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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil dos sorotipos e a resisténcia a antimicrobianos de
cepas de pneumococo obtidas a partir de espécimes clinicos de individuos admitidos com
diagnodstico de meningite no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU). Cepas invasivas de pneumococo isoladas no Laboratério de Analises Clinicas do
HC-UFU a partir de amostras de pacientes internados foram identificadas e enviadas ao
Instituto Adolfo Lutz (IAL), em Sdo Paulo, SP, para confirmag¢do da identificacdo,
sorotipagem ¢ determinagdo da sensibilidade aos antimicrobianos. De abril de 1999 a abril de
2009, dentre 338 cepas recuperadas, 72 obtidas de pacientes com meningite foram avaliadas.
Quarenta e seis (63,9%) eram de pacientes do sexo masculino e a idade variou de um més a
82,2 anos, com média de 18,4 + 22,9 anos, mediana de 5,2 anos. As fontes de recuperagdo
foram liquor [66 amostras (91,7%)] e sangue [seis (8,3%)]. Foram identificados 24 diferentes
sorotipos de pneumococo e os mais comuns foram o 14, 19F, 3, 7F, 6A, 6B, 10A, 18C, 23F, 5
e 34, conferindo cifra de cobertura pela vacina conjugada 7-valente de 79,8% e pela 10-
valente de 91,3% entre as criangas com idade até cinco anos. De 20 (27,8%) cepas oxacilina-
resistentes, 17 (23,6%) confirmaram a resisténcia a penicilina e nove (12,5%) a ceftriaxona,

tendo ambas predominado em criangas até 24 meses e no periodo de 2005 a 2009.

Palavras-chave:  Streptococcus  pneumoniae.  Meningite.  Sorotipagem.  Vacinas

pneumococicas. Farmacorresisténcia bacteriana.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the profile of serotypes and antimicrobial resistance of
pneumococcal strains obtained from clinical specimens of patients admitted with a diagnosis
of meningitis at the Hospital Clinics, Federal University of Uberlandia (HC-UFU). Invasive
pneumococcal strains isolated in the Clinical Laboratory of HC-UFU samples from inpatients
were identified and sent to Instituto Adolfo Lutz (IAL) in Sao Paulo, SP, to confirm the
identification, serotyping and determination of antimicrobial susceptibility. From April 1999
to April 2009, among 338 strains recovered, 72 obtained from patients with meningitis were
evaluated. Forty six (63.9%) patients were male and the age ranged from one month to 82.2
years old, mean of 18.4 * 22.9 years, median of 5.2 years. Strains were isolated from
cerebrospinal fluid [66 occasions (91.7%)] and blood [6 occasions (8.3%)]. There were 24
different serotypes of pneumococcus and the most commonly identified were 14, 19F, 3, 7F,
6A, 6B, 10A, 18C, 23F, 5 and 34 giving a figure of coverage by the 7-valent conjugate
vaccine of 79.8% and the 10-valent of 91.3 among children aged up to five years. Amongst
20 [27.8%] oxacillin-resistant strains, 17 [23.6%] confirmed resistant to penicillin and nine
[12,5%] resistant to ceftriaxone, both being more common in children until 24 months and

during the period of 2005 to 2009.

Key words: Streptococcus pneumoniae. Meningitis. Serotyping. Pneumococcal vaccines.

Pharmaco bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1 A infec¢cdo pneumocécica

O Streptococcus pneumoniae ¢ um dos agentes mais frequentes de pneumonia,
meningite, otite média aguda e sinusite em criangas (AAP, 2009; JACKSON; NEUZIL,
2008). E responsavel por elevadas taxas de morbi-mortalidade em criangas abaixo de cinco
anos e adultos acima de 65 anos, particularmente nos paises em desenvolvimento (BLACK et
al., 2008; JACKSON; NEUZIL, 2008; OPAS, 2009b). A Organizagdo Mundial de Saude
estima que entre 800 mil a 1 milhdo de criancas morrem todo ano vitimas de doenga
pneumococica invasiva, e que acima de 90% delas ocorrem em paises em desenvolvimento
(OPAS, 2009b; WHO, 2007).

O pneumococo integra a microbiota da nasofaringe humana e ¢ transmitido de pessoa a
pessoa através de secregdes respiratorias, veiculado por aerossois (AAP, 2009; FEDSON;
MUSHER; ESKOLA, 1999; JACKSON; NEUZIL, 2008; OPAS, 2009b). A bactéria ¢
altamente sensivel ao ressecamento e, para que a transmissao ocorra, ¢ necessario o contato
direto entre hospedeiros (WHO, 2007). Por essa caracteristica a transmissdo do pneumococo
ocorre com maior frequéncia entre individuos confinados, em ambientes lotados (familiares
no domicilio, criangas na escola, recrutas, prisioneiros, asilados). A infec¢do respiratoria viral,
recente ou atual, constitui fator de risco para aquisicdo da bactéria e adoecimento (FEDSON;
MUSHER; ESKOLA, 1999; JACKSON; NEUZIL, 2008; TUOMANEN; AUSTRIAN;
MASURE, 1995; TSOLIA et al., 2004).

Em paises em desenvolvimento cifras de colonizagdo acima de 50% sdo encontradas em
criangas antes de completarem seis meses de idade, ao passo que, em paises desenvolvidos, as
taxas sdo, em geral, inferiores ¢ a colonizagdo tende a ocorrer mais tarde (OKEKE et al.,
2005a; OPAS, 2009b). No Brasil, ha registros de taxas de portadores que variam de 21,1% em
Sao Paulo (LUCAREVSCHI et al., 2003) a 49% em Fortaleza (REY et al., 2001).

A doenga pneumococica ¢ causada tanto pela propagacdo contigua a partir da mucosa
nasofaringea aos seios da face ou orelha média ou ao trato respiratério inferior por aspiragdo,
quanto pela invasdo da corrente sanguinea ou linfatica, com ou sem acometimento de focos
secundarios (GILLESPIE, 1989; TUOMANEN; AUSTRIAN; MASURE, 1995; WATSON;
MUSHER; VERHOE; 1995). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da

doenga pneumococica sdo a idade (criangas até dois anos e adultos acima de 65 anos) ¢ a
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existéncia de doengas cronicas de base (FEDSON; MUSHER; ESKOLA, 1999; GILLESPIE,
1989; JACKSON; NEUZIL, 2008; OPAS, 2009b; WATSON, MUSHER, VERHOE, 1995).
As principais doengas predisponentes para a infeccdo pneumocdcica estdo relacionadas com
alteracdes imunoldgicas, tais como a esplenectomia funcional ou anatdémica, a hipo ou
agamaglobulinemia, a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), as
deficiéncias do complemento, as neoplasias malignas, a sindrome nefrotica e a cirrose
hepatica; doencas metabolicas tais como o diabete melito, e doengas cronicas debilitantes tais
como a Doeng¢a Pulmonar Obstrutiva Cronica, doencas cardio-circulatorias cronicas e doencas
neuroldgicas degenerativas (FEDSON; MUSHER; ESKOLA, 1999; JACKSON; NEUZIL,
2008; OPAS, 2009b). A susceptibilidade genética a doenga pneumocdcica ¢ exemplificada
pelas elevadas taxas de ocorréncia de formas invasivas nas populagdes indigenas da Australia
¢ Nova Zelandia e entre negros, indios americanos ¢ nativos do Alaska, em relacdo a
populacdo geral (OPAS, 2009b; WHO, 2008). Para criancas, o desmame precoce, antes dos
seis meses de idade constitui risco adicional de adoecimento (O’DEMPSEY et al., 1996;
OPAS, 2009b).

A meningite ¢ uma das manifestagdes menos comuns de doenca pneumococica e € a
que apresenta as mais elevadas taxas de morbidade [sequelas neuroldgicas tardias em cerca de
40% (SAHA et al., 2009) até 58% (GOETGHEBUER et al., 2000)] e de letalidade [até 50%
(GOETGHEBUER et al., 2000)] em paises em desenvolvimento. Nos EUA, antes do advento
da vacina conjugada contra o Haemophilus influenzae b (Hib), cerca de 95% das meningites
em criancas abaixo de dois anos era causada pelas bactérias Hib, meningococo e pneumococo
(WHITNEY et al., 2003). Atualmente, apds a inclusdo de vacinas conjugadas contra o Hib e o
pneumococo em esquemas universais houve uma diminuicdo expressiva da taxa de ocorréncia
de doengas invasivas por esses agentes (CDC, 2008) e o pneumococo passou a ser a causa
mais comum de meningite bacteriana nos EUA (HSU et al., 2009). Em estudo de vigilancia
laboratorial e populacional ativa nos EUA, ao comparar o periodo de 1998-9 (pré-vacinal)
com o de 2004-5 (pos-vacinal), houve uma diminui¢do na incidéncia de meningite
pneumocoécica de 54% (entre pacientes com idade igual ou superior a 65 anos) a 64% (nas
criangas menores de dois anos) (HSU et al., 2009). No Brasil, o pneumococo ¢ o segundo
agente causador de meningite bacteriana e, no periodo de 2001 a 2006 apresentou um
coeficiente médio de letalidade de 30%, bem superior ao do meningococo (17,6%) e do Hib
(19,8%) (BRASIL, 2010).

A meningite ¢ uma inflamagdo das membranas que recobrem o cérebro e a medula

espinal, sitios anatomicos circundados pelo espago subaracnoideo, por onde circula o liquido
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cefalorraquidiano (liquor, LCR). Caracteriza-se clinicamente por um quadro febril associado
as manifestagdes meningeas (AAP, 2009; OPAS, 2009b). Em criangas menores de um ano, as
manifestacdes podem ser inespecificas, com recusa alimentar, vomitos, irritabilidade, letargia,
convulsdes e abaulamento de fontanela, em associacdes diversas. Nas criangas maiores €
adultos, além das manifestagdes inespecificas, tais como febre, cefaléia e fotofobia, hd com
maior frequéncia os sinais de irritagdo meningea (OPAS, 2009b). Como nao héa especificidade
clinica, o diagnostico etiologico somente pode ser estabelecido por meio de exames de
laboratorio. O diagndstico definitivo de meningite requer o exame do LCR, e o da etiologia
bacteriana, a cultura do LCR ou do sangue (OPAS, 2009b; TUNKEL et al., 2004).

A evolugdo clinica da infecgdo pneumococica ¢ influenciada por diversos fatores,
entre eles a adequacdo do tratamento instituido. O tratamento para as infecgOes
pneumococicas ¢ baseado na antibioticoterapia inicial que em geral ¢ empirica quanto a
etiologia e a sensibilidade in vitro aos antimicrobianos. Diante do isolamento da bactéria em
cultura e do antibiograma, a antibioticoterapia pode ser entdo, devidamente ajustada. A
penicilina € a droga de escolha para muitas doengas pneumococicas (AAP, 2009; JACKSON;
NEUZIL, 2008); entretanto, com a descricdo crescente de cepas resistentes a penicilina, a
partir da década de 80, esquemas alternativos tém sido propostos (APPELBAUM, 2002;
HEFFELFINGER et al., 2000; OKEKE et al., 2005a; WHO 2001).

O pneumococo tem adquirido resisténcia a diferentes classes de antibidticos, incluindo
penicilina, macrolideos, fluoroquinolonas e  sulfametoxazol-trimetoprim  (SXT)
(APPELBAUM, 2002; OKEKE et al., 2005a; WHO, 2001). A propaga¢do mundial da
resisténcia antimicrobiana do pneumococo estd relacionada com a propagacdo de alguns
poucos sorotipos altamente resistentes, tais como o 6B, 14, 19F e 23F (APPELBAUM, 2002;
WHO, 2001).

Nos EUA, na era pré-vacinal, a prevaléncia de cepas invasivas de pneumococos com
resisténcia plena a penicilina oscilava entre 25% a 50% e com resisténcia intermediaria, entre
11% a 28%. (APPELBAUM, 2002). Na América Latina a resisténcia a penicilina de cepas
invasivas obtidas num sistema de vigilancia laboratorial de base hospitalar, durante o periodo
de 2000 a 2005 (Projeto SIREVA 1I), é relatada em valores de 15,7% de resisténcia plena e
22,1% de resisténcia intermediaria (AGUDELO et al., 2009) e, no Brasil, em valores 13,7% e
19,4%, respectivamente (OPAS, 2007); para o SXT, os macrolideos e o cloranfenicol as taxas
de resisténcia sdo de 56,4%, 15,4% e 4,6% na América Latina e 71,9%, 6,1% ¢ 0,6% no

Brasil, respectivamente.
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Os antibidticos B-lactdmicos inibem a sintese da parede celular por meio da jungdo com
as proteinas ligadoras de penicilina (PLPs) que sdo responsaveis pela manutengdo da parede
celular da bactéria (APPELBAUM, 2002; WHO, 2001). A resisténcia do pneumococo a
penicilina decorre da produg@o de PLPs alteradas por parte da bactéria. As PLPs denominadas
majors sao a la, 1b, 2a, 2b, 2x e 3, cada uma delas codificada por um determinante genético
distinto (TOMASZ, 1997). Alteracdes sdo mais comuns no grupo PLP1 e PLP2,
principalmente em PLP 2b, resultando numa diminui¢do da afinidade pelos B-lactamicos e,
assim, diminuindo a sensibilidade ao antibidtico (APPELBAUM, 2002; TOMASZ, 1997).
Como o processo de diminui¢do da sensibilidade envolve alteragdes cumulativas nas PLPs, ha
diferentes graus de resisténcia entre os pneumococos, expressa in Vitro, pela elevagdo do
CIM; e como nem todos os B-lactimicos apresentam a mesma afinidade pelas PLPs, as
alteracdes nas diferentes enzimas acarretam diferentes padrdes de sensibilidade a esses
antibioticos (TOMASZ, 1997). O desenvolvimento de alta resisténcia aos p-lactamicos,
aparentemente, depende de alteragdes especificas nas PLPs 2x, 2b e la (SORIANO et al.,
2008).

A sintese de toda PLP no pneumococo ¢ mediada cromossomicamente (TOMASZ,
1997). As alteragdes nas PLPs resultam, provavelmente, de muta¢des sucessivas no codigo
genético ou de substituicdo de segmentos do cromossomo, por fragmentos provenientes de
outras espécies de estreptococos, ocorrendo em trés etapas: aquisicdo do traco genético de
resisténcia, transferéncia dos genes entre diferentes cepas (transferéncia horizontal) e
expansdo clonal de determinadas cepas resistentes (transferéncia vertical dos genes)
(MAIDEN, 1998; TOMASZ, 1997). Acredita-se que as alteragdes cromossdmicas, uma vez
estabelecidas, sejam estaveis e possam ser mantidas mesmo apos a retirada da pressdo seletiva
do B lactdmico (MAIDEN, 1998; TOMASZ, 1997). Contudo, existe documentacdo da
reversdo do processo, por meio da restricdo do consumo de B lactdmicos na comunidade
(WHO, 2001).

As cepas de pneumococo resistente as cefalosporinas sdo simultaneamente resistentes a
penicilina, pois as alteragdes caracteristicas da resisténcia as cefalosporinas determinam
diminuigdo da sensibilidade a penicilina (APPELBAUM, 2002; BRADLEY; SCHELD, 1997;
MAIDEN, 1998; TOMASZ, 1997; WHO, 2001). A resisténcia do pneumococo as
cefalosporinas manifesta-se de modo gradativo, em decorréncia de alteracdes cromossdmicas
sucessivas, a semelhanca do que ocorre com a penicilina (MAIDEN, 1998; TOMASZ, 1997).

Como os genes que codificam a resisténcia as cefalosporinas estdo situados em locus
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cromossdmicos proximos, ha uma chance maior de serem transportados conjuntamente (no
processo de transformagdo genética), o que pode resultar em uma disseminagdo
epidemiologicamente mais rapida das cepas cefalosporino-resistentes em relacdo as
penicilino-resistentes (MAIDEN, 1998; TOMASZ, 1997). Entretanto, ja foram descritas
cepas mais intensamente resistentes a ceftriaxona do que a penicilina, nas quais sdo detectadas
discretas alteracdes na PLP (KLUGMAN, 1996). Os pneumococos com resisténcia as
cefalosporinas apresentam alteragdes nas PLPs 1a e 2x (APPELBAUM, 2002; KLUGMAN,
1996).

Cepas isoladas de pneumococos resistentes a penicilina sdo mais comumente resistentes
a outras classes de antibidticos, principalmente, ao SXT (APPELBAUM, 2002; KAPLAN,
2004). Quanto maior a CIM da penicilina G, maior serd a probabilidade de a cepa ser
resistente aos macrolideos (APPELBAUM, 2002).

A resisténcia aos macrolideos pode ocorrer por um de dois diferentes mecanismos. O
mecanismo de bomba de efluxo, conhecido como fenétipo M, que remove efetivamente os
antibioticos macrolideos das células por meio de um bombeamento ATP-dependente. Essa
forma de resisténcia ¢ codificada pelo gene mefMA e ¢é associado com as CIMs de
eritromicina em torno de 1-32 pg/mL. As cepas isoladas com fendtipo M geralmente sdo
sensiveis a clindamicina. (APPELBAUM, 2002; KAPLAN, 2004). O segundo mecanismo,
menos comum, denominado MLSg (macrolideo-lincosamina-estreptogramina B) é codificado
pelo gene ermM que expressa uma enzima ribossomica que bloqueia a ligacdo dos
macrolideos, clindamicina e estreptogramina ao ribossomo 23S da bactéria. Essas cepas
manifestam resisténcia de alto nivel a eritromicina (CIM acima de 64 pg/mL) e resisténcia
simultanea a clindamicina e a estreptogramina B (APPELBAUM, 2002; KAPLAN, 2004).
Recentemente, diferentes mecanismos de resisténcia aos macrolideos tém sido descritos
(APPELBAUM, 2002).

A resisténcia ao SXT ¢ atribuida a alteracdo da afinidade da enzima ligadora da droga
codificada por mutacdo genética (APPELBAUM, 2002).

As quinolonas atuam nas bactérias sensiveis ligando as enzimas gyrase e topoisomerase
IV, inibindo, assim, a replicagdo do DNA e causando a morte bacteriana. A DNA gyrase ¢
necessaria para a replicagdo do DNA e a topoisomerase IV ¢ essencial para a separacdo de
DNA cromossomico replicado, o que lhe permite ser embalado dentro da célula. Para o
pneumococo a topoisomerase IV consiste no principal alvo das quinolonas (APPELBAUM,
2002) e a resisténcia as fluoroquinolonas esta relacionada com a ocorréncia de mutacdes nos

genes determinantes da topoisomerase IV (parC) e DNA girase A (gyrA). As cepas com alta
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resisténcia a toda classe das fluoroquinolonas apresentam, em geral, as duas mutacdes
simultaneamente (KAPLAN, 2004). Um mecanismo de efluxo ativo também pode estar
envolvido na resisténcia as quinolonas, geralmente resultando em menor nivel de resisténcia.
A levofloxacina, gatifloxacina e moxifloxacina apresentam os melhores desempenhos in vitro,
com menores CIMs, para o pneumococo (APPELBAUM, 2002).

A resisténcia do pneumococo a tetraciclina decorre da acdo no gene tetM, transmitido,
em geral, no transposon TN1545, que contém os genes para resisténcia a tetraciclina e ao
cloranfenicol. O gene tetM codifica uma proteina que protege contra a inibigdo da sintese
protéica ribossdmica induzida pelo antibiotico (APPELBAUM, 2002).

Os pneumococos resistentes a trés ou mais classes distintas de antibidticos sdo
considerados multirresistentes. Descritos inicialmente na Africa do Sul, hoje sdo relatados em
todo o mundo (APPELBAUM, 2002). Na América Latina ¢ relatada taxa de 9,5%, com
valores extremos de 0,7% em Cuba a 48,5% no México; no Brasil a taxa ¢ de 1,3% e o padrdo
mais frequente consiste da resisténcia simultdnea de penicilina, SXT e eritromicina
(AGUDELO et al., 2009).

Cepas de pneumococo resistente a penicilina, colonizando ou infectando hospedeiros,
sdo isoladas com mais frequéncia de criangas jovens do que de criangas maiores e adultos.
Sorotipos que comumente sdo isolados de criangas colonizadas ou doentes sdo também, os
que mais comumente expressam resisténcia a penicilina: 6A/B, 14, 19F e 23F
(BRANDILEONE et al., 2006; DIFABIO et al., 2001; HAUSDORFF; FEIKIN; KLUGMAN,
2005; KALIN, 1998; KAPLAN, 2004).

Para a implantacdo de medidas e politicas publicas de combate a resisténcia do
pneumococo aos antimicrobianos ¢ fundamental conhecer os fatores de risco para o
aparecimento ¢ manuten¢do do fenomeno. De acordo com Okeke e colaboradores (2005b) os
fatores de risco para resisténcia, em especial nos paises em desenvolvimento sdo:

a) abuso de antimicrobianos em humanos; animais e em plantas;

b) uso de antimicrobianos de ma qualidade;

¢) controle inadequado de infec¢do em institui¢des de saude;

d) higiene, saneamento e satde publica precarios;

e) falta de fiscaliza¢do no uso de antimicrobianos;

e) ma adesdo do paciente a terapia antimicrobiana.

Para o combate da doenga pneumococica, além da utilizacdo de estratégias para o
controle de fatores de risco para colonizag@o e adoecimento, o estabelecimento do diagndstico

precoce ¢ o inicio de tratamento eficaz de doentes, hd a imunoprofilaxia. A prevengdo de
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doenca invasiva baseia-se, fundamentalmente, na imunizacao ativa (AAP, 2009; JACKSON;
BLACK et al., 2008; NEUZIL, 2008). De acordo com o antigeno polissacaridico capsular,
sdo descritos até o momento 91 diferentes sorotipos (HENRICHSEN, 1979; PARK et al.,
2007) contidos em 46 sorogrupos de pneumococos (HAUSDORFF; FEIKIN; KLUGMAN,
2005). Como os anticorpos contra os antigenos polissacarideos capsulares induzidos pela
vacinagdo conferem protecdo sorotipo-especifica contra infecgdes pneumococicas, o objetivo
consiste na inclusdo do maior nimero possivel dos sorotipos dentre aqueles associados mais
frequentemente com doengas pneumocodcicas mais graves (MULHOLAND, 1999; WHO,
2007).

Os primeiros ensaios clinicos com uma vacina pneumocoécica polissacaridica foram
realizados na década de 1940. Finalmente, foi licenciada nos anos setenta uma vacina
polissacaridica 14-valente e, na década seguinte, uma 23-valente. A vacina pneumococica 23-
valente, licenciada nos EUA em 1983 (Pneumovax 23®, MS&D) contém 25 pg de cada
polissacarideo capsular dos sorotipos 1,2, 3,4, 5, 6B, 7F, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, e 33F (AAP, 2009; FEDSON; JACKSON; NEUZIL, 2008;
MUSHER; ESKOLA, 1999; WHO, 2007). Induz anticorpos que aumentam a opsonizacao, a
fagocitose e a destruicdo dos pneumococos, mas nao ¢ eficaz em criangas menores de dois
anos de idade, pois a resposta a antigenos polissacaridicos ¢ T-independente, de curta duracao
¢ nao induz memoria imunologica (JANEWAY et al., 1999; JACKSON; NEUZIL, 2008). E
indicada essencialmente para uso em criangas mais velhas e em adultos que estejam em alto
risco para doenga pneumocdcica. Nao € licenciado para uso em criangas com idade inferior a
dois anos (WHO, 2007). As indicac¢des da vacina, além da presenca de fatores de risco para
adoecimento e morte pelo pneumococo, incluem pessoas com 65 anos ou mais, cujo estado
vacinal ¢ desconhecido, ou que tenham sido vacinadas com menos de 65 anos de idade, ou
quando ja se tenham passado, no minimo cinco anos da primovacinacdo (AAP, 2009;
BRASIL, 2006; FEDSON; MUSHER; ESKOLA, 1999; JACKSON; NEUZIL, 2008). O
potencial de cobertura dos sorotipos mais frequentemente isolados, no Brasil, ¢ de 86,2%
(BRASIL, 2006).

A primeira vacina pneumococica preparada com antigenos polissacaridicos conjugados
a proteina foi licenciada nos EUA, no ano 2000 (Pnc-7. Prevenar®, Wyeth). Cada dose de 0,5
mL da Pnc-7 contém 2 pg dos polissacarideos capsulares dos sorotipos 4, 9V, 14, 19F e 23F,
2 pg do oligossacarideo do sorotipo 18C e 4 ng de polissacarideo sorotipo 6B. Cada um
desses sorotipos ¢ conjugado separadamente com uma proteina diftérica (CRM197) produzida

por uma cepa mutante do Corynebacterium diphteriae ¢ adsorvidos em fosfato de aluminio
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para aumentar a resposta imunitaria (BLACK et al., 2008; ESKOLA; ANTTILA, 1999;
WHO, 2007). A imunogenicidade do conjugado depende, entre outros aspectos, da natureza
quimica e antigénica da proteina carreadora (BLACK et al., 2008). E altamente imunogénica
em todos os grupos etarios, mas esta atualmente licenciada para utilizagdo apenas em criangas
com idade inferior a cinco anos (AAP, 2009; BLACK et al., 2008; WHO, 2007). A principal
indicacdo da vacina consiste na idade até dois anos (esquema de vacinacdo universal) e na
presenga de fatores de risco para adoecimento e morte pelo pneumococo (WHO, 2007). A
Pnc-7 induz a resposta imune pela célula-T dependente caracterizada pelo estabelecimento de
memoria imunologica. Também estimula a imunidade da mucosa, resultando em reducdo do
estado de portador em nasofaringe e, provavelmente, em redu¢do da transmissdo do
pneumococo na comunidade (BLACK et al., 2008; WHO, 2007; WHO, 2008).

A cobertura vacinal varia em diferentes populacdes, sendo de 65%-80% dos sorotipos
associados a doenca pneumocdécica invasiva entre criancas em paises industrializados
ocidentais e, de valores mais baixos em muitos paises em desenvolvimento (WHO, 2007;
WHO, 2008). No Brasil, o potencial de cobertura tem sido relatado de 58,6% entre as criangas
de sete meses a cinco anos com diagnostico de meningite, a 70% entre as criancas de sete
meses a dois anos com pneumonia (BRANDILEONE et al., 2003). Atualmente ¢ licenciada
em mais de 90 paises para emprego em criangas a partir de dois meses de idade, indicada para
prevencdo de doenga pneumococica invasiva (DPI) e otite média aguda (OMA) (WHO,
2008). Apresenta eficacia comprovada na prevengdo de DPI e OMA, causadas por sorotipos
representados na vacina, de 97,4% e 57%, respectivamente (BLACK et al., 2008). Licenciada
no Brasil em 2003 ¢ disponivel na rede privada e nos Centros de Referéncia para
Imunobiologicos Especiais (CRIES) do Ministério da Satide (BRASIL, 2006).

Na maioria, mas ndo em todos os paises, sdo administradas trés doses da vacina no
primeiro ano de vida. Uma dose de refor¢co administrada apos doze meses de idade pode
melhorar a resposta imune e pode afetar especialmente a colonizacdo nasofaringea de
pneumococos. Alguns paises industrializados adotaram um calendario baseado na aplicagdo
de duas doses infancia (por exemplo, dois meses e quatro meses) e uma terceira dose de doze
a treze meses. (WHO, 2007). A OMS considera como prioridade a inclusdo desta vacina nos
programas nacionais de imunizacdo, principalmente em paises onde mortalidade entre
criangas menores de cinco anos ¢ maior que 50 para cada 1000 nascidos vivos ou onde mais
de 50 000 criangas morrem anualmente. Os paises com alta prevaléncia de infec¢ao pelo HIV
ou com prevaléncia de outras condi¢des que aumentam o risco de doenca pneumococica,

como doenca falciforme, também devem priorizar a introdu¢do da Pnc-7 no programa de
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imunizagao (WHO, 2007). A Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP, 2009) e a Sociedade
Brasileira de Imunizag¢des (SBI, 2008) recomendam a vacinagao em todas as criangas até
cinco anos de idade.

A introducao da vacina Pnc7 reduziu as taxas de incidéncia de infecgdes pneumocdcicas
(APPELBAUM, 2002; WHO, 2008). Os resultados da vigilancia, analisados apds dois anos
da introdugdo da vacina em escala nacional nos EUA, evidenciaram queda de 75% na taxa de
ocorréncia da doenca pneumococica invasiva, em criangas com idade até cinco anos. O
declinio na incidéncia entre as pessoas com idade acima de cinco anos, ndo vacinadas, decorre
provavelmente da diminui¢ao da transmissdo da bactéria a partir das criangas mais jovens, um
fendmeno conhecido como “imunidade indireta" ou "imunidade de rebanho". Em varios
paises, houve reducdo da infeccdo por cepas resistentes aos antimicrobianos (BRICKS;
BEREZIN, 2006; WHO, 2007). Estudos de vigilancia tém detectado um aumento na
incidéncia de doenga pneumocdcica causada pelos sorotipos ndo incluidos nas vacinas apos
utilizacdo generalizada das vacinas; entretanto, ainda € assunto controverso se de fato ocorre o
fendomeno de substituicdo dos sorotipos, em populagdes amplamente vacinadas (BRICKS;
BEREZIN, 2006).

Duas outras vacinas conjugadas foram recentemente licenciadas em diversos paises, a
13-valente produzida com o mesmo carreador protéico segundo o mesmo processo de
conjugacdo, que em relacdo a 7-valente, acrescenta o antigeno polissacaridico capsular dos
sorotipos 1, 3, 5, 6A, 7F ¢ 19A (BLACK et al., 2008; CDC, 2008) ¢ a 10-valente que utiliza
diferentes carreadores protéicos e que, em relagdo a 7-valente, acrescenta os sorotipos 1, 5 e
7F (DAGAN; FRASH, 2009).

A vacina 10-valente (Synflorix®. GlaxoSmithKline Biologics AS) ¢ constituida de trés
diferentes carreadores: proteina D (que liga individualmente o polissacarideo capsular dos
sorotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14 ¢ 23F), o toxdide tetdnico (que liga o sorotipo 18C) e o
toxodide diftérico (liga o sorotipo 19F) (BLACK et al., 2008; DAGAN; FRASH, 2009; WHO,
2008). Devido a inclusdo da proteina D, uma proteina de superficie originalmente produzida
pelo Haemophilus influenzae nio tipavel, ha expectativa de prote¢do contra a infecgdo por
esta bactéria (DAGA; FRASH, 2009). Autorizada pela European Medicines Agency (EMEA),
¢ licenciada em mais de 40 paises, entre eles o Brasil (licenca em junho de 2009 pela Agéncia
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA) do Ministério da Satide (MS) e incluida, no Calendario do
Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) para vacinacdo universal em criancas até dois anos

de idade, a partir de 2010.
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A vacina 13-valente (Prevenarl3®. Pfizer/Wyeth Pharmaceuticals, Inc) contém a
proteina carreadora CRMj9; e apresenta imunogenicidade semelhante a 7-valente
(JACKSON; NEUZIL, 2008). Licenciada no Chile, México ¢ Ilhas Mauricio, a Prevenar13®
recentemente recebeu a autorizacdo da EMEA.

As doengas ou condi¢des que constituem indicacdo para a vacinagdo pneumococica sdo:
diabete melito, anemia falciforme, asplenia anatomica ou funcional, sindrome nefrotica ou
insuficiéncia renal cronica, fistula liquorica, fibrose cistica, doengas cardiovasculares,
pulmonares e hepaticas, alcoolismo, doengas neurologicas cronicas incapacitantes, implante
de coclea, trissomias, hematopatias cronicas, doencas de deposito, prematuros menores de um
ano submetidos a ventilagdo mecanica, imunodeficiéncias congénitas, cancer, transplante de
orgios ou medula Ossea, tratamento citorredutor, infeccdo pelo HIV (AAP, 2009; BRASIL,
2006). Nos casos de esplenectomia eletiva, a vacina deve ser administrada, pelo menos, duas
semanas antes da cirurgia e esse intervalo ¢ também recomendado entre a vacinagao e o inicio
de um tratamento com drogas imunossupressoras. Pacientes sob quimioterapia ou radioterapia
devem receber a vacina quinze dias antes do inicio do tratamento ou devem aguardar o prazo
minimo de trés meses apos a interrup¢do do tratamento imunossupressor, para receber a
vacina (BRASIL, 2006).

No Brasil, o Ministério da Saude, no ano de 1993, iniciou a implantacdo dos CRIES
destinados ao atendimento de individuos portadores de quadros clinicos especiais. Entre
outros produtos, as vacinas pneumocdcicas sdo disponibilizadas gratuitamente aos pacientes
que se enquadram nos critérios estabelecidos (BRASIL, 2006).

Como medida de combate a doenca pneumocdcica, ¢ importante também estabelecer
estratégias de controle do aumento e disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos. Com
este objetivo Okeke e colaboradores (2005b) propdem, entre outras medidas:

a) para a populacdo: educag@o para promover a utilizacdo adequada de antimicrobianos e
desencorajamento da automedicagdo, educagdo sobre higiene e transmissdo da doenga,
estimulo ao aleitamento materno exclusivo em lactentes jovens;

b) para os profissionais de satde: regulamentacdo profissional para o uso de
antimicrobianos, decisdo médica com apoio de ferramentas clinicas (protocolos e
orientacdes), educacdo continuada dos profissionais médicos sobre a resisténcia e
acesso a informagdes recentes sobre a droga;

¢) para instituicdes de saude (ensino e assisténcia): introdug¢do dos modulos de Farmacia

Clinica integrada com o corpo clinico assistencial, em unidades hospitalares;
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instituicdo de comissdes de controle de infecgdo que supervisionem o uso dos

antimicrobianos e realize vigilancia para o consumo de antimicrobianos;

d) para institui¢cdes governamentais: adogdo de estratégias e regulamentacdo nacionais do
uso de medicamentos, da padronizacdo do tratamento de doengas infecciosas, do
registro de todas as drogas e estabelecimentos ¢ a dispensac¢do de antimicrobianos por
prescrigdo e so por estabelecimentos licenciados;

e) para a industria farmacéutica: mais incentivos a investigagdo e desenvolvimento de
antimicrobianos, produgdo dos antimicrobianos de acordo com boas praticas de normas
de fabricacdo com acompanhamento, supervisdo e garantia de qualidade de agentes
antimicrobianos; producdo de vacinas eficazes e eficientes.

Como o padrio de resisténcia aos antibioticos e a prevaléncia de sorotipos de
pneumococo varia em diferentes populagcdes, em diferentes regides geograficas e,
provavelmente, ao longo do tempo, ¢ importante o estabelecimento do perfil dos sorotipos
mais prevalentes numa determinada comunidade e o conhecimento das taxas de resisténcia,
para fundamentar a escolha da melhor cobertura vacinal e do melhor tratamento empirico

inicial.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o perfil dos sorotipos e a resisténcia a penicilina e a ceftriaxona, das cepas
de pneumococo obtidas a partir de espécimes clinicos de individuos admitidos com

diagnoéstico de meningite no HC-UFU.
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3. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

Este ¢ um estudo de vigilancia laboratorial, de série de casos, cujos dados laboratoriais
de sorotipagem e sensibilidade in vitro aos antimicrobianos de cepas invasivas de
pneumococo foram obtidos de pacientes internados no HC-UFU com diagnostico de
meningite. O caso indice consiste de cepa de pneumococo, isolada no Laboratorio de Analises
Clinicas do HC-UFU, a partir de espécimes clinicos de paciente internado com doenga
invasiva. Foram colhidos dados da ficha individual do paciente como: dados de identificacao
(nome, data de nascimento, idade, sexo, endereco, data de admissdo ¢ alta, duragdo de
internacdo) e clinicos, como historia, diagnostico nosologico, tratamento antimicrobiano,
evolucdo para sobrevida ou morte e fonte de recuperacdo da bactéria (ANEXO B). As fichas
sdo preenchidas em tempo real, sempre que ha identificacdo laboratorial de uma cepa de
pneumococo. O diagnostico clinico, a indicagdo e realizagdo da coleta dos espécimes clinicos
e o tratamento estiveram a cargo exclusivamente dos médicos responsaveis pelos pacientes,
ndo tendo nenhuma interferéncia da pesquisa. O trabalho obteve aprovacdo do Comité de
Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU, protocolo 210/08.
ANEXO A). Foi aplicado o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICES A ¢ B)
para os participantes da pesquisa em 2009; para os anos anteriores, foi concedida a dispensa
pelo CEP-UFU.

O HC-UFU ¢ um hospital publico universitario, 6rgdo suplementar vinculado a
Reitoria da Universidade Federal de Uberlandia, totalmente conveniado com o Sistema Unico
de Saude. A partir de 2000-2003, com o Plano Diretor de Regionalizagdo (PDR) do Estado de
Minas Gerais, Uberlandia ¢ tipificada como municipio sede do P6lo Macrorregional — regido
Triangulo Norte, com area de abrangéncia de 27 municipios cuja populagdo adscrita ¢ de
1.349.567 habitantes (Secretaria Estadual de Satde, MG, Plano Diretor de Regionalizagao).
Possui capacidade instalada de 510 leitos ativos e por constituir um centro de referéncia
regional, a maioria desses leitos ¢ ocupada por pacientes que apresentam formas mais graves

de doengas.
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3.2 Materiais e Métodos

O caso indice consiste de cepa de pneumococo, isolada no Laboratério de Analises
Clinicas a partir de espécimes clinicos (sangue, liquor, liquido pleural, liquido peritoneal,
secrecdo de abscesso) de paciente internado. Os espécimes obtidos assepticamente foram
devidamente processados e semeados em frascos para hemocultura (amostras de sangue) ou
em placas de agar-chocolate e dgar-sangue (demais tipos de amostra) o mais rapidamente
possivel apds a coleta e imediatamente, a chegada no laboratorio. Somente um isolado de
pneumococo por paciente por internagdo foi considerado no estudo. As cepas de
pneumococos foram isoladas e identificadas no HC-UFU segundo os métodos
internacionalmente descritos e encaminhadas para a Secdo de Bacteriologia do IAL, Sao
Paulo, SP, para confirmagdo da espécie, sorotipagem e determinagdo da sensibilidade in vitro
aos antimicrobianos (BRANDILEONE et al., 1997). As cepas de pneumococo foram
liofilizadas em leite desnatado a 20% e devidamente catalogadas. Foi considerado caso de
meningite todo isolamento de pneumococo no liquor ou quadro clinico-laboratorial de
meningite com isolamento do agente no sangue.

A sensibilidade antimicrobiana foi avaliada pela técnica de difusdo em disco para a
oxacilina (lpg), tetraciclina, ofloxacina, cloranfenicol, eritromicina, sulfametoxazol-
trimetoprim (SXT), vancomicina e clindamicina em placas de 4gar Mueller-Hinton
suplementada com sangue de carneiro a 5%, segundo técnica padronizada (CLSI, 2005;
NCCLS, 1997). Cepas resistentes a oxacilina (halo de inibicdo < 19mm) foram submetidas a
determinagdo da concentrag@o inibitéria minima (CIM) para a penicilina pela técnica de
microdilui¢do em caldo e consideradas, de acordo com os critérios do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), 2008 (CLSI, 2008) sensiveis [S] diante de CIM <
0,06pug/mL e com resisténcia [R] diante de CIM > 0,12pg/mL, para cepas oriundas de
paciente com meningite. Cepas resistentes a oxacilina foram submetidas a determinacdo da
CIM de ceftriaxona e consideradas S com CIM < 0,5pug/mL, RI com CIM = 1pg/mL e RP
com CIM > 2ug/ml para cepas provenientes de pacientes com meningite (NCCLS, 2002).
Cepas sensiveis a oxacilina (halo de inibigdo > 19mm) foram consideradas sensiveis a
penicilina e ndo submetidas a determinagdo da CIM, de acordo com a recomendacao do CLSI,
2007 (CLSI, 2007). Os pontos de corte definidos para a penicilina (CLSI, 2008) e para a
ceftriaxona (NCCLS, 2002) foram aplicados nos resultados (CIM) obtidos ao longo do

periodo de estudo, mantidos em banco de dados.



27

A sorotipagem foi realizada pela rea¢do de Neufeld Quellung segundo técnica descrita
anteriormente (BRANDILEONE et al., 2003), utilizando antissoros policlonais
(HENRICHSEN, 1979; SORENSEN, 1993).

Com o objetivo de monitorar o padrao de resisténcia aos antimicrobianos e o perfil de
sorotipos de pneumococo na América Latina, foi criado o Projeto SIREVA (Sistema Regional
de Vacinas) pela Organizacdo Panamericana de Satde (OPAS) em 1993, com a participacao
de seis paises (entre eles o Brasil). A partir de 2004 o programa foi ampliado para abranger
outras bactérias (Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis, além do pneumococo) e
outros paises (numero atual de 20) e passou a ser designado SIREVA II (OPAS, 2007; OPAS,
2008a; OPAS, 2008b; OPAS, 2009a). Trata-se de um programa de vigilancia laboratorial no
qual sdo analisadas (contabilizadas e descritas) caracteristicas laboratoriais, tais como o
sorotipo ¢ o padrio de resisténcia in vitro das cepas das bactérias recuperadas
(BRANDILEONE, 2007).

Desde abril de 1999, Uberlandia, MG, participa da rede nacional do Projeto SIREVA,
por meio do envio de cepas de pneumococo isoladas no Laboratorio de Analises Clinicas do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) para o Instituto
Adolfo Lutz (IAL), em Sao Paulo, SP. Essa parceria tem resultado em publica¢des nacionais
(MANTESE et al., 2003; MANTESE et al., 2009; WOLKERS et al., 2009) e colaboragdo em
publicagdes internacionais (AGUDELO et al., 2009; DIFABIO et al., 2001; OPAS, 2007,
OPAS, 2008a; OPAS, 2008b; OPAS, 2009a; VALENZUELA et al., 2009; WHO, 2008).

Foram obtidos dados de abril de 1999 a abril de 2009 e os resultados submetidos a
analise estatistica. Para a comparagdo de proporgdes do padrio de sensibilidade
antimicrobiana nos diferentes periodos de tempo e nas diferentes faixas de idade, foi
empregada a prova do qui-quadrado (Xz) via simulacdo de Monte Carlo com 10.000
reamostragem, por meio do programa ‘SPSS’ (Statistical Package for Social Analisys) 8.0 for
Windows. Foram empregados testes de normalidade e homogeneidade das amostras, sempre

que necessario. O nivel para a rejeicao da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p < 0,05).
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Vigilancia laboratorial de cepas invasivas de pneumococo
(Laboratorio do HC - UFU)

[solamento e 1dentificagéio
da espécie

Obtengéo de dados clinico-epidemiologicos do paciente (ficha previamente
elaborada)

Encaminhamento
da amostra para IAL

Determinagio do Identificagio Determinagio da
sorotipo (reagéo de da espécie sensibilidade aos
quellung) antimicrobianos (difuséo
em disco/microdiluiciio em
caldo)

Fluxograma 1. Fluxograma da casuistica, material e métodos.
'Instituto Adolfo Lutz.
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4. RESULTADOS

No periodo de dez anos, de abril de 1999 a abril de 2009, foram encaminhadas 338
amostras para o [AL, das quais 72 foram obtidas de pacientes com meningite. Quarenta e seis
(63,9%) eram provenientes de pacientes do sexo masculino ¢ a idade variou de um més a 82,2
anos, com média de 18,4 + 22,9 anos, mediana de 5,2 anos, percentil 25 de 5,2 meses e
percentil 75 de 36 anos. O numero de isolamentos por faixa de idade foi de 33 em criangas até
24 meses, duas de 25 a 60 meses, nove de 61 meses a 12 anos, 23 em pacientes acima de 12
até 60 anos e cinco em maiores de 60 anos. O numero de amostras estudadas, obtidas nos
anos de 1999 a 2009 foi de 6, 11, 8, 7,7, 8, 5,9, 6, 3 ¢ 2, respectivamente. As fontes de
recuperagdo foram o liquor em 66 amostras (91,7%) e sangue em seis (8,3%). A letalidade
global de 25% (18/72) foi menor do que a das criangas com idade igual ou superior a dois
anos (36,4%) e dos adultos com mais de 60 anos (80%).

Um total de 24 diferentes sorotipos foram identificados e os mais comuns estdo
expostos na tabela 1, segundo diferentes faixas de idade.

Foram detectadas 20 (27,8%) cepas oxacilina-resistentes. Segundo os critérios do
CLSI, 2008, 17 (23,6%) confirmaram a resisténcia a penicilina, que esteve restrita aos
sorotipos 14 (11 cepas), 19F, 23F (duas cepas cada), 6B e 19A (uma cepa cada). Houve um
predominio da resisténcia em criancas com idade até dois anos (tabela 2) e no periodo de
2005 a 2009 em relacdo ao de 1999 a 2004 (tabela 3). A resisténcia a ceftriaxona foi detectada
em nove das 17 cepas penicilina-resistentes, conferindo a taxa de 12,5% (9/72) sendo 6,9%
(5/72) com resisténcia intermediaria e 5,6% (4/72) com plena. Também para ceftriaxona
houve um predominio da resisténcia em criancas com idade até dois anos (tabela 4) e no
periodo de 2005 a 2009 em relagdo ao de 1999 a 2004 (tabela 5). A relacdo das amostras
resistentes a penicilina e ceftriaxona, com as respectivas CIMs esta exposta na tabela 6. Nao

foi observada resisténcia a cloranfenicol, ofloxacina, rifampicina ou vancomicina.
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Grafico 1. Distribui¢do de amostras de pneumococo obtidas de pacientes com
meningite, segundo ano de internagdo, durante o periodo de 1999 a 2009. Meses de abril
a dezembro em 1999 e de janeiro a abril em 2009.

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Periodo: 1999 a 2009

Més (n=72)

Grafico 2.Distribui¢do de amostras de pneumococo obtidas de pacientes internados com
meningite, no periodo de 1999 a 2009, segundo meses do ano.
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Grifico 3. Distribuicdo de amostras de pneumococo segundo faixa etaria dos pacientes
internados com meningite, no periodo de 1999 a 2009.
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Tabela 1. Distribuicdo dos sorotipos de pneumococo segundo faixa etaria de
pacientes internados com meningite, no periodo de 1999 a 2009.

Sorotipos <60m % > 60m % Total %
14 16 45,8 3 8,1 19 26,3
19F 2 5,7 5 13,5 7 9,7
3 1 2,9 4 10,8 5 6,9
7F 2 5,7 3 8,1 5 6,9
6A 3 8,5 1 2,7 4 5,6
6B 3 8,5 1 2,7 4 5,6
10A 1 2,9 2 5,4 3 42
18C 3 8,5 0 0,0 3 42
23F 1 2,9 2 5,4 3 42
5 1 2,9 1 2,7 2 2,8
34 0 0 2 5,4 2 2,8
Outros’ 2 5,7 13 35,2 15 20,8
Total 35 100,0 37 100,0 72 100,0

" Outros: < 60 meses - sorotipos 1 ¢ 18B (um de cada);

> 60 meses — sorotipos 4, 7C, 9N, 10F, 11A, 18A,
19A, 20, 23A, 28A, ndo tipavel (um de cada),
sorogrupo H (duas cepas).

Tabela 2. Distribuicdo das cepas de pneumococo isoladas de pacientes com
meningite, segundo sensibilidade a penicilina e faixa de idade.

Faixa de Sensibilidade & penicilina Total
idade (meses) Sensivel* Resistente**
n n n
<24 20 13 33
> 24 35 4 39
Total 55 17 72

Qui-quadrado=8.414; p=0,004
*Sensibilidade presumivel pelo teste com disco de oxacilina.
**Segundo critério do CLSI, 2008.



Tabela 3. Distribui¢do das cepas de pneumococo isoladas de pacientes com
meningite, segundo sensibilidade a penicilina e periodo de isolamento,
de 1999 a 2004 e de 2005 a 2009.

Periodo de Sensibilidade a penicilina Total
isolamento (ano) Sensivel* Resistente**
n n n
1999-2004 41 6 47
2005-2009 14 11 25
Total 55 17 72

Qui-quadrado=8.827; p=0,003
*Sensibilidade presumivel pelo teste com disco de oxacilina.
**Segundo critério do CLSI, 2008.

Tabela 4. Distribui¢do das cepas de pneumococo isoladas de pacientes com
meningite, segundo sensibilidade a ceftriaxona e faixa de idade.

Faixa de idade Sensibilidade a ceftriaxona*® Total
(meses) Sensivel Resistente
n n n
<24 26 7 33
>24 37 2 39
Total 63 9 72

Qui-quadrado=6.466; p=0,039
*Segundo critério do NCCLS, 2002.

Tabela 5. Distribuicdo das cepas de pneumococo isoladas de pacientes com
meningite, segundo sensibilidade a ceftriaxona e periodo de
isolamento, de 1999 a 2004 e de 2005 a 2009.

Periodo de Sensibilidade a ceftriaxona* Total
isolamento (ano) Sensivel Resistente
n n n
1999-2004 46 1 47
2005-2009 17 8 25
Total 63 9 72

Qui-quadrado=13.707; p=0,000
*Segundo critério do NCCLS, 2002.
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Tabela 6. Relacdo das cepas de pneumococo resistentes a penicilina e a
ceftriaxona, obtidas de pacientes com meningite, por ano de captagéo,
no periodo de 1999 a 2009.

Numero cIM' Categoria cIM' Categoria ~ Ano de
da Penicilina  Penicilina® Ceftriaxona Ceftriaxona® captagdo
amostra

1 0,5 R 0,12 S 1999

39 0,12 R 0,12 S 2000
127 4 R 1 I 2002
196 0,12 R 0,06 S 2003
220 1 R 0,07 S 2004
242 0,12 R 0,03 S 2004
246 4 R 2 R 2005
249 0,25 R 0,06 S 2005
262 2 R 1 I 2005
264 0,12 R 0,07 S 2005
276 2 R 1 I 2006
282 4 R 2 R 2006
288 4 R 2 R 2006
292 4 R 1 I 2007
300 0,5 R 0,25 S 2007
324 4 R 1 I 2008
336 2 R 2 R 2009

1.
2.

3.

Concentragao inibitéria minima (CIM) em pg/mL.

Categoria de sensibilidade in vitro a penicilina segundo critério
CLSI, 2007: sensivel (S) com CIM < 0,06pug/mL e resistente (R)
com CIM >0,12ug/mL .

Categoria de sensibilidade in vitro a ceftriaxona segundo critério
CLSI, 2002: sensivel (S) com CIM < 0,5pg/mL, resisténcia
intermediaria (I) com CIM=lpg/mL e resisténcia plena (R) com
CIM > 2pg/mL.
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5. DISCUSSAO

A metodologia mais adequada para estimar taxas de doenga pneumocodcica em uma
comunidade consiste na vigilancia clinica populacional, fundamentada por identificacdo
laboratorial do agente (HSU et al., 2009; OPAS, 2009b; WHITNEY et al., 2003). Para tal sdo
indispensaveis dados atualizados de censo populacional e técnicas consistentes de isolamento
¢ identifica¢do acurada do pneumococo (HSU et al., 2009; VALENZUELA et al., 2009;
WHITNEY et al., 2003). O estudo aqui apresentado emprega a vigilancia laboratorial de
doencas invasivas com base hospitalar, o que constitui uma alternativa adotada no Projeto
SIREVA para paises latino-americanos (AGUDELO et al., 2009; BRANDILEONE et al.,
1997; BRANDILEONE et al., 2003; BRANDILEONE et al., 2006; DIFABIO et al., 2001;
KERTSZ et al, 1998; OPAS, 2007; OPAS, 2008a; OPAS, 2008b; OPAS, 2009a;
VALENZUELA et al., 2009). Portanto, dados epidemildgicos devem ser extrapolados com
cautela, particularmente para aquelas doengas diagnosticadas e tratadas fora do ambiente
hospitalar. Para os casos de meningite a discrepancia parece ser menor, ja que a doenga requer
manuseio hospitalar, em especial nas unidades de referéncia.

Apesar da pequena dimensdo da populagdo aqui estudada, é possivel reconhecer as
semelhangas com resultados de levantamentos de ambito nacional (BEREZIN et al., 2002;
BRANDILEONE et al., 2003; OPAS, 2007; OPAS, 2008a; OPAS, 2008b; OPAS, 2009a;
REIS et al.,, 2002; VIEIRA et al., 2007) e latino-americano (DIFABIO et al., 2001;
VALENZUELA et al., 2009; WHO, 2008). No aspecto geral, foi confirmado o perfil de
sorotipos mais frequentes, encontrados em paises em desenvolvimento: 14, 19F, 3, 7F,
6A/6B, 10A, 18C, 23F, 5 e 1, com destaque para a elevada prevaléncia dos sorotipos 1 e 5,
comumente encontrados na América Latina (BLACK et al., 2008; BRANDILEONE et al.,
2003; DIFABIO et al., 2001; HAUSDORFF et al., 2000; OPAS, 2008a; OPAS, 2008b;
OPAS, 2009a; VALENZUELA et al., 2009; WHO, 2008).

O Projeto SIREVA captou de diferentes regides do Brasil, no periodo de trés anos, em
2006 (OPAS, 2008a), em 2007 (OPAS, 2008b) e em 2008 (OPAS, 2009a) 2584 cepas
invasivas de pneumococo, sendo 1797 provenientes de pacientes com meningite. Os sorotipos
mais frequentemente encontrados em criangas até cinco anos foram o 14, 6B, 19F, 23F, 18C,
6A, 19A, 3, 5, 9V, 4, 7F e 1, conferindo uma cobertura da vacina 7-valente de 76,9%,
incluido o sorotipo 6A. Nos pacientes acima dessa idade os sorotipos mais encontrados foram

o 14, 3, 23F, 19F, 6B/6A, 18C, 4,9V, 5, 19A, 1 e 7F.
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A vacina conjugada 7-valente oferece cobertura para antigeno dos sorotipos 4, 6B, 9V,
14, 18C, 19F, 23F, contidos no produto e, provavelmente também para o sorotipo 6A, por
protegdo cruzada (BLACK et al., 2008; WHO, 2008). Segundo os dados das tabelas 1, a
cobertura da vacina na populag¢do abaixo de cinco anos aqui estudada seria de 79,8% (ao
incluir o sorotipo 6A) e ndo agregaria, entre outros, o sorotipo 1, 3 e 5, também isolados;
entretanto, estariam cobertos os sorotipos 6B, 14, 19F e 23F, entre os quais encontram-se as
cepas resistentes a penicilina (cobertura vacinal de 100%). Com a inclusdo dos sorotipos 1, 5
e 7F na vacina 10-valente, a cobertura na populago aqui estudada passaria para 91,3% (com
o0 sorotipo 6A) e com a inclusdo dos sorotipos 1, 5, 3, 7F, 6A ¢ 19A na vacina 13-valente a
cobertura aumentaria para 94,2%.

A comparagdo das proporg¢des segundo a faixa de idade (tabela 1) sugere um
predominio dos sorotipos 14, 6A, 6B e 18C em criangas até cinco anos e do sorotipo 3 nos
pacientes acima dessa idade, fato observado também em outros estudos ( REIS et al., 2002;
VIEIRA et al., 2007). O sorotipo 3, associado as formas graves de pneumonia em adultos
(BLACK et al., 2008; BRANDILEONE et al., 2003; HAUSDORFF; FEIKIN; KLUGMAN,
2005) ¢ também importante causa de doenga invasiva em recém-nascidos e lactentes jovens, o
que justificaria a sua inclusdo em vacina para protecdo de criangas abaixo de dois anos
(HAUSDORFF; FEIKIN; KLUGMAN, 2005). No levantamento aqui apresentado o sorotipo
3 ocupa importante posi¢do entre os mais comuns em pacientes com meningite, encontrado
também em criangas até dois anos. A elevada frequéncia dos sorotipos 14, 6A e 6B em
doenga invasiva, especialmente em lactentes jovens com meningite, ja foi detectada em
estudos nacionais (BRANDILEONE et al., 2003; OPAS, 2007; OPAS, 2008a; OPAS, 2008b;
OPAS, 2009a; REIS et al., 2002; VIEIRA et al., 2007 ) e latino-americanos (DIFABIO et al.,
2001; VALENZUELA et al., 2009).

Apesar de alguns sorotipos estarem associados a uma doenca em particular, ndo ha
exclusividade e diferentes sorotipos podem causar diferentes doengas (BLACK et al., 2008).
Como sao variaveis ndo completamente dependentes, a correlacdo do perfil de sorotipos com
o tipo de doenca pode ser influenciada por outros fatores, tais como a temporalidade e a idade
(BLACK et al., 2008; HAUSDORFF; FEIKIN; KLUGMAN, 2005). Mesmo assim, o sorotipo
18C tem sido mais comumente associado a meningite (DIFABIO et al., 2001;
VALENZUELA et al., 2009) e o sorotipo 19A a pneumonia (BRANDILEONE et al., 2003).
No estudo aqui apresentado, o sorotipo 18C foi detectado em criangas abaixo de cinco anos
(8,5%) e o sorotipo 19A em apenas um paciente acima dessa idade. A despeito da baixa

freqiiéncia no territorio nacional (BRANDILEONE et al., 2003; OPAS, 2007; OPAS, 2008a;
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OPAS, 2008b) e em paises da América Latina ( VALENZUELA et al., 2009; WHO, 2008) o
sorotipo 19A esta associado a resisténcia a penicilina (BEREZIN et al., 2002; BLACK et al.,
2008; BRANDILEONE et al., 2006; HAUSDORFF; FEIKIN; KLUGMAN, 2005; REIS et
al., 2002; VIEIRA et al., 2007) e representa atualmente um importante sorotipo emergente
nos EUA, apds a liberacdo para uso universal da vacina conjugada heptavalente (BLACK et
al., 2008; HAUSDORFF; FEIKIN; KLUGMAN, 2005; HSU et al., 2009).

Apesar de novos critérios de sensibilidade in vitro para a penicilina terem sido
recentemente propostos (CLSI, 2008) ¢ importante salientar que para cepas invasivas, obtidas
de pacientes COm meningite, os pontos de corte para penicilina permaneceram os mesmos (S <
0,06pug/mL e R > 0,12ug/mL) e ao adota-los, houve neste estudo uma taxa de resisténcia
global para todas as idades de 23,6% (17/72 cepas) e, para idade até dois anos, de 39,4%
(tabela 2). Esses valores estdo acima dos 15% ao considerar as diferentes idades e nosologias
e dos 29,6% em criangas até dois anos, encontradas nessa mesma populacdo em 2003
(MANTESE et al.,, 2003) e, proximos aos encontrados em pacientes internados com
meningite em outras localidades: 20,3% nas diferentes idades e 24,3% em criangas com até
cinco anos no Distrito Federal (VIEIRA et al., 2007), 36,4% em pacientes de 1 més a 15 anos
na cidade de Sdo Paulo (BEREZIN et al., 2002) ¢, em Salvador com 15,2% de taxa global ¢
predominio em criangas menores de cinco anos (35%) em relacdo as maiores (9%) (REIS et
al., 2002).

Aumentos significativos nas taxas de resisténcia a penicilina de cepas invasivas de
pneumococo tém sido descritos no territério nacional, de 10,2% em 1993 a 27,9% em 2004
(BRANDILEONE et al., 2006). E possivel comparar estes valores com os de levantamentos
nacionais recentemente publicados (OPAS, 2008b, OPAS, 2009a) que empregam 0s novos
critérios de categorizacdo para a penicilina (CLSI, 2008). Ao analisar 1038 cepas invasivas de
pneumococo obtidas de pacientes com meningite, durante o ano de 2007 (OPAS, 2008b) ¢
2008 (OPAS, 2009a), a taxa de resisténcia a penicilina nas diferentes idades foi de 31,5%
(327/1038) e para as criancas até¢ dois anos, de 50,4% (170/337) (OPAS, 2008b; OPAS,
2009a).

A resisténcia a penicilina foi restrita aos sorotipos 14 (11 cepas), 19F, 23F (duas cepas
cada), 6B e 19A (uma de cada), classicamente associados a resisténcia as drogas
(BRANDILEONE et al., 2006; BLACK et al., 2008; DIFABIO et al., 2001; HAUSDORFF;
FEIKIN; KLUGMAN, 2005). Estes sao os denominados “sorotipos pediatricos”, responsaveis
por grande numero de episodios de infeccdo em criangas. Provavelmente, as caracteristicas

intrinsicas de imunogenicidade dependente da idade e a extensa exposi¢ao aos antimicribianos
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contribuem, respectivamente, para o predominio entre as criangas mais jovens € o
desenvolvimento de resisténcia a penicilina (BRANDILEONE et al., 2006; HAUSDORFF;
FEIKIN; KLUGMAN, 2005; JACKSON; NEUZIL, 2008). Neste estudo foi possivel
confirmar o aumento da propor¢do de cepas com resisténcia a penicilina em relagdo a idade
(39,4% até dois anos versus 10,3% acima dessa idade, tabela 2) e ao periodo de tempo (12,8%
de 1999 a 2005 e 44% de 2005 a 2009, tabela 3). A tendéncia para o aumento da resisténcia a
penicilina em nosso meio, ao longo do tempo, ja foi demonstrada em estudo de ambito
nacional (BRANDILEONE et al., 2006) e esta associada a emergéncia e disseminagdo de dois
clones internacionais, denominados Espanha’ -3 ¢ Tennessee'*-18. Esses clones, que
expressam a capsula do sorotipo 14 e caracterizam-se pela resisténcia as drogas, passaram a
predominar na regido sul e sudeste do pais apds 1998. Dentre os 17 isolados com resisténcia a
penicilina, detectados no presente estudo, 11 (64,7%) sdo do sorotipo 14 e, portanto, é
possivel especular que, pelo menos em parte, 0 aumento da propor¢do de cepas resistentes
decorre da disseminagao dos referidos clones, nessa comunidade.

O método de triagem para detecc@o de resisténcia a penicilina com discos de oxacilina
(1pg) tem sido empregado ha décadas e apresenta maior sensibilidade (acima de 99%) do que
especificidade (80%) (BARTLETT et al., 1998). Na avalia¢do aqui apresentada 15% (3 dentre
20) das cepas classificadas como presumivelmente resistentes (pelo disco de oxacilina) eram
de fato sensiveis a penicilina (pela determinacao da CIM), o que reforca a validade do método
de triagem para cepas provenientes de pacientes com meningite, diferentemente do que ocorre
com as de pneumonia (WOLKERS et al., 2009), frente aos novos critérios do CLSI, 2008
(CLSI, 2008).

O encontro de nove cepas de pneumococo resistentes a ceftriaxona (cinco com RI e
quatro com RP) confere uma taxa 12,5% de resisténcia, proxima a encontrada em estudos de
vigilancia laboratorial de &mbito nacional (OPAS, 2008a; OPAS, 2008b; OPAS, 2009a) ao
empregar os atuais pontos de corte para ceftriaxona (NCCLS, 2002). Dentre 1256 cepas
invasivas obtidas de pacientes com meningite em 2006 (OPAS, 2008a), 2007 (OPAS, 2008b)
e 2008 (OPAS, 2009a) foi detectada uma taxa de resisténcia a ceftriaxona de 11,9% (150/1256
cepas), sendo 9,1% com RI e 2,8% com RP. Considerando apenas criangas com idade até
cinco anos, admitidas com doenca invasiva (23,2% com meningite) no periodo de 1999 a
2009, foi encontrada cifra de resisténcia a ceftriaxona de 5,6%, na mesma populagdo aqui
estudada (MANTESE et al., 2009).

Tanto para a penicilina quanto a ceftriaxona, € possivel verificar que as taxas de

resisténcia documentadas sdo variaveis, na dependéncia, entre outros fatores, da localidade, da



39

dimensao da amostra, da época e periodo de avaliacdo, da idade dos pacientes e da nosologia.
Em geral, observa-se a tendéncia do predominio de resisténcia em criangas (BRANDILEONE
et al., 2006; MANTESE et al., 2003; REIS et al., 2002; VIEIRA et al., 2007), em especial
com meningite (BRANDILEONE et al., 2006; MANTESE et al., 2009) e com frequéncia
(BRANDILEONE et al., 2006; MANTESE et al., 2009; VIEIRA et al., 2007) e intensidade
(BRANDILEONE et al., 2006) crescentes ao longo do tempo, nas comunidades ndo
submetidas a vacinagdo universal.

O tratamento inicial para a maioria das infecgdes pneumococicas permanece empirico
quanto a etiologia e ao padrdo de sensibilidade as drogas e ndo hd unanimidade acerca do
manuseio das infec¢des causadas por pneumococo resistente a penicilina (MANTESE, 1999).
Dentre as estratégias propostas, os levantamentos da sensibilidade in vitro com a descri¢ao da
frequéncia e intensidade da resisténcia do pneumococo na comunidade assumem fundamental
importancia. Ainda assim, ndo hd consenso em como extrair recomendagdes terapéuticas
individuais a partir dos indices populacionais e ndo ¢ possivel definir com seguranca a partir
de que taxa a ocorréncia de resisténcia a droga devera modificar uma conduta empirica para o
manuseio clinico de uma determinada doenga. Ao adotar para as infecgdes pneumocdcicas
invasivas o limite de 10% da taxa de resisténcia a beta lactdmicos, proposto para inviabilizar a
escolha da droga no tratamento empirico de infec¢des invasivas por Staphylococcus aureus
(GEMMELL et al., 2006) conclui-se que a penicilina ndo deve ser recomendada para o
tratamento empirico de meningite pneumococica, frente as elevadas taxas de resisténcia in
vitro, documentadas nos estudos de vigilancia laboratorial. A serem confirmadas as taxas de
resisténcia a ceftriaxona encontradas neste ¢ em outros estudos (AGUDELO et al., 2009;
OPAS, 2008a; OPAS, 2008b; OPAS, 2009a) havera necessidade de rever a recomendacao de
seu emprego, de forma isolada, no tratamento empirico de meningite pneumocdcica em
criangas abaixo de dois anos (AAP, 2009; MANTESE, 1999; TUNKEL et al., 2004; WHO,
2001).

Portanto, ¢ importante monitorar o padrao local ou regional da sensibilidade as drogas
para fundamentar a escolha do melhor esquema terapéutico empirico para as doencas
invasivas pneumocoécicas. Para o tratamento dirigido, especifico, a escolha do antibidtico ¢
influenciada pela categorizacao laboratorial (em sensivel ou resistente, de acordo com a CIM)
e todo esforco deve ser dispendido na busca do agente e na sua determinagao da sensibilidade
aos antimicrobianos.

Finalmente, o maior impacto na morbi-mortalidade da meningite pneumocdcica decorre

de sua prevencdo, por meio do emprego universal da vacina conjugada na populacdo alvo, a



40

semelhanga do que ocorreu com a infecgdo pelo Hib (BLACK et al., 2008; CDC, 2008). E
auspiciosa, portanto, a decisdo do Ministério da Satde de incluir a partir deste ano no
Calendario Nacional de Imunizagao, a vacina conjugada pneumocdcica para todas as criancas

até dois anos de idade (BRASIL, 2010).
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6. CONCLUSOES

= Foram identificados 24 diferentes sorotipos de pneumococo cuja distribuicdo coincide,
em varios aspectos, com a dos grandes levantamentos nacionais e latino-americanos.
Em criangas com até 5 anos de idade a vacina 7-v, atualmente disponivel, apresenta
cobertura de 79,8% e a 10-v, de 91,3%. Uma vacina 13-v, com acréscimo dos
sorotipos 1, 5, 3, 7F, 6A e 19A clevaria esta cobertura para 94,2%. Dentre as criangas
até 5 anos, a vacina 7-v cobre 100% das cepas com resisténcia a penicilina.

= A resisténcia a penicilina foi detectada em 23,6% e a ceftriaxona em 12,5% das cepas,

tendo ambas predominado em criangas até dois anos e no periodo de 2005 a 2009.
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ANEXO B

FICHA CLINICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA — HOSPITAL DE CLINICAS
LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS — SETOR DE BACTEROLOGIA
AV. PARA, 1720. CAMPUS UMUARAMA. CEP 38 405-382. UBERLANDIA. MG.

Nome:

Endereco:

Data de nascimento:
Data de internacao:
Data de alta:

Histoéria Clinica:

Exame Fisico:

Diagnéstico clinico:

Tratamento Antimicrobiano:

Evolugao Clinica:

Fonte da Amostra:
Disco de optoquina:
Antibiograma:
CIM (E teste) penicilina:
Kirby-Bauer: S-

R-

IAL: Sorotipo:
Antibiograma:

Ficha nimero:
PT:

Idade: Sexo:
Peso: Altura:
Evolucao:

Data da coleta:
Disco de oxacilina:
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Prevaléncia de sorotipos e
resisténcia a antimicrobianos de cepas invasivas do Streptococcus pneumoniae em pacientes
com diagnostico de meningite admitidos em um hospital universitario”.

Na sua participacdo serdo colhidos dados do seu prontuario. Os dados que ndo
constarem no prontuario poderdo ser fornecidos por vocé ou pelo médico assistencial
responsavel. Nesta pesquisa nds estamos buscando conhecer a prevaléncia dos sorotipos das
cepas invasivas de Streptococcus Pneumoniae (bactéria também chamada de pneumococo)
em pacientes com meningite e a resisténcia dessas bactérias ao antibidtico considerando
também aspectos epidemiologicos como idade, sexo, tempo de internacdo e evolucgdo clinica.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo
publicados e ainda assim sua identidade sera preservada.

Vocé ndo terda nenhum 6nus ou ganho financeiro por participar da pesquisa.

Vocé ndo correrd nenhum risco ja que o diagndstico, a coleta dos espécimes clinicos e
o tratamento sdo indicados exclusivamente pelos médicos responsaveis pelos pacientes e, em
momento algum, a pesquisa interferird na conduta diagnostica ou terapéutica. Nao ocorrendo
também nenhum beneficio por participar da pesquisa.

Vocé ¢ livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo para o
senhor(a).

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o senhor(a).

Qualquer duvida a respeito da pesquisa o senhor podera entrar em contato com:

- Pesquisadores: Universidade Federal de Uberlandia — Hospital de Clinicas
Av. Para, 1720. Campus Umuarama. CEP: 38 405-382. Uberlandia. MG. Fone: 3218
2000, ramais: 2552 ou 2852.
- Comité de Etica e Pesquisa (CEP/UFU) Av. Jodo Naves de avila, n° 2121, bloco J, Campus
Santa Monica — Uberlandia- MG, CEP: 38408-100, Fone: 3239 4531.

Aluna: Jackelline Rodrigues Alvares
Ramal: 2552

(Assinatura da pesquisadora)

Orientador: Prof. Dr. Orlando C. Mantese
Ramal: 2327

(Assinatura do orientador/pesquisador)
Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

(Participante da pesquisa)
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE 18 ANOS

Estamos convidando seu filho(a) para participar da pesquisa “Prevaléncia de sorotipos
e resisténcia a antimicrobianos de cepas invasivas do Streptococcus pneumoniae em pacientes
com diagnostico de meningite admitidos em um hospital universitario”.

Na participacao de seu filho(a) serdo colhido dados do prontuario dele.Os dados que
ndo constarem no prontudrio poderdo ser fornecidos por vocé ou pelo médico assistencial
responsavel. Nesta pesquisa nds estamos buscando conhecer a prevaléncia dos sorotipos das
cepas invasivas de Streptococcus Pneumoniae (bactéria também chamada de pneumococo)
em pacientes com meningite e a resisténcia dessas bactérias ao antibidtico considerando
também aspectos epidemiologicos como idade, sexo, tempo de internacdo e evolucgdo clinica.

Em nenhum momento seu filho(a) ou vocé serdo identificados. Os resultados da
pesquisa serdo publicados e ainda assim sua identidade ¢ a identidade de seu filho(a) serdo
preservadas.

Vocé ou seu filho(a) ndo terdo nenhum 6nus ou ganho financeiro por participar da
pesquisa.

Seu filho(a) ndo correra nenhum risco ja que o diagndstico, a coleta dos espécimes
clinicos e o tratamento sdo indicados exclusivamente pelos médicos responsaveis pelos
pacientes e, em momento algum, a pesquisa interferird na conduta diagnostica ou terapéutica.
Nao ocorrendo também nenhum beneficio proprio por participar da pesquisa.

Vocé ¢ livre para decidir pelo seu filho(a) a parar de participar a qualquer momento da
pesquisa sem nenhum prejuizo para o senhor(a) ou para seu filho (a).

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o senhor(a).

Qualquer duvida a respeito da pesquisa o senhor(a) podera entrar em contato com:

- Pesquisadores: Universidade Federal de Uberlandia — Hospital de Clinicas
Av. Para, 1720. Campus Umuarama. CEP: 38 405-382. Uberlandia. MG. Fone: 3218
2000, ramais: 2552 ou 2852.
- Comité de Etica e Pesquisa (CEP/UFU) Av. Jodo Naves de avila, n° 2121, bloco J, Campus
Santa Moénica — Uberlandia- MG, CEP: 38408-100, Fone: 3239 4531.

Aluna: Jackelline Rodrigues Alvares
Ramal: 2552

(Assinatura da pesquisadora)

Orientador: Prof. Dr. Orlando C. Mantese
Ramal: 2327

(Assinatura do orientador/pesquisador)
Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente
esclarecido.

(Responsavel pelo participante da pesquisa)



