonias e meningites (Madhi, 2015; Alicino
et al., 2017). No estudo de impacto da PCV10 no Brasil, Grando et al.
(2015) encontraram uma reducao de 50% na taxa de incidéncia e de
69% na mortalidade por meningite pneumocécica em criancas menores
de 2 anos.

Corroborando os estudos de efetividade e impacto da PCV10 no
Brasil, que mostraram diminuicao significativa da DPI associada aos
sorotipos vacinais (Domingues et al., 2014; Verani et al., 2015), estudos
sobre a distribuicao de sorotipos isolados da DPI e de portadores na
nasofaringe, realizados no Brasil, também mostraram a diminuicao dos
sorotipos vacinais no periodo pés-vacinacao (Andrade et al., 2014;
Brandileone et al., 2016, 2018).

Paralelamente, apds cinco anos da introducao da PCV10, os
sorotipos 3, 6C, 8, 12F e 19A tém sido os prevalentes no Brasil como
causa de DPI (Brandileone et al., 2018).

Apos a introducao da PCV7 em diferentes paises, o sorotipo 19A

com multirresisténcia a antimicrobianos foi consistentemente
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identificado como o mais frequentemente associado a casos de DPI na
infancia, levando muitos paises a mudarem a vacinacao para a
formulacao PCV13, a qual inclui este sorotipo (Balsells et al., 2017).

O aumento da frequéncia de isolamento de pneumococos dos
sorotipos 6C e 19A é preocupante, uma vez que estes sorotipos podem
ser associados a multirresisténcia antimicrobiana (Gertz et al., 2010;
Balsells et al., 2018).

Ja o aumento do numero de casos no Brasil pelo sorotipo 3 se
ressalta, pois, globalmente, este sorotipo tem sido associado a altas
taxas de mortalidade em adultos com DPI (Horacio et al., 2016). A
PCV13 inclui em sua formulacao o sorotipo 3, porém os estudos
realizados em paises que utilizam essa vacina nao tém mostrado um
efeito satisfatério na reducao da DPI por esse sorotipo (Hausdorff;
Hanage, 2016).

1.4 Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

Desde a introducao da penicilina em meados da década de 1940,
o tratamento das doencas pneumocdcicas tem se apoiado em sua
administracao e na utilizacado de outros antimicrobianos beta-
lactamicos eficazes contra o S. pneumoniae (Cornick; Bentley, 2012;
Dominguez-Alegria; Pintado; Barbolla, 2018).

Isolados de S. pneumoniae com suscetibilidade reduzida aos
beta-lactamicos foram detectados pela primeira vez no final da década
de 1960, apenas 20 anos apos a introducao do seu uso na clinica
terapéutica (Jansen; Anderson, 2018). Em 1939, a resisténcia a
sulfonamida foi relatada em um caso de meningite pneumocécica (Kim
et al.,, 2016). Durante as décadas de 1970 e 1980, os pneumococos
multirresistentes, com resisténcia a penicilina, eritromicina e
trimetoprim-sulfametoxazol disseminaram-se em todo o mundo
(Dominguez-Alegria; Pintado; Barbolla, 2018). Resisténcias a

tetraciclina e cloranfenicol também passaram a ser identificadas, com
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diferentes taxas dependendo da regiao geografica e populacao (Kim et
al., 2016). Pneumococo com resisténcia as cefalosporinas de 3*
geracao, antimicrobianos rotineiramente utilizados no tratamento das
meningites bacterianas, foram identificadas pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) em meados dos anos 90 (Jansen;
Anderson, 2018). Mais recentemente, a resisténcia a fluoroquinolonas
também tem sido documentada, porém em niveis relativamente baixos
quando comparados aos dos antimicrobianos acima mencionados
(Cornick; Bentley, 2012).

Os métodos e interpretacées usados para avaliar a resisténcia
aos antimicrobianos em S. pneumoniae foram estabelecidos por
normas e diretrizes definidas por comités, como o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2015a, 2015b) e o
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
(EUCAST, 2018). Para alguns antimicrobianos, como a penicilina, a
definicao da resisténcia € mais complexa e os pontos de corte sao
determinados pela combinacao das propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas associadas ao desfecho do uso do antimicrobiano
no paciente, levando, muitas vezes, a diferentes pontos de corte
relacionados principalmente ao sitio da infeccao. Estes diferentes
pontos de corte para penicilina em S. pneumoniae permitem aos
clinicos definirem o uso de penicilina no lugar dos antimicrobianos de
amplo espectro para tratar as infeccoes pneumocoécicas nao-
meningeas (Cornick; Bentley, 2012; Kim et al., 2016).

O mecanismo classico de resisténcia a penicilina e aos outros
beta-lactamicos esta relacionado a modificacao das proteinas ligantes
de penicilina (penicilin binding proteins, PBPs), enzimas envolvidas no
passo final da sintese da parede bacteriana. O modo de acao dos beta-
lactamicos se da pela sua ligacao as PBPs prejudicando a sintese do
peptidioglicano e a integridade da parede bacteriana, levando a inibicao
do crescimento ou lise da bactéria. S. pneumoniae possui seis PBPs:
1a, 1b, 2x, 2a, 2b e 3. A resisténcia aos beta-lactamicos esta associada
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ao desenvolvimento de mosaico nos genes pbp que passam a codificar
PBPs com afinidade reduzida por esses antimicrobianos (Cornick;
Bentley, 2012). Um baixo nivel de resisténcia aos beta-lactamicos é
observado quando existem alteracoes nas PBP2x e PBP2b conferindo
resisténcia primaria. Alteracoes na PBP1a em combinacdao com uma
ou ambas das alteracées nas PBPs primarias, acarretam niveis mais
elevados de resisténcia (Kim et al., 2016).

Os macrolideos atuam bloqueando a sintese proteica por meio
de sua ligacao na unidade 23S do ribossomo, interrompendo o
alongamento da cadeia peptidica. A resisténcia aos macrolideos se
caracteriza por ser de baixo grau, quando associada a bomba de
efluxo, codificada pelo gene mef, que elimina o antimicrobiano da
célula bacteriana, ou de alto grau, codificada pelo gene erm, quando ha
uma alteracao relacionada a RNA metilase que altera o alvo do
antimicrobiano no ribossomo (Schroeder; Stephens, 2016).

Em S. pneumoniae, a resisténcia ao cloranfenicol é devida a
inativacao enzimatica do antimicrobiano pela producao da enzima
cloranfenicol acetiltransferase, codificada pelo gene cat. A resisténcia
ao trimetoprim é resultado de uma unica substituicao de aminoacidos
na proteina di-hidrofolato redutase, codificada pelo gene folA;
mutacoes adicionais foram relatadas e podem afetar a afinidade da
proteina di-hidrofolato redutase por seus substratos naturais e, assim,
elevar os niveis de resisténcia. A resisténcia as sulfonamidas é mais
frequentemente associada a mutacoes ligadas ao gene folP que
codifica a di-hidropteroato sintase (Kim et al., 2016).

S. pneumoniae é conhecido por ser um micro-organismo
naturalmente transformavel, ou seja, possui uma competéncia natural
para transferir horizontalmente genes para o seu cromossomo. Esta
habilidade pode ser observada, por exemplo, na transferéncia dos
genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos e também na sua
capacidade de trocar os genes capsulares com outros pneumococos
(Cornick; Bentley, 2012; Kim et al., 2016; Schroeder; Stephens, 2016).
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O desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana, além de
dificultar o tratamento da DPI, podendo elevar a taxa de mortalidade,
resulta em custos adicionais relacionados a administracao de
diferentes antimicrobianos, ao aumento nas hospitalizacoes e a
escolha inadequada do antimicrobiano, elevando o risco de falha
terapéutica e selecao de micro-organismos resistentes devido a nao
eliminacao das bactérias. Portanto, a determinacao da suscetibilidade
antimicrobiana é essencial para monitorar os perfis de resisténcia aos
diferentes antimicrobianos visando a melhor terapia antimicrobiana
(Johnson, 2015).

A introducao e utilizacao das PCVs resultaram em um efeito
significativo no controle da resisténcia aos antimicrobianos
(Dominguez-Alegria; Pintado; Barbolla, 2018), pois em suas
formulacées estao incluidos cinco dos sorotipos associados a
multirresisténcia (6B, 9V, 14, 19F e 23F) (Cornick; Bentley, 2012).

1.5 Caracterizacao molecular de Streptococcus pneumoniae

A caracterizacao molecular dos micro-organismos permite
estabelecer investigacao sistematica de como sua variacao genémica
pode afetar uma doenca, possibilitando compreender a rede de
transmissao desta doenca e a estrutura populacional do patégeno.
Estas informacdoes podem auxiliar no desenvolvimento e
implementacao de vacinas (Rodrigues; Maiden, 2018).

Para o pneumococo, juntamente com a substituicao de
sorotipos ou replacement, a simples expansao de clones preexistentes
a vacinacao ou ainda, o switch capsular, podem ser consideradas
como possiveis explicacoes para o aumento da frequéncia dos
sorotipos nao-vacinais.

O switch capsular ou troca capsular ocorre quando genes que
codificam um tipo capsular sao trocados, via processo genético de
transformacao ou recombinacao, por genes que codificam outro tipo de
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capsula. Este mecanismo de troca permite que linhagens genéticas ou
clones geralmente associados com sorotipos vacinais persistam
mesmo apoés a introducao das PCVs, mantendo sua bagagem genética,
porém expressando outro sorotipo capsular (Wyres et al., 2013; Rayner
et al., 2015), levando ao escape vacinal.

Estudos realizados no Brasil sobre a caracterizacao genética
das cepas de pneumococo do sorotipo 19A indicaram uma rapida
expansao da sequéncia-tipo pandémica multirresistente 320 (ST320)
nos anos seguintes a vacinacao (Caierao et al., 2014; Almeida et al.,
2016; Azevedo et al., 2016; Almeida et al., 2018). Esse achado é
preocupante, pois a ST320 foi responsavel pelo aumento do sorotipo
19A como causa de DPI apds cinco anos de introducao da PCV7 nos
EUA (Moore et al., 2008), assim como em outros paises (Van der Linden
et al., 2015; Potin et al., 2016; Balsells et al., 2017; Savulescu et al.,
2017).

Semelhantemente ao observado para o sorotipo 19A, a
emergéncia gradual do 6C ao longo de trés a quatro anos poOs-
vacinacao, seja em DPI ou em portadores de nasofaringe, tem sido
detectada no Brasil e em outros paises (Millar et al., 2010; Grando et al.,
2015; Porat et al., 2016; Brandileone et al., 2016, 2018). Isolados do
sorotipo 6C também sao associados a multirresisténcia, porém
possuem alto grau de diversidade genética (Almeida et al., 2016;
Diamantino-Miranda et al., 2017; Almeida et al., 2018; Neves et al.,
2018).

O sorotipo 3 apresenta uma tendéncia clonal associada ao
complexo clonal CC180 e, embora raras, cepas do sorotipo 3
resistentes a varios antimicrobianos (tetraciclina, cloranfenicol e a
macrolideos) tém sido identificadas em outros paises (Azarian et al.,
2018).

O Multilocus Sequence Typing (MLST) é uma das metodologias
de caracterizacao molecular que permitiram a deteccao e
reconhecimento de clones epidémicos bem sucedidos de bactérias

35



resistentes (Johnson, 2015), tais como os descritos pelo Pneumococcal
Molecular Epidemiolgy Network (PMEN), criado em 1997, com o
objetivo de unificar a nomenclatura e a classificacao de clones de S.
pneumoniae resistentes os antimicrobianos em todo o mundo.
Entretanto, clones suscetiveis aos antimicrobianos internacionalmente
distribuidos também foram incluidos no PMEN. Atualmente sao
descritos 43 clones com a seguinte nhomenclatura: pais que primeiro
identificou a linhagem seguido do sorotipo da linhagem em sobrescrito
e da numeracao sequencial atribuida pela rede, por exemplo,

Espanha®F-1.

Varias publicacbes mostraram que membros de um
unico clone podem expressar diferentes polissacarideos capsulares em
decorréncia do switch capsular, passando a incorporar esta variacao
de sorotipo em sua nomenclatura, como por exemplo, Espanha®*"-1-
19F (PMEN, 2014).

O MLST, método de genotipagem desenvolvido por Enright e
Spratt (1998), é o mais amplamente utilizado para caracterizar S.
pneumoniae. Consiste das etapas da PCR, purificacido do DNA
amplificado, sequenciamento e analise das sequéncias de sete genes
constitutivos necessarios para a manutencao das funcoes celulares
basicas (aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt e ddl) do S. pneumoniae (Enright;
Spratt, 1998; Rayner et al., 2015).

Estes sete genes sao considerados estaveis e menos
propensos a recombinacao do que os de outras regidoes do genoma do
S. pneumoniae (Rodrigues; Maiden, 2018). Estes genes, também
chamados de alelos, recebem um numero quando sua sequéncia é
comparada com um banco de dados internacional. A combinacao dos
numeros atribuidos as sequéncias de cada um dos sete alelos gera
uma nova humeracao intitulada sequéncia-tipo (ST) (MLST, 2018). As
STs podem ser agrupadas por semelhanca de cinco ou seis alelos,
formando o complexo clonal (CC). O fundador primario (predicted
founder) do CC é a ST que possui 0 maior niumero de variante de locus

unico quando comparada as outras STs do grupo (eBurst, 2018).
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O MLST tem a capacidade de produzir resultados nao
ambiguos, passiveis de analise entre diferentes laboratérios, fornece
boa resolucao e poder discriminatério que pode ser usado em estudos
de epidemiologia local e global (Rodrigues; Maiden, 2018).

Com o avanco da tecnologia de sequenciamento de nova
geracao (New Generation Sequence, NGS), varios protocolos que
combinam o MLST com NGS foram publicados (Boers; Van der Reijden;
Jansen, 2012; Rayner et al., 2015).

Avancos no sequenciamento e na bioinformatica estao
permitindo que colecées cada vez maiores de pneumococos sejam
sequenciadas, possibilitando uma analise global de alta resolucao da
epidemiologia pneumocdécica nos periodos pré e pés-vacinacao. Estes
avancos permitem uma melhor descricado nao sé do sorotipo e
genétipo, mas também uma descricao detalhada das proteinas de
superficie e suas variantes alélicas, que fornecem informacao para o
desenvolvimento de novas vacinas pneumocodcicas (Jauneikaite et al.,
2015).

Neste contexto foi criado o projeto Global Pneumococcal
Sequencing (GPS), que engloba varios paises, a citar, Africa do Sul,
paises da Africa Ocidental, Gambia e Malawi. Este estudo colaborativo
tem como objetivo examinar o efeito da implantacao das PCVs nas
cepas de pneumococos que evadem da acao da vacina, por meio da
comparacao de sequéncias genomicas completas da espécie antes e
apods a introducao da vacinacao. O GPS é considerado um dos maiores
projetos de sequenciamento de um patégeno humano ja desenvolvido
e provera dados valiosos do repertéorio de genes responsaveis pelo
escape a vacinacao ou pela resisténcia aos antimicrobianos (GPS,
2016).

Em reconhecimento ao seu papel de laboratério de saude
publica do Estado de Sao Paulo e como laboratério de referéncia
nacional para as meningites bacterianas e infeccoes pneumocodcicas

pelo Ministério da Saude, que dentre suas atribuicoes oferece o
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suporte técnico-cientifico e efetiva cooperacdao a vigilancia
epidemiolégica no planejamento de acoes para prevencao, controle e
eliminacao de doencas e agravos, o IAL, Centro de Bacteriologia,
Nucleo de Meningites, Pneumonias e Infeccoes Pneumocoécicas (NMPI)
participa deste importante projeto GPS desde 2016.

1.6 Justificativa do estudo

O desenvolvimento das PCVs resultou em um enorme ganho
para a saude publica na prevencao da DPI. Entretanto, o uso dessas
vacinas na imunizacao de rotina das criancas, resultou em uma
mudanca na epidemiologia dos sorotipos que causam DPI, isto é,
reducdao dos sorotipos vacinais e um aumento da frequéncia dos
sorotipos nao vacinais, sendo alguns destes associados a
multirresisténcia. Esse novo cenario necessita ser continuamente
investigado para se avaliar o uso rotineiro da PCV10, seja em criancas
alvo da vacina ou para avaliar o efeito rebanho na populacao nao alvo
da vacina. Visto que alguns sorotipos de pneumococo estao
associados as flutuacoes ao longo do tempo, ha a necessidade de um
monitoramento em um periodo longo apds a introducao das PCVs para
se observar a sustentabilidade da prevaléncia desses sorotipos apos
vacinacao.

Questoes que englobam a protecao cruzada de sorotipos
vacinais contra sorotipos nao incluidos nas PCVs permanecem em
aberto. Adicionalmente, em consequéncia da grande diversidade de
sorotipos e a emergéncia de novos sorotipos, novas vacinas
conjugadas de pneumococo com maior valéncia de sorotipos estao em
desenvolvimento. Portanto, ha a necessidade de se avaliar um grande
numero de isolados provenientes de diferentes regides do Brasil,
visando o delineamento de um cenario nacional. O IAL como
laboratorio de referéncia para as meningites e infeccoes

pnheumocodcicas é ponto focal técnico da rede nacional de vigilancia do
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pneumococo pelo Ministério da Saude, recebendo isolados dos
Laboratérios Centrais Estaduais (LACENSs), localizados nos diferentes
estados brasileiros e Distrito Federal.

Estudo focando a distribuicao de sorotipos no Brasil, utilizando
os dados parciais obtidos da vigilancia laboratorial passiva do IAL,
mostra a (¢grande diversidade de sorotipos de pneumococo
identificados no periodo pés-vacinal (Brandileone et al., 2018). Estudos
sobre perfil de resisténcia aos antimicrobianos e sobre a
caracterizacao molecular dos isolados no Brasil sao fundamentais para
o entendimento do efeito da PCV10 nos processos de disseminacao de
linhagens genéticas, da pressao vacinal e do uso de antimicrobianos.

Portanto, nos propusemos a investigar o efeito da PCV10 nas
caracteristicas fenotipicas e moleculares de isolados invasivos de
pneumococo em um periodo de tempo mais longo (2010-2017) apés a
introducao da PCV10 no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas fenotipicas e moleculares de cepas de
S. pneumoniae isoladas de doenca pneumocécica invasiva nos
periodos pré-PCV10 (2005-2009) e p6s-PCV10 (2010-2017).

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a distribuicao dos sorotipos vacinais que
constituem a PCV10 e a PCV13, e dos sorotipos nao-vacinais, por
diagnostico clinico e faixa etaria;

- Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados frente aos
antimicrobianos;

- Determinar linhagens genéticas de uma amostragem dos
isolados associada aos sorotipos prevalentes nos periodos estudados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem

O IAL em Sao Paulo é o laboratério de referéncia nacional para
meningites e infeccoes pneumocodcicas, e como tal, recebe isolados de
S. pneumoniae provenientes de quadros de DPI isolados nas diferentes
regioes do pais e encaminhados por 25 LACENs (com excecao dos
LACENS de Ronddonia e Roraima), pelos Centros de Laboratérios
Regionais do IAL no Estado de Sao Paulo, e laboratérios publicos e
privados da regiao metropolitana de Sao Paulo. Os isolados sao
enviados ao NMPI do Centro de Bacteriologia do IAL pelo sistema de
vigilancia laboratorial passiva vinculado a Coordenacao Geral de
Laboratérios (CGLab), Ministério da Saude, para a confirmacao da
identificacao fenotipica, realizacao da sorotipagem, testes de
suscetibilidade antimicrobiana e estudos moleculares.

Neste estudo, DPI foi definida como os casos nos quais houve o
isolamento do S. pneumoniae por cultura a partir de um sitio
normalmente estéril.

O levantamento dos dados para determinacao da distribuicao
dos sorotipos e perfil de suscetibilidade foi realizado em fevereiro 2018,
a partir de banco de dados de Streptococcus pneumoniae recebidos no
NMPI do IAL, onde sao registrados os resultados laboratoriais de
identificacao e perfil de suscetibilidade realizados pelo IAL e os dados
demograficos, epidemiolégicos e clinicos dos pacientes encaminhados
pelas instituicoes de origem dos isolados.

Somente um isolado de S. pneumoniae de cada paciente com
diagnéstico de DPI foi incluido na analise. Diferentes sorotipos
isolados de mesmo paciente com intervalo superior a 30 dias foram
considerados como episddios distintos de DPI e, portanto, foram
incluidos no estudo.
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Os isolados em que a fonte de isolamento foi sangue, porem
nao dispunhamos de informacao do diagnéstico clinico foram
considerados como origem invasiva e contabilizados dentro do
diagndstico clinico bacteriemia/sepse.

De janeiro de 2005 a dezembro de 2017, o IAL recebeu 11.492
isolados de S. pneumoniae de pacientes com quadros clinicos de DPI.
Deste total foram excluidos do estudo 201 (1,7%) isolados devido a
auséncia de identificacao de sorotipo e 155 (1,3%) isolados com perfil
de resisténcia incompleto. Desta forma, permaneceram no estudo
11.136 isolados de S. pneumoniae. Os isolados foram agrupados em
trés diferentes periodos de analise: 4.077 (36,6%) isolados no periodo
pré-PCV10 (2005 a 2009), 3.789 (34,0%) isolados no periodo pés-PCV10-
imediato (2010 a 2013) e 3.270 (29,4%) isolados no periodo pos-PCV10-
tardio (2014 a 2017), em relacao a introducao da PCV10 no PNI.

A tabela 1 apresenta a distribuicao dos isolados incluidos no
estudo de acordo com o ano de isolamento e o periodo vacinal. Em
11.032 (99,1%) isolados foi possivel se obter o sexo do paciente, sendo
6.718 (60,3%) pertencentes ao sexo masculino.

Para o estudo de caracterizacao molecular foi selecionada uma
amostragem de conveniéncia de 688 isolados de S. pneumoniae
recebidas entre os anos de 2005 e 2015. Isolados recebidos no ano
2010 foram excluidos desta selecao por este ser o ano de introducao da
PCV10 no Brasil. Os isolados foram selecionados por sorteio,
considerando em torno de 10% do numero total de isolados
pertencentes aos sorotipos presentes na vacina PCV10 (sorotipos 1, 4,
5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F ou 23F; 2), sorotipos presentes
exclusivamente a vacina PCV13, (sorotipos 3, 6A e 19A) e sorotipos
prevalentes nao incluidos na PCV10 e na PCV13 (sorotipos 6C, 8 e 12F).
Os isolados foram agrupados por periodo de estudo: 350 isolados do
periodo pré-PCV10 (2005 a 2009) e 338 isolados no periodo pés-PCV10
(2011 a 2015) (Tabela 2).
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Tabela 1 - Distribuicao dos isolados de Streptococcus pneumoniae, por ano de isolamento e por periodo de estudo

Pré-PCV10 Po6s-PCV10-imediato Pos-PCV10-tardio
Periodo de (n=4.077) (n=3.789) (n=3.270)
estudo/ano Total
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
NiLs";ZLooge 768 899 824 872 714 816 938 998 1037 863 840 820 747  11.136
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Tabela 2 — Distribuicao dos isolados de Streptococcus pneumoniae

caracterizadas molecularmente pela metodologia de MLST por periodo

vacinal

Pré-PCV10

P6s-PCV10

Sorotipo (2005-2009) (2011-2015)
molecular/total % molecular molecular/total % molecular
PCV10 266/2456 10,8% 156/1400 11,1%
1 11/97 11,3% 4/33 12,1%
4 14/138 10,1% 20/197 10,2%
5 10/98 10,2% 16/167 9,6%
6B 40/350 11,4% 24/144 16,7%
7F 16/99 16,2% 18/192 9,4%
9V 14/138 10,1% 10/88 11,4%
14 88/859 10,2% 28/202 13,9%
18C 20/171 11,7% 8/83 9,6%
19F 26/248 10,5% 12/134 9,0%
23F 27/258 10,5% 16/160 10,0%
PCV13 58/498 11,6% 107/964 11,1%
3 24/245 9,8% 49/478 10,3%
6A 19/135 14,1% 25/159 15,7%
19A 15/118 12,7% 33/327 10,1%
SNV 26/245 10,6% 75/744 10,1%
6C 6/54 11,1% 24/219 11,0%
8 4/42 9,5% 20/216 9,3%
12F 16/149 10,7% 31/309 10,0%
Total 350/3199 10,9% 338/3108 10,9%
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3.2 Identificacao bacteriana e sorotipagem do Streptococcus

pneumoniae

A identificacao bacteriana foi realizada de acordo com
recomendacoes da Organizacao Mundial de Saude (WHO, 2011). Foram
analisadas as caracteristicas morfo-tintoriais pela coloracdao de Gram;
presenca de diplococos Gram positivos; aspecto da colbnia; presenca
de alfa—hemdlise em placa de agar 5% sangue de carneiro; prova da
catalase negativa; presenca de halo 214 mm na prova optoquina (disco
5ug) (Oxoid, Reino Unido) e teste bile solubilidade em desoxicolato de
sodio a 10% (Sigma, EUA) (Anexo 1).

A determinacao dos sorotipos foi realizada pela reacao de
Quellung, que é uma reacao antigeno-anticorpo visualizada em
microscopia oOtica, empregando-se uma bateria de antissoros
produzidos em coelhos pelo Staten Serum Institute, Copenhagen,
Dinamarca (SSI, 2018). Uma reacao positiva ocorre quando um
anticorpo especifico para o sorogrupo/sorotipo se liga a capsula do
pneumococo, levando a uma mudanca no seu indice de refracao, o que

torna a capsula mais intumescida e mais visivel ao microscépio.

3.3 Testes de suscetibilidade antimicrobiana

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos foram
realizados seguindo os procedimentos e critérios de controle de
qualidade determinados pelo CLSI (CLSI, 2015a, 2015b, 2017).

Os isolados de S. pneumoniae foram testados por disco-difusao
para os antimicrobianos: oxacilina (1 pg), cloranfenicol (30 pug),
eritromicina (15 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 ug) e
vancomicina (30 pg), (Oxoid, Reino Unido) (Anexo 2). Halos de inibicao
para oxacilina >20 mm foram consideradas suscetiveis a penicilina e
ceftriaxona (Anexo 3). Isolados com resultados de halos de inibicao

para oxacilina <19 mm foram submetidas a determinacao da
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concentracao inibitoria minima (CIM) pelo método de microdiluicao,
realizado em caldo Mueller-Hinton cation ajustado (Difco, EUA)
acrescido de 3% de sangue lisado de cavalo para os antimicrobianos:
penicilina (PEN), ceftriaxona (CEF), cloranfenicol (CLO), eritromicina
(ERI), sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) e vancomicina (VAN) (Sigma,
Alemanha). Na determinacao da CIM foi utilizada a cepa padrao de
Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 como controle de qualidade
interno do teste (Anexo 4).

Os resultados dos testes de suscetibilidade antimicrobiana pelo
método de disco-difusao e determinacdao da CIM foram sobrepostos
para descricao do perfil de suscetibilidade de cada isolado estudado
para cada um dos antimicrobianos testados.

Os isolados resistentes ou com resisténcia intermediaria a no
minimo trés classes dos antimicrobianos (CLSI, 2017) foram
considerados multirresistentes (Magiorakos et al., 2012; Kim et al.,
2016).

3.4 Caracterizacao molecular

A caracterizacao molecular dos isolados de pneumococo
(n=688) foi realizada pelo MLST seguindo duas metodologias, a citar:
sequenciamento Sanger, realizada no NMPI do IAL (nh=366) conforme
metodologia descrita abaixo, e sequenciamento total do genoma
(wgMLST) realizado através do projeto colaborativo GPS (GPS, 2016),
executado em parceria com o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), EUA e o Instituto Sanger, Reino Unido (n=322).

Os sete genes constitutivos utilizados para a determinacao dos
perfis genéticos foram: shikimate dehydrogenase (aroE), glucose-6-
phosphate dehydrogenase (gdh), glucose kinase (gki), transketolase
(recP), signal peptidase | (spi), xanthine phosphoribosyltransferase
(xpt) e D-alanine-D-alanine ligase (ddl) (MLST, 2018) (Anexo 5).
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3.4.1 Crescimento bacteriano

Os 688 isolados de S. pneumoniae selecionados para a
realizacao da caracterizacao molecular foram crescidos em caldo Todd-
Hewitt (Difco, EUA), em seguida semeados em placa de agar 5% sangue
de carneiro e incubados por 24-48h a 372C em estufa com 5% de tensao
de CO.. Uma coldnia de S. pneumoniae foi transferida para uma nova
placa de agar 5% sangue de carneiro para obtencao de massa
bacteriana, e incubada por 16-18h a 372C em estufa com 5% de tensao
de CO..

3.4.2 Metodologia MLST por sequenciamento Sanger

A metodologia de determinacao de MLST por sequenciamento
Sanger, utilizada em 366 isolados, foi descrita por Enright e Spratt
(Enright; Spratt, 1998) e realizada no NMPI de acordo com as etapas
descritas a seguir:

3.4.2.1 Extracao do DNA

Foram preparadas suspensoes bacterianas em 300 pL de
solucao fisiolégica 0,85% a partir de crescimento bacteriano obtido
conforme descrito anteriormente. As suspensodes foram aquecidas a
702C/15 minutos em banho-seco e depois centrifugadas a 4000 rpm/2
minutos. O sobrenadante de cada suspensao bacteriana foi desprezado
e o sedimento ressuspendido em tampao TE pH 7,5 (Tris-base 10 mM
pH 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0). Adicionou-se 10 uyL de mutanolisina
3000U/uL (Sigma Aldrich, Alemanha) e 8 pL de hialuronidase 30mg/mL
(Sigma Aldrich, Alemanha) seguido de incubacao em banho-maria a
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372C/30 minutos até 18 horas, verificando-se continuamente a
ocorréncia de alteracao de turbidez indicando o rompimento das
células bacterianas e liberacao do DNA. Em seguida, o material foi
aquecido em banho-seco a 1002C/10 minutos e centrifugado a 12000
rpm/4 minutos. O DNA extraido foi armazenado em freezer -202C até o
momento de uso (CDC/NCIRD/DBD, 2009).

3.4.2.2 Amplificacao dos genes alvo

A reacao de amplificacao do DNA foi realizada para cada um
dos sete genes constitutivos descritos na pagina da web do MLST
(MLST, 2018), e os iniciadores utilizados encontram-se descritos no
Anexo 5.

Cada reacao com volume final de 25 pL foi constituida de: 8,5
ML de agua ultra-pura (ThermoFischer Scientific, EUA), 12,5 uL de uma
solucao para PCR 2x concentrada (ThermoFischer Scientific, EUA), 0,75
ML de cada iniciador a 20 uM (forward e reverse) e 2,5 uL de DNA do
isolado estudado. A solucao para PCR 2x concentrada teve em sua
composicao: tampao de reacao com 4 mM de MgCl,, 0,4 mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 0,05U/uL de
enzima Taq DNA polimerase.

A reacao da PCR foi realizada em termociclador (Veriti, Applied
Biossystems), seguindo a programacao: 1 ciclo de 94°C/1 minuto; 30
ciclos de 942C/15 segundos, 54°C/30 segundos e 72°C/45 segundos; 1
ciclo de 72°C/10 minutos e manutencao a 4°C até armazenamento a
-20°C.

Os fragmentos de DNA amplificados pela PCR para cada um
dos sete genes estudados foram visualizados em gel de agarose a 1%
(Sigma, Alemanha) acrescido de 0,03 pg/mL de brometo de etidio
(Fluka, Alemanha) em tampéao Tris-Borato 0,5X (Tris-base 0,89; Acido
Bérico 0,89 M; EDTA 0,25 M pH 8,0; agua destilada) sob tensao de
corrente elétrica de 100 volts por 1 hora. Apés a corrida eletroforética,
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as bandas foram visualizadas em transiluminador com luz ultravioleta
(DNR Bio-Imaging Systems, Israel), para observacao do produto final e
da qualidade da reacao da PCR.

3.4.2.3 Purificacoes dos produtos da amplificacao dos genes alvo

Os fragmentos de DNA resultantes das PCRs de amplificacao
foram purificados com o reagente ExoSAP-IT™ (Affymetrix, USB
Products, EUA) em uma proporcao de 5 uL do produto amplificado para
2 uL da ExoSAP-ITM. A purificacdo foi realizada em termociclador
(Veriti, Applied Biossystems), seguindo a programacao: 1 ciclo de
37°C/15 minutos para a degradacao dos residuos e nucleotideos,
seguido de 1 ciclo de 802C/15 minutos para a inativacao do reagente. O
DNA purificado foi utilizado para as reacoes de amplificacao do

sequenciamento.

3.4.2.4 Reacoes de amplificacao do Sequenciamento Sanger

Os DNAs dos sete genes constitutivos amplificados e
purificados foram processados para as reacoes de amplificacao de
sequenciamento.

Nestas reacdes foram utilizados os mesmos sete pares de
iniciadores utilizados para amplificacao dos genes alvo para MLST por
PCR (Anexo 5) e reagente contendo desoxinucleotideos modificados
para o sequenciamento dos genes amplificados.

Para cada reacao de amplificacao do sequenciamento com
volume final de 5 pL foi utilizado: 0,88 uL de agua ultra-pura
(ThermoFischer Scientific, EUA), 0,88 uL de tampao Big Dye™ (Applied
Biossystems, EUA), 0,25 yL de Big Dye™ Terminator versio 3.1
(Applied Biossystems, EUA), 2 pL de iniciador 0,67 pL (forward ou
reverse) e 1 uyL do DNA amplificado e purificado de cada isolado. Para
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cada gene estudado foram utilizadas duas reacdes distintas, uma
somente com o iniciador forward e outra somente com o iniciador
reverse. As condicoes de ciclagem no termociclador (Veriti, Applied
Biossystems) foram: 1 ciclo de 962C/1 minuto; 25 ciclos de 962C/10
segundos, 55°C/5 segundos e 602C/4 minutos; 1 ciclo de 42C/7 minutos.
O produto resultante da reacao de sequenciamento foi armazenado a
4°C até o momento do uso.

3.4.2.5 Purificac6es dos produtos das reacoes de amplificacao para o

sequenciamento e reacoes de sequenciamento

Os produtos das reacoes de amplificacao do sequenciamento
foram purificados utilizando acetato de sédio (Sigma, Alemanha) e
etanol (Sigma, Alemanha).

Para a purificacao de cada produto foram adicionados 15 pL de
agua destilada estéril e 52 pL de solucao contendo etanol/acetato de
sodio (etanol 95%; 0,12 M acetato de sodio) seguindo de uma
centrifugacao a 500 g/1 minuto a 4°C e incubacao a temperatura
ambiente/15 minutos em ambiente escuro. Posteriormente, os produtos
foram centrifugados a 2750 g/1 hora a 4°C, sendo o sobrenadante
retirado por inversao, e o excedente retirado pela centrifugacao
invertida das amostras a 500 g/1 minuto a 42C. Em cada reacao foram
adicionados 150 pL de etanol a 70%, seguido de centrifugacao a 2750
g/10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado por inversao e o
volume residual foi retirado pela centrifugacao por inversao a 500 g/1
minuto a 42C, seguida de incubacao a temperatura ambiente/15 minutos
em ambiente escuro. Os produtos finais das reacoes de
sequenciamento purificados foram armazenados a -202C em ambiente
escuro até o momento de entrada no equipamento para conclusao do
sequenciamento realizado em equipamento analisador genético 3130xI
(Applied Biossystems, EUA).
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3.4.3 Metodologia de MLST por sequenciamento total do genoma
(wgMLST)

O sequenciamento total do genoma, realizado pelo Instituto
Sanger, Reino Unido, utilizou tecnologia de sequenciamento de nova
geracao e faz parte do projeto GPS (GPS, 2016).

Os 322 isolados de S. pneumoniae foram encaminhados ao
CDC, EUA, que realizou as extracoes e quantificacoes dos DNAs
bacterianos de acordo com metodologias pré-estabelecidas no projeto
GPS. Os DNAs bacterianos foram entao encaminhados ao Instituto
Sanger.

No Instituto Sanger, o sequenciamento paired end foi realizado
em equipamento lllumina HiSeq (lllumina, EUA), utilizando a construcao
da biblioteca genémica pela tecnologia Truseq® (lllumina, EUA) de
acordo com instrucoes do fabricante. Ao final do processo foram
obtidos fragmentos de 150 pares de bases para todos os isolados
estudados.

3.5 Analise de dados

A analise de distribuicao dos sorotipos considerou os sorotipos
incluidos na vacina PCV10 e os sorotipos nhao incluidos na PCV10 (nhao-
PCV10). Os sorotipos nao-PCV10 foram subdivididos em dois grupos:
os sorotipos adicionais da PCV13 (3, 6C e 19A) e outros sorotipos nao-
vacinais (SNV, sorotipos nao incluidos nas vacinas PCV10 ou PCV13).
Os isolados nao-tipaveis (NT) foram considerados como SNV.

A distribuicao dos sorotipos PCV10, PCV13 e SNV, e o perfil de
suscetibilidade antimicrobiana foram analisados por diagndstico
clinico de meningites e diagndstico invasivo denominado neste estudo
como hao-meningite (abscessos, ascite, bacteriemia, sepse,
endocardite e pneumonia), e pelos grupos etarios <2 meses (m), 2m-4
anos (a), 5-9a, 10-49a, 50-64a e >65a nos trés periodos determinados
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para o estudo (pré-PCV10, pés-PCV10-imediato e pds-PCV1i0-tardio).
Individuos nos grupos etarios 2m-4a com isolados pertencentes ao
periodo pos-PCV10 e no grupo 5-9a com isolados no periodo pos-
PCV10-tardio foram considerados populacao alvo da vacinacao, pois a
vacina PCV10 foi introduzida em 2010.

Mudancas na frequéncia dos sorotipos e nas taxas de
resisténcia aos antimicrobianos nos periodos pés-PCV1i0-imediato e
p6és-PCV10-tardio foram calculadas utilizando o periodo pré-PCV10
como referéncia. Diferencas nas porcentagens de frequéncia de
sorotipos e nas taxas de resisténcia aos antimicrobianos entre os
periodos pré e pos-PCV10 foram calculadas pela formula de variacao
percentual ou porcentagem de change (%change):

%change = (% P6s-PCV10 — % Pré-PCV10) * 100
% Pré-PCV10

Valores de %change positivos expressaram aumento na
frequéncia dos sorotipos ou na suscetibilidade/resisténcia no periodo
p6s-PCV10 e valores de %change negativos expressaram reducao na
frequéncia dos sorotipos ou na suscetibilidade/resisténcia no periodo

pés-vacinacao.

3.6 Analise das sequéncias génicas para caracterizacao molecular das
amostras estudadas

3.6.1 Analise das sequéncias génicas obtidas pela metodologia de
MLST por Sequenciamento Sanger
A anadlise das sequéncias génicas foi realizada no programa

SegqMan (DNAStar Lasergene, EUA), seguida de comparacdao com as
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sequéncias descritas na pagina da web do MLST para S. pneumoniae
(MLST, 2018). As sequéncias correspondentes a cada alelo receberam
um numero, e a combinacao dos sete alelos definiu a sequéncia-tipo
(ST). Novas sequéncias génicas ou STs foram submetidas a curadoria
da pagina eletronica para avaliacao, definicao do numero de alelo ou
ST e depdsito no banco de sequéncias internacional de MLST para S.
pneumoniae.

3.6.2 Analise das sequéncias génicas obtidas pela metodologia de
wgMLST

No Instituto Sanger, os dados brutos gerados (extensao .fastq),
correspondentes as sequéncias génicas, foram analisados quanto a
qualidade em programa FastQC (FastQC, 2018). As leituras foram
concatenadas (de novo assembly) e anotadas de acordo com Parkhill et
al., 2016. Os resultados das analises foram utilizados para
determinacao de wgMLST apds aprovacao dos critérios de controle de
qualidade do projeto GPS. Os critérios adotados foram: numero de
contigs menor que 500; profundidade de cobertura de mais de 20;
mapeamento dos fragmentos gerados maior que 60% com a cepa de S.
pneumoniae ATCC® 700669; e apos o assembly, comprimento do
genoma entre 1.8 e 2.2 Mb. A analise do wgMLST foi realizada seguindo
o algoritmo mist_check proposto por Page et al, 2016. Os dados de
wgMLST foram entdao encaminhados ao IAL.

3.6.3 Analises das sequéncias-tipo e complexos clonais no programa
eBURST

A identificacao do complexo clonal (CC) foi realizada com
dados obtidos no dia 28.05.2018 pelo programa eBURST (eBURST,
2018). As STs que compartilharam cinco alelos idénticos com pelo
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menos um membro do grupo foram classificadas como pertencentes
ao mesmo CC.

A denominacao do CC foi atribuida pelo fundador primario
(predicted founder), definido como a ST que possui 0 maior numero de
variante de um unico gene (locus unico) quando comparada as outras
STs do grupo. Em alguns casos, a identificacao do fundador primario
nao foi possivel, portanto estes agrupamentos receberam a
denominacao de todas as STs pertencentes a cada um dos grupos,
como por exemplo, CC53-12574. Ja as STs que nao possuem
similaridade de cinco alelos com nenhuma ST pertencente ao estudo
receberam a denominacao de Singletons.

3.6.4 Analises das sequéncias-tipo e complexos clonais no programa
Bionumerics v7.6

As comparacoes entre as diferentes STs e CCs caracterizadas
neste estudo foram realizadas no programa Bionumerics versao 7.6
(Applied Maths, Bélgica) através da Minimum Spanning Tree. O
diametro dos circulos foi vinculado a quantidade de isolados
pertencentes ao CC e a espessura ou intensidade das linhas foi
relacionada a quantidade de alelos diferentes entre os CC analisados.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos isolados estudados

As tabelas 3 e 4 mostram a distribuicao do numero de isolados
de acordo com o diagndstico clinico e espécime clinico de isolamento,
respectivamente. Um total de 5.462 (49,0%) isolados foram
provenientes do diagndstico nao-meningite e 5.674 (51,0%) de
pacientes com meningite. Foi observado que no periodo pré-PVC10, o
diagnostico mais frequente foi meningite (63,2%) com maior fonte de
isolamento do liquor (58%); no periodo poés-PCV10-tardio, o
diagndstico clinico nao-meningite foi o mais frequente (61,8%), com um
maior numero de isolados de bacteriemia/sepse (47,6%) e pneumonia
(13,1%), sendo o sangue o principal espécime clinico de isolamento.

No decorrer dos periodos estudados houve um declinio no
numero de isolados de criancas com idade entre 2m-4a e 5-9a, e
aumento nos isolados de adultos com idade 250 anos (Tabela 5).
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Tabela 3 - Distribuicao do numero de isolados de Streptococcus

pneumoniae por diagndstico clinico e periodo de estudo

Pré-PCV10 Po6s-PCV10-imediato Pé6s-PCV10-tardio Total
ota
Diagnéstico clinico (2005-2009) (2010-2013) (2014-2017)
n % n % n % n %
Nao-meningite 1.501 36,8 1.939 51,2 2.022 61,8 5.462 49,0
Abscessos 17 0,4 31 0,8 8 0,2 56 0,5
Ascite 13 0,3 27 0,7 26 0,8 66 0,6
Bacteriemia/Sepse 721 17,7 1.236 32,6 1.557 47,6 3.514 31 ,6
Endocardite 0 - 1 0,03 4 0,1 5 0,04
Pneumonia 750 18,4 644 17,0 427 13,1 1.821 16,4
Meningite 2.576 63,2 1.850 48,8 1.248 38,2 5.674 51,0
Total 4.077 - 3.789 - 3.270 - 11.136 -
Tabela 4 - Distribuicao do numero de isolados de Streptococcus
pneumoniae por espécime clinico de isolamento e periodo de estudo
Pré-PCV10 Pé6s-PCV10-imediato Pé6s-PCV10-tardio Total
Espécime Clinico (2005-2009) (2010-2013) (2014-2017)
n % n % n % n %
Fluido estéril 34 0,8 56 1,5 31 0,9 121 1,1
Lavado bronco-
alveolar 25 0,6 9 0,2 19 0,6 53 0,5
Liquor 2.366 58,0 1.545 40,8 1.111 34 5.022 45,1
Liquido pleural 195 4,8 150 4,0 97 3 442 4,0
Sangue 1.457 35,7 2.029 53,5 2.012 61,5 5498 494
Total 4.077 - 3.789 - 3.270 - 11.136 -
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Tabela 5 - Distribuicao do numero de isolados de Streptococcus

pneumoniae por faixa etaria e periodo de estudo

Prée-PCV10 Pos-PCV10-imediato P6s-PCV10-tardio

. L. Total
Faixa etaria (2005-2009) (2010-2013) (2014-2017)

n % n % n % n %
<2m 60 1,5 39 1,0 48 1,5 147 1,3
2m-4a 1.290 31,6 733 19,3 511 15,6 2534 228
5-9a 336 8,2 196 5,2 121 3,7 653 5,9
10-49a 1.317 32,3 1.455 38,4 1137 34,8 3.909 35,1
50-64a 405 9,9 727 19,2 774 23,7 1.906 17,1
>65a 270 6,6 506 13,4 575 17,6 1.351 12,1
sem idade 399 9,8 133 3,5 104 3,2 636 5,7
Total 4.077 - 3.789 - 3.270 - 11.136 -

m: meses, a: anos

4.2 Sorotipos de Streptococcus pneumoniae nos periodos pré e pos-
PCV10

Considerando todas as faixas etarias e diagnodstico clinico foi
observado um declinio de 37,7% e 69,6% na prevaléncia dos sorotipos
PCV10 nos periodos p6s-PCV10-imediato e pés-PCV10-tardio, quando
comparado com o periodo pré-PCV10 (Tabela 6, Figura 1).

A diminuicao na prevaléncia dos sorotipos PCV10 foi observada
em todas as faixas etarias, em ambos os periodos p6s-PCV10, e nos
diagnosticos clinicos de meningite e nao-meningite. As maiores
reducoes ocorreram no periodo pds-PCV10-tardio, onde a %change de
-90,3% e -82,8% foi observada nos pacientes com meningite com idade
de 2m-4a e >65a, respectivamente; nos pacientes com diagnodstico
clinico nao-meningite, a %change foi de -89,8% e -60,0% nas
respectivas faixas etarias (Tabela 7).

Entre os sorotipos vacinais, ao compararmos os periodos pré-
PCV10 e p6s-PCV1i0-tardio, foi observado uma reducao dos sorotipos
14 (%change -93,3%) e 6B (%change -86,8%), altamente prevalentes no
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periodo pré-PCV10 (29,7%) e uma baixa alteracao nas prevaléncias dos
sorotipos 4, 5 e 7F, onde a analise de %change revelou um aumento de
20,2%, 24,7% e 12,1%, respectivamente, no periodo pos-PCV10-tardio
(Tabela 6, Figuras 1 e 2). A estratificacao dos dados para os sorotipos
4, 5 e 7F por faixa etaria mostrou uma maior prevaléncia destes
sorotipos nos grupos de idade acima dos 10 anos (Figura 3).

Em paralelo, no periodo p6s-PCV1i0-tardio foi observado um
aumento de 105,8% dos sorotipos nao-PCV10 (Tabela 6). O aumento
dos sorotipos PCV13 foi observado nos periodos pos-PCV10-imediato
(%change: 46,7%) e P6s-PCV10-tardio (%change:122,1%), em todos os
grupos de idade e em ambos diagndsticos clinicos avaliados (Tabelas 5
e 6). Prevaléncia dos sorotipos 3 e 19A aumentou nos periodos pos-
PCV10, mostrando uma respectiva %change de 83,2% e 380,8%, no
periodo pos-PCV10-tardio (Tabela 6, Figuras 1 e 2). A estratificacao
desses dois sorotipos da PCV13 por faixa etaria mostra uma alta
prevaléncia nos grupos de idade 2m-4a e >50a (Figura 4). Em
contrapartida, uma reducao de 33,5% na prevaléncia do sorotipo 6A é
observada no periodo pés-PCV10-tardio (Tabela 6, Figuras 1 e 2). A
estratificacao da prevaléncia do sorotipo 6A por faixa etaria mostra
uma diminuicao desde sorotipo nos grupos de 2m-4a e 5-9a (Figura 4).

Um aumento dos SNV também foi observado nos periodos apés a
introducao da PCV10, com uma %change de 98,1% no pos-PCV10-
tardio (Tabela 6, Figura 2). Observou-se uma grande diversidade de
SNV em todos os periodos, sendo 53 sorotipos identificados no
periodo pré-PCV10 e 44 sorotipos em cada um dos periodos pos-
PCV10-imediato e tardio (Tabela 6, Figura 1). Entre os SNV, os
sorotipos 6C, 8 e 12F se destacam em numero absolutos no periodo
pos-PCV1i0-tardio, apresentando uma %change de 447,2%, 354,2% e
24,7%, respectivamente (Tabela 6, Figura 2). Sorotipo 6C mostra alta
prevaléncia nos grupos de idade 2m-4a e >10 anos de idade com um
aumento gradual ao longo dos trés periodos estudados nos adultos
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>50 anos. Os sorotipos 8 e 12F também apresentaram um aumento
gradual na prevaléncia em adultos >50 anos (Figura 5).

Entre os sorotipos PCV13 e SNV, os sorotipos 3, 6C, 8, 12F e
19A representaram 41,4% (n=1354/3270) dos isolados de S.
pneumoniae identificadas no periodo pés-PCV10-tardio.
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Figura 1 - Distribuicao dos sorotipos PCV10, PCV13 e SNV de Streptococcus pneumoniae nos periodos pré-PCV10 (2005-2009), pés-PCV10-
imediato (2010-2013) e pés-PCV10-tardio (2014-2017). * SNV: sorotipos ndo vacinais, ou seja, ndo incluidos nas vacinas PCV10 ou PCV13; * Outros: SNV
(n=780) com numero total <100 isolados, 6D (n=1), 7A (n=11), 7B (n=3), 7C (n=80), 9L (n=1), 10B (n=1), 10F (n=13), 11B (n=20), 11C (n=2), 11F (n=4), 12A (n=1),
15F (n=9), 17A (n=1), 18B (n=64), 18F (n=11), 19B (n=3), 21 (n=17), 22A (n=5), 24A (n=2), 25A (n=59), 28A (n=54), 28F (n=1), 29 (n=87), 31 (n=21), 33A (n=2), 33F
(n=9), 34 (n=60), 35A (n=12), 35C (n=6), 35F (n=78), 36 (n=6), 37 (n=4), 38 (n=26), 40 (n=11), 42 (n=7), 47F (n=1), 29/35 (n=1), G (n=3), | (n=2), NT (n=81).
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Tabela 6 - Sorotipos PCV10, PCV13 e sorotipos nao vacinais (SNV) de
Streptococcus pneumoniae nos periodos de estudo

Periodo
Sorotipo Pré-PCV10 Pé6s-PCV10-imediato Pé6s-PCV10-tardio
(2005-2009) (2010-2013) (2014-2017)

n % n % %change* n % %change
PCV10 2456 60,2 1421 37,5 -37,7 599 18,3 -69,6
1 97 24 36 1,0 -60,1 18 0,6 -76,9
4 138 34 133 3,5 3,7 133 4,1 20,2
5 98 2,4 100 2,6 9,8 98 3,0 24,7
6B 350 8,6 189 5,0 -41,9 37 1,1 -86,8
7F 99 2,4 169 4,5 83,7 89 2,7 12,1
9v 138 3.4 88 2,3 -31,4 53 1,6 -52,1
14 859 21,1 285 7,5 -64,3 46 1,4 -93,3
18C 171 4,2 100 2,6 -37,1 30 0,9 -78,1
19F 248 6,1 135 3,6 -41,4 51 1,6 -74,4
23F 258 6,3 186 4,9 -22,4 44 1,3 -78,7
nao-PCV10 1621 39,7 2368 62,5 57,4 2671 81,7 105,8
PCV13 498 12,2 679 17,9 46,7 887 27,1 122,1
3 245 6,0 364 9,6 59,9 360 11,0 83,2
6A 135 3,3 158 4,2 25,9 72 2,2 -33,5
19A 118 2,9 157 4,1 43,2 455 13,9 380,8
SNV 1123 27,5 1689 44,6 61,8 1784 54,6 98,1
6C 54 1,3 122 3,2 143,1 237 7,2 447,2
6D 0 - 0 - - 1 0,03 -
7A 7 0,2 0 - - 4 0,1 -28,8
7B 1 0,02 1 0,03 7,6 1 0,03 24,7
7C 23 0,6 33 0,9 54,4 24 0,7 30,1
8 42 1,0 155 4,1 2971 153 4,7 354,2
oL 1 0,02 0 - - 0 - -
9N 61 1,5 94 2,5 65,8 88 2,7 79,9
10A 66 1,6 81 2,1 32,1 82 2,5 54,9
10B 1 0,02 0 - - 0 - -
10F 4 0,1 5 0,1 34,5 4 0,1 24,7
11A 72 1,8 84 2,2 25,5 84 2,6 45,5
11B 0 - 7 0,2 - 13 0,4 -
11C 2 0,05 0 - - 0 - -
11F 3 0,1 1 0,03 -64,1 0 - -
12A 1 0,02 0 - - 0 - -
12F 149 3,7 271 7,2 95,7 149 4,6 24,7
13 33 0,8 49 1,3 59,8 37 1,1 39,8
15A 32 0,8 60 1,6 101,8 80 2,4 211,7
15B 31 0,8 35 0,9 21,5 40 1,2 60,9
15C 32 0,8 48 1,3 61,4 34 1,0 32,5
continua
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Periodo

Pré-PCV10

Pos-PCV10-imediato

Pos-PCV10-tardio

Sorotipo (2005-2009) (2010-2013) (2014-2017)
n % n % %change* n % %change
15F 2 0,05 0 - - 7 0.2 336,4
16F 35 0,9 53 1,4 62,9 69 2,1 1458
17A 1 0,02 0 - - 0 - -
17F 34 0,8 45 1,2 42,4 32 1,0 17,3
18A 25 0,6 35 0,9 50,6 M 13 104,5
188 31 0,8 25 0,7 13,2 8 0,2 -67,8
18F 10 0,2 1 0,03 -89,2 0 - -
19B 0 - 1 0,03 - 2 0,1 -
20 34 0,8 73 1,9 131,0 68 2,1 149,4
21 10 0,2 4 0,1 -57 3 0,1 -62,6
22A 5 0,1 0 - - 0 - -
2oF 46 1,1 79 2,1 84,8 84 26 127,7
23A 13 0,3 29 0,8 140,0 89 27 753,6
238 39 1,0 41 1,1 13,1 78 24 149,4
24A 1 0,02 0 - - 1 0,03 24,7
24F 21 0,5 34 0,9 74,2 54 1,7 220,6
25A 1 0,02 35 09  3666,0 23 0,7 2767,6
28A 14 0,3 23 0,6 76,8 17 05 51,4
28F 0 - 1 0,03 - 0 - -
20 15 0,4 51 1,3 265,8 21 06 74,6
31 2 0,05 12 0,3 545,6 7 02 336,4
33A 0 - 1 0,03 - 1 0,03 -
33F 3 0,1 3 0,1 7.6 3 0, 24,7
34 36 0,9 7 0,2 -79,1 17 05 -41,1
35A 1 - 5 0,1 438 6 0,2 648,1
358 18 0,4 20 0,5 19,6 72 22 398,7
35C 1 0,02 3 0,1 2228 2 0,1 149,4
35F 9 0,2 36 1,0 330,4 33 1,0 357,2
36 1 0,02 2 0,1 115,2 3 0,1 274,0
37 4 0,1 0 - - 0 - -
38 21 0,5 5 0,1 -74.,4 0 - -
40 3 0,1 5 0,1 79,3 3 0, 24,7
42 5 0,1 2 0,1 -57,0 0 - -
47F 0 - 0 - - 1 0,03 -
NT 61 1,5 12 0,3 -78,8 8 0,2 -83,6
29/35 1 0,02 0 - - 0 - -
G 3 0,1 0 - - 0 - -
I 2 0,05 0 - - 0 - -
Total 4077 - 3789 - - 3270 . -

* %change: [(percentagem de sorotipos no p6s-PCV10 - percentagem de sorotipos pré-PCV10 /
percentagem de sorotipos no pré-PCV10) * 100].
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Figura 2 — Representacao grafica dos %change para os sorotipos de
Streptococcus pneumoniae nos periodos vacinais pés-PCV10. O
periodo pré-PVC10 foi utilizado como referéncia. Valores positivos de
%change indicam aumento dos sorotipos nos periodos pés-PCV10
enquanto valores negativos representam reducao dos sorotipos nos
periodos pos-PCV10. * SNV: sorotipos nao vacinais.
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Tabela 7 - Distribuicao dos sorotipos PCV10, PCV13* e sorotipos nao vacinais (SNV) de Streptococcus pneumoniae

por faixa etaria, diagnostico clinico por periodo de estudo

Meningite Nao-meningite
Faixa etaria/ Periodo** Periodo
Sorotibo Pré-PCV10 P6s-PCV10-imediato P6s-PCV10-tardio Pré-PCV10 P6s-PCV10-imediato Pd6s-PCV10-tardio
P n % n % %change® n % %change n % n % %change n % %change
<2m
PCV10 27 56,3 10 41,7 -25,9 4 21,1 -62,6 8 66,7 1 6,7 -90,0 7 24A -63,8
PCV13 4 8,3 5 20,8 150,0 8 42,1 405,3 3 250 4 26,7 6,7 5 17,2 -31,0
SNV 17 354 9 37,5 5,9 7 36,8 4,0 1 8,3 10 66,7 700,0 17 58,6 603,4
2m-4a
PCV10 569 78,1 192 50,8 -34,9 16 7,6 -90,3 458 81,6 145 40,8 -50,0 25 8,3 -89,8
PCV13 63 8,6 64 16,9 95,9 65 30,8 256,5 61 10,9 113 31,8 192,7 147 49,0 350,6
SNV 97 13,3 122 32,3 142,6 130 61,6 363,0 42 7,5 97 27,3 265,0 128 42,7 469,9
5-9a
PCV10 140 61,4 66 53,2 -13,3 12 20,3 -66,9 82 75,9 40 55,6 -26,8 15 24,2 -68,1
PCV13 27 11,8 15 12,1 2,2 17 28,8 143,3 10 9,3 14 19,4 110,0 26 419 352,9
SNV 61 26,8 43 34,7 29,6 30 50,8 90,1 16 14,8 18 25,0 68,8 21 33,9 128,6
10-49a
PCV1i0 397 43,2 247 30,5 -29,5 81 14,9 -65,6 242 60,7 273 423 -30,2 179 30,2 -50,2
PCVi3 141 15,4 147 18,1 18,2 128 23,5 53,2 36 9,0 85 13,2 46,1 128 21,6 139,2
SNV 380 41,4 416 514 241 335 61,6 48,8 121 30,3 287 445 46,7 286 48,2 59,0
50-64a
PCV1i0 117 443 91 29,5 -33,3 34 12,1 -72,6 78 55,3 131 31,3 -43,5 110 22,3 -59,7
PCV13 41 15,5 51 16,6 6,6 68 243 56,4 19 13,5 66 15,8 16,9 111 22,5 66,7
SNV 106 40,2 166 53,9 34,2 178 63,6 58,3 4 31,2 222 53,0 69,8 273 55,3 77,1
>65a
PCV10 56 40,3 57 39,0 -3,1 7 6,9 -82,8 58 443 114 31,7 -28,5 84 17,7 -60,0
PCV13 21 15,1 23 15,8 4,3 29 28,7 90,1 26 19,8 69 19,2 -3,4 131 27,6 39,2
SNV 62 44,6 66 45,2 1,3 65 64,4 443 47 35,9 177 49,2 37,0 259 54,6 52,3
Total 2326 - 1790 - 1214 - - 1352 - 1866 - - 1952 - -

*PCV13: sorotipos 3, 6A e 19A, **Periodos: pré- PCV10 (2005-2009), p6s-PCV10-imediato (2010-2013) e pos-PCV10-tardio (2014-2017), *%change: [(percentagem de sorotipos no pos-PCV10 -
percentagem de sorotipos no pré-PCV10 / percentagem de sorotipos no pré-PCV10) * 100], m: meses, a: anos.
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Figura 3 - Distribuicao dos sorotipos PCV10 4, 5 e 7F de Streptococcus
pneumoniae por faixa etaria nos periodos de estudo. m: meses; a:

anos.
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Figura 4 - Distribuicao dos sorotipos PCV13 3, 6A e 19A de
Streptococcus pneumoniae por faixa etaria nos periodos de estudo. m:

meses; a: anos.
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Figura 5 - Distribuicao dos SNV 6C, 8 e 12F de Sireptococcus
pneumoniae por faixa etaria nos periodos de estudo. m: meses; a:

anos.
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4.3 Suscetibilidade antimicrobiana de Streptococcus pneumoniae

Um aumento da suscetibilidade a penicilina foi observado no
periodo pés-PCV10-imediato (%change: 5,3%) e no pdés-PCV10-tardio
(%change: 0,7%) entre os isolados de meningites, como também nos
isolados de nao-meningite (%change: 4,0% e 1,7%, nos respectivos
periodos). Aumento da suscetibilidade a ceftriaxona também foi
observado nos periodos pos-PCV10-imediato (%change: 3,2%) e no
pés-PCV10-tardio (%change: 0,7%) entre os isolados de meningites,
como também nos isolados nao-meningite (%change: 2,6% e 0,6%, nos
respectivos periodos). Suscetibilidade a trimetoprim-sulfametoxazol
aumentou em 54,6% no periodo po6s-PCV10-imediato e em 53,8% no
pés-PCV10-tardio. Todos os S. pneumoniae estudados foram
suscetiveis a vancomicina (Tabela 8).

Quanto ao cloranfenicol, foi observado um aumento de 72,9% e
38,0% nos isolados resistentes nos periodos pés-PCVi0-imediato e
pés-PCV10-tardio, respectivamente, assim como foi observado um
aumento de 97,2% e 304,6% de isolados resistentes a eritromicina nos
periodos pos-PCV10-imediato e no pos-PCV10-tardio (Tabela 8).

Isolados com perfil de multirresisténcia diminuiram em 22,0% e
em 10,6% nos periodos pos-PCV10-imediato e pos-PCV10-tardio,
respectivamente (Tabela 8).

O perfil de multirresisténcia mais frequente no periodo preé-
PCV10 foi o PEN-CEF-SXT com uma prevaléncia de 72,9%, diminuindo
para 7,0% no pos-PCV10-tardio. No periodo pés-PCV10-tardio, o perfil
mais frequente envolveu quatro classes de antimicrobianos, a citar
PEN-CEF-ERI-SXT, representando 61,3% dos isolados multirresistentes
nesse periodo. O perfil de multirresisténcia a cinco classes de
antimicrobianos, a citar PEN-CEF-CLO-ERI-SXT, nao sofreu alteracao

ao longo do periodo estudado (Tabela 9).
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Tabela 8 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana do Streptococcus pneumoniae nos periodos de estudo

Periodo
Antimicrobiano Catedqoria Pré-PCV10 (2005- Po6s-PCV10-imediato Pos-PCV10-tardio
9 2009) (2010-2013) (2014-2017)
n % n % %change** n % %change
Penicilina (meningite) Suscetivel 1787 69,0 1352 73,1 5,3 872 69,9 0,7
Resistente 789 31,0 498 26,9 -12,1 376 30,1 -1,6
Penicilina (nao-meningite) Suscetivel 1373 91,5 1844 95,1 4,0 1881 93,0 1,7
Intermediario 128 8,5 95 49 -42,5 141 7,0 -18,2
Resistente 0 - 0 - - 0 - -
Ceftriaxona (meningite) Suscetivel 2272 88 1684 91,0 3,2 1108 88,8 0,7
Intermediario 197 8,0 115 6,2 -18,7 91 7,3 -4,7
Resistente 107 4,0 51 2,8 -33,6 49 3,9 -5,5
Ceftriaxona (nao-meningite) Suscetivel 1425 94,9 1888 97,4 2,6 1931 95,5 0,6
Intermediario 76 5,1 51 2,6 -48,1 91 4,5 -11,1
Resistente 0 - 0 - - 0 - -
Trimetoprim-Sulfametoxazol Suscetivel 1642 40,3 2359 62,3 54,6 2025 61,9 53,8
Intermediario 331 8,1 221 5,8 -28,2 252 7,7 -5,1
Resistente 2104 51,6 1209 31,9 -38,2 993 304 -41,2
Vancomicina Suscetivel 4077 100,0 3789 100,0 - 3270 100,0 -
Cloranfenicol Suscetivel 4049 99,3 3744 98,8 -0,5 3239 99,1 -0,3
Resistente 28 0,7 45 1,2 72,9 31 0,9 38,0
Eritromicina Suscetivel 3832 94,0 3340 88,1 -6,2 2475 75,7 -19,5
Resistente 245 6,0 449 11,9 97,2 795 243 304,6
Multirresisténcia* Intermediario ou resistente 421 10,3 305 8,0 -22,0 302 9,2 -10,6

* Multirresisténcia: intermediario ou resistente a trés ou mais classes de antimicrobianos (CLSI, 2017). ** %change: [(percentagem de
sorotipos no pos-PCV10 - percentagem de sorotipos pré-PCV10 / percentagem de sorotipos no pré-PCV10) * 100].

69



Tabela 9 - Perfil de multirresisténcia* aos antimicrobianos do

Streptococcus pneumoniae nos periodos de estudo

Pré-PCV10 Pos-PCV10-imediato Pos-PCV10-tardio

Perfil multirresisténcia (2005-2009) (2010-2013) (2014-2017)
n % n % n %
3 classes 352 83,6 203 66,6 110 36,4
PEN-CEF-SXT 307 72,9 103 33,8 21 7,0
PEN-ERI-SXT 39 9,3 78 25,6 73 24,2
PEN-CEF-ERI 2 0,5 11 3,6 13 4,3
CLO-ERI-SXT 2 0,5 7 2,3 3 1,0
PEN-CLO-SXT 2 0,5 i 1,3 0 -
4 classes 62 14,7 92 30,2 185 61,3
PEN-CEF-ERI-SXT 58 13,8 90 29,5 185 61,3
PEN-CEF-CLO-SXT 3 0,7 1 0,3 0 -
PEN-CEF-CLO-ERI 1 0,2 1 0,3 0 -
5 classes 7 1,7 10 3,3 7 2,3
PEN-CEF-CLO-ERI-SXT 7 1,7 10 3,3 7 2,3
Total 421 - 305 - 302 -

PEN, penicilina; CEF, ceftriaxona; CLO, cloranfenicol;

ERI, eritromicina;

SXT,

trimetoprim-sulfametoxazol. * Multirresisténcia: intermediario ou resistente a trés ou
mais classes de antimicrobianos (CLSI, 2017).
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4.4 Sorotipos prevalentes de Streptococcus pneumoniae associados a
resisténcia a penicilina, eritromicina e a multirresisténcia no periodo
p6s-PCV10

No periodo pos-PCV10-imediato (2010-2013), a resisténcia a
penicilina esteve relacionada aos sorotipos 6B, 9V, 14, 19F e 23F
incluidos na PCV10, e em menor frequéncia aos sorotipos nao vacinais
6A, 6C e 19A. Ao longo dos anos, observamos uma diminuicao dos
sorotipos da PCV10 expressando resisténcia a penicilina, e um
aumento gradual dos sorotipos 6C e 19A resistentes a penicilina,
principalmente apos trés anos da introducao da PCV10 (apos 2013)
(Figura 6).

Resisténcia a eritromicina aumentou ao longo dos anos,
principalmente apés trés anos da introducao da PCV10 (2013),
relacionada aos sorotipos 6C e 19A (Figura 6).

A multirresisténcia foi relacionada principalmente aos sorotipos
14 e 19A, porém se observa que a prevaléncia de isolados do sorotipo
14 multirresistente diminuiu apés o ano de 2012, enquanto os isolados
do sorotipo 19A tém sido a principal causa de multirresisténcia desde
2013 (Figura 6).
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Figura 6 - Distribuicao dos sorotipos de Streptococcus pneumoniae relacionados a resisténcia aos
antimicrobianos ao longo dos anos no periodo pos-PCV10 (2010-2017). Resisténcia a penicilina ou
multirresisténcia incluiu a somatdéria das categorias de resisténcia intermediaria e resistente aos
antimicrobianos. Foram incluidos os sorotipos com numero >20 isolados identificados. Penicilina (n=1049,
excluidos n=61); Eritromicina (n=1171, excluidos n=73); e Multirresistente (n=553, excluidos n=54). *PCV13:
sorotipos 3, 6A e 19A, **SNV: sorotipos nao vacinais.
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4.5 Caracterizacao molecular dos sorotipos estudados de
Streptococcus pneumoniae

Foram estudados molecularmente por MLST 688 S. pneumoniae
isolados entre 2005 a 2015 e pertencentes aos sorotipos PCV10 (1, 4, 5,
6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F), PCV13 (3, 6A e 19A) e SNV (6C, 8 e 12F)
(Tabela 2). Os resultados completos da caracterizacao molecular estao
descritos no Anexo 6.

Entre os 688 isolados, 182 STs foram identificadas, sendo 61
STs correspondentes a novas linhagens ou perfis genéticos; em 17 das
novas STs foram identificados novos alelos ou genes. Os isolados
foram agrupados em 33 complexos clonais (CC) e 30 singletons, que
sao STs sem similaridade com as outras STs do estudo (Anexo 6).

De acordo com o Pneumococcal Molecular Epidemiology
Network, foram identificados 16 diferentes clones internacionais e 3
variantes de sorotipo de clones internacionais (Tabela 10). No periodo
pés-PCV10 foi observada uma menor frequéncia de clones
internacionais pertencentes aos sorotipos PCV10 (pré-PCV10
n=164/198, 82,8%; pés-PCV10 n= 84/163, 51,5%) e uma frequéncia maior
dos clones Holanda3-31, Holanda®-33 e Dinamarca'*-34, clones
internacionais pertencentes aos sorotipos nao presentes na vacina
PCV10 (pré-PCV10 n=34/198, 17,2%; p6s-PCV10 n=79/163, 48,5%). E
importante mencionar a alta prevaléncia do CC236/ST320 pertencente
ao sorotipo 19A no periodo p6s-PCV10 (pré-PCV10 n=2/10, 20%; pos-
PCV10 n=15/21, 71,4%), variante de duplo locus (DLV) do clone
Taiwan'®"-14, e dos CC315-386-11315/ST386 (DLV Pol6nia®®-20) e
CC338/ST2777 (variante de locus unico (SLV) Colémbia23F-26) no
sorotipo 6C, presentes principalmente no periodo pos-PCV10 (Anexo
6).

A figura 7 ilustra a distribuicao dos CCs e sorotipos e na tabela
10 sao apresentados os principais resultados da caracterizacao
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molecular de S. pneumoniae para os sorotipos PCV10, PCV13 e SNV,
ambas nos periodos pré-PCV10 (2005-2009) e p6s-PCV10 (2011-2015).

Comparando-se a frequéncia dos CCs nos isolados
selecionados no periodo pré-PCV10 (n=350) e no periodo p6s-PCV10
(n=338), observamos uma reducao principalmente nos
sorotipos/complexos 1/S-304 (3,1% para 0,3%), 9V,14/CC156 (25,4%
para 9,5%), 14,19F/CC66-11327-12487-12837 (3,5% para 0,6%),
18C/CC193 (5,7% para 1,8%) e 19F/CC177 (2,9% para 0,3%) e uma
expansao dos sorotipos/complexos 3/CC180 (4,9% para 9,8%), 3/CC458-
11332 (0,9% para 4,4%), 4,6A/CC770 (2,3% para 5,9%), 6A,6B,7F/CC473
(0,9% para 3,3%), 8/CC53-12574 (0,9% para 5,9%), 12F/218 (4,3% para
8,6%) e 19A,19F/CC236 (2,9% para 6,2%) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Caracterizacao molecular de Streptococcus pneumoniae

por sorotipos PCV10, PCV13 ou SNV por periodo pré e pés-PCV10

Grupo Pré-PCV10 Po6s-PCV10
Sorotipo Sorotipo CcC n (2005-2009) %  (2011-2015) % Clones Internacionais
n=350 n=338
PCV10
1 S-304% 12 1 3,1% 1 0,3% Suécia'-40
S-306 2 0 - 2 0,6% Suécia'-28
S-615 1 0 - 1 0,3% EUA'-29
4 770 25 8 2,3% 17 5,0%
5 289-10408 26 10 2,9% 16 4,7% Colombia®-19
6B 90 16 1 3,1% 5 1,5% Espanha®®-2
473 1 1 0,3% 0 -
315-386-11315 11 8 2,3% 3 0,9% Polonia®®-20
7F S-191 33 16  4,6% 17 5,0% Holanda’"-39
473 1 0 - 1 0,3%
oV 156 21 14 4,0% 7 2,1% Espanha®’-3
14 156 100 75 21,4% 25 7,4% Espanha®’-3-14
66-11327-12487-12837 12 10 2,9% 2 0,6%
18C 193 26 20 5,7% 6 1,8% Grécia?'-30-18C
19F 177 11 10 2,9% 1 0,3% Portugal'®"-21
236 11 7 2,0% 4 1,2% Taiwan'*"-14
338 1 1 0,3% 0 - Colombia®*F-26-19F
66-11327-12487-12837 2 2 0,6% 0 -
23F 338 32 21 6,0% 11 3,3% Colombia®*F-26
242-11306 3 0 - 3 0,9% Taiwan®\-15
S81 4 3 09% 1 0,3% Espanha®f-1
PCV13*
3 180 50 17 4,9% 33 9,8% Holanda®-31
458-11332 18 3 09% 15 4,4%
6A 473 13 2 0,6% 10 3,0%
770 3 0 - 3 0,9%
19A 236 20 3 0,9% 17 5,0%  ST320 DLV® Taiwan'*"-14
SNV**
6C ST2777 SLV*Colémbia™"-
338 12 4 1,1% 8 2,4% 26
315-386-11315 10 0 - 10 3,0% ST386 DLV Polonia®®-20
8 53-12574 23 3 09% 20 5,9% Holanda®-33
12F 218 44 15 4,3% 29 8,6% Dinamarca'*-34

*PCV13: sorotipos 3, 6A e 19A, **SNV: sorotipos ndo vacinais, *S: singletons, *DLV: variante Jocus duplo, *SLV: variante tnico

locus
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Nas figuras 8, 9 e 10 podem ser observadas as relacées clonais e
o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos penicilina, eritromicina
e multirresisténcia, respectivamente.

Em 423% (n=291/688) dos isolados caracterizados
molecularmente a resisténcia a penicilina foi de >0,125 pg/mL; 52,2%
(n=152/291) apresentaram resisténcia a penicilina entre 0,125-1 ug/mL e
foram relacionadas aos CC/sorotipos CC338/6C,23F (27,6%, n=42),
CC156/14 (12,5%, n=19), CC473/6A (7,2%, n=11), CC66-11327-12487-
12837/14 (7,2%, n=11), CC4978/6B (6,6%, n=10), CC1118/19A (5,3%,
n=8), CC315-386-11315/6C (5,3%, n=8), CC90/6B (3,3, n=5) e CC8640-
9793-9801-13837/19A (2,6%, n=4); e 47,8% (n=139/291) apresentaram
resisténcia a penicilina 22 pg/mL e foram principalmente relacionadas
aos CC/sorotipos CC156/14 (57,6%, n=80), CC236/19A (13,7%, n=19),
CC90/6B (7,2%, n=10), 276-2307/19A,19F (2,9%, n=4) e S-81/23F (2,2%,
n=3).

Entre os isolados caracterizados molecularmente 15,6%
(n=107/688) apresentaram resisténcia a eritromicina. Os principais
CC/sorotipos relacionados a resisténcia a este antimicrobiano foram:
CC236/19A (18,7%, n=20), CC315-386-11315/6B,6C (17,8%, n=19),
CC90/6B (15%, n=16), CC473/6A (10,3%, n=11), CC8640-9793-9801-
13837/19A (2,8%, n=3), 276-2307/19A (2,8%, n=3), CC242-11306/6A,23F
(2,8%, n=3) e S-81/23F (2,8%, n=3).

Os isolados multirresistentes caracterizados por MLST
representaram 15,7% (n=108/688) e estiveram relacionadas aos
CC/sorotipos CC156/14 (38,9%, n=42), CC236/19A (17,6%, n=19),
CC90/6B (13,9%, n=15), CC473/6A (3,7%, n=4), CC315-386-11315/6B
(2,8%, n=3) e S-81/23F (2,8%, n=3).

Os principais perfis de multirresisténcia observados no estudo
foram relacionados aos CC/sorotipos CC156/14 [PEN-CEF-SXT (34,3%,
n=37)], CC236/19A [PEN-CEF-ERI-SXT (12%, n=13) e PEN-ERI-SXT
(5,6%, n=6)], CC90/6B [PEN-CEF-ERI-SXT (9,3%, n=10) e PEN-ERI-SXT
(4,6%, n=5)] e CC8640-9793-9801-13837/19A [PEN-ERI-SXT (2,8%, n=3)].
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5 DISCUSSAO

Este estudo mostrou a distribuicao dos sorotipos e perfil de
resisténcia de S. pneumoniae isolados de quadros de DPI antes e apods
sete anos (2010-2017) da introducao da vacina PCV10 no programa
nacional de imunizacao infantil (PNI) no Brasil, bem como evidenciou
as linhagens genéticas dos sorotipos prevalentes.

Estudos sobre impacto da PCVs investigando a prevaléncia dos
sorotipos antes e apdés o uso destas vacinas tém sido amplamente
utilizados e mostram uma reducao dos sorotipos incluidos nas
formulac6es vacinais e aumento dos sorotipos nao incluidos nestas
formulacées. O monitoramento da prevaléncia dos sorotipos nao
vacinais por periodo de tempo mais prolongado apos a introducao da
vacinacao é fundamental para se avaliar a sustentabilidade destes
sorotipos como causa de DPI, frente a ocorréncia das flutuacoes
sazonais e seculares dos sorotipos (Pichon et al., 2013; Cohen;
Biscardi; Levy, 2016; Savulescu et al., 2017).

Como observado neste estudo, os sorotipos presentes na
PCV10 diminuiram consideravelmente no periodo pés-PCV10-tardio
(69,6%) levando a uma alteracao na distribuicao dos sorotipos que
causam a DPI apés um periodo de 7 anos de uso da PCV10.

As maiores reducoes nos sorotipos PCV10, independentemente
do diagnéstico clinico, foram observadas nas populacdes alvo para
vacina PCV10, criancas de 2m-4a (90,3% no diagnoéstico meningite e
89,8% nao-meningite) e também nos individuos com 265a (82,8% e
60,0%, respectivamente), mostrando um efeito vacinal direto na
populacado de criancas alvo da vacina e um efeito vacinal indireto de
rebanho nos idosos, o qual é extremamente importante para o controle
da DPI.

A faixa etaria de 5-9a, também classificada como populacao alvo
para vacina PCV10, apresentou menores valores de variacao percentual
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(66,9% no diagndstico meningite e 68,1% nao-meningite) nos periodos
p6és-PCV10-imediato e tardio. Nesta faixa etaria estao as criancas que
receberam esquemas vacinais diversificados devido a presenca do
catch up no ano de introducao da vacina (2010), que poderiam ter sido
responsaveis por um menor impacto na eliminacao dos sorotipos
PCV10 nesta faixa etaria. Outro fator importante a ser ressaltado seria a
menor taxa de portacado de pneumococo na nasofaringe, que pode
resultar em menores taxas de DPI.

Apés o periodo de 7 anos de uso da PCV10, a distribuicao de
sorotipos passou a ser mais relacionada aos sorotipos nao-PCV10, os
quais no periodo pos-PCV10-tardio aumentaram 105,8% e foram mais
associados a uma elevacao na prevaléncia dos sorotipos PCV13
(Y%echange 122,1%) e SNV (%change 98,1%), reforcando a presenca do
fendbmeno de replacement ou substituicao de sorotipos também
identificado em outros estudos como consequéncia da introducao das
PCVs (Weinberger; Malley; Lipsitch, 2011; Hausdorff; Hanage, 2016;
Varghese; Jayaraman; Veeraghavan, 2017).

Com relacao ao perfil de suscetibilidade dos isolados estudados
foi evidenciado que o periodo pos-PCV10 foi marcado pelo aumento da
suscetibilidade a diferentes antimicrobianos, a mencionar penicilina,
ceftriaxona e sulfametoxazol-trimetoprim. Este evento pode ser
relacionado a reducao dos sorotipos PCV10, principalmente ao 6B, 9V,
14, 19F e 23F, tradicionalmente associados aos perfis de alta
resisténcia antimicrobiana no periodo pré-PCV10 (Cohen; Biscardi;
Levy, 2016; Naucler et al., 2017). Para os antimicrobianos cloranfenicol
e eritromicina foi detectada elevacao da resisténcia.

A multirresisténcia foi marcada pela reducao em sua frequéncia
total entre os periodos pré (10,3%) e pos-PCV10-tardio (%change
-10,6%). No entanto, observamos um aumento na frequéncia dos perfis
que possuem o antimicrobiano eritromicina, PEN-ERI-SXT (9,3% para
24,2%) e PEN-CEF-ERI-SXT (13,8% para 61,3%) no periodo p6s-PCV10-
tardio.
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Como observado em outros estudos, a estratificacao dos dados
de suscetibilidade aos antimicrobianos frente aos diferentes sorotipos
evidenciou que, no periodo pés-PCV10, a resisténcia antimicrobiana
esteve relacionada aos sorotipos 6C (Gertz et al., 2010; Rolo et al.,
2011; Van der Linden et al., 2013b; Kim et al., 2016; Neves et al., 2017) e
19A (Choi et al., 2008; Moore et al., 2008; Van der Linen et al., 2013a;
Cohen; Biscardi; Levy, 2016; Kim et al., 2016; Isturiz et al., 2017),
caracterizados por possuirem suscetibilidade diminuida a penicilina e a
eritromicina, sendo o sorotipo 19A relacionado a multirresisténcia
antimicrobiana.

A amostragem de S. pneumoniae caracterizada molecularmente
antes e apos a introducao da PCV10 revelou a ampla diversidade
genética presente entre os isolados no Brasil, detectou 182 STs com
agrupamento em 33 complexos clonais e 30 singletons.

O periodo pré-PCV10 foi marcado pela presenca de CCs e por
clones internacionais relacionados, principalmente, aos sorotipos
PCV10, acompanhando a prevaléncia e resisténcia antimicrobiana
destes sorotipos neste periodo.

Também foi registrada a presenca de clones internacionais
(Holanda®-31, Holanda®-33 e Dinamarca'*"-34) e de linhagens genéticas
(ST320/19A, ST2777/6C e ST386/6C) relacionados aos sorotipos PCV13
ou SNV que, devido ao aumento na frequéncia nestes sorotipos,
passaram a ter maior representatividade no periodo pés-PCV10.

Apesar da diminuicao global dos sorotipos PCV10, a
estratificacao dos dados revelou uma queda menos pronunciada para
os sorotipos 4, 5 e 7F, principalmente relacionado ao isolamento destes
sorotipos na faixa etaria de individuos nao alvo da vacina. Entre as
hipbéteses para estas observacoes citamos:

- Os estudos de determinacao do potencial invasivo dos diferentes
sorotipos que evidenciaram que os sorotipos 5 e 7F estao mais
associados aos quadros de DPI e menos relacionados ao isolamento a
partir da nasofaringe de portadores de S. pneumoniae (Del Amo et al.,
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2016; Balsells et al., 2018). Uma suposta baixa taxa de colonizacao por
estes sorotipos com alto potencial invasivo somada a reducao da
circulacao destes sorotipos como causa de DPI nos individuos alvo da
vacina poderia levar a um menor efeito indireto, havendo necessidade
de um periodo de tempo maior para observacdao da reducao destes
sorotipos na populacao nao alvo da vacina;

- A oscilacao na taxa de cobertura vacinal também poderia ser
considerada como hipdtese para auséncia de reducao na frequéncia
dos sorotipos 4, 5 e 7F, uma vez que, dados do Ministério da Saude
apontam uma ampliacao da cobertura vacinal nacional da PCV10 entre
os anos de 2011 (82%) e 2013 (92%) (Ministério da Saude, 2015), porém,
desde entao, variacoes nos niveis de cobertura vacinal vém sendo
registrados nas diferentes regides do pais, sendo que em 2017 a
cobertura registrada no Brasil foi de 86,32% (Ministério da Saude,
2018d); e

- A possibilidade de variacées seculares na frequéncia para estes
sorotipos.

Essas hipoteses devem ser monitoradas com a continuidade da
vigilancia epidemioldgica laboratorial passiva realizada pelo IAL.

Os resultados obtidos na caracterizacao molecular destes
sorotipos 4, 5 e 7F apontam para linhagens genéticas mais
conservadas, uma vez que estes sorotipos apresentaram uma baixa
diversidade de CCs.

O sorotipo 4 foi relacionado ao CC770. No banco de dados
internacional do MLST verificamos o depodsito de 2 cepas de S.
pneumoniae pertencentes a este sorotipo e relacionadas a ST770 na
cidade do Rio de Janeiro (MLST, 2018). Na era pds-PCVs, este sorotipo
tem sido relacionado a surtos de DPI ocorridos em moradores de rua
da cidade de Calgary, Canada, onde a PCV13 substituiu a PCV7 em
2010, porém as STs (ST205 e ST244) mencionadas nao foram

evidenciadas no presente estudo (Ricketson et al., 2018).
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O sorotipo 5, pertencente ao clone Colémbia®-19 (ST289), esteve
presente em ambos os periodos estudados. Atualmente, relatos da
presenca deste clone tém ocorrido em Gambia, onde, desde a era pré-
introducao da PCV13, este sorotipo se mantém como um dos mais
prevalentes na DPI (Ashu et al., 2016; Ngwa et al., 2018).

O sorotipo 7F foi classificado, quase na totalidade dos isolados
estudados, no singleton S-191 (clone Holanda’"-39), pouco relacionado
a resisténcia antimicrobiana e, de acordo com o banco de dados
internacional do MLST, globalmente disseminado (MLST, 2018).

Entre os sorotipos PCV10, o estudo de caracterizacao molecular
evidenciou que os sorotipos PCV10 1 e 18C também apresentaram
baixa variabilidade genética.

Entre as cepas do sorotipo 1, detectamos a presenca de trés
diferentes clones internacionais, EUA'-29, Suécia'-28 e Suécia’-40. Os
clones Suécia’-40 (Chiou et al., 2008) e EUA'-29 (dados IAL) foram
descritos no Brasil desde meados da década de 90, sendo também
descritos em outros paises da América Latina (Zemlickova et al., 2005).
Esta estabilidade clonal do sorotipo 1 tem sido associada a sua baixa
prevaléncia e densidade na nasofaringe de portadores que resulta em
uma oportunidade reduzida de trocas genéticas entre as linhagens
(Bruggemann; Spratt, 2003). Apesar do sorotipo 1 ter sido uma das
causas mais frequentes de DPI no Brasil durante a ultima década, uma
reducdao no isolamento do sorotipo 1 foi verificada mesmo antes da
introducao da PCV10 no Brasil, em 2010, o que pode ser relacionada a
flutuacao ciclica natural deste sorotipo reconhecida globalmente
(Brandileone et al., 2003; Chiou et al., 2008; Mantese et al., 2009;
Hausdorff; Hanage, 2016).

O sorotipo 18C foi, basicamente, relacionado ao CC193, variante
de sorotipo do clone Grécia?'-30-18C e clone internacionalmente
difundido com representantes em diferentes sorotipos (MLST, 2018).
No Brasil esse CC193 foi documentado em estudos envolvendo S.
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pneumoniae isolados de portadores e de DPI (Azevedo et al., 2016;
Neves et al., 2018).

Na era pré-PCV10, o sorotipo 14, juntamente com o sorotipo 6B,
mostraram-se 0s mais prevalentes e associados a multirresisténcia
antimicrobiana. A caracterizacao molecular do sorotipo PCV10 14
revelou que este sorotipo apresentou uma maior variabilidade de CCs e
linhagens genéticas, muitas vezes, compartilhadas por isolados de
diferentes sorotipos, como 9V e 19F.

Os sorotipos 9V e 14, prevalentes no periodo pré-PCV10, foram
principalmente representados pelo CC156, caracterizado pela
multirresisténcia, pela presenca do clone Espanha®'-3 e sua variante no
sorotipo 14, globalmente identificados e presentes no Brasil em
isolados de portadores e DPlI desde meados 1990 (Kim et al., 2016;
Pinto et al., 2016; Neves et al., 2018).

O CC66-11327-12487-12837 se apresentou relacionado aos
sorotipos 14 e 19F no periodo pré-PCV10. As STs pertencentes a este
CC sao variantes do clone Tennessee'*-18, descritas previamente no
Brasil (Zemilickova et al., 2005; Pinto et al., 2016; Neves et al., 2018),
mundialmente identificadas em diversos sorotipos e relacionadas com
suscetibilidade diminuida a penicilina como descrito no banco
internacional do MLST (MLST, 2018).

O sorotipo 19F apresentou uma grande diversidade de linhagens
genéticas vinculadas ao periodo pré-PCV10. Os CC177 e CC236,
relacionados aos clones Portugal'®-21 e  Taiwan'®-14,
respectivamente, foram os principais complexos clonais observados
neste estudo. Ambos foram descritos mais recentemente no Brasil
(Neves et al., 2018) como caracteristico do periodo pré-PCV10. No
banco de dados internacional do MLST, o CC177 e o CC236 apresentam
registro de uma distribuicao mais globalizada (MLST, 2018). Neste
estudo, o CC177 apresentou uma baixa relacado com a resisténcia
antimicrobiana, diferentemente do CC236 altamente relacionado com a

resisténcia e multirresisténcia antimicrobiana.
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Os principais CCs relacionados ao sorotipo 23F foram CC338,
CC242-11306 e S-81, contendo representantes dos clones
internacionais  Colombia®*f-26, Taiwan®'-15 e  Espanha®f-1,
respectivamente. O CC338 foi descrito anteriormente no pais em
isolados de DPI e portadores (Caierao et al., 2014; Neves et al., 2018). O
CC242-11306 foi encontrado no periodo pos-PCV10, porém sua
presenca foi registrada no Brasil desde o periodo pré-PCV10
(Zemlickova et al., 2005). Os CC338 e CC242-11306 apresentaram um
menor nivel de resisténcia a penicilina (0,125-1 pg/mL), enquanto o
CC242-11306 foi relacionado com a resisténcia a eritromicina. Em
contraste, o S-81 apresentou uma elevada resisténcia a penicilina (22
Mg/mL) e eritromicina, podendo ser relacionado a multirresisténcia
antimicrobiana.

A substituicao dos sorotipos PCV10 pelos sorotipos nao-PCV10
foi evidenciada pelo aumento dos sorotipos adicionais da PCV13,
relacionada aos sorotipos 3 e 19A, ou aos SNV, principalmente
associados a elevacao na prevaléncia dos sorotipos 6C, 8 e 12F. De
maneira global, a substituicao dos sorotipos associados as diferentes
formulacées das PCVs foi documentada em paises que adotaram a
ampla utilizacao destas vacinas em seus calendarios de imunizacao
(Esposito; Principi, 2015; Cohen et al., 2017).

O aumento dos sorotipos 19A e 3 observado independentemente
do diagnéstico clinico estudado e principalmente relacionado a faixa
etaria alvo da vacina, criancas com 2m-4a, e aos individuos >50a foi
observado no Chile, Suécia e Holanda, paises que, como o Brasil,
introduziram a PCV10 em seus calendarios de vacinacao (Instituto de
Salud Publica Chile, 2016; Naucler et al., 2017; Vissers et al., 2018).

Nossos achados nao suportam uma possivel protecao cruzada
do sorotipo 19F presente na PCV10 contra a DPI causada pelo sorotipo
19A, em contraste com relatos anteriores publicados apdés um curto
periodo da introduciao da PCV10 no Brasil, Finlandia e Canada
(Quebec) (Deceuminck et al., 2015; Domingues et al., 2014; Jokinen et
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al., 2015; Verani et al., 2015). Recentemente, estudos realizados na
Suécia e Finlandia, em periodo mais prolongado apdés a introducao da
PVC10, evidenciaram os mesmos resultados observados neste estudo
e relataram auséncia de reatividade cruzada entre os sorotipos 19F e
19A verificada pelo aumento de DPI causada pelo sorotipo 19A (Naucler
et al., 2017; Rinta-Kokko et al., 2018).

O sorotipo 19A passou a ser um dos mais prevalentes como
causa de DPI, sendo a sua expansao associada aos paises que
introduziram as PCV7 ou PCV10 (Moore et al., 2008; Van der Linden et
al., 2013a).

No Chile, onde a PCV10 foi introduzida em 2011, a proporcao de
DPI relacionada ao sorotipo 19A aumentou de 5% para 12% entre os
periodos pré e pos-introducao da PCV10, sendo o maior impacto
observado entre as criancas com idade inferior a 2a, onde a DPI pelo
sorotipo 19A no periodo pré-PCV10 representava <8% aumentando
para 25% apds a introducao da PCV10. Este cenario resultou na
recomendacao para substituicao da PCV10 pela formulacao PCV13
neste pais (Potin et al., 2016). Em 2017 a vacina PCV10 foi substituida
pela formulacdao PCV13 no PNI do Chile (comunicacao pessoal Instituto
de Salud Publica de Chile).

Dados recentes do sistema de vigilancia nacional com base
populacional do Reino Unido e Pais de Gales, um dos primeiros paises
que introduziu a PCV13 (2010) em substituicao a PCV7 (2006),
mostraram que a despeito do excelente impacto atingido com a
utilizacao das PCVs na reducao da DPI pelos sorotipos vacinais em
criancas, extensivo a populacao de adultos e idosos, foi detectada uma
elevacao na prevaléncia do sorotipo 19A, principalmente nos
individuos 265a, indicando que este sorotipo se mantem em circulacao
depois de 6 anos da introducao da PCV13 (Ladhani et al., 2018). Isto
mostra que os estudos de vigilancia e impacto das PCVs devem ser
constantes a fim de buscarmos uma compreensao mais ampla do uso

prolongado destas vacinas e seu efeito protetor.
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Desde a introducao do uso das PCVs, o aumento da frequéncia
do sorotipo 19A tem sido relacionado a expansao da ST320
multirresistente aos antimicrobianos (Deng et al., 2015; Kim; Lee; Kim,
2016; Balsells et al., 2017; Agudelo; Antonio; Castaheda, 2018;
Setchanova et al., 2018). A caracterizacao molecular revelou o CC236
no qual identificamos a presenca da ST320 (DLV Taiwan'®f-14),
presente principalmente no sorotipo 19A desde o periodo pré-PCV10,
sendo detectada em um isolado do sorotipo 19F no periodo pés-PCV10.

Este estudo documentou a elevacao da prevaléncia do sorotipo
19A associado a multirresisténcia no periodo pés-PVC10, relacionada a
expansao da ST320 DLV Taiwan'®F-14, presente no Brasil desde o
periodo pré-PCV10. Multiplos fatores podem ser associados a elevacao
na frequéncia do sorotipo 19A/ST320, como a pressao vacinal levando
ao switch capsular do sorotipo 19F para 19A e a uma vantagem
adaptativa da multirresisténcia aos antimicrobianos, que podem ter
propiciado um aumento da colonizacao por este sorotipo na
nasofaringe, pré-requisito para o desenvolvimento da DPI.

A presenca do sorotipo 19A/ST320 foi registrada pelo IAL nos
estudos de portadores realizados em 2010, 2013 (Cassiolato, 2015;
Brandileone et al., 2016) e 2017 (dados do IAL). A ST320 representou
11,1% (1/9), 20% (2/10) e 68,7% (22/32) dos sorotipos 19A isolados nos
estudos de portadores realizados nos periodos pré-PCV10 (2010), pos-
PCV10-imediato (2013) e p6s-PCV10-tardio (2017), respectivamente. E
importante ressaltar que 19A/ST320 passou a ter maior
representatividade no ultimo estudo realizado em 2017 ainda em fase
de publicacao (dados do IAL).

Globalmente, o mecanismo pelo qual a frequéncia do sorotipo
19A aumentou nao é totalmente claro. Embora possa ser atribuido ao
fenémeno de substituicao de sorotipos, eventualmente ocorrido com a
introducao da PCV7 ou PCV10 (Isturiz et al., 2017) este aumento do 19A
nao foi observado unicamente apdés a introduciao das PCVs. Sua
frequéncia aumentou, por exemplo, na DPI na Coreia (Choi et al.,2008) e
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em casos de otite-média aguda em Israel (Dagan et al.,2009), mesmo
antes da introducao do PCV7. O mecanismo adicional importante que
poderia ser relacionado a este aumento seria da resistencia aos
antimicrobianos, uma vez que grande parte do aumento no sorotipo
19A na era poés PCVs tém sido relacionado ao isolamento de clones
resistentes ou multirresistentes aos antimicrobianos.

Ja o aumento de prevaléncia no sorotipo 3 é preocupante, pois
este sorotipo tem sido associado a quadros de pneumonia grave e alta
mortalidade em pacientes adultos (Garcia-Vidal et al., 2010; Burgos et
al., 2014; Horacio et al., 2016; Ladhani et al., 2018). Recentemente,
Azarian et al. (2018) documentaram a presenca de multirresisténcia
antimicrobiana (resisténcia principalmente a eritromicina, clindamicina
e tetraciclina) em cepas do sorotipo 3.

Em paises que adotaram a vacina PCV13, o sorotipo 3 permanece
como um desafio pois dados de eficacia desta vacina revelaram baixo
impacto na prevencao da DPI causada por este sorotipo (Andrews et
al., 2014; Moore et al., 2015; Silva-Costa et al., 2018). A sintese da
capsula do sorotipo 3 resulta em um polissacarideo que nao é
covalentemente ligado ao peptidiolgicano e que pode ser liberado
durante o crescimento bacteriano (Choi et al., 2016; Silva-Costa et al.,
2018). Choi et al. (2016), em seu estudo in vitro e in vivo em ratos,
hipotetizaram que a liberacao deste polissacarideo durante o
crescimento poderia reduzir a protecao mediada pelos anticorpos anti-
sorotipo 3, que seriam inativados pelos fragmentos de polissacarideos
deixando de se ligarem a bactéria integra, nao exercendo seu papel
opsonizante o que poderia explicar a menor eficacia deste componente
na vacina PCV13.

Conforme documentado tanto no periodo pré como no pos-
PCV10, os sorotipos SNV mostraram grande diversidade. Destacamos a
elevacao das prevaléncias dos sorotipos 6C, 8 e 12F no periodo pos-
PCV10-tardio, nao relacionadas ao diagnéstico clinico, mas vinculada
ao grupo de individuos 250 anos.
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O aumento da prevaléncia dos sorotipos 8 e 12F também foi
relatada apés a introducao das PCVs nos EUA (Moore et al.,, 2015;
Hulten, 2018), Europa (Cohen; Biscardi; Levy, 2016; Naucler et al., 2017;
Vestjens et al., 2017; Ladhani et al., 2018), Asia (Jaiswal et al., 2014;
Ikuse et al., 2018) e Oriente Médio (Rokney et al., 2018).

A caracterizacao molecular pelo MLST de cepas pertencentes
aos sorotipos 3, 8 e 12F revelou a presenca de trés clones
internacionais, Holanda®-31 (CC180), Holanda®-33 (CC53-12574) e
Dinamarca'?®-34 (CC218), respectivamente associados a esses
sorotipos. Neves et al. (2018), estudando cepas isoladas no Rio de
Janeiro, documentou a presenca destes clones em seu estudo de
colonizacao em criancas, porém somente o CC53-12574 foi encontrado
no periodo pés-PCV10. Outro estudo de Caierao et al. (2014) realizado
em Porto Alegre, em isolados de DPI, documentou a presenca destes
clones no periodo pés-PCV10, e os identificou como clones associados
a DPI e, portanto, raramente encontrados na nasofaringe. Azevedo et
al. (2016) também relatou a presenca dos clones Holanda3-31 (pré-PCV)
e Dinamarca'¥*-34 (p6s-PCV) em seu estudo envolvendo quadros de
meningite em Salvador. Raramente estes clones Holanda®-31 (CC180),
Holanda®-33 (CC53-12574) e Dinamarca'?"-34 (CC218) estio associados
a resisténcia antimicrobiana, porém relatos recentes tém relacionado o
clone Holanda3-31 (CC180) a multirresisténcia antimicrobiana (Azarian
et al., 2018).

O SNV 6C foi raramente identificado nos primeiros anos do
estudo (periodo pré-PCV10, 2005-2009), seguido de um aumento ao
longo dos periodos pos-PCV10-imediato e tardio, principalmente entre
criancas a partir dos 2m de idade e em adultos. Estes dados
evidenciam que o sorotipo 6B incluido na PCV10 nao induz a protecao
cruzada para este sorotipo como mostrado anteriormente em estudo de
imunogenicidade e frequéncia deste sorotipo apés introducao da PCV
(Park et al., 2008; Van der Linden et al., 2013b).
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No Brasil, a alta prevaléncia do sorotipo 6C foi previamente
detectada nos estudos de portadores nasofaringeos realizados em
criancas apoés 3 a 4 anos da introducao da PCV10 (Brandileone et al.,
2016; Neves et al., 2017). No estudo realizado por Brandileone et al.
(2016) foi observada uma elevacao na prevaléncia do sorotipo 6C na
nasofaringe de criancas de 1,8% (9/501) no periodo pré-PCV10 (2010)
para 11,2% (45/400) no periodo poés-PCVi0-imediato (2013). Novo
estudo realizado no periodo pés-PCV10-tardio (2017), com o mesmo
desenho dos anteriores, evidenciou que a prevaléncia para este
sorotipo foi de 17,7% (94/531) (dados do IAL). Os dados do IAL
mostram o sorotipo 6C como o mais prevalente na nasofaringe de
criancas desde 2013 e apos sete anos de introducao do PCV10.

A emergéncia do sorotipo 6C como causa de DPI também foi
relatada apo6s a introducao da PCV em varias localidades, como EUA e
Espanha (Gertz et al., 2010; Millar et al., 2010; Rolo et al., 2011).

Por outro lado, foi observada uma reducao significativa da
frequéncia do sorotipo PCV13 6A no periodo pés-PCV10 tardio, na faixa
etaria de criancas alvo da vacinacao com a PCV10 (2m-9a). Esse
achado é esperado pois protecao cruzada entre o sorotipo vacinal 6B e
o 6A tem sido observada em varios paises apos a vacinacao e em
estudos de imunogenicidade das PCVs (Park et al., 2008; Van der
Linden et al., 2013b; Rinta-Kokko et al., 2018).

Nossos achados estao de acordo com os dados recentemente
publicados no estudo populacional realizado na Suécia que
compararou o impacto da PCV10 e da PCV13 neste pais. Naucler et al.
(2017) relataram uma reducao na incidéncia da DPI associada aos
sorotipos vacinais nos municipios suecos que utilizam em seus
programas de vacinacao as vacinas PCV10 ou PCV13, porém, somente
nos municipios que utilizaram a vacina PCV10, foi observada a
elevacao no isolamento dos sorotipos 6C e 19A com declinio na
prevaléncia do sorotipo 6A, devido provavelmente a protecao cruzada
com o 6B.
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Isolados do sorogrupo 6, representados pelos sorotipos 6A, 6B e
6C, revelaram uma grande diversidade genética, exatamente como
relatado por outras publicacoes de estudo realizados no Brasil (Neves
et al., 2018) e em outros paises (Gertz et al., 2010; Rolo et al., 2011;
Marimon et al., 2016; Porat et al., 2016; Diamantino-Miranda et al., 2017).

O sorotipo 6A foi marcado pela presenca do CC473 resistente a
penicilina e a eritromicina, principalmente no periodo pés-PCV10. A
presenca deste CC também foi relatada nos EUA, Portugal e na
Espanha (Gertz et al., 2010; Rolo et al., 2011; Diamantino-Miranda et al.,
2017), porém, em Portugal, este CC foi relacionado ao sorotipo 6C,
diferentemente do observado no Brasil, Espanha e EUA (Gertz et al.,
2010; Rolo et al., 2011).

No sorotipo 6B, altamente prevalente no periodo pré-PCV10, foi
evidenciado a presenca dos clones Espanha®®-2 (ST90) e Polonia®®-20
(ST315), ambos frequentes no periodo pré-PCV10 e relacionados a
resisténcia. O CC90 é relacionado a multirresisténcia sua presenca foi
descrita em Portugal (Diamantino-Miranda et al., 2017), sendo
atualmente mais prevalente na Asia (Shi et al., 2018).

Como mencionado anteriormente, o sorotipo 6C apresentou uma
maior prevaléncia relacionada ao periodo po6s-PCV10. O estudo
molecular destacou os CC315-386-11315 (ST386 DLV Pol6nia®t-20) e
CC338 (ST2777 SLV Colémbia*F-26) como prevalentes entre as cepas
do sorotipo 6C, sendo que a presenca destas variantes sugere um
switch capsular uma vez que os clones foram descritos nos sorotipos
6B e 23F, respectivamente. A ST386 foi recentemente associada a
expansao do CC386 no Brasil, sendo descrita em isolados de
portadores e com caracteristica de multirresisténcia (Neves et al.,
2018). Também foi documentada em diferentes paises como Portugal,
Espanha, Bulgaria (Rolo et al., 2011; Diamantino-Miranda et al., 2017;
Setchanova et al., 2018) e na China, sendo neste ultimo relacionada ao
sorotipo 6B (Shi et al., 2018).
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Em linhas gerais, o presente estudo demonstrou o impacto do
uso da vacina PCV10 na reducao dos sorotipos PCV10, principalmente
no periodo pos-PCV10-tardio. Alta diversidade de sorotipos foi
observada apos varios anos da introducao da PCV10 evidenciado pela
elevacao da prevaléncia dos sorotipos 3 e 19A, incluidos na PCV13, e
dos SNV 6C, 8 e 12F, que no periodo pos PCV10-tardio somaram 41,1%
dos isolados identificados.

Este fendmeno de substituicao por sorotipos nao-PCV10 pode
ser ocasionado por diferentes fatores nao associados a introducao de
vacinas, como a pressao seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos,
tendéncias seculares que podem ocorrer na prevaléncia dos sorotipos
ao longo do tempo, pela presenca de sorotipos nao vacinais de
pneumococos ha nasofaringe de portadores e a presenca de
comorbidades que podem ampliar a suscetibilidade da populacao a
DPI, entre outros fatores (Feikin et al., 2013).

Este estudo teve como base os dados obtidos no IAL através da
vigilancia laboratorial passiva de isolados de DPl e tém suas
limitacoes.

No decorrer do periodo de estudo foi verificada um aumento no
recebimento de isolados do diagndstico clinico nao-meningite
principalmente, no espécime clinico sangue, podendo ser considerada
como uma evidéncia indireta de uma melhoria na vigilancia da DPI no
pais; parte deste resultado, principalmente relacionado ao periodo pos-
PCV10-imediato, pode ser atribuido a melhoria da vigilancia de S.
pneumoniae dos quadros de DPlI em dez estados brasileiros
introduzido pelo Ministério da Salude para a realizacao do estudo de
efetividade da PCV10 com desenho caso-controle realizado por
Domingues et al (2014), no periodo 2010 a 2012 Fato este que nos
impulsionou a incluir uma analise dos dados de sorotipos e resisténcia
antimicrobiana em um periodo mais prolongado e apods a finalizacao do
estudo de efetividade da PCV10, aqui determinado como periodo pos-
PCV10-tardio (2014-2017).
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O Brasil classifica a meningite como uma doenca de notificacao
compulséria e mantem uma vigilancia para este agravo. Assim, a
colecao de S. pneumoniae utilizada neste estudo foi composta por uma
grande parcela de isolados de casos de meningite. Ja os isolados de S.
pneumoniae do diagndstico clinico nao-meningite provavelmente estao
subestimados uma vez que o pais carece de vigilancia para estes
agravos. No entanto, o numero de isolados nao-meningite foi suficiente
para permitir uma analise da prevaléncia dos sorotipos.

Os resultados obtidos com a realizacao desde estudo sao
importantes para o entendimento da epidemiologia do S. pneumoniae
no Brasil na era p6s-PCV10, uma vez que, o IAL além de ser o
laboratério nacional de referéncia para as meningites bacterianas e
infeccoes pneumococicas no Ministério da Saude tem experiéncia no
isolamento, identificacao e caracterizacao de isolados de pneumococo,
recebendo durante anos isolados encaminhados pelas mesmas
instituicoes em todo o territério brasileiro, 0 que garante a qualidade e
robustez dos dados aqui apresentados.

A amostragem de isolados caracterizados molecularmente
possibilitou o conhecimento das linhagens genéticas que circulam
entre os pneumococos isolados de DPI no Brasil e servira de linha de
base para os estudos posteriores de vigilancia.

Em 2016, o PNI do Ministério da Saude alterou a administracao
da vacina PCV10 para 2 + 1 doses (Ministério da Saude, 2018a).
Portanto, seguiremos com o monitoramento das caracteristicas
fenotipicas e moleculares de S. pneumoniae a fim de possibilitar a
avaliacao nao somente da adequacao deste novo calendario de
vacinacao, bem como se a elevacao na prevaléncia dos sorotipos 3,
6C, 8, 12F e 19A sera sustentada, possibilitando também uma melhor
compreensao do quadro de resisténcia antimicrobiana para o S.
pneumoniae. Recomendamos esforcos na implementacao de melhorias

na vigilancia da DPI, como a inclusao de estudos de base populacional.
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6 CONCLUSOES

Houve mudanca na prevaléncia dos sorotipos, perfil de
suscetibilidade antimicrobiana e distribuicao de linhagens genéticas de
S. pneumoniae isolados de DPI, nos periodos pré-PCV10 (2005-2009) e
p6s-PCV10 (2010-2017).

Ocorreu uma reducao dos sorotipos PCV10 independentemente
do diagndstico clinico e faixa etaria, evidenciando uma protecao direta
e indireta da PCV10 contra a DPI causada pelos sorotipos vacinais. Os
sorotipos PCV13, 3 e 19A, e os SNV, 6C, 8 e 12F, permaneceram como
os mais prevalentes na DPI nos anos mais recentes do estudo, periodo
po6s-PCV10-tardio.

A despeito do aumento da suscetibilidade aos antimicrobianos,
ocorrida como resultado da diminuicdo dos sorotipos PCV10
associados a resisténcia antimicrobiana, observou-se a elevacao da
resisténcia a eritromicina relacionada principalmente aos sorotipos 6C
e 19A prevalentes no periodo pés-PCV10.

A amostragem de isolados caracterizados molecularmente e
pertencentes aos sorotipos mais prevalentes no periodo pré e pos-
PCV10 evidenciou a alteracao da composicao genética da populacao de
pneumococos que acompanhou a alteracao na prevaléncia dos
sorotipos nos periodos pré- e pos-PCV10. O estudo evidenciou a ampla
diversidade clonal dos isolados de S. pneumoniae no Brasil, identificou
diversos clones internacionais, principalmente no periodo p6s-PCV10,
os clones Holanda%-31 (CC180), Holanda®-33 (CC53-12574) e
Dinamarca'¥-34 (CC218), detectou a expansdo clonal no sorotipo
19A/ST320 multirresistente aos antimicrobianos e a presenca do
6C/ST386 e 6C/ST2777.
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8 Anexos

Anexo 1: Identificacao de Streptococcus pneumoniae

A. Coloracao de Gram (método modificado por Hucker)

1- Cristal Violeta:

Solucao A:
Cristal violeta 209
Alcool etilico a 95% 20 mL
Solucao B:
Oxalato de amonia 0,8¢g
Agua destilada 80 mL

As solucoes A e B foram misturadas 24 horas antes do uso,
armazenadas em frasco cor ambar e filtradas no momento do uso.

2- Solucao lodetada (mordente):

lodo 1,09
lodeto de potassio 209
Agua destilada 300 mL

lodo e iodeto foram triturados. A agua foi acrescentada até a
formacao de uma solucao quando homogeneizada. A solucao foi
armazenada em frasco cor ambar.

3- Descorante:
Alcool-acetona a 70%

117



Alcool etilico a 95% 700 mL
Acetona 300 mL
Os dois reagentes foram misturados e acondicionados para o uso.
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4 - Coloracao de Contraste:
Fucsina 25¢
Alcool etilico a 95% 100 mL

Procedimento:

1- O esfregaco foi preparado em lamina de vidro. O crescimento foi
homogeneizado em solucao fisiolégica com movimentos circulares a
partir do centro do esfregaco.

2- A fixacao do esfregaco foi realizada pelo calor, passando-se a lamina
sobre a chama do bico de Bunsen.

3- A lamina foi coberta com a solucao de cristal violeta. Evitou-se o
gotejamento direto sobre o esfregaco.

4- Apés 10 segundos, a lamina foi lavada com agua e coberta com
solucao iodetada por aproximadamente 10 segundos.

5- A solucao descorante foi aplicada rapidamente sobre a lamina, 6
segundos no maximo, e esta foi, imediatamente, enxaguada em
agua.

6- A lamina foi coberta com agua sobre a qual foram gotejadas cincos
gotas do corante de contraste, por intermédio de funil com papel
filtro. Apés 30 segundos, a lamina foi lavada e seca a temperatura
ambiente.

7- A leitura da lamina foi realizada em microscépio otico, aumento

1000x com Oleo de imersao.

B. Testes de Identificacao de S. pneumoniae

A identificacao do pneumococo é baseada em sua morfologia
de diplococos Gram positivos, na auséncia da enzima catalase, na
presenca de alfa-hemdlise em placa de agar 5% sangue de carneiro, na
suscetibilidade a optoquina e a sais biliares.



1- Pesquisa da Catalase:

A presenca da catalase permite diferenciar o ¢género
estreptococos (catalase negativa) de outros cocos Gram positivos
produtores de catalase, por exemplo, estafilococos. A enzima catalase
converte o peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua. A liberacao do
oxigénio é observada pela formacao de bolhas.

Procedimento:
1- Coldnias a partir de crescimento de 18-24 horas foram transferidas
para uma lamina de microscopia.
2- Adicionou-se uma gota de peréxido de hidrogénio a 3%.

Interpretacao:

- Presenca de bolhas (catalase positiva) indica a presenca da enzima
catalase.

- Auséncia de bolhas (catalase negativa) é indicativo de estreptococos.

2- Teste da Optoquina:

A optoquina (etil-hidrocupreina hidrocloridrica) €é uma
substancia quimica soluvel em agua que se difunde para o meio de
cultura e inibe o crescimento de S. pneumoniae.

O disco de optoquina em geral tem 6 mm de diametro e uma
concentracao de 5 pg da substancia quimica.

Procedimento:

1- A partir de uma cultura pura as colonias suspeitas de S.
pneumoniae foram semeadas em placa de agar 5% sangue
carneiro.



2- O disco contendo optoquina foi aplicado sobre o crescimento e
seguiu-se com incubacao por 18 horas a 36°C em condicoes de 5-
7% de CO..

3- A leitura do halo foi realizada com régua.

Interpretacao:

O halo de inibicao do crescimento quando >14 mm foi
interpretado como positivo (sensivel a optoquina) e forneceu uma
identificacao presuntiva de S. pneumoniae. Nas isolados em que halos
entre 6 e 14 mm foram observados a confirmacao da identificacao foi
realizada através do teste de bile solubilidade, para exclusao de outros
estreptococos alfa-hemoliticos do grupo viridans.

3- Teste da Bile Solubilidade:

Detergentes como sais biliares, desoxicolato de so6dio ou
taurocolato de sodio tém a capacidade de lisar seletivamente o S.
pneumoniae quando adicionado em suspensao bacteriana em fase
logaritmica. O pneumococo produz enzimas autoliticas (autolisinas) e a
adicao de sais biliares ativam essas enzimas, acelerando a reacao litica

natural da bactéria.

Solucao de Desoxicolato de Sodio (10%):

Desoxicolato de Sadio 109
Agua destilada completar para 100 mL

Procedimento:

1- Foi preparada uma suspensao bacteriana homogénea em uma
concentracédo equivalente a escala 1,0 de McFarland (3 x 10® cfu/mL).



2- Foram transferidos 0,5mL desta suspensao bacteriana para dois
tubos de ensaio, um identificado como "Teste" (T) e outro como
"Controle” (C).

3- Ao tubo T foi adicionado 0,5 ml de solucao de desoxicolato de sédio
a 10%.

4- Ao tubo C, 0,5 ml de solucao fisiologica.

5- Os tubos seguiram para incubacao em estufa a 35°C por até 3 horas.

Interpretacao:

A presenca de lise bacteriana, determinada pela auséncia de
turbidez no tubo T quando comparado com a presenca de turbidez do
tubo C de cada isolado testado, foi observada apdés 1, 2 e 3 horas de
incubacdao. A lise bacteriana identificou as amostras como S.

pneumoniae.



Anexo 2: Teste de disco-difusao

Procedimento:

1- Foi preparada uma suspensao bacteriana em solucao fisiolégica
estéril (inoculo) a partir de cultura pura crescida por até 18 horas
em placa de agar 5% sangue de carneiro.

2- A turbidez do inoculo foi ajustada para escala 0,5 de McFarland.

3- O inoculo foi semeado, com auxilio de haste de algodao estéril,
por toda a superficie de uma placa de agar Mueller-Hinton 5%
sangue de carneiro.

4- Apos secagem do inoculo no agar os discos foram dispostos na
superficie do agar.

5- A distribuicao dos discos na placa nao excedeu o maximo de
cinco discos por placa de 90 mm como preconizado pelo CLSI.

6- As placas foram incubadas a 35°C por 18-20 horas em tensao de
CO2,

7- Apés 18-20 horas de incubacao, os diametros das zonas de
inibicao foram medidos com régua. Eventuais coldnias crescidas
dentro da zona de inibicao foram investigadas e possiveis

contaminacoes foram descartadas.

Interpretacao:

A interpretacao do tamanho da zona de inibicao seguiu
determinacoes disponiveis nas tabelas no CLSI-M100, 2017 e o
resultado foi classificado como suscetivel (S), resisténcia intermediaria
(I) ou resistente (R).

O controle de qualidade dos discos foi realizado semanalmente
e a cada abertura de novo lote, utilizando a cepa padrao de S.
pneumoniae ATCC® 49619. Para controle do disco de oxacilina também
foi utilizada a cepa padrio de S. aureus ATCC® 25923.

Pontos de corte utilizados no teste de disco-difusao (CLSI,
2017):



-Oxacilina (1ug): suscetivel >20 mm;

-Cloranfenicol (30ug): suscetivel >21 mm e resistente <20 mm:

-Eritromicina (15pug): suscetivel >21 mm, intermediario 16-20 mm
e resistente <15 mm;

-Trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75ug): suscetivel >19 mm,
intermediario 16-18 mm e resistente <15 mm; e

-Vancomicina (30ug): suscetivel >17 mm.



Anexo 3: Teste de disco-difusao para Oxacilina

O disco de oxacilina (1 pg) foi utilizado como teste de triagem
para determinar a susceptibilidade do S. pneumoniae a penicilina sem,
entretanto, diferenciar entre os isolados intermediarios e resistentes. O
resultado do teste da oxacilina foi utilizado para predizer a atividade
aos outros antibioticos beta-lactamicos. Isolados de pneumococo
falso-resistentes para penicilina pelo teste da oxacilina ocorrem,
porém, falso-suscetiveis nao ocorrem. Portanto, este teste é
considerado um o6timo teste de triagem para susceptibilidade a
penicilina. Frente a um isolado oxacilina resistente procedeu-se o teste
de determinacao da CIM para confirmacao de resisténcia.

A determinacao do perfil de resisténcia deve ser realizada
através da CIM para penicilina e cefalosporina de 32 geracao, uma vez
que nao ha padronizacao do teste de disco-difusao para estes
antimicrobianos pelo CLSI.

Procedimento:

Foi seguido o mesmo procedimento descrito no Anexo 2.

Interpretacao:

Isolados de S. pneumoniae de quadros clinicos invasivos com
zonas de inibicido >20 mm foram consideradas susceptiveis (S) a
penicilina e ceftriaxona.

Quando aos isolados de S. pneumoniae, de quadros clinicos
invasivos, apresentaram zona de inibicao da oxacilina <19 mm foi
realizada a determinacao da CIM para penicilina e ceftriaxona, uma vez
que ha possibilidade de falsa-resisténcia.

O controle de qualidade dos discos de oxacilina 1 pg foi
realizado sistematicamente a cada novo lote de discos e semanalmente

em paralelo a rotina, utilizando cepas padroes de S.aureus ATCC®



25923 (cepa sensivel, 18-24 mm) e S. pneumoniae ATCC® 49619 (cepa

resistente a oxacilina, <12 mm).



Anexo 4: Teste determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Meio de cultura:

Foi utilizado o caldo Mueller-Hinton Cation ajustado (Difco,
EUA) acrescido de 2 - 5 % de lisado de sangue de cavalo.

Preparo das solucoes estoques de antimicrobianos:

Os sais dos antimicrobianos foram estocados em freezer -20°C
protegidos da umidade. Apoés o preparo, as solucoes foram
armazenadas a -70°C e mantidas por até 6 meses.

O preparo seguiu o preconizado pelo CLSI, o calculo para se
determinar a concentracdao real do antibiético (com atividade) foi

realizado de acordo com as formulas:

Peso do antimicrobiano X Poténcia descrita fabricante = Peso real do antimicrobiano

(ng/unidade) (unidade/mg) (ng/mg)
m=Vx][]
P
Onde:

m= massa a pesar (mg)

V= volume da solucao (mL)

[ 1= concentracao do antimicrobiano (ug/mL)
P = poténcia do antimicrobiano (ng/mg)

Preparo da Solucéao de Uso:

Em um tubo de ensaio foi adicionado volume adequado da
solucao estoque para a concentracao de antimicrobiano inicial na placa
e completou-se para 10 mL com caldo Muller-Hinton cation ajustado
com 3% de lisado de sangue de cavalo.



Preparo das Placas:

O volume preparado foi suficiente para confeccao de 10 placas
de fundo U com 96 orificios.

As placas foram preparadas com o dobro da concentracao final
do antimicrobiano desejado.

a. Foram preparados 12 tubos de ensaio (16x160 mm) numerados de
1ai2.

b. No tubo 1, foi adicionado a solucao de uso do antimicrobiano.

c.A partir do tubo 2, foi distribuido 5 mL de meio.

d. Seguiu-se com a diluicao seriada, tomando 5 mL do primeiro
tubo e transferindo-o para o tubo seguinte, parando a diluicao no
tubo 11. Abaixo segue um exemplo, para penicilina, de
concentracoes obtidas apds a diluicao seriada nos tubos.

e.O tubo 12 foi utilizado para controle de crescimento, portanto nao
recebeu antimicrobiano.

f. Seguiu-se a distribuicao de 50 pL a partir de cada tubo numerado
com seu correspondente na numeracao impressa da placa.

g. As placas foram identificadas, datadas, tampadas e armazenadas
em freezer -202C por até trés meses.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,06 | 0,03 | 0.015
Hg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

Preparo da Suspensao Bacteriana:

a.Foi preparada suspensao bacteriana a partir de uma placa agar 5%
sangue carneiro com crescimento recente (até 18 horas) em
solucao fisiologica estéril. Esta suspensao foi ajustada para uma
densidade igual a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10% cfu/mL). A




diluicao foi conferida em espectrofotometro (aproximadamente
0,1 de absorbancia no comprimento de onda de 625 nm).

b. A suspensao bacteriana ajustada foi diluida 1/100 em caldo
Muller-Hinton cation ajustado acrescido de 3% de lisado de
sangue de cavalo (50 pL da suspensao bacteriana em 4,95 mL do

meio de cultura).

Semeadura das Suspensoes Bacterianas:

a.0 inoculo foi adicionado a placa contendo as diluicoes de
antimicrobiano. Foram semeados 50 pL do inoculo em cada
diluicao do antimicrobiano. Cada isolado testado correspondeu a
indicacao de A até H impressa na placa. Portanto, em cada placa
foram realizados oito testes simultaneos.

b. As placas foram incubadas em estufa a 35°C, por 20-24 horas.

Controle do Inéculo:

a. A um tubo de ensaio (16 X 160 mm), identificado com o numero
do isolado em teste, foi adicionado 9,9 mL de solucao fisiologica
esteéril.

b. 10 pL retirados do poco 12 de um dos isolados teste foram
transferidos para o tubo contendo a solucao fisiologica.

c. Apés homogeneizacao, 100 pL foram retirados do tubo e
semeados no centro da placa de agar 5% sangue de carneiro
identificada com o numero do isolado em teste.

d. O inoculo foi distribuido sobre a superficie do agar com bastao
em "L".

e. A placa foi incubada por 18-24 horas a 35°C em condicoes de
CO..

f. Ao término do periodo de incubacao foi realizada a contagem das

colonias.



g. Quando escala 0,5 de McFarland e diluicoes foram preparadas
segundo protocolo descrito acima, espera-se a obtencao de uma
contagem com cerca de 50 coldnias no controle do inoculo.

Aceitacao do Teste:

O teste somente foi considerado quando:

a. Os pocos de controle de crescimento para cada isolado teste
exibiam o crescimento bacteriano esperado.

b. A CIM da cepa controle ATCC® 49619 apresentou resultados
concordantes com os preconizados pelo CLSI.

Interpretacao:

A CIM foi atribuida como a menor concentracao de
antimicrobiano que inibiu completamente o crescimento visivel do
microrganismo, ou seja, a menor concentracao de antimicrobiano em
que nao foi visualizada turbidez no meio de cultura, apés incubacao do
teste. A leitura do teste é realizada com auxilio de iluminacao
adequada.

A interpretacao foi realizada de acordo com a tabela de pontos
de corte para CIM de Streptococcus pneumoniae do CLSI-M100, 2017 e
os resultados foram complementados com a classificacao suscetivel
(S), resisténcia intermediaria (I) ou resisténcia (R). Sempre observando
o diagnodstico clinico para definicao desta classificacao do ponto de
corte.

Pontos de corte utilizados na determinacao da CIM (CLSI, 2017):

-Penicilina (meningite): suscetivel <0,06 pg/mL e resistente >0,125
Hg/mL;

-Penicilina (nao-meningite): suscetivel <2 pg/mL, intermediario=4
Hg/mL e resistente >8 pg/mL;

-Ceftriaxona (meningite): suscetivel <0,5 pg/mL, intermediario=1
Hg/mL e resistente >2 pg/mL;



-Ceftriaxona (nao-meningite): suscetivel <1 pg/mL, intermediario=2
Hg/mL e resistente >4 pg/mL;

-Cloranfenicol: suscetivel <4 pg/mL e resistente >8 pg/mL;

-Eritromicina: suscetivel <0,250 pg/mL, intermediario=0,5 pg/mL e
resistente >1 pg/mL;

-Trimetoprim-sulfametoxazol: suscetivel <0,5/9,5 pg/mL, intermediario
1/19-2/38 pg/mL e resistente >7/76 pg/mL; e

-Vancomicina: suscetivel <1 pg/mL.



Anexo 5: Relacao dos genes, sequéncias de nucleotideos dos iniciadores utilizados nas reacoes para amplificacao e

sequenciamento e tamanho dos fragmentos obtidos nas reacoes de amplificacao para determinacao dos perfis

genéticos dos isolados de Streptococcus pneumoniae pela metodologia de MLST* Sanger.

Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores

Tamanho dos

Gene fragmentos
forward reverse pares de base (pb)
sikimate dehydrogenase - aroE 5'-GCC TTT GAG GCG ACA GC-3' 5'-TGC AGT TCA (G/A)AA ACA T(A/T)T TCT AA-3' 405
glucose-6-phosphate dehydrogenase- gdh  5'-ATG GAC AAA CCA GC(G/A/T/C) AG(C/T) TT-3' 5'-GCT TGA GGT CCC AT(G/A) CT(G/A/T/C) CC-3' 460
glucose kinase - gki 5'-GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC-3' 5'-TCT CCC GCA GCT GAC AC-3' 483
transketolase - recP 5'-GCC AAC TCA GGT CAT CCA GG-3' 5'-TGC AAC CGT AGC ATT GTA AC-3' 450
signal peptidase |- spi 5-TTATTC CTC CTG ATT CTG TC-3' 5'-GTG ATT GGC CAG AAG CGG AA-3' 474
xanthine phosphoribosyl transferase-xpt  5-TTA TTA GAA GAG CGC ATC CT-3' 5-AGA TCT GCC TCC TTA AAT AC-3' 486
D-alanine-D-alanine ligase - dd| 5'-TGC (C/T)CA AGT TCC TTATGT GG-3' 5'-CAC TGG GT(G/A) AAA CC(A/T) GGC AT-3' 441

* MLST- Multilocus Sequence Typing (MLST, 2018)



Anexo 6- Distribuicao dos CCs e STs dos isolados de Streptococcus

pneumoniae nos periodos pré e pos-PCV10

Pré-PCV10 Po6s-PCV10

Clones

cC ST Sorotipo N 54505.2009) (2011-2015) Internacionais
15 - 14,19F 4 3 1
15 14 1 1 0
2922 14 1 1 0
13831* 19F 1 1 0
13931** 14 1 0 1
90 - 6B 16 11 5
90 6B 13 10 3 Clone Espanha®®-2
12495 6B 1 1 0
13832* 6B 1 0 1
13839*% 6B 1 0 1
156 - 9V,14 121 89 32
156 9V,14 101 73 28
14 89 66 23 Clone Espanha®’-3-14
9V 12 7 5 Clone Espanha®’-3
162 9V 8 7 1
1556 14 1 1 0
2335 14 1 1 0
9668 9V 1 0 1
12505 14 1 1 0
12506 14 2 2 0
12507 14 1 1 0
12508 14 1 1 0
12839 14 1 1 0
13838** 14 1 1 0
13932*% 14 1 0 1
13933** 14 1 0 1
177 - 19F 11 10 1
51 19F 1 1 0
177 19F 4 4 0 Clone Portugal'*-21
646 19F 1 0 1
2881 19F 1 1 0
3013 19F 1 1 0
12510 19F 1 1 0
12512 19F 1 1 0
12513 19F 1 1 0
180 - 3 50 17 33
180 3 48 16 32 Clone Holanda®-31
3236 3 1 1 0
8388 3 1 0 1

continua



Pré-PCV10 Po6s-PCV10

Clones

cC ST Sorotipo (2005-2009) (2011-2015) Internacionais

193 - 18C 26 20 6

193 18C 21 16 5 Clone Grécia*'-30-18C
1358 18C 1 1 0
11324* 18C 1 1 0
12517 18C 1 1 0
12838 18C 1 1 0
13835* 18C 1 0 1
236 - 19A,19F 31 10 21
202 19A 1 1 0

236 19F 2 2 0 CloneTaiwan'"-14
271 19F 1 0 1
320 19A,19F 18 2 16 DLV*Taiwan'*-14

19A 17 2 15
19F 1 0 1
763 19F 3 3 0
1451 19A 1 0 1
2323 19F 2 0 2
11326* 19F 2 2 0
13290 19A 1 0 1
338 - 6B,6C,19F,23F 46 26 20
338 19F,23F 21 15 6

19F 1 1 0 cClone Colémbia®F-26-19F

23F 20 14 6 Clone Colémbia®*"-26
791 23F 3 2 1

2777 6C 7 1 6 SLV* Colémbia®*F-26
3163 23F 1 1 0
4559 23F 1 1 0
4967 23F 1 1 0
11318* 6B 1 0 1
11323* 6C 2 2 0
11329* 23F 1 1 0
11330* 23F 1 0 1
11334*% 6C 1 0 1
11335*% 6C 1 0 1
12835 23F 1 1 0
13828* 6C 1 1 0
13834* 23F 1 0 1
13840** 23F 1 0 1
13842* 23F 1 0 1

continua



Pré-PCV10 Po6s-PCV10

Clones

cc ST Sorotipo (2005-2009) (2011-2015) Internacionais
473 - 6A,6B,7F 14 3 "
471 6A 1 1 0
473 6A,7F 4 0 4
6A 3 0 3
7F 1 0 1
497 6B 1 1 0
1190 6A 1 0 1
1876 6A 5 0 5
4331 6A 1 1 0
11311* 6A 1 0 !
724 - 6A,6B 16 9 7
724 6A,6B 7 3 4
6A 1 0 1
6B 6 3 3
5847 6A,6B 2 2 0
6A 1 1 0
6B 1 1 0
7021 6A 1 1 0
10242 6A 1 0 1
11307 6A 1 1 0
11316 6B 1 0 1
12465 6B 2 2 0
13872 6B 1 0 h
759 ] 6A,6B 4 2 2
759 6B 1 1 0
11312* 6A 1 0 1
11785 6A 1 1 0
13870* 6A 1 0 1
770 . 4,6A 28 8 20
770 4 17 4 13
4269 6A 3 0 3
11298* 4 1 1 0
11300* 4 3 1 2
11302 4 1 0 1
12500 4 2 2 0
13836* 4 1 0 !
1118 - 19A,19F 13 6 7
1118 19A 4 2 2
2878 19A 2 1 1
2880 19A 3 1 2
9837 19A 1 0 1
9838 19A 1 0 1
9942 19A 1 1 0
11325 19F 1 1 0

continua



Pré-PCV10 Po6s-PCV10

Clones

cc ST Sorotipo N 54052009) (2011-2015) Internacionais
3930 - 6C 5 1 4
2185 6C 1 0 1
3930 6C 3 0 3
13830* 6C 1 1 0
4978 - 6A,6B 20 10 10
750 6B 1 1 0
751 6A,6B 5 2 3
6A 1 0 1
6B 4 2 2
4977 6B 2 1 1
4978 6B 4 3 1
11317* 6B 1 0 1
11319* 6B 1 0 1
11321* 6B 2 1 1
11786** 6B 1 0 1
11787*% 6B 1 0 1
12514 6B 1 1 0
12841 6B 1 1 0
53-12574 - 8 23 3 20
53 8 22 3 19 Clone Holanda®-33
12574 8 1 0 1
66-11327-12487-12837 - 14,19F 14 12 2
66 14,19F 10 8 2
14 9 7 2
19F 1 1 0
11327* 19F 1 1 0
12487 14 2 2 0
12837 14 1 1 0
199-667 - 19A,23F 3 1 2
199 19A,23F 2 0 2
19A 1 0 1
23F 1 0 1
667 19A 1 1 0
218 - 12F 44 15 29
218 12F 4 15 28 cClone Dinamarca'*-34
218~* 12F 1 0 1
242-11306 - 6A,23F 4 1 3
242 23F 3 0 3 Clone Taiwan®"-15
11306* 6A 1 1 0
276-2307 - 19A,19F 5 1 4
276 19A 3 1 2
2307 19F 2 0 2

continua



Pré-PCV10 Po6s-PCV10

Clones

cC ST Sorotipo N 5405.2009) (2011-2015) Internacionais

280-5231 - 9v,18C 3 0 3
280 9Vv,18C 2 0 2
18C 1 0 1
9V 1 0 1
5231 9V 1 0 1
289-10408 - 5 26 10 16

289 5 25 10 15 Clone Colémbia®-19
10408 5 1 0 1
315-386-11315 - 6B,6C 21 8 13

315 6B 6 4 2 Clone Pol6nia®®-20

386 6B,6C 12 2 10 DLV®*Pol6nia®®-20

6B 2 2 0
6C 10 0 10
11315+ 6B 3 2 1
353-11336 - 23F 2 2 0
353 23F 1 1 0
11336+ 23F 1 1 0
458-11332 - 3 18 3 15
458 3 14 1 13
11332*% 3 4 2 2
733-2258 - 19A,19F 5 5 0
733 19A,19F 4 4 0
19A 3 3 0
19F 1 1 0
2258 19F 1 1 0
744-11303 - 6A 3 3 0
744 6A 2 2 0
11303 6A 1 1 0
810-11328 - 19A,19F 6 1 5
810 19F 5 1 4
11328* 19A 1 0 1
3787-13833 - 6A,6B 4 2 2
3787 6A6B 2 2 0
6A 1 1 0
6B 1 1 0
13833* 6A 2 0 2
4913-13841 - 19A 2 0 2
4913 19A 1 0 1
13841*% 19A 1 0 1
7026-11299 - 4 9 6 3
7026 4 8 5 3
11299* 4 1 1 0

continua



Pré-PCV10 P6s-PCV10 Clones

cC ST Sorotipo N 54052009) (2011-2015) Internacionais
8640-9793-9801-13837 - 19A 5 2 3
8640 19A 2 1 1
9793 19A 1 1 0
9801 19A 1 0 1
13837* 19A 1 0 1
Singletons - - 86 50 36
S-81 81 23F 4 3 1 Clone Espanha®f-1
S-89 89 19F 1 0 1
S-191 191 7F 33 16 17 Clone Holanda™-39
S-232 232 3 4 3 1
S-260 260 3 1 1 0
S-304 304 1 12 11 1  Clone Suécia'-40
S-306 306 1 2 0 2  Clone Suécia'-28
S-404 404 8 1 1 0
S-615 615 1 1 0 1 Clone EUA'-29
S-735 735 23F 1 1 0
S-766 766 6C 1 0 1
S-796 796 14 1 1 0
S-812 812 6C 1 1 0
S-1390 1390 6C 1 0 1
S-4598 4598 6A 3 2 1
S-5063 5063 18C 1 0 1
S-5833 5833 6A 3 1 2
S-8102 8102 12F 1 0 1
S-8376 8376 12F 1 1 0
S-11304 11304* 6A 1 1 0
S-11305 11305* 6A 3 3 0
S-11308 11308* 6A 1 1 0
S-11309 11309* 6A 1 0 1
S-11310 11310* 6A 1 0 1
S-11320 11320* 6B 1 0 1
S-11784 11784*% 6B 1 1 0
S-13829 13829* 19F 1 1 0
S-34~  34~*% 12F 1 0 1
S-13866 13866* 6B 1 1 0
S-13929 13929** 9V 1 0 1
Total - 688 350 338

- nédo se aplica, * STs descritas neste estudo, * STs com novos alelos descritos neste estudo,
$DLV: variante locus duplo, *SLV: variante unico locus



Anexo 7: Aprovacdes na Comissiao de Etica em Pesquisa do IAL
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'PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo Molecular de cepas invasivas de Streptococcus pneumoniae, isoladas
de criangas menores de 2 anos e adultos maiores de 50 anos de idade, antes e ap6s a
introdugdo da vacina conjugada 10-valente no Brasil

Pesquisador: Samanta Cristine Grassi Almeida
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 18941813.8.0000.0059

Instituicdo Proponente: Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: Center for Diseases Control and Prevention
Instituto Adolfo Lutz

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 393.501
Data da Relatoria: 15/08/2013

Apresentacdo do Projeto:

Streptococcus pneumoniae ou pneumocaco faz parte da microbiota da nasofaringe e é o principal agente
das pneumonias comunitarias e, também, um dos principais agentes de meningites bacterianas,
bacteremias e sepses. As infecgGes pneumocdcicas ocorrem em todas as faixas etarias, principalmente
criangas até 2 anos, idosos com mais de 65 anos e imunccomprometidos. No Brasil, a taxa de letalidade por
meningites pneumococicas € de 34,1%. Em 2012, o Ministério da Saude do Brasil introduziu no Programa
Nacional de Imunizagao a vacina 10-valente, com potencial de cobrir 80% dos sorotipos causadores de
doengas pneumococicas invasivas. Apos a introdugdo das vacinas conjugadas foi observada, em diferentes
paises, a diminuicdo das doengas causadas pelos sorotipos presentes nestas vacinas tanto em criangas
vacinadas como nas néo vacinadas, fenémemo conhecido como efeito rebanho ou efeito coletivo.
Paralelamente a este efeito, houveram relatos de aumento na incidéncia de sorotipos nao incluidos na
vacina, fendmeno denominado substituicdo de sorotipos. A analise comparativa de dados laboratoriais do
IAL, nos periodos pré e pos vacinal em criangas menores de 2 anos, mostrou queda de 77% dos sorotipos
vacinais e aumento de 49% dos sorotipos nédo vacinais. Na populagdo maior de 50 anos, observou-se uma
pequena diminui¢do nos sorotipos vacinais no periodo de dois anos apés a vacinagdo e um
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Continuagdo do Parecer: 393.501

aumento dos sorotipos n&o vacinais. Para investigar melhor estes dados, este projeto visa caracterizar
molecularmente, pela metodologia de "Multiloccus Sequence Typing" (MLST), 290 cepas invasivas de S.
pneumoniae isoladas no Brasil, no periodo pré vacinagdo de 9 anos (2001 a 2009), o ano de 2010, ano da
introdug@o da vacina conjugada 10-valente de pneumococo (PCV10), e no periodo de 4 anos apos a
vacinagéo (2011 a 2014), nas populagbes de criangas de 2 anos e adultos >50 anos de idade. No periodo
pré vacinal serdo estudadas 20 cepas do grupo etdrio de 2 anos e 10 do grupo etério de >50 anos isoladas
acada 2 anos ( 2001, 2003, 2005, 2007 e 2009), perfazendo um total de 150 cepas; no ano de 2010, serdao
estudadas 20 cepas, 10 cepas do grupo etario de 2 anos e 10 cepas do grupo etario >50 anos; e, no periodo
pés vacinal serdo estudadas 20 cepas provenientes de individuos com 2 anos de idade e 10 cepas de
maiores de 50 anos, de cada ano (2011, 2012, 2013 e 2014), totalizando 120 cepas. As cepas serdo
selecionadas de acordo com os sorotipos incluidos na vacina PCV10 e os sorotipos prevalentes apés
vacinagéo, os quais possam estar envolvidos no fenédmeno de substituigdo de sorotipos. Da amostragem
selecionada, 200 cepas serdo caracterizadas pela técnica de MLST no Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), Atlanta, EUA, para treinamento na metodologia. As demais cepas serdo caracterizadas
no IAL.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a diversidade genética, pela metodologia de MLST, das cepas de pneumococo depositadas no
repositorio do Centro de Bacteriologia do IAL. Estas cepas séo originarias de individuos portadores e com
doenga invasiva, e foram isoladas de criangas vacinadas e populagéo de adultos maiores de 50 anos de
idade, nos periodos pré (2001 a 2009), transigdo (2010), e pés introdugéo da vacina conjugada PCV-10 no
Brasil (2011 a 2014).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Minimos para os individuos, pois ndo havera coleta adicional de material bioldgico.

Para este projeto seréo utilizadas cepas de S. pneumoniae liofilizadas, mantidas no repositério de cepas do
Centro de Bacteriologia e devidamente cadastradas no Nucleo de Colegdo de Micro-organismos do IAL.

Beneficios

Elucidagéo da eficacia da imunizagéo pela vacina conjugada 10 valente de pneumococo (PCV10) pela
caracterizagéo molecular de cepas invasivas de Streptococcus pneumoniae, isoladas de criangas menores
de 2 anos e adultos maiores de 50 anos de idade.
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Continuagao do Parecer: 393.501

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Este projeto apresenta interesse em saude publica, pois no Brasil as informagées sobre as linhagens
genéticas do S. pneumoniae, no periodo pré e pos a introdugdo da vacina PCV-10, séo escassas e 0s
estudos moleculares poderéo avaliar os efeitos da introdugdo da vacina e verificar a presenga de novos
clones, principalmente, os ligados a resisténcia.

ConsideragGes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
1.Folha de rosto - de acordo.

2.TCLE

A pesquisadora responsavel propoe dispensa de TCLE, pois o projeto utilizara cepas provenientes da rotina
diagnéstica hospitalar da rede publica e privada de diversos estados brasileiros. Estas cepas foram
encaminhadas ao Nucleo de Meningites, Pneumonias e Infecgdes Pneumococicas do Centro de
Bacteriologia do IAL, Laboratério de Referéncia Nacional para as infecgbes pneumocécicas pelo Ministério
da Saude, para caracterizagéo fenotipica de sorotipos e resisténcia antimicrobiana.

A justificativa de ndo aplicagao do TCLE foi aceita.

3.Aprovag&o quanto ao mérito cientifico pelo Conselho Técnico Cientifico do IAL, corroborada pela diretoria
geral da instituigao.

4.Declaragdo da pesquisadora responsavel, comprometendo-se a manter sigilo, seguir as normas para
transporte de cepas, e de utilizar as cepas apenas para este projeto.

5.0utros documentos apresentados.

- Carta convite do CDC original- escrita em inglés.

- Carta convite do CDC traduzida para portugués.

- Documento de anuéncia e cooperagéo do CDC em que também h& o comprometimento de que as cepas
serdo utilizadas apenas e unicamente para cumprir os objetivos deste projeto.

- Instrugdo Suplementar -ANAC- IS N°® 175-001 revisdo B, sobre orientagbes para o transporte aéreo
domeéstico e internacional de artigos perigosos em aeronaves civis registradas ou néo no Brasil.

- Portaria DG IAL-16/2010 - Normas de temporalidade das amostras biologicas e dos produtos
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armazenados no IAL.

- Regimento do Comité de Colegdes Bioldgicas do IAL.

- Declarag&o de depésito das cepas no repositério do IAL - CCBIAL
- Resolug@o CNS 441/2011

Recomendagdes:

Recomenda-se que o coordenador reveja os itens: resumo, metodologia proposta e desenho do estudo pois,
os periodos pré e pés vacinal estdo com periodos divergentes. No desenho consta periodo pré (2001 a
2009) e pos (2011 a 2014); no item metodologia proposta ne inicio consta o mesmo periodo do desenho
porém, no final menciona o ano 2000. Ja no resumo consta periodo pré (2000 a 2009) e pos (2010 a 2013.
Entendeu-se que no texto quando descrito 2 anos, trata-se de até 2 anos de idade.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Protocolo de pesquisa aprovado do ponto de vista ético & luz da Resolugdo CNS 466/2012 e resolugdes
complementares.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP;

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

O protocolo de pesquisa foi analisado em reunido extraordinaria de 29 de agosto de 2013.

Em conformidade com a Resolugdo CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador responsavel devera cumprir o
item transcrito integralmente a seguir.

IX - Do pesquisador responsavel

X1.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI1.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou & CONEP, aguardando a deciséo de aprovagao
ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; c) desenvolver
o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatdrios parciais e final; e) apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f)
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manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apés o término da pesquisa; g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicago,
com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h)
justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupg&o do projeto ou a néo publicagéo dos
resultados.

Os relatorios deverao ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para analise do
CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

SAO PAULO, 12 de Setembro de 2013

%"’;%\4/‘/6 L

Assinador pqf:
Luz Marina Trujillo
(Coordenador)

Enderego: Av. Dr. Arnaldo 355 - 3° andar - Sala 90

Bairro: Cerqueira César CEP: 01.246-902

UF: SP Municipio: SAQ PAULO

Telefone: (11)3068-2859 Fax: (11)3085-3505 E-mail: cepial@ial.sp.gov.br

Pagina 05 de 05



INSTITUTO ADOLFO LUTZISES ‘G R@rard o1

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Sequenciamento gendmico de cepas de Streptococcus pneumoniae
Pesquisador: Samanta Cristine Grassi Almeida

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 54891516.4.0000.0059

Instituigdo Proponente: Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: Centers for Disease Control and Prevention
Instituto Adolfo Lutz

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.586.276

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um importante estudo que pretende elucidar detalhes da epidemiologia de Streptococcus
pneumoniae pré e pés-introdugdo das vacinas conjugadas no Brasil e no mundo, podendo auxiliar na
tomada de decisdes futuras quanto as estratégias de vacinagao visando o controle das infecgdes
pneumocdcicas. O projeto visa caracterizar molecularmente as cepas de pneumococo isoladas. O Instituto
Adolfo Lutz ira selecionar as cepas para o estudo baseado em dados demograficos dos pacientes como
idade e diagndstico clinico. As cepas selecionadas a partir dos bancos de dados Epi-Info versao 6.1, serao
ativadas, terdo a pureza confirmada e serdo congeladas em meio STGG. As cepas serdo encaminhadas ao
CDC aos cuidados da responsavel pelo projeto Dra. Lesley McGee para realizagao das etapas de extragao
e quantificagao do DNA. Os DNAs extraidos e quantificados serdo encaminhados ao Instituto Sanger no
Reino Unido para realizacao do sequenciamento completo do genoma utilizando a plataforma lllumina. Os
dados obtidos serdo analisados pela equipe de bioinformatica do CDC e Instituto Sanger. Os dados gerados
para os isolados brasileiros fardo parte de um banco global de sequéncias e serao pertencentes ao IAL.

Obijetivo da Pesquisa:
Objetivo principal
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Continuagéo do Parecer: 1,586,276

O objetivo do projeto & examinar o efeito da implantagéo da vacina pneumocacica conjugada em cepas de
pneumococo brasileiras por meio do sequenciamento e comparagdo do genoma completo dos
microrganismos nos periodos pré (2008 a 2009) e pos (2012 a 2013) a introdugdo da vacina PCV 10-
valente.

Objetivo secundario

A analise de cepas, com resisténcia aos antimicrobianos de S. pneumoniae que possam ter prevalecido no
periodo pés-vacina.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos

Néo foi apontado risco minimo ao estudo. Porém considera-se que ha risco minimo relacionado ao sigilo dos
dados dos participantes obtidos a partir de banco de dados que serdo manipulados na fase de selegao das
cepas do estudo.

A autora apenas declara que nao utilizara a identificagao dos participantes em nenhuma das analises.

Beneficios

Sobre os beneficios, afirma que a elucidagéo epidemiolégica das cepas de S.pneumoniae sera importante
para subsidiar definicdes de politicas de imunizagéo e prevencao das infecgdes pneumocdécicas, assim
como gerar informagdes relevantes para compreenséo da evolugdo que refletem na dinamica de
transmissdo deste agente na comunidade.

A metodologia proposta permite andlises que ndo podem ser obtidas por outros métodos ainda néo
possiveis de serem realizados no IAL devido & auséncia de infra-estrutura especifica para sua realizagao. A
participagao do IAL neste projeto, juntamente com importantes Institutos, contribuira para uma implantagéo
futura da metodologia de sequenciamento genomico no Instituto, ja possibilitando a obtengao de dados que
podem apoiar a tomada de acbes e estrategias de intervencdo no ambito da vigilancia de Saude Publica.
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N&o foi comentado se havera beneficios diretos aos participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto muito bem redigido que podera gerar dados importantes para o estudo
epidemiologico do S. pneumoniae pré e pos-introdugéo das vacinas conjugadas no Brasil e no mundo. Este
estudo também podera auxiliar na tomada de decisées futuras quanto as estratégias de vacinagéo visando o
controle das infecgbes pneumococicas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

- Foram anexados documentos referentes a termo de acordo e equipe de trabalho, com CDC em nome da
Dra. Lesley McGee.

- Foi anexada a Folha de Rosto com anuéncia da diregdo geral do IAL.

- Foi apresentado o cronograma e o orgamento de custos da pesquisa.

- Foi anexado o documento de aprovacao do CTC e anuéncia da Diregao Geral do IAL.

- Foi anexado um termo de compromisso de depésito de linhagens nas colegdes biolégicas do IAL.

- Foi anexado documento de acordo de cooperacao (Cooperative Research and Development Agreement),
onde foram estipuladas as condigbes para a autorizagdo do uso das cepas pelo CDC no projeto. Esse
documento também foi assinado pela diregdo do Nicleo de Meningites, Pneumonias e Infecgdes
Pneumococicas, responsavel pelas cepas.

Todos os documentos acima citados foram considerados apropriados e corretos.

- Quanto a justificativa de dispensa de TCLE, n&o se justifica a impossibilidade apenas devido ao fato de ser
realizada a anonimizacgao dos dados referentes aos participantes do estudo. Deve o pesquisador realizar

uma reflexdo e sempre explicitar as causas diretas que impossibilitam a obtengdo do TCLE (por exemplo:
dificuldade em se obter meios de contato com o participante).
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Recomendacgdes:
Revisao sobre avaliagao de riscos e beneficios.

Reflexao ética e revisdo sobre a justificativa de dispensa de TCLE avaliando as causas diretas que
impossibilitam a sua obtencao.

Observar as normas nacionais e internacionais de transporte de cepas bacterianas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Considera-se o projeto aprovado sob o ponto de vista ético.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O protocolo de pesquisa foi aprovado do ponto de vista ético a luz da Resolugdo CNS 466/2012 pelo
colegiado do CEPIAL com base nas deliberacdes da reunifo ordinaria de 19 de maio de 2016.

Em conformidade com a Resolugao CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador responsavel devera cumprir o
item transcrito integralmente a seguir.

IX - Do pesquisador responsavel

X1.1 - A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

X1.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou @ CONEP, aguardando a decis@o de aprovagéo
ética, antes de iniciar a pesquisa;

b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

c) desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatorios parciais e final;

e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apds o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgao do projeto ou a ndo publicagéo
dos resultados.

Os relatorios deverao ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para analise
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do CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagcao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/04/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 677061.pdf 16:19:39
Outros RelatorioParcialRelacoesClonaisSpneu 05/04/2016 | Samanta Cristine Aceito

moniae19AALeC.docx 16:19:07 | Grassi Almeida

Projeto Detalhado / | SequenciamentoGenomicoStreptococcu| 15/03/2016 | Samanta Cristine Aceito

Brochura spneumoniaeF INAL.pdf 09:00:04 |Grassi Almeida

Investigador

Folha de Rosto FolhaDeRostoGPSproject. pdf 15/03/2016 |Samanta Cristine Aceito
08:54:41 Grassi Almeida

Declaragao de TermoResponsabilidadeSigiloGPSprojec| 10/03/2016 |Samanta Cristine Aceito

Pesquisadores t.pdf 08:43:13 | Grassi Almeida

Declaragao de TermoComprometimentoCadastroCeps 10/03/2016 |Samanta Cristine Aceito

Pesquisadores CtnbioGPSproject.pdf 08:42:50 | Grassi Almeida

Declaragéo de JustificativaEquipeCtcGPSproject. pdf 10/03/2016 | Samanta Cristine Aceito

Pesquisadores 08:42:19 | Grassi Almeida

Qutros EquipeGPSproject.pdf 10/03/2016 |Samanta Cristine Aceito
08:42:.05 | Grassi Almeida

Declaragao de DeclaracaoCompromissoDepositoLinhag| 10/03/2016 |Samanta Cristine Aceito

Manuseio Material | ensGPSproject pdf 08:41:28 | Grassi Almeida

Biolégico /

Biorepositério /

Biobanco

Declaragéo de TermConditionCollaboratingnvestigator | 09/03/2016 |Samanta Cristine Aceito

Pesquisadores GPSproject pdf 17:08:19 | Grassi Almeida

Declaragao de PersonalAgreementTeamMemberLesley| 09/03/2016 |Samanta Cristine Aceito

Pesquisadores McGeeGPSproject. pdf 17:07:55 | Grassi Almeida

Declaragao de CooperativeResearchDevelopmentAgre | 09/03/2016 |Samanta Cristine Aceito

Pesquisadores ementGPSprojectl.pdf 17:07:25 | Grassi Almeida

Outros ParecerCtcGPSproject.pdf 09/03/2016 |Samanta Cristine Aceito
17:01:29 | Grassi Almeida

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Enderego:
Bairro: Cerqueira César
UF: SP

Telefone: (11)3068-2859

Municipio:

Av. Dr. Arnaldo 355 - 3° andar - Sala 90

CEP: 01.246-902
SAO PAULO

Fax: (11)3085-3505 E-mail:

cepial@ial.sp.gov.br
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Plataforma
INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES g@m

Continuacao do Parecer: 1.586.276

SAO PAULO, 13 de Junho de 2016

Assinado por:
Maria de Fatima Costa Pires
(Coordenador)

Enderego: Av. Dr. Arnaldo 355 - 3° andar - Sala 90

Bairro: Cerqueira César CEP: (1.2456-902

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3068-2859 Fax: (11)3085-3505 E-mail: cepial@ial.sp.gov.br
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