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Resumo 

 

Objetivo: (i) identificar fatores associados à colonização nasofaríngea por S. 

pneumoniae não suscetíveis à penicilina em crianças que frequentam creches no 

município de Goiânia-GO e caracterizar geneticamente as cepas não suscetíveis; (ii) 

determinar a cobertura das vacinas conjugadas pneumocócicas 7, 10 e 13 valente; (iii) 

avaliar o relacionamento genético entre cepas do sorotipo 14 e pneumococos não 

tipáveis (PnNT); (iv) identificar a presença de cepas colonizadoras relacionadas 

geneticamente aos clones internacionais de S. pneumoniae.   

 

Metodologia: Um estudo de prevalência de portador de pneumococo não suscetível à 

penicilina (SpNP) foi conduzido de agosto a dezembro de 2005, em 1192 crianças de 

dois a 59 meses de idade, atendidas em 62 creches em Goiânia. Os testes de 

suscetibilidade antimicrobiana seguiram as recomendações do CLSI de 2007 e a 

sorotipagem foi realizada pela reação de Quellung e confirmada por ensaio multibead. 

Isolados PnNT e do sorotipo 14 foram analisados por reação de PCR. Odds ratio para 

portador de SpNP e respectivos intervalos de 95% de confiança foram estimados por 

regressão logística. Para avaliar a similaridade genética entre os isolados de portador 

(sorotipo 14 e PnNT) e isolados invasivos (sorotipo 14) obtidos de crianças de Goiânia 

utilizou-se amostras de isolados invasivos de um estudo maior de vigilância 

populacional que vem sendo conduzido desde 2007. Assim, eletroforese em campo 

pulsado (PFGE) foi utilizada para a tipagem molecular. Definiu-se como linhagem a 

presença de três ou mais cepas resistentes com similaridade genética ≥ 80%.  

 

Resultados: S. pneumoniae foi isolado de 686 (57,6%) crianças das creches e 178 

(25,9%) dessas eram portadoras de SpNS. Sorotipo 14 (53%), 23F (10,2%), 6B (6%), 

19F (4,8%) e 19A (4,2%) estavam presentes em 78,2% dos PnNS. Detectou-se alta 

prevalência (11,1%) de isolados não tipáveis, dos quais 62.9% eram resistentes à 

penicilina. A cobertura dos sorotipos colonizadores para as vacinas 7-valente, 10-

valente e 13-valente foi respectivamente 55,2%, 55,9% e 65,1%. Crianças menores de 

24 meses de idade (OR=1,79; p=0,006), hospitalização nos últimos três meses 

(OR=2,19; p=0,025), e otite média aguda recorrente (OR=2,89; p=0,013) foram fatores 



 

 

xiv

independentemente associados com SpNS na análise multivariada. Entre os 123 

isolados submetidos à PFGE, 106 eram de nasofaringe de crianças das creches, dos 

quais 84 expressavam a cápsula tipo 14 e 22 eram isolados PnNT. Todas as cepas 

invasivas eram sorotipo 14. A maior linhagem agrupou 34 pneumococos do sorotipo 14, 

com 82,7% de similaridade, os quais foram geneticamente relacionados ao clone Spain 
9V-3. Todas as cepas PnNT apresentaram locus para o gene da cápsula para o tipo 14. 

Houve uma diferença estatisticamente significante entre os valores da CIM para a 

penicilina entre as três principais linhagens (Krukal-Wallis, p<0,001).  

 

Conclusões: (i) crianças com otite média recorrente podem exercer papel importante na 

disseminação de pneumococos resistentes para a comunidade; (ii) Evidências genéticas 

apóiam os achados de que cepas de pneumococo não tipáveis assemelham-se ao 

genótipo das cepas do sorotipo 14; (iii) isolados de portadores e invasivos que circulam 

em Goiânia pertencem a um sorotipo 14 variante do clone Spain9V-3, responsável pela 

disseminação da resistência do pneumococo na população pediátrica de Goiânia.   

 

 

 

Palavras chave: Streptococcus pneumoniae, portador de pneumococo, fatores de risco, 

epidemiologia molecular, pneumococo sorotipo 14, clone Spain9V-3, creches, S. 

pneumoniae não tipáveis. 
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Abstract 

 

Objectives: (i) to identify risk factors for S. pneumoniae penicillin nonsusceptible 

isolates (PNSp) in children attending day-care centers (DCCs) in Goiânia, Brazil and to 

assess the genetic patterns of pneumococcal isolates; (ii) to estimate the coverage for 

carriage serotypes for the 7-valente (PCV7) pneumococcal conjugate vaccine, and for 

the investigational 10 (PCV10) and 13-valent (PCV13) vaccines; (iii) to assess the 

genetic relatedeness between isolates expressing capsular type 14 and those non(sero)-

typeable isolates (NTPn); (iv) to investigate if carriage isolates match genetically to any 

international pneumococcal clone (PMEN network).  

 

Methods: A cross-sectional survey of carriage PNSp was conducted among 1.192 

children, 2 months to 5 years of age, attending 62 DCCs in Central Brazil. Capsular 

typing was performed in PNSp isolates (CLSI, 2007) and in a sample of isolates 

susceptible to penicillin (PSSp) matched to PNSp and DCCs whenever possible. 

Serotyping was performed by Quellung reactions and confirmed by multibead assay. 

NTPn isolates and serotype 14 were tested by PCR for capsule genes. Odds ratio for 

PNSp carriage and respective 95% confidence interval (95%CI) were assessed by 

logistic regression. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) was applied to assess the 

genetic similarity between PNSp serotype 14 and NTPn isolates. PCR was performed 

for the presence of pneumococcal capsule gene locus. For comparison purpose we also 

evaluated the genetic profile of PNSp serotype 14 invasive strains derived from the 

current pneumococcal invasive disease surveillance for the same pediatric population. 

Isolates were epidemiologically related if they shared ≥80% similarity on the 

dendrogram (Dice coefficient). A cluster was defined as three or more related isolates.  

 

Results: A total of 686 pneumococci were isolated for a colonization rate of 57.6% and 

178 (25.8%) were PNSp. Among the PNSp isolates the usual common types were 

found: 14 (53%), 23F (10.2%), 6B (6%), 19F (4.8%) and 19A (4.2%). PSSp isolates 

displayed 30 different serotypes although serotype 14 was the most common. Overall a 

high prevalence of NTPn (11.1%) was observed with 62.9% PNSp. Serotypes coverage 
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for the PCV7, PCV10 and PCV13 vaccines were 55.2%, 55.9% and 65.1%, 

respectively. Being less than 24 months of age (OR=1.79; p=0.006), hospitalization in 

the previous three months (OR=2.19; p=0.025), and recurrent acute otitis media 

(OR=2.89; p=0.013) were independently associated with PNSp in a multivariate model. 

Among the 123 PNSp submitted to PFGE (106/carriage and 17/ invasive isolates) a 

major group of 34  serotype 14 strains (8 invasive and 26 carriage) was identified and 

found to be genetically related to the global pneumococcal clone Spain 9V-3 (82.7% 

similarity). All NTPn presented capsule gene locus and 10 (45.4%) of them presented 

capsule gene locus to type 14.  

 

Conclusions: (i) DCC attendees with history of recurrent AOM could significantly 

contribute to the spread of nasopharyngeal PNSp strains into the community; (ii) 

epidemiologic and molecular evidences support the findings that pneumococcal 

nonypeable carriage isolates are genetically similar to carriage and invasive isolates 

expressing capsular type 14;  (iii)  carriage and invasive isolates circulating in Goiânia 

belong to a serotype 14 variant of the Spain 9V -3 clone and play a critical role in the 

spread of PNSp strains to the entire pediatric community of Goiânia. 

 

 

 

 

Keywords: Streptococcus pneumoniae carriage, nonsusceptible pneumococcal carriage, 

risk factors for pneumococcal carriage, day care centers, molecular epidemiology, 

non(sero)-typeable S. pneumoniae, pneumococcal clone Spain 9V-3. 
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1. PREFÁCIO 

 

Este trabalho integra um esforço conjunto de pesquisas epidemiológicas 

conduzidas no Instituto de Patológia Tropical e Saúde Pública/Universidade Federal de 

Goiás (IPTSP/UFG) com o objetivo de melhor compreender a colonização por 

pneumococo em uma população sem imunização prévia. Foram investigados a 

suscetibilidade antimicrobiana, sorotipos e fatores de risco para Streptococcus 

pneumoniae não suscetíveis (SpNP) em crianças saudáveis que frequentam creches em 

Goiânia, capital do Estado de Goiás. Neste sentido, amplia-se o conhecimento sobre o S. 

pneumoniae em seu habitat natural, uma vez que, é o primeiro estudo conduzido em 

creches do Brasil para identificar fatores de risco associados à ocorrência de cepas de 

pneumococo resistentes à penicilina. Faz uso da epidemiologia molecular para verificar 

o relacionamento genético entre cepas de pneumococos de nasofaringe de crianças que 

frequentam creches. Possibilita a construção de uma linha de base para avaliar o 

impacto da vacinação na transmissão da resistência antimicrobiana do S. pneumoniae, 

que é um importante aspecto a ser considerado no planejamento da introdução dessa 

vacina na rotina de imunização, e também, o impacto na seleção e emergência de novos 

clones. 

Esta tese é composta de uma revisão da literatura sobre o tema, descrição 

detalhada da metodologia, dois artigos e conclusão.                     .     
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2. INTRODUÇÃO 

 

Colonização pelo S. pneumoniae na infância 

 

O Streptococcus pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva, capsulada em forma 

de cocos arranjados aos pares (diplococos), pertencente ao gênero Streptococcus, 

família Streptococcacea (Deibel & Seeley 1974). A cápsula é responsável pela 

diferenciação da espécie em tipos sorológicos, ou sorotipos, baseados nas suas 

diferenças químicas e imunogênicas (Henrichsen 1995).  

Doenças causadas por S. pneumoniae constituem o principal problema de saúde 

pública nos dias atuais. Em 2005, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estimou em 

um milhão o número de mortes por infecções pneumocócicas em crianças menores de 

cinco anos de idade. A maioria dessas mortes ocorreu em países pobres e em crianças 

menores de dois anos de idade (WHO 2007).  

O pneumococo causa doenças como otite, sinusite, conjuntivite aguda e doenças 

invasivas como pneumonia, meningite, bacteremia e septicemia (Mulholland 2003, 

Shouval et al. 2006, WHO 2007). Nos países em desenvolvimento, a pneumonia por 

pneumococo é responsável pela maioria das mortes em crianças menores de cinco anos 

(WHO 2007). Dentre as doenças preveníveis por vacinas, as pneumocócicas são as 

principais causas de mortalidade em crianças (PneumoADIP 2008). No Brasil, estima-se 

que os gastos anuais com internação por pneumonia na infância vêm crescendo 

substancialmente desde 1999, ultrapassando sessenta e quatro milhões de dólares, em 

2003 (Fuchs 2005).  

Como reservatório natural, a nasofaringe é a porta de entrada para o 

pneumococo, de onde ocorre a disseminação na comunidade, por meio do contato 

interpessoal (Bogaert et al. 2001). Assim, embora seja alta a morbidade e mortalidade 

associada ao S. pneumoniae a doença pneumocócica é menos frequente do que a 

colonização (CDC 2000). A colonização das vias respiratórias pelo S. pneumoniae 

precede a ocorrência de infecção comunitária e doença invasiva (Bogaert et al. 2004). A 

colonização depende principalmente da idade, inicia precocemente nas primeiras 

semanas de vida em países em desenvolvimento, com aumento significativo antes dos 
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dois anos de vida (Gray et al. 1980, Hill et al. 2006, Granat 2007). Em estudos 

prospectivos em Gâmbia, a média de idade do portador para a primeira aquisição é de 

33 dias (Hill et al. 2008). Na Papua Nova Guine a taxa de portador em bebês de um mês 

de idade e aos três meses de idade foi respectivamente de 84% e 100% (Gratten et al. 

1986). Diferentemente, na Finlândia somente 12% dos bebês encontram-se colonizados 

aos três meses de idade, aumentando para 43% aos dois anos (Syrjanen et al. 2001). As 

razões para tais diferenças geográficas não estão bem determinadas. É possível que a 

colonização materna seja o principal fator (Hill et al. 2006). Dentre os fatores 

associados à colonização da nasofaringe, está a permanência em creches e berçários, 

devido ao contato muito próximo e constante entre as crianças (Dunais et al. 2003, 

Bogaert et al. 2004a,). Em creches, altas taxas de portador de S. pneumoniae têm sido 

descritas em vários países, como Islândia (50%) (Hjaltested et al. 2003), Suécia (52%) 

(Henriques et al. 2003) e França (54,7%) (Dunais et al. 2003). Em Portugal, a taxa de 

crianças portadoras em creches aumentou de 47% em 1996 para 60% em 1998 (Sá-Leão 

et al. 2000). As razões para tal aumento não estão claramente elucidadas. Especula-se 

que esse aumento deve-se a otimização da técnica de coleta dos espécimes de 

nasofaringe (Nunes et al. 2005).  
 

Sorotipos associados à colonização 

 

Os tipos capsulares de portadores de nasofaringe apresentam variações intra e 

inter países, e com o grupo etário. Entretanto, em geral, a distribuição dos sorotipos de 

portadores é semelhante nos países industrializados com predomínio dos sorotipos 19F, 

6B, 6A, 14, 18C e 23F em crianças com menos de três anos de idade (Parry et al. 2000, 

Syrogiannopoulos et al. 2000, Bogaert et al. 2001, Coles et al. 2001, Syrjanen et 2001). 

Nos países em desenvolvimento, a distribuição dos sorogrupos é ligeiramente diferente, 

sendo igualmente importantes os sorogrupos 15, 33, 12 e 3 (Mbelle et al. 1999, 

Soewignjo et al. 2001).  Na América Latina, a frequência dos sorotipos é similar aos 

encontrados em países americanos e europeus, predominando os sorotipos 14, 6A, 6B, 

19F e 23F (Mogdasy et al. 1992, Novales et al. 1997, Inostroza et al. 1998, Peñuela et 

al. 1999, Gómez-Barreto et al. 2002, Rey et al. 2002a, Ochoa et al. 2005, Laval et al. 

2006, Berezin et al. 2007). Os resultados obtidos no Brasil estão sumarizados na Tabela 

1, onde se observa que: (i) os estudos se iniciam no final da década de 90; (ii) são 
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conduzidos em creches, em crianças saudáveis e com doença invasiva; (iii) a 

prevalência de portador varia de 13,9% a 72%, sendo a maior prevalência encontrada 

em crianças em creche; (iv) os testes de sorotipagem são recentes; (v) a alta resistência 

vem crescendo; e (vi) nenhum estudo avaliou fatores de risco para resistência à 

penicilina. 
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Tabela 1. Estudos de Streptococcus pneumoniae em nasofaringe de crianças realizados no Brasil, 2000 - 2008. 

Referência 
bibliográfica Local Período 

População  Prevalência 
Sorotipos Resistência à penicilina 

Idade N Elegibilidade 
 

N % (IC 95%) 

            
Wolf et al. 2000 
 

Fortaleza-CE 98 - 98 < 5 anos NDa Pneumonia 
Creches 
Sala vacinação 

 435 ND -- 1, 3, 4, 6, 7, 0, 11, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 
22, 23, 33A 
 

CIMb ≥0,12mg/L 

Ferreira et al. 2001 São Paulo-SP 97 - 98 < 5 anos 400 IRAc  139 34,8 (30,1-39,6) NRd 15,6% 
 

Ribeiro et al. 2001 Salvador-BA 2000 < 5 anos 44 Saudáveis  30 68,2 (52,4-81,4) NR -- 
 

Rossi et al. 2001 4 macro-regiões 99 - 00 < 5 anos 2521 Creches  350 13,9 (12,5-15,3) NR 9,2% - RIe 
 

Rey et al. 2002, 2002a Fortaleza-CE 98 < 5 anos 911 Total: 
Pneumonia  
Creches  

 500 55,0 
50,0 
72,0 

 

(50,2-59,5) 
(43,5-56,5) 
 (62,1-79,9) 

6, 19, 23, 14, 15 45% - RI e 4% - ARf 
49,8% 
54,6% 

Lucarevschi et al. 2003g Taubaté-SP 98 < 6anos 987 Creches saudáveis  209 21,1 (18,7-23,8) 6A/6B, 19F, 18C, 23F, 
9V, 14, 10A 
 

-- 

Fonseca et al. 2005h São Paulo-SP 02 - 03 4 meses-17 anos 98 Falcêmicos em 
profilaxia >1mes 
penicilina 

 13 13,3 (7,0-22,0) 18C, 23F, 6B, NT, 19F, 
10A, 23B, 19A, 6A, 33, 
18C 
 

21,4% - RI 

Cardoso et al. 2006i Ribeirão Preto-SP  
 

02 – 03 
 

< 18 anos 
 

112 
 

Crianças HIV (+) 
sem DPI 

 32 
 

28,6 ND 6A, 6B, 7C, 9V, 11A, 
13, 14, 15A, 16F, 18C, 
19B, 19F, 23B, 23F, 34, 
NT 

15,9% - RI 
9,4% - AR 
 

Laval et al. 2006 
 

Goiânia-GO 00 - 01 < 5 anos 648 Saudáveis 
Pneumonia 
Meningite 

 232 35,8 (32,1-39,6) 14, 6B, 6A, 19F, 10A, 
23F, 18C, 19A, 9N, 
18A, 9V, 11A, 15B, 
19A, 7F, 23A, 12F 
 

19,8%-nasofaringe. 
19,2%-DPIj 

Berezin et al. 2007 São Paulo-SP 97 - 01 < 5 anos 520 Crianças com 
IRA, sem vacina 
pneumocócica  

 181 35,0 -- 1, 5, 6A, 14, 9N, 9V, 
10A, 11A, 4, 15B, 18C, 
19F, 20, 23F  

1º período: 16,4% - NF; 
17% DPI.  
2º período: 42% – NF; 
45% DPI.   
 

Reis et al. 2008 Salvador-BA 00 - 01 < 5 anos 50 Saudáveis  33 66,6 (51,2-78,8) 19F, 23F, 18C, 14, 6B, 
6A, NT, 34, 23B, 19A, 
16F, 22F, 10A, 15B 
 

15%  

aND- Não Disponível;   bCIM- Concentração Inibitória Mínima;  cIRA–Infecção Respiratória Aguda;  dNR-Não realizado;  eRI-Resistência Intermediária;  fAR-Alta Resistência;  g coleta em orofaringe;    
h vacina 23-valente aplicada em 69,4% das crianças; ivacina 23-valente aplicada em 81,3% das crianças;  jDPI- Doença Pneumocócica Invasiva; lNF- Nasofaringe. 
-- não pesquisado 
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Relação entre cepas de nasofaringe e doença invasiva 

 

Existem evidências de que os sorotipos de S. pneumoniae encontrados na 

nasofaringe do portador são a fonte primária dos sorotipos associados com doenças 

pneumocócicas recentemente adquiridas (Lloyd-Evans et al. 1996, Andrade et al. 2003). 

O epitélio da mucosa nasofaríngea pode albergar, simultaneamente, diferentes sorotipos. 

O estado de portador de um determinado sorotipo nem sempre induz a imunidade local 

ou sistêmica suficiente para evitar a recolonização pelo mesmo sorotipo (Fedson et al. 

1999, Graffar et al. 1999). Portanto, múltiplos sorotipos podem coexistir na nasofaringe 

e nem sempre existe associação entre sorotipos que colonizam as vias respiratórias e os 

isolados de pessoas com doenças invasivas (Andrade et al. 2004, Bogaert et al. 2004).  

A capacidade reduzida de produzir anticorpos contra antígenos da cápsula 

polissacarídica em crianças menores de dois anos e a alta frequência de colonização 

podem, em parte, explicar a maior suscetibilidade à infecção pneumocócica nessa faixa 

etária (Graffar et al. 1999).  

Atualmente mais de 90 sorotipos estão identificados com base na estrutura da 

cápsula polissacarídica (Bentley et al. 2006), mas somente cerca de 23 sorotipos 

produzem a maioria dos casos de doença pneumocócica invasiva (Hausdorff et al. 

2000). A cápsula pode ser detectada por reação com anti-soro específico. Entretanto, 

alguns isolados de pneumococos apresentam resultado negativo para todos os 90 anti-

soros tipo específicos, sendo designados como S. pneumoniae não tipáveis (SpNT), para 

os quais há necessidade de se descartar o Streptococcus viridans como diagnóstico 

diferencial (Shayegani et al. 1982, Whatmore et al. 2000, Carvalho et al. 2003, Hanage 

et al. 2005).  

Em estudo recente de portador de S. pneumoniae em crianças de Gâmbia, de um 

total de 2.872 isolados, detectou-se 40 (1,4%) pneumococos não tipáveis, dos quais 31 

(77%) apresentavam o gene para cápsula A, específica para o pneumococo. Os autores 

argumentam que dentre os nove pneumococos sem o gene da cápsula é possível que 

alguns SpNT possam conter o gene cápsula A, no entanto não estejam expressando a 

cápsula (Sankareh et al. 2008). A ausência de cápsula torna o pneumococo mais 

suscetível à transformação genética (Weiser & Kapoor 1999).  
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Em Goiânia, Brasil, nenhum SpNT foi observado em 222 isolados de S. 

pneumoniae de nasofaringe de crianças, na vigilância conduzida nos anos de 2000 e 

2001 (Laval et al. 2006) e, em Fortaleza, somente um dos 269 isolados eram SpNT (Rey 

et al. 2002a). A percentagem de SpNT encontrada em Portugal e Gâmbia foi também 

baixa, respectivamente 6% e 2,4% (Sá-Leão et al. 2006, Hill et al. 2006).  

Os sorotipos não tipáveis apresentam como característica uma alta 

contagiosidade e têm sido detectados em casos de conjuntivite (CDC 2002, 2003), 

ocasionalmente em otites, infecções do trato respiratório e doenças invasivas (Bérron et 

al. 2005, Buck et al. 2006, Porat et al. 2006). Assim, a frequência de sorotipos SpNT é 

maior em sítios não estéreis (10%) do que em sítios estéreis (0,5% a 2,2%) (Carvalho et 

al. 2003). Em uma epidemia de conjuntivite que ocorreu no Brasil nos anos 90, mais de 

50% dos S. pneumoniae isolados eram SpNT (Medeiros et al. 1998).   

O potencial dos isolados pneumocócicos em causar doenças invasivas tem sido 

associado à expressão capsular (Brueggemann et al. 2003). Os sorotipos 1 e 5 são 

frequentemente isolados de crianças com doença pneumocócica, mas raramente isolados 

da nasofaringe de portadores sãos (Di Fabio et al. 2001, Hausdorff et al. 2001, Lagos et 

al. 2002, Brandileone et al. 2003, Hausdorff et al. 2005). Especula-se que o sorotipo 1 

permaneça curto período de tempo colonizando a nasofaringe devido seu grande 

potencial para invasão (Hausdorff et al. 2005). Esta observação sugere que o 

pneumococo sorotipo 1 tem uma alta taxa de ataque. Recentemente, uma epidemia de 

meningite pneumocócica de alta letalidade causada pelo sorotipo 1 foi descrita na África 

(Leimkugel et al. 2005, Yaro et al. 2006).  

No Brasil, o estudo da caracterização genética de 134 isolados de S. pneumoniae 

sorotipo 1, obtidos a partir de 1977, identificou duas linhagens principais desse sorotipo, 

linhagens A e B. A partir de 2000, houve nítido predomínio da linhagem A, em 

substituição à linhagem B representada pelo clone Sweden1-40, sabidamente não 

associado à resistência aos antimicrobianos. No entanto, os autores identificaram três 

cepas resistentes, no conjunto das cepas pertencentes ao Sweden1-40 (Chiou et al. 

2008). 

Os sorotipos 14, 6B, e 23F são frequentes tanto em doença invasiva como em 

portadores. Os sorotipos 3 e 4 são mais frequentes em adultos, enquanto o sorotipo 14 

predomina em crianças, independentemente da doença, sendo o sorotipo mais associado 
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à resistência antimicrobiana. No Brasil, os sorotipos 6B, 6A e 19F são os mais comuns 

em nasofaringe (Laval et al. 2006, Berezin et al. 2007).  

 

Suscetibilidade antimicrobiana S. pneumoniae colonizadores  

 

Nas últimas décadas, a dispersão de S. pneumoniae resistentes à penicilina tem 

representado um problema de saúde pública em escala mundial (Appelbaum PC 1992), 

com implicação direta nos indicadores de morbidade e mortalidade da doença 

pneumocócica.  O aumento da resistência do pneumococo aos antimicrobianos tem sido 

identificado em isolados invasivos e não invasivos (Lee et al. 2001, Muhlemann et al. 

2003, Mato et al. 2005, Cardozo et al. 2006).  

O principal mecanismo de resistência do pneumococo às penicilinas é a 

alteração das transpeptidases existentes na parede celular, as quais apresentam uma 

menor afinidade para a penicilina. Toda alteração de síntese de proteínas ligadoras de 

penicilina no pneumococo é mediada cromossomicamente. Essas alterações são 

decorrentes, da substituição de segmentos de cromossomo por fragmentos provenientes 

de outras espécies de streptococos, em um processo denominado transformação (Tomaz 

2000). Esse processo de transformação resulta em recombinações homólogas 

interespecíficas, e consequentemente em grande variabilidade no grau de sensibilidade 

do pneumococo aos antimicrobianos, com o aparecimento das linhagens com 

sensibilidade intermediária (Vilhelmsson et al. 2000,  Sogstad et al. 2006). 

As três principais estratégias para o controle da resistência antimicrobiana são o 

desenvolvimento de novos antimicrobianos, a redução do uso inapropriado de 

antimicrobianos e as vacinas. O desenvolvimento de novos antimicrobianos, ou de 

versões mais potentes de fármacos já existentes, pode ser útil para o tratamento de 

infecções resistentes. Entretanto, é importante postergar a utilização de novos fármacos, 

preservando os antibióticos existentes pelo maior tempo possível para minimizar a 

possibilidade de seleção de cepas resistentes (Friedman & Whintney 2008). Além disso, 

o desenvolvimento de novos fármacos demanda tempo, recursos financeiros em larga 

escala, e a produção desses para doenças infecciosas não tem sido prioridade para 

indústrias farmacêuticas atualmente (Spellberg et al. 2004). A diminuição da resistência 

do pneumococo é um dos objetivos da utilização da vacina nos países onde ela foi 



 

 

9

introduzida (Kaplan et al. 2004, Pelton et al. 2004, Kyaw et al. 2006). A vacina 

interrompe a transmissão de isolados resistentes ao bloquear a aquisição dos sorotipos 

vacinais que são resistentes ao antibiótico. A emergência de resistência antimicrobiana 

no pneumococo tem ocorrido quase exclusivamente em sorotipos comumente 

colonizadores de nasofaringe de crianças, sugerindo que a seleção é favorecida pelo 

longo período de tempo que esses sorotipos são carreados por crianças (Gray et al. 

1980). A vacinação, que contabiliza efeitos diretos e indiretos, é uma estratégia que 

mostra uma relação altamente positiva de custo benefício (WHO 2007).  

Os sorotipos 6A, 6B, 9V, 14, 19A, 19F e 23F, que colonizam a nasofaringe e 

também causam infecção em crianças, estão associados à resistência aos antibióticos 

(klugman & Koornhof 1988, Dagan et al. 2003). Na última década o sorotipo 14 tem 

sido responsável por um rápido aumento na resistência à penicilina em doenças 

pneumocócicas invasivas no Brasil (Brandileone et al. 1998, Ko et al. 2000), sendo 

responsável por 50% dos isolados não suscetíveis à penicilina (SpNP) (Brandileone et 

al. 2006). Ademais, o sorotipo 14 é o que mais se associa à resistência a eritromicina 

(Dias & Caniça 2004). Em Goiânia, a prevalência de sorotipos de indivíduos portadores 

ou com doença invasiva de S. pneumoniae não diferiu significativamente quanto ao 

padrão de resistência à penicilina (Laval et al. 2006). Em alguns países, pneumococos 

não tipáveis tem sido associado à resistência à penicilina e às múltiplas drogas, tais 

como eritromicina, clindamicina e sulfametoxazol-trimetoprima (Sá-Leão et al. 2006, 

Porat et al. 2006). 

 

Similaridade genética entre cepas colonizadoras e invasivas 

 

A relação entre os sorotipos colonizadores e invasivos está bem estabelecida em 

vários estudos de epidemiologia molecular que verificam similaridade genética entre 

isolados invasivos e colonizadores (Lloyd-Evans et al. 1996, Robinson et al. 2001, 

Andrade et al. 2003, Brueggemann et al. 2003). Do ponto de vista da epidemiologia 

molecular, utiliza-se o termo isolado para qualquer microrganismo, enquanto o termo 

cepa é utilizado para os microrganismos já caracterizados pelos métodos de tipagem 

molecular (Sader et al. 1995, Tenover et al. 1995, Pfaller et al. 2001). Assim, de forma 

geral, um clone de pneumococo é constituído por cepas de S. pneumoniae que 
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apresentem as mesmas características fenotípicas e genéticas (Perez-Trallero et al. 

1999). Portanto, são considerados como clones os isolados geneticamente relacionados, 

indistinguíveis entre si por uma variedade de testes genéticos, ou que sejam 

semelhantes, a ponto de que se possa presumir como sendo derivados de um parental 

comum (Tenover et al. 1995).  

A rede internacional Pneumococcal Molecular Epidemiology Network (PMEN) 

foi estabelecida em 1997 com objetivo de padronizar a nomenclatura e a classificação 

dos clones de pneumococo em todas as regiões. Até o momento, foram descritos 43 

clones de S. pneumoniae, dos quais 15 com CIM para a penicilina ≥ 1,0 µg/ml 

(www.sph.emory.edu/PMEN/). No entanto, o espectro da doença pneumocócica 

invasiva é composto por um pequeno número de clones. Nos EUA, por exemplo, menos 

que dez clones altamente resistentes à penicilina foram identificados como causadores 

da maioria das infecções pneumocócicas (Corso et al. 1998, Richter et al. 2002). A 

identificação dos clones internacionais é realizada principalmente pela técnica de 

eletroforese em campo pulsado (PFGE). A PFGE é uma das várias técnicas de tipagem 

molecular utilizadas na epidemiologia do S. pneumoniae. Característica marcante da 

PGFE é o seu alto poder discriminatório (McDougal et al. 1995, Moreno et al. 1995, 

Tenover et al. 1995, Doit et al. 1996), com grande capacidade em identificar isolados de 

pneumococos não relacionados geneticamente (Hermans et al. 1995, Hall 1998). 

Estudos de vigilância molecular do S. pneumoniae têm mostrado que cepas 

resistentes circulando dentro de uma área geográfica pertencem a um pequeno número 

de clones multi-resistentes (Klugman 2002). O predomínio desses clones difere de 

acordo com a região geográfica, provavelmente em decorrência das diferenças de 

fenótipos do pneumococo, e talvez diferenças regionais na utilização dos 

antimicrobianos (Klugman 2002, Okeke et al. 2005, 2005a). No Brasil, foram 

detectados seis clones internacionais, todos em crianças e três deles em nasofaringe de 

crianças que frequentavam creches. Dos três clones resistentes, dois foram obtidos de 

amostras de nasofaringe. Chama atenção que os clones 1 e 3 foram detectados em 

amostras de sorotipo 14 geneticamente similares aos sorotipos 23F e 9V, 

respectivamente. A Tabela 2 apresenta as características desses clones.  

A disseminação de resistência a antibióticos ocorre por meio da difusão de 

clones de bactérias resistentes, entre pacientes colonizados ou infectados, por contato 



 

 

11

direto ou por meio de indivíduos saudáveis, como por exemplo, profissionais da saúde. 

Esse mecanismo, referido como “expansão clonal”, é o principal mecanismo de 

disseminação do S. pneumoniae resistente à penicilina entre hospitais, países e 

continentes (Munoz et al. 1991). Um exemplo é o clone “Spanish/USA”, representado 

pelo sorotipo 14, resistente à penicilina, tetraciclina, cloranfenicol e, muitas vezes, 

também a macrolídeos e ao sulfametoxazol-trimetoprima. Esse clone foi identificado 

como agente de colonização e infecção na Europa, África do Sul, EUA e América 

Latina (Munoz et al. 1991, Klugman et al. 1994, Setchanova & Tomasz 1999). Outro 

clone bastante disseminado, referido como “French/Spanish”, que normalmente 

expressa os tipos capsulares 9 ou 14, encontra-se também espalhado por vários países da 

Europa (Setchanova & Tomasz 1999) e América Latina (McGee et al. 2001). No Brasil, 

a presença do clone Spain9V-3 foi detectada tanto em crianças com doença 

pneumocócica invasiva (Brandileone et al. 1998), como na nasofaringe de adultos com 

HIV (Nicoletti et al. 2007). Esse clone pode apresentar alta resistência à penicilina, ser 

resistente a múltiplas drogas e apresentar alteração fenotípica, sem alteração genotípica, 

como descrito para os isolados identificados no Brasil (Nicoletti et al. 2007).   

No Brasil, a relação genética entre cepas invasivas e de nasofaringe vem sendo 

estudada recentemente (Andrade et al. 2003, Reis et al. 2008). Estudos mostram que 

existe grande diversidade no perfil genético das cepas de portador, enquanto observa-se 

uma homogeneidade entre cepas que causam doença invasiva (Lyoyd-Evans et al. 1996, 

Robinson et al. 2001, Andrade et al. 2003, Brueggemann et al. 2003, Reis et al. 2008). 

Os estudos de epidemiologia molecular evidenciam que cepas de sorogrupos diferentes 

podem ser geneticamente similares e, contrariamente, cepas do mesmo sorogrupo 

podem diferir geneticamente (Robinson et al. 2001, Brueggemann et al. 2003). A 

cápsula pode ser mais importante do que o genótipo na capacidade do pneumococo 

causar doença invasiva (Brueggemann et al. 2003). Clones de pneumococo podem 

diferir na capacidade de colonizar ou de causar doença invasiva (Robinson et al. 2001). 

No Brasil e em outros países, tem se verificado ampla variação no perfil genético das 

cepas suscetíveis à penicilina em contraposição à pequena variabilidade genética entre 

cepas resistentes à penicilina (Soares et 1993, Tomasz et al. 1998, Wolf et al. 2000). 

Nos pacientes com doença invasiva, a maioria dos isolados não suscetíveis pertencem a 
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um pequeno número clonal, sendo o clone Spain9V-3 o mais frequente (Brandileone et 

al. 1998, Ko et al. 2000).   
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Tabela 2. Clones internacionais de Streptococcus pneumoniae detectados no Brasil e publicados no site PMEN*. 

Referência  Clone Sorotipo 
do clone CIM-PENa Sorotipob 

detectado Espécime Período No Elegibilidade Idade 

Brandileone et al. 1998 
Spain9V-3 9V 1,5 14 

Fluidos 
estéreis 
 

1993-1996 1.252 Pacientes 
hospitalizados 
 

RNc-88 anos 

Nicoletti et al. 2007 Nasofaringe 2000-2001 385 adultos 

Wolf et al. 2000 Spain23F-1 23F 1,0 14 Nasofaringe 1998 435 

Pneumonia e 
Saudáveis: 

Creches 
CVd 

2meses - 5anos 

Wolf et al. 2000 Spain6B-2 6B 0,5 SRe Nasofaringe 1998 435 

Pneumonia e 
Saudáveis: 

Creches 
CV 

2meses - 5anos 

Sá-Leão et al. 2000a Colombia23F-26 23F 0,064 SR Nasofaringe 1996-1998 503 Saudáveis em  
creches Pré-escolar 

Gamboa et al. 2002 Colombia5-19 5 0,003 SR Fluidos 
estéreis 

1993-1999 
2000 

1988-1989 
172 

Meningite, 
Pneumonia, 
Septicemia, 
Artrite e 
Abscesso  

< 5 anos 

Chiou et al. 2008f 
Sweden1-40 1 0,012 SR Fluidos 

estéreis 

1977-2005 134 Pacientes 
hospitalizados 

≤ 10anos 
≥ 50anos 

Brandileone et al. 1998 1993-1996 8.892 
* www.sph.emory.edu/PMEN/  
aCIM-PEN – concentração inibitória mínima para penicilina;  bSorotipo da mesma linhagem do clone; cRN – Recém Nascido;  dCV- Centro de Vacinação;  eSR- Sem Relato;  
fTrês cepas com CIM entre 0,12 - 0,25g/mL 
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Epidemiologia molecular do Streptococcus pneumoniae 

 

As informações geradas pelos estudos de epidemiologia molecular do 

pneumococo são importantes, uma vez que permitem conhecer os tipos e subtipos 

genéticos circulantes, bem como identificar a presença de clones em uma determinada 

região, em um período de tempo. O conhecimento sobre as características moleculares 

das cepas circulantes, sua frequência, diversidade e a eventual substituição, são 

fundamentais para o monitoramento das doenças pneumocócicas (Brandileone et al. 

1998, Tomasz et al. 1998, Sá-leão et al. 2000, McGee et al. 2001, Bruggemann et al. 

2003).  

Uma grande quantidade de estudos, voltados ao desenvolvimento do 

conhecimento da epidemiologia molecular do pneumococo, foi realizada ao longo dos 

últimos anos. A Tabela 3 apresenta um resumo dos principais estudos publicados na 

última década sobre a similaridade genética de cepas de pneumococos colonizadores 

em crianças. Nessa tabela, observa-se que, aproximadamente, 60% dos trabalhos foram 

realizados em países desenvolvidos. A maioria desses estudos utilizou a técnica de 

PFGE para verificar o perfil genético das cepas de pneumococo estudadas. Quase a 

metade dos estudos (14 em um total de 29) envolveu crianças que frequentam creches, 

mais de 90% deles utilizaram a técnica de PFGE para avaliar a similaridade genética 

do pneumococo.  
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Tabela 3. Estudos sobre a similaridade genética de cepas colonizadoras de Streptococcus pneumoniae em crianças. 

Referência 
População 

País / Cidade Período 
Nº de 

isolados 
estudados 

Sorotipos 
estudados e 

predominantes 

Técnica 
utilizada Resultados Clones Elegibilidade Idade 

Craig et al. 
1999 

Crianças em 
contato com 
caso de 
meningite 

5 meses a 
6 anos 

Tennessee - 
USA 1999 46 Sorotipo 14  PFGEa 2 padrões de PFGE  

Dejsirilert et 
al. 1999 

Crianças com 
infecção 
respiratória 
aguda 

< 5 anos  Tailandia  1992 a 
1994 53 

6A, 6B, 9V, 14, 
15B, 15C, 19F e 
23F.   

RFELb  
Box-PCR 
PBPc 
genotyping  

RFEL- 27 tipos 
distintos 

Spain23F  
9V Spainish/French 

deLencastre 
et al. 1999 

Saudáveis em 
Creches Pré-escolar Lisboa-

Portugal 1999 66 19, 23, 14 e 6.   Spanish/USA sorotipo23 
French/Spain sorotipo14 

Wolf et al. 
2000 

Pneumonia 
Creches 
CV 

2 meses a  
5 anos 

Fortaleza-
Brasil 1998 205 

1, 3, 4, 6, 7, 9, 
11, 13, 14, 15, 
16, 17, 18, 19, 
22, 23 e 33A. 

Ribotipagem  75 diferentes genótipos  Spain23F-1 e Spain6B-2 

Sá-Leão et 
al. 2000 

Saudáveis em 
creches Pré-escolar Lisboa-

Portugal 
1996 a 
1998 413 23F, 6A, 6B, 14, 

19F, 9Ve 15 PFGE PFGE – 
57 tipos distintos 

7 clones (51% dos 
pneumococos) - foram 
também detectados em 
amostras internacionais.  
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Referência 
População 

País / Cidade Período 
Nº de 

isolados 
estudados 

Sorotipos 
estudados e 

predominantes 

Técnica 
utilizada Resultados Clones Elegibilidade Idade 

Bogaert et 
al. 2001 

Crianças em 
creches e 
crianças que não 
frequentam 
creches 

3 a 36 meses Amisterdã-
Holanda 1999 305 19F, 6B, 6A, 23F 

e 9V RFEL 
10 linhagens 
geneticamente 
diferentes 

Não em creches: 
Taiwan19F-14, France9V-
3, Slovakia14-10 e 
Tennessee23F-4.  
Em creches: France9V-3, 
Slavakia14-10 e 
Tennessee23F-4.  

Lee et al. 
2001d 

Crianças em 
creches ou em 
ambulatório  

< 5 anos 6 paises da 
Ásia  

1998 a 
1999 67 19 e 23. PFGE  Spain23F 

McGee et 
al. 2001a 

Crianças em 
creches e 
hospitalizadas 

< 5 anos Pequim – 
China 

1997 a 
1998 47 6A, 19F, 23F e 

15 

BOX-PCR 
PFGE 
PBP 

22 padrões BOX-PCR 
23 perfis de PFGE 

Dois novos clones 
multi-resistentes: 
sorotipos 23F e 6A. 

Samore et 
al. 2001 

Crianças 
saudáveis que 
vivem em zona 
rural 

< 8 anos  
Duas           

comunidades 
rurais de Utah 

1998 16  PFGE  

Clone “USA cluster 5”  
23F Spain/USA 
sorotipo 9 – 
French/Spanish 

Bogaert et 
al. 2002 

Crianças com 
infecção aguda 
do trato 
respiratório 
superior 

< 5 anos   Hanói -
Vietnã 

1997 a 
1999 84 23F, 19F, 6B e 

14.  RFEL 35 diferentes genótipos 

As duas maiores 
linhagens - 24 isolados 
sorotipos 23F e 12 
isolados sorotipos 14, os 
isolados são idênticos 
aos clones internacionais 
Spain23F-1 e Taiwan19F-
14, respectivamente.   
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Referência 
População 

País / Cidade Período 
Nº de 

isolados 
estudados 

Sorotipos 
estudados e 

predominantes 

Técnica 
utilizada Resultados Clones Elegibilidade Idade 

Robinson et 
al. 2002   

≤ 5 anos 
6 a 17 anos 
≥ 18 anos 

39 paises  

1989 a 
1999 

1982 a 
1988 

212 6A e 6B MLSTe 131 STsf Spain6B-2 (ST19) 

Sá-Leão et 
al 2002  

Saudáveis em 
creches Pré-escolar Lisboa-

Portugal 1999 37 3, 6, 6A, 6B, 9V, 
11 e 14. PFGE 

89% das cepas de NFg 

apresentavam o mesmo 
sorotipo, perfil de 
PFGE, lytA hibridação. 

 

Andrade et 
al. 2003 

Criança com 
meningite 

58 meses  
4 meses 

Goiânia-
Brasil 2000 4 9V e 14 PFGE 1º caso: A, A e A. 

2º caso: B e B. 

O perfil idêntico do 
DNA de isolados de 
nasofaringe e de líquor 
de dois pacientes, ilustra 
a ligação entre cepas de 
portador e cepas de 
líquor na patogênese da 
meningite em crianças.    

Henriques 
Normark et 
al. 2003 

Crianças e 
adultos  1 a 6 anos Estocolmo –

Suécia  
1997 a 
1998 49 19, 35, 6 e 14. PFGE 

MLST 
Dispersão do clone 
35B.  Clones: 9V, 19F e 23F.  

Sandgren et 
al. 2004 

Saudáveis em 
creches  1 a 6 anos Estocolmo-

Suécia 1997 343 34 sorotipos  PFGE 
MLST 

Sorotipo 14 -9 
diferentes tipos de 
padrão PFGE 

Sorotipo 14 apresentou 
variação em um locus 
ST124/ST129e. 
Sorotipo 14 (ST230)-
somente em portador e 
ST307 doença invasiva. 



 

 

18

Referência 
População 

País / Cidade Período 
Nº de 

isolados 
estudados 

Sorotipos 
estudados e 

predominantes 

Técnica 
utilizada Resultados Clones Elegibilidade Idade 

Sulikowska 
et al. 2004 

Saudáveis em 
creches, 
orfanatos e 
domicílio 

6 meses a  
5 anos 

Varsóvia-
Polônia 

2000 a 
2001 43  6B, 23F, 19F, 

6A  
PFGE 
MLST 

PFGE -11 tipos 
MLST – 10 STs 
Um  novo ST (ST1021)  

Poland6B-20 (ST315), 
Spain23F-1 (ST81), 
Poland23F-16 (ST272). 

Bayraktar et 
al. 2005 

Saudáveis em 
escolas 7 a 13 anos Malásia 2003 105  AP-PCRh 

PFGE 

Tenover: 
25 – Indistiguíveis  
33 - diferentes 

-- 

Frazão et al. 
2005 

Saudáveis em 
creches 

6 meses a  
6 anos 

Lisboa-
Portugal 

2001 a 
2003   PFGE 

Maioria dos sorotipos 
resistentes à drogas 
apresentaram diferentes 
padrões de PFGE.  

 

Lauderdale 
et al. 2005 

Saudáveis em 
jardim da 
infância 

4 a 6,5 anos Taiwan  2002 34 19F, 6B, 6A, 
23F, 9V e 3. PFGE 

O perfil PGEF entre as 
cepas do líquor do caso 
index e as cepas 
isoladas de NF dos 
contatos diferem.  

Taiwan23F-14 
Variante do clone 
Taiwan23F-14 

Mato et al. 
2005 

Saudáveis em 
creches 

4 meses a  
7 anos 

Lisboa e 
Oeiras - 
Portugal 

2001 a 
2003 1285 

6B, 14, 23F, 19F 
e 19A.  
SpNT(5%) 

PFGE 
MLST 80 padrões de PFGE 

11 padrões de PFGE 
semelhantes aos padrões 
de cepas do PMENi.   
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Referência 
População 

País / Cidade Período 
Nº de 

isolados 
estudados 

Sorotipos 
estudados e 

predominantes 

Técnica 
utilizada Resultados Clones Elegibilidade Idade 

Petrosillo et 
al. 2002 

Saudáveis em 
creches < 5 anos Roma – Itália  1999 16 6, 23, 19, 14, 15 

e 7. SpNT (3,5%) PFGE 6A – PFGE – A a D.  

Pettigrew et 
al. 2006 

Crianças com 
doença invasiva 
e saudáveis  

< 5 anos USA 1995 a 
2001 342 

4, 9V, 6B, 14, 
19F, 18C, 23F 
6A, 9A, 9L, 9N, 
18B, 19A, 19B, 
19C, 23A, e 23B. 

MLST 149 diferentes STs. 67 
novos STs. 

De 50 STs com maior no 
de isolados, 11 tinham 
isolados com expressão 
capsular diferente.  
A prevalência da 
neuraminidaseC esteve 
associada aos sorotipos 
isolados de líquor 
quando comparado aos 
isolados de portador.  

Sá-Leão et 
al. 2006 

Saudáveis em 
creches Pré-escolar Lisboa-

Portugal 
1997 a 
2003 213 SpNT PFGE 

 MLST 

17 clusters PFGE: 
Um clone (48% 
isolados) 
49 MLST: 
8 novos alelos 
8 novos STs  

A coleção de 
pneumococos é 
geneticamente diversa.  

Lipsitch et 
al. 2007 

Crianças Navajo 
e Apache  < 2 anos  USA 1998 a 

2000 
590 

 

Sorotipos 
incluídos na 
VPC- 7V e 
outros.  

MLST 143 STs ST199 foi o mais 
frequente  



 

 

20

Referência 
População 

País / Cidade Período 
Nº de 

isolados 
estudados 

Sorotipos 
estudados e 

predominantes 

Técnica 
utilizada Resultados Clones Elegibilidade Idade 

Rivera-
Olivero et 
al. 2007 

Crianças Warao Até 72 
meses 

3 distritos e 9 
regiões 

geográficas 
Venezuela 

2004 a 
2005 156 23F, 6A, 15B e 

6B.   REEF 65 diferentes genótipos Maior linhagem – 
sorotipo 6A 

Reis et al. 
2008  

Saudáveis 
em favela 

< 5 anos 
5 a 17 anos 
>17 anos 

Salvador - 
Brasil 

2000 a 
2002 94 

29 sorotipos: 
19F, 6A, 23F 
SpNT (8%) 

BOX-PCR 
PFGE 
MLST 

14 distintos grupos 
clonais  

A maioria dos genótipos 
de portador podem não 
causar doença invasiva.  

Sá-Leão et 
al. 2008  

Crianças em 
creches 

14 a 37 
meses  

Lisboa-
Portugal 

1998 a 
1999 257 

19F, 23F, 6B, 14, 
10A, 19A , 9V, 
11A, 16F, 18F, 
15A, 8 e 23B. 
SpNT (7%) 

PFGE 21 clones foram 
detectados 

Clones: Portugal19F 

ST177, Spain23F ST81, 
NorwayNT ST344 
detectados durante todo 
período.  
Três variantes Spain9V 
ST156: cepas resistentes 
à penicilina sorotipos 9 
ou 14 e cepas suscetíveis 
à penicilina do    
sorotipo 14.  

Sánchez-
Tatay et al. 
2008 

Crianças em 
centros de 
atenção primária 
à saúde ou em 
emergência 
hospitalar 

6 meses a  
6 anos 

Seville - 
Espanha 

2005 a 
2006 635 

33 diferente 
sorotipos: 6A, 
14, 19A, 11 e 
SpNT-6% 

PCR 
MLST 

13 clones 
internacionais foram 
representados entre as 
cepas resistentes à 
penicilina e/ou a 
eritromicina, 
distribuídos 
similarmente entre os 
sorotipos vacinados e 
não vacinados. 

74 ST identificados 
73% desses STs eram 
idênticos ou 
relacionados (SLVj ou 
DLVl) com 13 dos 43 
clones PMEN. 
Clone Colombia23F-
26(ST338)  – sorotipo 
6A. 
Clone Spain9v-3(St156)  
– sorotipo14.  
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Referência 
População 

País / Cidade Período 
Nº de 

isolados 
estudados 

Sorotipos 
estudados e 

predominantes 

Técnica 
utilizada Resultados Clones Elegibilidade Idade 

Vestrheim 
et al. 2008 

Crianças 
saudáveis em 
creches não 
vacinadas 

10 a 69 
meses Noruega 2006 509 

30 diferentes 
sorotipos: 6A, 
6B, 19F e 23F.  
24 (4,7%) SpNT 

MLST 
102 STs identificados  
31 novos STs 
15 novos alelos 

105 isoladosd 

England14-9, Spain9V-3 
SLV, Portugal19F-21, 
Portugal19F-21 SLV, 
Taiwan19F-14, 
Taiwan23F-15, 
Colombia23F-26, 
Portugal19F-21 SLV.   

a PFGE – Pulsed field gel eletroforesis; bRFEL – Restriction fragment end labeling; cPBP genotyping – Genetic polymorphism of the penicilin resistence genes; dregião nasal anterior;   
eMLST – Multilocus sequence typing; fST – Sequence typing; gNF – Nasofaringe; hAP-PCR – Arbitrary primed polymerase chain reaction; iPMEN – Pneumococcal Molecular Internacional; 
jSLV – single-locus variants;  lDLV – double-locus variants. 
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Na Tabela 3 observa-se que uma grande diversidade genética foi encontrada 

entre as cepas de pneumococo colonizadoras, e que, principalmente por meio da 

técnica PFGE identificou-se que o padrão genético do pneumococo de portador em 

creches é clonal. Em Portugal, foram encontrados 80 padrões de PFGE em crianças 

saudáveis e que frequentam creches, sendo que 11 deles se assemelhavam aos padrões 

de cepas de PMEN (Mato et al. 2005). Observa-se ainda, que houve um aumento da 

presença de clones em crianças que frequentam creches, uma vez que Sá-Leão et al. 

(2008) detectaram 21 clones em crianças. O padrão genético do pneumococo em 

portador encontrado em Portugal, onde concentra a maioria dos estudos em creches, foi 

semelhante na Europa e alguns países do Oriente (Dejsirilert et al. 1999, Sá-Leão et al. 

2000, Bogaert et al. 2001, Lee et al. 2001, McGee et al. 2001a, Sá-Leão et al 2002, 

Sandgren et al. 2004, Sulikowska et al. 2004, Frazão et al. 2005, Mato et al. 2005, 

Petrosillo et al. 2002, Sá-Leão et al. 2006, Sá-Leão et al. 2008, Vestrheim et al. 2008).  

Nos EUA não foi encontrado estudo que tenha analisado o perfil genético do 

pneumococo em portador que frequenta creches e apenas um estudo utilizou a técnica 

PFGE, que detectou dois padrões de PFGE do sorotipo 14 (Craig et al. 1999). Da 

mesma forma, na América Latina, até o momento, nenhum estudo fez essa análise. No 

Brasil, Andrade et al. (2003) utilizou a PFGE para ilustrar a relação genética entre 

cepas de portador e cepas de líquor na patogênese da meningite em crianças. Em 

Salvador, estudo conduzido com crianças saudáveis, que vivem em favela, foi 

detectado 14 distintos grupos clonais (Reis et al. 2008).   

Muitos clones detectados, relacionados à resistência à penicilina e a outras 

drogas, pertecem aos sorotipos pediátricos e foram encontrados em portadores 

saudáveis que frequentam creches e crianças com doenças invasivas.  Tal fato salienta 

a importância do papel das crianças em creches na epidemiologia da disseminação da 

resistência do pneumococo aos antimicrobianos.   

Identificar se as diferenças no potencial invasivo se relacionam ao sorotipo ou a 

propriedades específicas do clone de cepas de pneumococo é uma das preocupações 

dos estudos de epidemiologia molecular do S. pneumoniae.   

As propriedades associadas com um tipo clonal em particular, em adição ao 

sorotipo capsular, podem ser importantes para determinar o potencial para doença. Por 

exemplo, observou-se que isolados do sorotipo 14 incluiram clones que foram 
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encontrados apenas entre portadores (p.ex, ST230), bem como clones exclusivamente 

causadores de doença invasiva (p.ex, ST307), o que sugere que esses clones têm 

diferente potencial para doença. Ademais, observou-se que a variação no sorotipo 

dentro de um ST é resultado de um evento de recombinação e, em dois exemplos, 

encontrou-se evidência de uma troca de sorotipos entre os isolados 19F e 9V com o 

ST162 e o ST156. Observou-se também que o ST162 foi o que mais causou doença 

invasiva, porém um islolado foi encontrado colonizando a nasofaringe. O ST156 foi 

encontrado somente entre os portadores em ambos os sorotipos capsulares (Sandgren et 

al. 2004).  

 

Fatores de risco para o portador resistente 

 

O uso de antibióticos, de forma apropriada ou inapropriada, contribui para 

selecionar a resistência aos antibióticos, tanto em nível coletivo como individual. A 

dose e a duração da terapia também influenciam a resistência (Schrag et al. 2001). A 

idade é um fator de risco adicional para a resistência, sendo que vários autores têm 

documentado a idade inferior a 24 meses como fator de risco para portador resistente à 

penicilina (Gray et al. 1980, Granat et al. 2007, Hill et al. 2008). A prescrição de 

antibióticos per capita é maior para crianças do que para pessoas de mais idade, e 

vários estudos mostram que no mundo desenvolvido, a permanência em creches é a 

principal força de amplificação da resistência (Klugman et al. 2004, Vanderkooi et al. 

2005). Em Israel, um estudo prospectivo utilizando testes moleculares mostrou que S. 

pneumoniae resistentes, isolados de crianças que não frequentam creches, foram 

adquiridos de seus irmãos mais velhos, frequentadores de creches (Givon-Lavi et al. 

1999).  

Em creches, o desenvolvimento e dispersão de organismos resistentes devem-se 

à presença de grande número de crianças, contato próximo e frequente entre as mesmas 

e amplo uso de antimicrobianos (Greenberg et al. 2008). De forma geral, o tratamento 

prévio com antibiótico aumenta a probabilidade de ocorrência de futuras infecções por 

patógenos resistentes (Klugman 2007). Crianças que frequentam creches são mais 

propensas a apresentarem otite média aguda (OMA), e consequentemente são 

submetidas a vários tratamentos antimicrobianos e albergam uma maior quantidade de 
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pneumococos resistentes às múltiplas drogas, quando comparadas com crianças 

saudáveis (van Kempen et al. 2004).  

A nasofaringe exerce um papel importante de reservatório de clones resistentes 

às drogas e o critério para tal proposição é o enriquecimento da microbiota 

nasofaringeana por clones epidêmicos e a alta frequência de portador por um longo 

período de tempo. Para dar suporte a tais considerações, de Lencastre & Tomasz 

(2002) apresentaram dados comparativos de três períodos de vigilância em Lisboa. 

Oito clones amplamente disseminados tiveram alta frequência na maioria das creches, 

durante cada um dos períodos. A similaridade dos tipos clonais de pneumococo 

resistente à droga entre isolados causadores de doença e os que estão colonizando 

crianças em creches, não oferece por si só uma resposta inequívoca a essa questão. 

Entretanto essa similaridade representa uma forte evidência de que a direção de 

movimento desses clones se dá a partir do reservatório ecológico (nasofaringe) para os 

locais de doenças. (de Lencastre & Tomasz 2002). 

Estudos de vigilância de isolados da nasofaringe de crianças com infecção 

respiratória têm mostrado prevalência de pneumococos não suscetíveis à penicilina, 

variando de 20% a 28% (Muhlemann 2003). Evidências in vitro indicam que o S. 

pneumoniae vem aumentando a resistência a agentes antimicrobianos (Marchese & 

Schito 2007). No Brasil, estudos de colonização nasofaríngea são ainda escassos, com 

prevalências de pneumococo resistentes à penicilina de até 50% em crianças que 

frequentam creches (Rossi et al. 2001, Rey et al. 2002). Alta resistência do 

pneumococo à penicilina e sulfametoxazol-trimetoprima vem sendo observada tanto 

em portador como em doença invasiva (Rey et al. 2002a, Brandileone et al. 2005), bem 

como resistência à eritromicina (Rey et al. 2002). A resistência do pneumococo a 

macrolídeos está aumentando em todas as regiões (Reinert et al. 2005). Embora a 

resistência a eritromicina em isolados invasivos seja ainda baixa no Brasil, um aumento 

gradual na resistência tem sido documentado desde 1990 (Mendonça-Souza et al. 2004, 

Brandileone et al. 2006).  

O uso de uma vacina pneumocócica conjugada, imunogênica para crianças a 

partir dos dois meses de vida, tem sido considerada a estratégia principal para o 

controle das infecções pneumocócicas (Eskola & Anttila 1999). Em 2000, a vacina 

anti-pneumocócica conjugada à proteína foi licenciada para uso nos Estados Unidos 
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(FDA 2000). A vacina 7-valente (VPC7) contém 2 µg de cada sacarídeo dos sorotipos 

4, 9V, 14, 18C, 19F, e 23F e 4 µg do 6B acoplado à proteína carreadora CRM197 (um 

mutante não tóxico da toxina diftérica). Essa vacina está distribuída em mais de 70 

países, principalmente nos países industrializados e atualmente, faz parte do calendário 

oficial de imunização de 16 países: México, Holanda, França, Grécia, Noruega, Suíça, 

Alemanha, Inglaterra, Kuwait, Bélgica, Qatar, Luxemburgo, Austrália, Estados Unidos, 

Canadá e República Tcheca. O México foi o primeiro país em desenvolvimento a 

incluir a VPC7 no programa de imunização (Wyth 2006).  

No Brasil, a VPC7 foi liberada em 2001 para uso em crianças até cinco anos de 

idade. No entanto, ainda não consta do calendário de imunizações do Ministério da 

Saúde por motivos do alto custo da vacina. Portanto, assim como em outros países da 

América Latina, a vacina é oferecida nos Centros de Referência para Imunobiológicos 

Especiais (CRIE), nas seguintes situações especiais: crianças menores de dois anos 

imunocompetentes, com doença pulmonar ou cardiovascular crônica, insuficiência 

renal crônica, síndrome nefrótica, diabetes melito, cirrose hepática, fístula liquórica, 

asplenia congênita ou adquirida, hemoglobinopatia, imunodeficiência congênita ou 

adquirida, crianças HIV soro positiva assintomáticas e com AIDS e crianças menores 

de um ano de idade nascidas com menos de 35 semanas de gestação e submetidas a 

assistência respiratória (MS 2006).  

Nos países onde a VPC7 foi introduzida, foi descrito uma diminuição 

expressiva da incidência de doenças pneumocócicas invasivas (DPI) em crianças e em 

adultos, bem como uma redução de isolados invasivos resistentes à penicilina (Black et 

al. 2001, Whitney et al. 2003, Termine et al. 2004, Dias & Caniça 2007). A imunização 

tem significativo impacto na prevalência de portador de S. pneumoniae acarretando 

diminuição dos sorotipos vacinais, no entanto alguns estudos têm documentado uma 

substituição por sorotipos não vacinais (Ghaffar et al. 2004, Pelton et al. 2004, Frazão 

et al. 2005, Huang et al. 2005, Hanage et al. 2007). Desconhecem-se os efeitos da 

vacina, em longo prazo, e a substituição por sorotipos não vacinais em nasofaringe de 

indivíduos assintomáticos tem sido acompanhada por um aumento significativo na 

incidência de DPI por sorotipos não vacinais (Hennessy et al. 2005, Huang et al. 2005, 

Revai et al. 2006). Vigilância domiciliar mostrou que crianças mais velhas e os adultos, 
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que vivem com crianças mais jovens, podem servir como reservatório de sorotipos 

substitutivos (Talarico et al. 2008). 

Nos Estados Unidos, estudos de vigilância mostram aumento de doença 

pneumocócica invasiva causada por sorotipos não vacinais, especialmente por 19A, 7F, 

6A, 22F, 15B/C e 3 (Katherine et al. 2008). O sorotipo 19A, que é resistente à 

penicilina, foi o principal causador de doença pneumocócica invasiva pelos sorotipos 

substitutivos (Pai et al. 2005). Nesse e em outros países, observou-se um aumento de 

mais de 300% na incidência de doença invasiva pelo sorotipo 19A (Moore et al. 2008). 

O clone ST199 (Multilocus Sequence Typing) é o mais frequente entre os isolados 

invasivos do sorotipo 19A. No entanto, o ST 320 resistente às múltiplas drogas, não 

identificado previamente nesse país, tem se tornado uma causa importante de doença 

(Pelton et al. 2007). Esses autores advertem que estudos focados exclusivamente nas 

doenças invasivas seriam insuficientes para observar mudanças na ecologia da 

nasofaringe e falhas em distinguir entre as cepas colonizadoras, com baixo potencial de 

causar doenças invasivas, daquelas com alta invasibilidade. Em crianças indígenas 

americanas (Navajo e Apache), estudo de portador conduzido de 1998 a 2008, mostrou 

aumento do portador e de DPI devido aos sorotipos não vacinais, sem aumentar a 

invasibilidade entre os sorotipos (Scott et al. 2008).  

Em Portugal, observou-se a emergência de uma linhagem do sorotipo 1 em 

crianças em creches. A prevalência de cepas do sorotipo 1, em relação a todos os 

pneumococos, aumentou de 0% em 2001 para 3,1% em 2006. O aumento da 

prevalência do sorotipo 1 foi acompanhada do aumento da utilização da VPC7, que foi 

de 12% em 2002 para 64% em 2006. Considerando-se que o sorotipo 1 foi associado a 

meningites fatais e pneumonias complicadas e, uma vez que esse sorotipo não está 

incluso na VPC7, a expansão e evolução dessa cepa entre os portadores saudáveis se 

torna importante, e isto deverá ser monitorado nesse grupo de crianças, que 

sabidamente, é o maior reservatório de pneumococos (Nunes et al. 2008).  

As pneumonias pneumocócicas são a complicação mais frequente pós-

internação por infecções respiratórias virais, especialmente por vírus influenza A. 

Ensaios clínicos duplo cego e randomizado mostraram que a vacina conjugada 9-

valente (sorotipos da VPC7, mais os sorotipos 1 e 5) é eficaz na redução da morbidade 

associada à influenza. Crianças que receberam a vacina e desenvolveram influenza, 
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laboratorialmente confirmada, apresentaram um risco 39% menor de serem 

hospitalizadas por pneumonia, quando comparadas com crianças que não receberam a 

vacina (Madhi & Klugman 2004).   

O impacto da VPC7 na transmissão da resistência antimicrobiana do S. 

pneumoniae é um aspecto importante a ser considerado no planejamento da introdução 

dessa vacina na rotina de imunização dos países. Por exemplo, no Alaska, em cinco 

anos de vacinação, não houve diminuição na taxa de portador, no entanto houve 

mudança na distribuição dos sorotipos vacinais e não vacinais. Observou-se redução 

nos tipos vacinais não suscetíveis, mas com aumento dos tipos não vacinais e não 

suscetíveis (Park et al. 2008). Na Espanha, houve um aumento na taxa de DPI por 

sorotipos não vacinais e uma redução na resistência antimicrobiana (Muñoz-Almagro 

et al. 2008). Portanto, determinar o quanto a VPC7 pode influenciar a incidência DPI 

ao longo do tempo, e o quanto a tendência da doença está ou não relacionada à vacina, 

é uma tarefa difícil. Em todas as regiões, embora tenham ocorrido mudanças no padrão 

da doença, a vacina não foi, obrigatoriamente, responsável por tais mudanças, uma vez 

que a incidência de doença pneumocócica pode variar de local para local, de um ano 

para outro e a distribuição das cepas pode diferir entre comunidades. Adicionalmente, 

mudanças no modo de operar os programas de vigilância, ou na forma de medir a 

doença, como por exemplo, o uso de hemocultura para avaliar bacteremia 

pneumocócica, pode afetar a estimativa da incidência da doença (Moore & Whitney 

2008).  

No Brasil, uma vigilância de S. pneumoniae invasivo, conduzida no período de 

1993 a 2004 mostrou que a prevalência de resistência à penicilina aumentou de 10,2% 

para 27,9% à custa do aumento da alta resistência (Brandileone et al. 2006).  Houve um 

aumento significativo do número de isolados pertencentes aos sorotipos incluídos na 

VPC7, em pacientes com idade inferior a cinco anos e um aumento, principalmente, da 

frequência do sorotipo 14. Os resultados provenientes desses 12 anos de vigilância 

enfatizam a necessidade dessa vacina como importante ferramenta para reduzir a 

disseminação dos sorotipos vacinais associados à resistência antimicrobiana 

(Brandileone et al. 2006).  

Em Goiânia, a cobertura potencial da VPC7 para os isolados de portador 

(52,2%) e isolados invasivos (62,4%) não diferiu significativamente (p=0,06), bem 
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como não houve diferença significativa na cobertura para os isolados não suscetíveis à 

penicilina, para os isolados de portador SpNP (34,5%) e isolados invasivos SpNP 

(28,2%) (Laval et al. 2006). No Estado de São Paulo, estudos mostram que vacinas que 

incluam os sorotipos 1 e 5, poderiam prevenir mais de 90% dos casos de doenças 

pneumocócicas invasivas e, a vacina VPC7 poderia prevenir a maioria (66%) das 

doenças pneumocócicas invasivas (Berezin et al. 2007). 

As vacinas 10-valente e 13-valente estão em desenvolvimento. A vacina 10- 

valente, prevista para ser licenciada em 2008, contém a proteína D de Haemophilus 

influenzae como proteína carreadora e os sorotipos da VPC7 mais os sorotipos 1, 5 e 

7F. A vacina 13-valente, que contém a mesma proteína carreadora da VPC7 e os 

sorotipos 3, 6A, e 19A em adição aos sorotipos da VPC10, tem previsão para se tornar 

disponível antes de 2010. Adicionalmente, mais de 20 outras vacinas conjugadas estão 

em estágios iniciais de desenvolvimento (WHO 2007).  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 Streptococcus pneumoniae é uma importante causa de morbidade e 

mortalidade tanto em crianças como em idosos (Dagan et al. 2004). A colonização da 

nasofaringe por pneumococo é uma pré-condição para o desenvolvimento da doença, 

sendo essa condição a causa da transmissão do pneumococo de pessoa para pessoa. 

Aglomerações facilitam essa transmissão de forma direta, pelo aumento da frequência 

de contatos e, indiretamente, pelo aumento da prevalência de outras infecções 

respiratórias (Dunais et al. 2003, Bogaert et al. 2004).  

A incorporação da vacina pneumocócica conjugada 7-valente (VPC7) nos 

programas nacionais de vacinação em alguns paises tem reduzido a morbidade causada 

por pneumococo, incluindo infecções provocadas por cepas resistentes, tanto em 

crianças vacinadas como em adultos, por meio do efeito de rebanho (Whitney et al 

2003, Dias & Caniça 2007). Estudos mostram também que a VPC7 reduz a 

colonização da nasofaringe por sorotipos vacinais, mas, por outro lado, pode levar a 

um aumento de sorotipos não vacinais (Frazão et al. 2005, Huang et al. 2005). A 

substituição com sorotipos não vacinais em portadores de pneumococo tem sido 

acompanhada por um aumento significativo na incidência de doença pneumocócica 

invasiva provocada pelos sorotipos não vacinais (Hennessy et al 2005, Huang et al 

2005, Revai et al 2006). 

Portanto, a vigilância da colonização por isolados de pneumococo permanece 

como uma necessidade para identificação de mudanças rápidas nos sorotipos e do 

impacto da introdução da VPC sobre a colonização por pneumococo em países como o 

Brasil, onde a vacinação está sendo considerada para inclusão no Programa Nacional 

de Imunização. Antecipando a introdução da VPC no Brasil, pesquisadores do Instituto 

de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP) têm se dedicado a várias investigações 

sobre a distribuição de sorotipos, suscetibilidade e padrão molecular de isolados de 

pneumococo causadores de doença invasiva no Brasil (Laval et al 2006, Andrade et al 

2003, Andrade et al 2004, Brandileone et al 2003, 2005, 2006). Mais recentemente, 

estudos em portador foram conduzidos para monitorar a colonização por pneumococos 

não suscetíveis. Por exemplo, foi verificado que os sorotipos de portador não diferem 

significativamente dos sorotipos de isolados invasivos de S. pneumoniae, assim como o 
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padrão de resistência e a cobertura potencial pela VPC7 (Laval et al 2006). O resultado 

da vigilância de base populacional sobre S. pneumoniae e H. influenzae na infância em 

Goiânia detectou que a frequência a creches é o maior fator de risco para pneumonia 

em crianças menores de cinco anos (Andrade et al 2004, 2004a). Está bem 

documentado que creches constituem reservatórios de S. pneumoniae resistentes aos 

antimicrobianos, onde as crianças estão expostas a crescente risco de colonização por 

pneumococo (de Lancastre & Tomaz 2002). No Brasil, país com a maior população de 

crianças da América Latina, pouca atenção tem sido dedicada à colonização por 

pneumococo (Rey et al 2002, Laval et al 2006, Berezin et al, 2007). Até esse momento, 

não há estudo investigando os fatores associados ao S. pneumoniae não suscetível 

(SpNP) em creches.  
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4. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Identificar fatores associados à colonização nasofaríngea por S. pneumoniae não 

suscetíveis à penicilina em crianças que frequentam creches no Município de Goiânia e 

caracterizar geneticamente as cepas não suscetíveis.   

 

Objetivos específicos 

 

 Determinar a cobertura das vacinas conjugadas pneumocócicas 7, 10 e 13 

valente em relação aos sorotipos colonizadores. 

 

 Avaliar o relacionamento genético entre cepas de pneumococos, do sorotipo 14 

e pneumococos não tipáveis. 

 

 Comparar a similaridade genética entre cepas colonizadoras e cepas invasivas 

de vigilância populacional conduzida atualmente em Goiânia. 

 

 Identificar a presença de cepas colonizadoras relacionadas geneticamente aos 

clones internacionais de S. pneumoniae.   
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5. METODOLOGIA 

 

População e área de estudo 

 

A investigação foi conduzida entre agosto e dezembro de 2005 em Goiânia, 

capital do Estado de Goiás, situada na região central do Brasil. Goiânia conta com 

1.201.007 habitantes (MS, DATASUS 2005), ocupa uma área de 739.492 km2 e vem 

apresentando acelerado ritmo de crescimento ao longo dos últimos dez anos (IBGE 

2002). Uma vigilância de corte transversal de portadores de Streptococcus pneumoniae 

não suscetíveis (SpNP) em nasofaringe foi conduzida com crianças de dois a cinquenta 

e nove meses de idade, atendidas em 62 dos 70 Centros Municipais de Educação 

Infantil (CMEIs) do município. Os oito CMEIs não incluídos estavam em reforma na 

ocasião do estudo. Crianças foram consideradas não elegíveis se tivessem tomado 

antibiótico nos últimos sete dias e, ou, apresentassem alguma doença que contra 

indicasse a coleta de swab em nasofaringe. O protocolo do estudo foi submetido ao 

Comitê de Ética Regional do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás 

(HC/UFG) e ao Conselho Nacional de Ensino e Pesquisa (CONEP), atendendo à 

resolução 196/96 do MS (Anexo 1). O projeto está protocolado no Comitê de Ética do 

HC/UFG sob o nº. 054/2005. O consentimento livre e esclarecido, por escrito, foi obtido 

dos pais ou responsáveis pelas crianças. 

 

Coleta de dados 

 

Informações sobre as características sócio-demográficas da família e potenciais 

fatores de risco para SpNP foram obtidas por meio de entrevistas com os pais ou 

responsáveis pela criança, após obtenção do consentimento livre e esclarecido e antes da 

coleta do swab. Foram obtidas informações sobre idade da criança, gênero, tamanho da 

família, número de irmãos, além de aspectos relacionados à saúde como: ocorrência de 

febre, uso de antibiótico nos últimos 30 dias, hospitalização por alguma razão nos 

últimos três meses, presença de pneumonia no mês anterior e número de episódios de 

otite média aguda (OMA) nos últimos 12 meses. As entrevistas foram realizadas 

utilizando um formulário padronizado (Anexo 2). Os pesquisadores foram previamente 

treinados para condução da entrevista e aplicação do questionário. O trabalho de campo 
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foi conduzido utilizando manuais de preenchimento das fichas, bem como de 

codificação das variáveis para serem posteriormente digitalizadas.  

 

Amostragem e tamanho da amostra 

 

O total de crianças que frequentam os CMEIs do município compuseram a 

população alvo do estudo. Cada CMEI forneceu a lista com a relação nominal. A 

seleção foi realizada por amostragem consecutiva, ponderada pelo tamanho da creche, 

até se alcançar o número amostrado para aquela creche. Com base em estudo anterior 

(Laval et al. 2006), estimou-se que, aproximadamente, 30% das crianças poderiam ser 

portadoras de S. pneumoniae, e 20% desses portadores (6% dos participantes) poderiam 

ter cepas de S. pneumoniae com diminuição da suscetibilidade à penicilina. Assim, 

estimou-se que uma amostra com 1100 crianças seria suficiente para estimar o risco de 

portador de Streptococcus pneumoniae não suscetível à penicilina com intervalo de 95% 

de confiança (efeito do desenho = 1,5). 

 

Coleta de swabs de nasofaringe  

 

Após as entrevistas, espécimes de nasofaringe foram coletados. Os swabs foram 

coletados de acordo com técnica de introdução pernasal, seguindo os critérios 

estabelecidos pela OMS (WHO 1994), que consiste na introdução de transwab calcium 

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

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

nasofaringe, foram realizados movimentos rotatórios de 180 graus. Um espécime de 

nasofaringe foi coletado por criança. O material coletado foi acondicionado em meio 

modificado de Stuart para transporte (TranswabTM, Medical Wire & Equipment, 

Whiltshire, United Kingdom) e encaminhado, em até duas horas da coleta, ao 

Laboratório de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da 

UFG, onde as amostras foram processadas imediatamente. Os procedimentos técnicos 

para obtenção e transporte do swab e o armazenamento dos isolados de pneumococos 

seguiram as recomendações da OMS para detecção de portador de S. pneumoniae de 

nasofaringe (O’Brien & Nohynek 2003).  
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Isolamento e Identificação 

 

Os procedimentos laboratoriais para isolamento e identificação foram realizados 

em acordo com as técnicas recomendadas pela OMS (WHO 1994). O isolamento foi 

realizado pela semeadura das amostras em ágar sangue Columbia Blood Agar (Difco, 

Detroit, Mich.) suplementado com 5% de sangue de carneiro e 5 µg/mL de sulfato de 

gentamicina (Sigma Chemical, St. Louis, Mo.). As placas foram incubadas em 

condições de microaerofilia a temperatura de 35oC por 24 horas. A identificação do S. 

pneumoniae foi baseada em metodologia padronizada que inclui a morfologia colonial, 

coloração de Gram, sensibilidade à optoquina (disco com 5 µg/mL - Cecon, São Paulo, 

Brasil) e lise pelos sais biliares (Facklam & Wahington 1991). Todos os isolados 

sensíveis a optoquina (halo ≥ 14 mm) foram identificados como sendo Streptococcus 

pneumoniae e confirmados pela sorotipagem pelo método de Quellung. Os isolados 

ainda foram repicados em caldo de TSB (tripticase soy broth) suplementado com 20% 

de glicerol e estocados a -80oC para provas adicionais.  

 

Sorotipagem  

 

A sorotipagem foi realizada no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo-Brasil por meio 

da reação de Quellung com aglutinação de látex, com anti-soros padrões obtidos junto 

ao Statens Seruminstitut, Copenhague-Dinamarca (Sorensen 1993). Isolados não 

tipáveis foram subcultivados duas vezes em ágar sangue, antes de uma nova tipagem. A 

sorotipagem foi realizada em todos os isolados resistentes à penicilina (PEN) e em 

amostra de isolados suscetíveis à PEN pareada por SpNS e creche. Para avaliar a 

similaridade genética entre os isolados de portador (sorotipo 14 e PnNT) e isolados 

invasivos (sorotipo 14) obtidos de crianças de Goiânia utilizou-se amostras de isolados 

invasivos de um estudo maior de vigilância populacional que vem sendo conduzido 

desde 2007.  
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 Ensaio Multibead 

 

Os isolados não sorotipáveis, e uma amostra de vinte e seis isolados do sorotipo 

14 não susceptíveis, foram retestados pela técnica de imunoensaio para polissacarídeos 

capsulares usando anticorpos monoclonais específicos (mAbs) para os tipos capsulares e 

dois conjuntos de látex (Yu et al. 2008).  O conjunto 1 continha polissacarídeos (PSs) 

conjugados pertencentes aos sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9N, 9V, 11Aβ, 14, 18C, 

19A, 19F, e 23F. O conjunto 2 continha PSs conjugados pertencentes  aos sorotipos 2, 

6A, 8, 10A, 11Aα, 12F, 15B, 17F, 20, 22F, e 33F. Cada conjunto foi incubado com um 

lisado bacteriano e uma mistura apropriada de anticorpos monoclonais. O lisado 

bacteriano foi diluido 5 ou 10 vezes. Após a incubação, a mistura resultante foi lavada 

com PBS contendo 0.1% Tween 20 e misturada com imunoglobulina anti-camundongo 

conjugada com fluoresceína. Após 30 minutos de incubação, o produto foi lavado e 

analisado quanto a sua fluorescência, em citômetro de fluxo (FACSArray, Becton 

Dickinson, San Jose CA). Se uma cepa de pneumococo expressa o sorotipo 14, seu 

lisado inibe a fluorescência das partículas do látex conjugadas com o sorotipo 14 PS, 

mas não inibe outras partículas do látex. 

 

Teste de suscetibilidade 

 

Difusão em disco - Todos os S. pneumoniae identificados foram submetidos ao 

teste de difusão em disco conforme preconizado pelo CLSI - Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI 2007). Um inóculo padrão de 1,5 x 108 UFC/ml (0,5 da 

concentração do tubo 1 da Escala de Mac Farland) foi obtido após subcultivos 

bacterianos em ágar sangue com menos de 24 horas de incubação em microaerofilia a 

35oC. Placas de ágar Muller-Hinton, suplementados com 5% de sangue de carneiro, 

foram semeadas com o auxílio de Swab esterilizado. Sobre as placas já inoculadas 

foram depositados os discos de antimicrobianos a seguir: eritromicina, sulfametoxazol-

trimetoprima, clindamicina, cloranfenicol, tetraciclina, oxacilina, rifampicina, 

vancomicina e levofloxacina (OXOID, Basingstoke, Inglaterra). O controle de 

qualidade foi realizado com cepas ATCC de S. pneumoniae 49619. A leitura e 

identificação dos halos de inibição foram realizadas segundo os critérios do CLSI (CLSI 

2007).  
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Etest® - Os isolados de S. pneumoniae que mostraram redução da sensibilidade à 

oxacilina (halo ≤ 19 mm) pelo método de difusão em disco foram submetidos à técnica 

do Etest®, para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) em relação à 

penicilina. Os S. pneumoniae foram cultivados em ágar sangue e incubados em 

microaerofilia por menos de 24 horas a 35ºC. Após crescimento inicial, um inóculo foi 

preparado em caldo Muller-Hinton (Difco, Ditroit, Mich) para obtenção de uma 

concentração de 1,5 x 108 UFC/ml e, inoculados em ágar Muller-Hinton enriquecido 

com 5% de sangue de carneiro. Tiras de Etest® (contendo concentrações seriadas de 

penicilina) foram depositadas sobre as placas já inoculadas e incubadas a 35ºC por 24 

horas. A leitura da CIM foi realizada de acordo com as instruções do fabricante e a 

interpretação segundo documento do CLSI (CLSI 2007).  

 

Análise do DNA cromossômico 

 

Toda a etapa de tipagem molecular foi realizada no Instituto de Patologia 

Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás (IPTSP-UFG), para S. 

pneumoniae resistentes à penicilina (somente sorotipo 14 e NTs), pela técnica de 

eletroforese em gel em campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE), após 

digestão do cromossomo bacteriano com a enzima de restrição SmaI. Esta técnica é uma 

variação da eletroforese convencional, onde a corrente elétrica varia alternadamente de 

direção e o uso de enzimas de restrição com sítios de reconhecimento longos permite a 

digestão do cromossomo em fragmentos maiores. 

O isolado teste foi inoculado em ágar sangue e incubado em microaerofilia por 

14-16 horas a 35ºC. Após a incubação, duas a quatro colônias do isolado foram 

repicadas em seis mL de caldo BHI (Brain heart infusion – DIFCO. Detroit, Mich.) 

enriquecido com 1% de soro de cavalo e incubadas por cinco a seis horas a 35ºC. A 

concentração da suspensão celular foi ajustada com solução salina até atingir uma 

leitura de turbidez de 0,7 a 0,9. A suspensão de células ajustada foi centrifugada a 4000 

x g por 15 minutos e o sobrenadante cuidadosamente aspirado. O sedimento foi 

resuspenso em 1 mL de tampão PIV (Tris 10 mM pH 8,0 NaCl 1 M), transferido para 

um tubo de microcentrífuga e novamente centrifugado a 12000 x g por 5 minutos. Após 

o sobrenadante ser cuidadosamente desprezado, o sedimento foi resuspenso em 200 µL 

de tampão PIV e ajustado com o mesmo tampão pelo cálculo da OD620nm. Uma alíquota 
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de 120 µL da suspensão celular ajustada foi homogeneizada com 120 µL de gel de 

agarose LPM 1,5% (Low Melting Point, Invitrogen) para formação de pequenos blocos 

de gel (plugs) contendo DNA cromossômico.  Os blocos de gel de cada isolado de S. 

pneumoniae foram incubados em 1 mL de solução ES (EDTA pH 9,0 N-laurilsarcosina) 

acrescida de 1 mg/mL de Proteinase K por um período mínimo de 12 horas a 50ºC. A 

seguir, os blocos de gel foram lavados várias vezes em solução tampão Tris-EDTA (Tris 

10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0) e armazenados nesta solução a 4oC até serem 

submetidos à digestão enzimática e eletroforese.   

Para cada isolado de S. pneumoniae, um plug foi digerido com 2 µl da enzima 

SmaI (Invitrogen nº. 15228-018, 10U/ µl) em 45 µl do tampão de restrição 1x, com 

incubação a 25oC por quatro a cinco horas. Os fragmentos de restrição resultantes foram 

colocados em gel de agarose a 1% e a eletroforese realizada no sistema CHEF-DRII 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) com corrente alternando de 5 a 35 

segundos a 6 V/cm e temperatura de 11oC durante 22 horas. Os géis foram corados com 

brometo de etídio (1,5 µg/mL) por vinte minutos, descorados em água bidestilada por 

mais 45 minutos, e fotografados sob luz ultravioleta com filme FUJI FTI-500. As fotos 

foram digitalizadas e salvas como arquivo TIF para análise posterior. 

Foi utilizado como padrão de peso molecular, o Lambda DNA ladder (New 

England Biolabs, EUA) na primeira e última coluna de cada gel. Além do peso 

molecular, foram incluídas três cópias da cepa de referência S. pneumoniae R6, 

posicionadas a cada cinco ou seis amostras, em todos os géis de PFGE. A amostra R6 

foi gentilmente cedida pela Dra. Hermínia de Lencastre, Instituto de Tecnologia 

Química e Biológica, Oeiras, Portugal (número de acesso GenBank NC003098). Cepas 

invasivas de doença pneumocócica isoladas durante os anos de 2007 e 2008 do sangue 

de crianças menores de cinco anos, residentes no município de Goiânia (ST283/08, 

ST551/07, ST145/08, ST890/07, ST555/07 e ST147/08), foram utilizadas para 

finalidades de comparação da similaridade genética com as cepas colonizadoras. Estas 

cepas invasivas integram a rede de vigilância SIREVA-II, motivo pelo qual a 

sorotipagem e testes de suscetibilidade das mesmas foram realizados no Instituto Adolfo 

Lutz, São Paulo. Também foram incluídas na análise 23 amostras de S. pneumoniae 

representativas de clones internacionais, reconhecidos pelo Pneumococcal Molecular 

Epidemiology Network (McGee et al. 2001), que estão listados na Tabela 4. Todos os 

clones internacionais foram gentilmente cedidos pela Dra. Maria Cristina Brandileone, 

do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo. A análise dos perfis migratórios dos fragmentos de 
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restrição (bandas) produzidos após eletroforese foi realizada visualmente utilizando os 

critérios sistematizados por Tenover et al. (1995). Estes critérios nortearam a análise de 

parentesco entre as cepas.                                                                                                                                 

Os géis para construção dos dendrogramas foram incluídos e processados pelo 

programa BioNumerics  versão 5.0 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) como imagens 

preto e branco invertidas de 8 bits. Para cada imagem, foi realizada análise espectral 

para determinar o tamanho do disco a ser utilizado na extração do plano de fundo da 

imagem, pela técnica de rolamento de disco.  

A cepa de referência S. pneumoniae R6, após digestão com a enzima SmaI, 

produz 15 bandas visivelmente definidas, distribuídas entre 340 kb e 16 kb. A cepa S. 

pneumoniae R6 é considerada padrão internacional de referência para normalização dos 

fragmentos cromossômicos de amostras de S. pneumoniae submetidas à PFGE. O 

processo de normalização é etapa essencial e obrigatória para corrigir as distorções intra 

e inter géis que podem ocorrer na técnica de PFGE. Bandas de amostras clínicas 

situadas acima da maior banda da R6 (340 kb) não são incluídas para análise, pois estas 

bandas não serão normalizadas. Da mesma maneira, bandas abaixo de 16 kb são 

excluídas da análise pela menor resolução destas bandas de baixo peso molecular e 

impossibilidade de normalização das mesmas (Carriço et al. 2005). 
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Tabela 4. Clones internacionais de Streptococcus pneumoniae utilizados para avaliar a 

similaridade genética entre cepas colonizadoras e invasivas circulantes no município de 

Goiânia, 2005. 

No do clone  Clone Referência Sorotipo CIM-PENa 

2 Spain6B-2 ATCC 700670 6B 0,5 

3 Spain9V-3 ATCC 700671 9V 1,5 

4 Tennessee23F-4 ATCC 51916 23F 0,125 

5 Spain14-5 ATCC 700902 14 1,5 

6 Hungary19A-6 ATCC 700673 19A 1 

7 S.Africa19A-7 ATCC 700674 19A 0,19 

8 S.Africa6B-8 ATCC 700675 6B 0,19 
9 England14-9 ATCC 700676 14 0,016 

10 CSR14-10 ATCC 700677 14 8 

11 CSR19A-11 ATCC 700678 19A 6 

14 Taiwan19F-14 ATCC 700905 19F 2 
15 Taiwan23F-15 ATCC 700906  23F 0,75 

16 Poland23F-16 ATCC BAA-343 23F 8 

17 Maryland6B-17 ATCC BAA-342 6B 1,5 
18 Tennessee14-18 ATCC BAA-340 14 4 

19 Colombia5-19 ATCC BAA-341 5 0,003 

20 Poland6B-20 ATCC BAA-612 6B 0,064 

21 Portugal19F-21 ATCC BAA-657 19F 0,032 
22 Greece6B-22 ATCC BAA-658 6B 0,023 

23 N.Carolina6A-23 ATCC BAA-659 6A 1 

24 Utah35B-24 ATCC BAA-660 35B 1 
25 Sweden15A-25 ATCC BAA-661 15A 0,064 

26 Colombia23F-26 ATCC BAA-662 23F 0,064 
Fonte: http://www.sph.emory.edu/PMEN/  
aCIM-PEN – Concentração inibitória mínima para penicilina 

 Em todas as imagens, a definição de bandas foi realizada automaticamente pelo 

programa e depois conferida individualmente, por comparação visual. O coeficiente de 

similaridade utilizado foi o de Dice (Dice 1945), baseado na presença e posição de 

bandas. O dendrograma foi construído utilizando o algoritmo de análise filogenética 

UPGMA (Unweighted Pair-Groups Method using Arithmetic Averages) (Sneath & 
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Sokal 1973). Este algoritmo realiza as análises pelo agrupamento de médias não 

ponderadas. Os valores de otimização e tolerância utilizados para o conjunto de isolados 

foram de 0,7 e 1,5%, respectivamente. Um coeficiente de similaridade acima de 80% foi 

selecionado para definir cada linhagem de isolados (Gertz et al. 2003, Sá-Leão et al. 

2006). 

 

Análise dos dados 

 

A base de dados foi construída no programa EpiInfo Windows 3.2. e a análise 

realizada utilizando o programa SPSS v.15.0 (SPSS Inc., Chicago. IL, EUA). Portador 

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

pneumococos isolados da nasofaringe e o número de swabs coletados. A taxa de 

portador de pneumococo não suscetível à penicilina foi calculada como a razão entre o 

número de pneumococos não suscetíveis e o número de pneumococos isolados da 

nasofaringe. A idade foi estratificada em grupos por faixa etária. Foram constituídos 

dois grupos: ≤ 23 meses e ≥ 24 meses. História de três episódios de OMA em seis meses 

ou mais de três episódios em 12 meses, diagnosticados no último ano, foi definido como 

sendo OMA recorrente.  

A concordância entre os sorotipos incluídos na formulação das vacinas 

conjugadas 7-valente (sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F), 10-valente (VPC7 mais 

1, 5 e 7F) e 13-valente (VPC10 mais 3, 6A e 19A) e aqueles encontrados em isolados de 

nasofaringe foram usados como indicador da cobertura dos sorotipos da vacina. O 

critério de interpretação CLSI foi usado para definir os pontos de corte da CIM para 

penicilina, os quais são: suscetível (≤ 0,06 g/mL), intermediária (0,12 a 1,0g/mL) e 

resistente (2,0 g/mL). Os isolados classificados como de resistência intermediaria ou 

resistentes, foram considerados como não suscetíveis. Isolado com resistência a pelo 

menos dois antimicrobianos em adição a resistência à penicilina foi definido como S. 

pneumoniae resistente a múltiplas drogas.  

Análise exploratória, com construção de gráfico-caixa foi realizada para permitir 

a comparação do nível, dispersão e simetria da distribuição da CIM para a penicilina 

dentro de cada classe de antimicrobiano testado para a resistência (R) e suscetibilidade 

(S). Esse mesmo procedimento foi realizado para as diferentes linhagens, detectadas 

pelo dendrograma da similaridade genética das cepas dos sorotipos 14 e dos não 

tipáveis. Para a comparação das medianas da CIM entre as linhagens, foi utilizado o 
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teste Kruskal Wallis, estabelecendo-se o nível de probabilidade de 0,05 para a 

significância estatística. Médias geométricas (MG) da CIM foram estimadas utilizando 

transformação logarítmica da CIM para PEN. Comparações entre MG da CIM foram 

determinadas por análise de variância. Regressão logística foi usada para analisar a 

relação entre o portador de pneumococo não suscetível e fatores de risco. Os resultados 

foram apresentados como odds ratio (OR) com intervalo de 95% de confiança (IC 

95%). Todas as variáveis com valor de p menor que 0,10 na análise univariada foram 

incluídas no modelo multivariável para identificar fatores independentemente 

associados ao portador SpNP. As possíveis variáveis de confusão consideradas no 

estudo foram idade, febre nos últimos 30 dias, hospitalização nos últimos três meses, 

recorrência de otite média e a existência de irmãos mais velhos. Variáveis 

significantivas foram selecionadas com base no teste de ratio (Hosmer & Lemeshow 

2000). O nível de probabilidade de 0,05 foi utilizado para determinar a significância 

estatística.  

 

Análise do Gel  

 

Inicialmente a interpretação dos padrões da PFGE foi realizada visualmente 

utilizando os critérios sistematizados por Tenover et al. (1995):  

 Cepas geneticamente indistinguíveis - quando o padrão de PFGE apresentar 

o mesmo número de bandas (fragmentos de DNA) e essas bandas mostrarem 

um mesmo tamanho aparente. 

 Cepas proximamente relacionadas - quando os padrões de PFGE diferirem 

em duas a três bandas.  

 Cepas possivelmente relacionadas - quando os padrões de PFGE diferirem 

em quatro a seis bandas 

 Cepas não relacionadas - quando os padrões de PFGE diferirem em sete ou 

mais bandas. 

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

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

isolados geneticamente indistinguíveis foi designado com letras iguais. As cepas 

proximamente relacionadas e aquelas possivelmente relacionadas foram designadas com 

letras iguais acrescidas de um número, A1 A2, B1 B2, C1 C2, etc. Os padrões referentes 
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aos isolados não relacionados foram designados com letras diferentes. Estes critérios 

nortearam a análise de parentesco entre cepas coletadas.  

O padrão da PFGE também foi analisado utilizando o programa BioNumerics 

por meio do coeficiente de similaridade de Dice (SC) com uma tolerância de posição da 

banda de 1,5% e otimização de 0,7%. Para este estudo definiu-se como linhagem a 

presença de três ou mais cepas de pneumococos com similaridade genética ≥80% 

(Nichol et al 2008). 
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Abstract 

 

Background - To date, no study has investigated factors associated with penicillin non-

susceptible Streptococcus pneumoniae (PNSp) carriage in day care centers (DCCs) in 

Brazil, a country where pneumococcal vaccination has still not been introduced 

routinely.   

 

Methods - A cross-sectional survey of nasopharyngeal carriage of PNSp was conducted 

among 1,192 children attending 62 out 70 DCCs in Central Brazil. Capsular typing was 

performed in all PNSp and in a sample of susceptible isolates matched to PNSp by 

DCCs. Standard antisera methods and multibead assay were used for ascertain and 

confirm the capsular type. Logistic regression was performed to detect risks associated 

with PNSp carriage. 

 

Results –Nasopharyngeal S. pneumoniae was isolated in 686 (57.6%) infants, and 178 

(25.9%) of them carried PNSp. Serotypes 14 (53%), 23F (10.2%), 6B (6%), 19F (4.8%) 

and 19A (4.2%) comprised 78.2% of the PNSp capsular types. There was a high 

prevalence (11.1%) of non-typeable isolates, of which 62.9% were penicillin-resistant. 

Serotypes coverage for the PCV7, and for the investigational 10-valent vaccine and 13-

valent vaccine were 55.2%, 55.9% and 65.1%, respectively. Being less than 24 months 

of age (OR=1.79; p=0.006), hospitalization with the previous three months (OR=2.19; 

p=0.025), and recurrent acute otitis media (OR=2.89; p=0.013) were independently 

associated with PNSp in a multivariate model.  
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Conclusion – Recurrent acute otitis media may favor nasopharyngeal colonization by 

PNSp isolates. Consequently, DCC attendees with history of recurrent AOM could 

significantly contribute to the spread of nasopharyngeal PNSp strains into the 

community.  
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Introduction 

 

Streptococcus pneumoniae is a major cause of lower respiratory tract infections and 

severe invasive diseases in childhood. It is responsible for a range of infections, such as 

acute otitis media, pneumonia, meningitis and sepsis, especially in developing 

countries.1 Nasopharyngeal (NP) colonization by S. pneumoniae is a necessary first step 

in the pathogenesis of pneumococcal infection 2 and often occurs during the first weeks 

of life. 3,4 There is evidence that serotypes carried in the nasopharynx, especially those 

recently acquired, match the serotypes responsible for the pneumococcal diseases [5,6]. 

 

The incorporation of the 7-valent pneumococcal conjugate vaccine (PCV7) into national 

vaccination programs has decreased pneumococcal morbidity in vaccinated children and 

adults through herd immunity, including the infections caused by resistant strains [7]. 

Studies have also shown that PCV7 reduces the NP carriage of vaccine serotypes, but 

can in turn lead to an increase in non-vaccine serotypes. 8,9 Therefore, baseline data on 

pneumococcal NP carriage in unvaccinated children are required to monitor the effect of 

PCV introduction in countries like Brazil, where this vaccination is being considered for 

addition to the National Immunization Program.  

 

We have previously shown that the serotypes of carriage and invasive isolates of S. 

pneumoniae did not differ significantly; nor did the resistance pattern and potential 

coverage of PCV7.10 In a population-based surveillance of S. pneumoniae and H. 

influenzae in infants, we detected that day care center (DCC) attendance is the greatest 

risk factor for pneumonia in children under five years of age in our municipality. 11 It is 

acknowledged that DCCs constitute pockets of reservoir of drug-resistant S. 
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pneumoniae, where young children are at increased risk of colonization by 

pneumococci.12,13 Brazil is the country with the largest child population in Latin 

America, however, little attention has been dedicated to pneumococcal NP colonization. 

To date, no study has investigated the factors associated with antibiotic non-susceptible 

pneumococcal infections in DCCs. In order to obtain insights into the carriage of 

pneumococcus in a population without previous immunization, we investigated the 

antimicrobial susceptibility, serotypes, and risk factors of antibiotic non-susceptible 

pneumococci in healthy children attending DCCs in central Brazil.  

 

 

Material and Methods 

 

 

Study population  

 

The investigation was conducted between August and December 2005 in Goiânia 

(1,201,007 inhabitants), the capital of Goiás State, located just west of central Brazil. 

Goiânia is a newly urbanized municipality with an area of 739,492 square kilometers, 

and has been undergoing a period of accelerated population growth over the last ten 

years.14 There are 70 public DCCs in the city. A cross-sectional survey of NP carriage of 

penicillin nonsusceptible pneumococcal (PNSp) isolates was carried out among children 

between the ages of two and 59 months attending 62 out the 70 municipal DCCs. The 

remaining eight DCCs were under renovation when the study commenced. Children 

were not considered eligible for the study if they had taken antibiotics in the previous 

seven days or had an underlying illness that contraindicated an NP swabbing. The study 

protocol was approved by the Regional Ethical Committee of the Federal University of 
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Goiás. Written informed consent was obtained from each child’s parents or legal 

representative.   

 

Data collection 

 

 The socio-demographic characteristics of the families and the potential risk factors for 

PNSp carriage were obtained by parent interviews, immediately after obtaining consent 

and before collecting swabs. Information was obtained regarding the child’s age, sex, 

history of fever, household size, number of siblings, antibiotic use in the previous 

month, hospitalization for any reason in the previous three months, pneumonia in the 

previous month, and number of episodes of acute otitis media (AOM) in the previous 

12 months. 

  

Sampling and sample size 

 

The overall population attending DCC was considered as the target population for 

sampling purposes. The number of children sampled per DCC was proportional to the 

number of children per DCC. Based on previous studies [10] we estimated the rate of S. 

pneumoniae carriage to be between 30% and 20% of them (6% of all participants) to be 

PNSp. Therefore, we calculated that a sample size of 1,100 children would be 

necessary to estimate risks of PNSp carriage with a 95% confidence interval (design 

effect = 1.5). Study participants were recruited sequentially within each DCC until the 

estimated recruitment number was met.  
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Collection of NP swabs and microbiological procedures 

 

After obtaining informed consent from the children’s parents, two trained nurses 

collected NP specimens with pernasal, extra-thin, flexible, calcium alginate swabs, 

which were placed into Stuart transport medium tubes (Medical Wire, Corsham, UK). A 

single NP specimen was obtained per child. The swabs were transferred to the 

Laboratory of Bacteriology of the Federal University of Goias within two hours of 

collection, and processed immediately according to the WHO recommendations.15 The 

NP swabs were plated on a tryptic soy agar containing 5% sheep blood (Difco, Detroit, 

MI) and 5 g/mL gentamicin sulphate (Sigma Chemical, St. Louis, MO), and incubated 

under 5-7% CO2 pressure at 37oC for 24 h. Two S. pneumoniae-like colonies (different 

colony morphologies) per plate were picked from the primary culture for identification. 

S. pneumoniae was identified using standard laboratory procedures, including analysis 

of morphology after Gram's staining, susceptibility to a 5 µg optochin disk (Cecon, São 

Paulo, Brazil), and bile solubility testing.16 The isolates were stored in glycerol broth or 

skim milk at −80oC. Pneumococci were first screened for decreased susceptibility to 

penicillin (PEN) with 1 µg of oxacilin by the disk-diffusion method. Isolates that 

presented inhibition zones < 19 mm to oxacillin were then tested for minimum 

inhibitory concentrations (MIC) to PEN using Etest (AB Biodisk, Solna, Sweden). 

Susceptibility to erythromycin, trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMZ), 

tetracycline, clindamycin, chloramphenicol, rifampicin and vancomycin was routinely 

performed by the disk-diffusion method. The breakpoints and MICs for all 

antimicrobials were determined and interpreted according to the CLSI guidelines.17 The 

S. pneumoniae ATCC 49619 strain was used for quality control of the disks, and also as 

an internal control in the susceptibility tests.  
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Serotyping of isolates  

 

Capsular typing was performed in pneumococcal isolates resistant to PEN and in a 

sample of isolates susceptible to PEN matched to PNSp by DCCs whenever possible. 

Serotyping was performed at the Adolfo Lutz Institute (São Paulo, Brazil) by Quellung 

reactions using standard antisera obtained from the Statens Serum Institut (Copenhagen, 

Denmark).18  

 

Multibead assay  

 

To confirm the serotypes of non-(sero)typeable pneumococci, they along with a sample 

of 26 nonsusceptible isolates expressing serotype 14 were retested with a multiplexed 

inhibition immunoassay for capsular polysaccharides using monoclonal antibodies 

(mAbs) specific for the capsule types and two sets of latex bead mixture.19  Bead set 1 

contained beads conjugated with polysaccharides (PSs) of serotypes 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 

7F, 9N, 9V, 11Aβ, 14, 18C, 19A, 19F, and 23F.  Bead set 2 contained beads conjugated 

with PSs of serotypes 2, 6A, 8, 10A, 11Aα, 12F, 15B, 17F, 20, 22F, and 33F.  Each set 

of bead mixture was incubated with a bacterial lysate and an appropriate mixture of 

mAbs.  The bacterial lysate was diluted either 5 fold or 10 fold.  After incubation, the 

reaction mixture was washed with PBS containing 0.1% Tween 20 and mixed with 

fluorescein-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin. After 30 min of incubation, 

the latex beads were washed and analyzed for their fluorescence in a flow cytometer 

(FACSArray, Becton Dickinson, San Jose CA). If a pneumococcal strain expresses 

serotype 14, its lysate inhibits fluorescence of the latex particles conjugated with 

serotype 14 PS but no other latex particles.  
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Data analysis 

 

Data analysis was performed using the SPSS v.15.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA). The data were stratified into age groups of ≤23 months and ≥24 months. History 

of 3 episodes of AOM in 6 months or > 3 episodes in 12 months was defined as 

recurrent AOM. The concordance between the serotypes included in the formulations of 

the 7-valent (serotypes 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F), 10-valent (PCV7 plus 1, 5, 7F) 

and 13-valent (PCV10 plus 3, 6A, 19A) conjugate vaccines and those found in NP 

isolates was used as an indicator of the serotype coverage of the vaccine. The CLSI 

interpretive criteria were used for the MIC breakpoints for penicillin as 0.06 µg/mL 

(S, susceptible), 0.12–1.0 µg/mL (IR, intermediate), and 2.0 µg/mL (HR, resistant). 

Isolates that were classified as either intermediately resistant or resistant were 

considered as non-susceptible (R).  Multidrug-resistant S. pneumoniae were defined as 

isolates with resistance ≥ 2 antimicrobial classes in addition to resistance to penicillin. 

Box-plot techniques were used to allow the comparison of the level, spread, and 

symmetry of the distribution of the MIC to penicillin within each class of anti-microbial 

agent tested for resistance (R) and susceptibility (S). The geometric mean (GM) of the 

MIC was estimated using logarithmic transformation of the MIC to PEN. Comparisons 

between the GM of the MIC were determined using analysis of variance. Logistic 

regression was used to analyze the relationship between PNSp carriage and risk factors. 

Results were presented as odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (95% CI). All 

variables with p-values less than 0.10 in univariate analyses were included in a 

multivariable model to identify the factors independently associated with PNSp 

carriage. The potential confounding variables considered in this study were age, fever 
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over the previous 30 days, hospitalization over the previous three months, recurrent 

otitis media, and having an older sibling. The significant variables were selected based 

upon likelihood ratio tests.20 A probability level of 0.05 (two-tailed) was used to 

determine the statistical significance.  

 

Results 

 

Study population 

 

The DCCs had an average number of attendees of 54.7 (range, 25-243).  The mean 

number of children sampled per DCC was 19.5 (range, 7-50).  A total of 1192 children 

were recruited for the study, which represented 32% of 3,720 children under 5 years old 

attending DCCs in Goiânia city. All of the children lived in the urban area, and 96.3% 

of them attended childcare full-time. The median age of the participants was 39 months, 

and more than half (54.1%) were male. 

 

S. pneumoniae carriage, susceptibility and serotypes 

 

NP cultures of 686 children yielded pneumococcal isolates indicating that the NP 

carriage rate in our population is 57.6% (i.e., 686 out of 1192) (Figure 1).  Among 686 

isolates, 178 (25.9%) isolates were PNSp and the remainder (508 isolates) were 

penicillin susceptible (PSSp). Capsular typing was performed for 166 PNSp and 149 

PSSp isolates and the serotyping results are shown in Figure 1.  Among PNSp, 

serotypes 14 (53%), 23F (10.2%), 6B (6%), 19F (4.8%) and 19A (4.2%) comprised 

78.2% of the isolates. Serotype 14 isolates accounted for 85.7% of the 42 highly 
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resistant isolates.  PSSp isolates displayed diverse serotypes and included pneumococci 

expressing 30 different serotypes although serotype 14 was the most common (24 out of 

149). Among 35 isolates initially tested as non-(sero)typeable pneumococci (NTPn) by 

Quellung reaction, 20 non-susceptible and 4 susceptible isolates were confirmed to be 

NTPn by multibead assay.  Two discrepancies, perhaps from human errors, were noted 

between the two serotyping assays: one NTPn by Quellung was typed to be 19F and one 

type 14 isolate by Quellung was identified as NTPn. 62.9% of NTPn (22/35) were 

resistant to penicillin. Coverage by the PCV7 ranged from 42.3% for PSSp isolates to 

77.1% for PNSp pneumococcal isolates. There was significantly (p < 0.001) higher 

vaccine serotype coverage for the investigational pneumococcal PCV13-valent vaccine 

(65.1%) compared to PCV7 (55.2%) and to the investigational PCV10-valent vaccine 

(55.9%). 

 

The results for the 141 PNSp isolates tested with antimicrobials other than penicillin are 

shown in Table 1.  High rates of resistance to TMP-SMZ were found for all serotypes. 

Multidrug resistance (i.e.; resistance to PEN and at least two other antibiotics) was 

found in 28.4% of pneumococcal isolates. A total of 75% of NTPn were multidrug 

resistant. All serotypes were susceptible to levofloxacin and vancomycin. The geometric 

mean of the MIC for PEN was higher for non-susceptible (R) erythromycin and 

clindamycin isolates when compared with susceptible (S) isolates (Figure 2).  

 

Risk factors for NP carriage of S. pneumoniae  

 

Table 2 shows the results of the univariate and multivariate analyses comparing clinical 

and demographic factors between the 178 children carrying PNSp and the 508 children 
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carrying penicillin-susceptible S. pneumoniae. The significant factors independently 

associated with the risk of carrying penicillin-resistant S. pneumoniae in the 

multivariable model were: age less than 24 months (OR, 1.79; 95% CI, 1.19-2.70; 

p=0.006), hospitalization during the previous three months (OR, 2.19; 95% CI, 1.10-

4.35; p= 0.025), and recurrent AOM (OR, 2.89; CI 95%, 1.24-6.67; p=0.013). Having 

older siblings was identified as a protective factor for carriage of PNSp (OR, 0.66; 95% 

CI, 0.46-0.95; p=0.024).   
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Discussion  

 

To our knowledge, this is the first published survey of pneumococcal NP carriage in 

Brazilian DCCs that sampled large enough numbers of DCC attendees to represent the 

entire population, instead of a convenient sample of one or a few centers. We found that 

more than half of all DCC children in our study carried pneumococci in the 

nasopharynx. This high carriage rate is consistent with results of DCC carriage 

investigations in Europe, North America, and developing countries.2 

 

It is important for public health authorities in our country to identify the factors 

significantly associated with the risk of PNSp carriage in DCCs since large-scale 

pneumococcal conjugate vaccination is planned. Our data suggest that recurrent otitis 

media may favor NP colonization by penicillin-resistant S. pneumoniae isolates. Since 

DCCs may be a significant distribution site of antibiotic-resistant pneumococci to the 

community, we wonder if attendees with history of recurrent otitis media might 

contribute in the spread of NP PNSp strains to the entire community. Children with 

recurrent otitis media are often exposed to several courses of antibiotics, and harbor 

significantly more antimicrobial-resistant pneumococci in the nasopharynx, when 

compared with healthy children.21 Although several authors have detected a positive 

connection between the carriage of penicillin-resistant pneumococcus and a history of 

antibiotic use during the month preceding the time of NP specimen collection.12,22 we 

did not find evidence of such an association. Being less than 24 months of age was the 

strongest risk factor for carrying penicillin-resistant pneumococci, as has previously 

been documented by others.3,4 This is not surprising, because colonization by S. 

pneumoniae occurs early in life and young infants tend to have more visits to pediatric 
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clinics and emergency rooms due to respiratory tract infections when compared with 

older children. The protective effect of older sibling on the carriage of penicillin-

resistant strains as suggested in this study needs to be further confirmed. In a 

prospective study of NP carriage in DCC attendees in Israel, most antibiotic-resistant S. 

pneumoniae isolated from younger siblings in DDC were acquired from their older 

siblings.23    

 

It is interesting to note that 35 (11.1%) out of 315 serotyped isolates could not be 

assigned a capsular type by Quellung reaction as well as the multibead assay. This 

percentage of NTPn carriage in this study was higher than those observed in children in 

The Gambia 24 and in small numbers of Brazilian children.10,25 The levels of multidrug-

resistant NTPn (91%) were also higher than those observed in attendees in Portugal 26 

and in children of less than 36 months of age in Israel.27 NTPn strains have been 

associated with outbreaks of conjunctivitis in daycare centers, and more rarely, with 

acute otitis media, respiratory infections, and invasive diseases.28,29,30 Little is known 

about the genetic, epidemiology, and the true role of NTPn in NP carriage. In a recent 

study of 40 NTPn isolates from Gambian children, cpsA gene was found only in 31 

isolates.31 Since cpsA gene is a highly conserved capsule gene locus, the remaining 9 

isolates presumably did not have the capsule gene locus. Molecular studies are 

underway to investigate the nature of our 35 NTPn isolates found in our study. Our 

preliminary data suggest that most NTPn have cpsA gene and some even have cps14H 

gene, which is specific for serotype 14 capsule gene locus. The NTPn isolates with 

cps14H gene presumably have non-functional serotype 14 capsule gene locus. 

Interestingly, an analogous  example was described in a report of a NTPn isolate with 

non-functional serotype 8 capsule gene locus.32  
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The prevalence of penicillin resistant isolates was slightly higher in this study than the 

levels we have previously detected in carriage isolates in healthy children and in 

children at the time of hospital admission (25.9% versus 19.8%; p=0.06). The high 

resistance to both penicillin and TMP-SMZ detected in this study has already been 

described in other carriage and invasive disease studies in Brazil.25 Our results confirm 

that erythromycin and clindamycin resistance are associated with high levels of PNSp. 

Data from northeastern Brazil regarding pneumococcal carriage in children have also 

indicated that there is an association between penicillin resistance and resistance to 

erythromycin.33 The macrolide resistance to pneumococcus is increasing worldwide,34 

and although resistance to erythromycin in pneumococcal invasive isolates is still low in 

Brazil, a gradual increase in resistance has been documented since 1990.35,36  

 

Serotype 14 has been the most common serotype associated with erythromycin 

resistance in several reports37, and in Brazil it has been responsible for the rapid 

increase of penicillin resistance in pneumococcal invasive diseases in the last decade.38 

In fact, in this study, PNSp serotype 14 appeared to be the major type isolated. Serotype 

19A ranked the fifth most common PNSp serotypable isolate and this finding deserves 

consideration as an important baseline data before the introduction of the pneumococcal 

conjugate vaccine into the Brazilian universal immunization program. Similarly, other 

countries such as Israel and South Korea, have experienced an increase in the proportion 

of pneumococcal infection due to serotype 19A prior to vaccine introduction.39 Recent 

studies have revealed an increase in 6C serotype in NP isolates after the introduction of 

PCV7 and also that the vaccine is not able to provide protection against capsular type 
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6C.40 This issue needs to be further addressed in Brazil where preliminary data show 

that the prevalence of serotype 6C seems to be high. 41  

 

Some limitations of this study should be mentioned. The NP sampling was performed 

from August to December, covering the winter and spring seasons. However, we missed 

sampling from May to July, the autumn season, when the isolation of pneumococci is 

generally higher, according to our previous experience.10 This gap in sampling could 

have led to an underestimation of the colonization rate or PNSp prevalence. In addition, 

we analyzed the serotype of just one isolate per plate; therefore, it was not possible to 

detect whether multiple serotypes were carried within a single child. The detection of 

multiple pneumococcal serotypes may occur as frequently as 12%, depending upon the 

methodology applied.15,42 

 

In this study, 55.2% of the serotypes colonizing the nasopharynx of children were those 

present in the PCV7, but a significantly greater proportion of 65.1% would be covered 

by the PCV13. Therefore, even in countries where the PCV7 has still not been routinely 

introduced, the increase in non-vaccine serotypes, as well as NP pneumococcal 

resistance, cannot be ignored and should be the focus of continued surveillance. 

Investigational vaccines with formulations containing the emergent 19A serotype and 

serotypes 1 and 5 that frequently cause pneumococcal invasive disease in our country 

would be well received in Brazil. 
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Table 1. Number of nonsusceptible isolates of penicillin nonsusceptible Streptococcus pneumoniae serotypes recovered from nasopharyngeal 

carriage of day-care children. Goiânia, Brazil, 2005.   

Serotypes 

 

No. of isolates 

tested 

 

Erythromycin (%)  

 

SXT a (%) 

 

Tetracycline (%) 

 

Clindamycin (%) 

 

Chloramphenicol (%) Multidrug resistantb (%) 

           

14 82 6 (7.3)c 70 (85.4) 8 (9.8) 7 (8.5) 7 (8.5) 18 (22) 

19A 7 1 (14.3) 4 (57.1) 2 (28.6) 0  0  1 (14.3) 

19F 7 0  6 (85.7) 1 (8.3) 0  2 (28.6) 3 (42.9) 

23F 12 1 (8.3) 10 (83.3) 1 (8.3) 0  2 (16.7) 2 (16.7) 

6B 8 0  4 (50) 0  0  0  0 

9N 1 0  1 (100.0) 0  0  1 (100.0)  1 (100.0) 

9V 1 0  1 (100.0) 0  0  0  0 

6A 1 0  1 (100.0) 0  0  0  0 

NTPn 20 1 (5.0) 18 (90.0) 2 (10.0) 4 (20.0) 6 (30.0) 15 (75.0) 

Total 139 9 (6.5) 115 (82.7) 15 (10.8) 11 (7.9) 18 (12.9) 40 (28.8) 

a SXT - trimethoprim-sulfamethoxazole; b nonsusceptible to penicillin and also to ≥ 2 antimicrobials; c numbers in parenthesis express the percentage of nonsusceptible 

isolates in relation to the number of isolates tested
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Table 2. Potential variables associated with carriage of penicillin-non-susceptible Streptococcus pneumoniae 

among infants attending DCCs in Brazil, 2005. 

 

Variables 
 No. (%) of children  Univariate analysis  Multivariable analysis 

   PNSp1 
  N=178 

PSSp2 

N=508 
   OR (IC 95%) P  OR (IC 95%) P 

            
Age-months            
    < 24    50 (28.1)   92 (18.1)  1.77 (1.19-2.63) 0.005  1.79 (1.19-2.70) 0.006 
    24-59  128 (71.9) 416 (81.9)  1        
Sex             
    male  99 (55.6) 280 (55.1)  1.02 (0.72-1.43) 0.908     
    female  79 (44.4) 228 (44.9)  1       
Fever3            
    yes    64 (36.0) 139 (27.4)  1.49 (1.03-2.14) 0.032  1.35 (0.93-1.96) 0.113 
    no  114 (64.0) 368 (72.6)  1        
Use of antibiotic3            
    yes    34 (19.1)   92 (18.1)  1.05 (0.68-1.63) 0.823     
    no  141 (79.2) 401 (78.9)  1       
Hospitalization4            
    yes    17 (  9.6)   21 (  4.1)  2.44 (1.26-4.75) 0.008  2.19 (1.10-4.35) 0.025 
    no  161 (90.4) 486 (95.9)  1        
Pneumonia3            
    yes      3 (  1.7)     4 (  0.8)  2.16 (0.38-11.52) 0.305     
    no  175 (98.3) 504 (99.2)  1       
Recurrent acute otitis 
media  

           

    yes    11 (  6.2)   13 (  2.6)  2.50 (1.10-5.69) 0.029  2.89 (1.24-6.67) 0.013 
    no  167 (93.8) 494 (97.4)  1        
Use of antibiotic by a 
child of household3 

           

    yes    12 (  6.7)   21 (  4.1)  1.70 (0.81-3.53) 0.166     
    no  159 (89.3) 473 (93.1)  1       
Having younger sibling            
    yes    44 (24.7) 113 (22.2)  1.14 (0.77-1.71) 0.501     
    no  134 (75.3) 395 (77.8)  1       
Having older sibling            

yes  105 (59.0) 345 (67.9)  0.68 (0.48-0.97) 0.031  0.66   (0.46-0.95) 0.024 
no    73 (41.0) 163 (32.1)  1       

Hospitalized sibling4            
    yes    11 (  6.2)   18 (  3.5)  1.78 (0.82-3.85) 0.152     
    no  166 (93.2) 484 (95.3)  1       
            
     Missing values for any predictor were excluded from the analysis, so the numbers may not add to totals 

   1 Penicillin nonsusceptible  
2 Penicillin susceptible   
3 Previous 30 days  

     4 Previous three months        
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Figure 1. Flow chart of nasopharyngeal (NP) swabs collected from children attending 

DCCs in Brazil, 2005. 

 
PNSp=penicillin nonsusceptible pneumococcal; PSSp=penicillin susceptible 

pneumococcal; NTPn=notypeable pneumococcal 

* Other serotypes=1, 2, 5, 12F, 15A, 15C, 16F, 18B, 18F, 20 
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Figure 2. Box-plot of minimum inhibitory concentration (MIC µg/mL-1) to penicillin 

for nonsusceptible (R) and susceptible (S) isolates to the antimicrobials tested. 

Horizontal lines that cross the boxes indicate median values of the MIC distribution. 

Central vertical lines (whiskers) that extend from the boxes to the highest and lowest 

rates indicate the 95% and 5% of the MIC distribution, respectively.  The circles are 

“outliers”, values between 1.5 and 3.0 box lengths from the top or bottom of the box. 

The asterisks are “extremes” values more than 3 box lengths distant.  

The axes are on log10 scale. SXT = trimethoprim-sulfamethoxazole. R= nonsusceptible 

pneumococcal; S= susceptible pneumococcal.  



 

 

73

R=18 S=121
Chloramphenicol

0,125

1.0

2.0

4.0  

0,25
0,5

SXT

 

0,125

1.0

2.0

4.0

0,250,5

R=115 S=24

M
in

im
um

In
hi

bi
to

ry
C

on
ce

nt
ra

tio
n

-P
en

ic
ill

in

Min-Max

25-75%

R=9 S=130
Erythromycin



0,125

1.0

2.0

4.0

0,25
0,5

P<0.001



R=11 S=128

0,125

1.0

2.0

4.0

0,25
0,5

P=0.032

Clindamycin



R=15 S=124

0,125

1.0

2.0

4.0

0,250,5

Tetracycline

 
 



 

 

74

7. 2º ARTIGO 

 

Molecular epidemiology of penicillin nonsusceptible pneumococcal carriage and 

invasive isolates from children in Goiânia, Brazil. 

 

Cáritas M Francoa, Juliana Lamaro-Cardosob, Maria Cláudia C Dantasb, Leandro LG 

Oliveirac, André Kipnisb, Cristyane GBB Rochab, João G Andraded, Sueli Lemesf, Juan 

J Calixh, Moon H Nahmh, Samanta Cristine G Almeidae, Maria Cristina C Brandileonee, 

Ana Lucia S Andradei*. 
 

 

a Secretariat of Health of the Municipality of Goiânia, Goiás, Brazil; Catolica University of 

Goiás, Brazil 
b Department of Microbiology, Immunology, Parasitology and Pathology , Federal University of 

Goiás, Goiânia, Brazil 
c Catolica University of Goiás, Brazil 
d Department of Tropical Diseases and Dermatology, Federal University of Goiás, Goiânia,   

Brazil 
eAdolfo Lutz Institute, São Paulo, Brazil 
f Public Health Laboratory, Goias State, LACEN, Brazil  
h Department of Pathology and Department of Microbiology, University of Alabama at 

Birmingham, Birmingham, USA 
 i Department of Community Health, Federal University of Goiás, Goiânia, Brazil 

 

 

This investigation was sponsored by the Brazilian Council for Research and 

Development/CNPq (Research Grant no. 482646/2007-1), the Secretariat of Health of Goiânia 

Municipality, and a grant from the US NIH (AI-31473) to MHN. Wyeth Vaccines Research has 

funded the pneumococcal invasive disease component of the investigation. AL Andrade (grant 

no. 309196/2007-8) and MC Brandileone (grant no. 301340/2007-2) are fellowships from the 

CNPq.  

 

 

 



 

 

75

*Address for correspondence: 

 

Ana Lucia Sgambatti Andrade, Departamento de Saúde Coletiva 

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública, Universidade Federal de Goiás 

Rua 235, Esq. 1a. Avenida, S. Leste Universitário. CEP: 74605-050, Goiânia-GO 

Brasil. Phone: 55 62 32027942, Fax: 55 62 32029051. Email: ana@iptsp.ufg.br; 

alssandrade@gmail.com 



 

 

76

Abstract 

 

Background: In a recent investigation we found that the penicillin nonsusceptible 

pneumococcal isolates (PNSp) circulating in day-care centers (DCC) belonged to 

serotype 14. We also found a significant rate of non(sero)-typeable isolates (NTPn), 

with high proportion of PNSp. These findings prompted us to examine the genetic 

patterns of these carriage nonsusceptible serotype 14 and NTPn isolates compared with 

invasive isolates we have detected in the ongoing pneumococcal surveillance of the 

same pediatric population.  

 

Methods: A total of 123 PNSp isolates were submitted to pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE): 106 carriage and 17 invasive isolates (blood). The carriage 

isolates were obtained from a survey on nasopharyngeal pneumococcal in DCCs and the 

invasive isolates were obtained from a population-based surveillance among children 

attending emergency rooms. Standard antisera methods and multibead assay were used 

to ascertain and confirm the capsular type. PCR reactions were applied to identify the 

presence of pneumolysin, capsule gene locus (cpsA) and type 14 gene locus (cps14H) 

for all NTPn isolates and for a sample of serotype 14 isolates. PFGE was used to detect 

pneumococcal clusters and isolates were defined as epidemiologically related if they 

shared ≥80% similarity on the dendrogram.  

 

 

Results: One-hundred and five out of 123 pneumococcal strains grouped into eleven 

clusters. Three main pneumococcal clusters were identified. The major one grouped 34 

serotype 14 strains (26 carriage and eigth invasive isolates), with 82.7% of similarity 

and was found to be related to the global pneumococcal clone Spain 9V-3. Overall, 

90.9% of the NTPn carriage strains were genetically related with pneumococcal 

expressing capsular type 14, carriage or invasive strains. NTPn isolates were genetically 

diverse, however a dominat lineage was found which grouped 14 pneumococcal strains 

(83.6% of similarity) while a second lineage grouped 3 isolates. Almost half of the 

MRD isolates grouped into the NTPn cluster. 

 

Conclusions: Epidemiologic and molecular evidences support the findings that NTPn  

carriage isolates are genetically similar to carriage and invasive isolates expressing 



 

 

77

capsular type 14. The implications of these findings on the impact of the vaccination are 

unclear. Although the NTPn strains do not express the type 14 capsule, whether 

vaccinated people will be immune to NTPn genotype 14 is an intriguing subject for 

further investigation. 

 

 
Key word: Streptococcus pneumoniae, molecular epidemiology, pneumococcal 

serotype 14, day-care centers, nontypeable S. pneumoniae, clone Spain9V-3. 
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Introduction 

 

Pneumococcal diseases are a major public health problem all over the world and 

in developing countries young children carry the major disease burden (WHO, 2007). 

The nasopharynx colonization by S. pneumoniae precedes the pneumococcal invasive 

disease (Bogaert et al. 2004) and there is evidence that serotypes carried in the 

nasopharynx, can reflect those associated to the pneumococcal disease in the 

community (Lloyd-Evans et al. 1996, Kellner et al. 1998). Penicillin resistance and 

multidrug-resistance have been gradually increasing among S. pneumoniae and are now 

common worldwide, and in many regions of the world constitute most pneumococcal 

isolates (Jacobs 2003, Dagan & Klugman 2008).  

 

Studies show that day-care centers (DCC) are an ideal environment for the 

spread of penicillin nonsusceptible pneumococcal isolates (PNSp) (Klugman 2007, 

Greenberg et al. 2008). Clones of pneumococcus may differ in their ability to colonize 

or to cause invasive disease (Robinson et al. 2001). A great diversity in the genetic 

profile of carriage strains has been documented, while invasive disease strains have 

been associated with higher genetic similarity (Lloyd-Evans et al. 1996, Robinson et al. 

2001, Brueggemann et al. 2003, Reis et al. 2008). Also, a wide range in the genetic 

profile of penicillin susceptible (PSSp) strains has been detected in contrast to the small 

genetic variability for PNSp strains (Soares et al. 1993, Tomasz et al. 1998, Wolf et al. 

2000).  

 

In most countries S. pneumoniae serotype 14 predominates among children, 

accounting for 50% of the PNSp isolates (Hausdorff et al. 2000, Di Fabio et al. 2001, 

Hausdorff et al. 2001, Brandileone et al. 2003). In Brazil, studies have documented the 

emergence and rapid spread of PNSp serotype 14, genetically similar to the global clone 

Spain9V-3 (Brandileone et al. 1998, Ko et al. 2000). The distinction between 

pneumococcal clones capable of producing invasive disease from those that remain as 

carriers must rely on studies that address pneumococcal isolates from both, nasopharynx 

and clinical specimens, obtained from children living in the same municipality and the 

same period of time as far apart as possible.  
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Anticipating the introduction of pneumococcal conjugate vaccine in Brazil, we 

have conducted several studies to assess the impact of the vaccination (Brandileone et 

al. 2003, Simões et al. 2004, Laval et al. 2006). However, little information has been 

produced on nasopharyngeal S. pneumoniae isolates from DCC (Wolf et al. 2000, Rey 

et al. 2002). In a recent study conducted in Goiânia, we found serotype 14 as the main 

capsular type in nasopharynx among children attending DCCs and more than half of 

serotype 14 isolates were PNSp (Franco et al. 2009). Of note, the non(sero)-typeable 

isolates (NTPn) ranked as the second among all the carriage isolates and 62.9% of them 

were resistant to penicillin, considered as unusual outcome in the epidemiology of S. 

pneumoniae. We have also found PNSp serotype 14 isolates to be highly prevalent in 

the ongoing invasive pneumococcal disease (IPD) surveillance we have been 

conducting among children up to three years in Goiania (Andrade et al. 2008).  

 

These findings prompted us to assess the genetic similarity between PNSp 

serotype 14 and NTPn isolates obtained of the pneumococcal carriage survey. For 

comparison purpose we also analysed the genetic profile of PNSp serotype 14 invasive 

strains derived from the IPD ongoing surveillance in the same pediatric population. In 

this study, a total of 123 nonsusceptible pneumococcal strains were submitted to pulsed 

field gel electrophoresis (PFGE) and PCR for genetic analysis. Knowledge of the 

genetic characteristics of pneumococci strains circulating in the community is needed to 

establish a robust baseline prior to vaccination.  

 

Methodology 

 

Obtaining pneumococcal carriage and invasive strains  

 

Survey in day-care centers  

 

As part of the efforts to assess the impact of the pneumococcal conjugate 

vaccine in Brazil we conducted a survey of pneumococcal nasopharyngeal (NP) 

carriage among children who attended DCCs in the city of Goiânia, central Brazil. 

Details of this survey were described elsewhere (Franco et al. 2009). Briefly, between 

August and December 2005 a cross-sectional study on nasopharyngeal carriage of PNSp 

was carried out among 1,192 children aged between 2 and 59 months attending 62 
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DCCs of the municipality. The number of children sampled per DCC was proportional 

to the number of children per DCC. The study protocol was approved by the Regional 

Ethical Committee from the Federal University of Goiás (UFG) and written informed 

consent was obtained from each child’s parents or their legal representative. A single 

pernasal, extra-thin, flexible, calcium alginate nasopharyngeal swab was obtained per 

child (Transwabs, Medical Wire, Corsham, UK), following the WHO guidelines for 

collection and transport of nasopharyngeal samples (O´Brien & Nohynek 2003). Among 

166 penicillin nonsusceptible isolates (PNSp), serotype 14 (53%) represented the 

majority of typed isolates, followed by NTPn (13.3%).  

 

Surveillance of invasive pneumococcal disease (IPD) 

 

Isolates were obtained from an active population-based surveillance of IPD that 

was launched in 2007, among children up to three years of age. The methodology and 

preliminary results of the surveillance were presented elsewhere (Andrade et al. 2008). 

In summary, children attending at the emergency rooms with body temperature ≥39°C 

and/or clinical suspicion of pneumonia, meningitis, sepsis, or other IPD (e.g., arthritis, 

osteomyelitis, or peritonitis) were invited to participate in the investigation. The 

surveillance project was approved by both, Regional and Brazilian Ethical Committee, 

and informed consent was obtained from parents of children. A case of IPD was defined 

as isolation of S. pneumoniae from a normally sterile site (e.g. cerebrospinal fluid, 

blood, pleural fluid) from May 2007 to December 2008. Only one isolate from each 

child was included in the analysis. Pneumococcal serotype 14 accounted for 59.4% of 

the PNSp invasive isolates, and were used as comparison group with those type 14 

PNSp isolates obtained in the DCCs carriage survey. 

 

S. pneumoniae strain characterization 

 

Pneumococcal isolation and identification was performed at the Bacteriology 

Laboratory at the UFG and at the Public Health Laboratory of Goias State (LACEN), 

respectively for carriage and invasive isolates using standardized methodologies. 

Isolates of S. pneumoniae were subcultured and sent to Adolfo Lutz Institute (IAL), São 

Paulo, Brazil for antimicrobial susceptibility testing. All isolates were screened for 

susceptibility to oxacillin (for penicillin) by disk diffusion (OXOID, Basingstoke, 
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Inglaterra) and if resistant, minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined 

by the Etest® (AB BIODISK, Solna, Sweden). Susceptibility to ceftriaxone, 

erythromycin, trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMZ), levofloxacin, tetracycline, 

clindamycin, chloramphenicol, rifampicin and vancomycin, was routinely performed by 

disk-diffusion method, and confirmed by Etest®. Standard guidelines for antimicrobial 

susceptibility interpretation were based on the CLSI (CLSI 2007). S. pneumoniae 

ATCC 49619 was used for quality control of the disks and as internal control in the 

susceptibility tests. Isolates intermediately resistant or resistant to the antimicrobial 

were pooled as PNSp isolates. Multidrug-resistant (MDR) S. pneumoniae was defined 

as PNSp to at least three different antimicrobial classes.  

 

 

Serotyping of isolates 

 

Pneumococci were serotyped at the IAL, by Quellung reactions using standard antisera 

obtained from the Statens Seruminstitut (Copenhagen, Denmark) (Sorensen 1993). For 

carriage isolates, all NTPn isolates and 24% of isolates expressing serotype 14 were sent 

to the Univeristy of Alabama at Birmingham-USA for confirmation of capsular type by 

multi-bead system and PCR for genetic studies. 

 

 

Multibead assay 

 

Carriage isolates nontypeable by Quellung and a sample of twenty-six PNSp carriage 

isolates expressing serotype 14 were retested by a multiplexed inhibition immunoassay 

for capsular polysaccharides (Yu et al. 2008). Bead set 1 contained beads conjugated 

with polysaccharides (PSs) of serotypes 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9N, 9V, 11Aβ, 14, 18C, 

19A, 19F, and 23F.  Bead set 2 contained beads conjugated with PSs of serotypes 2, 6A, 

8, 10A, 11Aα, 12F, 15B, 17F, 20, 22F, and 33F.  Each set of bead mixture was 

incubated with a bacterial lysate and an appropriate mixture of mAbs. The bacterial 

lysate was diluted either 5 fold or 10 fold.  After incubation, the reaction mixture was 

washed with PBS containing 0.1% Tween 20 and mixed with fluorescein-conjugated 

goat anti-mouse immunoglobulin. After 30 min of incubation, the latex beads were 
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washed and analyzed for their fluorescence in a flow cytometer (FACSArray, Becton 

Dickinson, San Jose CA).   

 

PCR reactions for genetic studies 

 

NTPn isolates and isolates expressing serotype 14 were examined for the presence of 

pneumolysin (ply), cpsA, and cps14H genes by PCR. The presence of pneumolysin 

indicates that the isolates are S. pneumoniae, while the presence of cpsA shows the 

isolates have a capsule gene locus of any serotype. cps14H gene was used to verify if 

the isolates had type 14 gene locus which may be either functional or non-functional. 

PCR reaction mixtures contained 38.8 µl of sterile water, 2 µl of each 5-pmol/µl primer, 

2 µl of 10mM dNTP, 5 µl of 10 x Taq buffer solution (Takara Biomedical, Shiga, 

Japan), and 0.2 µl of LA Taq polymerase (2.5 U/l, Takara Biomedical). For template, 

either chromosomal DNA isolated with Wizard genomic DNA purification kit 

(Promega, Madison, WI) was used.  PCR mixture was incubated at 94 oC for 10 min for 

the initial denaturation.  Then the sample was subjected to 30 cycles of thermal cycling 

and the conditions were denaturation at 94oC for 1 min, annealing at 55 oC for 1 min, 

and extension at 72 oC for 2 min.  PCR products were separated by electrophoresis in 

1% agarose gel and visualized with ethidium bromide under a UV light. The sequences 

of the primers were 5’-atttctgtaacagctaccaacga-3’ for pneumolysin forward, 5’-

gaattccctgtcttttcaaagtc-3’ for pneumolysin reverse, 5’-cttggcgcaggtgtcagaattccctctac-3’ 

for cps14H forward, 5’-gccaaaatactgacaaagctagaatatagcc-3’ for cps14H reverse, 5’-

gcagtacagcagtttgttggactgacc-3’ for cpsA forward and 5’-gaatattttcattatcagtcccagtc-3’ for 

cspA reverse primers.   

 

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

 

The methodology for PFGE was adapted from a protocol previously described 

(Brandileone et al. 1998, Sá-Leão et al. 2000). Genomic DNA was prepared in situ in 

agarose blocks and was digested with 20 U of SmaI (Invitrogen Corporation, Carlsbad, 

CA). Restriction fragments of DNA were separated by PFGE with a contour-clamped 

homogeneous electric field CHEF DR-II apparatus (Bio-Rad, Laboratories, Birminghan, 

United Kingdom) in 1% agarose (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). The running 

parameters were as follows: initial pulse 5 s; final pulse, 35 s; field strength 6V/cm for 
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22h at 11oC. Lambda DNA ladder (New England Biolabs, EUA) was used as molecular 

weight standard. Pneumococcal strain R6 (GenBank acession number NC003098) was 

used for intra-gel normalization and inter-gel comparison purpose. All the gels had three 

R6 positioned at the second lane, the middle, and at the lane before the last. The R6 

strain was kindly provided by Dr Herminia de Lencastre from Institute of Chemical and 

Biological Technology (Oeiras, Portugal). Gels were stained with ethidium bromide 

(0.5g ml-1) and photographed in a photo-gel system (Quality One Program, version 

4.5, Universal HOOD II, Gel Doc EQ; Bio-Rad). PFGE band patterns were firstly 

assigned by visual inspection of the macrorestriction profiles following the Tenover 

criteria (Tenover et al. 1995), and further analysed using BioNumerics software 

(Applied Maths, version 5.01, Belgium).  

 

Analysis 

 

The gel photos were scanned and imported into a Bionumerics database as inverted 8-bit 

gray-scale TIF images.The dendogram was constructed by means of the Dice band-

based similarity coefficient with a band position tolerance of 1.5% and an optimization 

of 0.7%. Isolates were defined as epidemiologically related if they shared ≥80% 

similarity on the dendrogram. A cluster was defined as three or more related isolates. 

PFGE fingerprint patterns were compared with 26 available global pneumococcal 

clones (McGee et al, 2001) stored at IAL on standard basis. Box-plot techniques were 

used to allow the comparison of the level, spread, and symmetry of distribution of the 

MIC of penicillin among clusters. Comparisons between the MIC of penicillin were 

determined using Kruskal-Wallis analysis of variance test.  

 

Results 

 

Table 1 shows details of the two studies from where the pneumococcal carriage and 

invasive isolates were obtained. Among all 123 isolates submitted to PFGE, 106 were 

obtained of NP from DDC attendees of which 84 expressed capsule type 14 and 22 were 

NTPn isolates. All 17 invasive strains were serotype 14. Pneumococcal invasive strains 

were significantly (p=0.033) more resistant compared with carriage strains. 
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One-hundred and five out of 123 strains grouped into eleven clusters (Table 2 and 

Figure 1) while 18 pneumococcal strains did not group: 12 carriage capsule type 14, 

four invasive type 14 and two NTPn strains. Three main pneumococcal clusters were 

identified. The major cluster grouped 34 serotype 14 strains (26 carriage and eight 

invasive strains), which shared 82.7% of similarity and were genetically related to the 

global pneumococcal Spain 9V-3 clone. The second cluster contained two NTPn strains 

highly related with four pneumococcal carriage strains expressing capsular type 14. The 

third cluster grouped the majority of NTPn strains which were genetically related 

(82.3%) to three pneumococcal serotype 14. Overall, 20 (90.9%) out of 22 NTPn 

carriage strains were genetically related (≥ 80%) with pneumococcal expressing 

capsular type 14, carriage or invasive strains (data not shown). The dendrogram in 

Figure 2 showed that although the NTPn isolates were genetically diverse (54.5% 

similarity) there was a dominat lineage which grouped 14 pneumococcal strains (83.6% 

of similarity) while a second lineage grouped 3 isolates; one did not harbor capsule gene 

type 14. All NTPn had capsule gene locus and 10 (45.4%) of them presented capsule 

gene locus to type 14. Almost half (49%) of the MRD isolates grouped into the NTPn 

cluster. 

 

There was a significant difference in the median values of MIC to penicillin (Kruskal-

Wallis, p<001) when comparing the three main pneumococcal clusters (Figure 3). The 

first pneumococcal cluster, which grouped the majority of invasive strains, presented 

the high median of MIC to penicillin in contrast to the third cluster which grouped the 

majority of NTPn strains. 

 

Discussion 
 

To the best of our knowledge this is the greatest collection of serotype 14 submitted to 

molecular studies in Brazil, obtained concurrently from the same geographic area. This 

study provides solid evidences that several pneumococcal strains colonizing the 

nasopharynx are genetically close to the invasive strains currently causing 

pneumococcal disease in the pediatric population of the municipality. Previous report in 

Goiânia corroborates the observation that strains colonizing the nasopharynx are 

responsible for IPD in the community (Andrade et al. 2003).  
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In the investigation by Hathaway and colleagues (2004) the authors evaluated 27 

nonencapsulated pneumococci and found evidences that the NTPn isolates were 

genetically related to encapsulated strains, especially capsular types 33F and 37. In 

Portugal, Sá-Leão et al.  (2006) examined a collection of 213 NTPn isolates and 

observed that their genetic backgrounds differed from those found in serotypable 

strains. In contrast, our findings support that the NTPn strains are genetically similar to 

the genotype of invasive and carriage strains expressing capsular type 14.  

 

We also detected the existence of a dominant lineage of pneumococci expressing 

capsular type 14 genetically similar to the international Spain9V-3 clone, which 

congregated the majority of the carriage and IPD pneumococcal strains. The penicillin-

nonsusceptible serotype 9V clone 3, firstly identified in Spain and France, has become 

widely disseminated throughout the world and has been identified in several countries 

including South America (McGee et al. 2001). Serotype variants of the Spain9V-3 clone 

have been reported in a number of countries, however serotype 14 isolates are the most 

commonly encountered (Doit et al. 1996, Moissenet et al. 1997). This clone is highly 

prevalent in Brazil, and was first reported in the country in the mid-90s in children with 

IPD (Brandileone et al. 1998), and more recently in the nasopharynx of adults with HIV 

(Nicoletti et al. 2007). We also found that pneumococcal isolates related to Spain9V-3 

clone presented higher levels of MIC to penicillin, especially ≥ 2ug/ml. It is probably 

the clone responsible for the spread of resistance to penicillin in our city, as observed in 

other places in Latin America (Albarracín et al. 2008).  

 

The relevance of serotype 14 in invasive disease in children from all regions, including 

Brazil, as well as the clonal characteristic of this serotype, has been well documented 

(Hausdorff et al. 2000, Ko et al. 2000, Brandileone et al. 2006). In this era of evidence-

based microbiology we showed that the NTPn strains share the same genotype as strains 

harboring type 14 capsule since 10 out of 22 NTPn isolates have type 14 capsule gene 

locus. We feel those with type 14 capsule gene locus but type as NTPn may not produce 

capsule. If they do, we believe they produce very little (perhaps less than 100 

ng/ml). The implications of these findings on the impact of the vaccination are unclear. 

Although the NTPn strains do not express the type 14 capsule, whether vaccinated 

people will be immune to NTPn genotype 14 is an intriguing subject for further 

investigation. Meanwhile, studies of ancestry are in progress (Multilocus Sequence 
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Type) and may confirm the consistency of these findings and to ascertain the genetic 

origin of these strains.  

 

An interesting observation we have made is that many NTPn strains settle down in the 

culture tubes during the culture where as type 14 isolates do not settle down. In this 

way, it is possible that capsule production interferes with bacteria precipitation. 

According to our data we may have two types of nontypeable strains. One is showing 

evidence for having the capsule gene locus for serotype 14 but also showing evidence 

for making no capsular polysaccharide of any type (eg typing is negative and culture 

settles).  We have found examples like this phenomenon in the literature.  For instance, 

Waite et al. (2003) reported strains with inactive capsule gene locus of serotype 8. Also, 

it is possible that some have lost the entire capsule gene locus as some rough strains 

would. In a recent publication, Hanage et al. (2006) detected a lineage of pneumococci 

which lost capsule, however preserved their ability to cause disease and spread widely.  

 

In conclusion, epidemiologic and molecular evidences show that pneumococcal 

serotype 14 circulating in Goiânia are genetically similar to clone Spain9V-3 and play a 

critical role in the spread of PNSp strains to the entire pediatric community of Goiânia. 

Also, NTPn isolates are genetically similar to carriage and invasive pneumococci 

expressing capsular type 14. Overall, these findings provide an invaluable baseline data 

to assess the impact of the pneumococcal vaccination on the molecular epidemiology of 

the S. pneumoniae in the community. 
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Table 1. Characterization and origin of the penicillin nonsusceptible Streptococcus pneumoniae isolates submitted to genetic analysis 

Variables Pneumococcal nasopharyngeal carriage isolates Pneumococcal invasive isolates 

   

Study design for obtaining strains Period prevalencea  Active population-based surveillanceb 

Study period August to December, 2005 May 2007 to December 2008 

Study population Health children attending 62 DCCc Children with suspicion of IPDd attending 33 ERe 

Age-group 3-59 months 28 days up to 36 months 

Population-at-risk 3,720 day-care attendees Cohort of 52,998 children ≤36 months 

PNSpf /pneumococcal isolates 178 / 648 23 / 46 

Serotype 14 / no. of serotyped 88 / 166 19 / 46 

Serotype 14 submitted to PFGEg / no. of serotyped 84 / 88 17 / 19 

Nontypeable submitted to PFGEg / nontypeable 22 / 23 - 

MIC to penicillin - median (variance) 1.00h (1.028) 2.00h (1.901) 

Total pneumococcal strains submitted to PFGEg 

 

106 17 

a Franco et al, 2009 
b Andrade et al, 2008 
c Day-care centers 
d Invasive pneumococcal disease 
e Emergency rooms 
f Penicillin nonsusceptible pneumococcal 
g Pulsed-field gel eletrophoresis 
h Kruskal Wallis, p value = 0.033 
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Table 2. Characteristics and genetic similarity by PFGEa of pneumococcal clusters according to 

carriage and invasive strains and capsular type. 

 
 

 Clusters 
No. of grouped 
pneumococcal 

strains (N=105) 

Serotype 14  NTPnb 
carriage 
(N=20) 

 % of 
genetic 

similarity 

 
Tenover classificationc Carriage 

(N=72) 
Invasive 
(N=13)  

   

          
1 34 26 8  -  82.7  A-A16; Spain9V-3 
2 25 20 3  2  84.9  B-B5 
3 18 3 -  15  82.3  C-C10 
4 5 5 -  -  80.0  D-D2 
5 4 4 -  -  94.7  E-E1 
6 4 4 -  -  80.1  F-F3 
7 3 - -  3  80.0  H-H1 
8 3 3 -  -  84.1  I-I2 
9 3 3 -  -  87.0  G-G1 

10 3 1 2  -  82.6  S-S1 
11 3 3 -  -  83.1  X-X2 

    
a pulsed field gel electrophoresis 
b NTPn = non(sero)typeable pneumococcal 
c Tenover et al. 1995 
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Figure 1. Dendrogram depicting the genetic relatedness among 101 penicillin nonsusceptible 

serotype 14 from carriage and invasive S. pneumoniae strains and 22 non(sero)typeable isolates. 

NTPn = non(sero)typeable isolates; NP= nasopharyngeal; IPD= invasive pneumococcal disease. 

The cluster was defined as ≥3 similar pneumococcal strains (≥80%). Each triangle concatenates 

similar serotypes grouped as cluster. Clone 3= International Spain9V-3 clone as described at the 

PMEN network (http://www.sph.emory.edu/PMEN/). 
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Figure 2. Dendrogram of the genetic relatedness of 22 nontypeable penicillin-nonsusceptible S. 

pneumoniae from carriage isolates. aDCC= day-care centers; bPEN= penicillin minimum 

inhibitory concentration; cMDR=multidrug resistance (≥ 2 antimicrobial classes in addition to 

resistance to PEN); dTenover et al, 1995; eply=pneumolysin; fcpsA-2=pneumococcal capsule 

gene locus; gcps14H-2 = serotype 14 capsule gene locus. NTPn=nontypeable isolate. 
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Figure 3. Box-plot of minimum inhibitory concentration (MIC µg/mL-1) to penicillin 

for S. pneumoniae clusters detected by the dendrogram of the genetic similarity of 

serotype 14 and non(sero)typeable strains. The box represents the interquartile range 

(75 to 25 percentile). Horizontal lines that cross the boxes indicate median values of 

the MIC distribution. Central vertical lines (whiskers) that extend from the boxes to 

the highest and lowest rates indicate the 95% and 5% of the MIC distribution, 

respectively. The circles are “outliers”, values between 1.5 and 3.0 box lengths from 

the top or bottom of the box. The asterisks are “extremes” values more than 3 box 

lengths distant. aKruskal-Wallis test, p< 0.001. Clusters 1, 2 and 3 represent the 

Tenover classification displayed in Table 2.  
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8. LIMITAÇÕES 

 

Algumas limitações deste trabalho devem ser mencionadas. A amostragem de 

NP foi realizada de agosto a dezembro, cobrindo o inverno e a primavera. Entretanto, 

não foi realizada a amostragem de maio a julho, período de outono, em que o 

isolamento de pneumococos costuma ser alto como bem documentado em trabalho 

prévio (Laval et al. 2006). Isso pode ter subestimado a taxa de colonização ou a 

prevalência de SpNP. Ademais, a sorotipagem foi realizada em apenas um isolado por 

placa, portanto impossibilitando a detecção de portadores de múltiplos sorotipos. A 

detecção de sorotipos pneumocócicos múltiplos pode ocorrer em até 12%, dependendo 

da metodologia aplicada (O'Brien & Nohynek 2003, Bogaert et al. 2004a, Bronsdon et 

al. 2004). 

O estudo foi conduzido utilizando a PFGE, que apresentou evidências 

epidemiológicas e moleculares da relação genética entre as cepas de Streptococcus 

pneumoniae circulantes no município de Goiânia e o clone Spain9V-3. Sabe-se que o uso 

de uma técnica de tipagem molecular adicional como o MLST (Multilocus Sequence 

Typing), poderia tornar mais robusta as comparações entre os perfis genéticos dos 

isolados de S. pneumoniae (Nichol et al. 2008), assim como poderia avançar no 

entendimento do parentesco genético entre as cepas.  Estudos utilizando outras técnicas 

moleculares estão em andamento e farão parte de publicações futuras. 
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9. CONCLUSÕES 

 

1º. Artigo 

 

 O sorotipo 14, não suscetível, predomina em crianças portadoras de 

pneumococo que frequentam creches em Goiânia. 

 

 A prevalência de pneumococos não tipáveis detectada é alta entre as crianças 

portadoras que frequentam creche.  

 

 Crianças que frequentam creches, e que apresentam otite média recorrente, 

podem exercer papel importante na disseminação de pneumococos não 

suscetíveis na comunidade.  

 

 As vacinas 7-valente, 10-valente e 13-valente cobrem respectivamente 55,2%, 

55,9% e 65,1% dos sorotipos de pneumococos encontrados em crianças que 

frequentam creches. 
 

 

 

2º. Artigo 

 

 O sorotipo 14 não suscetível à penicilina, isolado de crianças portadoras de 

pneumococo que frequentam creches, apresenta grande diversidade em seu perfil 

genotípico. 

 

 As cepas de portadores de pneumococo, apresentam genótipos similares aos 

das cepas que causam, atualmente, doença pneumocócica invasiva na 

comunidade pediátrica de Goiânia.   

 

 As cepas com valores de CIM ≥ 2ug/ml estão associadas ao clone Spain9V-3. 
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 Sólidas evidências epidemiológicas e moleculares revelam que a principal 

linhagem de S. pneumoniae circulantes no município pertence ao clone Spain9V-

3, responsável pela disseminação da resistência do pneumococo em Goiânia.   

 

 Evidências genéticas apóiam os achados de que cepas de pneumococo não 

tipáveis assemelham-se ao genótipo das cepas do sorotipo 14. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Seu filho está sendo convidado(a) para participar, como voluntário, em uma 

pesquisa. Após ser esclarecido (a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar 
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que está em duas vias. Uma 
delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Em caso de dúvida sobre a pesquisa, 
você poderá entrar em contacto com os pesquisadores responsáveis, Drª Cáritas 
Marquez Franco, telefone 202 7942. Em caso de dúvidas sobre os seus direitos como 
participante nesta pesquisa, você poderá entrar em contacto com o Comitê de Ética em 
Pesquisa do HC/ Universidade Federal de Goiás pelo telefone 2698338 ou 2698426. 

 
Informações importantes sobre a pesquisa 

 
A pesquisa está sendo conduzida pela Universidade Federal de Goiás, sob 

coordenação do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Coletiva em colaboração com as 
Secretarias de Saúde e de Educação do Município de Goiânia. O objetivo desta pesquisa 
é identificar se seu filho tem a bactéria pneumococo na região nasal, e se a bactéria é 
resistente à penicilina. Cerca de 1700 crianças residentes em Goiania com idade entre 2 
meses e 2 anos de Goiania e que frequentam creches serão incluídas neste estudo.  

 
Forma de participação 

 
Uma amostra da secreção nasal de seu(sua) filho(a) será coletada para verificar a 

possibilidade de que seja portador(a) de bactérias resistentes à penicilina. Esta coleta 
será realizada na própria creche pela médica pediatra Drª Cáritas Marquez Franco por 
meio de uma haste flexível contendo algodão em sua extremidade e introduzida na 
narina de seu filho. Este procedimento não implicará em risco para seu filho(a) podendo 
apenas causar pequeno desconforto, tal como tosse e/ou espirro no momento da coleta. 
Voce poderá pleitear indenização em caso de dano decorrente da participação de seu 
filho(a) na pesquisa. O material coletado será enviado ao Laboratório de Bacteriologia 
do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás. O 
responsável pela criança deverá responder a um questionário com algumas perguntas 
sobre ela. Não haverá remuneração pela participação de sua criança. No entanto, os 
exames clínicos e laboratoriais serão inteiramente gratuitos. A participação de seu filho 
contribuirá para a identificação de áreas de alta prevalência de pneumococos resistentes. 
Estas áreas de risco devem ser priorizadas quando da introdução da vacina anti-
pneumocócica no programa de imunização. Você pode recusar a participação de seu(a) 
filho(a) nesta investigação e você não será penalizado(a) ou sofrerá qualquer prejuízo 
por isso, tanto no atendimento no posto de saúde, quanto na permanência dele(a) na 
creche. Toda a informação coletada de seu filho será mantida em confidencialidade. 
Pedimos sua autorização para armazenar o material biológico de seu filho(a) para que 
possamos aprofundar as investigações utilizando novas tecnologias quando futuramente 
disponíveis.  
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TERMO DE CONSENTIMENTO 

 
Eu fui informado(a) sobre este estudo, assim como dos procedimentos que 

implicam na participação de meu(minha) filho(a). Declaro que fui devidamente 
esclarecido(a) pelo pesquisador sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, 
assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi 
me garantido que posso recusar a participação de meu filho ou filha nesta 
investigação. 

   

Responsável  
Parentesco com a criança: 

Nome:  

Ass: Impressão digital 
 

Médico 

Nome: 

Ass: 

 
Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e 
aceite do sujeito em participar. 
 

Testemunha (não ligada à equipe de pesquisadores): 
Nome: ___________________________________Assinatura: ________________  

 

Nome: ___________________________________Assinatura: ________________  

 
Goiânia _______/_______/ ________
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INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAÚDE PÚBLICA/UFG 

PORTADOR DE PNEUMOCOCO EM CRECHES 
QUESTIONÁRIO 

Preencher somente para crianças ELEGÍVEIS 
1. Nome da creche: ____________________________________________________________ 

2. Número/Nome da sala da criança na creche ____________ 

3. Há quanto tempo a criança freqüenta esta creche?   ___________ dias  _______meses 

4. Período que freqüenta a creche: (1) integral   (2)  matutino      (3) vespertino 

5. Já freqüentou outra creche?  (1) Não    (2) Sim 

Se afirmativo 

6. Nome da creche ________________________________________________________ 

7. Quando e por quanto tempo? Há  _____meses.  Por _____meses 
 
8. Qual posto de saúde que a criança frequenta?  _____________________ou 

___________________ 

9. A criança esteve internada 
 (1) Nos últimos seis meses      (2) Nos últimos três meses  
 (3) Não internou nos últimos 6 meses     (9) NS/NR 
Se a resposta for negativa passe para a pergunta 14 

10. Qual a duração da última internação? ________dias  (88)NA 

11. Qual o nome do hospital? _____________________________ 

12. A criança recebeu antibiótico na última internação?   (1) Não   (2) Sim  (8)NA   (9) NS/NR 

13. Se afirmativo, qual antibiótico? _________________________(nome do antibiótico) 

14. A criança tomou antibiótico há quantos dias atrás? Se não tomou antibiótico passe para a 
pergunta 17. (NÃO CONSIDERAR O ANTIBIÓTICO DA INTERNAÇÃO) 
 (1)  7-30   (2) 31-60   (3) 61-90  (4)  91 ou mais     (5) Não tomou   (9)NS/NR 
 

15. Por quanto tempo utilizou ? ____________ dias   (88) NA  (99)NS/NR 

16. Este antibiótico foi prescrito por: 
    (1)Médico  (2) Farmacêutico     (3) Mãe/outro      (8) NA    (9)NS/NR 

PSAUDE1 (     ) 
PSAUDE2 (     ) 

 

 

INTERNA (     ) 

 

INTERNAD (  ) 

NOMEH (     ) 

INTANTIB (    ) 

INTANTQ (     ) 

ANTIBIDIA (  ) 
 

 

ANTIBQT (     ) 

PRESCRI (      ) 

            

17. Peso ao nascer (em gramas) __________               (9,999) NS/NR    PESO (           ) 

18. A criança está sendo amamentada com 
Leite materno? (1) Não      (2) Sim       (9) NS/NR    MATERNOH (  ) 

19. A criança já foi amamentada com leite 
materno? 
Se negativo passe para a pergunta 21 

(1) Não      (2) Sim       (9) NS/NR    MATERNOF (  ) 

20. A criança recebeu leite materno 
exclusivo por quanto tempo? 

_______dias        ______meses MATERNOT (  ) 

21. Indique o número de doses registradas no 
cartão de vacinação: 

Sabin __________________ 
BCG _____________________ 
Hepatite B ______________ 
Tríplice Viral ___________ 
Prevenar (anti-pneumocócica) __________ 

 
 
Tetrata _________________ 
Sarampo ________________ 
Febre Amarela _________ 
Hib _____________________ 

SABIN ( ...) 
BCG ( ...) 

HEPAB ( ...) 
TRIVIRAL ( ...) 
PREVNAR ( ...) 
TETRATA ( ...) 

SARAMPO ( ...) 
FEBREA ( ...) 

HIB ( ..) 

NOMECR (  ) 
NSALA (      ) 

 
TC (          ) 

PERIODO (  ) 
 

OUTCR (     ) 
 

OUTCRN (   ) 
OUTCRQ (   ) 

OUTCRT (   ) 

Etiqueta C…./05 
QUEST 
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22. A criança é portadora de: 

Anemia Falciforme? 
Diabetes? 
Asma? 
Otite de repetição 

 
(1)Não (2)Sim/médico (3) Sim/não médico (9)NS/NR 
(1) Não (2)Sim/médico (3) Sim/não médico (9)NS/NR 
(1) Não (2)Sim/médico (3) Sim/não médico (9)NS/NR 
(1) Não (2)Sim/médico (3) Sim/não médico (9)NS/NR 

 
ANEMIAF (     ) 
DIABETE (      ) 

ASMA (         ) 
OTITEREP (    ) 

23. A criança apresentou alguma 
doença anteriormente? (Exceto 
as listadas acima) 

Se afirmativo, qual a doença? 

(1)Não (2)Sim (3)Sim/não médico (9)NS/NR 
___________________nome da doença 

DOENÇA (    ) 
 

DOENCAQ (   ) 

24. A criança apresentou nos últimos 
30 dias? 

 Gripe (resfriado) 
 Amigdalite 
 Otite 
 Rinosinusite 
 Pneumonia 
 Tosse 
 Febre 
 Outros processos infecciosos 

 Qual
 _______________________  

                  Há quantos dias? 
 
(00)Não             _____             (99) NS/NR 
(00)Não             _____             (99) NS/NR 
(00)Não             _____             (99) NS/NR 
(00)Não             _____             (99) NS/NR 
(00)Não             _____             (99) NS/NR 
(00)Não             _____             (99) NS/NR 
(00)Não             _____             (99) NS/NR 
(00)Não             _____             (99) NS/NR 

 
 

GRIPE (       ) 
 AMIGDA (     ) 
  OTITE (       ) 

   RINOS (       ) 
PNEUMO (      ) 
   TOSSE (       ) 
    FEBRE (      ) 
OUTINF (      ) 

  
QUALIF  (      ) 

25. Quantos irmãos tem a criança 
(vivos)? 

26. Quantos irmãos são mais velhos 
que a criança? 

27. Quantos são mais novos que a 
criança? 

 
______                                    (99) NS/NR 
 
______              (88) NA          (99) NS/NR 
 
______              (88) NA          (99) NS/NR 

 
IRMVIV (        ) 

 
IRMVE (        ) 

 
IRMNOV (       ) 

 
28. A mãe biológica da criança tem (teve)?   
   Bronquite (1) Não     (2) Sim        (9) NR/NS    MBRON (     ) 
   Asma (1) Não     (2) Sim        (9) NR/NS   MASMA (      ) 
    Rinite (1) Não     (2) Sim        (9) NR/NS   MRINITE (    ) 
    Otite (1) Não     (2) Sim        (9) NR/NS   MOTITE (      ) 
    Eczema (1) Não    (2) Sim        (9) NR/NS  MECZEMA (  ) 
29. O pai biológico da criança tem (teve)?    
   Bronquite (1) Não    (2) Sim        (9) NR/NS    PBRON (      ) 
   Asma (1) Não    (2) Sim        (9) NR/NS     PASMA (     ) 
    Rinite (1) Não    (2) Sim        (9) NR/NS   PRINITE (     ) 
    Otite (1) Não     (2) Sim        (9) NR/NS    POTITE (      ) 
    Eczema (1) Não      (2) Sim        (9) NR/NS   PECZEMA (  ) 
Pergunte somente se a criança tem irmãos vivos, se não tem passe para pergunta 38 
30. Algum irmão da criança tem (teve)? 

 

Bronquite (1) Não  (2) Sim (8)NA (9) NR/NS     IBRON (     ) 
Asma (1) Não  (2) Sim (8)NA (9) NR/NS     IASMA (     )  
Rinite (1) Não  (2) Sim (8)NA (9) NR/NS   IRINITE (     ) 
Otite  (1) Não  (2) Sim (8)NA (9) NR/NS   IOTITE (        ) 
Eczema (1) Não  (2) Sim (8)NA (9) NR/NS IECZEMA (     ) 

31.  Quantos irmãos freqüentam atualmente alguma creche? ____________ (88) NA 
Qual a idade de cada um deles? 1º ___meses; 2º____meses; 3º____meses 
 
 

32.  Algum irmão tomou antibiótico nos últimos (em dias): 
(1) 30 (2) 31-60 (3) 61-90 (4) 91 ou mais (5) Não tomou (8) NA (9)NS/NR 

Se não tomou passar para a pergunta 35. Se afirmativo 
33. Qual antibiótico? ____________________ 
34.  Há quanto tempo utilizou ? 
Por quanto tempo utilizou ? ____________ dias 

IFCRE (     ) 
IFIDADE1 (  ) 
IFIDADE2 (  ) 
IFIDADE3 (  ) 

 
IANTIB (      ) 
IANTIBQ (   ) 

 
 

IANTIBQT ( ) 
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35.  Algum irmão esteve internado nos últimos três meses? 
(1) Não (2) Sim (9) NS/NR 
Se afirmativo 

36.  Qual a duração desta internação? ________dias 
37. Qual o nome do hospital ? _____________________________ 

IINTER ( ) 

 

IINTERD ( ) 

INOMEH ( ) 

38. Alguma criança da casa tomou antibiótico nos últimos (em dias)? 
(1) 30 (2) 31-60 (3) 61-90 (4) 91 ou mais (5) Não tomou (8) NA (9)NS/NR 
Se não tomou passar para a pergunta 39. Se afirmativo 
Qual antibiótico ____________________ 
Por quanto tempo utilizou ? ____________ dias 

CRANTIB ( ) 
 

CRANTIBQ ( ) 
 

CRANTQT ( ) 

39. A mãe desta criança tomou antibiótico nos últimos (em dias)? 
(1) 30 (2) 31-60 (3) 61-90 (4) 91 ou mais (5) Não tomou (8) NA (9)NS/NR 

MANTIB ( ) 

40. O pai desta criança tomou antibiótico nos últimos (em dias)? 
(1) 30 (2) 31-60 (3) 61-90 (4) 91 ou mais (5) Não tomou (8) NA (9)NS/NR 

PANTIB ( ) 

41. O cuidador desta criança tomou antibiótico nos últimos (em dias): 
(1) 30 (2) 31-60 (3) 61-90 (4) 91 ou mais (5) Não tomou (8) NA (9)NS/NR 

CANTIB ( ) 

42. Algum adulto da casa foi internado nos últimos (em dias)? 
(1) 30 (2) 31-60 (3) 61-90 (4) 91 ou mais (5) Não (9)NS/NR 
Se afirmativo 

43. Qual a duração desta internação? ________dias _______ meses 

44. Qual o nome do hospital? _____________________________ 

ADULTINT ( ) 
 
 

ADULDUR ( ) 
 

ADULNH ( ) 
                                      

45. Que nível de escolaridade tem a mãe (ou responsável)? 
Não sabe ler nem escrever (   0   )                        
1º grau 
2º grau 
Superior                                                               

Completo 
(   1   ) 
(   3   ) 
(   5   ) 

 

Incompleto 
  (   2   ) 
  (   4   ) 
  (   6   ) 

(   9   ) NR/NS 

46. Que nível de escolaridade tem o pai (ou responsável)? 
Não sabe ler nem escrever (   0   )                        
1º grau 
2º grau 
Superior                                                               

Completo 
(   1   ) 
(   3   ) 
(   5   ) 

 

Incompleto 
   (   2   ) 
   (   4   ) 
   (   6   ) 
   (   9   ) NR/NS 

47. O domicílio é próprio? (1) Não         (2) Sim   (9) NR/NS 
 
48. Renda familiar R$ __________,00 
 
 
Data da entrevista: ____/____/________ (dia/mês/ano)                                                
 
Entrevistador: __________________________________________ 
         Letra de Forma 

 

 
 
DENTREVQ (  ) 

 
ENTREVQ (    ) 

 
ESCOM (    ) 

 
 
 
 
 
 

ESCOP (    )  
 
 
 
 
 
 
 

DOMPRO (    ) 
 

RENDAF (    ) 




