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Colonizagdo de orofaringe por Streptococcus pneumoniae
em criangas de creches municipais de Taubaté-SP:
correlagdo entre os principais sorotipos
e a vacina pneumococica conjugada heptavalente

Oropharyngeal carriage of Streptococcus pneumoniae
by children attending day care centers in Taubaté, SP:
correlation between serotypes and the conjugated heptavalent pneumococcal vaccine
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Resumo

Objetivos: o Streptococcus pneumoniae habitualmente coloniza
aorofaringe de pessoas sadias. O estado de portador assintomatico esta
relacionado a invasdo de estruturas adjacentes e ao surgimento de
doenga invasiva. Foi realizado estudo transversal, descritivo, objeti-
vando verificar a prevaléncia de colonizac¢do de orofaringe pelo S.
pneumoniae em criangas que freqiientam creches no municipio de
Taubaté, SP, verificar a freqiiéncia de sorotipos de Streptococcus
pneumoniae nas cepas isoladas e relacionar os sorotipos mais freqiien-
tes com os sorotipos presentes na composicdo da vacina pneumocécica
heptavalente conjugada atualmente em uso.

Métodos: foram coletados, de 29 de junho a 15 de dezembro de
1998, 987 swabs de orofaringe de criancas entre 8 e 71 meses de idade,
matriculadas nas creches municipais de Taubaté, SP. A identificagdo
do S. pneumoniae foi baseadana observacao das coldnias que apresen-
tassem hemolise parcial nos meios AS e AS-G, e pela observagao da
inibicdo do crescimento ao redor do disco de optoquina. A sorotipagem
foi realizada pela reacdo de Quellung, utilizando anti-soros especifi-
cos, e adotado o sistema de nomenclatura dinamarqués.

Resultados: o Streptococcus pneumoniae foi isolado em 209 das
987 criangas (taxa de colonizacdo= 21,1%). Vinte e oito sorotipos
foram identificados. Os 7 sorotipos mais freqiientes foram: 6A/6B
(21,5%), 19F (14,8%), 18C (7,4%), 23F (7,4%), 9V (6,7%),14 (5,2%)
e 10A (4,4%). Com excecido do sorotipo 10A, todos os outros seis estao
incluidos na vacina. O tnico sorotipo vacinal ndo encontrado foi o
sorotipo 4.

Conclusio: estima-se, entdo, uma concordancia de 63% entre os
sorotipos colonizadores de orofaringe e os sorotipos presentes na
vacina.

J Pediatr(RioJ)2003;79(3):215-20: Streptococcus pneumoniae,
vacinas, creches, criancas.

Abstract

Objective: Streptococcus pneumoniae usually colonizes the
oropharynx of healthy people. Oropharyngeal carriage is related to the
invasion of adjacent structures and to the development of invasive
disease. A descriptive cross-sectional study was performed aiming at
verifying the prevalence of oropharyngeal colonization by S.
pneumoniae in children attending day care centers in the city of
Taubaté — SP; verifying the frequency of S. pneumoniae serotypes in
isolated strains; and relating the most frequent serotypes to the
composition of the conjugated heptavalent pneumococcal vaccine
currently in use.

Methods: from June 29 to December 15 1998, samples of
oropharyngeal material were collected from 987 children, ranging
from 8 to 71 months old, enrolled in day care centers in Taubaté - SP.
The identification of S. pneumoniae was based on the observation of
the colonies that presented partial hemolysis in agar-blood and agar-
blood with gentamycin plates and on the observation of inhibited
growth around the optochin disc. Serotyping was performed by the
Quellung reaction, using specific antiserum, provided by the Centers
for Disease Control and Prevention (Atlanta, GA/USA), and the
Danish nomenclature system.

Results: asaresult, S. pneumoniae wasisolated from the oropharynx
in 209 out of 987 children (colonization rate of 21.2%). Twenty eight
serotypes were identified. The seven most frequent serotypes were:
6A/6B (21.5%), 19F (14.8%), 18C (7.4%),23F (7.4%),9V (6.7%), 14
(5.2%), 10A (4.4%). Except for serotype 10A, all the other six are
included in the vaccine. The only vaccine serotype which was not
found was serotype 4.

Conclusion: agreement of 63% between the oropharynx colonizer
serotypes and the serotypes present in the vaccine was found.

J Pediatr(RioJ)2003;79(3):215-20: Streptococcus pneumoniae,
vaccines, day care centers, children.
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Introducao

O Streptococcus pneumoniae (pneumococo) € conheci-
do como um importante agente causal de morbidade e
mortalidade em individuos de todas as idades, hd mais de
100 anos!. E um agente habitualmente colonizador de
orofaringe de pessoas sadias, consideradas portadores as-
sintomaticos. A partir desse estado de colonizagdo, sdo
transmitidos de pessoa a pessoa em perdigotos?. Esse
estado de portador assintomadtico estd teoricamente relaci-
onado ao surgimento de doenga invasiva, pois pode haver
invasdo de estruturas adjacentes pelo S. pneumoniae, como
aorelhamédia, os seios paranasais, as meninges e a corrente
sangiifnea’*. O estudo epidemiolégico da doenca invasiva
pneumocdcica estd intimamente relacionado a identifica-
¢ao dos pneumococos colonizadores do trato respiratério
superior. Com o surgimento e a disseminacdo de cepas
bacterianas resistentes aos antibidticos mais usuais, a vaci-
nac¢do rotineira tem se tornado cada vez mais importante.

A prevaléncia de doenca pneumocdcica € maior nos
dois primeiros anos de vida>0, idade em que a vacina
pneumocdcica polissacaridica ndo € eficaz. A conjugagdo
dos antigenos polissacaridicos capsulares com proteinas
pode melhorar aimunogenicidade da vacina pneumocdcica
em criancas menores de dois anos, por permitir umarespos-
ta imunoldgica do tipo T-dependente>-©.

Um obstaculo a essa proposta é a existéncia de 90
sorotipos de S. pneumoniae. Nao parece que seja possivel
incluir um grande nimero de antigenos em uma vacina
conjugada, o que significa que os individuos vacinados
continuariam suscetiveis aos sorotipos ndo incluidos na

vacina®.

A vacina pneumocdcica conjugada licenciadanos EUA
atualmente é composta de sacarideos dos antigenos capsu-
lares dos sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F de S.
pneumoniae, conjugados individualmente com a proteina
diftérica CRM | ¢;.

O presente estudo teve como objetivos verificar a
prevaléncia geral de colonizacdo de orofaringe pelo S.
pneumoniae em criangas que freqiientam creches no
municipio de Taubaté-SP, verificar a freqii€ncia de soro-
tipos de Streptococcus pneumoniae nas cepas isoladas,
e relacionar os sorotipos mais freqiientes com os soroti-
pos presentes na composi¢io da vacina pneumocdcica
heptavalente conjugada, atualmente em uso.

Métodos

Optou-se por inclusdo universal das criangas menores
de seis anos de idade, matriculadas nas creches municipais
da cidade de Taubaté. O responsavel legal por cada crianga
incluida no estudo foi informado pelo pesquisador quanto
aos objetivos da pesquisa e metodologia a ser utilizada, e
forneceu seu consentimento através do preenchimento e
assinatura do termo de consentimento pds-informacio,
padronizado pela Universidade de Taubaté.
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As amostras foram coletadas pelo pesquisador, previa-
mente treinado pelo setor de microbiologia especial do
laboratdrio de investigagao médica do Instituto de Medici-
na Tropical, utilizando-se swab estéril, que era introduzido
pela boca até tocar a orofaringe7. O swab, entdo, era
acondicionado em meio de transporte (Amies com carvao)
que permite a viabilidade das cepas em temperatura ambi-
ente por 24 horas, e enviado ao setor de microbiologia
especial do laboratério de investigacdo médica (LIM 54) do
Instituto de Medicina Tropical — FM/USP, em um prazo
médio de quatro horas apds a coleta. No momento da coleta,
as criancas estavam em jejum de pelo menos duas horas’.
Nao houve avaliacdo clinica das criangas submetidas ao
estudo.

As amostras foram processadas no setor de microbiolo-
gia especial do laboratério de investigacdo médica (LIM
54) da FM/USP. Foram semeadas em meios de cultura:
dgar-sangue (AS) e dgar-sangue com gentamicina (AS-G).
As placas foram incubadas a 35° C, em atmosfera de 5% de
CO, , por 48 horas3.

A identificacdo do S. pneumoniae foi baseada na obser-
vacao das coldnias que apresentassem hemolise parcial nos
meios AS e AS-G e pela observagao da inibi¢ao do cresci-
mento ao redor do disco de optoquina (disco de 5ug)’.

As amostras foram enviadas para o laboratério de apoio
bacterioldgico do departamento de microbiologia médica
do Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (IM-UFRJ) para sorotipagem. Foi realizada
a reagdo de Quellung, utilizando anti-soros especificos,
fornecidos pelo Centers for Disease Control and Preventi-
on, Atlanta, GA/ EUA, e o sistema de nomenclatura dina-
marqueés.

Resultados
Populacdo estudada

Foram obtidas amostras de secrecdo de orofaringe de
987 criancas matriculadas em 29 creches municipais da
cidade de Taubaté (SP).

De um total de 1.200 criangas menores de seis anos de
idade matriculadas nas creches municipais de Taubaté,
foram excluidas 213 criangas. As criancas excluidas foram
aquelas cujos pais ou responsdveis ndo autorizaram a cole-
ta, as que ndo compareceram a creche na data da coleta, e
as que nao se encontravam em jejum no momento da coleta.

A idade variou de 8 a 71 meses (média = 50,6 meses;
mediana = 53 meses; desvio padrdo =9,76). Vinte criancas
tinham idade menor ou igual a 24 meses, idade em que o
sistema imunoldgico ainda ndo estd apto a lidar com a
céapsula polissacaridica de determinados agentes, como € o
caso da capsula do S. pneumoniae. As 967 criangas restan-
tes tinham mais de 24 meses.

Quanto a distribui¢ao por género, 498 criancgas (50,5%)
eram do sexo masculino. Quanto a distribui¢do por raga,
812 criancas (82,3%) eram brancas, 98 (9,9%) pardas, 71
(7,2%) negras e seis (0,6%) da raca amarela (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas da populacdo de

estudo
Caracteristicas N %
Idade (meses)
<24 20 2,0
25 -71 967 98,0
Género
Masculino 498 50,5
Feminino 489 49,5
Raca
Branca 812 82,3
Negra 71 7,2
Parda 98 9,9
Amarela 6 0,6

Prevaléncia de colonizacdo de orofaringe pelo S.
pneumoniae

O Streptococcus pneumoniae foi isolado da orofaringe
de 209 das 987 criangas, representando uma taxa de colo-
nizagdo de 21,1%.

Identificacdo dos sorotipos

Foi possivel a sorotipagem de 135 amostras de Strepto-
coccus pneumoniae (64,59%), pois algumas cepas (74
cepas — 35,40%) foram perdidas durante o processo de

%
16
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armazenamento e transporte. Foram encontrados 28 soroti-
pos, listados a seguir, em ordem de freqiiéncia: 19F (n=20;
14,8%), 6A (n=15; 11,1%), 6B (n=14; 10,4%), 18C (n=10;
7,4%),23F (n=10; 7,4%), 9V (n=9; 6,7%), 14 (n=7;5,2%),
10A (n=6; 4,4%), 15B (n=5; 3,7%), 20 (n=5; 3,7%), 11A
(n=4; 3%), 22F (n=4; 3%), 7C (n=3; 2,2%), 15C (n=3;
2,2%), 16 (n=3;2,2%), 3 (n=2; 1,5%), 37 (n=2; 1,5%). Os
sorotipos 5, 13, 15A, 16F, 17F, 19A, 23A, 23B, 24B, 35B
e 35F foram observados em apenas uma amostra cada. Em
duas amostras (1,5%), foram isolados Streptococcus pneu-
moniae ndo-tipaveis (Figura 1).

Discussao

O presente estudo teve como objetivo principal deter-
minar a prevaléncia geral de colonizacdo pelo S. pneumo-
niae em criangas que freqiientam creches municipais de
Taubaté, SP. Para isso, houve inclusao universal das crian-
¢as menores de seis anos, matriculadas em todas as creches
municipais de Taubaté. Como cada creche serve a um
bairro, a amostra obtida possibilitou que fossem avaliadas
criangas moradoras de todos os bairros da cidade.

A populacdo de estudo também foi homogénea com
relacdo a idade, sexo e raca, conforme a descricdo dos
resultados.

Os critérios de exclusdo foram a recusa em participar,
por parte dos responsaveis, 0 ndo comparecimento a creche
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na data da coleta e a falta de jejum no momento da coleta.
Esses critérios de inclusdo e exclusdo permitiram que
houvesse uma perda homogénea entre as diversas creches,
bem como com relacdo a faixa etdria e quanto ao sexo. No
entanto, o elevado indice de perdas na populacao estudada
(17,7%) deve ser considerado uma limitagao do estudo, que
pode ter subestimado, ou mesmo superestimado, a real
prevaléncia de colonizacdo na populacdo de criangas de
creches de Taubaté.

A identificacdo do S. pneumoniae como agente coloni-
zador de orofaringe em um individuo depende diretamente
da metodologia utilizada. Os resultados podem variar de
acordo com a técnica de coleta, o transporte do material
obtido até o laboratdrio, o meio de cultura e a técnica de
cultivo empregados, e as condi¢des de incubagio.

Para arealizacdo deste trabalho foram utilizados swabs
de orofaringe, cuja coleta foi feita exclusivamente pelo
préprio pesquisador, previamente treinado, minimizando
possiveis vieses relacionados a diferentes métodos de cole-
ta. A escolha da orofaringe para obtencao do swab foi feita
pelo fato de ser este um método menos agressivo de coleta.

Existem controvérsias naliteratura médica arespeito da
sensibilidade do swab de orofaringe em comparagdo com o
swab de nasofaringe. Em 1961, Box et al.9 realizaram
estudo da flora bacteriana do trato respiratdrio superior, em
que foram comparados swabs de regido nasal anterior,
nasofaringe e orofaringe. Foi concluido que a nasofaringe
e a orofaringe sdo semelhantes no que diz respeito a flora
bacteriana, e o material colhido de nasofaringe é semelhan-
te ao colhido de orofaringe.

No entanto, em 1997, Rapola et al.10 realizaram novo

estudo comparativo das técnicas de coleta, quanto a pesqui-
sada presenca do pneumococo. Houve 30% de positividade
no material colhido de nasofaringe contra 20% de positivi-
dade no material de orofaringe. Yomo et al.'l, no mesmo
ano, determinaram a prevaléncia de colonizagéo de orofa-
ringe pelo S. pneumoniae, tanto em nasofaringe quanto em
orofaringe. A prevaléncia de colonizag¢do de nasofaringe
foi de 96%, e a de orofaringe foi de 84%, o que demonstra
que a técnica de coleta de nasofaringe pode ser mais eficaz
na deteccdo de portadores assintomdticos do pneumococo.

No presente estudo, o material foi incubado, apds a
coleta, em meio de transporte adequado (Amies com car-
vao), capaz de preserva-lo por 24 horas. No entanto, os
swabs eram transportados ao laboratdrio de microbiologia
em, no maximo, 4 horas, tempo este necessirio para o
transporte de Taubaté (cidade onde foi realizada a coleta)
a Sdo Paulo (onde est4 localizado o laboratorio).

Foi observada uma prevaléncia de colonizagdo de oro-
faringe, pelo S. pneumoniae, de 21%, considerada baixa, se
comparada aos dados de literatura médica nacional e inter-
nacional.

No Brasil, Ferreira et al.!? descreveram uma prevalén-
cia de colonizacdo nasofaringea por S. pneumoniae de
34,8% em criancas com rinofaringite aguda, na cidade de
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Sao Paulo (SP), entre junho de 1997 e maio de 1998. Os
resultados mostram uma prevaléncia mais alta que a encon-
trada no presente estudo. Tal fato pode ser explicado
parcialmente pela diferenga geogréfica, pois a prevaléncia
de colonizacao varia nas diversas regides, de acordo com
condig¢des climdticas e geograficas. Além disso, a coleta
ocorreu cerca de um ano antes da coleta referente a este
trabalho, e sabe-se que a colonizacdo também varia ao
longo do tempo. A variabilidade da prevaléncia de coloni-
zagdo quanto ao tempo e regido geografica foi bem estabe-
lecida por diversos autores 13 Além disso, o método utiliza-
do foi o da coleta de swab de orofaringe. Apesar de ainda
ser controverso, alguns estudos sugerem que haja maior
prevaléncia de coloniza¢do quando se estuda a nasofarin-
ge”10. E, ainda, foram incluidas apenas criancas com
rinofaringite aguda, o que pode ser considerado, por alguns

autores, um fator de risco para colonizagdo 4.

Rey etal.!, em estudo realizado em Fortaleza (CE), em
1998, determinaram a prevaléncia de colonizag@o de naso-
faringe em criangas sadias, admitidas em postos de vacina-
¢do, criancas de creches e criancas com pneumonia. No
grupo de criangas sadias recrutadas em postos de vacina-
¢do, a prevaléncia de colonizacdo de nasofaringe pelo
pneumococo foi de 49%, enquanto no grupo de criangas de
creches, a prevaléncia foi muito mais alta (72%). Como
ambos os grupos foram submetidos a coleta pela mesma
técnica, no mesmo periodo, ficou claro que a freqiiéncia a
creche € um fator de risco para coloniza¢do. No entanto,
mesmo considerando-se que o material foi obtido de naso-
faringe, os resultados do estudo de Rey et al. !> mostram que
aprevaléncia de coloniza¢do em Fortaleza ¢ muito mais alta
do que a encontrada em Taubaté, deixando clara a variacdo
da prevaléncia de colonizag¢do em diversas regides geogra-
ficas.

Em Salvador (BA), Ribeiro et al.!® relataram que a
prevaléncia de colonizag@o de nasofaringe por pneumoco-
co em criangas menores de 6 anos, provenientes de creches,
foi de 69,7%, também mais alta que a encontrada no
presente estudo.

A prevaléncia de colonizag¢do observada em Taubaté
também foi considerada baixa, se comparada aos dados de
outros paises que, no entanto, diferiram metodologicamen-
te entre si. Woolfson et al.}” demonstraram uma prevalén-
cia de colonizacdo de 71,9% em nasofaringe de criangas
africanas menores de 6 anos, com rinofaringite aguda.
Arnold et al.'8 encontraram 47% de portadores nos EUA,
com metodologia semelhante. Dagan et al.!9, em Israel,
encontraram elevada prevaléncia de colonizagdo (63%) em
criancas sadias. Boken et al.2 descreveram 59% em crian-
cas de dois a 24 meses, freqiientadoras de creches em
Omaha (EUA), em 1995, e 55% em populacdo semelhante
em Nebraska (EUA), no ano seguintezl.

Entre as 209 cepas isoladas, foi possivel realizar a
sorotipagem de 135 amostras de S. pneumoniae, pois algu-
mas cepas foram perdidas durante o processo de armazena-
mento e transporte. Houve, portanto, uma perda de 35% das
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amostras positivas para S. pneumoniae. Esta perda foi
significativa o suficiente para ser apontada como uma
limitag¢do do presente estudo, que pode ter apontado, para
cada sorotipo encontrado, uma freqii€éncia maior ou menor
que a realmente ocorrida na popula¢do. Da mesma forma,
sorotipos considerados de pouca expressividade no presen-
te estudo podem ter tido sua expressao minimizada, devido
ao grande percentual de perdas.

Dos 90 sorotipos conhecidos, foram encontrados 28.
Do total de cepas, 15 fazem parte da composi¢@o da vacina
polissacaridica 23-valente, e, levando-se em conta a imuni-
dade cruzada entre os sorotipos, 91,1% das cepas isoladas
podem ser consideradas imunopreviniveis com a utiliza¢ao
dessa vacina.

Os sete sorotipos mais prevalentes, em ordem decres-
cente de freqiiéncia, foram os seguintes: 19F, 6A, 6B, 18C,
23F, 9V e 14. Com excecdo do sorotipo 6A, todos os outros
seis sorotipos estdo incluidos na vacina heptavalente conju-
gada, disponivel atualmente. Como os sorotipos 6A e 6B
s@o geneticamente relacionados, havendo resposta imuno-
l6gica cruzada entre eles, pode-se dizer que os sete soroti-
pos mais prevalentes no presente estudo estdo incluidos na
vacina heptavalente conjugada. O sorotipo quatro foi o
unico sorotipo incluido na vacina que néo teve expressio
relevante no presente estudo. Dessa forma, considerando-
se a vacina conjugada heptavalente disponivel atualmente,
a cobertura vacinal, com relagdo aos sorotipos mais fre-
glientemente encontrados, pode ser estimada em 63%,
muito préximo aos 59,3% estimados por Brandileone et
al.22, em relacdo a cepas causadoras de doencga invasiva.

O sorotipo 19F foi o sorotipo mais freqiiente, encontra-
do em 14,8% das amostras. Este sorotipo é mais freqiiente-
mente encontrado em criancas?2. Este fendmeno acontece
porque a resposta imunoldgica aos diferentes antigenos
polissacaridicos capsulares varia de acordo com a idade?3.
O sorotipo 19F é também um dos sorotipos que mais
freqientemente apresentam resisténcia a penicilina, talvez
pelo fato de ser um dos mais prevalentes em criangas e,
conseqiientemente, um dos mais freqiientemente expostos
apressao seletiva pelo uso continuo ou repetitivo de antibi-
6ticos?4,

O sorotipo 6A foi o segundo mais freqiiente (11,1%),
seguido pelo sorotipo 6B (10,4%). Esses dois sorotipos sdo
capazes de induzir resposta imunolégica do tipo cruzada,
ou seja, criancas que desenvolvem imunidade contra o
sorotipo 6A também o fazem contra o sorotipo 6B. Isso
acontece porque ambos compartilham o mesmo antigenoa,
que significa o fator caracteristico de um tipo individual ou
comum aos tipos de um mesmo grupo. Somando-se os dois
sorotipos, sdo responsaveis por 21,5% dos sorotipos colo-
nizadores de orofaringe na populacio estudada. Esses soro-
tipos também sdo freqiientemente encontrados na popula-
cdo pedidtrica e resistentes a penicilina, a semelhanca do
sorotipo 19F22,

Os sorotipos 18C e 23F foram os terceiros mais preva-
lentes, isolados em 7,4% dos casos, cada um. Também
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fazem parte do grupo dos mais freqiientes em criangas e
com maior prevaléncia de resisténcia a penicilina, e a
infec¢ao pneumocdcica por esses agentes pode ser preveni-
da pela vacinacdo, pelo fato de estes sorotipos fazerem
parte da vacina conjugada atualmente disponivel?2.

O sorotipo 14 foi encontrado em 5,2% dos casos. Os
sorotipos 14 e 23F sdo os sorotipos que mais freqiientemen-
te apresentam resisténcia a mais de um antibidtico (cepas
multirresistentes)?2.

Curiosamente, os sorotipos 1 e 5, altamente prevalentes
em isolados de fluidos corpéreos de pacientes com doenga
invasiva pneumocdcica, no Brasil e em outros paises da
América do Sul?2-25-2%_n3o foram encontrados de maneira
expressiva em nosso estudo. Tal fato pode ser explicado
pelas diferencas regionais e temporais com relagdo aos
diferentes sorotipos, bem como pelo fato de algumas cepas
causadoras de doencainvasiva (por exemplo, as de sorotipo
1 e 5) serem pouco expressivas em termos de colonizacao.

Conclusdes
Para a populagdo estudada, podemos concluir que:

— aprevaléncia da colonizagdo orofaringea pelo Strepto-
coccus pneumoniae em criangas entre 8 e 71 meses, que
freqlientam creches municipais de Taubaté, foide 21,1%;

— o0s 7 sorotipos mais prevalentes foram: 19F, 6A/6B,
18C,23F,9V, 14 e 10A, que correspondem a 67,4% das
cepas;

— estima-se uma concordancia de 63% entre 0s sorotipos
colonizadores de orofaringe e os sorotipos presentes na
vacina penumocdécica heptavalente conjugada atual-
mente em uso.
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