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RESUMO

Introducio: A meningite pneumocdcica ¢ uma das principais causas de hospitalizagcdes no
mundo, contribuindo para elevadas taxas de mortalidade e sequelas a médio e longo prazo em
criangas, o que mostra a necessidade da continua implementagao dos programas de imunizagao.
Em Mogambique, a vacina pneumococica conjugada 13-valente (PCV13), foi introduzida no
Programa Alargado de Vacinacdo em Dezembro de 2017, sendo fundamental a realizagdo de
estudos para compreender o seu impacto.

Objectivo: Avaliar o perfil epidemiologico da meningite pneumococica em criangas menores
de 5 anos apos a introdugdo da vacina pneumocdcica conjugada 13-valente no Hospital Central
da Beira e Hospital Central de Nampula, entre 2018 e 2023.

Metodologia: Realizamos um estudo observacional, transversal retrospectivo usando dados do
Sistema de Vigilancia Nacional de Meningite colhidos entre Janeiro de 2018 e Setembro de
2023. As amostras de liquido cefalorraquidiano foram colhidas em criangas menores de 5 anos
com suspeita de meningite no Hospital Central da Beira e Hospital Central de Nampula e
testadas por reac¢do da polimerase em cadeia em tempo real para a identificacdo de
Streptococcus pneumoniae. A determinagao dos serotipos capsulares foi feita por reacgao da
polimerase em cadeia multiplex sequencial. A andlise estatistica consistiu no uso do software
estatistico SPSS versao 20.0 (IBM, EUA).

Resultados: Um total de 2552 amostras de liquido cefalorraquidiano foram testadas, 2187
(85,7%) do Hospital Central de Nampula e 364 (14,3%) do Hospital Central da Beira. Do total
das 2552 amostras incluidas no estudo, 121 (4,7%) foram positivas para Streptococcus
pneumoniae, onde 69 (57%) amostras foram obtidas de pacientes do sexo masculino e 52 (43%)
do sexo feminino. Um total de 76 (62,8%) amostras de liquido cefalorraquidiano foram
elegiveis para a serotipagem tendo sido identificados os seguintes serotipos vacinais (vacina
PCV13): 18C/18F/18B/18A (14; 18,4%), 19F (2; 2,6%), 9V/9A (1, 1,6%), 14 (1; 1,6%) e 1 (7,
9,2%); e serotipos ndo-vacinais: 15B/15C (21; 27,6%), 38 (9; 11,8%), 24F/24A/24B (3; 3,9%),
12F/12A/12B/44/46 (2; 2,6%), 8 (2; 2,6%), 16F, 22F/22A, 35B e 7C/7B2 (1; 1,3%), obtidos
em maior propor¢do no Hospital Central de Nampula. Os serotipos 15B/15C e
18C/18F/18B/18A foram prevalentes em criancas de 0 a 11 meses no Hospital Central da
Nampula e dos 24 4 59 meses no Hospital Central da Beira, principalmente entre 2020 e 2023.
A cobertura da vacina PCV13 em relagdo aos serotipos identificados no Hospital Central de
Nampula e Hospital Central da Beira entre 2018 e 2023 foi de 34,2%. Os serotipos ndo-vacinais
24F/24A/24B e 35B foram prevalentes em criangas com vacinagdo completa, contudo houve
uma emergéncia e predomindncia do serotipo 15B/15C em criangas com a vacinacao
incompleta.

Conclusio: O estudo evidencia a reducdo da frequéncia de meningite pneumocdcica em
criangas menores de 5 anos de idade apds a introdu¢ao da PCV13 no Hospital Central da Beira
e o Hospital Central de Nampula. Entretanto, hd emergéncia de serotipos nao-vacinais,
sugerindo a vigilancia continua dos serotipos de meningite pneumocdcica e a necessidade de
novos métodos de prevengdo da meningite pneumocdcica no pais.

Palavras-chave: Epidemiologia, meningite pneumococica, criangas menores de 5 anos de
idade, PCV 13, serotipos, Hospital Central da Beira e Hospital Central de Nampula.
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ABSTRACT

Introduction: Pneumococcal meningitis is the main cause of hospitalisation globally, that
contribute to an increasing of mortality rates and sequelae in the medium- and long-term of
paediatric populations. This underscores the continued necessity for the implementation of
effective immunisation programmes. In Mozambique, the 13-valent pneumococcal conjugate
vaccine (PCV13) was introduced into the Expanded Vaccination Programme in December
2017. However, further studies are essential to fully comprehend its impact.

Objective: To evaluate the epidemiological profile of pneumococcal meningitis in children
under 5 after the introduction of PCV13 at Beira Central Hospital and Nampula Central
Hospital between 2018 and 2023.

Methods: We conducted a retrospective cross-sectional observational study using data from
the National Meningitis Surveillance System collected between January 2018 and September
2023. Cerebrospinal fluid (CSF) samples were collected from children under the age of 5 with
suspected meningitis at Beira Central Hospital and Nampula Central Hospital and tested by
real-time polymerase chain reaction (PCR) for the identification of Streptococcus pneumoniae.
The capsular serotypes were determined by multiplex sequential PCR. Statistical analysis
consisted of using SPSS statistical software version 20.0 (IBM, USA).

Results: A total of 2552 cerebrospinal fluid samples were tested, 2187 (85.7%) from Nampula
Central Hospital and 364 (14.3%) from Beira Central Hospital. Of the total of 2552 samples
included in the study, 121 (4.7%) were positive for Streptococcus pneumoniae, where 69 (57%)
samples were obtained from male patients and 52 (43%) from females. A total of 76 (62.8%)
cerebrospinal fluid samples were eligible for serotyping and the following vaccine serotypes
(PCV13 vaccine) were identified: 18C/18F/18B/18A (14; 18.4%), 19F (2; 2.6%), 9V/9A (1;
1.6%), 14 (1; 1.6%) and 1 (7; 9.2%); and non-vaccine serotypes: 15B/15C (21; 27.6%), 38 (9;
11.8%), 24F/24A/24B (3; 3.9%), 12F/12A/12B/44/46 (2; 2.6%), 8 (2; 2.6%), 16F, 22F/22A,
35B and 7C/7B2 (1; 1.3%), obtained in greater proportion at Nampula Central Hospital.
Serotypes 15B/15C and 18C/18F/18B/18A were prevalent in children aged 0 to 11 months at
Nampula Central Hospital and 24 to 59 months at Beira Central Hospital, mainly between 2020
and 2023. PCV13 vaccine coverage in relation to the serotypes identified at Nampula Central
Hospital and Beira Central Hospital between 2018 and 2023 was 34.2 per cent. Non-vaccine
serotypes 24F/24A/24B and 35B were prevalent in children with complete vaccination,
however there was an emergence and predominance of serotype 15B/15C in children with
incomplete vaccination.

Conclusion: The study shows a reduction of the frequency of pneumococcal meningitis in
children under five years of age following the introduction of PCV13 vaccine at Beira Central
Hospital and Nampula Central Hospital. However, non-vaccine serotypes have emerged,
indicating the necessity for continuous surveillance of pneumococcal meningitis serotypes and
the development of new pneumococcal meningitis prevention methods in the country.

Keywords: Epidemiology, pneumococcal meningitis, children under five years of age, PCV13,
serotypes, Beira Central Hospital and Nampula Central Hospital.
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1 Introducio

A meningite pneumococica ¢ uma infecgao fatal do sistema nervoso central (SNC) causada pela
bactéria Streptococcus pneumoniae, resultando na inflamag¢ao das trés camadas (meninges) que
recobrem o cérebro e a medula espinhal (Najmadden et al., 2024). Acomete principalmente
criangas e constitui um grave problema de saude publica em todo o mundo, especialmente em
paises de baixa e média renda devido a diversos factores, tais como: altas taxas de
morbimortalidade, potencial endémico, gastos vultuosos no tratamento e a frequéncia de

sequelas neuroldgicas (Wright et al., 2021; Da Silva et al., 2024).

Estima-se que, em 2019, cerca de 1.28 milhdo de casos novos de meningite ocorreram em
criangas <5 anos globalmente, resultando em aproximadamente 112 mil mortes, sendo a maior
proporgao atribuida ao S. pneumoniae compreendendo 17.3% do total de mortes (Wunrow et al.,
2023). Além disso, a doenca deixa 1 em cada 5 criangas com incapacidades de longa duragao,
como, perda de audi¢do, visdo e deficiéncia cognitiva. Esses factores reflectem em elevados

danos sociais e financeiros a satde publica mundial (WHO, 2021).

Na Africa Subsaariana, a meningite bacteriana resultou em cerca de 743 mil casos incidentes e
criangas <5 anos e mais de 79 mil mortes em 2019, correspondendo a 50% dos casos de
meningite em menores de 5 anos em todo o mundo. Desses casos, estima-se que 13% estavam
associados a meningite causada por S. pneumoniae (Wunrow et al., 2023). Os mesmos autores
reportaram uma incidéncia de 297 por 100.000 habitantes e uma taxa de mortalidade estimada
em 1.230 em criangas <5 anos em Mogambique. A taxa de letalidade varia de 5 a 50%, sendo
que as sequelas neurologicas ocorrem em até 50% dos sobreviventes. No entanto, a dinamica
temporal da meningite pneumococica, incluindo a sazonalidade e as tendéncias seculares, sdo

pouco caracterizadas em muitas partes do mundo (Paireau et al., 2016).

O S. pneumoniae ou pneumococo € uma bactéria gram-positiva, extracelular e oportunista que
coloniza as superficies mucosas do tracto respiratorio superior humano assintomaticamente, no
entanto, pode migrar para tecidos e 6rgaos estéreis e causar infecgdes invasivas como a meningite

(Weiser et al., 2018).

A meningite ¢ uma doenga com rapido inicio e tem sua etiologia baseada na faixa etdria e porta
de entrada do agente, sendo frequente a espécie bacteriana, Streptococcus pneumoniae,

transmitida por secrecoes da nasofaringea (Lorton ef al., 2018; Fernandez & Sakurada, 2023).
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A transmissao, colonizagdo e invasdao dependem da notavel capacidade do S. pneumoniae de
escapar da resposta imune do hospedeiro (Weiser et al., 2018). O pneumococo pode atingir o
liquido cefalorraquidiano (LCR) através da disseminagdo hematogénica por dois mecanismos
principais: 1) infectando células imunes, que por sua vez levam o patdgeno para o sistema
nervoso, € 2) atravessando capilares sanguineos e entrando no LCR como patégenos livres
podendo causar um dano tecidual causado quando a susceptibilidade genética do hospedeiro ¢

explorada pela viruléncia bacteriana (Hersi et al., 2024).

As manifestagdes clinicas da meningite variam com base nos factores como idade, duragao da
doenga e agente causador. Os principais sinais ¢ sintomas da meningite incluem a febre,
hipotermia, abaulamento de fontanelas, convulsdes, rigidez da nuca, dor lombar, dispneia,
surgimento de erup¢des maculopapulares e perda de consciéncia (Da Silva ef al., 2024). Os sinais
e sintomas tem baixa sensibilidade no diagndstico da meningite, sendo importante o diagndstico
laboratorial realizado através das analises citologicas, bioquimicas, microbioldgicas, serologicas

e moleculares do LCR (Wang et al., 2024).

O diagnoéstico para identificar a meningite pneumocdcica, consiste basicamente na cultura
bacteriana (padrdo-ouro), entretanto, apresenta uma baixa sensibilidade devido ao uso de
antibidticos antes da pung¢do lombar (PL), bem como a baixa quantidade e qualidade do LCR,

que podem contribuir para subestimar a incidéncia da meningite (Ali ez al., 2021).

A identificagdo de base molecular ¢ vital para a confirmagdo de patdogenos em amostras
biologicas devido a sua alta sensibilidade e especificidade na detecg¢ao do patogeno, podendo ser
utilizadas directamente em espécimes clinicos, possibilitando a detec¢do dos mesmos na
auséncia do patdgeno viavel da cultura (Rios, 2014; Da Silva et al., 2024). A deteccdo do
pneumococo, normalmente ¢ baseada na deteccdo o molecular do gene /ytA, expresso
naturalmente em todos isolados de pneumococos (Rios, 2014). O gene lytA4 codifica a enzima
peptidase de mureina que desempenha um papel crucial na degradagdo da parede celular do S.
pneumoniae, liberando conteudo celular que pode ser detectado em testes laboratoriais. A
proteina [ytA ¢ imunogénica e altamente conservada entre as estirpes de S. pneumoniae € nao ¢

observada entre outras espécies do género Streptococcus (Afshar et al., 2020).

A serotipagem (identificacdo de serotipos) € feita através da capsula e tem como padrdo-ouro a
reacc¢do de Quellung, entretanto os reagentes sao dispendiosos, exige o isolado vidvel e necessita
de técnicos altamente qualificados (Rios, 2014). A cépsula € uma caracteristica fundamental do

2
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S. pneumoniae ¢ desempenha um papel importante na viruléncia, pois, ¢ composta por uma
variedade de estruturas polisacaridicas que ajudam as bactérias a escapar do sistema imunologico
do hospedeiro. Existem pelo menos 100 serotipos identificados com base nas estruturas de

polissacarideos capsulares (CPS) (Akkoyunlu, 2024).

A triagem precoce de patogenos com tratamento relevante pode prevenir a taxa de letalidade e
complica¢des neurologicas (Ali et al., 2021). A etiologia correcta da meningite ¢ fundamental
para melhorar a clinica do paciente, reduzindo o uso desnecessario de antibidticos, resultando

em situagoes clinicas que podem estender o tempo de internamento hospitalar (Felix et al., 2024).

J4

O tratamento da meningite inicialmente ¢é empirico, baseado na epidemiologia dos
microrganismos mais frequentes em cada faixa etdria e nos padrdes locais de resisténcia
(Wibbert, 2019). Para tratar a meningite, sdo usados antibioticos de diferentes classes como [-
lactamicos (penicilina, cefotaxima e imipenem), macrolideos (eritromicina e azitromicina) e
quinolonas (levofloxacina) (Huang et al., 2022). Embora os métodos gerais de tratamento sejam
eficazes, o tratamento antimicrobiano pode ficar comprometido a medida que o microrganismo

desenvolve resisténcia aos antimicrobianos comumente usados (Li ef al., 2023).

Nos tltimos 30 anos, avangos consideraveis foram feitos sobre a gestdo epidémica e controlo de
doengas por meio da vacinagdo e da compreensdo das contribui¢des do hospedeiro e do patdogeno
para os desfechos clinicos (Wall et al., 2021). Embora os programas de vacinagdo tenham sido
implementados em muitos paises e tenham tido um impacto consideravel na doenga (Paireau et

al., 2016; Skar et al., 2024).

A epidemiologia global da meningite ¢ altamente dindmica, as mudancas nos ultimos 25 anos
em criangas foram influenciadas pelo uso generalizado de vacinas. A vacinagdo continua sendo
o pilar mais importante do roteiro liderado pela OMS para controlar a meningite até 2030 (Wall

etal., 2021).

Diante desse contexto, a realizagdo do presente estudo visa compreender a epidemiologia da
meningite pneumococica em Mogambique apds a introducdo da PCV13 em criangas menores de

5 anos, através do monitoramento periddico dos serotipos entre 2018 e 2023.
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1.1 Problema

A incidéncia das doengas pneumocdcicas (DP) € alta em Mogambique, tendo sido registados 416
episodios por 100.000 criancas <5 anos com doengas pneumococicas invasivas em 2009,
mostrando a necessidade da continua imunizag¢ao (Morais, 2012). Em 2012, um estudo realizado
no Hospital Distrital da Manhica (HDM), relatou uma frequéncia de 7% de casos de meningite
por S. pneumoniae (Sigaaque et al., 2018). Entre 2013 ¢ 2014, um estudo em trés Hospitais
quaterndrios do pais, nomeadamente os Hospitais Centrais de Maputo, Beira e Nampula, relatou
uma frequéncia de 32,8% de casos de meningite por S. pneumoniae e identificou alguns serotipos
nao-vacinais apo6s a introducao da vacina pneumocdcica 10 valente (PCV10), como os serotipos

12 e 15B/15C nao cobertos pela PCV13 (Nhantumbo et al., 2016).

As PCVs sdo altamente eficazes na prevengdo da meningite pneumocodcica causada pelos
diferentes serotipos, incluindo 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F. Entretanto, a
imunizacdo resulta em uma mudanga epidemiologica de serotipos, através da reducdo de
serotipos vacinais ¢ aumento na frequéncia dos serotipos ndo-vacinais, e alguns desses sdo
associados a multirresisténcia (Chang et al., 2021). Por outro lado, a introdu¢ao de vacinas requer
um maior investimento financeiro, que ¢ parcialmente compensado pela economia de custos de
satide com a redug@o da doenca (Chen ef al., 2018). Entretanto, as doengas pneumococicas estao
associadas a custos econOmicos substanciais anuais do sistema de saude de cerca de US$ 13,7

bilhdes e custos sociais de US$ 14,3 bilhdes globalmente (Li ef al., 2023).

A elevada incidéncia da meningite em Mogambique, associada ao acesso limitado aos servigos
de saude e barreiras ao tratamento adequado, fazem da vacinagdo contra a meningite uma

prioridade.

A vacina PCV10 foi introduzida no Programa Nacional de Imunizagdo em 2013 e abrangia 10
serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 5 e 7F) em Mocambique, sendo posteriormente
substituida em Dezembro de 2017 no norte do pais, pela vacina PCV13, que contém 3 serotipos

adicionais (PCV10+3, 6A e 19A) (Pires & Aratjo, 2018).

1.2  Questio de pesquisa

Qual ¢ o perfil epidemioldgico da meningite pneumococica apds a introdu¢ao da PCV13 em

criangas menores de 5 anos no HCB ¢ HCN entre 2018 e 2023?
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1.3  Justificativa

A meningite pneumocdcica continua sendo uma das causas de morbimortalidade em criangas a
nivel mundial, sendo critica na Africa subsariana devido a sua magnitude, gravidade e
patogenicidade, além de resultar em consequéncias a curto e longo prazo que pode culminar com
danos irreversiveis no sistema nervoso central ou a obito (Hadley ef al., 2024). Por esta razao, a
OMS tem vindo a desenvolver politicas para a redugao da mortalidade infantil através do uso

das vacinas (Skar et al., 2024).

Em Mocambique, embora a vacinagdo e o tratamento antimicrobiano tenham impacto
significativo, a frequéncia da meningite por S. pneumoniae continua sendo preocupante
(Nhantumbo et al., 2016). Devido a escassez de relatos sobre a epidemiologia da meningite
pneumococica apds a introdugdo da PCV13 em Mogambique, ha necessidade de compreender o
seu perfil epidemioldgico. Adicionalmente, o presente estudo traz evidéncias cientificas sobre a
epidemiologia da meningite pneumocdcica através da identificacdo de mudancas temporais dos
serotipos, o que permite a verificagdo da efectividade das politicas de saude refentes a prevengao
da meningite por S. pneumoniae, assim como promover ac¢des em beneficio dos grupos mais

vulneraveis como criangas, com novas formulagdes ou alteragdes das vacinas actuais (Wall et

al., 2021).
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2 Objectivos

2.1  Objectivo geral

Avaliar o perfil epidemiologico da meningite pneumocdcica em criangas menores de 5 anos apos
a introducao da Vacina Pneumococica Conjugada 13-Valente no Hospital Central da Beira e no
Hospital Central de Nampula, 2018 —2023.

2.2 Objectivos especificos

» Descrever as caracteristicas demograficas e clinicas de criangas menores de 5 anos de

idade com suspeita de meningite;

» ldentificar o S. pneumoniae em amostras de liquido cefalorraquidiano em criangas

menores de 5 anos de idade;

» Determinar os serotipos de S. pneumoniae causadores da meningite em criangas menores

de 5 anos de idade;

» Caracterizar a distribui¢@o dos serotipos de S. pneumoniae de acordo com faixas etarias,

tempo (ano) e estado vacinal em criangas menores de 5 anos de idade.
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3 Revisao da literatura

3.1 Caracteristicas biolégicas do Streptococcus pneumoniae

O S. pneumoniae foi isolado pela primeira vez da saliva de um paciente com raiva em 1881 por
Louis Pasteur e a associacdo entre a pneumonia lobar, sendo reportada por Friedlander e Talamon
em 1883 (Brooks & Mias, 2018; Dion & Ashurst, 2022). Entre 1915 e 1945, foi descrita a
estrutura quimica e a antigenicidade do polissacarideo capsular pneumococico, a sua associacao

com a viruléncia e o papel dos polissacaridos bacterianos na doenca humana (Gierke et al., 2021).

A espécie S. pneumoniae € constituida por cocos gram-positivos que se dispdem aos pares ou em
cadeias curtas (Gierke et al., 2021). Quando se apresentam aos pares, as bordas adjacentes sdo

achatadas e as externas lanceoladas (Weiser et al., 2018). Os pneumococos sdo anaerobios

facultativos, catalase negativa e crescem em agar sangue (Dion & Ashurst, 2022) (Figura 1).

Figura 1. Morfologia do Streptococcus pneumoniae ao microscopio, mostrando diplococos gram
positivos lanceolados (A) e sua estrutura interna (B).

Fonte: Roiz, (2018).

A maioria dos pneumococos sao encapsulados e as suas superficies sdo compostas por
polissacaridos complexos determinantes da sua patogenicidade, também antigénicos formam a
base para classificar pneumococo por serotipos (Gierke et al., 2021). O S. pneumoniae coloniza
a nasofaringe do hospedeiro assintomaticamente, mas pode migrar para tecidos e érgaos estéreis
e causar infecgdes como a meningite, pneumonia e bacteriemia sendo responséavel pela maioria

dos casos em criangas, mesmo em regides com altas taxas de cobertura vacinal (Weiser et al.,
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2018; Gil et al., 2023) (Figura 2). Estima-se que 40% a 50% de criangas saudaveis e 20%-30%

dos adultos saudaveis sdo portadores de S. pneumoniae (Dion & Ashurst, 2022).
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Figura 2. Patogénese do Streptococcus pneumoniae na meningite. O S. pneumoniae coloniza a
mucosa do tracto respiratorio superior (A). Os portadores da doenca podem liberar S.
prneumoniae nas suas secregoes nasais e transmitir as outras pessoas (B). A disseminagdo além
do seu nicho ao longo do epitélio nasal, seja por aspiracao, bacteriemia ou disseminagao local,
pode levar a doengas invasivas, como pneumonia, meningite € otite média (C).

Fonte: Weiser et al., (2018).

A colonizagdo por S. pneumoniae comeca nos primeiros meses de vida, sendo transmitida por
contacto com secrecdes respiratorias de pacientes ou portadores (Weiser et al., 2018; Chikhaoui
et al., 2022). O periodo de incubagdo varia de 2 a 10 dias, com média de 3 a 4 dias (Grando,
2013). Sua transmissdo, colonizacdo e invasdo sdo facilitadas pela capacidade de escapar ou

explorar as respostas inflamatérias e imunes do hospedeiro (Weiser et al., 2018).

A incidéncia e gravidade das infecgdes também estdo associadas a condigdes do hospedeiro,
como presenca de imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas (HIV, insuficiéncia renal crénica,
uso de medicamentos imunossupressores), deficiéncia funcional esplénica (anemia falciforme e

outras hemoglobinopatias) ou resposta anormal do sistema imune inato (Hirose, 2014).
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3.2 Factores de viruléncia do Streptococcus pneumoniae

O pneumococo possui varios factores de viruléncia, incluindo a cépsula polissacaridica,
proteinas da superficie, proteinas excretadas e proteinas citoplasmaticas (Almeida, 2018).
(Figura 3). Os factores de viruléncia definem o potencial de invasibilidade da bactéria, através
de antigénios que constituem a capsula e induzem a resposta imunoldgica e protec¢do contra a
infeccdo pneumococica, tornando-os potenciais alvos para o desenvolvimento de vacinas

pneumococicas (ex: capsula) (Almeida, 2018).

Transportador de
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Figura 3. Factores de viruléncia de Streptococcus pneumoniae. Cépsula, proteinas de superficie
A e C (PspA e PspC), neuroaminidase ancorada a LPXTG (Proteinas de superficie celular que
conttm o motivo peptidico conservado- LPXTG), hialuronato liase, adesdo e viruléncia
pneumocoécica A (PavA), enolase (Eno), pneumolisina, autolisina (LytA) e proteinas
pneumococicas de ligagdo a metal — antigeno de superficie A (PsaA), aquisicao de ferro A (PiaA)
e captacdo de ferro A (PiuA).

Fonte: Carvalho, (2022).

3.2.1 Capsula polissacaridica

A capsula de S. pneumoniae ¢ crucial no desenvolvimento de vacinas pneumococicas devido ao
seu papel na viruléncia da bactéria e na capacidade da vacina de induzir a resposta imunoldgica
eficaz (Chang ef al., 2021). Adicionalmente, a capsula € descrita como um polimero de alto peso
molecular, composto de subunidades oligossacaridicas repetitivas, cada uma contendo 2 a 8

moléculas (Alterthum et al., 2018).
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A capsula polissacaridica protege a célula bacteriana da fagocitose e ¢ considerada principal
factor de viruléncia, pois tem um papel importante na invasdo e disseminacdo ao tracto

respiratorio (Alterthum et al., 2018).

O S. pneumoniae pode apresentar dois fenotipos com relagao a expressao da capsula: opaco e

transparente (Shainheit ez al., 2014).

O fenotipo opaco caracteriza-se pelo aumento da quantidade de cépsula, que promove a
viruléncia na corrente sanguinea, devido a um aumento da resisténcia a opsonizagdo ¢ a
fagocitose enquanto o fenotipo transparente, se caracteriza pela menor expressdo de capsula,
expondo mais a parede celular, fosforilcolina e proteinas 4700 de superficie e,
consequentemente, confere uma melhor ligagdo as células epiteliais e colonizagdo do tracto

respiratorio superior (Shainheit ef al., 2014).

A capsula de S. pneumoniae, devido a sua diversidade antigénica, ¢ usada para identificar e
diferenciar serotipos (Amoédo, 2017). Quando sai do tracto respiratdrio superior, 0 pneumococo
aumenta os niveis de polissacarideo capsular, mascarando antigenos e evitando fagocitose e
opsonizagdo (Geno et al., 2015). Apdés a colonizagdo, se ndo eliminado pelo sistema
imunoldgico, o pneumococo se espalha para as vias respiratorias inferiores e outros 6rgaos,

tornando-se patogénico (Brooks & Mias, 2018).

A capsula polissacaridica de S. pneumoniae inibe as vias: classica e alternativa do complemento,
reduzindo a opsonizagdo e a interaccdo de imunoglobulinas e C3b/iC3b com receptores
fagociticos. Além disso, dificulta o aprisionamento em armadilhas extracelulares de neutrofilos
e o reconhecimento de ligantes por receptores Toll-like, prejudicando a defesa antibacteriana

mediada por MyD88 (Dion & Ashurst, 2022).

3.2.2 Proteinas da superficie

As proteinas pneumocdcicas sao diversificadas e incluem a proteina de superficie pneumocoécica
A (PspA), proteina de superficie pneumocdécica B (PspB), proteina de ligagdo ao manganés A
(PsaA), e proteina de adesdao pneumocdcica (PspC) (Dion & Ashurst, 2022). Auxiliam na evasao

imune, aquisi¢ao de nutrientes e colonizacao do hospedeiro (Paton & Carlone, 2021).
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As outras proteinas que actuam na viruléncia de pneumococo, incluem a pneumolisina, proteina
de superficie pneumocoécica A e autolisina. A que permite a adesdo do organismo as superficies

celulares desempenha um papel na inflamacao no hospedeiro (Dion & Ashurst, 2022).

A proteina PspA, factor de viruléncia de S. pneumoniae, interfere no sistema complemento e na
fagocitose. Por sua capacidade de induzir resposta imune protectora, ¢ um alvo promissor para
vacinas (Kauppinen et al., 2021). A proteina de superficie pneumocécica B (PspB) tem uma
funcdo semelhante a PspA, ajudando na evasdo do sistema imunolégico. Ela também esta

envolvida na viruléncia e ¢ um possivel alvo para estratégias vacinais (Jerse et al., 2022).

A proteina PsaA ¢ fundamental para a adesdo de S. pneumoniae as células hospedeiras, a captura
de manganés € essencial para sua sobrevivéncia, e o estabelecimento da colonizagdo e infec¢ao

(Barocchi et al., 2023).

A proteina de adesdo pneumococica (PspC) ¢ uma proteina que facilita a adesdo do S.
pneumoniae ao epitélio das vias respiratorias. Ela também esta envolvida na interac¢do com o

sistema imunologico e pode influenciar a viruléncia (Zhou et al., 2024).

3.2.3 Proteinas excretadas

A secre¢do de proteinas pelas membranas de S. pneumoniae é essencial para a liberagdo de
factores que ajudam na sua sobrevivéncia e crescimento em diversos ambientes (George ef al.,
2024). As proteinas de superficie sdo secretadas e contribuem para a colonizagdo da nasofaringe

promovendo a adesdo e modulando as respostas imunes (George et al., 2024).

O S. pneumoniae secreta uma série de proteinas de adesdo celular do hospedeiro, incluindo
adesina A de superficie pneumococica (PsaA), enolase (Eno), peptidoglicano-N-
acetilglucosamina desacetilase (PgdA) e metaloprotease B de zinco (ZmpB). Essas proteinas tém

sido implicadas na ligacdo de proteinas do hospedeiro, como E-caderina, plasmina e coladgeno.

O S. pneumoniae utiliza proteinas secretadas e hidrolases da parede celular para inibir a
fagocitose e a via classica do complemento. Essas proteinas também favorecem a competéncia,

a variacdo antigénica e a resisténcia a antibidticos (George et al., 2024).
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3.2.4 Proteinas citoplasmaticas

As proteinas citoplasmaticas desempenham papéis cruciais na viruléncia de S. pneumoniae. A
autolisina ¢ uma enzima que actua na lise das células bacterianas incluindo S. prneumoniae,
quebrando as ligagdes glicosidicas na parede celular. O mecanismo da autolisina pode levar a
liberacdo de componentes da parede celular, como &cidos teicoicos e pneumolisina, que

contribuem para a inflamacao e a disseminacao da infec¢ao (Gritzfeld & Briles, 2023).

A LytA ¢ uma autolisina identificada como a primeira entre as trés principais enzimas liticas
(autolisina-/ytA, pneumolisina-ply e N-acetilmuraminidase-/y/B) em S. pneumoniae. Essa
enzima desempenha um papel crucial na degradagdo do peptidoglicano da parede celular
bacteriana, actuando especificamente na clivagem da ligagdo entre N-acetil-muramoil e L-
alanina. Essa ac¢do resulta na lise celular, liberando antigénios pneumococicos, como
pneumolisina, peptidoglicano e acidos teicdicos, que podem ser prejudiciais as células do

hospedeiro (Brooks & Mias, 2018).

A sintese de proteinas de viruléncia de S. pneumoniae causa danos as células hospedeiras e inibe
a producdo de citoquinas, como a interleucina-12, prejudicando a activacdo dos fagocitos. Essa
inibicao ocorre devido a liberacao de antigenos e a degradacao das células bacterianas, reduzindo

a eficacia da fagocitose (Brooks & Mias, 2018; Brady et al., 2020).

O S. pneumoniae utiliza mecanismos de evasdao imunoldgica para escapar da resposta do
hospedeiro (Bakaletz et al., 2018). Suas proteinas citoplasmaticas reduzem citoquinas e
dificultam a activagdo do sistema complemento. A LyfA, além de promover a autolise, protege a

bactéria da resposta imune, favorecendo sua sobrevivéncia e colonizagdo (Brady et al., 2020).

A pneumolisina, toxina de S. pneumoniae, causa lise celular formando poros nas membranas
(Andrew & Wright, 2023). Ela contribui para a formacao de biofilmes, interfere no sistema
imunoldgico e age como pro-inflamatdria, promovendo danos celulares e aumentando a

producao de citoquinas e quimiocinas inflamatorias (Brooks & Mias, 2018).

A sortase A ¢ uma enzima que estd envolvida na ancoragem de proteinas de superficie na parede
celular. Embora seja uma proteina de ligagdo, a sortase A participa na constru¢do e manutengao
das estruturas de superficie sendo crucial para a adesdo e colonizacao das células do hospedeiro.
Adicionalmente, estas proteinas citoplasmaticas desempenham papéis diversos e criticos na
viruléncia de S. pneumoniae (Clancy & O’Brien, 2022).
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3.3. Patogénese do Streptococcus pneumoniae

A meningite pneumococica ¢ uma doenca infecciosa e fatal do Sistema Nervoso Central (SNC)
por S. pneumoniae, onde ocorre a inflama¢ao das meninges, as trés membranas que cobrem o

cérebro e a medula espinhal (Figura 4).
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Figura 4. Seccdes transversais das meninges, evidenciando as alteragdes morfologicas. A)
Meninges normais: a anatomia saudavel das meninges, com coloragdo homogénea e bem
definida, sem edema ou infiltracdo celular. B) Meninges inflamadas: mudancgas patologicas
resultantes de uma infec¢do, como meningite, causado pelo aumento da vascularizagdo e
infiltrados celulares (linfocitos e macrofagos).

Fonte: Adaptado de SickKids Staff, 2009 & Alves, (2021).

A patogénese das meningites bacterianas geralmente segue um padrao sequencial: colonizag¢ao
nasofaringea, invasdo sanguinea pela mucosa, circulagdo para o sistema nervoso central (SNC)
e entrada subsequente no SNC (Weight ef al., 2019). Em alguns casos, a meningite bacteriana

ocorre por invasao directa do SNC através da placa cribiforme (Wall ef al., 2021).

Em individuos imunocompetentes, a coloniza¢do da nasofaringe por S. pneumoniae ¢ eliminada
pela imunidade da mucosa, apesar da invasao epitelial (Aguilera & Lenz, 2020). A bacteriemia
geralmente antecede a translocacdo do patdogeno pela barreira hematoencefalica (BHE) e/ou
barreira do liquido cefalorraquidiano para o SNC (Wall et al., 2021). O S. pneumoniae entra no

LCR através do espago subaracnoide, da BHE e plexo urinoide (Barichello ez al., 2019).

O S. pneumoniae multiplica-se e liberta compostos bacterianos altamente imunogénicos, € os
receptores reconhecem estes componentes bacterianos, levando a activagdo da resposta imune
do hospedeiro, e aumento da gravidade da doenca (Giridharan et al., 2021). Esta defesa ¢

garantida pela complexidade da BHE, onde pericitos, astrocitos, microglia e células endoteliais
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especializadas trabalham em sinergismo para resistir a invasao de patdégenos e matar bactérias

na entrada (Rustenhoven & Kipnis, 2019) (Figura 5).
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Figura 5. Barreira hematoencefalica durante a meningite bacteriana aguda. A figura mostra
estirpes de S. pneumoniae (diplococos Gram positivos) na corrente sanguinea, atravessando o
endotélio capilar por vias transcelular e paracelular, e sendo transportadas pela BHE por
fagocitos infiltrados. O reconhecimento do patdogeno por PAMPs activa macréfagos, microglia,
astrocitos e pericitos, que produzem DAMPs e geram uma resposta inflamatoria para combater
as bactérias, recrutando neutrofilos. Embora essa resposta ajude a eliminar as bactérias, também
activa processos de fibrindlise e coagulacao, resultando em danos teciduais, quebra da BHE e
vazamento, o que pode causar morte ou sequelas neuroldgicas nos sobreviventes.

Fonte: Wall ef al., (2021).

As bactérias rompem a barreira hematoencefalica (BHE) ao interagir com receptores de laminina
e usar vias endociticas, como a sinalizacdo de receptores de factor activador de plaquetas (Anil
& Banerjee, 2020). Contudo, os mecanismos exactos que permitem as bactérias causadoras de

meningite subverter as barreiras do SNC ndo sdo totalmente compreendidos (Wall et al., 2021).

No processo inflamatoério, S. pneumoniae se replica rapidamente no SNC, liberando Pathogen
Associated Molecular Pattern (PAMPs) que se ligam a receptores toll-like (TLR 2, 3,4 ¢ 9). Isso
desencadeia a liberagdo de Damage-Accoiated Molecular Pattern Signallings (DAMPs) via o

factor nuclear Kappa, intensificando a resposta inflamatoria (Kanova et al., 2019).

A liberacdo de citoquinas e quimiocinas atrai neutrofilos para o LCR, ajudando na eliminagao
bacteriana, mas também pode causar danos ao SNC e aumentar a inflamagado (Yau et al., 2018;

Mohanty et al., 2019).
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3.4. Epidemiologia da meningite pneumocdécica

A meningite pneumocdcica é uma grave preocupacao de satde publica global, com altas taxas
de mortalidade, especialmente no cinturdo da meningite (Chikhaoui et al., 2022). A taxa de
mortalidade varia entre 10 e 40% e uma alta taxa de sequelas neuroldgicas (30 a 55%) dos
sobreviventes (Giridharan et al., 2021). As sequelas frequentemente relatadas sdo; défices

neuroldgicos, perda auditiva, deficiéncia cognitiva e epilepsia (Barichello et al., 2019).

De acordo com a OMS, do total de 5,83 milhdes de mortes globais ocorridas entre criancas <5
anos em 2015, 294 mil foram causadas por infec¢des pneumocdcicas, com a maioria destas
mortes a ocorrer em Africa e no Sudeste Asiatico (Wahl et al., 2018). Em relagio & morbidade,
foram registados 3,7 milhdes de episddios de infeccBes pneumocdcicas graves em 2015,
enquanto 630 mil casos de pacientes com deficiéncia por meningite pneumococica foram
registados em 2016 (Wahl et al., 2018; Chikhaoui et al., 2022).

A maior carga de meningite ocorre na Africa subsaariana, com metade dos 2,8 milhdes de casos
estimados e 58% das 318.400 mortes sdo estimadas anualmente (Figura 6). Até um quarto dos
sobreviventes de meningite bacteriana pode ficar com sequelas, incluindo comprometimento
cognitivo, paralisia e perda auditiva sendo que criancas menores de 5 anos sdo maioritariamente
afectadas (Kwambana-Adams et al., 2020).
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Figura 6. Taxas de mortes atribuiveis ao Streptococcus pneumoniae em 2015 no Mundo.

Fonte: Wahl et al., (2018).
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Na Africa Subsaariana, a incidéncia de meningite em criancas é de 21 casos por 100.000
habitantes, com mortalidade de até 90% em casos graves (Hadley et al., 2024). A PCV13 foi
adoptada em 23 dos 26 paises da regido, mas surtos de S. pneumoniae continuam, como mostrado
por nove surtos de meningite pneumocdcica entre 2000 e 2018 (Hadley et al., 2024). A
mortalidade por meningite neonatal € maior em paises em desenvolvimento (40-58%) em

comparacdo com paises desenvolvidos (10%) (Barichello et al., 2023).

Em Mocambique, tal como nos outros paises de baixa e média renda, a incidéncia das doencas
pneumocdcicas € alta, tendo sido registados 416 episddios por 100.000 criancas <5 anos com
doencas pneumocacicas invasivas em 2009, mostrando a necessidade da continua imunizacdo
(Morais, 2012). Em 2012, um estudo realizado no Hospital Distrital da Manhica (HDM), relatou
uma frequéncia de 7% de casos de meningite pneumocdcica (Sigauque et al., 2018). Entre 2013
e 2014, em Mocambique reportou-se uma frequéncia de 32,8% de casos de meningite

pneumocdcica, apés a introducdo da PCV10 (Nhantumbo et al., 2016).

A OMS recomenda a inclusdo das vacinas PCVs nos programas de imunizacdo de rotina,
especialmente em paises com alta mortalidade infantil e prevaléncia de HIV, para prevenir
doencas pneumocdcicas, como a meningite (Sigatque et al., 2018). A introducdo das vacinas
PCVs reduziu infeccBes por serotipos vacinais e resistentes, mas aumentou as infeccdes por

serotipos ndo-vacinais (Chikhaoui et al., 2022).

3.5. Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana de S. preumoniae ¢ uma preocupagdo global crescente, com taxas
alarmantes e custos projectados de até USS$ 1 trilhdo até 2050 (Oh et al., 2021). A disseminagao
global de novos mecanismos de resisténcia representa um desafio significativo para o tratamento
efectivo das doencas infecciosas (Zahari et al., 2023). A resisténcia crescente aos antibioticos
dificulta o tratamento da meningite, agravada pela venda livre de medicamentos para humanos

€ animais, o que acelera o surgimento e a disseminagao dessa resisténcia (Zahari et al., 2023).

A resisténcia de S. pneumoniae a penicilina levou 0 aumento do uso ampliado de cefalosporinas,
macrolideos, fluoroquinolonas e vancomicina no tratamento (Cardoso, 2018). As cefalosporinas

de terceira geracdo sdo amplamente utilizadas para combater estirpes resistentes a penicilina,
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mas seu uso crescente tem gerado preocupacdes sobre o desenvolvimento de resisténcia cruzada
com outros antibioticos, limitando op¢6es para infec¢des futuras. Por outro lado, os macrolideos,
como a azitromicina, tém sido empregados devido a sua eficacia contra estirpes resistentes a

penicilina (Cilloniz et al., 2018).

3.6. Diagnéstico laboratorial

A abordagem classica para o diagnostico da meningite pneumocdcica € a cultura em meios
enriquecidos, tais como, agar sangue e agar chocolate. Para a identificagdo de S. pneumoniae em
laboratério, sdo utilizadas algumas caracteristicas fenotipicas, nomeadamente: morfologia da
colonia, a-hemolise em 4gar 5% sangue, susceptibilidade a optoquina, solubilidade ao
desoxicolato de sdédio (bile-solubilidade), uma reacg¢do positiva a anticorpos contra os

polissacarideos capsulares (reac¢do de Quellung) e a detec¢ao molecular (Cardoso, 2018).

3.6.1. Exame microscopico do liquido cefalorraquidiano

Em casos de suspeita de infeccao, a cultura deve ser sempre precedida do exame microscopico
de esfregacos corados pelo gram, etapa crucial na identificagdo de S. pneumoniae. Durante o
exame microscopico, a amostra ¢ corada com corantes especificos, como cristal violeta e
safranina (Van de Beek ef al., 2022). Os diplococos gram-positivos, em forma de pares esféricos
roxos no microscopio, sao indicativos de infec¢do por S. pneumoniae, ajudando na detecgao
rapida e fornecendo informagdes sobre a morfologia e estrutura celular da bactéria. (Van de Beek

et al., 2022) (Figura 7).
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Figura 7. Morfologia de Streptococcus pneumoniae ao microscopio corado pelo método de
gram da amostra de LCR.

Fonte: Jaffti et al., (2019).
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3.6.2. Cultura e isolamento de Streptococcus pneumoniae

A cultura de S. pneumoniae em agar sangue € caracterizada pelo isolamento das colonias, que
sd0 pequenas, arredondadas e podem apresentar alfa-hemolise (halo esverdeado) (Figura 8).
Embora tenha baixa sensibilidade, ¢ considerada o padrao-ouro para o diagndstico da meningite
pneumococica, pois fornece dados sobre a susceptibilidade aos antibidticos. No entanto, devido
a esterilizagdo das amostras de LCR com antibioticos antes da colheita, apenas 22% dos casos

de meningite pneumococica sao detectados por cultura (Nhantumbo, 2014; Cardoso, 2018).

Figura 8. Crescimento de colonias de Streptococcus pneumoniae, opacas com a-hemolise (cor
esverdeada) ao seu redor em agar sangue.

Fonte: Alterthum et al., (2018).

3.6.3. Teste de bile solubilidade

A identificacdo de S. pneumoniae ¢ realizada por testes bioquimicos, destacando-se a
sensibilidade aos sais biliares, como o desoxicolato, que activa autolisinas e causa lise celular.
Esse teste ¢ fundamental para diferenciar S. pneumoniae de outras espécies estreptocdcicas

(Cardoso, 2018) (Figura 9).

Figura 9. Teste de bile solubilidade de Streptococcus pneumoniae. No tubo A est4 presente um
tubo turvo indicando o teste negativo € no tubo B, a solugdo estd translucida reflectindo a
ocorréncia de lise celular que indica teste positivo.

Fonte: Adaptado de Santos ef al., (2022).
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3.6.4. Reaccio de Quellung

A reaccdo de Quellung é o método padrao-ouro para determinar os tipos capsulares de S.
pneumoniae, baseando-se na interac¢do entre os antigenos capsulares e anti-soros especificos,
tornando a capsula visivel (Figura 10). Alguns isolados podem apresentar resultados negativos e
sdao chamados de ndo-tipaveis, geralmente porque nao possuem capsula, ou seja, sao desprovidos

de encapsulamento (Jia et al., 2022).
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Figura 10. Identificacdo dos serotipos capsulares de Streptococcus pneumoniae visualizados na
reac¢do de Quellung. Cépsula do pneumococo antes da adi¢do de anti-soros (A), estrutura da
parede celular apos a adigdo de anti-soros causando um aumento do volume da capsula (B).

Fonte: Alterthum et al., (2018).

3.6.5. Reaccao em cadeia da polimerase em tempo real

O método recomendado pela OMS para a deteccdo de pneumococos ¢ a reac¢cdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR, do inglés quantitative polymerase chain reaction) para o gene
IytA desenvolvido pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC), em Atlanta, EUA
(Simdes et al., 2016; Cardoso, 2018). A qPCR ¢ uma técnica importante no diagnostico da
meningite e na vigilancia epidemiologica das caracteristicas dos pneumococos ndo cultivaveis

(Silva-Costa et al., 2018).

As técnicas moleculares apresentam um rendimento maior em relacdo a cultura de LCR (8%), e
uma das razdes relacionadas ao baixo rendimento pode ser o tratamento prévio com drogas
antimicrobianas. Embora os ensaios baseados em PCR para a detecc¢ao directa de pneumococos
a partir de amostras clinicas tenham limitagdes, eles também oferecem varias vantagens, como

rapidez, alta sensibilidade e independéncia da viabilidade bacteriana (Silva-Costa et al., 2018).
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Nas ultimas décadas, diferentes testes moleculares foram desenvolvidos utilizando uma série de
alvos tidos como especificos para a identificagdo de pneumococos, tais como pneumolisina -
gene ply, autolisina - gene /ytA, adesina de superficie pneumocoécica A - gene psaA e superdxido

dismutase dependente de manganés - gene sodA (Cardoso, 2018).

O isolamento de S. pneumoniae em cultura ¢ a técnica padrdo-ouro para o diagndstico da
meningite, entretanto nem sempre € positiva. Alguns factores podem contribuir para o aumento
do numero de casos da meningite com cultura negativa, tais como: antibioticoterapia empirica
no tratamento; uso indiscriminado de antibidticos (aquisi¢do sem prescricdo médica, ou
prescri¢des inadequadas), pouco volume do espécime clinico, e indculo bacteriano insuficiente
para crescimento em meio de cultura (estagio muito precoce da doenca ou colheita e/ou

acondicionamento inadequado da amostra) (Rocchetti, 2011; De Souza et al., 2023).

Os dados sobre o agente etioloégico podem ser perdidos, o que pode comprometer a vigilancia
epidemioldgica. Na auséncia dos dados fornecidos pela cultura, outros critérios devem ser

utilizados para a escolha da linha terap€utica mais apropriada (De Souza ef al., 2023).

O método qPCR em tempo real detecta até um minimo de 10 copias do genoma bacteriano em
200uL de amostra bioldgica, apresentando desta forma uma elevada sensibilidade. Os ensaios
baseados em qPCR para detectar pneumococos a partir de amostras clinicas ndo requerem
bactérias vidveis e apresentam sensibilidade muito alta, constituindo uma ferramenta importante

no diagnostico de infecgdes pneumococicas invasivas (Rocchetti, 2011; Rios, 2014).

A extraccdo de DNA ¢ essencial para remover inibidores e melhorar a sensibilidade e
especificidade da PCR. No entanto, o processo envolve vérias etapas que podem introduzir
contaminagao cruzada, seja através de instrumentos (como pipetas e tubos), particulas de DNA
suspensas no ar ou manuseio inadequado. Além disso, a extrac¢do nem sempre elimina todos os
inibidores, como proteinas e sais, podem permanecer na amostra e interferir na reac¢do da PCR,
reduzindo a eficiéncia da amplificacdo e levando a resultados falso-negativos (Karami et al.,

2020).

O processo de extraccao também pode ndo conseguir recuperar 100% do DNA alvo devido a sua
degradacao, ligacdes a outros componentes celulares ou até mesmo a natureza da matriz da
amostra (por exemplo, fluidos corporais). Isso significa que a quantidade de DNA disponivel

para amplificacdo na PCR pode ser insuficiente (Schmitt et al., 2021).
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A PCR em tempo real utiliza DNA polimerase modificada cuja actividade pode superar os
inibidores de PCR presentes em matrizes clinicas, permitindo a amplificacdo dos genes alvo

directamente de amostras clinicas, sem a necessidade de extrair o DNA (Vuong et al., 2016).

3.6.5.1. Serotipagem de Streptococcus pneumoniae

A serotipagem do S. prneumoniae foi desenvolvida no inicio do século XX usando painéis de
anti-soro especifico produzidos em animais e dirigidos contra polissacaridos da capsula

(Raymond et al., 2013).

Actualmente, a PCR multiplex ¢ uma ferramenta poderosa para a serotipagem de S. pneumoniae,
oferecendo resultados rapidos e eficazes de multiplos serotipos em uma tnica analise. Apresenta
uma alta sensibilidade e especificidade para o diagnostico clinico, vigilancia epidemioldgica e
pesquisa sobre S. pneumoniae (Akkoyunlu, 2024). Entretanto, o método padrdo-ouro para a
definicdo do tipo capsular do pneumococo baseia-se na reac¢do de Quellung, descrita por
Neufeld (Almeida, 2012). E baseado nas reacgdes entre antigénios dos polissacarideos capsulares
do pneumococo e anticorpos produzidos pela imunizacao de coelhos com os diferentes serotipos.
Esta técnica s6 pode ser realizada em isolados viaveis e ndo em amostras, requer pessoal

altamente qualificado e ¢ dispendiosa (Varghese et al., 2017).

Alguns tipos capsulares sdo agrupados em serogrupos por apresentarem antigénios em comum
(Varghese et al., 2017). A identificagdo dos serotipos circulantes de S. pneumoniae € essencial
para a vigilancia epidemioldgica das doencas pneumococicas. A falta de determinacdo dos
serotipos dificulta a formulagdo das PCVs e avaliacdo do impacto do uso das mesmas, o que

fundamentou a realiza¢do do presente estudo (Almeida, 2012; Santos et al., 2013).

3.7.Tratamento da meningite pneumococica

Os antibioticos sao utilizados no combate ao pneumococo, tendo a penicilina como a droga mais
usada no tratamento de infec¢des pneumocoécicas invasivas. Entretanto, a resisténcia de
pneumococos ao medicamento tem demandado a adi¢do de novas linhas terapéuticas (Sharew et
al., 2021).
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A antibioticoterapia empirica ¢ administrada apos a suspeita de meningite bacteriana, num

intervalo entre a admissdo e a administragdo de antibioticos (Xu et al., 2024).

O tratamento empirico recomendado para a meningite, consiste na administragdo intravenosa
(IV) de penicilina G cristalina e gentamicina (200 e 5 mg/Kg, respectivamente) para criancas
menores de 2 meses, e para criangas maiores de 2 meses, ¢ recomendada a administraciao
intravenosa de penicilina G (dose diaria de 500.000 IU/Kg) mais gentamicina (Nhantumbo,
2014).

O tratamento de primeira linha para meningite pneumococica consiste no uso da penicilina G e
gentamicina, em caso de resisténcia recomenda-se a administragdo de cefalosporinas da terceira
geracdo, tais como a ceftriaxona/cefotaxima. A vancomicina ¢ usada como o tratamento de
segunda linha para meningite bacteriana em todas as faixas etarias devido ao amplo espectro de

accdo e uma meia-vida longa (8 horas no sangue, 14 horas no LCR) (Nhantumbo, 2014).

O sucesso da evolugdo clinica da meningite, entre diversos factores, ¢ influenciado pela escolha

do tratamento adequado e rapido (Sharew et al., 2021).

Quando os antibioticos sdo fornecidos de forma adequada e precisa, eles podem efectivamente
combater as infecgdes bacterianas. No entanto, tem sido demonstrado que uma proporcao
significativa do uso de antibioticos em torno de 50% ¢ considerada desnecessaria. O uso
excessivo de antibioticos € um dos factores que contribuem para a emergéncia e disseminacao

de resisténcia aos antibidticos (Sharew ef al., 2021).

3.8. Prevencao da meningite pneumococica

A descoberta da capsula na superficie do pneumococo foi especulada por Pasteur em 1881, desde
entdo, tem sido foco de investigacdo. Desde o inicio, foi evidenciado que o hospedeiro produz
anticorpos contra os tipos especificos de S. pneumoniae. Este facto permitiu a compreensao de
que a capsula era de natureza proteica, porém em 1925 foi demonstrado que constituida, por
polissacarideos, sendo o primeiro antigénio nao proteico a ser reconhecido (Paton & Trappetti,

2019).

A primeira experiéncia humana de vacina¢cdo pneumocdcica baseada na administracdo de uma
mistura de polissacarideos de células inteiras mortas de Streptocococcus pneumoniae foi

realizada em mineiros sul-africanos em 1911. Apo6s resultados encorajadores, duas vacinas 7-
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valentes de polissacarideo tornaram-se disponiveis nos EUA em 1946 (Van Werkhoven & Huijts,

2018).

Todavia, estas vacinas foram retiradas do mercado em 1954, devido a descoberta da penicilina,
com a expectativa geral de que este novo tratamento eliminaria a pneumonia. As vacinas
pneumococicas tornaram-se novamente um assunto de interesse em 1970 devido ao surgimento
de estirpes pneumocdcicas com uma susceptibilidade reduzida aos antimicrobianos (Van

Werkhoven & Huijts, 2018).

Existem diferentes serotipos de S. pneumoniae, mas a maioria dos casos de meningite
pneumococica sdo causados por um subconjunto de serotipos patogénicos (Wasserman et al.,
2021). Para fazer face a carga da DP em criangas, foram desenvolvidas vacinas como a PCV e
originalmente direccionadas para os serotipos mais predominantes entre a DPI (Ganaie et al.,
2020; Chang et al., 2021). Os serotipos de S. pneumoniae diferem na capacidade de colonizagao,
transmissdo, viruléncia, manifestacdes de doenca, idade em que predominam, distribuicao
geogréafica, resisténcias aos antimicrobianos e capacidade para causar doenga (Amoédo, 2017).
Até o momento, foram identificados 100 serotipos capsulares pneumococicos € a prevaléncia de
serotipos difere de acordo com idade, regido e tempo de vigilancia (Si Hyun ef al., 2016; Ganaie

et al., 2020).

3.8.1. Vacinas pneumocdcicas conjugadas

Existem 2 tipos de vacinas pneumocdcicas: as vacinas conjugadas e as vacinas polissacarideas

(Tereziu & Minter, 2022).

As estratégias de prevencdo direccionadas a populacdo pediatrica disponiveis sdo as vacinas

pneumocodcicas conjugadas (Santos, 2012; Amoédo, 2017).

As PCVs consistem na combinacdo de polissacarideos seleccionados ligados a proteinas
transportadoras, o que permite estimular a resposta dependente de células T e induzir memoria
imunolégica, principalmente apds 3 doses no primeiro ano de vida. A primeira vacina aprovada
foi a PCV7 em 2000 nos EUA, para o uso em criangas e continha os 7 principais serotipos (4,

6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F) responsaveis por DI nesta populacdo (Amoédo, 2017).
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A PCV7 foi posteriormente retirada do mercado quando ficou claro que havia uma necessidade
de vacinas com mais serotipos pneumococicos (Principi & Esposito, 2016). Relactivamente a
PCV10, esta tem na sua composi¢ao polissacaridos capsulares purificados de 10 serotipos: 1, 4,
5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F (WHO, 2012) (Figura 11). Em 2010, foi licenciada a PCV13
(Prevnarl3) e recomendada nos EUA para a prevencdo da DPI em criangas. Esta vacina ¢

administrada a criangas dos 2, 4, 6 anos, 12 aos 15 meses (Nurse-Lucas et al., 2016).

Serotipos 4 | 6B [ 9V | 14 | 18C | 19F [ 23F | 1 S|TF | 3 | 6A |19A | 22F|33F( 8 |10A|11A|12F [15B | 2 | 9N | 17F [ 20

PCVT

PCV10
PCV13
PCV1S

PCV20
PPSV23

Figura 11. Serotipos de Streptococcus pneumoniae incluidos nas diferentes vacinas
pneumococicas.

Fonte: Adaptado de Kobayashi et al., (2023).

O uso das PCVs, além de diminuir a incidéncia de infeccdo pneumocdcica, pode reduzir o
consumo de antimicrobianos devido a consequente reducao de casos e da circulagdo de estirpes

resistentes (Viana, 2020).

O fendmeno de substituicao de serotipos, sobretudo daqueles resistentes a antimicrobianos, apds
o advento das PCVs representa um enorme desafio para o sucesso do tratamento (Von Specht et
al.,2021). Contudo, devido a uma pressao selectiva causada pela PCV, os serotipos ndo-vacinais
comecaram a ocupar o nicho dos vacinais, isto ¢, houve redu¢do da colonizagdo e da DPI causada

por serotipos vacinais (Alterthum et al., 2018).

A vacinagdo provoca a redistribui¢do dos serotipos mais frequentes, causando colonizacao e,
consequentemente a doenga pneumococica invasiva. Essa substituicao de serotipos, ¢ conhecida

como “replacement” (Paton & Trappetti, 2019).

Outro evento que ocorre € o “Switching” capsular, isto €, os pneumococos de serotipos vacinais
adquirem os genes que codificam a sintese da capsula de um serotipo nao vacinal; assim, ocorre
a troca de capsula que € expressa na superficie da célula bacteriana (Alterthum et al., 2018). Esse

mecanismo de troca permite que os clones geralmente associados a serotipos vacinais persistam
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apods a vacinagdo, mantendo seu background genético, porém expressando outro serotipo em sua

superficie (Paton & Trappetti, 2019).

3.8.2. Vacinas pneumococicas polisacaridicas

A vacina PPSV23 ¢ uma vacina inactivada, licenciada em 1983, que incorpora antigénios da
capsula polissacaridica de 23 serotipos de S. pneumoniae, cobrindo 90% de todos os serotipos

responsaveis pela doenga invasiva na altura em que a vacina foi licenciada (WHO, 2012).

As vacinas conjugadas de polissacarideos actuais tém sido muito eficazes na reducdo das taxas
da DPI (Briles ef al., 2019). APPSV23 inclui os seguintes serotipos: 1, 2, 3,4, 5, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F (WHO, 2019; Cardoso,
2018).

A PPSV23 tem uma maior cobertura de serotipos, longa historia de experiéncia, no entanto
apresenta algumas limitacdes como imunidade independente de células T e a inexisténcia de
memoria imunoldgica (Amoédo, 2017). Esta vacina ¢ recomendada para uso em individuos
idosos, entretanto, nao pode ser administrada em criangas com idade < 2 anos, devido a natureza

polissacaridica do antigénio (Nurse-Lucas et al., 2016).

A vacina PPSV23 ¢ pouco imunogénica em lactentes < 2 anos, uma vez que nesta idade o sistema
imune ainda ndo esta apto a produzir a resposta induzida directamente de polissacarideos livres
(Wang et al., 2018). Os polissacarideos ndo sdo capazes de induzir resposta imunoldgica T-
dependente de longa duragdo, ndo geram memoria imunologica, demonstram pouca eficacia
contra DPI em pacientes com doencas crdonicas, ndo previnem a colonizagdo nasofaringea (Wang

etal., 2018).
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4. Enquadramento tedrico

O Homem: ¢ o maior reservatorio do pneumococo, transportando-os assintomaticamente na
nasofaringe, e actuando como vectores que transmitem a bactéria para individuos nao infectados

(O'Brien & Wolfson., 2023).

Estirpes pneumocécicas: variam em patogenicidade, pois algumas podem estar na nasofaringe
sem causar doencga, enquanto outras t€ém maior capacidade de causar infec¢des. A viruléncia de

uma estirpe depende de factores genéticos e virulentos especificos (Miller & Andrews., 2024).

Surgimento de vacinas: estabeleceu-se um avanco importante da ciéncia, no que se refere a
politicas para a prevencdo de doencas imunopreveniveis. Em Mocambique, medidas de
intervencdo assumem um importante papel no controlo da morbimortalidade (Sigauque et al.,
2018). As estratégias de vacinacdo ao longo do tempo melhoraram significativamente a
qualidade de vida e reduziram a mortalidade, salvando aproximadamente 3 milhGes de vidas por
ano (WHO, 2021). A vacinacdo tem sido crucial na reducdo da meningite pneumocaocica, mas
ainda ha& desafios como, lidar com a substituicdo e resisténcia de serotipos em criangas, e
melhorar 0 acesso a vacinagao (VVon Specht et al., 2021) (Figura 12).

e ~ - Vacinas |
+ Altas taxas de | * Substituicio dos
morbimortalidade serotipos vacinais
* PCV10
+ Traumas neurologicas * PCV13 « Serotipos

multirresistentes

* Redugido dos serotipos
vacinais

L Meningite

pneumococica

Figura 12. Meningite pneumocdcica e o impacto das vacinas.

Fonte. Adaptado de Brueggemann et al., (2021).

Monitoramento: a vigilancia epidemioldgica das infec¢des invasivas por S. pneumoniae
permite a avaliacao do efeito das vacinas na distribui¢do dos serotipos e a necessidade de novas

formulagdes ou alteragdes das vacinas actuais (Brueggemann et al., 2021).
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5. Metodologia

5.1. Fluxograma

Selecgdo das amostras de LCR no Laboratorio de Referéncia de
Microbiologia armazenadas a -80°C entre 2018 e 2023
(n=2552)

I
Recolha e verificagdo de informacéo dos
formulario e bases de dados da VINAME
5
Amostragem:
Nio probabilistica por conveniéncia
I
Critérios de inclusao:
Todas amostras de LCR. de criangas <5 anos de idade internadas no HCN e
HCB no periodo de 2018 a 2023 admitidas na VINAME

|
f l

Amostras de LCR provenientes do Amostras de LCR provenientes
HCN (n=2187) do HCB (n=365)
I |
Criacdo da base de dados do estudo e preenchimento de planilhas para a
detecgdo molecular

I

Deteccdo molecular de
S. pneumoniae directamente do LCR (Triplex PCR em tempo real)

|
Extrac¢io do DNA das amostras positivas para
S. pneumoniae

I

Serotipagem de S. pneumoniae
(Multiplex PCR Sequencial)
!

Organizar os dados no Microsoft Excel

[
Analise dos dados
(SPSS versdo 20.0)

Figura 13. Fluxograma da metodologia usada no presente estudo.

5.2. Tipo de pesquisa

O presente estudo € observacional transversal retrospectivo que decorreu entre 2018 e 2023,
como parte da Vigilancia Sentinela Alargada para Meningite Bacteriana Aguda (MBA) pediatrica
pelo Instituto Nacional de Saude (INS) em Mogambique.
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5.3. Descricao do local de estudo

O estudo foi realizado nos servigos de internamento de pediatria (postos sentinela) de dois
Hospitais quaternarios do pais, nomeadamente: HCB ¢ HCN (Figura 14). Estes hospitais
desempenham o papel de unidades de saude de referéncia nas regides Centro e Norte,
respectivamente, ¢ oferecem varios servicos especializados de satide hospitalar e ambulatoria
para todas as faixas etarias, em varias especialidades. Estes hospitais constituem postos sentinela
do Ministério da Satde (MISAU), para vigilancia de doencas invasivas, e foram seleccionados
com base na experiéncia dos casos de doengas invasivas notificados e da existéncia de

laboratdrios de microbiologia funcionais (Nhantumbo, 2014).

O HCN localiza-se na provincia de Nampula. A provincia de Nampula tem 23 distritos, ¢ uma
populagdo de 5.758.920, 4drea 79.010 Km?, a densidade populacional 50,44 habitantes/Km2
(INE, 2017). A O Departamento de Pediatria desta unidade hospitalar possui 184 camas, com 78
profissionais pediatricos (Nhantumbo, 2014).

O HCB localiza-se na provincia de Sofala, que se situa na regido centro do pais com uma area
de 67.753 km?, dividida em 13 distritos, 5 municipios € uma populagdo estimada em 2.259.248
habitantes (INE, 2017). O Departamento de Pediatria deste hospital possui 150 camas, com 58
profissionais pediatricos (Nhantumbo, 2014).
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Figura 14. Localizagao de Hospital Central da Beira e Hospital Central de Nampula.
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5.4. Periodo do estudo

O presente estudo foi realizado no periodo de 15 de Junho a 14 de Novembro de 2024, usando

amostras de liquido cefalorraquidiano colhidas entre 2018 e 2023.

5.5. Populacio de estudo

O presente estudo incluiu amostras de LCR colhidas em criangas < 5 anos com suspeita de
meningite nos servigos de internamento da pediatria do HCB e HCN, e admitidas na Vigilancia

Sentinela Alargada para a Meningite Bacteriana Aguda pediatrica pelo INS em Mogambique.

5.6. Modo de seleccio das amostras

No presente estudo foram incluidas todas as amostras de LCR colhidas e armazenadas no
Laboratério de Referéncia de Microbiologia do INS provenientes do HCB e HCN. Foram
revistas todas as notificacoes encontradas nos formularios e/ou bases de dados referentes aos

casos suspeitos ou confirmados de meningite em criangas <5 anos de idade entre 2018 e 2023.

5.7. Critérios de inclusao

Foram elegiveis para o presente estudo, todas amostras de LCR de criangas menores de 5 anos
de idade, com suspeita clinica de meningite, internadas no Hospital Central da Beira e Hospital
Central de Nampula no periodo de 2018 & 2023. As amostras foram previamente colhidas no

ambito da Vigilancia de Nacional de Meningite implementado pelo INS.

5.8. Critérios de exclusao

Foram excluidas deste estudo todas as amostras de LCR de criangas menores de 5 anos de idade
internadas no Hospital Central da Beira e Hospital Central de Nampula sem dados demogréaficos
(idade, género e proveniéncia), amostra com o volume insuficiente ou armazenamento
inadequado (amostras que foram descongeladas e recongeladas inimeras vezes, comprometendo

a sua qualidade).

29
Zubaida Argentina Chiau



Epidemiologia da Meningite Pneumocécica em Criancas Menores de S Anos apos a
Introducio da Vacina Pneumocdcica Conjugada 13-Valente no Hospital Central da
Beira e Hospital Central de Nampula, 2018 - 2023.

5.9. Amostragem e Tamanho da amostra

No presente estudo foi utilizada uma amostragem nao probabilistica por conveniéncia, uma vez
que foram incluidos todos casos que apresentarem os critérios estabelecidos (Martins et al.,
2019). Na amostragem por conveniéncia os elementos da amostra sdo escolhidos por
conveniéncia do pesquisador, sendo seleccionados por sua disponibilidade e acessibilidade e nao
por um critério estatistico (Nielsen et al., 2017). Nao houve calculo de tamanho de amostra

porque foram incluidas todas as amostras colhidas no periodo do estudo (Wibbelt, 2019).

5.10. Procedimentos, técnicas e instrumentos de colheita de dados
A selecgdo das amostras e a colheita de dados foi realizada obedecendo as seguintes etapas:

I.  Seleccdo das amostras: foram verificadas e seleccionadas amostras de LCR
conservadas a -80°C no Laboratério de Referéncia de Microbiologia do Instituto

Nacional de Satde, que reuniram os critérios de inclusdo do estudo;

Il.  Verificacio de dados demograficos e clinicos: para cada amostra seleccionada foram
colhidos e verificados minuciosamente os dados demograficos e clinicos
correspondentes, a partir dos registos obtidos dos formularios de notificacdo de caso,

assim como das bases de dados da Vigilancia Nacional de Meningite;

I1l.  Criacao da base de dados do estudo: apos a seleccao das amostras e a verificagdo dos
dados, foi criada uma base de dados intitulada “PNEUMO-EPID” utilizando o Microsoft

Excel que envolveu uma organizagdo sistematica da informagao;

IV. Codificagdo das amostras para os procedimentos laboratoriais: apos a criagdo da

base de dados, as amostras foram codificadas e organizadas em planilhas.
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5.11. Procedimentos laboratoriais

5.11.1. Deteccao molecular de Streptococcus pneumoniae

A deteccao molecular de S. pneumoniae foi realizada através da PCR em tempo-real (Santos,
2012). As amostras de LCR foram submetidas a uma triplex PCR em tempo real através de
iniciadores especificos para os genes alvos [ytA (S. pneumoniae), sodC (N. meningitidis) e hpd3
(H. influenzae) (Tabela 1) (Ouattara et al., 2019). As reac¢des de PCR em tempo real foram

preparadas em volumes descritos na tabela 2.

Tabela 1. Volume e concentragao dos reagentes usados nas reac¢des de PCR.

Reagentes Volume (pL) [nM]
Agua ultrapura (Sem nucleases) 1,5 -
PerfeCta® MultiPlex qPCR ToughMix 12,5 -
Iniciadores (Foward) 1 500
Iniciadores {Reverse) 1 500
Sondas (Fluorescéncia) 1 250
DNA 2 -
Total 25

Fonte: CDC, (2023).

As sondas a serem usadas incluem Cy5 ([ytA — S. pneumoniae), FAM (sodC — N. meningitidis)
e HEX (hpd — H. influenzae) (Tabela 2). Todas as reac¢des foram preparadas em placas de 96
pocos (Ouattara et al., 2019).

Tabela 2. Sequéncias dos primers e sondas para a triplex — PCR.

Alvo de PCR em | Primer/ Sequéncia (5'-3’) Conc.
tempo real Sonda (nM)
lytA-F ACGCAATCTAGCAGATGAAGCA 200
S. pneumoniae lytA-R TCGTGCGTTTTAATTCCAGCT 200
lytA-P 5'-FAM TGCCGAAAACGC"T"TGATACAGGGAG- 200
3'- SpC6 “T"=BHQ1

Fonte: CDC, (2023).
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As amplificagdes foram executadas no termociclador da Agilent AriaMx Real-Time PCR
(Agilent Technologies) e as condi¢des de PCR em tempo real foram seguidas de acordo com o

protocolo desenvolvido por Ouattara e colaboradores., (2019). Os ciclos seguiram condigdes

térmicas especificas para garantir a amplificacdo do material genético descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Condigdes térmicas para a o processo de PCR na identificagdo de Streptococcus

prneumoniae.

N’ de ciclos

Temperatura

Tempo

Funcio

1 Ciclo

40 Ciclos

95°C

10 Minutos

Desnaturagdo das fitas de DNA: essa etapa permite
que as cadeias de DNA se separem, formando duas
fitas simples

95°C

15 Segundos

Anelamento dos primers: durante esta fase, os
iniciadores se ligam as regides especificas do DNA
alvo

60°C

1 Minuto

Extensao de novas fitas do DNA: essa etapa permite
que o DNA polimerase adicione nucleotideos,

sintetizando novas fitas de DNA

Fonte: CDC, (2023).

O ponto denominado limiar de ciclo (Cycle threshold) - Ct detecta o ciclo no qual a reac¢ao
atinge o limiar da fase exponencial ¢ Ct < 35. Os resultados de Ct entre 35 e 40 foram
interpretados como inconclusivos e desta forma foram realizadas dilui¢des nas proporgdes de 1:5
e 1:10 para novas reaccdes. Os valores de Ct >35 foram considerados negativos (Ouattara et al.,

2019).

Todas as reac¢des incluiram um controlo negativo contendo todos os componentes da reacgao,
excepto o DNA, foram substituidas por dgua ultrapura para PCR. Todas as reacgdes também

incluiram um controlo positivo (PC-Plasmid) (Ouattara et al., 2019).

5.11.2. Extraccao e purificacdo de DNA gen6mico

A extrac¢do e purificagdo de DNA bacteriano foi realizada em todas amostras com resultados
inconclusivos (limiar de ciclo entre 35 e 40) através do DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN
Group, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante (Anexo 1). O DNA genomico
purificado foi colhido em tubo de 1,5 ml e armazenado a -20°C para a serotipagem (Munguambe
etal., 2018).
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5.11.3. Determinacao dos serotipos de Streptococcus pneumoniae por PCR multiplex

A determinacgdo dos serotipos de S. pneumoniae incluiu 41 pares de oligonucleotideos (Anexo 1)
de acordo com as recomendac¢des do Center for Disease Control and Prevention (CDC, EUA),
agrupadas em 12 reacgdes sequenciais de multiplex PCR para identifica¢ao de 38 serotipos de S.
pneumoniae (Ouattara et al., 2019). Na primeira reac¢ao foram utilizados controlos, iniciadores

e sondas referentes aos serotipos alvos para esta reac¢do (Tabela 4).

Tabela 4. Reaccdes de PCR para a detecg@o dos serotipos de Streptococcus pneumoniae.

Reaccoes Serotipos Reaccoes Serotipos Reaccoes Serotipos

_ 3 v,  GA/6B/6C/6D o 21
= 22A/22F S  6B/6D = 13
L= L= L=
E 22A £ 6A/GB E 24F/24A/24B
= 22F & 6B/6D = 9V/9A
- 12F/44 o 19F = 1
2 23A S 31 2 14
L= L= o
S 35B & 7B/CI 2 23F
[-¥]
= 15A/15F & IB/7C2 oz 28A/28F
- 9L/ON ~  10A — 37
= 19A S TE/7A 2 11B/11C
L= L= o
S 8 S 15B/15C 2 10F
-]
~ 16F R 17F & 18C/18F/18B/18A
- 33A/33F/37 w 4 e~ 5
= 11A/11D/11E S 32 S 39
& & &
= 23B & 35FMA7F 2 35A
& & 2
20 38 = 2

Fonte: CDC, (2023).

Os serotipos nao identificados nas primeiras reacgdes, foram testadas nas reacgdes seguintes até
a sétima reaccao. Os serotipos nao identificados apos as 12 reac¢des foram considerados como

ndo-tipificaveis (Ouattara et al., 2019).

As reacgdes foram preparadas em um volume final de 25ul, incluindo primers e sondas (Anexo
2), 2,5ul1 de LCR ou DNA, 12,5ul de Mastermix (PerfeCta® MultiPlex qPCR ToughMix,
QuantaBio) e d4gua sem nucleases (Anexo 2) (Ouattara et al., 2019; CDC, 2022).
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6. Variaveis de estudo

Objectivos especificos Variaveis e tipo de variaveis Fonte das Tipo de
variaveis teste/analise
Descrever as caracteristicas | 1. Dados Demograficos Variaveis
demograficas e clinicas de a) Faixas etarias quantitativas:
criangas menores de 5 anos de | e 0— 11 Meses Média, testes
idade com suspeita de meningite; | ¢ 12 — 23 Meses de proporcdo e
e 24 59 Meses desvio padrao.
(qualitativa ordinal)
Formularios
b) Proveniéncia de Variaveis
e Hospital Central da Beira notificagdo | qualitativas:
e Hospital Central de Nampula decasoou | Frequéncias
(quantitativa nominal) base de absolutas e
dados relativas
2. Dados clinicos (vacinacgao)
e N&o vacinado
e 13 Dose
e 22 Dose
e 32 Dose (qualitativa ordinal)
Identificar o S. pneumoniae em |3. Casos de meningite Variaveis
amostras de liquido |e NUmero de casos positivos de S.| Multiplex gualitativas:
cefalorraquidiano em criancas pneumoniae PCR-Real Frequéncias
menores de 5 anos de idade; e NUOmero de casos negativos de S. Time absolutas e
pneumoniae (quantitativa nominal) relativas
Determinar os serotipos de S. | 4. Serotipos Formularios
- e PCV-10:4,6B,9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, de Variaveis
pneumoniae - causadores  da 5, 7F. notificagdo | qualitativas:
meningite em criangas menores | ¢« PCV-13 (PCV10 + 3, 6A e 19A). de caso ou Frequéncias
de 5 anos de idade: o Nao-vacinais: 22A, 22F, 12F/44, 23A, | basede absolutas e
’ 35B,15A/15F, 9L/9N, 8, 16F,| dadose relativas.
33A/33F/37, 23B, 20, 31, 7B/7C1, | Multiplex
7BI7C2, 10A, 15B/15C, 32, 35F/47F, 38, | PCR-Real
21, 10F, 13, 24F/24A/24B, 37, 11B/11C, Time
39, 35A, 2 (qualitativa nominal)
Caracterizar a distribuicdo dos |5. Faixas etarias Formularios Variaveis
serotipos de S. pneumoniae de | ¢ 0—11 Meses de gualitativas:
acordo com faixas etarias, tempo | e 12 — 23 Meses notificacao Frequéncias
(ano) e estado vacinal em | o 2459 Meses (qualitativa ordinal) de caso ou absolutas e
criancas menores de 5 anos de base de relativas.
idade. 6. Hospital dados e
e Hospital Central de Nampula Multiplex
e Hospital Central da Beira PCR-Real
(qualitativa ordinal) Time
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7. Ano
e 2018, 2019, 2020, 2021, 2022 e 2023
(qualitativa ordinal)

. Situacéo vacinal
Né&o vacinado
12 Dose
22 Dose
32 Dose (qualitativa ordinal)

e o o o @

7. Plano de gestao e analise de dados

Os dados foram introduzidos no Microsoft Excel 2016 e analisados no software estatistico
Statistical Package for the Social Sciences - SPSS (IBM, EUA), versdao 25.0. As varidveis
categoricas foram apresentadas como frequéncias absolutas (n) e relativas (%). As variaveis
quantitativas foram descritas em média, valor minimo e méximo (De Lima, 2017; Nhantumbo et
al., 2017). Os serotipos foram categorizados como: PCV10; PCV13 e serotipos ndo-vacinais

(Chikhaoui et al., 2022).

8. Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité Institucional de Bioética para a Saude da Faculdade
de Medicina (CIBS-FAMED) com a referéncia: CIBSFM&HCM/04/2023 (Anexo 3). Os dados
sociodemograficos e clinicos, e amostras dos pacientes foram colhidos da Vigilancia Nacional
de Meningite (VINAME) com a referéncia 180/CNBS/20. Os dados dos pacientes no presente
estudo foram codificados para evitar a identificacao dos envolvidos. Adicionalmente, os dados

colhidos foram usados apenas para este estudo e ndo foram usados para outros fins.
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9. Resultados

9.1.Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com suspeita de meningite no
Hospital Central da Beira e Hospital Central de Nampula

O presente estudo incluiu um total de 2552 amostras de LCR no universo de 2874 casos suspeitos
admitidos no ambito da Vigilancia Nacional de Meningite, colhidas no periodo de 2018 e 2023,
tendo variado de 13,2% a 22,3%. A maioria das amostras 2187/2552 (85,7%) foi colhida no
HCN e 365 (14,3%) no HCB. Os participantes foram na sua maioria do sexo masculino, 1477
(57,9%) contra 1075 (42,1%) do sexo feminino, principalmente da faixa etaria dos 0 a 11 meses
com 1297 (50,8%). Um total de 1676/2552 (65,6 %) pacientes ndo apresentou dados sobre o
estado vacinal, seguida de pacientes com 2 doses (n=235, 9,2%) e 1 dose (n=232, 9,1%). Das
2552 criancas incluidas no estudo, apenas 182 (7,1%) completaram o esquema vacinal com as
trés doses da PCV13 (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes do estudo.

Variaveis Casos suspeitos de Percentagem
meningite (#=2552) (%)

Faixas etarias

0— 11 Meses 1297 50,8
12 — 23 Meses 384 15,0
24 — 59 Meses 871 34,1
Sexo

Feminino 1075 42,1
Masculino 1477 57,9
Hospital

HCB 365 14,3
HCN 2187 85,7
Estado vacinal

Nao vacinado 227 8.9
1 Dose 232 9,1
2 Doses 235 9,2
3 Doses 182 7,1
Sem informacgao 1676 65,6
Ano

2018 387 15,2
2019 345 13,2
2020 406 15,9
2021 348 13,9
2022 497 19,5
2023 569 223
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9.2.Frequéncia de Streptococcus pneumoniae no Hospital Central da Beira e Hospital
Central de Nampula entre 2018 e 2023

Um total de 2552 amostras de LCR, foram submetidas a uma triplex PCR em tempo real tendo
sido identificados 121 (4,7%) casos positivos para 0 S. pneumoniae. Do total das amostras
positivas 20/121 (0,7%) foram colhidas no HCB e 101 (4.0%) no HCN.

A maior frequéncia dos casos positivos de S. pneumoniae foi registada em pacientes do sexo
masculino (n=69, 57%), sendo 54 do HCN e 15 do HCB. A faixa etaria dos 0 a 11 meses

apresentou uma alta frequéncia de casos de S. pneumoniae para ambos hospitais (Tabela 6).

Embora o presente estudo tenha tido como foco a identificacdo do S. pneumoniae, outras espécies
bacterianas foram identificadas, nomeadamente: H. influenzae (n=30, 1,2%) e N. meningitidis

(n=7, 0,3%), devido a técnica usada de multiplex PCR.

Tabela 6. Frequéncia de Streptococcus pneumoniae em criangas de acordo com idade e género
no HCB e HCN entre 2018 e 2023.

Frequéncia de casos  Frequéncia de

Caracteristicas positivos de S. casos negativos Total
pneumoniae
(n=121) (n=2540) (n=2552)
Hospital Central da Beira
Faixas etarias
0 - 11 Meses 8 (4,4%) 175 (95,6) 183 (100%)
12 - 23 Meses 5(9,6%) 47 (90,4%) 52 (100%)
24 - 59 Meses 7 (5,4%) 123 (94,6%) 130 (100%)
Total 20 (5,5%) 345 (94,5%) 365 (100%)
Sexo
Masculino 15 (7,0%) 199 (93,0) 214 (100%)
Feminino 5(3.,3%) 146 (96,7%) 151 (100%)
Total 20 (5,5%) 345 (94,5%) 365 (100%)
Hospital Central de Nampula
Faixas etarias
0 - 11 Meses 48 (4,3%) 1066 (95,7%) 1114 (100%)
12 - 23 Meses 15 (4,5%) 317 (95,5%) 332 (100%)
24 - 59 Meses 38 (5,1%) 703 (94,9%) 741 (100%)
Total 101 (4,6%) 2086 (95,4%) 2187 (100%)
Sexo
Masculino 54 (4,3%) 1209 (95,7%) 1263 (100%)
Feminino 47 (5,1%) 877 (94,9%) 924 (100%)
Total 101 (4,6%) 2086 (95,4%) 2187 (100%)
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9.3.Distribuicao dos serotipos de Streptococcus pneumoniae no Hospital Central da Beira
e Hospital Central de Nampula entre 2018 e 2023

Do total de 121 amostras positivas para S. pneumoniae, 76 amostras (62,8%) foram serotipadas
e 45 (37,2%) ndo foram incluidas para a serotipagem devido a falta de qualidade. Do total de 76
amostras serotipadas, 67 (88%) foram tipificaveis principalmente para 15B/15C (21; 27,6%),
18C/18F/18B/18A (14; 18,4%), 38 (9; 11,8%), 1 (7; 9,2%), 24F/24A/24B (3; 3,9%), 19F (2;
2,6%), 8 (2; 2,6%), 12F/12A/12B/44/46 (2; 2,6%), 9V/9A (1; 1,3%), 14 (1; 1,3%), 23F (1; 1,3%),
22F/22A (1; 1,3%), 35B (1; 1,3%), 16F (1; 1,3%) e 7C/7B2 (1; 1,3%) e 9 (9; 11,8%) nao foi
possivel identificar os serotipos.

No HCN registou-se uma alta prevaléncia dos serotipos: 15B/15C, 18C/18F/18B/18A, 38, 1 e
ndo tipificaveis, enquanto no HCB apenas o serotipo 15B/15C foi predominante. Os serotipos
14, 19B, 22F/22A, 23F, 35B, 38, 8 e 9V/9A foram identificados somente no HCN e os serotipos
16F e 7C/7B2 no HCB.

Tabela 7. Distribui¢ao dos serotipos de Streptococcus pneumoniae identificados em criangas
menores de 5 anos no Hospital Central da Beira e Hospital Central de Nampula entre 2018 ¢

2023.

Serotipos HCB HCN Total
(n=13) % (n=63) % (n=76)
PCV7
4 0 0 0 0 0 (0,0%)
6B 0 0 0 0 0 (0,0%)
9V/9A 0 0 1 1,6 1 (1,3%)
14 0 0 1 1,6 1(1,3%)
18C/18F/18B/18A 2 15,4 12 19,0 14 (18,4%)
19F 0 0 2 3,2 2 (2,6%)
23F 0 0 1 1,6 1(1,3%)
PCV10
1 1 7,7 6 9,5 7 (9,2%)
5 0 0 0 0 0 (0,0%)
7F 0 0 0 0 0 (0,0%)
PCV13 0 (0,0%)
3 0 0 0 0 0 (0,0%)
6A 0 0 0 0 0 (0,0%)
19A 0 0 0 0 0 (0,0%)
N&o-PCV13
15B/15C 5 38,5 16 25,4 21 (27,6%)
38 0 0 9 14,3 9 (11,8%)
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24F[24A/24B 1 7,7 2 3,2 3 (3,9%)
12F/12A/12B/44/46 1 7,7 1 1,6 2 (2,6%)
8 0 0 2 3,2 2 (2,6%)
16F 1 7,7 0 0 1(1,3%)
22F/22A 0 0 1 1,6 1 (1,3%)
35B 0 0 1 1,6 1(1,3%)
7CI7B2 1 7,7 0 0 1(1,3%)
Nao tipificaveis 1 7,7 8 12,7 9 (11,8%)

9.3.1. Distribuicio dos serotipos de Streptococcus pneumoniae de acordo com as
faixas etarias

O estudo identificou uma alta frequéncia dos serotipos 15B/15C e 18C/18F/18B/18A
principalmente em criancas na faixa etéria dos 24 a 59 meses no HCB. Por outro lado, os mesmos
serotipos incluindo os serotipos ndo tipificaveis foram ainda mais predominantes entre criancas
de 0 a 11 meses no HCN (Figura 16). Além disso, o serotipo 38 também se destacou na faixa
etaria dos 24 a 59 meses. Embora o serotipo 18C/18F/18B/18A seja coberto pela PCV13, sua

frequéncia se manteve em todas as faixas etarias ap6s a introducédo da vacina.

Distribuicao de serotipos segundo a faixa etaria
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Figura 15. Distribui¢do dos serotipos de Streptococcus pneumoniae de acordo com as faixas
etarias no HCB e HCN, de 2018 4 2023.
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9.3.2. Distribuicao temporal dos serotipos de Streptococcus pneumoniae

Os resultados do presente estudo mostram uma alta frequéncia de serotipos 15B/15C,
18C/18F/18B/18A, 38 e 24F/24A/24B, entre 2020 e¢ 2021 (Figura 17). Adicionalmente,
observou-se uma reducdo consideravel dos serotipos cobertos pela PCV13 entre 2018 e 2019

para ambos hospitais incluidos no estudo.

Em 2020, no HCB, foi registado um aumento na detec¢ao de serotipos, com predominancia dos
ndo-vacinais. Entre os quais, destacaram-se o0s serotipos 15B/15C, 24F/24A/24B,
12F/12A/12B/44/46 ¢ 16F. Entretanto, o serotipo 18C/18F/18B/18A mostrou-se prevalente,
embora seja coberto pela PCV13.

Em 2021, registou-se principalmente os serotipos, 18C/18F/18B/18A, 15B/15C, 38, 35B e
24F/24A/24B no HCN para além de serotipos nao tipificaveis.

Entre 2022 e 2023, no HCN, os serotipos predominantes foram 15B/15C, 18C/18F/18B/18A, 1
e ndo tipificadveis. No entanto, durante esse periodo, apenas o serotipo 15B/15C foi identificado

no HCB.

Distribuicio temporal dos serotipos de Streptococcus pneumoniae
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Figura 16. Distribui¢do temporal dos serotipos de Streptococcus pneumoniae entre 2018 e 2023.
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9.3.3. Distribuicao dos serotipos de Streptococcus pneumoniae e cobertura vacinal

Em relacéo a cobertura vacinal dos serotipos pneumocdcicos identificados em criangas menores
de 5 anos, os resultados do presente estudo evidenciam que a vacina PCV13 abrange apenas
34,2% dos serotipos identificados (18C/18F/18B/18A, 1, 19F, 9V/9A, 14, e 23F).
Adicionalmente, os serotipos 4, 6B, 5, 7F, 3 e 6A, que também sdo cobertos pela PCV13, ndo

foram identificados na populacéo estudada.

Cerca de 65,8% dos serotipos identificados no presente estudo ndo sdo cobertos pela vacina
PCV13, incluindo os serotipos, 15B/15C, 38, 24F/24A/24B, 12F/12A/12B/44/46, 8, 22F/22A,
35B, 16F e 7C/7B2 (Figura 18).
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9.3.4. Distribuicao dos serotipos de Streptococcus pneumoniae de acordo com o
estado vacinal

As criancas vacinadas completamente (n=6; 7,9%), apresentaram a infec¢do por serotipos
vacinais 18C/18F/18B/18A (n=3; 3,9%), assim como os serotipos ndo-PCV13, 24F/24A/24B
(n=1; 1,3%) e 35B (n=1; 1,3%).

Os serotipos ndo cobertos pela PCV13; 15B/15C (n=3; 3,9%), 24F/24A/24B (n=1; 1,3%),
12F/12A/12B/44/46 (n=1; 1,3%), foram comuns em criangas com a vacinagao incompleta (1 ou

2 doses), principalmente no HCN.

As criangas ndo vacinadas apresentaram principalmente a infeccdo pelo serotipo ndo-PCV13
15B/15C (n=2; 2,6%) e vacinal 9V/9A (n=1; 1,3%).

O serotipo 18C/18F/18B/18A foi comum em todos estados vacinais (Figura 19).
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10 Discussao

10.1.Frequéncia de Streptococcus pneumoniae em criancas menores de 5 anos no Hospital
Central da Beira e Hospital Central de Nampula

O S. pneumoniae ¢ a principal causa de morbimortalidade e sequelas neuroldgicas em criangas

menores de 5 anos de idade com meningite em todo o mundo. Para prevenir e controlar doengas

pneumococicas, as vacinas pneumocdcicas conjugadas foram desenvolvidas e implementadas

em todo o mundo (Skar et al., 2024).

Os achados do presente estudo evidenciam uma reducdo da frequéncia de meningite
pneumococica em criangas menores de 5 anos no Hospital Central da Beira (HCB) e Hospital
Central de Nampula (HCN). Estudo anterior realizado por Nhantumbo et al. (2017), reportaram
uma frequéncia maior de 32,8% (121/369) no periodo pds-PCV10. A reducdo da meningite
pneumococica foi também reportada em paises como Quénia e Tanzania, em criancas de 0 a 5
anos com uma taxa em torno de 60%, ap6s a implementagdo da PCV13 em 2014, incluindo a
incidéncia de infec¢des pneumocodcicas invasivas, especialmente nas areas urbanas com maior

cobertura vacinal (WHO, 2022).

Em Burkina Faso, nos primeiros 2 anos ap6s a introducdo da PCV13, reportou-se uma redugao

substancial da meningite em aproximadamente 32% (Soeters ef al., 2019).

As redugdes na incidéncia da doenca pneumocoécica invasiva ja foram também relatadas na
Africa do Sul, pais vizinho de Mogambique, em 79% entre criangas <5 anos por 6 anos apos a
introducdo do PCV13 e na Gambia em 55% entre criangas <2 anos por 3 anos p6s-PCV13

(Mackenzie et al., 2016).

As tendéncias de redu¢do da meningite pneumocdcica, com taxas variando de 30% a 70% foram
reportadas anteriormente em alguns paises da Africa Subsaariana, como na Camardes e Senegal,

apos a introdugao da PCV13 (Faye ef al., 2019; Libwea et al., 2021).

Os resultados descritos neste estudo corroboram também com os resultados reportados em
diferentes paises como Peru, Taiwan, China, Brasil e Estados Unidos, apds a introducao de PCVs
que indicam uma reducdo na taxa de meningite pneumocoécica em torno de 40% a 89%.
Adicionalmente, constataram a reducdo na taxa de hospitalizagdo, morte e resisténcia
antimicrobiana (Hu ef al., 2022; Huang et al., 2023; Ochoa et al., 2024). Embora a incidéncia de
meningite por S. pneumoniae tenha diminuido globalmente devido as vacinas pneumocoécicas, a

ampliacdo da cobertura vacinal continua sendo crucial, especialmente em areas vulneraveis.
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Além disso, estratégias adicionais, como diagndstico precoce e tratamentos eficazes, sdo

essenciais para reduzir a mortalidade e as sequelas neuroldgicas (Anglemyer et al., 2024).

No HCN constatou-se maior nimero de casos de meningite por S. pneumonia (101), contra 20
obtidos do HCB. Resultados similares foram obtidos por Nhantumbo et al. (2015), que
verificaram uma frequéncia alta da meningite pneumocodcica no HCN (137/259, 52,9%).
Adicionalmente, estes autores reportaram um aumento no numero de casos de meningite por S.
pneumoniae (n=20) no HCB entre 2013 ¢ 2015, em relagao ao estudo anterior realizado em trés
hospitais centrais do pais que constatou 9 de 17 casos de meningite pneumocdcica (Nhantumbo
et al., 2015). Todavia, os dados do presente estudo sobre a frequéncia da meningite precisam ser
interpretados considerando a limitagdo do nimero de amostras obtidos no HCB (n=365) contra

2187 no HCN.

As criangas do sexo masculino apresentaram maior frequéncia de meningite pneumocdcica.
Achados semelhantes foram reportados no estudo de Frasson et al., (2021) no estado do Rio

Grande do Sul, que indicam maior incidéncia de casos de meningite do sexo masculino.

A maior prevaléncia de infec¢des graves por S. pneumoniae em criangas do sexo masculino segue
uma tendéncia global, atribuida a maior susceptibilidade masculina a infec¢des bacterianas. Em
contraste, individuos do sexo feminino costumam apresentar respostas imunoldgicas mais
robustas, influenciadas por factores hormonais, genéticos e imunolédgicos, que também modulam

a auto-imunidade e a resposta a doencas infecciosas (Dias ef al., 2022).

Dados publicados pela Sociedade de Pediatria de Sao Paulo (2024) apontam que, entre 2018 e
2023, 58,4% dos casos de meningite pneumococica pedidtrica no Brasil ocorreram no sexo

masculino, com maior prevaléncia em criangas menores de 1 ano.

Os dados obtidos no presente estudo corroboram com os achados anteriores, pois a faixa etaria
de 0 a 11 meses mostrou a maior frequéncia de casos, reforcando a tendéncia de maior

vulnerabilidade dessa faixa etaria (Nhantumbo et al., 2015).

A meningite pneumocdcica, afecta principalmente criancas menores de 1 ano devido a
imaturidade do sistema imunologico e barreiras fisiologicas ineficazes, como a barreira
hematoencefalica. As criangas menores de 1 ano apresentam a maior incidéncia da doenga e um

risco elevado de complicagdes graves, mostrando a necessidade de maior protecgdo (Yau ef al.,

2018).
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10.2.Distribuicao dos serotipos de Streptococcus pneumoniae no Hospital Central da Beira
e Hospital Central de Nampula entre 2018 e 2023

Em relagao a distribuicao dos serotipos, observou-se uma frequéncia menor de serotipos cobertos

pela PCV13 (18C/18F/18B/18A, 19F, 9V/9A, 14 ¢ 1). Os nossos achados sdo semelhantes aos

descritos na Gambia, ap6s a implementacdo da vacina PCV13, observou-se uma redugédo

consideravel das infec¢Bes causadas por serotipos de S. pneumoniae (Sanneh et al., 2019).

Em Burkina Faso, foram identificados serotipos similares, entre criangas menores de 5 anos, 1,
18C/18F/18B/18A, 23F e 14, entre 2016 e 2017, destacando a prevaléncia de serotipos nédo
cobertos pela vacina (Soeters et al., 2019). No entanto, dados divergentes foram reportados por
Kim et al. (2022) na Coreia, que indicam maior prevaléncia dos serotipos 10A (n=14, 32,6%),
19A (n=4, 9,3%) e 23B (n=4, 9,3%) em crian¢as menores de 5 anos no periodo p6s-PCV13.

A distribuicdo dos serotipos apés a introducdo da PCV13 difere entre paises. Na Tunisia, foram
reportados os serotipos 14, 19F e 3; na Finlandia, 14, 3 e 23F; na Bulgéria, 3 e 19F; na Eslovénia,
uma variedade de serotipos como 14, 9V, 3, 7F, 19A e 1; e nos Estados Unidos, os serotipos 6B,
14, 19F, 23F, 3, 6A e 19A (Ktari et al., 2023; Opavski et al., 2023).

Os nossos achados mostram que 0s serotipos cobertos pela PCV13 nomeadamente: 5, 6A, 6B,
4, 3, e e 19A, ndo foram identificados. No periodo em que a PCV10 estava em uso, 0s serotipos
5 (14,5%), 6A/6B (13,0%), 4 (4,3%), 3 (2,9%) e 19A (1,4%) foram os mais frequentes
(Nhantumbo et al., 2017). Esses dados sugerem que a PCV13 pode ter sido eficaz na reducéo ou

eliminacdo de determinados serotipos predominantes no pais (Li et al., 2024).

Um estudo conduzido pela Unidade de Pesquisa Médica da Gambia (MRC Unit The Gambia)
sobre o impacto da PCV13 no Hospital Real de Vitéria em Banjul, constatou o desaparecimento
dos serotipos 3, 4, 5, 6A/6B e 7F cobertos pela PCV13 (Soeters et al., 2019). Em Burkina Faso,
um estudo reportou resultados divergentes de presenca de serotipos 3, 4, 5, 6A/6B e 7F/7, assim
como a eliminagdo dos serotipos 19A, 19F e 9V/9A (Soeters et al., 2019). Esses achados
reflectem uma diversidade na distribuicdo de serotipos em diferentes paises apds a introducéo da
vacina (Li et al., 2024).

Os dados do presente estudo evidenciam que a introducdo da PCV13 em Mogambique reduziu
0s serotipos vacinais de S. pneumoniae, mas gerou o fendmeno de substituicdo de serotipos,
principalmente devido ao surgimento de serotipos ndo cobertos pela PCV13. O processo de
substituicdo de serotipos, ocorre quando os serotipos-alvo da vacina sdo eliminados, criando
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espaco para a ocorréncia de colonizacdo e infecgbes por serotipos ndo-vacinais (Paton &
Trappetti, 2019).

Em Mocambique, os serotipos ndo-vacinais identificados no presente estudo incluem: 15B/15C,
38, 24F/24A/24B, 12F/12A/12B/44/46, 8, 22F/22A, 35B, 16F e 7C/7B2 que ja foram relatados
antes da implementacdo da PCV13 (Nhantumbo et al., 2017; Massora et al., 2019). Um outro
estudo realizado na Africa Ocidental, com foco na regifo subsaariana com objectivo de analisar
mudancas na filogeografia e no resistoma das meningites pneumococicas antes e apds a
introducdo da vacina PCV, evidenciou um aumento na circulagdo de serotipos ndo vacinais,
como 15B/15C, 12F, 24F e 35B, na Africa Subsaariana (Senghore et al., 2021). Esses dados
ressaltam a complexidade da epidemiologia dos serotipos pneumococicos e a necessidade de
vigilancia continua apos a introducdo das vacinas para orientacdo das medidas de tratamento e

controlo das infeccdes (Amin-Chowdhury et al., 2020).

A distribuigdo dos serotipos entre os hospitais revelou variagdes. No HCN foi observada uma
maior prevaléncia de serotipos (15B/15C, 18C/18F/18B/18A, 38, 1 e ndo tipificaveis) e 15B/15C
no HCB. Os serotipos 14, 19B, 22F/22A, 23F, 35B, 38, 8 ¢ 9V/9A foram identificados somente
no HCN e os serotipos 16F ¢ 7C/7B2 no HCB. Em Mogambique, dados referentes ao periodo
pré-PCV 13, indicam que os serotipos 5, 9V, 6A, 12 e 1 sdo prevalentes no HCN, evidenciando
uma divergéncia dos resultados obtidos e mudanca na epidemiologia da infeccdo por meningite

pneumococica no Pais (Nhantumbo et al., 2016).

O serotipo 15B/15C identificado em maior niumero no presente estudo, tendo sido reportado
anteriormente no Hospital Central de Maputo, regido sul do Pais mostrando a sua disseminagao
e importancia do monitoramento continuo dos serotipos causadores da meningite pneumocdcica

(Nhantumbo ef al., 2016; Schmitt & Oliveira, 2022).

A alta prevaléncia de serotipos ndo vacinais entre diferentes regides geograficas reportada no
presente estudo destaca a importancia de estudos epidemiologicos abrangentes que reflectem a
cobertura nacional para identificar novos serotipos emergentes € monitorar a sua prevaléncia

(Perniciaro et al., 2019).

A disseminagdo inter-regional de serotipos de S. pneumoniae pode ser afectada por diversos
factores, como mobilidade populacional, cobertura vacinal, politicas de saude publica e
caracteristicas ambientais (Moore ef al., 2019; Andrews & Whitney, 2020; Walker & Roberts,
2021; Schmitt & Oliveira, 2022).
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10.2.1. Distribuicao dos serotipos de Streptococcus pneumoniae de acordo com as faixas
etarias

No presente estudo constatou-se uma alta prevaléncia dos serotipos 15B/15C, 18C/18F/18B/18A

e 38 em criancas na faixa etaria de 0 a 11 meses no HCN e dos 24 a 59 no HCB, excepto o

serotipo 38. Achados discordantes foram obtidos no estudo realizado na Servia no qual entre

criangas menores de 2 anos, os serotipos comuns foram 19F,14, 6B e 6A; dos 2 4 5 anos,

predominaram os serotipos 14, 19F, 6A e 3 (Opavski et al., 2023).

Estudo realizado no Canada indica que diversos serotipos de S. pneumoniae afectam criangas
menores de 5 anos, sendo os serotipos 6B, 14, 19F, 23F e 18C associados a infecgdes
pneumocdcicas invasivas principalmente em criangas com menos de 12 meses (Jodoin et al.,
2020). Adicionalmente, outros estudos indicam que os serotipos 19A, 14, 6B, 23F e 7F sdo
comuns, entre criancas dos 12 e 23 meses de idade, ressaltando a importancia da vigilancia local

(Hsu et al., 2019).

Um estudo realizado em Israel, observou uma prevaléncia dos serotipos 19A, 7F, 3, 22F e 6A em
criangas na faixa etaria de 24 a 59 meses, com variacoes influenciadas pela cobertura vacinal e

pelo perfil epidemioldgico (Dagan et al., 2021).

A prevaléncia e distribuigdo dos serotipos variam conforme a idade, cobertura vacinal e periodo

de vigilancia (Nzoyikorera et al., 2023).

10.2.2. Distribuicao temporal dos serotipos de Streptococcus pneumoniae

A distribuigdo temporal dos serotipos, revelou a emergéncia de serotipos ndo vacinais 15B/15C,
38, 24F/24A/24B, 12F/12A/12B/44/46, 35B e 16F entre 2020 e 2021, e por outro lado a reducao
dos serotipos vacinais entre 2018 e 2019. Estimativas da OMS (2024), indicam que a cobertura
vacinal em Mogambique foi de 80% em 2018 e 2019, o que pode explicar a reducgao dos serotipos
vacinais observados no presente estudo. Porém, a cobertura vacinal no Pais reduziu nos anos
seguintes: 68% (2020), 56% (2021), 55% (2022) e 55% em 2023, o que pode fundamentar a alta
frequéncia dos serotipos vacinais 18C/18F/18B/18A, assim como a emergéncia de serotipos nao

vacinais, principalmente os serotipos 15B/15C e 38 (OMS, 2024).

Existem diversos factores que podem contribuir para a baixa cobertura vacinal em paises

africanos, incluindo o tamanho da populagao, a localizacao das comunidades, a falta de estoques
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de vacinas, além de instabilidade politica e conflitos, restringem as actividades dos servigos de
saude (Bobo et al., 2022). Estudo sobre barreiras & imunizagio infantil na Africa Subsaariana
conduzido por Bangura e colaboradores., (2020), reportaram que a baixa cobertura de vacinacao
infantil ¢ atribuida a barreiras enfrentadas pelos pais, como falta de conhecimento, dificuldades
financeiras, distancia dos pontos de vacinacao, falta de apoio e desconfianga nos programas de
imunizacdo, assim como do sistema de satde, limitagdes dos profissionais e infra-estruturas

inadequadas que dificultam o armazenamento e fornecimento adequado das vacinas.

Os meios de comunicagado social sdo destacados como ferramentas essenciais para sensibilizar e

promover percepcdes positivas sobre a vacinagdo e os servigos de saude (Bobo ef al., 2022).

Durante a pandemia da COVID-19, as actividades de imunizag@o de rotina enfrentaram sérios
riscos de interrup¢do devido a sobrecarga do sistema de satude, a diminui¢ao da demanda por
vacinas em fun¢do das exigéncias do distanciamento fisico (Lan ef al., 2023). Além disso, nos
Estados Unidos, assim como em outros paises diversos estudos apontaram um declinio nas doses
de vacinagdo de rotina durante a pandemia (Santoli ef al., 2020). O medo de contrair o SARS-
CoV-2 em ambientes médicos também pode ter desencorajado muitas familias a buscar

atendimento (Lan et al., 2023).

10.2.3. Distribuicao dos serotipos de Streptococcus pneumoniae de acordo com a cobertura
e estado vacinal

A cobertura da vacina PCV 13 no presente estudo foi de 34,2% (18C/18F/18B/18A, 1, 19F, 9V,

9A, 14 e 23F). Estudos realizados antes da implementacdo da PCV13 no pais, relataram uma

cobertura em torno de 81,2% dos serotipos identificados (Nhamtumbo et al., 2017),

evidenciando uma redugdo de 47% dos serotipos cobertos pela PCV13.

Dados semelhantes foram verificados na Africa do Sul, onde a implementagio de um esquema
de vacinagdo com trés doses, seguido por uma dose de refor¢o, demonstrou ser eficaz na rapida
reducdo da carga de serotipos cobertos pela PCV13 (Gottberg et al., 2014). Além disso, a
imuniza¢do com as vacinas pneumocodcicas no Peru resultou na diminuicdo da taxa de
colonizagdo por serotipos vacinais, 0 que proporcionou uma protec¢ao indirecta a populacao,

contribuindo para a reducgao geral da incidéncia de doengas pneumocdcicas (Ochoa et al., 2024).
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Os nossos resultados evidenciam uma predomindncia de serotipos ndo vacinais em 65,8%,
destacando a necessidade de considerar vacinas mais abrangentes. Estudo conduzido por Paton
& Trappetti, (2019), explica que a vacinagdo provoca mudanca na distribuicdo dos serotipos mais
frequentes. Devido a pressao selectiva causada pela vacina pneumococica, os serotipos nao-

vacinais comegaram a ocupar o nicho dos vacinais (Alterthum ez al., 2018).

As vacinas de maior valéncia contra S. pneumoniae, como a PCV15 (desenvolvida pela Merck)
e a PCV20 (desenvolvida pela Pfizer), oferecem proteccdo contra serotipos como 22F/22A e
outros serotipos identificados no estudo, incluindo 24F/24A/24B, 8 e 15B/15C (Méroc et al.,
2023). O serotipo 15B/15C foi o mais identificado no nosso estudo, destacando-se como um dos

principais alvos para a vacinagdo (Amin-Chowdhury et al., 2020).

As vacinas PCV15 e PCV20 oferecem protec¢do adicional em comparagcdo com a PCV13. A
PCV15 cobre os serotipos da PCV13, adicionando protec¢ao contra 22F e 33F, enquanto a
PCV20 inclui sete serotipos adicionais: 8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F e 33F, oferecendo uma
cobertura mais ampla contra infec¢des pneumocdceicas (Huang ef al., 2019).0s mesmos autores
destacam que a introducao dessas vacinas de alta valéncia pode ter um impacto significativo na

saude publica, especialmente no programa de vacinagdo pediatrica na Africa do Sul.

Um estudo realizado na Africa do Sul, aponta que duas vacinas pneumocdcicas de alta valéncia,
a PCV15 e a PCV20 poderdo estar disponiveis no pais até 2024 ou 2025 (Huang ef al., 2019).
Ambas vacinas ainda ndo foram incorporadas ao Programa Alargado de Vacinagdo em
Mogambique, o que mostra a importancia da vigilancia continua dos serotipos circulantes (Amin-

Chowdhury et al., 2020).

Os resultados obtidos neste estudo estdo alinhados com os achados de Méroc ef al., (2023), pois
destacam que, apesar do sucesso dos programas nacionais de vacinagdo pediatrica com PCVs, a

meningite pneumococica causada por serotipos ndo vacinais continua a ser uma preocupagao.

O impacto das vacinas pneumococicas ¢ influenciado por diversos factores, incluindo a
imunogenicidade, a eficicia e efectividade contra doencas, a taxa de transporte nasofaringeo, as
taxas de cobertura vacinal, o esquema vacinal utilizado, a qualidade da vigilancia epidemioldgica
e a dindmica de reposicao de serotipos (Camacho-Moreno et al., 2024). Estes factores devem ser
controlados durante a implementagdo de novos programas de vacinacdo contra a meningite

pneumococica para garantir sua eficacia e o controlo adequado das infecgdes em Mogambique.
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As alteragdes na prevaléncia de serotipos ou o surgimento de novos serotipos na populacao
podem ser atribuidas a modificagdes na estrutura genémica das regides cps (loci especificos no
genoma de S. pneumoniae que desempenham um papel crucial na biossintese do polissacarideo
capsular). Essas alteracdes resultam em mudancas na antigenicidade da bactéria, conforme
descrito por Sari et al., (2024). Adicionalmente, destaca-se que diferentes serotipos de S.
prneumoniae apresentam imunogenicidade varidvel, mesmo quando estdo conjugados a proteinas
transportadoras idénticas. Isso ocorre porque o sistema imunologico do hospedeiro reconhece e
responde de maneira especifica a cada serotipo, o que pode resultar em diferentes niveis de

producdo de anticorpos e em respostas variadas de células T de memoria (Sari ef al., 2024).

Em relagdo ao estado vacinal, 7,9% de criangas vacinadas completamente apresentaram uma
frequéncia dos serotipos 18C/18F/18B/18A (PCV13); 24F/24A/24B e 35B (ndo-PCV13).
Todavia, resultados controversos descritos por Perniciaro et al., (2019), indicam que criancgas,
com vacinagdo completa tiveram maiores chances de contrair uma doenga pneumocdcica
invasiva pelo serotipo 10A, porém, criancas com vacinagdo completa tiveram maiores chances
de desenvolver doengas pneumocadcicas invasivas por serotipos ndo-vacinais como 12F, 10A,
15B e 15C.

Os nossos resultados destacam que 6,5% de criancas com vacinagdo incompleta apresentaram
uma alta prevaléncia dos serotipos, 24F/24A/24B, 12F/12A/12B/44/46, 15B/15C e 38, ndo
cobertos pela PCV13. Estudo realizado por Balsells et al., (2017), sobre a distribuicdo de
serotipos de S. pneumoniae no periodo pos-PCV13 em diversos paises, indicam que criancas

com vacinacao incompleta apresentaramm uma predominancia dos serotipos 19A, 3, e 6A.

A vacinagdo incompleta pode levar a uma resposta imune insuficiente, podendo resultar em uma
menor protec¢do contra os serotipos de S. pneumoniae incluidos na vacina (Jansen et al., 2019),
mostrando a necessidade do cumprimento da cobertura vacinal no pais. A imunidade da PCV13
¢ cumulativa, pois cada dose fortalece a resposta imunoldgica (Jansen et al., 2019). A primeira
dose inicia o reconhecimento dos antigenos capsulares pelas células B; as doses subsequentes
fortalecem a memoria imunoldgica e a produgdo de anticorpos, além de activar células T
auxiliares, garantindo uma protec¢ao mais robusta e duradoura contra os sorotipos cobertos pela

vacina (Balsells et al., 2017).

As criancas ndo vacinadas apresentaram os serotipos 15B/15C (2,6%; ndo vacinal) e 9V/9A

(1,3%; vacinal), entretanto, o serotipo 18C/18F/18B/18A foi comum em todos estados vacinais

50
Zubaida Argentina Chiau



Epidemiologia da Meningite Pneumocécica em Criancas Menores de S Anos apos a
Introducio da Vacina Pneumocdcica Conjugada 13-Valente no Hospital Central da
Beira e Hospital Central de Nampula, 2018 - 2023.

no nosso estudo. Achados de Lopez et al., (2022), indicam que o estado de vacinagdo ¢ um forte
indicador de infecgdo, pois, criangas ndo vacinadas tiveram maiores chances de desenvolver
infecgdes por serotipos 14, 19A, 19F, 6A, 6B e7F. Adicionalmente, explicam que em algumas
populagdes, a cobertura vacinal pode ser insuficiente, permitindo que serotipos como
18C/18F/18B/18A permanecam e se espalhem entre criangas nao totalmente vacinadas,

contribuindo para a manutencao desses serotipos na comunidade.

Estudos realizados por Dagan et al., (2023), ressaltam que criangas que ja foram expostas a
infecgdes naturais por serotipos 18 podem desenvolver uma forma de imunidade que nao ¢
completamente coberta pela vacinagdo, contribuindo para a prevaléncia desse serotipo na
populagdo pediatrica. Na Alemanha, verificou-se que as chances da ocorréncia da meningite
pneumocdcica por serotipos vacinais foram maiores em criangas nao vacinadas (Perniciaro et
al., 2019).

No entanto, estudos anteriores mostram que a imunizagdo em massa pode proporcionar protec¢ao
indirecta, influenciando a prevaléncia dos serotipos tanto na populagdo vacinada quanto na nao

vacinada, ao reduzir a transmissdo do S. pneumoniae (Kalata et al., 2019).

Os pacientes sem informacao do estado vacinal (76,3%) apresentaram maior nlimero de serotipos
nomeadamente; 15B/15C, 18C/18F/18B/18A, 1, 38 e serotipos ndo tipificaveis. A auséncia de
registos vacinais pode dificultar a identificagdo de individuos em risco e a implementagdo de
intervengdes preventivas adequadas, ressaltando a necessidade de um sistema eficaz de
monitoramento e educagdo em saude para garantir que a populacao esteja ciente da importancia

da vacinagdo e de seu estado vacinal (Baker ef al., 2019).

Estudos demonstram que individuos sem conhecimento do seu estado vacinal tém maior
probabilidade de estar expostos a uma variedade de serotipos de S. pneumoniae. Essa exposicao
pode resultar em infecgdes mais graves, uma vez que muitos serotipos nao estdo cobertos pelas

vacinas disponiveis, aumentando assim a incidéncia da meningite (Lamberti et al., 2018).

Apds a introdugdo das vacinas conjugadas, a incidéncia de doengas pneumocdcicas invasivas,
como a meningite tem diminuindo em algumas partes do mundo. No entanto, € crucial continuar
com a vigilancia para monitorar o comportamento clinico e a prevaléncia de serotipos

emergentes (Skar et al., 2024).
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11. Conclusao

Este estudo avaliou a epidemiologia da meningite pneumococica ap6s a introducao da PCV13

em criangas menores de 5 anos e permitiu chegar as seguintes conclusoes:

a) Os nossos achados indicam uma redugdo da frequéncia de meningite pneumococica,

principalmente em criangas do sexo masculino na faixa etaria dos 0 a 11 meses.

b) Os serotipos de S. pneumoniae cobertos pela PCV 13 mostram uma redugédo (19F, 9V, 14
e 1) e predominancia de 18C/18F/18B/18A.

c) Existéncia de alta frequéncia de serotipos ndo vacinais, 15B/15C, 38, 24F/24A/24B,
12F/12A/12B/44/46, 8, 16F, 22F/22A, 35B ¢ 7C, principalmente no Hospital Central de

Nampula.

d) Existéncia de alta frequéncia dos serotipos 15B/15C, 18C/18F/18B/18A, 38 e nido

tipificaveis em criancas de 0 a 11 meses no HCN, com maior predominancia em 2021.

e) A faixa etaria dos 24 a 59 meses foi mais afectada no HCB, havendo um aumento na
deteccdo de serotipos em 2020 e predominancia dos serotipos 15B/15C e

18C/18F/18B/18A.

f) As criangas com vacinagdo completa e incompleta apresentaram infec¢des por serotipos
vacinais e ndo vacinais, sendo o serotipo 18C/18F/18B/18A comum entre todos os

grupos.
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12. Limitac¢oes

Apesar dos achados importantes deste estudo, algumas limitagdes foram observadas:

a) Numero reduzido de amostras proveniente do Hospital Central da Beira (que foi 6 vezes

menor) relativamente as amostras obtidas do Hospital Central de Nampula.

b) Falta de dados demograficos e clinicos como a idade, género e estado vacinal, decorrente
do sub-registo nos formularios de notificacao de casos, o que contribuiu para a exclusao
de amostras e inconsisténcias na analise da distribui¢ao dos serotipos de acordo com o

estado vacinal.
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13. Recomendacoes

A meningite pneumococica em criangas ¢ uma condi¢do grave que pode ser efectivamente

controlada através de estratégias de prevengao e tratamento adequadas. Nossos achados mostram

a necessidade de:

Desenvolvimento de estratégias de prevencao e consciencializagdo para a imunizagdo
completa de criangas menores de 5 anos, que devem focar em sensibilizar pais,
profissionais de satde, educadores e lideres comunitarios sobre a importancia da

vacinacgao através de:

Campanhas de sensibilizacdo publica: divulgacdo de informacGes sobre a importancia
da vacinacdo por meio de redes sociais, radios, eventos comunitarios, distribuicdo de

materiais educativos em hospitais, escolas e locais publico;

Treinamento de profissionais de salde: capacitacdo de médicos e enfermeiros para
orientar pais sobre os beneficios da vacinacdo, bem como o fornecimento de materiais

didaticos para uso durante consultas pediatricas;

Mobilizacao de lideres comunitarios e religiosos: envolvimento de lideres locais para
disseminar informacdes em suas comunidades e inclusdo de mensagens de saude publica

em eventos religiosos e comunitarios;

v Garantia de acesso a vacinacdo: implementacdo de campanhas méveis em areas rurais

e remotas.

Monitoria continua da emergéncia de novos serotipos e avaliagdo da eficacia das vacinas

na preven¢ao da meningite pneumococica.

Realizacdo de mais estudos sobre a epidemiologia da meningite ao nivel do Pais para

geragdo de evidéncias para a recomendacao da introducao da vacina PCV20.
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15. Apéndice

15.1.Formulario de notificacio de casos de meningite

M Faciame ¥

M1 {rmimeres do sdebifcscin] = Frimcins 3 kima do posto senionada
+ an |4 Aigrical = . e orden. de schreisde b FUCE- 2380 9-240 1

1 11 Wl ) B L
BE(ANEIQUE

Fl::H.l.DEIH‘H'ES'I'I'GI.I;.‘.iD DE CAS0S SUSPEITOS DE MENINGITE
Fara usar nas actividades de viglancia em casos de suspeita de Meningibe.
= “For lavor, inlonme qualgquer caso de suspeila de meningile &0 pono focal™,
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Enrviar o hormulano preenchido & amaostras dinicas para o Instiluio Nacional de Sadde
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SESSAD V - Resultados laboratoriais do posto sentinela:

Labssraldrio Clinico do posto senlinela i

Data de recapcda da amosira o laborabbrio __ F f (DDKAs) Hora da recepclio da amostra no aboraldeio_ 0
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Foi isolado do LOR enviado ao INS: O 1. Sim 0 2. N&o Data die envio do isolaca (DI

Comenanos do Laboraitao:

Susceplibilidade anlimicrobiana para qual organsma: O H nfusnzss 05 prewnonige O N msssngiidis

Suscaplibilidads anlimicroiana (S Suscetfved, I ndlermeoidnis, A Besisiomie]

5 1A S I A g | A
Ampicing O O O Cloranfencsol O O O Pericilina oono
Cefotaxime O O O Cobrimoxazal O O O Teraciciing oono
CeMriaxona O O O Eritramicing O O O Vancomicing oono
Celepime O O O Gentamicina O OO Outres: oono
Ciproflaxacina O O O Oxacilina OOoo

Maiodo wado para susceptbibdads: 01 Do difusso O 2MIC O 3.E-1es1 O 5.Vilek O 6.0ubros,
0 5. M8 Ioi fedio

SESSAD Vi - INS - Laboratorio de Referéncia de Microbiologla

LCARsolado recebido: O 1. Sim 0 2. N&o Data de recepclo /| LCRAsolado consarvado: 0 1. Sin 0 2. N&o
T C de conservacio: 01.-20°C 02 -70°C

Etiologia O 1. Bacteriana D2 Megativa D 3\Viral, ksta O 4.0utra O 5. Nao testada
Regullads de leste de PCR:

O1. H. influenzae 02 5 prewnaniae O3 N menngiicis O 4. Negative O 5. Mo efectuads
SBerobpo/Sartgrna:

Método para Serolipagerm: 01. PCA 02 Latex O3 Quelung

Tipo de amesira; O1.LCA D2 lsalado

Consarvads : 01.-20°C D2 -70°C

Visto do Responsavel Clinkco da Wigilancia de Meningile
Visto do Departamenbs de Inguériles e Vigilancia em Sadde

Fonte: Vigilancia Nacional de Meningite., (2020).
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16. Anexos

16.1.Anexo 1. Extraccdo e purificagdo de DNA gendmico

VI.

VII.

Num Eppendorf (1,5 mL) foram adicionados 20uL de proteinase K, de seguida 200uL de
liquido cefalorraquidiano (LCR). Amostras de LCR com um volume inferior a 200uL,
foi adicionado um volume apropriado de solugdo tampao PBS (Phosphate Buffered

Saline) para completar o volume necessario;

Posteriormente, foram adicionados 200uL de Tampao AL e a mistura foi vortexada por
15 segundos e incubada a 56°C por 10 minutos; ap6s a incubacao centrifugou-se a mistura

para remover as gotas do interior da tampa;

Em seguida foram adicionados 200uL de Etanol (99%), a mistura foi vortexada por 15
segundos e pipetada para a coluna de separagdo QIAamp Spin anexada a um tubo de

colheita. Essa coluna foi centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto;

Na etapa seguinte a coluna foi transferida para outro tubo de colheita e foram adicionados
500pL do Tampao AW1, centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto; depois disso foi
transferida para novo tubo de colheita e adicionados 500uL do Tampao AW2 e
centrifugada a 14.000 rpm por 3 minutos;

Ao final, a coluna de separagdo foi transferida para um tubo de microcentrifuga de
capacidade 1,5mL; 200uL de Tampdo AE foi adicionado para elui¢do e incubada por 1

minuto em temperatura ambiente;

A coluna foi novamente centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto, finalizando com a

captacdo do DNA no tubo de microcentrifuga;

O DNA foi armazenado a —80°C até¢ a sua utilizacdo. Como controlo negativo da

extrac¢do foi utilizada 4gua ultrapura.
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16.2.Anexo 3. Sequéncias dos primers e sondas para Multiplex PCR

Tabela 8. Sequéncias dos primers e sondas para Multiplex PCR dos serotipos de Streptococcus

prneumoniae.

Sonda
Cartilha/ Sequéncias (5" - 3") Sonda especial | Quencher | Conc
ID da sonda Tintura | quimica (39 (nM)
(59

1-F 'I(;TTCATCCCTATGTGTGGTATA 300
GCTTTAGAAGGTAGAGTTAAC | FAM LNA 2 BHQ1

1-R AAC 300

1-Sonda TGCCAAAGCCAGCCAT 100

o-F TGTTATCCCATATAAGAACCGA 300
GTGT
AAAATTACCCCAAAAGCTATC | FAM/HE | "T" 4 =

2-R CAA NE BHO1 BHQ1 300
TTGCAATT"T"CAATTTTTTTGC

2-Sonda CCCAATCC 200
CCACTAAAGCTTTGGCAAAAA

3-F 300
GAAA T 4 =

3-R CCCGAACGTAAAGCTTCTTCA HEX BHO1 " | BHQ1 300

3-Sonda TTGTAGACCGCCCCACAA"T"TC 200
ATTTTGT

4F GCTTCTGCTGTAACTGTTGTGC 300
CACCACCATAGTAACCAAAGT

4-R TCe 5Rg)X/CY BHQ2 300

4-Sonda TTCCACAAAAGAAGAGCCTAC 100
AGGTAACCCCA

5-F CATGATTTATGCCCTCTTGCAA 300

5-R GACAGTATAAGAAAAAGCAAG FAM/HE | " 4 = 300
GGCTAA % 3 BHO1 BHQ1

5-Sonda TCTTCTTCTCA"T"CGTTTCCGC 200
ATGCTTTT

6A/6B/6C/6D-F gWC;TTGCACTAGAGTATGGGAA 200
TAGCCTTTTCTGAAAACATTTA T 4 =

6A/6B/6C/6D-R GCG FAM BHO1 BHQ1 200

6A/6B/6C/6D- | TGTTCTGCCC"T"GAGCAACTGG 200

Sonda TCTTGTATC

6C/6D-F TTGGGATGATTGGTCGTATTAG 200

6C/6D-R gTTTCAATTAGTTCTTCAGTTC EAM LNA 2 BHO1 200

6C/6D-Sonda CCACGCAATTCGCCATC 100

TE/7A-F éTGAAGGCTTTGGTTTTGACAG EF;?X/CY BHO2 200
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7E/7A-R ,_lﬁ_\('I:'TCTCGCCATCAATTGCATAT 200
ACACCACTATAGGCTGTTGAG
TF/7A-Sonda ACTAACGCACA 100
OV/9AF égGTATCCTATATACTGCTTTA 300
2
OV/9A-R gGAATCTGCCAATATCTGAAA HEX LNA BHQ1 300
9V/9A-Sonda ACACATTGACAACCGCT 100
11A/11D-F ,_lﬁ_\_,?é\(;I'GGTTTGGATATGGTTTGT 300
11A/11D-R ¢¢£('3I’GGTTTGGATATGGTTTGT ??X/CY BHQ?2 300
ATTCCAACTTCTCCCAATTTCT
11A/11D-Sonda GCCACGG 100
12F/12A/12B/44 300
146-F GCCCCACGGGTAAATATTCTAC
12F/12A/12B/44 | CAACTAAGAACCAAGGATCCA | ROX/ICY BHQ2 300
/46-R CAG 5°
12F/12A/12B/44 | TGCCCACCAACACCAGGTCCA 200
/46-Sonda GGT
14-F AGAGTGTATGAGGAATCC 300
14-R ATATATCTACTGTAGAGGGAAT EAM T 4 = BHO1 300
CGCCAAGTAACA"T"TTCCATTC BHQ1
14-Sonda 100
CATT
15A/15F-F AATTGCCTATAAACTCATTGAG 200
ATAG
2
15A/15E-R CCATAGGAAGGAAATAGTATT | FAM LNA BHQ1 200
TGTTC
15A/15F-Sonda | CCCGCAAACTCTGTCCT 100
TAATGTTATGACCTTGGTAATC
16F-F TTCCC 300
TCCCAAAGGATAATCAATAAC T 4 =
16F-R TTTTAGAAG HEX BHO1 BHQ1 300
AGCCATAAGTCT"T"CCAAATG
16F-Sonda CTTAACCGCT 100
18C/18A/18B//1 | TCGATGGCTAGAACAGATTTAT
200
8F-F GG
E13|€i$2|:\/)18A/18B/1 gCATTGTCCCTGTAAGACCATT HEX BHO1 200
18C/18A/18B/1 | AGGGAGTTGAATCAACCTATA 100
8F-Sonda ATTTCGCCCC
19A-F CGCCTAGTCTAAATACCA 200
GAGGTCAACTATAATAGTAAG
19A-R AG FAM BHQ1 200
19A-Sonda ?_IA_\TCAATGAGCCGATCCGTCAC 100
19F-F TGAGGTTAAGATTGCTGATCG LNAL BHQ2 300
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19F-R 'CA:Q\EGAATGAGAACTCGAATAA ROX/CY 300
5
19F-Sonda CGCACTGTCAATTCACCTTC > 100
TCTATTAAATAACCCATTGGAA
22F/22A-F TTGAAACG 200
TCGCAATTGAAGACCACATAA T 4 =
22F/22A-R ACTG HEX BHOL BHQ1 200
TCCGTAAT"T"CGCTTATGGGCA
22F/22A-Sonda CATTCTCCA 200
23A-F CTCCCCTCCATTACCCATTTGG 200
23A-R TGAAGAAAGTGCTGTTTGTGA ROX/CY | " 4 = 200
ACC 55 BHQ2 BHQ2
23A-Sonda AGCTAGAAC’T”CCCACACTCC 100
CTACTCCCA
GACAGCAACGACAATAGTCCA
23F-F TCTC 300
TCCATCCCAACCTAACACACTT | ROX/CY | "T" 4 =
23F-R c 55 BHQ2 BHQ2 300
ATTGTGTCCA"T"AACCTTCGTC
23F-Sonda GTATTTCCAAAG 200
33F/33A/37-F ggAACTGGTTCAGCAACTATA 200
GGTTCTAAAGACCGTCTGAAAT Tt 4 =
33F/33A/37-R AC HEX BHOL BHQ1 200
33F/33A/37- CCCCAAATAGGAC"T"TTTCTGC 200
Sonda CATGCCAAA
Fonte: CDC, (2023).
16.3.Anexo 2. Calculos de multiplex PCR para serotipagem do Streptococcus pneumoniae.
Tabela 9. Calculos de multiplex PCR para serotipagem do Streptococcus pneumoniae.
12 Reaccao
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 2,75 137,5 NTC
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid
3-F 0,75 37,5
3-R 0,75 37,5
3-P (HEX) 0,25 25
22AF-F 0,75 25
22AF-R 0,75 25
22AF-P (FAM) 0,5 12,5
22F-F 0,75 37,5
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22F-R 0,75 37,5
22F-P (CY5) 0,5 12,5
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
2% Reacgao
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 3,25 162,5 NTC
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid
12F/44-F 1 50
12F/44-R 1 50
12F/44-P (CY5) 0,5 25
23A-F 0,5 25
23A-R 0,5 25
23A-P (ROX) 0,5 25
35B-F 0,5 25
35B-R 0,5 25
35B-P (HEX) 0,5 25
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
32 Reaccéo
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 2,75 137,5 NTC (Controlo -)
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
9L/9N-F 0,5 25
9L/9N-R 0,5 25
9L/9N-P (CY5) 0,25 12,5
19A-F 0,5 25
19A-R 0,5 25
19A-P (ROX) 0,25 12,5
8-F 0,5 25
8-R 0,5 25
8-P (FAM) 0,75 37,5
16F-F 0,75 37,5
16F-R 0,75 37,5
16F-P (HEX) 0,25 12,5
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 23,75 1187,5
42 Reaccao
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 3,5 175 NTC (Controlo -)
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
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33A/33F/37 0,5 25
33A/33F/37 0,5 25
33A/33F/37 (HEX) 0,5 25
11A/11D/11E-F 0,75 37,5
11A/11D/11E-R 0,75 37,5
11A/11D/11E-P (ROX) 0,25 12,5
23B-F 0,75 37,5
23B-R 0,75 37,5
23B-P (CY5) 0,25 12,5
20-F 0,5 25
20-R 0,5 25
20-P (FAM) 0,5 25
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
52 Reacgao
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 3,75 187,5 NTC (Controlo - )
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
6ABCD-F 0,5 25
6ABCD-R 0,5 25
6ABCD-P (FAM) 0,5 25
6CD-F 0,5 25
6CD-R 0,5 25
6CD-P (ROX) 0,25 12,5
6AB-F 0,75 37,5
6AB-R 0,75 37,5
6AB-P (Cy5) 0,5 25
6BD-F 0,5 25
6BD-R 0,5 25
6BD-P (HEX) BHQ-Plus 0,5 25
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
62 Reacgao
Reagentes Volume (nL) Volume final Controlos
H20 2,5 125 NTC (Controlo - )
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
19F-F 0,75 37,5
19F-R 0,75 37,5
19F-P (ROX) 0,25 12,5
31-F 1 50
31-R 1 50
31-P (CY5) 0,5 25
7C/7B1-F 0,5 25
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7C/7B1-R 0,5 25
7C/7B1-P (HEX) 0,5 25
7C[71B2-F 0,5 25
7C[71B2-F 0,5 25
7C/7B2-P (FAM) 0,75 37,5
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
72 Reaccao
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 3,25 162,5 NTC (Controlo -)
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
10A-F 1 50
10A-R 1 50
10A-P (CY5) 0,5 25
TFITA-F 0,5 25
TFITA-R 0,5 25
7F/7A-P (ROX) 0,25 12,5
15BC-F 0,5 25
15BC-R 0,5 25
15BC-P (FAM) 0,5 25
17F-F 0,5 25
17F-R 0,5 25
17F-P (HEX) 0,5 25
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
82 Reacgao
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 3,75 187,5 NTC (Controlo -)
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
4-F 0,75 37,5
4-R 0,75 37,5
4-P (ROX) 0,25 12,5
34-F 0,5 25
34-R 0,5 25
34-P (HEX) 0,5 25
35F/47F-F 0,5 25
35F/47F-R 0,5 25
35F/47F-P (FAM) 0,5 25
38-F 0,5 25
38-R 0,5 25
38-P (CY5) 0,5 25
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
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92 Reaccao
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 5,25 262,5 NTC (Controlo - )
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
21-F 0,25 12,5
21-R 0,25 12,5
21-P (ROX) 0,25 12,5
13-F 0,5 25
13-R 0,5 25
13-P (FAM) 0,25 12,5
24F/[24A124B-F 0,5 25
24F/24A/24B-R 0,5 25
24F/24A124B-P (CY5) 0,5 25
9V/9A-F 0,5 25
9V/9A-R 0,5 25
9V/9A-P (HEX) 0,25 12,5
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
102 Reacgéo
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 3 150 NTC (Controlo -)
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
1-F 0,75 37,5
1-R 0,75 37,5
1-P (FAM) 0,25 12,5
14-F 0,75 37,5
14-R 0,75 37,5
14-P (HEX) 0,5 25
23F-F 0,75 37,5
23F-R 0,75 37,5
23F-P (ROX) 0,5 25
28A/28F-F 0,5 25
28A/28F-R 0,5 25
28A/28F-P (CY5) 0,25 12,5
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
112 Reacgéo
Reagentes Volume (nL) Volume final Controlos
H.0 5 250 NTC (Controlo -)
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
37-F 0,5 25
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37-R 0,5 25
37-P (FAM) 0,5 25
11B/11C-F 0,25 12,5
11B/11C-R 0,25 12,5
11B/11C-P (HEX) 0,25 12,5
10F-F 0,5 25
10F-R 0,5 25
10F-P (ROX) 0,5 25
18C/18F/18B//18A-F 0,5 25
18C/18F/18B//18A-R 0,5 25
18C/18F/18B//18A-P (CY5) 0,25 12,5
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250
122 Reacgao
Reagentes Volume (pL) Volume final Controlos
H20 3,75 187,5 NTC (Controlo -)
Quanta - Perfecta multiplex PCR mix 12,5 625 PC-Plasmid (Controlo +)
5-F 0,5 25
5-R 0,5 25
5-P (FAM) 0,5 25
39-F 0,75 37,5
39-R 0,75 37,5
39-P (CY5) 0,5 25
35A-F 0,5 25
35A-R 0,5 25
35A-P (HEX) 0,5 25
2-F 0,5 25
2-R 0,5 25
2-P (ROX) 0,25 12,5
DNA/clinical specimen 2,5 125
Total 25 1250

Fonte: CDC, (2023).
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Comité Institucional de Bioética em Satide da
IRy Py Faculdade de Medicina/Hospital Central de I"EIVI
PEmars Maputo SRR

MONDIANE

(CIBS FM&HCM)

Dr. Vasco Antonio Muchanga, Presidente do Comité Institucional de Bioética em Saude da Faculdade

de Medicina/Hospital Central de Maputo (CIBS FM&HCM)
CERTIFICA
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Cosentimentos informados: Verséo 1, de Agosto de 2023
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Do estudo:
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hd nenhuma inconveniéncia de ordem ética que impeca o inicio do estudo.

22 Que a revisdo realizou-se de acordo com o Regulamento do Comité Institucional da FM&HCM —
emenda 2 de 28 de Julho de 2014.

32 Que o protocolo estd registado com o numero CIBS FM&HCNI/04/2023.

42 Que a composi¢cdo actual do CIBS FM&HCM estd disponivel na secretdria do Comité.

52 Néo foi declarado nenhum conflito de interesse pelos membros do CIBS FM&HCM.

62 O CIBS FM&HCM faz notar que a aprovagcdo ética nGo substitui a aprovacdo cientifica nem a
autorizagdo administrativa.

72 A aprovagdo terd validade de 1 ano, até 26 de Novembro de 2025. Um més antes dessa data, o
Investigador deve enviar um pedido de renovacgéo se necessitar.

82 Recomenda-se aos investigadores que mantenham o CIBS informado do decurso do estudo no
minimo uma vez ao ano.

92 Solicitamos aos investigadores que enviem no final de estudo um relatdrio dos resultados obtidos
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Anexo 4. Carta de cobertura do Hospital Central de Nampula

REPUBLICA DE MOCAMBIQUE
PROVINCIA DE NAMPULA
CONSELHO DOS SERVICOS PROVINCIAIS DE REPRESENTACAO DO ESTADO
HOSPITAL CENTRAL DE NAMPULA
Direccdo Cientifica

Presidente do Conselho da Revisdo Cientlfica
Comité Institucional da Bioética para Saide
Faculdade de Medicina

|

|

|
o, i =MAPUTO: |
N/Ref'. ;'— Zl /GDCP-HCN/2023 Data: 31 /07/2023

Assunto: CARTA DE COBERTURA INSTITUCIONAL

Enderacamos a V.Excia os nossos melhores cumprimentos.

A Direccdo Cientifica e Pedagégica do Hospital Central de Nampula serve-se desta para
comunicar 2 V.Excia que a Sra. ZUBAIDA ARGENTINA CHIAU - Mestranda em Biociéncias na
Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane, estd AUTORIZADA a recolher
amostras de liquido Cefalorraquidiano e sangue no ambito da vigilancia Nacional de Meningite
“VINAME"™ para fins de pesquisa com a finalidade de produgdo de dissertagdo intitulada:
“Epidemiologia da Doenga Pneumocécica Invasiva em Criangas Menores de 05 anos Apés a
introdugio da Vacina Pneumocdcica Conjugada 13 - Valente no Hospitais Central de Nampula,

2018-2023.

Cordizis saudagoes.

é -
Hospte! Central de Nampula Ted 26213005
Ay Samors Mache! Telelax: 26212149
C Fosta’ »€ JOE]
NAMPLUA
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Anexo 5. Carta de cobertura do Hospital Central da Beira

REPUBLICA DE MOGAMBIQUE
MINISTERIO DA SAUDE

HOSPITAL CENTRAL DA BEIRA
GABINETE DO DIRECTOR CIENTIFICO E PEDAGOGICO
C. P. 1613~ TEL. ¢ FAX; %258~ 23~ 312080

ASSUNTOQ: Carta de Cobertura para a Realizagao de Pesquisa

A Direcgiao do HCBeira é de parecer favoravel que a Sr2. Zubaida Argentina Chiau,
estudante do curso de Mestrado em Biociéncias na Faculdade de Medicina da
Universidade Eduardo Mondlane, com o protocolo de Dissertacao intitulado
"Epidemiologia da Doenga Pneumococica Invansiva conjugada 13-valente no HCBeira e
HCNampula, 2018-2023" que realize a recolha de amostras de Liquido Cefalorraquidiano e
Sangue, no ambito da Vigildncia Nacional de Meningite "VINAME". Por considerar-se

relevante para o Ministério da Satide em geral e em particular para nossa instituigdo.

A presente destina-se para a submissao do protocolo ao Comité de Bioética e Satde.

Cordiais Saudagoes.

Beira, 1 de Maio de 2023

O Director Cientifico e Pedagogico,

Dr, Bonifaci
(M

igues Cebola
Legista)
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