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RESUMO

SILVA, E. P. Desenvolvimento de teste rdpido, usando “dipsticks”, para diagndstico de
Streptococcus pneumoniae. 2014. 109 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Doengas invasivas causadas por S. pneumoniae provocam cerca de 1,5 milhdes de mortes
anuais de criangas no mundo. Testes imunocromatograficos rapidos (dipsticks) sao
alternativos a métodos diagndsticos tradicionais, devido a facil execugdo e baixo custo.
Neste estudo foram desenvolvidos dipsticks para diagndstico de S. pneumoniae utilizando:
anticorpos de captura - monoclonais anti-pneumolisina recombinante (Ply) - AcMs D9-43 e
E10-24, reativos contra 21 sorotipos prevalentes de S. pneumoniae; anticorpos de detecgao
(conjugados com diferentes particulas coloidais coloridas - corante téxtil, microesferas e
nanoparticulas de ouro) - Igs anti-Ply e anti-vacina pneumocdcica celular (em
desenvolvimento no Instituto Butantan) (anti-WCPV). Dipsticks com anti-Ply ou anti-WCPV
conjugados com ouro ou microesferas coloidais detectaram a bactéria em todos os sorotipos
prevalentes avaliados, entre 10% e 10° UFC/ml e pneumolisina nativa, em sobrenadantes de
cultivo de S. pneumoniae, até uma concentragdo estimada < 19,3 ng/ml e 9.7 ng/ml,
respectivamente. Os resultados foram visualizados em aproximadamente 10 min.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae. Dipstick. Particulas coloidais. Diagnéstico.



ABSTRACT

SILVA, E. P. Development of rapid test using "dipsticks" for diagnosis of Streptococcus
pneumoniae. 2014. 109 p. Masters thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo, Sao Paulo, 2014.

Invasive diseases caused by S. pneumoniae are responsible for about 1.5 million child deaths
per year worldwide. Rapid Immunochromatographic tests (dipsticks) are alternative to
traditional diagnostic methods due to easy execution and low cost. In this study, dipsticks
have been developed for diagnosis of S. pneumoniae using: capture antibodies - monoclonal
anti- recombinant pneumolysin (Ply), MAbs D9-43 and E10-24, reactive against 21 prevalent
serotypes of S. pneumoniae; detection antibodies (conjugated with different colored
colloidal particles - textile dye; microspheres and gold nanoparticles) - anti-Ply and anti—
whole cell pneumococcal vaccine (in developing in the Butantan Institute) (anti- WCPV).
Dipsticks with anti-Ply or anti-WCPV conjugated with colloidal gold or microspheres detected
the bacterium in all the evaluated prevalent serotypes, between 10* e 10°> CFU/ml, and
native pneumolysin in culture supernatants of S. pneumoniae to an estimated concentration
<19.3 ng/ml and 9.7 ng/ml, respectively. The results could be visualized in around 10 min.

Keywords: Streptococcus pneumoniae. Dipstick. Colloidal particles. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 O STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

O Streptococcus pnemoniae, também conhecido como pneumococo, é uma bactéria
anaerdbica facultativa, Gram positiva, em formato de diplococo ou cadeias curtas
lanceoladas, quando visualizada em microscopia. O pneumococo ndo possui esporos,
vacuolos ou flagelos. Sua morfologia, quando analisada em col6nias crescidas em agar
sangue é geralmente lisa e brilhante, podendo apresentar variagdao fenotipica quanto a
opacidade, em alguns sorotipos (JENNINGS et al.,, 1980). Essa variacdo estd associada a
multiplos determinantes de superficie, que podem contribuir com a capacidade do
microrganismo de interagir com o hospedeiro (KIM; WEISER, 1998).

A superficie do pneumococo consiste de trés estruturas distintas: membrana
plasmadtica, parede celular e cdpsula polissacaridica.

A membrana plasmatica é formada por uma bicamada lipidica tipica contendo
proteinas e moléculas de acido teicdico associadas a residuos de fosfocolina (MURRAY et al.,
2009). A parede celular possui uma espessa camada de peptideoglicano formada por
cadeias de polissacarideos que alternam N-acetilglicosamina e N-acetilmuramico,
interligadas por cadeias de oligopeptideos que determinam ligacGes cruzadas por
intermédio de pontes de pentaglicina e diversas proteinas e moléculas de acido teicdico
ancoradas em sua superficie (MURRAY et al., 2009; RAW; MARTINS, 2006). O acido teicdico
exposto estende-se através da camada de peptideoglicano sobrejacente, sendo um
determinante especifico do pneumococo, denominado polissacarideo C, que precipita uma
globulina sérica (Proteina C), na presenca de cdlcio (MURRAY et al., 2009); também possui
residuos de colina e é responsavel pela intensa resposta inflamatéria observada na infeccao
por pneumococo (DAWSON et al., 2004).

Os pneumococos ainda possuem uma cdpsula formada por polimeros de 2-8
subunidades de oligossacarideos, os quais determinam diferentes sorotipos (RAW;
MARTINS, 2006).

O Streptococcus pneumoniae € um dos principais patégenos associados a doencas

pneumocadcicas invasivas, incluindo, sepse, meningite e mais frequentemente, a pneumonia,
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além de doenca primaria de mucosa, como otite média (MOFFITT; MALLEY, 2011; WERNO;
MURDOCH, 2008), estando entre as maiores causas de morbidade e mortalidade. Estima-se
que o S. pneumoniae seja responsavel por cerca de 1,5 milhdo de mortes de criangas com
menos de cinco anos de idade por ano no mundo (MUSHER, 1992; PEREZ-DORADO; GALAN-
BARTUAL; HERMOSO, 2012; SCHUCHAT et al., 2001), com uma taxa de mortalidade de 5-
22% na fase inicial da doenca, sendo que grupos associados a etnia e distribuicao geografica
estdo incluidos como fatores de risco para o desenvolvimento de doencas pneumocécicas
(WHO, 2007).

A meningite é a apresentacdo mais severa da doen¢a pneumocdcica (BOGAERT; DE
GROOT; HERMANS, 2004a). Mesmo em infeccdes por cepas totalmente suscetiveis a
antibioticoterapia, ainda existe uma taxa de mortalidade de 10% em casos de pneumonia e
20-50% de meningite (BARICHELLO, 2012). Essa situacdo é pior quando a quimioterapia
falha, devido a cepas resistentes. Com a ampla disponibilidade e uso excessivo de
antibidticos, cepas multirresistentes a antibidticos de amplo espectro tornam-se cada vez
mais predominantes. A antibioticoterapia em cepas resistentes acarreta elevagdao dos custos
no tratamento de pacientes, devido ao aumento do tempo de permanéncia nas unidades
hospitalares (QUACH et al., 2002).

O aumento de cepas resistentes deve-se em parte, a dificuldade de se distinguir a
infeccdo respiratdria bacteriana da viral, um problema particularmente importante em
criangas. Um estudo realizado pela Organizagao Mundial de Saude revelou que apenas 20%
das infeccOes respiratdrias necessitam de antibidticos, pelo que 80% dos doentes sdo
tratados desnecessariamente, o que pode levar a emergéncia de cepas resistentes (WHO,
2000). O combate a resisténcia deve centrar-se particularmente na prevencdo da doenca
através de campanhas de vacinacdo (MACHADO-SEQUEIRA, 2004) e na identificacdo rapida e
adequada do microrganismo para a escolha do melhor tratamento (GOLDSTEIN; ACAR, 1996;
LEE et al, 1991).

1.2  RELAGAO PARASITA- HOSPEDEIRO

Um importante determinante do sucesso ecoldgico do S.pneumoniae estda na

habilidade de se transferir de um hospedeiro para o outro em diferentes ambientes (DAGAN
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et al., 1996). Dessa forma, muitos individuos podem ser colonizados por multiplos sorotipos,
que variam de acordo com a regido geografica, densidade populacional, condi¢des
socioeconOmicas e faixa etdria (BOGAERT; DE GROOT; HERMANS, 2004a).

A idade é um importante fator de risco para a taxa de colonizagao, sendo maior em
criangas até dois anos de idade, decrescendo significativamente com o aumento da faixa
etdria e voltando a crescer novamente em idades mais avancadas (DAGAN et al., 1998;
KADIOGLU et al., 2008). Em paises em desenvolvimento, as taxas de colonizagdo sao muito
elevadas. Em amostras seriadas tomadas a intervalos de 1-2 semanas, Gratten et al. (1994)
mostraram que 60% das criangas em Papua, Nova Guiné, haviam adquirido S. pneumoniae (e
Haemophilus influenzae) ja durante o periodo neonatal e foram colonizadas por ambos os
organismos nos primeiros trés meses de vida. O prazo de colonizagdo por pneumococo
variou de 5 a 290 dias (média de 96 dias). Um terco das maes que ndo eram portadoras de
pneumococos ou H. influenzae, tornaram-se subsequentemente colonizadas por essas
bactérias adquiridas por seus bebés (GRATTEN et al., 1994).

Segundo Bogaert (2004a), toda doenga pneumocdcica comega com a colonizagao,
isto é, a criacdo do estado de portador, e estd associada as principais causas de infec¢des do
trato respiratério e doengas invasivas. O estabelecimento da doenca ocorre geralmente apds
a geracao local de fatores inflamatérios, tais como interleucinas e fator de necrose tumoral
(TNF), desencadeados principalmente por infec¢bes virais (KADIOGLU et al.,, 2008). As
manifestacdes mais comuns associadas as doeng¢as pneumocdcicas incluem otite média
aguda, pneumonia, meningite e bacteremia, que estd associada a maior morbidade e
mortalidade (BOGAERT; DE GROOT; HERMANS, 2004a; DAGAN et al., 1996).

A colonizacdo experimental de adultos tem sido utilizada para investigar os fatores
que afetam a suscetibilidade do individuo para aquisicao de S.pneumoniae, revelando que a
colonizacdo induz a producdo de imunoglobulina, tanto de mucosa quanto sistémica
(KADIOGLU et al., 2008; LIPSITCH et al, 2005). A resposta imune fraca de mucosa pode
conduzir a colonizagdo persistente e recorrente, e consequentemente, a infeccdo, enquanto
gue a resposta imune sistémica pode eliminar o patdgeno e prevenir a recolonizacdo
(BOGAERT; DE GROOT; HERMANS, 2004a; SIMELL et al., 2001). Tem sido observado em

alguns estudos que anticorpos IgG e IgA dirigidos contra polissacarideos capsulares e
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proteinas associadas a superficie tém sido observados na saliva de criancas em resposta a

colonizagao com S pneumoniae (SIMELL et al., 2001).

13 FATORES DE VIRULENCIA

1.3.1 CAPSULA POLISSACARIDICA

A capsula polissacaridica (CPS) estd presente em diversos patdgenos extracelulares
causadores de doencas invasivas, como meningites e bacteremias. E um dos principais
fatores de viruléncia de diversos agentes etiolégicos, como S. pneumoniae, H. influenzae e
Neisseria meningitidis (SCOTT et al., 1996).

Os pneumococos sdo agrupados em 93 sorotipos identificados até o momento, com
base na estrutura quimica e soroldgica de diferentes polissacarideos capsulares (RODGERS;
KLUGMAN, 2011; SCOTT, et al., 1996). Sua patogenicidade estd relacionada a mecanismos
de inibicdo da opsonofagocitose, inibindo a ligacdo do componente C3b do complemento a
superficie bacteriana, o que impede o reconhecimento de seus receptores por células
fagociticas (NELSON et al.,, 2007). A CPS também é crucial para a coloniza¢do do trato
respiratdrio na fase inicial, pois impede a remo¢ao mecanica do patégeno a partir do muco,
podendo também restringir a autdlise e reduzir o acesso de antibiéticos (VARVIO et al.,
2009). Entretanto, estudos in vitro sugerem que a capsula também pode ser um obstaculo
para a adesdo das bactérias na superficie celular do hospedeiro, sendo as variantes
“transparentes”, com quantidade reduzida de CPS, capazes de aderir melhor ao
revestimento epitelial do trato respiratério do que as variantes “opacas” (BROWN, 1983;
JONSSON et al., 1985; MITCHELL; MITCHELL, 2010; NELSON, 2007; VARVIO et al., 2009).

Apesar dos 93 sorotipos de polissacarideos capsulares, a grande maioria das doencgas
pneumocdcicas estd associada a um numero restrito de sorotipos. Os mais comuns
associados a doencgas pneumocdcicas sdo: 3, 19, 14, 4, 6A, 6B, 7, 9N, 9V, 11, 12, 15A, 15F, 16,
18C, 19F, 22, 23a e 23b (BLASI et al., 2012), sendo os sorotipos 3, 6A, 6B, 9N e 19F
associados a um maior risco de morte durante a pneumonia bacteriana (DOCKRELL; WHYTE;

MITCHELL, 2012).
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Em recente estudo epidemioldgico conduzido por Andrade et al. (2012) no periodo
de 2007 a 2009 em uma cidade do Brasil com criangas menores de cinco anos de idade, foi
demonstrado que o sorotipo 14 respondeu por 45% dos isolados de S.pneumoniae, seguido
por 6B, 18C, 23F, 3, 9V, 19A, e 19F. Em estudos anteriores, entre 1997 e 2001, os mesmos
autores encontraram isolados invasivos prevalentes pertencentes aos sorotipos 14, 1, 5 e 6B
(LAVAL et al., 2006), e um estudo de vigilancia laboratorial em trés cidades no Brasil, em
1993, identificou os sorotipos 1, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 19F, 19A e 23F como predominantes em

isolados clinicos de doengas pneumocécicas invasivas (BRANDILEONE et al., 1997).

1.3.2 ANTIGENOS PROTEICOS DE PNEUMOCOCOS

Nas ultimas décadas foram descritos varios fatores proteicos de viruléncia de
pneumococos (FIGURA 1), dentre eles Pneumolisina, Proteina A de superficie de
pneumococo, Proteina C de Superficie, autolisina e neuroaminidases. Se essas proteinas sao
importantes na patogénese, é justo presumir que a resposta imune conferida contra tais
antigenos esteja envolvida na protecdo ou atenuacdo dos sintomas contra a doenca e sua
utilizacdo como candidatas a antigenos vacinais ou diagndsticos clinicos seria bastante

conveniente, desde que sejam comuns aos diferentes sorotipos e apresentem baixa

diversidade antigénica.
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FIGURA 1: Fatores de Viruléncia do S. pneumoniae. Adaptado de KADIOGLU, 2008.
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1.3.2.1 PNEUMOLISINA

A pneumolisina é uma proteina citoplasmatica de 53 KDa com 471 residuos de
aminodacidos, membro da familia citolisina colesterol-dependente e esta presente no
citoplasma bacteriano. Acredita-se que para que ela possa ser liberada, é necessdria a
atuacdo de uma autolisina conhecida como Lyt A (FIGURA 1) (HIRST et al., 2004; LOPEZ et
al., 1997). Suas oligomerases formam na membrana da célula alvo um grande poro
transmembranico em forma de anel, com 260 A de didmetro e aproximadamente 40
subunidades monoméricas (KADIOGLU et al., 2004, 2008), responsaveis pela atividade
citolitica da toxina e atividade modulatdria celular, inibindo o batimento ciliar do epitélio
respiratdério e do epéndima cerebral, a atividade bactericida dos neutréfilos, a inducdo da
sintese de citocinas (TNF e IL -1B) e a ativacdo de células T CD4 (KADIOGLU et al., 2008).

Recentemente foi reconhecido que o TLR4 é capaz de interagir com a pneumolisina e
promover a resposta imune através do estimulo da producdo de citocinas por macréfagos e
células dendriticas (MCNEELA et al., 2010). Camundongos mutantes deficientes para TLR4
foram mais suscetiveis a doencas pneumocécicas e mortes causadas por cepa selvagem de
pneumococo quando comparados com camundongos controle (MALLEY et al., 2003).

Kadioglu et al. (2008) sugerem em estudos in vitro que cepas do tipo selvagem de
pneumococo na presenca de pneumolisina obtiveram maior sucesso na colonizacdo da
nasofaringe quando comparadas com mutantes defectivos para essa proteina, que foram
menos capazes de aderir as células epiteliais (HIRST et. al., 2004). Vérios autores afirmam
gue essa proteina atua de forma diferente em diferentes sorotipos, mas é consensual sua
atuacdo no processo de colonizacdo da nasofaringe do hospedeiro (KADIOGLU et al., 2002).
Na pneumonia pneumocdcica, foi sugerido que a presenca da pneumolisina aumente o fluxo
de neutrodfilos e producdo de citocinas, ocasionando aumento do processo inflamatorio e
maiores danos ao tecido do hospedeiro (GUNN; NUNGESTER, 1933; HIRST et. al., 2004).
Estudos utilizando modelos animais, conduzidos por Hirst et al. (2004), sugerem que a
infec¢do por cepa selvagem de pneumococo no sistema nervoso central de ratos foi capaz
de causar meningite em 26 horas, levando a hipertrofia e danos no epéndima e astrdcitos.
Por outro lado, cepas mutantes isogénicas deficientes de pneumolisina e autolisina

causaram um quadro de infecg¢ao leve ou nao induziram a doenga.
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Todos esses dados reafirmam a importancia da pneumolisina como um dos principais
fatores de viruléncia de S. pneumoniae, comum a todos os sorotipos (BERRY et al., 1989;

HIRST et. al., 2004).

1.3.2.2 PROTEINA A DE SUPERFICIE DE PNEUMOCOCO (PspA)

A proteina A de superficie de pneumococo (PspA) (FIGURA 1) é um fator de viruléncia
exposto, presente em todos os isolados descritos de S. pneumonige. Apresenta
variabilidade em sua sequéncia, porém com mesma estrutura bdsica e massa molecular, que
varia de 67 a 99 KDa (JEDRZEJAS et al., 2001).

A PspA é constituida por 5 dominios: peptideo sinal; dominio alfa-hélice; dominio rico
em prolina; dominio ligado a colina e cauda curta C-terminal (HOLLINGSHEAD; BECKER;
BRILES, 2000).

O dominio alfa-hélice compreende 40% da regido N-terminal da molécula e sua
porcao positiva parece interagir com a carga negativa do polissacarideo capsular, enquanto
sua porcao negativa é repelida pelo polissacarideo. Assim, o dominio alfa-hélice ganha uma
forma estendida na superficie do pneumococo e expde uma por¢ao PspA na superficie da
bactéria (HOLLINGSHEAD; BECKER; BRILES, 2000).

Em seguida a regido a-hélice aparece o dominio rico em prolina, seguido por um
dominio com 10 repeticGes de uma sequéncia de 20 aminodcidos (dominios ligados a
colina). Essas sequéncias repetidas sdo responsaveis pelo ancoramento da proteina na
superficie bacteriana (YOTHER; WHITE, 1994).

Devido a variabilidade da regido N-terminal (exposta para o exterior da capsula
bacteriana), foi proposta uma classificacdo que divide as moléculas de PspA em trés familias,
gue podem ser identificadas com antissoros especificos. Dentro dessas trés familias estdo
agrupados seis diferentes clados. A familia 1 é composta pelos clados 1 e 2; a familia 2 pelos
clados 3, 4 e 5 e a familia 3 pelo clado 6 (raramente isolado) (HOLLINGSHEAD; BECKER;
BRILES, 2000). Mais de 90% das PspAs isoladas clinicamente sdo encontradas entre as
familias 1 e 2 das cepas de S.pneumoniae (BRANDILEONE et al., 2004).

A PspA desempenha diferentes acbes de protecdo do pneumococo durante a

invasdo: previne a a¢do da apolactoferrina na deplegao de ferro e interfere na fixagao do
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componente C3 do complemento, bloqueando a opsonizacdo e a quimiotaxia dos fagdcitos
(TU A-HT et al., 1999). Em camundongos, foi capaz de induzir imunidade protetora contra
bacteremia, sepsis, pneumonia e estado de portador nasal, apds desafio com pneumococos
de diferentes sorotipos capsulares (BRILES, 2000a, 2000b; TAIl, 2006). A PspA foi avaliada
como candidata vacinal em ensaio clinico de Fase |, tendo apresentado resultados

promissores (BRILES et al., 2000b).

1.3.2.3 PROTEINA C DE SUPERFICIE (PspC)

A proteina C de superficie de pneumococos (PspC) (FIGURA 1) é uma proteina
polimodrfica, presente em 75% dos isolados de S. pneumoniae. Apresenta dominios
estruturais similares a PspA, incluindo a dominio alfa-hélice, seguido pelo dominio rico em
prolinas e dominio ligado a colina (BROOKS-WALTER et al., 1999; KADIOGLU et al., 2008).

A PspC possui uma capacidade de ligar-se ao fator H, um regulador negativo da via
alternativa de ativacdo do complemento, prevenindo a formacdao de C3b e evitando a
opsonizacdo pneumocécica (BROOKS-WALTER et al.,, 1999; KADIOGLU et al., 2008).
Trabalhos recentes reportaram a ligacdao dessa molécula ao receptor polimérico de
imunoglobulina, promovendo a migracdo do pneumococo através do epitélio da
nasofaringe. Um mutante defectivo de PspC liga-se bem menos ao epitélio celular e ao acido
sidlico in vitro e induz reduzida colonizagdo nasofaringeal, comparativamente ao tipo

selvagem (KADIOGLU et al., 2008).

1.3.2.4 ANTIGENO A DE SUPERFICIE DE PNEUMOCOCO (PsaA)

A colonizagdo assintomatica por S. pneumoniae no trato respiratério superior estd
relacionada com a ligacdo deste patégeno a carboidratos da superficie celular (N-acetil-
glicosamina) do hospedeiro. A aderéncia a esses acuUcares é mediada pela ligacdo de
proteinas de superficie do tipo adesinas, tais como o antigeno A de superficie de
pneumococo (PsaA) (FIGURA 1). Essas proteinas também contribuem para a hidrofobicidade
e caracteristica eletrostatica do pneumococo, auxiliando na sua aderéncia ao epitélio celular

do hospedeiro através de interagGes fisico-quimicas ndo especificas (BOGAERT; GROOT;
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HERMANS, 2004). Esse tipo de colonizacdo nasofaringea é o principal reservatério para a
transmissao entre os individuos (KADIOGLU et al., 2008).

A PsaA é uma lipoproteina altamente conservada, de 37-kDa, envolvida no transporte
de manganés e zinco dentro da bactéria. Apesar de sua localizagdo na membrana plasmatica,
parece estar envolvida na adesdo a N-acetil-glicosamina nas células endoteliais do
hospedeiro gracas a mudancas de fase da bactéria, que reduz a espessura da cdpsula,
permitindo sua maior exposicdo durante a colonizacdo (BOGAERT; GROOT; HERMANS,
2004). A imunizagdo intranasal com PsaA recombinante foi capaz de reduzir a coloniza¢do

por pneumococos virulentos, além de proteger contra otite média (BRILES et al., 2000c).

1.3.2.5 AUTOLISINA (LytA )

LytA (FIGURA 1) é uma autolisina de peptidoglicano (N-acetil-muramoil-1-alanina
amidase) que degrada a parede celular, promovendo autélise bacteriana (HIRST et al., 2004).
Cepas mutantes deficientes em autolisina apresentaram viruléncia reduzida em modelo
animal de pneumonia e bacteremia (BERRY; PATON, 1989; 2000; 2000). A contribuicdo da
LytA na viruléncia é mediada, em parte, pela sua fungdo na liberacdo de pneumolisina,

peptidoglicano e acidos teicdicos das células bacterianas lisadas (KADIOGLU et al., 2008).

1.3.2.6 NEUROAMINIDASES

As neuroaminidases, também conhecidas como sialidases, clivam residuos de acido
sidlico de glicoproteinas, glicolipidios e oligossacarideos de superficie celular, conferindo
uma vantagem competitiva ao pneumococo (KADIOGLU et al., 2008), pois diminuem a
viscosidade do muco, expondo receptores de N-acetil-glicosamina (GIcNAc) das células
epiteliais, que podem interagir com as proteinas de superficie do pneumococo. A atividade
de neuroaminidases de virus tais como influenza e parainfluenza, pode contribuir para o
aumento da adesdao de pneumococos observada durante as infeccdes virais (MCCULLERS;

TUOMANEN, 2001).
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1.4  VACINAS PNEUMOCOCICAS

Desde 1977 alguns dos sorotipos prevalentes em doencas pneumocécicas tém sido
utilizados no desenvolvimento de vacinas com polissacarideos capsulares (VPC) (ARDANUY
et al. 2012). A partir da implantacdo dessas vacinas (TABELA 1) tém ocorrido mudancas
significativas na incidéncia, distribuicdao de sorotipos e resisténcia a penicilina ao longo dos

anos para doencas invasivas pneumocdcicas.

TABELA 1: Vacinas pneumocdcicas Fonte: GRABENSTEIN & KLUGMAN, 2012.

Manufacturers (trade names) Valence: serotypes mduded Date introduced, insial regron

Pneumococal polysacchande vaccines

Merck Sharp & Dohme (MSD) (Pneumovax™) l4wvalenc: 1, 2, 3,4, 5, 6A, 7F, B, 9N, 12F, I8C, |9F, 23F, 25F November 1977, USA
Lederle Laboratories (Prudmune ™) August 1979, USA
Institut Meneux (Imovax Preumo 147™) February 1981, France
SmichKline Beecham (Moniarix™) ITwalenc: |, 2, 3,4, 6A, 7F, B, N, 11A, I2F, |4, 1980s, Europe
ISF, I7F, IBC, I9F, 23F, 25
Merck Sharp & Dohme (MSD) (Preumovax™ 23) Lwalenc: |, 2, 3, 4,5, 68, 7F, B, IN, 9V, 10A. 1A I2F, 14, July 1983, USA
Lederle Laboratories (Prudmune™ 23) ISB, I7F, I18C. I9F, 19A, 20, 22F, 23F, 33F Judy 1983, USA
Institut Méneux (Pneumo 23™) 1987, Europe
Chengdu Insutute of Biologial Products 2005, Chema
Pneumococal conpugate vaccines
Wyeth Laboratones (Prevmar™ or Prevenar™) Twvalent 4. 6B, 9V, 14, I1BC |9F, 23F February 2000 for nfants, USA and Europe
GlaxoSeichKline (Synflonx™) I0wvalenc: |, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, |BC, |9F, 23F March 2009 for infamts: Europe
Wyeth Laboratones (Prevrar™ 13 or Prevenar™ 13) 13walenc |, 3,4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, IBC, I9A, |9F, 23F Febrwary 2010 for mfants, lare 2011 for

adults, Europe, Australia, USA

Atualmente, a VPC 23-valente, Pneumovax 23, produzida pelo laboratério Merck
Research, EUA, esta sendo distribuida em substituicdo a vacina 14- valente lancada em 1977.
Essa vacina contém 23 antigenos polissacaridicos capsulares purificados (sorotipos 1, 2, 3, 4,
5, 6B, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F),
correspondendo a 85-90% das doengas pneumocécicas (BOGAERT; GROOT; HERMANS,
2004). Vdrios estudos tém demonstrado seu efeito protetor em adultos e criangas acima de
dois anos, incluindo também grupos de risco, como idosos e portadores de doenca
obstrutiva pulmonar cronica. Porém, para criangas menores de dois anos, onde as taxas de
colonizacdo sdo elevadas e em individuos imunocomprometidos, a vacinagdao com a VPC 23-
valente tem demonstrado eficiéncia protetora bastante reduzida (O’BRIEN, et al., 1996).
Essas vacinas induzem uma resposta imune T- independente, ou seja, sao capazes de ativar

células B na auséncia de células T auxiliares. Dessa forma, explica-se porque em criangas
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menores de dois anos a vacinacdo com VPC torna-se ineficaz, tendo em vista que durante
essa fase do desenvolvimento, a zona marginal do bago ainda se apresenta imatura e sem a
presenca de alguns receptores importantes no desencadeamento da resposta imune
(GRANOFF et al., 1998; HENDLEY et al., 1987; PLETZ et al., 2008).

A nova geracdo de vacinas pneumocdcicas inclui as vacinas conjugadas (Tabela 1),
onde os polissacarideos sao ligados a proteinas. Essas formulagdes induzem a uma resposta
imune T-dependente e geracdo de células de memodria. Vérios estudos tém demonstrado
alta eficiéncia da vacina conjugada 7-valente (PCV7) na prevencdo de doencas
pneumocdcicas invasivas referentes aos sete sorotipos incluidos na vacina. Contudo, uma
protecdo eficaz ainda depende da area geografica onde os sorotipos presentes na vacina
tenham potencial de cobertura. Dessa forma, apesar da PCV7 induzir cobertura por volta de
85% nos EUA, na Europa estd em torno de 60-70% e na Asia é de aproximadamente 55%
(BOGAERT; GROOT; HERMANS, 2004; DAGAN, 2003; TAI, 2006).

A vacina pneumocécica 10-valente (PCV10) Synflorix, produzida pela GlaxoSmithKline
(GSK) e licenciada em 2009, contém os sorotipos 1, 5 e 7F além dos sete que compdem a
PCV7 (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F). Oito dos 10 sorotipos da PCV10 sdo conjugados com a
proteina D de H. influenzae, uma lipoproteina de superficie celular altamente conservada
(DAGAN; POOLMAN, 2010). Dados da OMS sugeriram que a mudanc¢a da PCV7 para PCV10
aumentaria a cobertura vacinal de 86% para 88% nos EUA e de 74% para 84% na Europa. No
continente africano a cobertura iria de 67% para 81%, na Asia de 43% para 66% e no Brasil
de 60% para 80% (WHO, 2007). No entanto nos EUA, a PCV10 ndo foi implantada devido a
rapida emergéncia do sorotipo 19A, sendo substituida pela PCV13 (CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2010).

Em 2010 foi licenciada a vacina conjugada 13-valente (PCV13), Prevenar 13 (Wyeth),
contendo todos os sorotipos encontrados na PCV7 (sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, e 23F)
com adicdo de outros seis (1, 3, 5, 6A, 7F e 19A). A PCV13 foi desenvolvida para resolver a
necessidade de protecdo contra sorotipos de pneumococo ausentes na PVC7, que
emergiram como causas comuns de infeccdo em criangcas. Uma andlise de vigilancia
epidemioldgica de 2008 constatou que 43% dos casos de infec¢des pneumocdcicas em
criancas nos EUA foram causados pelo sorotipo 19A, seguidos dos sorotipos 7F e 3 como

segunda e terceira causas mais comuns (KAPLAN et al., 2010; SUCHER et al., 2011).
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Devido a limitacdo na cobertura promovida pelos sorotipos presentes nas vacinas
conjugadas, tem sido relatado o aumento na incidéncia de sorotipos ausentes na vacina,
provavelmente devido a pressdo imunoldgica seletiva (KAPLAN et al., 2004; O’BRIEN;
SANTOSHAM, 2004; TAI, 2006). Além disso, a produgdo dessas vacinas é bastante onerosa,
pois envolve vdrios processos de fermentacdo, purificacdo e conjugacdo dos diversos
sorotipos constituintes da vacina, o que torna o processo invidvel para paises em
desenvolvimento (TAIl, 2006).

Alternativas para a prevencdao da infeccdo pneumocédcica tém sido o
desenvolvimento de vacinas dirigidas contra antigenos proteicos comuns a todos os
sorotipos de pneumococos, presumindo-se uma resposta imune envolvida na protecdo ou
atenuacgao dos sintomas contra a doeng¢a. Uma importante limita¢dao, entretanto, seria a
diversidade entre os varios sorotipos de pneumococos. A proteina ideal deveria ser comum
aos 93 diferentes sorotipos e apresentar diversidade antigénica limitada. Algumas proteinas
candidatas formam a base para a terceira geracao de vacinas pneumocdcicas: Proteina C de
superficie de pneumococo (PspC), Pneumolisina, Neuraminidase A (NamA), Antigeno A de
superficie de pneumococo (PsaA) e a Proteina A de superficie de pneumococo (PspA).
Dentre essas proteinas, a PspA apresenta os resultados mais promissores, tendo inclusive
sido utilizada com sucesso em ensaio clinico de Fase | (BRILES et al., 2000b). Essas vacinas
poderiam levar a uma protecao efetiva, além de induzirem uma resposta dependente de
células-T e memaria imunoldgica.

Dessa forma, varios estudos tém sido conduzidos visando ao desenvolvimento de
novas vacinas pneumocécicas, capazes de promover cobertura eficaz a todas as faixas
etarias e grupos de risco. Nesse sentido, vem sendo desenvolvida, no Instituto Butantan uma
Vacina Pneumocécica Celular (WCPV), um projeto em colaboracdo com o Children’s Hospital
- Harvard School of Public Health, Harvard University, USA and PATH (Program for
Appropriate Technology in Health), USA. Produzida a partir de cepa ndo capsulada de S.
pneumoniae, inativada por tratamento com etanol, a imunidade conferida pela vacina é
dirigida a varios antigenos de superficie, e ndo sorotipo-especifica (GONCALVES et al., 2013).
Essa vacina esta sendo avaliada em ensaio de campo em humanos nos USA, pelo Food and

Drug Administration (FDA).
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15 DIAGNOSTICO DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Apesar do S. pneumoniae ser um agente etiolégico confirmado em dois tercos dos
casos (FINE, et al.,, 1996) também é a principal causa de pneumonia de etiologia
desconhecida (RUIZ-GONZALEZ et al., 1999), indubitavelmente por limitacdes nos testes
diagndsticos convencionais.

As técnicas utilizadas no isolamento e identificagdo de pneumococos no sangue e
liquido cefalorraquidiano de pacientes com meningite ndo sdo recentes. Apesar de
apresentarem comprovada utilidade, facil desenvolvimento e reprodutibilidade nos
resultados, requerem uma gama variada de adequacdes laboratoriais.

Estudos sugerem que nas ultimas trés décadas tem havido uma diminuicdo na
recuperacao de S.pneumoniae em amostras clinicas de pacientes internados com pneumonia
adquirida na comunidade, ocasionando um retrocesso no diagndstico e recuperacao deste
patégeno. Dados do Johns Hopkins Hospital (Baltimore, MD - USA) exemplificam essa
tendéncia de queda nos registros de diagndstico: em 1970 a recuperagao do patégeno em
amostras de pacientes era de 60% nos casos de pneumonia pneumocdcica, enquanto que
em 1991 sé chegava a 18% (BARTLETT, 2004; MUNDY et al., 1995).

A perda da qualidade na obtencdo e identificacdo dos isolados clinicos pode estar
relacionada a pressGes econOmicas para reducdo de custos e terceirizacdo dos laboratoérios,
acarretando atrasos e manipulagado incorreta das amostras e prejudicando o diagndstico
final do patdégeno (BARTLETT, 2004). Em paises em desenvolvimento e comunidades
isoladas, esse problema torna-se ainda mais grave, pela falta de laboratdrios equipados e
profissionais da saude devidamente treinados. Esses problemas contribuem em parte para o
surgimento de cepas multirresistentes a antibidticos, pois segundo dados de Wannmacher
2004, muitos fatores contribuem para prescricdao inadequada de antibidticos aos pacientes:

e prescricao de antibidticos para infeccdes virais;

e prescricao de antibidticos inadequados para o tratamento do patégeno;

e pacientes ndo respeitam horarios ou dosagem, ou interrompem o tratamento
antes do estabelecido pelo médico;

e pacientes se automedicam ou compartilham o antibiético com familiares e

amigos.
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Dessa forma, a baixa qualidade na obtencdo de amostras e o uso prévio de
antibioticos dificultam o diagndstico do patégeno, reduzindo significativamente a
probabilidade de seu isolamento em amostras clinicas (WERNO; MURDOCH, 2008).

Apesar da importancia clinica do isolamento de S. pneumoniae, ndo ha um “padrao
ouro” ou método de referéncia para a sua identificagdo (BLASCHKE, 2011). Os valores de
sensibilidade e especificidade variam muito em relacdao aos diferentes métodos. Para a
identificagdao final de um isolado clinico da bactéria é necessdrio um conjunto de testes,
abrangendo a morfologia das col6nias e coloracdo de Gram, hemdlise, solubilidade em
desoxicolato, susceptibilidade a optoquina e teste de coaglutinagdo (BROWNE; MIEGEL,;
STOTTMEIER, 1984; DAVIS et al., 1992; GARDAM; MILLER, 1998).

1.5.1 MICROSCOPIA E CULTURA

A identificacdo laboratorial de isolados de S.pneumoniae depende do
reconhecimento das caracteristicas morfoldgicas tipicas por microscopia e testes
fenotipicos. No entanto, aparéncias tipicas podem ser alteradas por antibioticoterapia e a
descoloracdo do corante pode dar a falsa impressdo de diplococos gram-negativos (WERNO;

MURDOCH, 2008).

1.5.2  REAGAO DE QUELLUNG

Embora pouco utilizada atualmente, a reacdo de Quellung é o método mais
especifico para deteccdao de pneumococo a partir de amostras puras de cultura de escarro.
Apds a reacdo do pneumococo com soro anticapsular, a capsula bacteriana fica rodeada por
um halo. Embora essa reacao seja considerada altamente especifica para pneumococo,
reacOes cruzadas podem ocasionar resultados falso-positivos e cepas ndo capsuladas podem
produzir resultados falso-negativos (AUSTRIAN, 1976). Também ha a necessidade de se
obter microrganismos vidveis em amostras de sangue e a obtencdo dos resultados é

demorada (ARAI et al., 2001).
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1.5.3  SUSCETIBILIDADE A OPTOQUINA E SOLUBILIDADE EM BILE

A diferenciagao laboratorial entre o S.pneumoniae e o S. viridans é normalmente
realizada por duas reagdes: suscetibilidade a optoquina e solubilidade em bile. Isolados de
pneumococo sdo tipicamente suscetiveis a optoquina e solluveis em bile, enquanto que S.
viridans sao tipicamente resistentes a optoquina e insollveis em bile. O teste de solubilidade
em bile é baseado na autdlise do S.pneumoniae na presenga do agente tensoativo
desoxicolato de sédio (KELLOGG et al., 2001). Embora o teste seja considerado sensivel e
especifico para a identificagdo, hd constatagdo de que até 10% dos isolados de S.

pneumoniae podem ser resistentes a optoquina (DENYS et al., 1992; KELLOGG et al., 2001).

1.54 HEMOCULTURAS

O isolamento de S.pneumoniae a partir de cultura de sangue fornece um diagndstico
definitivo da doenca pneumocécica. No entanto, a bacteremia documentada a partir de
hemoculturas ocorre em apenas um quarto dos casos e a antibioticoterapia prévia reduz
significativamente esse numero (MUSHER, 1992). Além disso, o S. pneumoniae pode liberar
autolisina durante a fase estaciondria de crescimento, resultando em morte celular e

impossibilitando o correto diagnéstico (PETTI; WOODS; RELLER, 2005).

1.5.5 EXAME DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

Para o diagndstico de meningite pneumocécica, a combinacdo de cultura bacteriana
e coloracdo de Gram de amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) possuem uma
sensibilidade de 84% e especificidade de 98%, mas a administragao prévia de antibidticos

pode reduzir significativamente a deteccdo do patdgeno (GEISELER et al., 1980).

1.5.6 EXAME DE ESCARRO

No diagndstico de pneumonia pneumocdcica, o exame de escarro é feito por
coloracdo de Gram, para identificacdo dos diplococos Gram positivos e contagem de células
polimorfonucleares (PMN). A presenca de 10 PMN para cada célula escamosa epitelial é
sugestivo de pneumonia pneumocdcica, porém o método é limitado para ser realizado em

criangas, por ndo produzirem escarro. Em adultos € um método diagndstico bastante eficaz,
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capaz de detectar a pneumonia bacteriana desde que as amostras sejam coletadas e
processadas corretamente e que sejam obtidas antes da administracdo de antibidticos ou

até 24 horas apds o inicio do tratamento (MUSHER et al., 2004; WERNO; MURDOCH, 2008).

1.5.7 EXAME DE ASPIRADO PULMONAR

O aspirado pulmonar é um método capaz de melhorar a eficacia no diagndstico de
pneumonia pneumocdécica, principalmente em pacientes com lesdes periféricas e criancas,
porém ndo é amplamente adotado devido a sua natureza invasiva e a necessidade de ser
realizado por profissionais da saude bastante experientes (DORCA, 1995; WERNO;
MURDOCH, 2008).

1.5.8 AGLUTINACAO EM LATEX

Ensaios de aglutinacdao em latex para deteccao de S. pneumoniae em amostras de
LCR apresentam sensibilidade elevada, e embora possam levar a alta porcentagem de
resultados falso-positivos, especialmente em amostras de urina, ainda sao importantes para
o diagndstico de pneumonia pneumocdcica e meningite em comunidades com instalacdes

laboratoriais limitadas (NUNES et al, 2004; PERKINS, et al, 1995; WERNO; MURDOCH, 2008).

1.5.9 DETECGCAO MOLECULAR

Os métodos moleculares, tais como PCR (polymerase chain reaction), tem se
estabelecido como importante ferramenta de diagndstico de S. pneumoniae, pois possuem
algumas vantagens em relacdo a maioria dos métodos convencionais, dentre as quais:
podem detectar a presenca do microrganismo a partir de quantidades minimas de acidos
nucléicos; ndo necessitam de amostras vidveis; sdo técnicas menos afetadas pela terapia
antimicrobiana; fornecem resultados dentro de curto espaco de tempo. Contudo, sua
sensibilidade pode variar de 29% a 100%, devido a manipulacdo inadequada, quantidade
insuficiente de amostra ou escolha inapropriada do gene, resultando em reagao cruzada

com outros patogenos (LAHTI et al., 2006; RUDOLPH et al., 1993; WERNO; MURDOCH, 2008).
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A utilizacdo dessas técnicas também exige laboratdorio bem equipado e presenca de
profissionais capacitados, o que ainda ndao é uma realidade para muitos paises em

desenvolvimento ou em comunidades isoladas.

1.5.10 TESTES IMUNOCROMATOGRAFICOS RAPIDOS

Os testes imunocromatograficos rdpidos sdo também conhecidos como
imunoensaios de “dipstick”, “strip tests” e imunoensaios por fluxo lateral.

Essa técnica foi descrita pela primeira vez em 1960 e sua primeira aplicacdo
comercial foi para testes de gravidez, em 1988. Atualmente sdo utilizados em analise
qualitativa, quando o resultado baseia-se em negativo/positivo ou invalido, ou quantitativa,
baseada em determinacdo numérica ou de unidades (MILLIPORE, 2008) para deteccdo de
varios agentes, incluindo pequenas moléculas inorganicas, peptideos, proteinas e acidos
nucleicos em fluidos biolégicos. Sdo importantes para o diagndstico de gravidez, infeccdo ou
contaminacdo com patdgenos especificos, incluindo a presenca de compostos téxicos em
alimentos ou no meio ambiente, além de facilitar a detec¢do de drogas ilicitas (GEERTRUIDA
et al.,, 2009). S3o relativamente baratos para producdo, tém uma vida util longa, ndo
necessitam de refrigeracdo durante a armazenagem, nao requerem nenhum equipamento
de laboratério sofisticado ou pessoas altamente capacitadas e os resultados sdo obtidos
geralmente em 10-20 minutos. (BANDLA; THOMPSON; SHAN, 2011; MILLIPORE, 2008;
O’FARRELL, 2009).

Devido a essas propriedades tem aumentado no decorrer das décadas pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento de ensaios de fluxo lateral que atendam aos requisitos de

varios segmentos de mercado (FIGURA 2).
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FIGURA 2: Lista dos segmentos de mercado em que os imunoensaios Dipsticks ja estdo em

producdo ou em desenvolvimento. Adaptado de: WONG e TSE (2009)

O método pode ser direto (sanduiche) ou competitivo (indireto). Os ensaios diretos
sdao normalmente usados quando o teste é para detec¢do de analitos maiores com multiplos
sitios antigénicos, tais como gonadotrofina coridnica humana (HCG), virus da dengue ou HIV.
Ja os ensaios competitivos sdo tipicamente utilizados quando o objetivo é a deteccao de
pequenas moléculas com determinantes antigénicos Unicos, que ndo podem ligar-se
simultaneamente a dois anticorpos (O’FARRELL, 2009).

Foi descrito um método direto para detec¢do de Polissacarideo C de S. pneumoniae
na urina, o Binax NOW (Binax, Inc., Portland, ME). E um teste rapido, utilizado
comercialmente, ndo invasivo e o resultado pode ser obtido em 15 minutos (DOMINGUEZ,
2001; GUTIERREZ, 2003; WERNO; MURDOCK, 2008). Este teste tem mostrado boa utilidade
para o diagndstico de pneumonia pneumocdcica, e de acordo com relatos da literatura, sua
sensibilidade varia de 77% - 88% e a especificidade estd em torno de 67%-100% na detecc¢ao
de infec¢Ges pneumocécicas em adultos (GUTIERREZ et al., 2003). No entanto, o Binax NOW,
possui limitacdes quanto ao seu uso em criangas, pois nesta populacdo a deteccdo de
antigenos pneumocdcicos na urina é bastante provavel devido a condicdo de portador do

pneumococo, diminuindo a especificidade devido a propor¢do de testes falso-positivos. O
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teste pode também reagir de forma cruzada com outros grupos de estreptococos

(BLASCHKE, 2011; KLUGMAN; MADHI; ALBRICH, 2008).
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7 CONCLUSOES

Os testes dipsticks desenvolvidos neste estudo sdo uma promissora ferramenta para o
diagndstico de Streptococcus pneumoniae, pois em andlises qualitativas foi possivel detectar
os principais sorotipos mais prevalentes em doencas invasivas pneumocdcicas e em analises
quantitativas apresentaram um limite de detecgdo compativel com a ordem de grandeza na
deteccdo de infeccGes bacterianas em condigdes clinicas.

O desenvolvimento de um teste diagndstico rapido, sensivel, de baixo custo, que
possa ser acessivel a uma grande parcela da populagdo, em uma area estratégica,
certamente é um passo importante, que pode contribuir positivamente como possivel

ferramenta diagndstica do agente etioldgico causador de doengas pneumocdcicas, um

patdgeno de extrema relevancia em saude publica.
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