0021-7557/03/79-03/209
Jornal de Pediatria
Copyright © 2003 by Sociedade Brasileira de Pediatria

ARTIGO ORIGINAL

Cepas invasivas de pneumococo
isoladas de criancas e adolescentes em Salvador

Invasive pneumococcal strains isolated from children and adolescents in Salvador

Cristiana M. Nascimento-Carvalhol, Leda S. Freitas-Souzal, Otavio A. Moreno-Carvalho2,
Noraney N. Alves?, Renilza M. Caldas3, Maria G. Barberino?, Jussara Duarte4, Maria A. Brandio?,
Dilton R. Mendon(;as, Adriana Silva®, Maria L. Guerra®, Maria C. Brandileone’, José L. Di Fabio8

Resumo

Objetivos: descrever resisténcia antimicrobiana e sorotipos de
cepas de pneumococo.

Métodos: durante 57 meses, foi conduzida uma vigilancia de cepas
invasivas de pneumococo de pacientes com idade <20 anos. O pneumo-
coco foi identificado pelos testes de solubilidade da bile e optoquina. A
resisténcia a penicilina foi avaliada com o disco de oxacilina (1ug) e,
para as cepas ndo suscetiveis, foi determinada a concentragdo inibitéria
minima. Provas de difusio de disco e de microdilui¢do em placa foram
utilizadas para avaliacdo da resisténcia a outros antimicrobianos. Rea-
cdo de Neufeld-Quellung foi realizada para sorotipagem.

Resultados: dos 70 pacientes, 57,1% eram do sexo masculino. A
mediana daidade foi 1,92 anos (média 3,19 + 3,66 anos, variando de um
mésa 19,5 anos), tendo 52,9% e 81,4% dos pacientes idade <2 anos e <5
anos, respectivamente. As cepas foram isoladas do sangue (91,4%),
liquor (2,9%), liquidos pleural (2,9%), peritonial (1,4%) ou de abscesso
(1,4%), de pacientes com pneumonia (77,1%), febre sem sinais locali-
zatérios (10,0%), meningite (4,3 %) e outros diagnésticos (8,6%). Resis-
téncia foi detectada a penicilina (20,0%), ao sulfametoxazol-trimeto-
prim (65,7%), a tetraciclina (21,4%), a ofloxacina (6,3%), a eritromici-
na (5,7%) e a clindamicina (2,9%). Nao houve resisténcia ao cloranfe-
nicol ou a vancomicina. Entre as cepas nao suscetiveis a penicilina,
resisténcia absoluta foi detectada em uma, a mesma que apresentou
resisténcia intermedidria a cefotaxima. Os sorotipos mais freqiientes
foram: 14 (22,9%),5 e 6A (10,0% cada), 6B e 19F (8,6% cada), 9V, 18C
e23F (5,7% cada). Das cepas resistentes a penicilina, 71,4% pertenciam
ao sorotipo 14, 14,3% aos sorotipos 6B e 19F (cada).

Conclusbes: das 70 cepas, 67,2% tém sorotipos incluidos na vacina
pneumocdcica heptavalente conjugada, assim como estdo incluidos
todos os sorotipos que apresentaram resisténcia a penicilina.
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Abstract

Objectives: describe the antimicrobial resistance and serotype
distribution of pneumococcal strains.

Methods: in a 57-month period, a laboratory-based surveillance of
invasive pneumococcal strains from patients aged < 20 years was
conducted. Pneumococcus was identified by means of tests for solubility
inbile and optochin. Pneumococcal resistance to penicillin was screened
by lug oxacillin disc and minimal inhibitory concentration was
determined for the strains not susceptible to penicillin. Disc diffusion
and broth microdilution methods were used for surveillance of resistance
to other antimicrobials. Pneumococci were serotyped by means of the
Neufeld-Quellung reactions.

Results: of 70 patients, 57.1% were males. The mean age was 1.92
yrs (mean 3.19 + 3.66 yrs, range 1 month to 19.5 yrs); 52.9% and 81.4%
were < 2 yrs and < 5 yrs, respectively. The strains were isolated from
blood (91.4%), CSF (2.9%), pleural (2.9%), peritoneal (1.4%) and
abscess (1.4%) fluids from patients with pneumonia (77.1%), fever
without localizing signs (10.0%), meningitis (4.3%), others (8.6%).
Resistance was detected to penicillin (20.0%), trimethoprim-
sulfamethoxazole (65.7%), tetracycline (21.4%), ofloxacin (6.3%),
erythromycin (5.7%), clindamycin (2.9%). All tested strains were
susceptible to chloramphenicol and vancomycin. Among penicillin-
resistant strains, high resistance was detected in one, the same that
showed intermediate resistance to cefotaxime. The most frequent
serotypes were: 14 (22.9%), 5 and 6A (10.0% each), 6B and 19F (8.6%
each), 9V, 18C and 23F (5.7% each). Resistance to penicillin was
detected in serotypes 14 (71.4%), 6B and 19F (14.3% each).

Conclusions: of 70 strains, 67.2% were classified as serotypes
included in the heptavalent conjugate pneumococcal vaccine as well as
were all penicillin-resistant strains.

J Pediatr (Rio J) 2003;79(3):209-14: Streptococcus pneumoniae,
antimicrobial resistance, serotypes, invasive disease, children,
adolescents.
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Introducao

O Streptococcus pneumoniae € um agente etioldgico
importante, especialmente de pneumonia, meningite e sep-
se, com €nfase na faixa etdria pedidtrica, podendo causar
doenca grave!. A Organiza¢io Mundial de Satde estima
que, anualmente, entre 1 e 2 milhdes de 6bitos ocorrem em
crian¢as menores que cinco anos, em decorréncia de infec-
¢do pneumocdcica, em todo o mundo, sendo que a maioria
destes Obitos sdo registrados em paises em desenvolvimen-

to2.

A mortalidade por infeccdo pneumocdcica, inclusive
por pneumonia pneumocdcica, sofreu grande declinio ap6s
aintrodugao das sulfonamidas e da penicilina, entre os anos
3040 do século passado?. As primeiras cepas de pneumo-
coco resistentes as sulfonamidas foram relatadas ja em
19434 Em 1965 foi descrita, pela primeira vez, a ocorrén-
cia de cepa de S. pneumoniae resistente a penicilina’.
Desde entdo, particularmente nos dltimos dez anos, tem
sido cada vez mais freqiiente, em diversas partes do mundo,
orelato de casos de infec¢do causada por pneumococo com
suscetibilidade diminuida, ou até mesmo totalmente resis-
tente a penicilina e/ou a outros antimicrobianos utilizados
no tratamento desta infecgﬁoﬁ'1 ! inclusive no Brasil!2-14,

Em virtude dos dados anteriormente expostos, o uso de
uma vacina pneumocdcica conjugada, imunogénica para
criancgas a partir dos dois meses de vida, tem sido conside-
rada uma estratégia potencial para o controle das infec¢des
pneumocdcicas!>1®. No entanto, mais de 90 sorotipos de
pneumococo ja foram identificados, e varios sdo os soroti-
pos que causam doencal’. O perfil de sorotipos mais
prevalentes difere de umaregido paraoutra!8 e aimunidade
induzida aparentemente é sorotipo-especifical?. Portanto,
para o amplo uso da vacina pneumocdcica conjugada, é
necessario o adequado conhecimento da distribui¢do dos
sorotipos mais prevalentes em cada regido, assim como é
necessario conhecer-se a suscetibilidade do pneumococo
aos antimicrobianos para a escolha correta dos esquemas
terapéuticos a serem utilizados no tratamento desta infec-
951019.

O objetivo desta investigacdo foi descrever o padrao de
resisténcia antimicrobiana e a distribuicdo de sorotipos de
cepas invasivas de pneumococo, isoladas de uma amostra
de criancas e adolescentes em Salvador, Bahia.

Métodos
Desenho do estudo e populacdo

Entre setembro de 1997 e maio de 2002, foi conduzida
uma vigilancia ativa sobre cepas invasivas de pneumococo.
Participaram do estudo os laboratérios de bacteriologia do
complexo hospitalar Hospital Universitario Professor Ed-
gard Santos — Centro Pedidtrico Professor Hosannah de
Oliveira(HUPES-CPPHO), Hospital Alianca (HA), duran-
te todo o periodo, Hospital Central Roberto Santos (HCRS)

Cepas invasivas de pneumococo isoladas... — Nascimento-Carvalho CM et alii

durante o ano de 1999, e Laboratério de Liquor do Servigo
de Infectologia Pediatrica e Liquorologia da Bahia — Fun-
dacaoJosé Silveira (SINPEL-FIS), durante os anos de 2001
e 2002, em Salvador, Bahia. Foram coletados dados clini-
co-demogréficos dos pacientes de cujos fluidos estéreis as
cepas de pneumococo foram isoladas, a partir dos dados
registrados nos pedidos das culturas ou, quando necessério,
a partir de entrevista com o médico assistente, ou consulta
ao prontudrio médico, imediatamente apds o isolamento de
cada cepainvasivade pneumococo. Incluiu-se neste estudo
as cepas isoladas de pacientes com idade inferior a 20 anos.

Dados bacteriologicos

No laboratério do HUPES-CPPHO, até 1999, e no
SINPEL, o fluido biolégico a ser cultivado foi imediata-
mente inoculado (1,0 — 3,0 ml) em 30 ml de infusdo de
cérebro-coragdo (BHI) com SPS (0,025%) e incubado a
35°C. Todas as culturas foram submetidas a subcultura em
dgar-sangue de carneiro a 5% e agar-chocolate, a 35°C,
apo6s 24h, 48h e 7 dias de incubacao no BHI. No laboratério
do HUPES-CPPHO (a partir de 2000), do HA e do HCRS,
0,5-4,0 ml dos espécimes coletados foram imediatamente
inoculados em 20 ml de BHI suplementado e incubados no
aparelho Bact/Alert da Organon, a 35°C, durante 7 dias.
Sempre que o aparelho sinalizava um resultado positivo, o
meio era submetido a subcultura em 4dgar-Columbia, com
5% de sangue de carneiro, e em dgar-chocolate, incubados
a 35°C e em 5% CO,, por 18-24 horas. S. pneumoniae foi
distinguido de outros estreptococos alfa-hemoliticos por
meio dos testes de solubilidade em bile e optoquina. As
cepas de pneumococo foram encaminhadas para o Labora-
tério Central da Bahia (LACEN-BA) e, em seguida, para o
Instituto Adolfo Lutz, em Sao Paulo, onde a identifica¢do
bacterioldgica foi confirmada, e os testes de suscetibilidade
antimicrobiana e a sorotipagem foram realizados. A resis-
téncia do pneumococo a penicilina foi identificada inicial-
mente com o uso do disco de oxacilina 1ug. O método de
difusao do disco foi utilizado para a investigac@o de resis-
téncia a outros antimicrobianos, incluindo cloranfenicol,
sulfametoxazol-trimetoprim, eritromicina, clindamicina,
ofloxacina, vancomicina e tetraciclina. As cepas com sus-
cetibilidade diminuida a oxacilina (zona de inibicdo de
crescimento bacteriano em volta do disco de oxacilina
inferior a 20mm) foram submetidas a determinacdo da
concentra¢do inibitéria minima (MIC) para penicilina e
para cefotaxima, por meio do método de microdiluicao em
placa (Mueller-Hinton suplementado com 2%-5% de he-
micias lisadas de cavalo)2C. Foram utilizados os seguintes
valores de MIC para a defini¢do da suscetibilidade a peni-
cilina: MIC < 0,06pg/ml — suscetivel; 0,12 ug < MIC
<1,00 pg — resisténcia intermedidria; MIC > 2,00 ug/ml —
resisténcia absolutaZ0. A sorotipagem do pneumococo foi
realizada por meio dareacdo de Neufeld-Quellung utilizan-
do anti-soro produzido pelo Statens Seruminstitut, Co-
penhagem, Dinamarca.



Cepas invasivas de pneumococo isoladas... — Nascimento-Carvalho CM et alii

Local do estudo

Os laboratérios de bacteriologia do HUPES-CPPHO,
HA e HCRS realizam exames de pacientes atendidos nos
respectivos hospitais. O HUPES-CPPHO é um hospital
publico e universitario, localizado na drea central de Salva-
dor, e atende pacientes predominantemente de classe socio-
econdmica baixa, procedentes de Salvador e cidades vizi-
nhas. O HCRS € publico, estd localizado em bairro residen-
cial de classes média baixa e baixa e atende principalmente
pacientes de classe socioecondmica baixa. O HA estd
localizado em zonaresidencial de classes socioecondmicas
média e alta e atende pacientes dessas classes. O SINPEL-
FIS realiza exames de liquor de pacientes atendidos em
dezessete hospitais da cidade, pertencentes as classes so-
cioecondmicas baixa, média e alta, procedentes de Salva-
dor e de outras cidades do estado da Bahia. De acordo com
um estudo sobre pneumonia comunitdria em criangas e
adolescentes, conduzido no CPPHO e no HA, entre 1997 e
1999, 7,4% das criangas hospitalizadas com pneumonia em
Salvador sio internadas nestes dois hospitais?!, nos quais a
taxa de coleta de hemocultura, neste mesmo grupo de
pacientes, € de 65,5%, sendo o pneumococo isolado em

0,8% das amostras22.

Andlise dos dados

A analise estatistica foi descritiva, utilizando-se o Sta-
tistical Package for Social Sciences (SPSS 9.0). Como o
objetivo principal foi descrever o padrdo de resisténcia
antimicrobiana do pneumococo invasivo com énfase para
penicilina, o cdlculo do tamanho amostral foi realizado
considerando-se taxa de resisténcia de 20%, de acordo com
De Cunto Brandileone MC et al.!3, intervalo de confianga
95%, largura de 20%, encontrando-se, como tamanho mi-
nimo da amostra, 62 cepas23. Para a realizacio deste
estudo, obteve-se o consentimento da diretoria de cada
hospital ou servi¢o ao qual o respectivo laboratério sentine-
la estd vinculado. Este estudo integra a rede de vigilancia
epidemioldgica do Ministério da Saide - Organizacdo
Panamericana de Saude, para S. pneumoniae (SIREVA-
VIGIA)?4, na Bahia.

Resultados

Foram isoladas 70 cepas de pneumococo: 55,7% no
HUPES-CPPHO, 41,5% no HA, 1,4% no SINPEL e 1,4%
no HCRS. A idade dos 70 pacientes varioudeummés a 19,5
anos, com mediana de 1,92 anos (média 3,19 + 3,66 anos);
respectivamente, 52,9% e 81,4% dos pacientes apresenta-
ram idade < 2 anos e < 5 anos; 57,1% dos pacientes
pertenciam ao sexo masculino. As cepas foram isoladas do
sangue (91,4%), liquor (2,9%), liquido pleural (2,9%),
liquido peritonial (1,4%) e liquido de abscesso (1,4%). Os
diagnésticos dos pacientes foram pneumonia (77,1%), fe-
bre sem sinais localizatérios (FSSL) (10,0%), meningite
(4,3%), celulite (2,9%), otite média aguda (2,9%), sinusite
(1,4%) e peritonite (1,4%). Dos 64 pacientes em que se
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isolou pneumococo do sangue, um apresentou-se com me-
ningite. Entre as 70 cepas, resisténcia a penicilina foi
detectada em 20,0%, ao sulfametoxazol-trimetoprim em
65,7%, a tetraciclina em 21,4%, a eritromicina em 5,7%, a
clindamicina em 2,9%. Entre as 64 cepas estudadas para
suscetibilidade a ofloxacina, quatro (6,3%) mostraram-se
resistentes, enquanto que, entre as 17 estudadas para susce-
tibilidade a cefotaxima, uma (5,9%) foi considerada resis-
tente. Todas as 70 cepas foram suscetiveis, quando avalia-
das em relacd@o ao cloranfenicol, assim como as 44 cepas
estudadas em relagdo a vancomicina. Entre as cepas nao
suscetiveis a penicilina, resisténcia absoluta foi detectada
em uma, a mesma que também apresentou resisténcia
intermedidria a cefotaxima. A mediana da idade dos paci-
entes cujas cepas foram resistentes a penicilina foi 2,75
anos (média 4,22 + 4,74 anos), sendo que 35,7% apresen-
taram idade inferior a dois anos, e 78,6%, idade inferior a
cinco anos. A Tabela 1 apresenta a distribuicdo dos
sorotipos e respectivas freqii€ncias de resisténcia a penici-
lina. A cepa com resisténcia absoluta foi classificada no
sorotipo 14.

Discussao

Chama ateng¢@o, entre os resultados apresentados, a
elevada freqiiéncia de cepas de pneumococo isoladas de
sangue (91,4%), quando comparada com a freqiiéncia de

Tabela 1 - Distribui¢do de sorotipos de cepas invasivas de
pneumococo e resisténcia a penicilina, Salvador,

1997-2002
Freqiiéncia (%) Resisténcia a
Sorotipo Vilida* Cumulativa  penicilina (%)*
14 22,9 (16/70) 22,9 71,4 (10/14)
5 10,0 (7/70) 32,9 -
6A 10,0 (7/70) 42,9
6B 8.6 (6/70) 51,5 14,3 (2/14)
19F 8,6 (6/70) 60,1 14,3 (2/14)
9V 5,7 (4/70) 65,8
18C 5,7 (4/70) 71,5
23F 5,7 (4/70) 77,2
3 4,3 (3/70) 81,5
10A 4,3 (3/70) 85,8
15f 4,3 (3/70) 90,1
19A 4,3 (3/70) 94,4
1 1,4 (1/70) 95,8
ON 1,4 (1/70) 97,2
18A 1,4 (1/70) 98,6
34 1,4 (1/70) 100,0
Total 100,0 100,0 100,0
* (n/N)

1 Sorotipos no sorogrupo 15 néo foram distinguidos.
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cepas isoladas em outros fluidos corpdreos normalmente
estéreis (8,6%). Este achado indica a prética de coleta de
hemocultura em pacientes com suspeita de doenga bacteré-
mica, nos hospitais que participaram deste estudo, ndo se
podendo afirmar, contudo, a freqiiéncia com que se execu-
tou esse procedimento. Sabe-se apenas que, em dois hospi-
tais (CPPHO e HA), entre 1997 e 1999, hemocultura foi
coletada em 65,5% dos pacientes com pneumonia e idade
inferior a 15 anos?2. E importante ressaltar que, entre as
diversas situacdes em que o pneumococo pode causar
doenca bacterémica, merecem destaque a pneumonia, a
sepse e a bacteremia oculta, situagdes estas mais freqiientes
do que as meningites!. Apesar da elevada letalidade e
morbidade das meningites pneumocdcicas?’, muitas das
quais representando estdgios subseqiientes de doenga bac-
terémica, as doencas bacterémicas sem meningite sdo mais
prevalentesZ®. Ademais, hd relatos de que a distribuicdo de
sorotipos causadores de bacteremia sem meningite pode ser
diferente da distribui¢do de sorotipos causadores de bacte-
remia e meningite?”-28 e de que alguns sorotipos apresen-
tam maior freqiiéncia de resisténcia antimicrobiana do que
outros>22-30 Por conseguinte, informagzo sobre suscetibi-
lidade antimicrobiana e distribui¢ao de sorotipos de cepas
isoladas de sangue é de fundamental importancia para a
escolha de medidas clinicas e epidemioldgicas, como o uso
de antimicrobianos e vacinas3!. O nimero de exames
realizados para a obtencao dos isolamentos aqui apresenta-
dos ndo é uma informacao conhecida.

Na casuistica apresentada neste trabalho, 87,1% das
cepas foram isoladas do sangue de pacientes com pneumo-
nia ou FSSL. Também chama atenc@o o predominio das
infecgdes pneumocdcicas invasivas entre criancas com
idade inferior a cinco anos, a maioria delas com idade
inferior a dois anos (mediana 1,92 anos), o que estd de
acordo com o que foi anteriormente documentado por
outros autores32-33, Mais uma vez, ressalta-se a importan-
cia de estratégias preventivas para este tipo de infecc¢do
neste grupo etdrio, entre as quais merece destaque o uso da
vacina conjugada, a qual é imunogénica a partir dos dois
meses de vida'®.

Tem sido estimado que entre 5% e 10% de criancas com
febre apresentam FSSL34. Embora a maioria dessas crian-
cas cursem com alguma doenca infecciosa aguda autolimi-
tada e benigna35, 5% cursam com bacteremia oculta33-38,
sendo o S. pneumoniae o agente mais freqiiente desta
situagﬁo”. Ademais, um estudo conduzido por Baron e
Fink demonstrou que criancas atendidas em consultério
privado tém a mesma chance de ter bacteremia oculta que
criangas indigentes3%. Porisso, ressalta-se aimportancia de
se coletar hemocultura em criangas com FSSL e fatores de
risco parabacteremia oculta, tais como: idade inferior a trés
anos, temperatura axilar > 39 °C, leucécitos > 1 5.000/mm?3
ou com granulacdes toxicas e vacuolizagdo, trombocito-
penia, doenca cronica debilitante, histéria de contato com
doenca por Neisseria meningitidis ou Haemophilus influ-
enzae e sonoléncia ouirritabilidade3-*0. Este procedimen-
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to, além de poder fornecer informagdo para a conduta
adequada do paciente, permite o estudo dos sorotipos
bacterémicos de pneumococo.

A taxa de resisténcia a penicilina aqui relatada € seme-
lhante as taxas relatadas por outros estudos conduzidos em
grandes cidades brasileiras!3#!. Em virtude desta taxa de
resisténcia absoluta ser baixa, conforme Friedland e Mc-
Cracken, a penicilina cristalina permanece como primeira
opg¢do terapéutica para as infecgdes pneumocdcicas sem
comprometimento do sistema nervoso central que necessi-
tam de tratamento hospitalar, assim como a amoxicilina
permanece como primeira escolha para tratamento ambula-
torial das infec¢des pneumococicas que prescindem de
assisténcia hospitalar®2.

Aproximadamente 85,0% das infeccdes pneumocdci-
cas que ocorrem na faixa etdria pedidtrica, em todo o
mundo, sdo causadas por sete sorogrupos: 4, 6A/B, 9V, 14,
18C, 19F e 23F*3, 0s mesmos que estao incluidos na vacina
conjugada heptavalente, j4 licenciada para uso**. Das ce-
pas aqui apresentadas, 67,2% pertencem a sorotipos que
estdo incluidos nesta vacinal®. Entre os demais sorotipos, o
mais freqiiente nesta casuistica foi o sorotipo cinco (10,0%).
A importante freqiiéncia do sorotipo cinco ji foi demons-
trada em investigacdes realizadas na América do Sul, pre-
viamente publicadasg‘1 L1341 Npo entanto, nestas mesmas
publicagdes, observou-se a importante freqii€ncia do soro-
tipo um!3-41, fato ndo observado na presente investigacio,
nem nainvestigacdo conduzida na Bahia, por Koe cols.,em
que foram estudados pacientes com meningite!. Apesar do
pequeno tamanho desta casuistica, a consondncia desta
distribuicdo com os resultados relatados por outros inves-
tigadores reforca a urgéncia de se tornar disponivel uma
vacina que inclua o sorotipo cinco, para ser utilizada na
populacdo geral, oferecendo assim uma protecdo mais
ampla*!. Todas as cepas que apresentaram resisténcia a
penicilina neste estudo pertencem a sorotipos contidos na
vacina heptavalente conjugada, que assim mostra-se capaz
de proteger contra infec¢des potencialmente mais graves.
Desde que a grande vantagem desta vacina € ser imunogeé-
nica a partir dos dois meses de vida, e a maior freqiiéncia de
infecgdes pneumocdcicas ocorre nos individuos com idade
inferior a dois anos!®, os dados obtidos neste trabalho
sugerem que a vacina atualmente disponivel possa trazer
beneficios, na regido estudada, a individuos que apresen-
tem maior risco de infec¢cao pneumocdcica, como os asplé-
nicos®, ou maior gravidade de doenca pneumocdcica,
como os pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida®®.
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