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Colonizacao nasofaringea
pelo Streptococcus pneumoniae em criangas
com doenca falciforme usando penicilina profilatica

Nasopharyngeal colonization by Streptococcus pneumoniae
in children with sickle cell disease receiving prophylactic penicillin
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Resumo

Objetivos: Determinar a prevaléncia de colonizagdo nasofaringea
pelo pneumococo em criangas com doenga falciforme, em uso de
profilaxia com penicilina; identificar fatores de risco para colonizagédo;
sorotipar as cepas isoladas e avaliar a resisténcia antimicrobiana.

Metodologia: Foram colhidos 188 suabes de nasofaringe de 98
criangas com doenca falciforme em acompanhamento no Hospital Sdo
Paulo, da Universidade Federal de Sdo Paulo, no periodo de 09 de abril
de 2002 a 28 de fevereiro de 2003. O isolamento e a identificagdo dos
pneumococos seguiram procedimentos padronizados. A concentragao
inibitéria minima para penicilina foi determinada pelo método do E-test.
A sorotipagem foi realizada pela reagdo de Neufeld-Quellung com anti-
soros para 46 sorotipos.

Resultados: A idade variou de 4 meses a 17 anos (média e
desvio padrdo de 6,8+4,7 anos). Das 98 criangas do estudo, 13
apresentaram colonizagdo pelo pneumococo (prevalénciade 13,3%).
O maior risco de colonizagdo ocorreu em menores de 2 anos de idade
(p = 0,02). A prevaléncia de cepas com resisténcia intermediaria a
penicilina foi de 21,4%, ndo sendo evidenciada resisténcia plena.
Também nédo houve cepas resistentes a eritromicina, ceftriaxona e
vancomicina. Os sorotipos isolados mais freqlientes foram o 18Ce o
23F.

Conclusoes: O uso profilatico de penicilina diminuiu a colonizagdo
nasofaringea pelo pneumococo e ndo determinou aumento da resistén-
cia a esse antimicrobiano nas criangas com doenga falciforme. A
penicilina ainda pode ser usada na profilaxia e no tratamento dos
episodios febris dessas criangas.

J Pediatr (Rio J). 2005;81(2):149-54: Anemia falciforme, infec-
c¢do pneumocdcica, resisténcia antibidtica.

Abstract

Objectives: To determine the prevalence of nasopharyngeal
pneumococcus colonization in children with sickle cell disease undergoing
penicillin prophylaxis, to identify risk factors for colonization and to
serotype and determine antibiotic resistance in pneumococci obtained
from those children.

Methods: Between April 9, 2002 and February 28, 2003, 188
nasopharyngeal swabs were obtained from 98 children with sickle cell
disease in follow-up at the Hospital Sdo Paulo - Universidade Federal
de S&o Paulo. Pneumococci were isolated and identified by standard
methods. The minimal inhibitory concentration for penicillin was
determined by the E-test method. Isolates were serotyped with the use
of type-specific antisera for 46 different serotypes (Neufeld-Quellung
reaction).

Results: The age of children ranged from 4 months to 17 years
(median and standard deviation 6.8+4.7 years). Thirteen of the 98
children had nasopharyngeal pneumococcus colonization (13.3%
prevalence). There was a significantly greater risk of colonization
among children less than 2 years old (p = 0.02). Twenty-one percent
of isolates had intermediate penicillin resistance. There were no isolates
highly resistant to penicillin. All isolates were susceptible to erythromycin,
ceftriaxone, or vancomycin. The most frequently identified serotypes
were 18C and 23F.

Conclusions: Penicillin prophylaxis reduced pneumococcal
nasopharyngeal colonization and did not increase the prevalence of
penicillin-resistant pneumococci in children with sickle cell disease.
Penicillin can be used not only for prophylaxis, but also in the acute
management of febrile states with these children.

J Pediatr (Rio J). 2005;81(2):149-54: Sickle cell anemia, pneu-
mococcal infection, antibiotic-resistance.
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Introducgao

Diversos estudos confirmam a relagao entre a coloni-
zagdo nasofaringea e o risco de se desenvolver infecgdo
invasiva pelo Streptococcus pneumoniael:2. A prevalén-
cia da colonizagdo dessa bactéria em nasofaringe pode
ser influenciada por diversos fatores, como idade, area
geografica, populacdo estudada, participagdo em creches
e uso da profilaxia com penicilina nas criangas com
doenca falciforme3:4.

A taxa de colonizagdo nasofaringea no Brasil varia de 30
a 50% em criangas®:6, porém ndo encontramos na literatura
nenhum estudo brasileiro que avaliasse as criangas com
doenga falciforme. Nos Estados Unidos (EUA), a taxa de
colonizagdo nasofaringea nesses pacientes varia de 5 a
17%, e tais resultados ndo podem ser extrapolados para
uma populagdo diferente3.7:8,

Na populagdo geral, a resisténcia do Streptococcus
pneumoniae a penicilina esta se tornando cada vez mais
freqliente, sendo motivo de preocupacdao em todo mun-
do®. Essa preocupacdo aumenta nas criangas com doenca
falciforme que sdo expostas ao uso prolongado de peni-
cilina, para diminuir o risco de infecgdo pneumocdcicalf,
0 que poderia selecionar cepas resistentes a esse antimi-
crobiano!1:12,

A resisténcia do pneumococo a penicilina no Brasil tem
variado de 15 a 36% entre as cepas isoladas de doengas
invasivas, semelhante as taxas encontradas entre as cepas
colonizadoras, tendo a quase totalidade dessas cepas resis-
téncia intermediaria & penicilina®:6:13,14,

Estudos realizados com a finalidade de avaliar a
resisténcia do pneumococo a penicilina em criangas falcé-
micas submetidas a profilaxia com esse antimicrobiano
apresentaram resultados controversos. Anglin et al.3
encontraram uma resisténcia intermediaria em 2,9% das
cepas isoladas em nasofaringe, e Norris et al.” obtiveram
33% de resisténcia a penicilina; 36% dessas cepas apre-
sentaram resisténcia elevada. Em ambos os estudos, ndo
se observou aumento da resisténcia associado ao uso da
profilaxia. Porém, Steele et al.8 realizaram estudo que
evidenciou resisténcia a penicilina em 62% das cepas,
enquanto o grupo-controle que ndo recebia penicilina
apresentou resisténcia em 41%, associando o aumento
da resisténcia ao uso da profilaxia.

Os objetivos desse estudo foram os seguintes: avaliar a
prevaléncia da colonizagdo nasofaringea pelo Streptococ-
cus pneumoniae em criangas com doenga falciforme em uso
de penicilina profilatica, identificar fatores de risco para
colonizacgdo e verificar o perfil de resisténcia antimicrobiana
e os sorotipos das cepas isoladas.

Métodos

O estudo seccional foi realizado no Setor de Hemato-
logia Pediatrica da Disciplina de Especialidades Pediatri-
cas do Departamento de Pediatria da Universidade Fede-
ral de Sao Paulo, Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-
EPM), Hospital Sdo Paulo, no periodo de abril de 2002 a
fevereiro de 2003. O protocolo de pesquisa foi aprovado
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pelo Comité de Eticaem Pesquisa da Universidade Federal
de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo.

A populagdo estudada foi constituida de 98 pacientes,
com idade entre 4 meses e 17 anos, que tinham o diagnos-
tico de doenga falciforme confirmado pelo teste de focaliza-
Gao isoelétrica ou por eletroforese de hemoglobina em pH
alcalino, e faziam uso de profilaxia antimicrobiana com
penicilina benzatina ou penicilina V, hd mais de 1 més.
Todos os pacientes residiam no estado de Sao Paulo, sendo
gue a maioria morava na Grande Sao Paulo.

Foram excluidos do estudo os pacientes que n&o faziam
profilaxia, os alérgicos a penicilina (que, por essa razdo,
usavam eritromicina) e os que haviam recebido a vacina
antipneumocdcica conjugada 7-valente, pois a vacina con-
jugada reduz a colonizagdo nasofaringea pelos sorotipos
contidos na vacinal5:16,

No periodo do estudo, em todas as consultas (em geral
a cada 4 meses) desses pacientes no ambulatério de
Hematologia Pediatrica, os pais ou responsaveis pelas
criancas foram entrevistados através de questionarios pelo
proprio pesquisador; nessas entrevistas, foram obtidos
dados epidemioldgicos referentes: (1) a crianca (idade,
sexo, raga, genétipo [HbSS, HbSC e HbS-beta talassémial,
freqUéncia em creches ou escolas); (2) a profilaxia (tempo
de uso, tipo de medicagdo e aderéncia); (3) a vacinagdo (em
relagdo a vacina polissacaridica pneumocdcica 23-valente);
(4) a infecgGes atuais ou ocorridas nos ultimos 3 meses
precedendo a coleta do material da nasofaringe; (5) a
utilizacdo atual de antibidticos, ou nos ultimos 3 meses,
excetuando a profilaxia; (6) a hospitalizagGes nos ultimos 3
meses; (7) a condigdes de moradia.

O material de nasofaringe foi colhido durante as
consultas no ambulatdrio, em um intervalo minimo de 30
dias, através de suabe estéril de haste flexivel, que era
introduzido cuidadosamente pelo pesquisador na narina
da crianga, até uma profundidade correspondente a dois
tercos da distancia entre o narize o I6bulo da orelhal”. Em
seguida, o suabe era imerso no proprio meio de transpor-
te de Amies e encaminhado apo6s 1 a 2 horas da coleta, em
temperatura ambiente, para o setor de bacteriologia do
Instituto Paulista de Doengas Infecciosas e Parasitarias,
associado a UNIFESP.

O material era semeado em placa de agar sangue
contendo sangue de carneiro a 5%. Em seguida, as placas
eram incubadas a 35+1 °C, com tensdo de 5 a 10% de CO,,
em atmosfera produzida por jarra de vela, por 24 horas. A
presenga de zona cinza esverdeada ao redor das coldnias
(alfa-hemdlise) era presuntiva de Streptococcus
pneumoniae. A confirmacdo do agente foi realizada pelo
teste de aglutinacdo rapida de particulas de latex e pela
avaliagdo do halo de inibicdo em torno do disco de optoquina
e, quando necessario, era feito também o teste da bile-
solubilidade.

A avaliagdo da suscetibilidade a penicilina foi realizada
pelo método da difusdo em disco de oxacilina (1 pg), sendo
o halo de inibigdo > 20 mm considerado suscetivel a

penicilina, e o halo < 19 mm, resistente a penicilina. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) para penicilina foi
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determinada pelo método do E-test em todas as cepas de
pneumococo resistentes a oxacilina (halo < 19 mm). A CIM
para penicilina foi interpretada como suscetivel se
< 0,06 pg/ml, intermediaria de 0,1 a 1 pg/ml e como
resistente se > 2,0 ug/mll8, A resisténcia bacteriana tam-
bém foi determinada para eritromicina, cotrimoxazol, levo-
floxacina, ceftriaxona e vancomicina pelo E-test.

A sorotipagem das cepas de pneumococo isoladas foi
realizada pelo Instituto Adolfo Lutz através da reacdo de
Neufeld-Quellung, com anti-soros produzidos no Statem
Serum Institute, em Copenhagem, na Dinamarca.

Foi realizada a analise descritiva do perfil dos pacientes
e das cepas de pneumococos. Para se verificar a significan-
cia das diferengas entre os grupos de criangas colonizadas
e ndo-colonizadas, foi aplicado o teste do qui-quadrado de
Pearson. O nivel descritivo (p) < 0,05 ou 5% foi considerado
estatisticamente significante, ao se rejeitar a hipétese de
igualdade.

Resultados

Participaram do estudo 98 pacientes com doenca falci-
forme, com idade que variou de 4 meses a 17 anos, com
média e desvio padrdo de 6,8+4,7 anos, sendo 23 criangas
(23,5%) com idade < 24 meses, 22 (22,5%) de 25 a 71
meses e 53 (54%) > 72 meses de idade. Quanto ao
gendtipo, 69 pacientes (70,4%) tinham anemia falciforme
(HbSS), 18 (18,4%) eram portadores de HbSC, e 11
(11,2%), de HbS-beta talassemia.

Em relagdo ao tipo de profilaxia, 82 pacientes (83,7%)
faziam uso de penicilina benzatina e 16 (16,3%) usavam
penicilina V. O periodo de duracdo da profilaxia variou de 1
més a 14 anos, com média de 4,4+3,4 anos. Quanto a
aderéncia ao uso da profilaxia, observou-se que 72 pacien-
tes (73,5%) afirmaram que faziam uso regular da medica-
¢do. A vacina antipneumococica polissacaridica 23-valente
tinha sido aplicada em 68 criangas (69,4%).

O pneumococo foi isolado da nasofaringe de 13 das 98
criangas, representando uma colonizagdo de 13,3% (IC
95%: 7 a 22%). Foram colhidas de 28 criangas apenas uma
amostra de material da nasofaringe, duas amostras de 50
criangas e trés amostras de 20 criangas. Foi obtido um total
de 188 amostras de nasofaringe e, dessas, 14 foram
positivas para pneumococo, isolando esse agente em 7,4%
(IC 95%: 4 a 12%) dos suabes obtidos. Assim, entre as 13
criangas colonizadas, uma teve duas amostras isoladas
positivas para Streptococcus pneumoniae.

Apenas uma crianga (1/13, 7,7%) apresentou sinusite
apos a cultura de nasofaringe com presenca do pneumoco-
co, cinco pacientes (38,5%) ndo tiveram infeccdo apds o
isolamento dessa bactéria na nasofaringe, sendo que a
amostra seguinte foi negativa, e sete (53,8%) nao voltaram
ao ambulatorio apos a identificacdo da amostra positiva.

A idade foi o Unico fator de risco para a colonizagéo,
sendo que os pacientes com idade < 24 meses foram mais
colonizados (7/13 = 30,4%) quando comparados com as
outras faixas etarias; ndo foi encontrado nenhum outro
fator de risco para a colonizagdo nasofaringea (Tabela 1).
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Cinco das 14 cepas isoladas (35,7%) apresentaram
resisténcia na triagem com disco de oxacilina. Os resultados
da avaliagdo da CIM mostraram que trés das cinco cepas
testadas apresentaram resisténcia intermediaria a penicili-
na, todas com CIM de 0,25 pg/ml, o que representa uma
taxa de resisténcia de 21,4% (3/14); ndo foi observada
nenhuma cepa com resisténcia elevada a penicilina. Das 98
criancas avaliadas, trés (3,1%) estavam colonizadas por
cepa resistente a penicilina. Ndo foi observada resisténcia
a eritromicina, ceftriaxona e vancomicina. Nove cepas
(64,3%) eram resistentes ao cotrimoxazol e seis (42,9%),
a levofloxacina.

Das 14 cepas isoladas dos 13 pacientes colonizados,
foram sorotipadas 13. Os sorotipos encontrados e a
respectiva suscetibilidade a penicilina encontram-se na
Tabela 2.

Discussao

Desde os primeiros estudos realizados sobre a coloniza-
cdo do Streptococcus pneumoniae, os autores vém conclu-
indo que a taxa de isolamento dessa bactéria e, portanto, a
identificacdo do estado de portador dependem, além de
outros fatores, da metodologia utilizada. Em 1996, Norris et
al.” avaliaram a colonizac&o pelo pneumococo em criangas
com doenga falciforme, obtendo o material através de suabe
de nasofaringe ou de orofaringe, e verificaram que o nimero
de amostras positivas para Streptococcus pneumoniae foi
significantemente maior quando o material foi obtido de
nasofaringe. Baseado nesses dados, nosso estudo utilizou
amostras obtidas de nasofaringe.

Foi em 1984 que Anglin et al.3 publicaram o primeiro
estudo que avaliou o efeito da penicilina profilatica na
colonizagdo nasofaringea e encontraram uma prevaléncia
de 11,1% nos falcémicos e de 37,1% no grupo-controle sem
profilaxia. Outros autores encontraram taxas de coloniza-
gao nas criangas com doenga falciforme em uso de penicilina
que variaram de 8 a 15,5%7:19:20, Em nosso estudo,
verificamos um resultado semelhante a esses, com uma
taxa de colonizagdo de 13,3%. Entretanto, devemos salien-
tar que a maioria de nossos pacientes faziam uso de
penicilina benzatina, diferindo de todos esses trabalhos nos
quais os pacientes utilizavam a penicilina V oral.

Se compararmos a prevaléncia de colonizagdo encontra-
da nesse trabalho com a de outros também realizados no
Brasil, mas envolvendo criangas sem doenga falciforme,
verificamos uma taxa menor de colonizagdo nos nossos
pacientes. Em Sdo Paulo, a taxa de colonizagdo pneumocé-
cica em criancas menores de 5 anos de idade foi de 34,8%°>
e, em Fortaleza, de 55%°®°. Se considerarmos em nosso
estudo apenas as criangas menores de 72 meses de idade,
observamos uma prevaléncia de 20%, inferior a encontrada
nesses estudos que envolvem criangas normais, sugerindo
que a profilaxia com penicilina benzatina diminui a coloni-
zagdo pelo Streptococcus pneumoniae.

Varios estudos mostram que a idade da crianga interfere

na prevaléncia da colonizagdo pelo Streptococcus pneumo-
niae, sendo maior a colonizagdo entre as criangas menores
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de 2 anos de idade#21,22, Estudando criancas com doenca
falciforme, Steele et al.8 observaram, nas criancas menores
de 2 anos, 33% de colonizagdo, 10% entre 2 e 5 anos e 6%
acima de 5 anos, resultados muito parecidos com aqueles
encontrados por Norris et al.” e no presente estudo. Isso
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comprova que os pacientes menores de 2 anos tém maior
risco de colonizagao.

A aderéncia a profilaxia antimicrobiana ndo influenciou
na prevaléncia da colonizagdo, o que provavelmente se
deve ao pequeno numero de pacientes colonizados no

Tabela 1 - Avaliagdo dos fatores de risco entre as criangas falcémicas colonizadas ou ndo pelo Streptococcus

pneumoniae
Fator de risco n colonizados n nao-colonizados p
total = 13 total = 85
n (%) n (%)

Idade
< 24 meses 7 (30,4%) 16 (69,6%) 0,02%*
25 a 71 meses 2 (9,1%) 20 (90,9%)
> 72 meses 4 (7,5%) 49 (92,5%)

Genétipo
SSeSB 11 (13,8%) 69 (86,2%) 0,77
SC 2 (11,1%) 16 (88,9%)

Profilaxia
Penicilina V 11 (13,4%) 71 (86,6%) 0,92
Penicilina benzatina 2(12,5%) 14 (87,5%)

Aderéncia
Regular 12 (16,7%) 60 (83,3%) 0,19
Irregular 1(3,8%) 25 (96,2%)

Vacina Pneumo-23
Sim 6 (8,8%) 62 (91,2%) 0,10
N&o 7 (23,3%) 23 (76,7%)

Menores de 5 anos de idade no domicilio
Sim 3(9,1%) 30 (90,9%) 0,58
Nao 10 (15,4%) 55 (84,6%)

Menores de 6 anos de idade (n = 52)

em creches ou escolas
Sim 2 (22,2%) 7 (19,4%) 0,85
Nao 7 (77,8%) 36 (80,6%)

* Teste do qui-quadrado com dois graus de liberdade.

Tabela 2 - Sorotipos identificados, idade e estado vacinal dos pacientes colonizados e suscetibilidade a penicilina

das 14 cepas isoladas

n Sorotipo Idade Vacina Suscetibilidade
paciente 23-valente penicilina
1 18C 22 meses nao S
2 23F 5,4 anos sim S
2 * 5,7 anos sim S
3 6B 8,8 anos sim S
4 NT 7 anos sim I
5 19F 10 meses nao S
6 10A 7,8 anos sim S
7 NT 9 anos sim S
8 23B 5,3 anos sim I
9 19A 20 meses nao S
10 6A 6 meses nao S
11 23F 10 meses nao I
12 33 6 meses nao S
13 18C 7 meses nao S

* sorotipagem nao realizada; NT = ndo-sorotipado pelo método; S = sensivel; | = resisténcia intermediaria.
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estudo, ao método de avaliagdo da aderéncia e a interferén-
cia de outras varidveis, como a idade dos pacientes*22,

A imunizagdo com a vacina polissacaridica antipneu-
mocoécica 23-valente parece ndo diminuir a prevaléncia
da colonizagdo nasofaringea pelo Streptococcus pneumo-
niae23, conforme também verificamos em nosso estudo;
algumas criangas imunizadas estavam colonizadas pelo
sorotipo vacinal.

A presencga de criangas menores de 5 anos no domicilio
e a participagdo em creches sdo fatores de risco para uma
maior colonizag&o®:%:24, Ndo encontramos o mesmo resul-
tado provavelmente pelo pequeno nimero de pacientes
comirmdos menores de 5 anos e pela baixa percentagem de
pacientes menores de 6 anos em creches ou escolas em
nosso trabalho.

Ndo verificamos aumento da resisténcia pneumocdcica
a penicilina quando comparamos nossos dados com o0s
diversos estudos realizados no Brasil, os quais envolvem
cepas invasivas e colonizadoras®/6:13,14: isso parece indicar
que a penicilina ainda é segura tanto para profilaxia quanto
para o tratamento inicial dos episédios febris nas criancas
falcémicas.

Cerca de 50 a 80% das cepas resistentes a penicilina
também s3o resistentes ao cotrimoxazol>14. A alta fre-
qléncia de resisténcia ao cotrimoxazol que vem sendo
observada em diversos estudos (63 a 81%), e inclusive no
nosso, inviabiliza o uso desse antibidtico para o tratamento
das patologias nas quais o pneumococo € o principal agente
etiolégico. Encontramos em nossa casuistica 42,9% das
cepas resistentes a levofloxacina, o que difere da literatura,
na qual 99% das cepas de pneumococo isoladas sdo sensi-
veis a esse antimicrobiano25. Apesar de nossa amostra ser
pequena, esse resultado mostra uma resisténcia maior do
que a esperada. A freqliéncia de resisténcia pneumococica
a ceftriaxona ainda é baixa, com taxas variando de acordo
com a localidade de 0 a 8%°:6:13,19, Em toda literatura
avaliada até o momento, ndo existem cepas de pneumococo
resistentes a vancomicina.

O numero de cepas isoladas na nossa populagdo foi
pequeno e, assim, a real prevaléncia dos sorotipos ndo péde
ser determinada. A maioria das cepas encontradas (69,2%)
em nossa populagdo estava entre os principais sorotipos
que causam doenca invasiva no Brasil?6. Em relagdo aos
sorogrupos, observamos que os mais freqlientes foram 23
(23,1%), 6 (15,4%), 19 (15,4%) e 18 (15,4%), valores
semelhantes aos encontrados nos paises desenvolvidos,
pois 0s sorogrupos 6, 14, 19 e 23 predominam nas infecgdes
das criangas em todo o mundo, e 0 18 nos paises desenvol-
vidos?7. InfeccBes causadas pelos sorotipos 1 e 5 sdo
freqlientes em nosso pais?’, e provavelmente ndo foram
isolados, pois sdo pouco expressivos em termos de coloni-
zacdo nasofaringea28. Esses dados confirmam a utilidade do
estudo da colonizacdo nasofaringea na monitorizacdo do
perfil das cepas invasivas.

Concluimos que a profilaxia tanto com penicilina V oral
quanto com penicilina benzatina contribuem para diminuir
a colonizagdo nasofaringea em pacientes falcémicos; po-
rém, os menores de 24 meses de idade permanecem sob
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maior risco de colonizagdo, apesar da profilaxia, e o uso
prolongado da penicilina ndo determinou o aumento da
resisténcia do pneumococo a esse antimicrobiano, parecen-
do ser ainda eficaz.
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