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RESUMO

Introducéo: As infeccbes pneumocaocicas sao as principais causas de mortalidade e
morbidade infantil em todo o mundo. Ainda ndo ha resultados conclusivos sobre a
imunogenicidade da vacina pneumocécica 10-valente (PCV10), recomendada pelo
Programa Nacional de Imunizagbes, em criangas com risco aumentado para
doencas infecciosas. Objetivo: O principal objetivo deste estudo foi avaliar a
resposta imune de anticorpos IgG contra 0s sorotipos presentes na PCV10.
Materiais e Métodos: O estudo foi conduzido no Centro de Referéncia de
Imunobiologicos Especiais (CRIE/UFBA) e no 16° Centro de Saude. Foram
incluidas, 13 criancas (Grupo 1) com diagndstico de alguma patologia ou
imunodeficiéncia (idade = 2,0 meses, IQR 2,0 - 2,5) e 30 criancas saudaveis (Grupo
2) (idade = 2,0 meses, IQR 2,0 - 2,0). Todas as criancas foram imunizadas com 4
doses da vacina e as amostras de sangue foram coletadas das mesmas, antes da 12
e 42 imunizacgdes (T1 e T4) para medir a concentracao de IgGs sorotipo-especificos.
Foi realizado um ELISA indireto, utilizando a PCV10 como antigeno. Soros das
criancas, controle de referéncia positivo (007sp) e controles negativos foram
misturados com um absorvente contendo polissacarideos capsulares C e 22F para
remover 0s anticorpos nao especificos contra antigenos bacterianos comuns.
Resultados: Verificou-se que, no Grupo 1, 12/13 (92%) das criancas possuiam
anticorpos IgG maiores que o ponto de corte de 1,022 ng/mL (mediana = 10,8
ng/mL, IQR = 3,0 - 18,5 ng/mL). Além disso, da 12 para 42 dose houve um aumento
de 22 vezes na mediana (P= 0,0002). No Grupo 2, 29/30 (97%) tiveram uma
resposta satisfatoria acima do ponto de corte (mediana = 16,0 ng/mL, IQR = 7,3-35,6
ng/mL) e um aumento de 53 vezes na mediana (p<0,0001) da 12 para 42 dose. Com
relacdo as imunoglobulinas, no Grupo 1, 38,5% (5/13) das criancas apresentaram
IgM diminuida e 23% (3/13) tinham IgG inferior ao valor de referéncia. Todavia, no
Grupo 2, 6,7% (2/30) das criancas apresentaram niveis de IgG abaixo do valor
preconizado. Conclusdes: Criancas portadoras de doencas crbnicas e/ou
imunodeficiéncias apresentam titulos de anticorpos contra 0s sorotipos vacinais
favoraveis e equivalentes aos titulos de anticorpos anti-PCV10 em criancas
imunocompetentes.

Palavras - Chave: vacina PCV-10, criangas, anticorpos IgG.



ABSTRACT

Introduction: Pneumococcal infections are the main causes of child mortality and
morbidity worldwide. There is still no conclusive results on the immunogenicity of 10-
valent pneumococcal vaccine (PCV10), recommended by the National Immunization
Program, in children at increased risk for infectious diseases. Objective: The main
aim of this study was to evaluate the immune response of IgG antibodies against
serotypes in PCV10. Materials and Methods: The study was conducted with
children enrolled in the Reference Center of Special Immunobiologicals (CRIE/UFBA)
and at 16™ Health Center. Were included, 13 children (Group 1) diagnosed with
some disease or immunodeficiency (age = 2.0 months, IQR 2.0 - 2.5) and 30 healthy
children (Group 2) (age = 2.0 months, IQR 2.0 - 2.0). All children were immunized
with four doses of the vaccine and blood samples were collected from these children
before the first and fourth immunization (T1 and T2) to measure serotype-specific IgG
concentrations. An indirect ELISA was performed using the PCV10 as antigen. Child
serum samples, positive serum (007sp) and negative reference sera were mixed
before analysis with an absorbent containing C and 22F capsular polysaccharide to
remove non-specific antibodies against bacterial common antigens. Results: It was
found that, in Group 1, 12/13 (92%) children had higher IgG antibodies than the
cutoff of 1,022 ng/mL (median = 10.8 ng/mL, IQR = 3.0 - 18.5 ng/ml). In addition,
from the first to fourth dose there was an increase of 22 times in the median (p =
0.0002). In Group 2, 29/30 (97%) had a satisfactory response above the cutoff
(median = 16.0 ng / mL, IQR = 7.3 - 35.6 ng/mL) and an increase of 53 times in the
median (p = 0.0001) from the first to fourth dose. Regarding immunoglobulins, in
Group 1, 38.5% (5/13) of the children had decreased IgM and 23% (3/13) had IgG
below the reference value. However, in Group 2, 6.7% (2/30) of the children had 1gG
levels below the recommended value. Conclusions: Children with chronic diseases
and/or immunodeficiency may have antibody titers against vaccine serotypes,
favorable and equivalent to the titers of PCV10 anti-antibodies in immunocompetent
children.

Keywords: PCV-10 Vaccine, children, IgG antibody
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1. INTRODUCAO GERAL

A colonizacdo da nasofaringe pelo Streptococcus pneumoniae em criancas e
adultos € uma etapa inicial e essencial para o desenvolvimento de patologias e a
resisténcia aos antibidticos por esse patdgeno tornou-se uma grande preocupacao.

Inicialmente apresentamos uma breve revisao da literatura, com 0s aspectos
microbiolégicos do pneumococo e seus potenciais fatores de viruléncia, formas de
transmissdo desse patdgeno, seus mecanismos de resisténcia aos antibidticos e
evasédo do sistema imune.

Os aspectos imunolégicos também foram abordados, para compreendermos
como a imunidade inata e imunidade adaptativa agem na tentativa de impedir uma
possivel infeccdo. Todavia, individuos mais susceptiveis podem desenvolver as
doencas pneumocadcicas invasivas e ndo invasivas. Assim relatamos tais patologias,
as populacdes de risco e epidemiologia atualizada.

Até o0 momento, a vacinacdo é a Unica ferramenta disponivel na prevencéao
dessas doencas e avaliacdo imune de anticorpos produzidos apés imuniza¢cdo com
a vacina pneumocoécica decavalente (conjugada) — PCV10 em criangas com risco
aumentado para doencas infecciosas pouco era descrita na literatura.

Neste trabalho, apresentamos um histérico das vacinas administradas contra
0 pneumococo, com mais detalhes sobre a PCV10, licenciada no Brasil e alvo de
nosso estudo. Nosso principal objetivo foi avaliar a imunogenicidade da PCV10 em
criangas sadias e criangas imunocomprometidas na cidade de Salvador-Bahia.

Para tal, dosamos os anticorpos IgG porque criangas com resposta imune
prejudicada, seja devido ao tratamento com imunossupressores, a uma anomalia
genética, a infeccéo por HIV, seja por outras causas, podem apresentar resposta de
anticorpos reduzida a imunizagao ativa.

Na metodologia, abordamos nossa populacdo de estudo, descrevemos o
método do ELISA indireto realizado, dosagem das imunoglobulinas para avaliagdo
de possivel imunodeficiéncia e por fim, toda analise estatistica.

Nossos resultados foram apresentados em graficos e correlacionados na
discusséao com os dados de outros autores. Finalizamos com as conclusdes obtidas

através de todo trabalho experimental.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 STREPCOCOCCUS PNEUMONIAE E SEUS FATORES DE VIRULENCIA

Streptococcus pneumoniae ou pneumococo, em termos microbiologicos, é um
microrganismo gram-positivo, em forma de lanceta, que tende a crescer aos pares
(diplococos) ou em cadeias (ZHANG; WILSON; PACE, 2006). Sua caracterizacao é
baseada na morfologia das colénias em placa de &4gar sangue ou &gar chocolate.
Sao anaerbbios facultativos, homofermentadores, catalase-negativos, oxidase-
negativos e a-hemoliticos (XIA; GUO; ZHOU, 2014). Em geral, sensivel a optoquina
e apresentam solubilidade em bile (KONEMAN, 2008, p.707-712).

Esse significativo patdgeno humano foi reconhecido como uma das principais
causas de pneumonia no final do século 19, e atualmente é o assunto de muitos
estudos de imunidade humoral (XIA; GUO; ZHOU, 2014).

Bactérias extracelulares que expressam capsulas de polissacarideo, como o
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae e Neisseria meningitidis sédo
as principais causas de morbidade e mortalidade em varios paises (ARJUNARAJA
et al., 2012). A cépsula polissacaridica é o principal imun6égeno e também o principal
fator de viruléncia do pneumococo em virtude de suas propriedades antifagociticas
(VESIKARI, 2009; WERNETTE, 2003). A toxina pneumolisina também tem grande
importancia na viruléncia desse patogeno, além das proteinas de superficie (PspA,
PsaA e PspC). Os pneumococos contém dois tipos de superdxido dismutase
(MnSOD e FeSOD) que aumentam a inflamag¢ao no pulmao e alteram a difusao dos
neutroéfilos (YESILKAYA et al., 2000).

A capsula pneumocdcica desempenha um papel importante ndo sO na
protecdo da fagocitose, mas também na modulacdo da resposta imune proé-
inflamatoria no trato respiratorio. De acordo com o estudo realizado por Kiing (2014,
p.1) com experimentos in vivo e in vitro, a capsula suprime a liberagdo das citocinas
pré-inflamatérias CXCL8 (IL-8) e IL-6 a partir da linhagem de células epiteliais da
faringe humana (Detroit 562).

O polissacarideo capsular pneumocécico (CPS) é imunogénico e induz
protecdo imune sorotipo-especifica. Este é tradicionalmente usado para distinguir os

sorotipos dos estreptococos. Contém cerca de 5% de acido teicoico (CWPS) e a
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proteina de superficie do pneumococo (PspA) (SKOVSTED et al., 2007). Cada tipo
de capsula contém uma composicao distinta e diferentes ligacdes dos acgucares.

A estrutura do CWPS ja foi anteriormente determinada e consiste de um
pentassacarideo de repeticdo: (6-)-p-D-Glcp-(1—3)-a-ATTp-(1—4)-a-d-GalpNAc-
(1—3)-B-d-GalpNAc-(1—1)-d-ribitol-5-P-(O—) com uma unica fosfocolina ligada a
posicdo 6 do residuo de galactose (KARLSSON; JANSSON; SKOV SORENSEN,
1999). Até o presente momento sdo conhecidos 94 sorotipos de pneumococos,
incluindo o sorotipo 6D, descoberto em 2009 (DEL AMO, 2013; MUNOZ-ALMAGRO,
2010). Apesar desta diversidade, um numero relativamente pequeno de sorotipos
esta associado com as doencas invasivas em todo o mundo.

Tem sido amplamente demonstrado que a protecdo contra diversas
manifestacfes da doenca pneumocécica é mediada por anticorpos induzidos para
0s polissacarideos pneumocdcicos tipo-especifico (POOLMAN et al., 2009).
Atualmente, o principal método de avaliacdo de anticorpos (IgG) contra o
polissacarideo capsular pneumocdcico € 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(HENCKAERTS et al., 2006).

A funcdo biologica destes anticorpos € de se ligar a superficie da célula
pneumocadcica e induzir a ativagdo do sistema complemento, o que leva a captacao
e morte das células pneumocdcicas por células fagociticas como polimorfonucleares
(POOLMAN et al., 2009).

Um grupo de pesquisadores se prop6s a analisar fenotipicamente as células
B produtoras desses anticorpos especificos para polissacarideos pneumococicos e
relataram que individuos pré-vacinados com a vacina pneumocaocica polissacaridica
23-valente tiveram um predominio de células naive CD271gM™ respondendo por
61,4% das células B. Em contraste, as células especificas obtidas apbs a
imunizagdo eram predominantemente células de meméria CD27 IgM”, 54,2% para o
sorotipo 14 e 66% para sorotipo 23F (KHASKHELY et al., 2012). Estes resultados
sugerem um papel dominante de células de memoria IgM na resposta imunoldgica a
polissacarideos de pneumococos.

A PspA interfere com a ativacdo das vias classica e alternativa do sistema
complemento e liga-se também a lactoferrina. A PspC interage com a IgA e com o
receptor de imunoglobulina polimérica, promovendo, assim, a adeséo e a transcitose
de pneumococos em superficies mucosas. Essa proteina também tem propriedades

antifagociticas, devido a sua capacidade de se ligar a C3 do complemento e ao fator
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H (RICCI et al.,, 2013). PsaA foi descrita como uma adesina de superficie. Os
pneumococos que nao expressam PsaA sdo praticamente avirulentos em modelos
animais de doencas e mostram reduzida capacidade de aderir a pneumacitos tipo Il
in vitro. A expressdo do gene de viruléncia PsaA pode ser (til para a invasdo do
pneumococo para o sistema sanguineo (HU et al., 2013).

Pneumolisina, neuraminidases A e B, e hialuronidase séo fatores de viruléncia
desse patdégeno que parecem estar envolvidos na patogénese da meningite. A
pneumolisina é liberada durante a autdlise da bactéria e, provavelmente, também
através de um mecanismo independente de autdlise. Interage com o colesterol na
parede celular das células hospedeiras e forma poros transmembranares por
oligomerizacdo, conduzindo a perda de integridade da membrana das células
hospedeiras. Em baixas concentracdes € capaz de inibir a quimiotaxia e atividade
bactericida de leucécitos polimorfonucleares (BALACHANDRAN et al.,2001).

Em um estudo com modelo murino de meningite apds infeccdo intracerebral
usando mutantes de Streptococcus pneumoniae D39, apenas camundongos
infectados com uma cepa deficiente de pneumolisina permaneceram saudaveis de
32h a 36h, apresentaram menor bacteremia e sobreviveram mais que aqueles
infectados com a cepa padrao (WELLMER et al., 2002).

Evidéncias sugerem que enzimas neuraminidases, que clivam as ligacoes
glicosidicas do acido neuraminico (acido sialico) presente na membrana celular,
desempenham um papel importante na patogénese. Estado de coma e bacteremia
ocorrem com maior frequéncia em pacientes com meningite pneumocaocica, quando
a concentragcdo do acido N-acetil neuraminico no liquido cefalorraquidiano esta
elevada (MITCHELL, 2000).

O pneumococo produz ainda a enzima hialuronidase, que degrada o acido
hialurénico, um componente do tecido conjuntivo, assim, desempenha um papel
importante na translocacdo de pneumococos entre 0s tecidos. Producdo de
hialuronidase pode também afetar a resposta inflamatéria no pulméo. As cepas que
causam meningite apresentam maior concentracdo in vitro de hialuronidase
(WELLMER et al., 2002).

As bactérias sao disseminadas através de goticulas de saliva ou muco como,
por exemplo, quando as pessoas infectadas tossem ou espirram. O principal nicho
ecolégico do pneumococo € a nasofaringe de criancas e adultos saudaveis, que sédo

colonizados assintomaticamente (DEL AMO et al., 2013).
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Estas pessoas podem ser portadoras do pneumococo sem apresentar sinais
ou sintomas da doenca, mas podem infectar outras pessoas. No entanto, em
individuos susceptiveis, como idosos, imunocomprometidos e criangas, 0 patégeno
pode se espalhar para outros locais e causar doencas (XIA; GUO; ZHOU, 2014).

E importante salientar que Streptococcus pneumoniae com resisténcia a
penicilina e outros antibidticos séo altamente prevalentes em todo o mundo. Tal
resisténcia € conseguida através de dois mecanismos genéticos diferentes descritos
na literatura.

O primeiro mecanismo envolve uma alteracdo dos genes que codificam
antibiéticos alvos, que podem incluir recombinacéo inter ou intraespecificas, como
no caso da proteina de ligacdo a penicilina (PBP) e genes da topoisomerase, que
levam a resisténcia aos [p-lactamicos e fluoroquinolonas, respectivamente
(MARIMON et al., 2006).

O segundo mecanismo de resisténcia € geralmente devido a incorporacdo de
novo material genético, mediada por transposons que sdo carreadores de diferentes
genes de resisténcia (MARIMON et al., 2006).

Estudo sobre testes de susceptibilidade antimicrobiana revelou que 22,1%
dos isolados de meningite eram ndo suscetiveis a penicilina, 56% eram nao
suscetiveis a trimetoprim/sulfametoxazol e 29,6% eram n&o suscetiveis a tetraciclina
(MENEZES et al., 2011).

2.2 RESPOSTA IMUNE APOS INVASAO DO PNEUMOCOCO

Infeccbes por Streptococcus pneumoniae esta caracteristicamente associada
com inflamacé&o, incluindo uma forte resposta de fase aguda, o recrutamento de
leucocitos rapidamente para o local da infeccdo, e a participacdo de barreiras
epiteliais ou endoteliais (TOMLINSON et al., 2014).

Embora a resposta inflamatdria seja necessaria para a imunidade do
hospedeiro, inflamacéo excessiva contribui para complicacdes graves da infeccao
pelo pneumococo, tais como danos neurolégicos, choque séptico, e lesdo aguda do
pulméo (TOMLINSON et al., 2014).

Sinalizagdo por receptores semelhantes a Toll (TLRs) € um mecanismo
fundamental para deteccdo e resposta imune inata do hospedeiro contra o S.
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pneumoniae. Deficiéncia genética nas vias de sinalizacdo dos TLRs aumenta
substancialmente o risco de infecgdes invasivas pelo pneumococo. Cinquenta e
quatro por cento das criancas com deficiéncia em IL-1R—associado a quinase-4
(IRAK-4) e 41% dos pacientes com deficiéncia de MyD88 tiveram pelo menos um
episédio de doenca pneumocdcica invasiva (PICARD; CASANOVA; PUEL, 2011).

Embora o reconhecimento imune inato desse patdgeno seja dependente de
varias contribuicdes de TLR, incluindo TLR2, TLR4 e TLR9, a liberacéo de citocinas
inflamatorias, tais como TNF-a e IL-6, parece ser particularmente dependente de
TLR2 (MOREIRA et al., 2008).

Sabe-se também que interacdes bactéria-hospedeiro se iniciam pela deteccéo
de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPsS) por receptores
semelhantes a Toll (TLR) e por proteinas com dominio de ligacdo a nucleotideos e
oligomerizacao (NOD), na resposta imune inata.

Ligantes de TLR2 incluem peptidoglicano (PGN) e &cido lipoteicéico (LTA),
ambos componentes da parede celular de bactérias gram-positivas. A parede celular
do S. pneumoniae é altamente pro-inflamatoria, sugerindo que PGN e LTA sejam
grandes agonistas do TLR2 (DRAING et al., 2008).

A meningite bacteriana € uma doenca grave e muitas vezes intratavel que
afeta as meninges e parénquima cerebral. Uma vez que o Streptococcus
pneumoniae passa a ter acesso ao sistema nervoso central, a multiplicacdo das
bactérias dentro dos espacos subaracndideos e ventriculares desencadeia uma
intensa resposta inflamatoria do hospedeiro.

Alguns pesquisadores mostraram em modelo murino, que a ativacdo do NF-
KB nos tecidos cerebrais foi significativamente aumentado e que NOD2 medeia essa
ativagdo. Do mesmo modo, os niveis de TNF-a e IL-6 foram aumentados no cérebro
apos administracdo in vivo do pneumococo. Os autores concluiram que NOD2
desempenha um importante papel na iniciacdo e/ou progressédo da inflamacéo no
Sistema Nervoso Central, 0 que estd associado com a meningite pneumocécica
(LIU; HAN; LENG, 2014).

Os macrofagos também contribuem para respostas imunes a bactérias nos
tecidos. Eles ativam um programa de morte celular chamado apoptose,
maximizando a eliminacdo bacteriana e limitando a inflamacéo prejudicial. Alguns
autores relataram que a prOpria toxina pneumolisina, tem o potencial de ativar

macrofagos para liberar fatores inflamatorios, ativar a apoptose de macréfagos ao
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invés da necrose, aumentando a morte bacteriana e limitando a inflamacgéo
(BEWLEY et al.,2014).

Com relacdo a resposta imune celular, varios relatos demonstram um papel
significativo de linfécitos TCD4" em fornecer imunidade contra o pneumococo. Em
criancas mais velhas e nos adultos, as células TCD4" antigeno-especificas reduzem
a colonizagdo nasofaringea (ZHANG et al., 2007).

Criancas propensas a doencas invasivas apresentam niveis reduzidos de
células dendriticas (DC). Tais células apresentadoras de antigenos ativam o0s
linfocitos T naive, porém as DCs dessas criancas tém niveis de moléculas MHCII
significativamente reduzida na sua superficie, 0 que contribui para uma disfuncéo
imunologica (SHARMA; PICHICHERO, 2013).

Individuos que sofrem de otite média recorrente apresentam células TCD8"
produtoras de IFN-y no sangue periférico e nos adendides reduzida, o que induz
susceptibilidade a infec¢des recorrentes (AVANZINI et al., 2008).

A resposta humoral também é fundamental. Recentemente, verificou-se uma
menor percentagem de células B de memodria antigeno-especificas em criangas
mais propensas a otite média aguda quando comparada com criangas saudaveis. A
porcentagem mais baixa de células B de memodria nessas criancas foi associada a
niveis reduzidos de IgG especifica do pneumococo em seu respectivo soro
(SHARMA; CASEY; PICHICHERO, 2012).

2.3 DOENCAS PNEUMOCOCICAS

Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae sédo os dois principais
patdgenos bacterianos do trato respiratério e que causam otite média aguda nas
criancas (VESIKARI et al., 2009). O pneumococo € geralmente considerado principal
causador de pneumonia adquirida na comunidade, e também provoca bacteremia,
septicemia e meningite bacteriana (SLOTVED, 2006; VESIKARI, 2009; WERNETTE,
2003). Patdgeno que causa, portanto, doengas invasivas e ndo invasivas. Diferentes
sorotipos do pneumococo tém diferentes capacidades de causar doencas e
manifestacdes clinicas.

A propagacédo dessas bactérias dentro do trato respiratério pode resultar em

otite média, sinusite ou bronquite recorrente. Comparado com as doengas invasivas,
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as manifestagbes n&o invasivas sdo geralmente menos graves, mas
consideravelmente mais comuns.

A associacdo dos sorotipos especificos com a doenca pneumocadcica varia de
acordo com idade, geografia e clinica do paciente (RUSSELL et al., 2009). Os
sorotipos 6B, 14 e 19F sdo importantes em todo o mundo, ao passo que o sorotipo 5
€ principalmente encontrado em paises de baixa renda e o 18C é mais comum em
paises desenvolvidos.

Em geral, os sorotipos que causam patologias em paises em
desenvolvimento s&o mais amplos. Portanto, a vacina utlizada abrange uma
propor¢cdo menor dos sorotipos de pneumococos que causam doengas em criangas
gue residem nesses paises em relacdo as que moram em paises desenvolvidos
(RUSSELL et al., 2009).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

InfeccBes causadas por pneumococos sdo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Nos paises em desenvolvimento, S.
pneumoniae provoca até 1 milhdo de mortes todos os anos entre as criancas
menores de 5 anos de idade, a maioria dos quais sdo causadas por pneumonia e
ocorrem no primeiro ano de vida (KLUGMAN, 2003; VESIKARI, 2009). Segundo
Russell (2009) a taxa de letalidade € particularmente elevada em criancas com
menos de 6 meses de idade.

As criangas que vivem em paises com baixa condigdo socioeconémica sao
colonizadas precocemente (MADHI et al., 2011). Na Turquia, durante o ano 2000,
infeccbes pneumococicas do trato respiratorio e meningite, foram a 5° causa mais
comum de morte na populacdo e a 2° causa mais comum de morte entre criancas de
0-14 anos de idade (BAKIR et al., 2012).

Em 2008, em Mali e Nigéria, casos de pneumonia respondeu por quase
200.000 mortes em criangas abaixo de 5 anos de idade. Devido a elevada carga de
pneumonia infantil nesta regiéo, a Alianca Global para Vacinas e Imunizacdo (GAVI)
apoiou a introducdo de vacinas conjugadas pneumocadcicas em paises africanos de
baixa renda (DICKO et al., 2011).

O aumento da taxa de doencas pneumococicas invasivas (DPI) causadas por

cepas nédo vacinais tem sido uma grande preocupacdo. A taxa global de DPI entre
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as criangas e adultos inclui entre 11 e 23,2 / 100.000 pessoas por ano (HAMMITT et
al., 2014).

O estudo de Menezes e colaboradores (2011) na cidade de Salvador-Bahia-
Brasil (no periodo de 2000-2007 antes da PCV10) mostrou um declinio nas taxas de
incidéncia anual de meningite pneumocécica durante o periodo do estudo, de 1,12
casos para 0,83 casos/100.000 habitantes de todas as faixas etarias com uma taxa
de letalidade geral de 28,6% para todos os pacientes e 41,9% para aqueles <5 anos
de idade.

Com relacéo a distribuicdo dos sorotipos, esse trabalho supracitado, mostrou
que sorotipos 14 (n=55; 13.9%), 3 (n=32; 8.1%), 23F (n=32; 8.1%), 19F (n=31,
7.8%), 6B (n=30; 7.6%), 18C (n=28; 7.1%) e 6A (n=20; 5%) foram os mais
prevalentes (MENEZES et al., 2011).

Dados do Ministério da Saude divulgado em 2009 mostraram que no grupo de
criancas menores de dois anos, a incidéncia média anual de meningite
pneumocécica foi de 5,9 casos/100.000 habitantes, sendo que para 0os menores de
um ano a incidéncia média anual foi de 9,5 casos/100.000 habitantes. A letalidade

média para estas duas faixas etarias foi 33 e 34%, respectivamente (BRASIL, 2009).

2.5 POPULACAO DE RISCO

O pneumococo causa infeccfes mais frequentemente em criancas e idosos
porque seus sistemas imunoldgicos ndo estdo completamente desenvolvidos ou
apresentam alguma deficiéncia para responder eficazmente a este patdgeno
(WERNETTE et al, 2003). Criancas com doenca falciforme tém um risco
significativamente aumentado de infec¢do invasiva e mortalidade por esse patégeno
(ADAMKIEWICZ et al., 2008). Além disso, outros pacientes com certas condigdes
cronicas, como doencas cardiovasculares, doencas pulmonares, diabetes mellitus,
neoplasias, e condi¢cdes de imunossupressao incluindo a infec¢cdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana e os fumantes tém um risco maior de desenvolverem
doenca pneumocécica grave (WERNETTE et al., 2003).

Balmer e colaboradores (2006) descreveram que: “Os individuos que sofrem
da deficiéncia parcial ou completa de anticorpos, defeitos do sistema complemento e

asplenia congénita ou adquirida apresentam maior risco de infecgdo pneumocdcica”.



23

Em um estudo realizado na Africa do Sul com criangas menores de 12 anos,
submetidas a coleta de hemocultura ou cultura de liquido cefalorraquidiano, foram
encontrados 237 casos de doenca invasiva por pneumococo, dos quais 64,9%
ocorreram em criancas HIV positivas, mostrando um risco maior destas criancas
desenvolverem infecgdo invasiva em relacdo as criancas sadias (MADHI et al.,
2000).

Os prematuros também tém um risco aumentado para infeccdes
pneumocdcicas. Omefiaca e colaboradores (2011) relatou que existe um risco nove
vezes mais elevado para doengas pneumocaocicas em criancas nascidas com idade

gestacional de < 32 semanas em comparagdo com néo prematuros.

2.6 VACINAS LICENCIADAS NO BRASIL E EM OUTROS PAISES

A vacina polissacaridica pneumocdcica 23-valente foi incorporada pelo
Programa Nacional de Imunizacdes, no ano de 1992, para grupos com quadros
clinicos especificos. Essa vacina € amplamente utilizada e recomendada pela OMS
para todos os individuos acima de 60 e 65 anos de idade, para aqueles com doenca
crdnica subjacente e pré e pds-esplenectomia (TOBUDIC et al., 2012).

Porém, em contraste com as proteinas, polissacarideos (PS) ndo séo
processados por células apresentadoras de antigeno em associacdo com o0
complexo principal de histocompatibilidade classe Il ou MHC-II (do inglés major
histocompatibility complex) e, portanto, ndo recrutam células T CD4". Assim, s&o
antigenos células T independentes que nao conseguem provocar a formacao efetiva
do centro germinativo e memoria imunolégica (ARJUNARAJA et al., 2012).

Por esse motivo, ndo se administra a vacina polissacaridica pneumocadcica
23-valente em criangas menores de 2 anos de idade.

No entanto, PS promovem a proliferacéo eficiente e robusta de células B, e na
presenca de segundos sinais, como por exemplo, TLR e/ou citocinas, ocorre inducao
de secrecédo de imunoglobulinas e troca de classe (ARJUNARAJA et al., 2012).

Estes anticorpos facilitam a fagocitose via opsonizacdo do patégeno. E
geralmente aceito que a protecdo contra doencas invasivas é alcancada quando
anticorpos funcionais circulantes alcangam um nivel minimo (VESIKARI et al., 2009).

A resposta imune através da ativacdo de células T € mais eficaz na producao

de células B de memoria que pode ser potenciada com subsequentes doses de
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vacinas conjugadas (polissacarideo + proteina) para produzir uma grande
quantidade de anticorpos (TOBUDIC et al., 2012).

A vacina pneumocoécica conjugada 7-valente (conjugada com a proteina
diftérica CRM197) contém os polissacarideos capsulares derivados dos sorotipos 4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F (OMENACA et al., 2011). Essa vacina foi incorporada
pelo Ministério da Saude em 2001.

Em marco de 2010, a vacina pneumococica conjugada 13-valente (PCV13) -
Prevenar substituiu a vacina 7-valente nos EUA (SIMONSEN et al.,, 2014). Essa
vacina fornece a mesma soroprotecao da PCV7 e contém os 10 sorotipos da PCV10
mais trés sorotipos de pneumococos adicionais: 3, 6A e 19A (EARNSHAW et al.,
2012).

2.7 VACINA PNEUMOCOCICA 10-VALENTE — PCV10

Em marco de 2010, o Brasil introduziu ao Programa Nacional de Imunizacdes
(PNI), a vacina pneumocdcica conjugada 10-valente (PCV10), que foi licenciada com
base na nao inferioridade dos correlatos imunolégicos de protecédo, a exemplo da
vacina conjugada 7-valente (DOMINGUES et al., 2014).

A vacina pneumocdcica 10-valente (PHID-CV; Synflorix™, produzida pelo
laboratorio GlaxoSmithKline [GSK] Biologicals, Rixensart, Bélgica, ou pelo
Laboratério Bio-Manguinhos/FIOCRUZ-RJ) possui 0s sorotipos pneumococicos 1, 4,
5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F. Oito dos dez polissacarideos sédo conjugados a
proteina D (uma proteina da membrana externa) do Haemophilus influenzae néao-
tipavel (NTHi) e os outros dois polissacarideos (sorotipos 18C e 19F) séo
conjugados a um toxdide tetanico e um toxdide diftérico, respectivamente
(VESIKARI et al.,, 2009). A proteina D foi selecionada por proporcionar protecao
contra infec¢cdes de Haemophilus influenzae (EARNSHAW et al., 2012).

A decisdo de introduzir a vacina pneumocécica 10-valente no Brasil ocorreu
gracas ao acordo de transferéncia de tecnologia do laboratorio GlaxoSmithKline —
GSK para o Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos (Biomanguinhos/Fiocruz), o
que viabilizou a sustentabilidade da vacinacdo no pais.

O esquema vacinal da PCV10 proposto pelo PNI esta ilustrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Esquema vacinal estabelecido pelo Programa Nacional de Imunizagdes,

através do informe técnico da vacina pneumocécica 10-valente conjugada.

IDADE (MESES) QUANTIDADE DE REFORCO VACINAL

DOSES

2—-4-6o0uU
3-5-7o0u 3 doses com intervalo 1 dose
4-6-8o0u de 2 preferencialmente

5-7-9o0u meses entre 12 e 15 meses
6-8-10
7-9ou 2 doses com intervalo 1 dose
8-10ou de 2 preferencialmente
9-11o0u meses entre 12 e 15 meses
2 doses com intervalo Nesta faixa etaria, ao
10-12 ou de 2 receber
11 - 13 meses a 22 dose, ndo ha a

necessidade do refor¢o
12 a<24 Dose Unica -

Fonte: Ministério da Saude/Brasil, 2014.

PCV10 é a primeira vacina que surgiu como “nova candidata” desde o
aparecimento das vacinas pneumocécicas conjugadas 7-valente (7vCRM,
Prevenar™/Prevnar™; Pfizer Inc., New York, EUA) e 9-valente (9vCRM) e
representa a primeira de uma nova geracdo de vacinas conjugadas pneumocadcicas
com cobertura de sorotipo global (DAGAN; FRASCH, 2009).

Esta vacina foi projetada para cobrir = 80% dos sorotipos causadores das
doencas pneumococicas invasivas (DPIl) na maioria das regides do mundo
(MENEZES et al., 2011).

Sorotipos pneumocdcicos 1 e 5, que ndo estao contidos na vacina conjugada
pneumocdcica 7-valente sao conhecidos por desempenhar um papel importante nas
infeccBes pneumocdcicas em criangas na Africa. Estima-se que 0os mesmos causam
22% da doenga pneumococica invasiva (DICKO et al., 2011). A PCV10 possui 0s

sorotipos 1,5 e 7 em adi¢cdo aos sorotipos da PCV7.
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3. RELEVANCIA

A vacina pneumocécica PCV10 ja teve sua seguranca, eficacia e
imunogenicidade comprovadas em criancas saudaveis, porém alguns pontos
permanecem em aberto com relagdo a imunogenicidade da PCV10. Ainda pouco se
sabe sobre a resposta humoral dessa vacina em criangas com risco aumentado para
patologias infecciosas a exemplo de criancas com anemia falciforme e
imunodeficiéncia humana adquirida.

A bula da vacina Synflorix™ relata que ndo estdo disponiveis dados de
seguranca e imunogenicidade em criangas que correm maior risco de contrair
infeccbes pneumocécicas (anemia falciforme, disfuncdo esplénica congénita e
adquirida, infeccéo por HIV, malignidade e sindrome nefrotica).

A Bahia é o estado brasileiro que registra a maior incidéncia de anemia
falciforme, segundo dados do Ministério da Saude, onde s&o registrados 40 novos
casos por més, com uma incidéncia de 1 caso para cada 650 nascidos-vivos
(BRASIL, 2010).

N&o ha publicacdo de trabalhos que avalie a concentracdo de anticorpos
utilizando a PCV10 como antigeno.

Desta forma, avaliar a imunogenicidade da vacina PCV10 em diferentes
grupos populacionais podera gerar conhecimentos relevantes sobre a resposta
imune humoral dessa vacina pneumocadcica conjugada para outras regifes e para a

ciéncia.
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4. HIPOTESES

HO= Pacientes pediatricos portadores de doencas cronicas e/ou imunodeficiéncias
apresentam titulos de anticorpos antivacina pneumocadcica 10-valente favoraveis e

equivalentes aos titulos de anticorpos de crian¢as imunocompetentes.

H1= A resposta imunogénica para a vacina pneumocadcica conjugada 10-valente é
inferior em criancgas portadoras de doencas cronicas e/ou imunodeficiéncias quando

comparada com criangas saudaveis.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a imunogenicidade da vacina pneumocécica 10-valente (PCV10) em
criancas sadias e criangas imunocomprometidas na cidade de Salvador-Bahia.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar a concentracdo de anticorpos IgG anti-PCV10 pré- e pés-

vacinacao de criancas higidas e criancas imunocomprometidas;

» Medir os niveis séricos das imunoglobulinas (IgA, IgE, 1gG e IgM) das

criancas de ambos grupos;

= Avaliar o indice de resposta vacinal e a frequéncia de deficiéncia de

anticorpos antigeno-especifico na populacédo em estudo.
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6. METODOLOGIA

6.1 GRUPOS DE ESTUDO

A pesquisa foi desenvolvida com dois grupos distintos de criangas vacinadas
na cidade de Salvador/Bahia. No primeiro foram selecionadas criangas, de ambos os
géneros, e com idade de 2 a 12 meses.

Esses pacientes foram imunizados no Centro de Referéncia de
Imunobioldgicos Especiais, localizado no Complexo Hospitalar Universitario Prof.
Edgard Santos (CRIE/HUPES/UFBA). O CRIE é um 06rgdo vinculado a
Secretaria do Estado e regido pela norma da Secretaria de Vigilancia em Saude,
Ministério da Saude, Portaria n° 48, de 28 de julho de 2004.

No CRIE a vacina pneumocdcica decavalente conjugada é oferecida as
criancas com alguma condicdo de risco para a doenca pneumocécica:
Portadoras do HIV/ Sindrome da imunodeficiéncia adquirida; Asplenia anatémica
ou funcional e doencas relacionadas; Pneumopatias crdnicas, exceto asma;
Asma grave em uso de corticoides em dose imunossupressora; Cardiopatias
cronicas; Nefropatias crdonicas/hemodialise/sindrome nefrotica; Transplantados
de 6rgdos sélidos ou medula 6ssea; Imunodeficiéncia devido a cancer ou
imunossupressao terapéutica; Diabetes mellitus; Fistula liquérica; Fibrose
cistica (muscoviscidose); Doencas neurolégicas crbnicas incapacitantes;
Implante de coéclea; Trissomias; Imunodeficiéncias congénitas; Doencas de
depodsito e para criangcas menores de 1 ano de idade nascidas com menos de 35
semanas de gestagcdo submetidas a assisténcia respiratoria.

Foram adotados como critérios de exclusdo: criancas que tiveram
infeccdo prévia pelo pneumococo e/ou tomaram dose Unica da vacina por terem
idade superior a 12 meses.

O segundo grupo foi constituido por criancas higidas, sem nenhuma histéria
prévia de doenca cronica ou imunodeficiéncia, de ambos os géneros e com idade
inferior a 6 meses. As mesmas foram imunizadas com a PCV10 no 16° Centro de
Saude Maria da Conceicdo Santiago Imbassahy coordenado pela Prefeitura da
cidade de Salvador. Criangas com patologias, que desenvolveram alguma doenca
pneumocécica ou que tomaram apenas uma dose da vacina, foram excluidas do

estudo.
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Todos os responsaveis pelas criancas foram previamente esclarecidos sobre
a pesquisa e sua relevancia, e foram convidados a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo-D), conforme previsto na Resolucéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude, e aprovacdo pelo Comité de Etica e
Pesquisa com Seres Humanos do HUPES, sob CAAE numero 0100.0.442.000-11
(Anexo-A; Anexo-B; Anexo-C).

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 AMOSTRA BIOLOGICA

Foram coletadas cerca de 1-2 mL de amostras de sangue dos pacientes
pediatricos imediatamente ou dias apds a vacinacdo da 12, 22, 32 e 42 doses da
PCV10. Apés coagulacdo e separacao dos soros, 0s mesmos foram armazenados a
temperatura de -80°C até a realizacdo dos testes. Com a finalidade de cumprir os
objetivos do trabalho, determinou-se a concentracdo dos anticorpos IgG séricos em
dois periodos da vacinacdo (12 dose=T1 e ap0s a 42 dose=T4), utilizando-se assim,
0s soros de 12 e 42 doses.

6.2.2 QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-PCV10

Para medir a concentragdo de anticorpos IgG séricos das criancas
participantes, realizou-se um ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) de 32
geracdo. Toda técnica foi padronizada no LAPIM /UFBA seguindo recomendagfes
descritas no protocolo da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), que se encontra
disponivel em: http://www.vaccine.uab.edu e descrito por Wernette e colaboradores
(2003).

Utilizou-se 11 frascos-ampola da PCV10 para revestimento dos pogos das

microplacas fornecidos pelo CRIE/UFBA. A vacina foi fabricada pelo Laboratério Bio-
Manguinhos / FIOCRUZ-RJ, Lote: 128VPNO023A; Validade: 07/2015.

Todo método foi realizado em ambiente estéril, utilizando Camara de Fluxo
Laminar (VECO, Campinas-SP, BR) e com materiais estéreis, de modo a evitar

contaminagao por outros microrganismos e todas as solugdes foram feitas no


http://www.vaccine.uab.edu/
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laboratério com posterior medicdo do pH (7,2 £ 0,2) usando um pHmetro digital (PG
1800 - GEHAKA).

Considerando que cada unidade da vacina (frasco-ampola) possui 1ug de
cada um dos sorotipos capsulares 1, 5, 6B, 7F, 9V, 14 e 23F e 3ug dos sorotipos
conjugados 4, 18C e 19F, as placas com 96 pocos de poliestireno de fundo plano
(Maxisorp™,Nunc) foram revestidas com a vacina PCV10 diluida 1/2 em solucédo
tampéo salina fosfatada estéril (phosphate buffered saline 1X — PBS 1X / azida
sbdica - NaN3 0.02%), constituindo assim o antigeno com 10 sorotipos capsulares. A
esterilizacdo da solucado PBS foi feita por filtracdo, com filtro de 0,22 um. As placas
foram incubadas durante a noite a 4°C. Todas as lavagens foram feitas em lavadora
automatica de microplacas (ThermoPlate, TP Washer), com solu¢cdo tampado de
lavagem (PBS 1X / Tween-20 0,05%). O bloqueio dos pocos foi feito com albumina
sérica bovina 1% (bovine serum albumin - BSA 1%) em solu¢cdo tampdo de
revestimento por 1 hora a temperatura ambiente.

Para quantificar a 1IgG PCV10-especifica, os soros das criancas foram
analisados em duplicata e diluidos com solucdo tampao de anticorpo (PBS 1X /
NaN3 0.02% / Tween-20 0,05%). A fim de validar o ensaio, utilizou-se um controle
positivo (007sp, gentilmente cedido pelo Dr. Mustafa Akkoyunlu), fornecido pela
Food and Drug Administration — FDA/EUA (através do contato fornecido no website
http://www.vaccine.uab.edu) e recomendado pela OMS, contendo anticorpos para
todos os sorotipos vacinais, numa concentracao total de 108,98 pug/mL de IgG. O
mesmo foi diluido 1/200. Amostras de soros para controles negativos foram
fornecidos pela FIOCRUZ/Ba, provenientes de criangcas sem infec¢do pneumococica
e auséncia de colonizagdo (diluidos 1/100). Os soros dos pacientes também foram
diluidos 1/100. Utilizando o soro de referéncia padrdo, obteve-se a curva de
calibracdo (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1.600). Todas as amostras foram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.

Etapa crucial na realizacao do ELISA, considerado de 32 geracéo, foi a adigao
de um adsorvente contendo 5 pg/mL do polissacarideo C (PS-C) e 5 yug/mL do
polissacarideo capsular 22F especificos do pneumococo a todas as amostras,
anterior a incubacédo, de modo a neutralizar anticorpos inespecificos que se ligam a
antigenos bacterianos comuns. A reacgédo foi revelada com anticorpo de cabra anti-
IgG humana marcado com peroxidase com posterior adicdo do substrato H,O, e

cromogeno tetrametilbenzidina (TMB) e finalizada com H,SO,4 2N.
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A densidade Optica de cada poco foi medida por uma leitora de microplacas
de ELISA (ThermoPlate, TP Reader) a 450 e 630 nm. Correcdes analiticas de

interferentes foram feitas pela densidade 6tica (DO) dos pogos do “branco”.

6.2.3 DOSAGEM DAS IMUNOGLOBULINAS

As imunoglobulinas IgA, 1gG, IgM foram quantificadas por imunoprecipitacédo
com antissoros policlonais, através do método de nefelometria, que utiliza o principio
da difracao (desvio) da luz ao passar pela solugédo contendo esses imunocomplexos.
Utilizou-se assim, o nefelémetro IMMAGE® (Beckman Coulter Ins., Califérnia, USA).

A determinacdo da IgE foi realizada por ensaio imunométrico usando o
sistema Access2® (Beckman Coulter Ins., California, USA) cujo método de deteccao
€ a quimioluminescéncia.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores de referéncia das
imunoglobulinas para a faixa etaria dos participantes, na época da inclusdo no

estudo.

Tabela 2. Valores de Referéncia para as Imunoglobulinas.

IMUNOGLOBULINA FAIXA ETARIA VALORES DE REFERENCIA
IgA Até 4 meses 5a 63 mg/dL
IgE Até 1 ano <2U/mL
IgG Até 4 meses 135 a 893 mg/dL
IgM Até 4 meses 13 a 135 mg/dL

Nota: Valores de Referéncia obtido da literatura. ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA. Guia de

medicina laboratorial. 2. ed. Barueri, SP: Manole, 2008. (Guias de medicina ambulatorial e hospitalar).

6.2.4. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Prism versao 5.0
(GraphPad Software Inc.,USA). Através da interpolacéo da curva de calibracéo (R* =
0,96) foi possivel obter as concentracbes de IgG sérica anti-PCV10 em pg/mL e,
logo em seguida, transformadas para ng/mL para uma melhor visualizacdo. O teste

de normalidade D'Agostino-Pearson foi utilizado para avaliar a distribuicdo das
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variaveis. As variaveis quantitativas continuas com distribuicdo normal foram
expressas em média + desvio padrdo e as que ndo tiveram distribuicdo normal, em
mediana com intervalo interquartil (IQR).

As andlises das variaveis categoricas foram feitas pelo Teste Exato de Fisher
ou do Qui-quadrado. Os testes nao-paramétricos de Wilcoxon e de Mann-Whitney
foram utilizados para comparacdo entre oS grupos pareados ou independentes,
respectivamente. Utilizou-se o teste t-Student ndo pareado para as variaveis
independentes com distribuicdo normal.

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados com valor de
P < 0,05.

O ponto de corte (cutoff) da concentracdo sérica de anticorpos IgG foi
determinado pelo método estatistico descrito por Frey, Di Canzio e ZurakowskKi
(1998), através da férmula Cutoff = X + SDf. Para um intervalo de confianca de 95%,
o valor encontrado para o cutoff do ELISA foi de 1,022 ng/mL.
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7.0 RESULTADOS

7.1 GRUPOS DE ESTUDO

Este estudo avaliou 43 criancas do género masculino e feminino, a partir dos
2 meses de idade, que foram selecionadas em dois postos de vacinacao na cidade
de Salvador/Bahia (CRIE/UFBA e 16° Centro de Saude) e divididas em dois grupos,
de acordo com o posto de saude: (G1=CRIE) 13 criancas (8 do sexo masculino e 5
do sexo feminino) com diagndstico de patologias e/ou imunodeficiéncias e (G2=
16°CS) 30 criancas saudaveis (13 do sexo masculino e 17 do sexo feminino) As
caracteristicas demograficas das criancas estdo apresentadas na Tabela 3. No
grupo 1, das criancas selecionadas no CRIE, as mesmas sao portadoras de
doencas crénicas como doenca neurolégica, hemoglobinopatia, gastrosquise, ou sao
expostas ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Através de questionario
(Anexo-E e Anexo-F) aplicado antes de todas coletas e informacbes fornecidas
pelos responsaveis, foi possivel obter os dados epidemiolégicos das mesmas. Os
responsaveis definiram as criancas com relagdo a sua racga, além disso, relataram se
as mesmas estiveram doentes durante o intervalo entre as doses da vacina. No G1,
30,8% das criancas tiveram gripe e no G2, 16,6% tiveram gripe. As demais criangas
de ambos grupos estiveram saudaveis durante o periodo ou os cuidadores nao

souberam informar a comorbidade.



Tabela 3. Caracteristicas epidemioldgicas das criangcas incluidas no estudo,
separadas de acordo com o Centro de Saude.

CARACTERISTICAS CRIE/UFBA 16° CENTRO DE Nivel de
EPIDEMIOLOGICAS (n=13) SAUDE significancia
(n=30) P
GENERO 8/5 13/17
(MASCULINO/FEMININO)

IDADE NA 1° DOSE 2,0(2,0-2,5) 2,0(2,0-2,0) 0,7377

(MESES),
MEDIANA; IQR
IDADE NA 4° DOSE 23.9+6.2 18.7+4.1 0,0027
(MESES), MEDIA + SD
RACA DECLARADA 6/1/4/1/1 4/7/19/0/0 0,0377

(NEGRO, BRANCO,
PARDO, MULATO,
INDIGENA)

PATOLOGIAS/
IMUNODEFICIENCIAS:

DOENCA NEUROLOGICA
INCAPACITANTE
HEMOGLOBINOPATIA - AS

GASTROSQUISE

EVENTO ADVERSO A
OUTRAS VACINAS

EXPOSTOS AO HIV

SEM DIAGNOSTICO
PREVIO

CRIANCAS DOENTES NOS
INTERVALOS VACINAIS

1/13 (7,7%)

1/13 (7,7%)

1/13 (7,7%)

1/13 (7,7%)

8/13 (61,5%)

1/13 (7,7%)

4/13 (30,8%)

0/30 (0%)

1/30 (3,3%)

0/30 (0%)

0/30 (0%)

0/30 (0%)

0/30 (0%)

5/30 (16,6%) 0,4173
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7.2 PESQUISA DE ANTICORPOS IgG ANTI-PCV10

A concentracdo de anticorpos IgG séricos foi transformada em ng/mL apos
interpolacdo da curva de calibracdo com o valor de coeficiente de correlagdo (R?)
igual a 0,9630.

Avaliando-se, de uma forma geral, no grupo 1 e no grupo 2 houveram um
aumento significativo na concentracdo de anticorpos IgG anti-PCV10 ap06s a quarta
imunizacao (P <0,0001, Teste de Kruskal-Wallis), como mostra a Figura 1.

No Grupo 1, criangas que apresentam uma maior susceptibilidade a doenca
pneumocacica, 12/13 (92%) das mesmas possuiam niveis séricos de IgG maiores
gue o ponto de corte definido em 1,022 ng/mL (mediana = 10,8 ng/mL, IQR = 3,0 -
18,5 ng/mL). Além disso, da 12 para 42 dose houve um aumento de 22 vezes ha

mediana (P= 0,0002), como revela a Figura 2(A).

P <0,0001
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Figura 1. Niveis séricos de anticorpos IgG anti-PCV10 das criancas apos 12 (T1) e 42
(T2) doses da vacina nos dois grupos de estudo. G1, T1: mediana = 0,5 ng/mL (IQR
=0,2 - 1,6 ng/mL) e T4: mediana = 10,8 ng/mL (IQR = 3,0 - 18,5 ng/mL). G2, T1:
mediana = 0,3 ng/mL (IQR =0,0 - 2,1 ng/mL) e T4: mediana = 16,0 ng/mL (IQR =7,3

— 35,6 ng/mL). Mediana e intervalo interquartil (IQR) estéo representados no boxplot.
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No Grupo 2, criangas aparentemente saudaveis e com menor probabilidade a
infeccdo, 29/30 (97%) tiveram uma resposta satisfatoria acima do ponto de corte
estabelecido (1,022 ng/mL). Além disso, da 12 para 4 dose houve um aumento de

53 vezes na mediana, como apresentado na Figura 2(B).

P <0,0001

P =0,0002

40
35+

35 -
=5 £ 30
E 301 >
= £ 254
£ 254 9
o
— O 204
O -
i 20 E.
= 154 = 159
c ©
@ ¢ 104
8', 104 i=3

5 5

¥ /:’ C = +
G1(T1) G1 (T4) G2 (T1) G2 (T4)

Figura 2. Niveis séricos de anticorpos IgG imediatamente apds imunizacdo com a 12
dose da PCV10 (T1) e na 42 dose da vacina (T4). A: Grupo 1 (G1); B: Grupo 2 (G2).

Teste t-pareado de Wilcoxon.

Comparando-se os individuos pertencentes ao Grupo 1 com os do Grupo 2, é
possivel perceber a importancia da dose de reforco na protecdo contra doencas
pneumocacicas. Criangcas de ambos 0s grupos apresentaram boa resposta a PCV10
na 42 dose (T4). De T1 para T4 houve um aumento de 19 vezes na mediana (Figura
3). Em T1 (ap6s 12 dose), a resposta vacinal ainda € nula ou muito abaixo do ponto
de corte estabelecido. Em T4, das 43 criancas avaliadas, cerca de 5% néo

responderam apos a 42 dose, sendo uma crianga de cada grupo.
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Figura 3. Avaliagdo da resposta vacinal anti-PCV10 nos dois grupos de criancas
avaliados (G1 + G2). T1, mediana = 0,4 ng/mL, IQR = 0,0 — 1,9 ng/mL e T4,
mediana = 7,6 ng/mL, IQR = 3,8 — 16,7 ng/mL). Teste ndo pareado de Mann-
Whitney.

7.3 DOSAGENS DE IMUNOGLOBULINAS (IgA, IgM, IgG e IgE)

Para avaliar possivel imunodeficiéncia de producdo de anticorpos, as
imunoglobulinas séricas foram quantificadas e avaliadas conforme os valores de
referéncia mostrados na Tabela 2 e descritos na metodologia deste trabalho.

Os niveis séricos de IgM (mediana 21,5 mg/dL, IQR = 10,5 — 26,4) e IgG
(mediana 259 mg/dL, IQR = 139 - 312) das criancas do Grupo 1 estavam
significativamente mais baixos do que os niveis séricos das criangas do Grupo 2:
IgM (mediana 31,5 mg/dL, IQR = 26,4 — 42,9), IgG (mediana 397 mg/dL, IQR =
315,5 — 480,5). Niveis séricos de IgA abaixo do limite de detec¢do do método de
nefelometria foi encontrado em 8/13 das amostras do Grupo 1 e em 9/30 das
amostras do Grupo 2. Apesar disso, as classes de IgA (mediana 22,8 mg/dL, IQR =
9,8 — 28,9) e IgE (mediana 7,1 U/mL, IQR = 2,9 — 18,8) do Grupo 1 tiveram niveis
séricos semelhantes aos do Grupo 2: IgA, mediana 11,6 mg/dL (IQR = 7,9 — 19) e
para a IgE, 6,9 U/mL (IQR = 3,2 — 16,7) (Figura 4 e Figura 5).
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Figura 4. Niveis séricos das imunoglobulinas IgM e IgG, nos grupos de criancas (G1,
G2) durante a fase inicial da vacinagdo com a PCV10. As linhas horizontais mostram
as medianas. Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 5. Niveis séricos das imunoglobulinas IgA e IgE, nos dois grupos de criancas
(G1 e G2) durante a fase inicial da vacinacdo com a PCV10. As linhas horizontais

mostram as medianas. Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Ao analisar os niveis séricos das imunoglobulinas das criangcas em relacao
aos valores de referéncia descritos na Tabela 2, foi verificado que no Grupo 1 38,5%
(5/13) das criancas possuiam IgM diminuida e 23% (3/13) com IgG inferior ao limite
inferior de referéncia. Todavia, no Grupo 2 somente 6,7% (2/30) das criancas
apresentaram niveis de IgG abaixo do valor preconizado.

Das 17 criancas que apresentaram niveis de IgA abaixo do detectavel pela
nefelometria (< 6,67 mg/dL) na 12 amostra (T1), todas tiverem niveis detectaveis
dessa imunoglobulina na 42 amostra (T4), com mediana de 46 mg/dL (IQR= 27,2 —
58,5).

Quanto aos niveis de IgE, ocorreu grande discrepancia dos valores séricos
das criancas, tanto do Grupo 1 quanto do Grupo 2, com relacdo ao valor de
referéncia (< 2 U/mL). No Grupo 1, 92% (12/13) das criancas apresentaram IgE
elevada e, no Grupo 2, 90% (27/30) tiveram resultado acima do limite de referéncia.

Devido a presenca de IgG materna na maioria das amostras das criangas que
foram coletadas durante a 12 dose da vacina, a dosagem da IgG sérica foi
novamente realizada nas amostras coletadas apés a 42 dose da vacina.

No Grupo 1, durante a 12 dose, as criangas tinham niveis séricos de IgG com
mediana de 259 mg/dL (IQR = 139 — 312) e, ap0s a 42 dose, 0s niveis séricos de
IgG passaram para uma mediana de 846 mg/dL (IQR = 737 — 1130), significando um
aumento de trés vezes na mediana da 12 para a 42 amostra (Figura 6).

No Grupo 2, na 12 amostra, a mediana da concentracao sérica de IgG foi de
397,5 mg/dL (IQR = 315,5 — 480,5) e, passou depois, para uma mediana de 886
mg/dL (IQR = 770,5 — 1043), representando um aumento de apenas 2 vezes entre a

12 e 42 amostra (Figura 6).
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Figura 6. Niveis séricos de 1gG, dos dois grupos de criancas (G1, G2), determinadas

nas amostras coletadas durante a 12 (T1) e 42 (T2) doses vacinais. Teste t pareado
de Wilcoxon.
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8.0 DISCUSSAO

O presente estudo investigou a imunogenicidade e a estimativa da eficacia da
vacina pneumocacica 10-valente conjugada através da dosagem de anticorpos 1gG
de amostras biologicas oriundas de criangas aparentemente saudaveis e criangas
com maior susceptibilidade a doencas pneumocdcicas.

As infeccbes pneumococicas sdo as principais causas de mortalidade e
morbidade infantil em todo o mundo e a resisténcia do Streptococcus pneumoniae
aos antibiéticos tem sido uma grande preocupac¢do, especialmente em paises em
desenvolvimento (WANG; CURTISS, 2014).

Os anticorpos antipolissacarideos capsulares fornecem protecdo sorotipo-
especifica (WERNETTE et al., 2003) e, baseado nisso, um formato de ELISA de
terceira geragao foi adotado por especialistas em reunido realizada no ano 2000,
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em Genebra, Suica.

Uma limitacdo do uso na rotina laboratorial do referido ELISA, é a
necessidade de testar individualmente a resposta de anticorpos IgG para 0s
diferentes sorotipos presentes nas vacinas. No ELISA padronizado neste trabalho,
realizamos modificacdes no ensaio da OMS, conforme metodologia apresentada,
caracterizada principalmente pelo uso da PCV10 como Unico antigeno investigado.

N&do ha na literatura descricdo de uma metodologia que utilize a prépria
vacina como antigeno em busca de mensurar a concentracdo de anticorpos 1gG
contra os 10 sorotipos do pneumococo. Varios pesquisadores utilizam os sorotipos
liofilizados isoladamente como antigenos (HAMMITT et al., 2014), visto que o uso de
polissacarideos altamente purificados para o revestimento da placa melhora a
especificidade do ensaio (POOLMAN et al., 2010).

No entanto, a realizacdo de um imunoensaio para cada sorotipo, para
avaliacdo da resposta de anticorpos a uma vacina composta de 10 sorotipos, é bem
mais oneroso e ndo muito pratico para avaliacdo de resposta imune de grandes
populacdes e com recursos financeiros limitados.

A analise quantitativa de anticorpos IgG para estimar resposta humoral de
vacinas conjugadas tem sido constantemente descrita (HENCKAERTS, 2006;
SKOVSTED, 2007; ARJUNARAJA; PAOLETTI; SNAPPER, 2012). Todavia, ndo ha
definicdo de ponto de corte ou valor de referéncia para avaliar a resposta sorolégica

para a PCV10 na populacao sadia e nem para individuos com maior suscetibilidade
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de infeccdo pelo S. pneumoniae. Por conta disso, foi necessario definir um ponto de
corte para a nossa populacdo de estudo, e usado um método estatistico
previamente descrito (FREY; DI CANZIO; ZURAKOWSKI, 1998).

A OMS definiu a concentracdo protetora minima de anticorpos a ser utilizada
para criangas saudaveis vacinadas de 0,35 pyg/mL (SIBER et al., 2007). Um estudo
comparativo realizado entre dois laboratérios, a fim de avaliar as diferencas entre
dois imunoensaios enzimaticos, revelou que o ponto de corte de 0,35 pg/mL para o
ELISA antipolissacarideos ndo-22F € comparavel a concentracdo de 0,20 ug/mL
para ELISA 22F em individuos higidos (HENCKAERTS et al., 2006).

Neste trabalho, apesar da limitacdo de ndo ser determinado os anticorpos
especificos para cada sorotipo, foi mostrado que, com o corte em 1,022 ng/mL de
anticorpos 1gG (equivalente a aproximadamente 0,001 ug/mL), e utilizando a prépria
vacina diluida como antigeno, é possivel usar essa modalidade de ELISA como um
método de triagem para estimar a concentracdo geral desses anticorpos em
inquéritos soroepidemiologicos.

Desta forma, foi possivel determinar que 95% das criancas avaliadas
apresentaram niveis séricos de anticorpos IgG anti-PCV10 apdés a 42 dose da
vacina, sem distincdo entre grupo de criancas saudaveis e grupo de criancas de
maior risco para infeccdo pneumocdcica.

A doenca pneumocécica invasiva € importante causa de morbi-mortalidade
em criancas infectadas pelo HIV. Previamente, também foi realizado no Brasil um
estudo com 40 criancas infectadas pelo HIV, entre 2 a 9 anos de idade para avaliar a
resposta humoral da PCV7 antes da 12 dose e apoés a 22 dose (COSTA et al., 2008).

Utilizou-se nesse estudo supracitado, dois critérios de ponto de corte. Para o
primeiro critério (21,3 pg/mL), 26 (65%) criangas obtiveram resposta soroldgica a
vacina, 12 (30%) delas apresentaram titulos de IgG poés-imunizagédo em niveis de
pelo menos 1,3 ug/mL para todos os sorotipos. Para o segundo critério (incremento
>4 vezes nos titulos para quatro sorotipos ou mais), obteve-se resposta soroldgica
para 15 (37,5%) criancas (COSTA et al., 2008).

Outro trabalho, com 1.247 criancas residentes em Atlanta, Georgia,
portadoras de doenca falciforme, teve como objetivo avaliar o efeito da vacina
pneumocadcica conjugada 7-valente sobre as taxas de doenca pneumocdcica
invasiva (DPI) entre essas criancas. Um declinio significativo na DPI foi observado
apos a introducéao da PCV7, de 1,7 infec¢des por 100 pessoas-ano (1995-2000) para
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0,5 infecc¢des por 100 pessoas-ano (2001-2002), o que representou uma reducao de
68% (ADAMKIEWICZ, et al., 2008).

Em 357 criancas saudaveis, residentes em Mali e na Nigéria, recrutadas em
centros de vacinacdo, a PCV10 apresentou boa imunogenicidade num estudo de
fase lll, randomizado, aberto e controlado. Um més apds a 3° dose, 97,2% ou mais
das criancas no grupo das vacinadas com a PCV10 tiveram uma concentracao de
anticorpos = 0,2 pg/mL para cada sorotipo vacinal, exceto para o 6B (82,0%) e 23F
(87,6%), versus <10% no grupo controle, que ndo recebeu as doses, exceto para 0s
sorotipos 14 (35,7%) e 19F (22,5%) (DICKO et al.,2011). Esses resultados foram
obtidos a partir de um ELISA 22-F.

E bem descrito também que os prematuros tém um risco aumentado para
infeccbes pneumocdcicas. Segundo Omefiaca e colaboradores (2013) a PCV10
apresentou alta imunogenicidade em prematuros. Esses pesquisadores dividiram
286 criancas em 3 grupos de acordo com o0s periodos gestacionais. Antes da
primeira dose de vacina, porcentagens de individuos com concentracbes de
anticorpo = 0,2 pug/mL tendiam a ser maior no grupo com mais de 36 semanas do
gue nos outros dois 2 grupos para a maioria dos sorotipos vacinais.

Apbs a terceira dose, para cada sorotipo, pelo menos 92,7% das criangas de
cada grupo tiveram concentragbes de anticorpo = 0,2 pg/mL. A média das
concentracfes geométrica de anticorpos foram mais baixas em prematuros do grupo
| (= 27 e < 31 semanas) para os sorotipos 4, 5, e 9V e em prematuros do grupo Il (=
31 e < 37 semanas) para o sorotipo 9V quando comparado com o grupo de nao
prematuros (IC de 95%). Para tais resultados, um ELISA-22F foi realizado
(OMENACA et al., 2013).

Esses autores mostram que criangas imunodeficientes tiveram boa resposta a
vacinas conjugadas, tais como as criangas incluidas no Grupo 1 do nosso estudo,
portadoras de doenca neuroldgica, hemoglobinopatia, gastrosquise ou expostas ao
HIV, em que 92% das mesmas tiveram concentracdo de anticorpo IgG acima do
ponto de corte, sendo equivalente a resposta das criancas saudaveis do Grupo 2
(97%).

E possivel verificarmos também a importancia do nimero de doses vacinais
para desenvolvimento da imunidade. Em um trabalho realizado com 552 criancas
saudaveis no total, divididas em grupos que receberam 0,1,2 ou 3 doses da PCV?7,

depois de trés doses da vacina, a concentracdo media geométrica (GMC) para todos
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os 7 sorotipos foram = 1.0 pg/mL, e mais de 85% das criancas alcancaram niveis de
anticorpos = 0.35 p/mL (RUSSELL et al.,2009).

Além disso, com 18 semanas de idade, as propor¢cdes de criancas com
concentracfes de anticorpo = 1.0 uyg/mL foram significativamente menores para 0s
sorotipos 6B (p <0,001), 14 (p = 0,004), e 23F (p <0,001) no grupo de duas doses
guando comparado com o grupo de trés doses (RUSSELL et al.,2009).

Nossa pesquisa mostrou que ocorreu um aumento de mais de 20 vezes na
mediana apds administracdo da 12 para 42 dose da PCV10 no Grupo 1, e mais de 50
vezes avaliando-se o Grupo 2. Portanto, independentemente da crianca ter patologia
ou ndo, a resposta foi satisfatoria.

E importante registrar que, neste sistema, além da deteccdo dos provaveis
anticorpos para 0s sorotipos capsulares presentes na vacina, incluem-se também
anticorpos para 0s componentes proteicos incluidos na mesma, como a proteina D
nao tipavel do H. influenzae (NTHi) e os toxoides tetanico e diftérico.

Outro recente trabalho revelou que a vacinacdo de criancas quenianas de 12-
59 meses com duas doses da PCV10 com intervalos de dois a seis meses foi
imunogénica. Nesse estudo de fase Ill, duplo-cego, randomizado e controlado, foram
coletadas amostras de sangue de 375 criancas 30 dias ap6s a 12 dose e 30 dias
apoés a 22 dose e analisadas com ELISA 22F (HAMMITT et al., 2014).

Depois da 1% dose da vacina, >90% das criancas (Grupo A e B)
desenvolveram anticorpos IgG = 0,35 pg/mL para os sorotipos 1, 4, 5, 7F, 9V e 18C
guando comparado ao Grupo C (n&o imunizadas com a PCV10). Apos a 22 dose da
vacina > 90% das criangas desenvolveram anticorpos IgG = 0,35 ug/mL para todos
0s sorotipos vacinais (HAMMITT et al., 2014).

Nossa populagao de estudo, 43 criancas, apresentou boa resposta a PCV10
na 42 dose. De T1 para T4 houve um aumento de 19 vezes na mediana de
anticorpos IgG.

Adicionalmente, este trabalho também se propds avaliar possivel presenca de
deficiéncias de imunoglobulinas nos dois grupos (Grupo 1 e Grupo 2). Deficiéncia de
imunoglobulina (Ig) € um fator de risco conhecido para infecgbes por Streptococcus
pneumoniae ou Haemophilus influenzae e doencas invasivas notaveis (MARTINOT
et al., 2014).

Como resultados, relatamos que 38,5% das criangas do Grupo 1 tiveram

baixos niveis séricos de IgM e 23% apresentaram niveis séricos reduzidos de IgG.
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Essas criangcas apresentam uma probabilidade maior a doengas pneumocécicas
invasivas (DPI) por pneumococo e, por conseguinte, a comorbidades,
diferentemente das criancas do Grupo 2, em que apenas 6,7% apresentaram baixos
niveis séricos de IgG. Nao foi encontrado nenhum caso sugestivo de deficiéncia de
IgA.

Num estudo com 119 pacientes adultos e criangas, hospitalizados devido a
doencas invasivas, 110 casos por Streptococcus pneumoniae, 45 destes casos
(37,8%) apresentavam certa anormalidade e 37 tinham deficiéncia de Ig (20 1gG <6
g/l, 4 1gA <0.7 g/l, e 13 IgM <0.5 g/l). Dentre esses 45 pacientes, 19 tiveram
imunodeficiéncias primérias (imunodeficiéncia variavel comum e deficiéncia completa
de IgA) e 14 com deficiéncias secundarias, principalmente doencas linfoproliferativas
(MARTINOT et al., 2014).

Infecgdo por virus da imunodeficiéncia humana (HIV) aumenta ainda mais o
risco de infecgdo por pneumococos em até 100 vezes. Acredita-se que um defeito
na imunidade mediada por células T seja responsavel pela alta carga de doenca
pneumocécica, todavia, uma deterioracdo da imunidade de células B,
particularmente durante as primeiras fases da progressao do HIV, pode amplificar o
defeito imunolégico (IWAJOMO et al., 2011).

Avaliando-se 76 criancas HIV positivas e 37 criancas saudaveis africanas, o
namero de células B de memdria especificas contra antigenos do pneumococo foi
menor em criancas infectadas pelo HIV do que em nao infectadas. Ocorre uma
maior deplecdo das subpopulagdes de células B mesmo naquelas minimamente
sintomaticas com uma proporcédo de ceélulas T CD4 de 215% (IWAJOMO et al.,
2011).

Isso pode em parte explicar por que essas criangas sao particularmente
propensas a DPI e destaca a necessidade de novas abordagens para alcancar a
protecdo induzida pela vacina em longos periodos.

Também, muitos distarbios de imunodeficiéncia primaria predispde o individuo
a uma infeccdo com organismos de polissacarideos revestidos, em particular os
distarbios imunoldégicos, que incluem uma deficiéncia da subclasse 1gG2 (BOYLE et
al., 2006).

Além disso, um grupo distinto de pacientes tem resposta sorolégica baixa a
antigenos polissacaridicos, mas niveis normais de imunoglobulinas e subclasses de

IgG e respostas normais a antigenos proteicos. Este padréo de disfuncédo imune tem
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sido chamado de deficiéncia de anticorpo especifico (SAD), notificada mais
frequentemente em criangas (BOYLE et al., 2006). No nosso estudo, apenas duas
criancas (5%) ndo apresentaram niveis significativos de anticorpos IgG anti-PCV10,
podendo representar casos sugestivos de SAD.

E bem descrito na literatura que durante a gravidez humana, a IgG materna é
transportada da mée para o feto através da placenta para conferir imunidade passiva
para o feto. Por um lado, protege o feto de infeccdo e, por outro, protege o feto de
uma rejeicdo imunoldgica pela mae (LI et al., 2014).

Por conta disso, dosamos a IgG sérica ndo somente nas amostras apés a 12
dose da vacina, mas também apos a 42 dose, para verificar a producdo propria de
IgG das criancas avaliadas, desde que é possivel encontrar IgG materna até os seis
meses de idade. Em ambos os grupos encontramos um aumento de mais de 2
vezes nas medianas das concentracdes de IgG, nem foi encontrado amostra com
IgG sérica inferior a 400 mg/dL (valor referencial para criangas acima de 12 meses
de idade).

Finalmente, sugerimos através de nossos achados, que a resposta
imunogénica a PCV10 ndo é inferior em criancas portadoras de doencas crbnicas
e/ou imunodeficiéncias quando comparada com crian¢as higidas. Sugerimos ainda,
que é possivel usar a vacina PCV10 para avaliacdo geral da resposta imunogénica
por imunoensaio, como triagem, sem desconsiderar a deteccdo de anticorpos
individuais especificos para 0s sorotipos presentes na vacina como teste padrao

para avaliagéo de cobertura vacinal adequada em uma populagéo.
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9.0 CONCLUSOES

1. Aresposta imune humoral de anticorpos IgG pode ser estimada através da
utilizacdo da vacina conjugada que apresenta em sua composicao 10

sorotipos pneumocdécicos, como mostrou esse estudo pioneiro.

2. Imunogenicidade de anticorpos IgG a vacina pneumocaocica conjugada 10-
valente é satisfatéria tanto em criancas portadoras de doencas crénicas ou

potencialmente imunocomprometidas quanto em criancas saudaveis.

3. Os niveis de anticorpos aumentam significativamente da 12 para a 42 dose
da vacina. A dose de reforco é fundamental para adequada imunoprotecéo

de criangas mais susceptiveis a doencas pneumocécicas.

4. Niveis séricos mais baixos de IgG e IgM foram encontrados em criancas
potencialmente imunocomprometidas em relacdo as criancas higidas. A
pesquisa de possivel deficiéncia de imunoglobulinas nessa faixa etaria é
importante, devido a maior probabilidade de doencas invasivas causadas

pelo pneumococo.



10.0

49

REFERENCIAS

ADAMKIEWICZ, T. V. et al. Effectiveness of the 7-Valent Pneumococcal
Conjugate Vaccine in Children With Sickle Cell Disease in the First Decade of
Life. Pediatrics, v. 121, n. 3, mar. 2008.

ARJUNARAJA, S.; PAOLETTI, L. C.; SNAPPER, C. M. Structurally identical
capsular polysaccharide expressed by intact Group B Streptococcus versus
Streptococcus pneumoniae elicits distinct murine polysaccharide-specific 1gG
responses in vivo. The Journal of Immunology, v. 188, n.11, p. 5238-5246,
1jun. 2012.

AVANZINI A. M. et al. Children with recurrent otitis show defective IFNy-
producing cells in adenoids. Pediatric Allergy and Immunology, v. 19, n. 6,
p. 523-526, 2008.

BAKIR, M.; TUREL, O.; TOPACHEVSKYI, O. Cost-effectiveness of new
pneumococcal conjugate vaccines in Turkey: a decision analytical model.
BMC Health Services Research, v. 386, n. 12, p.1-12, 2012.

BALACHANDRAN, P. et al. The Autolytic Enzyme LytA of Streptococcus
pneumoniae Is Not Responsible for Releasing Pneumolysin. Journal of
Bacteriology, v. 183, n. 10, p. 3108-3116, mai. 2001.

BALMER, P.; CANT, A. J.; BORROW, R. Anti-pneumococcal antibody titre
measurement: what useful information does it yield? Journal of Clinical
Pathology, v. 60, n. 4, p. 345-350, abr. 2007.

BEWLEY, M. A. et al. Pneumolysin Activates Macrophage Lysosomal
Membrane Permeabilization and Executes Apoptosis by Distinct Mechanisms
without Membrane Pore Formation. MBio, v. 5, n. 5, p. 1-13, 2014.

BOYLE, R. J. et al. The clinical syndrome of specific antibody deficiency in
children. Clinical & Experimental Immunology, v. 146, n. 3, p. 486-492, dez.
2006.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitaria.
Coordenacéo Geral do Programa Nacional de Imunizacdes. Informe Técnico
da Vacina Pneumocécica 10-valente (conjugada). Brasilia, DF, fev. 2010.
p. 5. Disponivel em: <http://www.sgc.goias.gov.br/upload/links/arg 723
infotec.pdf>. Acesso em: 21 dez. 2014.

10.COSTA, I. C. et al. Evaluation of humoral response to heptavalent

pneumococcal conjugate vaccine in HIV-infected children. Revista de Saude
Pablica, v. 42, n. 5, p. 844-850, 2008.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.jimmunol.org%2F&ei=zX6VVIvEI4igyASwkoCoAw&usg=AFQjCNFyrggdprLMvW9BEchWiS-7ZsiaMw&bvm=bv.82001339,d.aWw
http://www.sgc.goias.gov.br/upload/links/arq_723_%20%20%20infotec.pdf
http://www.sgc.goias.gov.br/upload/links/arq_723_%20%20%20infotec.pdf

50

11.DAGAN, R.; FRASCH, C. Clinical characteristics of a novel 10-valent
pneumococcal non-typeable Haemophilus influenzae protein D conjugate
vaccine candidate (PHID-CV). Introduction. The Pediatric Infectious Disease
Journal, v. 28, n. 4, p. S63-S65, abr. 2009.

12.DEL AMO, E. et al. High invasiveness of pneumococcal serotypes included in
the new generation of conjugate vaccines. Clinical Microbiology and
Infection, v. 20, n. 7, p. 684-689, jul. 2014.

13.DICKO, A. et al. Primary vaccination with the 10-valent pneumococcal non-
typeable Haemophilus influenzae protein D conjugate vaccine (PHID-CV) in
infants in Mali and Nigeria: a randomized controlled trial. BMC Public Health,
v. 882, n. 11, p. 1-12, 2011.

14.DOMINGUES, C. M. et al. Effectiveness of ten-valent pneumococcal
conjugate vaccine against invasive pneumococcal disease in Brazil: a
matched case-control study. The Lancet Respiratory Medicine, v.2, n. 6, p.
464-471, jun. 2014.

15.DRAING, C. et al. Cytokine induction by Gram-positive bacteria.
Immunobiology, v. 213, p. 285-296, 2008.

16.EARNSHAW, S. R. et al. Cost-effectiveness of 2 + 1 dosing of 13-valent and
10-valent pneumococcal conjugate vaccines in Canada. BMC Health
Services Research, v. 101, n. 12, p.1-13, 2012.

17.FREY, A.; DI CANZIO, J.; ZURAKOWSKI, D. A statistically defined endpoint
titer determination method for Immunoassays. Journal of Immunological
Methods, v. 221, p. 35-41, 1998.

18.HAMMITT, L. L. et al. Immunogenicity, Impact on Carriage and Reactogenicity
of 10-Valent Pneumococcal Non-Typeable Haemophilus influenzae Protein D
Conjugate Vaccine in Kenyan Children Aged 1-4 Years: A Randomized
Controlled Trial. PLOS ONE Journal Information, v. 9, n. 1, p. 1-10, jan.
2014.

19.HAMMITT, L. L. et al. Population effect of 10-valent pneumococcal conjugate
vaccine on nasopharyngeal carriage of Streptococcus pneumoniae and non-
typeable Haemophilus influenzae in Kilifi, Kenya: findings from cross-sectional
carriage studies. The Lancet Global Health, v. 2, p. 397-405, jul. 2014.

20.HENCKAERTS, |I. et al. Critical Differences between Pneumococcal
Polysaccharide Enzyme-Linked Immunosorbent Assays with and without 22F
Inhibition at Low Antibody Concentrations in Pediatric Sera. Clinical and
Vaccine Immunology, v.13, n. 3, p. 356-360, mar. 2006.

21.HU, D. K. et al. Roles of virulence genes (PsaA and CpsA) on the invasion of
Streptococcus pneumoniae into blood system. European Journal of Medical
Research, v. 18, n. 14, p. 1-6, 17 mai. 2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Domingues%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24726406
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0CFoQFjAH&url=http%3A%2F%2Fwww.sciencedirect.com%2Fscience%2Fjournal%2F2214109X&ei=g4KVVNPhGsX5yQTK1YKgAw&usg=AFQjCNGzgLTX4l-EiOhxlPCKCYNVVJvYsQ&bvm=bv.82001339,d.aWw

51

22.IWAJOMO, O. H. et al. Deteriorating Pneumococcal-Specific B-Cell Memory in
Minimally Symptomatic African Children With HIV Infection. The Journal of
Infectious Diseases, v. 204, n. 4, p. 534-543, 15 ago. 2011.

23.KLUGMAN, K. P. et al. A Trial of a 9-Valent Pneumococcal Conjugate Vaccine
in Children with and Those without HIV Infection. The new england journal of
medicine, v. 349, n. 14, p. 1341-1348, 2 out. 2003.

24. KONEMAN, Elmer W. Diagndéstico microbioldgico: texto e atlas colorido. 6.
ed. Rio de Janeiro, RJ: Guanabara Koogan, c2008. 707-712p.

25.KUNG, E. et al. The Pneumococcal Polysaccharide Capsule and Pneumolysin
Differentially Affect CXCL8 and IL-6 Release from Cells of the Upper and
Lower Respiratory Tract. PLOS ONE Journal Information, v. 9, n. 3, p. 1-6,
mar.2014.

26.LI, J. et al. Two ultrastructural distribution patterns of immunoglobulin G in
human placenta and functional implications. Biology of Reproduction, v. 91,
n. 5, p. 1-25, nov. 2014.

27.LIU, X.; HAN, Q.; LENG. J. Analysis of nucleotide-binding oligomerization
domain proteins in a murine model of pneumococcal meningitis. BMC
Infectious Diseases, v. 648, n. 14, p.1-6, 2014.

28.MADHI, S. A. et al. Inferior quantitative and qualitative immune responses to
pneumococcal conjugate vaccine in infants with nasopharyngeal colonization
by Streptococcus pneumoniae during the primary series of immunization.
Vaccine, v. 29, p. 6994— 7001, 2011.

29.MARIMON, J. M. et al. Molecular epidemiology and variants of the multidrug-
resistant Streptococcus pneumoniae Spain*-5 international clone among
Spanish clinical isolates. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v.57, n.
4, p. 654-660, 2006.

30.MARTINOT, M. et al. Immunoglobulin deficiency in patients with
Streptococcus pneumonia or Haemophilus influenzae invasive infections.
International Journal of Infectious Diseases, v. 19, p. 79-84, 2014.

31.MENEZES, A. P. O. et al. Serotype distribution and antimicrobial resistance
of Streptococcus pneumoniae prior to introduction of the 10-valent
pneumococcal conjugate vaccine in Brazil, 2000-2007. Vaccine, v. 29, n. 6,
p. 1139-1144, 1 fev. 2011.

32.MITCHELL, T. J. Virulence factors and the pathogenesis of disease caused by
Streptococcus pneumoniae. Research in Microbiology, v. 151, p. 413-419,
2000.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fjid.oxfordjournals.org%2F&ei=GrWVVM2WMYaUyATl_4GgAw&usg=AFQjCNFSrCfK2BJTUz4i67e5z8D5qmnVtw&bvm=bv.82001339,d.aWw
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fjid.oxfordjournals.org%2F&ei=GrWVVM2WMYaUyATl_4GgAw&usg=AFQjCNFSrCfK2BJTUz4i67e5z8D5qmnVtw&bvm=bv.82001339,d.aWw
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.journals.elsevier.com%2Fresearch-in-microbiology%2F&ei=862VVJL-LomjyATwqYGgAw&usg=AFQjCNH5TpackwWdl2jcoYz2h-29ntX_qQ&bvm=bv.82001339,d.aWw

52

33.MUNOZ-ALMAGRO, C.; SELVA, L., PALLARES, R. Influence of
pneumococcal vaccine on the incidence of empyema. Current Opinion in
Pulmonary Medicine, v.16, n. 4, p. 394-398, jul. 2010.

34.MOREIRA, L. O. et al. The TLR2-MyD88-NOD2-RIPK2 signalling axis
regulates a balanced pro-inflammatory and IL-10-mediated anti-inflammatory
cytokine response to Gram-positive cell walls. Cellular Microbiology, v. 10, n.
10, p. 2067-2077, 2008.

35.0MENACA, F. et al. Immunization of Preterm Infants With 10-Valent
Pneumococcal Conjugate Vaccine. Pediatrics, v. 128, n. 2, ago. 2011.

36.PICARD, C.; CASANOVA, J. L.; PUEL, A. Infectious diseases in patients with
IRAK-4, MyD88, NEMO, or IkBa deficiency. Clinical Microbiology Reviews,
V. 24, n. 3, p. 490-497, jul. 2011.

37.POOLMAN, J. T. et al. Evaluation of Pneumococcal Polysaccharide
Immunoassays Using a 22F Adsorption Step with Serum Samples from Infants
Vaccinated with Conjugate Vaccines. Clinical and Vaccine Immunology,
v.17,n.1, p. 134-142, jan. 2010.

38.RICCI, S. et al. Contribution of different pneumococcal virulence factors to
experimental meningitis in mice. BMC Infectious Diseases, v. 444, n. 13, p.
1-11, 2013.

39.RUSSELL, F. M. et al. Immunogenicity following one, two, or three doses of
the 7-valent pneumococcal conjugate vaccine. Vaccine, v. 27, p. 5685-5691,
20009.

40.SHARMA, S. K.; CASEY, J. R.; PICHICHERO, M. E. Reduced Serum IgG
Responses to Pneumococcal Antigens in Otitis-Prone Children May Be Due to
Poor Memory B-Cell Generation. The Journal of Infectious Diseases, V.
205, n. 8, p. 1225-1229, 2012.

41.SIMONSEN, L. et al. Effect of 13-valent pneumococcal conjugate vaccine on
admissions to hospital 2 years after its introduction in the USA: a time series
analysis. The Lancet Respiratory Medicine, v.2, n. 5, p. 387-394, mai. 2014.

42.SKOVSTED, |. C. Purification and structure characterization of the active
component in the pneumococcal 22F polysaccharide capsule used for
adsorption in pneumococcal enzyme-linked immunosorbent assays. Vaccine,
v. 25, n. 35, p. 6490-6500, 29 ago. 2007.

43.SLOTVED, H.-C. et al. Developing an ELISA using serotype-specific antigens
from selected pneumococcal strains of own selection. Vaccine, v. 25, p.
2513-2517, 2007.

44. TOBUDIC, S. et al. Randomized, Single Blind, Controlled Trial to Evaluate the
Prime-Boost Strategy for Pneumococcal Vaccination in Renal Transplant
Recipients. PLOS ONE Journal Information, v. 7, n. 9, p. 1-7, set. 2012.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fjournals.lww.com%2Fco-pulmonarymedicine%2Fpages%2Fdefault.aspx&ei=37KVVOj1O42LyATLx4KYCg&usg=AFQjCNGAz74ny09mQ_Z2SO4vcUhQ0zuOmw&bvm=bv.82001339,d.aWw
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fjournals.lww.com%2Fco-pulmonarymedicine%2Fpages%2Fdefault.aspx&ei=37KVVOj1O42LyATLx4KYCg&usg=AFQjCNGAz74ny09mQ_Z2SO4vcUhQ0zuOmw&bvm=bv.82001339,d.aWw

53

45.VESIKARI, T. et al. Immunogenicity of the 10-Valent Pneumococcal Non-
typeable Haemophilus influenzae Protein D Conjugate Vaccine (PHID-CV)
Compared to the Licensed 7vCRM Vaccine. The Pediatric Infectious
Disease Journal, v. 28, n. 4, p. S66-S76, abr. 2009.

46.WANG, S.; CURTISS, R. Development of Streptococcus pneumoniae
Vaccines Using Live Vectors. Vaccines (Basel), v. 2, n. 1, p. 49-88, 7 jan.
2014.

47.WELLMER, A. et al. Decreased Virulence of a Pneumolysin-Deficient Strain of
Streptococcus pneumoniae in Murine Meningitis. Infection and Immunity, v.
70, n. 11, p. 6504-6508, nov. 2012.

48. WERNETTE, C. M. et al. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for
Quantitation of Human Antibodies to Pneumococcal Polysaccharides. Clinical
and Diagnostic Laboratory Immunology, v. 10, n. 4, p. 514-519, jul. 2003.

49.XIA, Y.; GUO, X. G.; ZHOU, S. Rapid detection of Streptococcus pneumoniae
by real-time fluorescence loop-mediated isothermal amplification. Journal of
Thoracic Disease, v. 6. n. 9, p 1193-1199, set. 2014.

50. YESILKAYA, H. et al. Role of manganese-containing superoxide dismutase in
oxidative stress and virulence of Streptococcus pneumoniae. Infection and
Immunity, v. 68, n. 5, p. 2819-2826, mai. 2000.

51.ZHANG, Q. et al. Low CD4 T Cell Immunity to Pneumolysin Is Associated with
Nasopharyngeal Carriage of Pneumococci in Children. The Journal of
Infectious Diseases, v. 195, n. 8, p. 1194-1202, 15 abr. 2007.

52.ZHANG, S.; WILSON, F.; PACE, L. Streptococcus pneumoniae-associated
cellulitis in a two-month-old Domestic Shorthair kitten. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, v. 221, n. 18, p. 221-224, 1 mar. 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25309747
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fjid.oxfordjournals.org%2F&ei=GrWVVM2WMYaUyATl_4GgAw&usg=AFQjCNFSrCfK2BJTUz4i67e5z8D5qmnVtw&bvm=bv.82001339,d.aWw
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ANEXOS

ANEXO A: PARECER DO COMITE DE ETICA |

.

N
Secretaria Municipal da Saude
Coordenadoria de Desenvolvimento de Recursos Humanos
Subcoordenacdo de Capacitagio e Desenvolvimento de Pessoal

Salvador, 30 de junho de 2011.
PARECER

Analise do projeto de pesquisa da Dra. JOICE NEVES REIS, Professora Adjunta da
Faculdade de Farmacia da UFBA, intitulada “Impacto da Vacina Pneumococica
10-valente nas infecgdes Invasivas e Eventos de Colonizagdo Nasofaringeana
em Criancas na Cidade de Salvador-Bahia”. Este estudo tem como objetivos
estimar o impacto da vacina conjugada PC10 em infecgdes invasivas na cidade de
Salvador, e avaliar o impacto da mesma em eventos de colonizagao
nasofaringeanas pelo pneumococo em dois grupos de criangas, sendo um vacinado
€ outro contactante dos vacinados.

Na analise do projeto conforme Resolugdo CNS n° 196/1996, percebemos:

e No TCLE que o item Procedimento nao explicita de forma clara para os
sujeitos da pesquisa a realizagdo das coletas, conforme previsto no Capitulo
IV.1, itens b); e e) da Res. CNS196/96.

Consideramos favoravel disponibilizar o acesso a Unidade de Saude 16° Centro,
atentando para a observagdo do TCLE, e ressaltando que, devera ser anexado o
parecer do CEP/CHUPES/UFBA, autorizando um adendo ao projeto para incluir a
unidade acima referida.

Por fim, sugerimos encaminhar este projeto para conhecimento da area técnica de
imunizagdo da COSAM.

7

Salvad r,//ac)]:ie jun%a
";'/ " 4 \ % Z ¥ 4
y s
Imir Silva Ferreira
Téc/ Capacitagao/CDRH/SMS.

' Almir Silva Ferreira

Métricula - 104420
Técnkoo CADEP/CDRH/SMS
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PARECER DO COMITE DE ETICA I

Universidade Federal da Bahia
Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos
Diretoria Adjunta de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DAEPE)
Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
Rua Augusto Viana, s/n - Canela — Salvador — Bahia CEP: 40.110-060
Tel.: (71) 3283-8043 FAX: (71) 3283-8141
E-mail: cep.hupes@gmail.com

PARECER ADENDO CEP/HUPES

A Pesquisadora Joice Neves Reis Pedreira, encaminhou ao Comité de Etica em Pesquisa do
Complexo-HUPES o adendo do projeto de pesquisa intitulado “Impacto da Vacina
Pneumocdcica 10- valente nas infec¢des invasivas e eventos de colonizagio
nasofaringeana em criangas na cidade de Salvador- Bahia.”, projetos este que foi
protocolado sob numero 04/2011, avaliado e aprovado em parecer datado de 19 de maio de

2011,

O referido adendo solicita as seguintes modificagdes:

¢ Inclusdo da Unidade de Saude do 16° Centro para a execugéo da pesquisa;
o Alteragdo no Termo de Compromisso Livre ¢ Esclarecido, item procedimento
para melhor esclarecimento da coleta de swab.
Protocolo CEP/HUPES — 04/2011

O CEP/HUPES Avaliou e Aprovou a Solicitacio do Adendo em 06 de outubro de

2011.

Prof. Dr. Roberto Bﬁ arb, MD, PhD
Coordenador do Comité de Bfica em Pesquisa/HUPES



ANEXO C: PARECER DO COMITE DE ETICA Il

Parecer Consubstanciado de Projeto

Titulo do Projeto: Impacto da vacina pneumocécica 10-valente nas infecgdes invasivas e
eventos de colonizagdo nasofaringeana em criancas na cidade de Salvador-Bahia.

[ Pesquisador Responsavel Joice Neves Reis Pedreira .

[Data da Versao 15/12/2010 | [Cadastro 04/11 | [Data do Parecer 19/05/2011 |

[ Grupo e Area Tematica 1.8 Cooperagio estrangeira |

Objetivos do Projeto

Estimar o impacto da vacina conjugada PCV10 em infecgdes invasivas na cidade de Salvador
e avaliar o impacto da mesma em eventos de colonizagdo nasofaringeana pelo pneumococo
em dois grupos de criangas, sendo um vacinado e outro contactante dos vacinados.

Sumario do Projeto

Apresenta boa fundamentagio teérica sobre vacinas pneumocécicas e infecgoes
pneumococicas em criangas. Justifica adequadamente a realizacéo do projeto considerando-
se que o amplo uso da PCV7 em outros paises alterou a epidemiologia da colonizac¢ao e da
doenca invasiva pneumocécica, aumentando a doenga por sorotipos nao-vacinais. No Brasil,
muito provavelmente, o beneficio em longo prazo da vacina conjugada (PCV10) esta
comprometido pela substituigdo dos sorotipos vacinais por nao-vacinais. Assim, manter e
ampliar os sistemas de vigilancia para doenga pneumocécica invasiva na era de implantagao
da vacina é essencial para compreender a dindmica da transigao nos eventos de colonizagao
e o impacto da mesma na doenca invasiva.

O desenho para o estudo de colonizacao caracteriza-se como de coorte prospectiva a ser
realizado no CRIE (Centro de Referéncia de Imunobiolégicos Especiais) da UFBA. Serdo
selecionadas criangas com idade entre 6 semanas e menores que 2 anos (grupo dos
expostos) e menores ou igual a 6 anos (grupo comparagéo). Os procedimentos de coleta e
processamento do material e amostras para estudo estao bem detalhados no método. Sera
desenvolvido paralelamente uma vigilancia epidemiolégica para identificar as culturas
positivas de fluido cérebro-espinhal para S. pneumoniae no Hospital Couto Maia.

Os critérios de inclusido e de exclusao estdo descritos, orgamento, referéncias bibliografias e
local de realizagao do estudo, bem como as avaliagdes finais. As analises estatisticas estao
descritas.

Aspectos relevantes para avaliagdo Situacao

Titulo Adequado

Relagdo dos Pesquisadores Adequada

Local de Origem na Instituicao Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Nao

Local de Realizagdao Outro (citar no comentario)
Outras instituicées envolvidas Nao
Condigdes para realizagdo Adequadas

Introdugédo Adequada

Objetivos Adequados

Método
Tipo de projeto Pesquisa em Seres Humanos
Delineamento Adequado
Tamanho de amostra Total Na Instituicdo

Calculo do tamanho da amostra

Nao informado

Participantes pertencentes a grupos especiais

Menores de 18 anos

Selegéo eqiiitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusdo e exclusdo Adequados
Relacéo risco- beneficio Adequada
Uso de placebo Nao utiliza
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Periodo de suspensio de uso de drogas (wash out) | Nao utiliza
Monitoramento da seguranga e dados Ausente
Armazenamento de material biolégico Adequado
Instrumentos de coleta de dados Adequados
Avaliagdo dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Adequado
Adequacéo as Normas e Diretrizes Sim
Cronograma Comentario
Data de inicio prevista nao informada
Data de término prevista néo inform
Orgamento Adequado
Solicita recursos a instituicdo Nao
Fonte de financiamento externa Agéncia de fomento
Referéncias Bibliograficas Adequadas
Recomendagdo
| Aprovar

Comentarios Gerais sobre o Projeto
Projeto Aprovado.

Sugestdes corrigidas pelo pesquisador. O Projeto em questdo atende aos
requisitos definidos pelos principios bioéticos para pesquisa em seres
humanos, exigidos pelas resolugdes do CNS.

- Analise do TCLE

A analise do TCLE teve como referéncia a Resolugdo 196/96, do Conselho
Nacional de Satde - CNS. O documento identifica o pesquisador responsavel
e respeita os quatro referenciais basicos da bioética. Assegura a autonomia
do sujeito da pesquisa de participar voluntariamente ou retirar-se da
pesquisa a qualquer momento. Caso rejeite ou retire-se do estudo, nao
havera prejuizo para o seu atendimento. O sigilo no tratamento das
informagdes esta garantido. Os riscos e beneficios provenientes da
participacdo no estudo estao descritos no TCLE.

Informagoes ao pesquisador:

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar
seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e
sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e deve receber
uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (ltem IV.2.d).

« O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no
protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apds analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item lI1.3.2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime
oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram acgéo
imediata.
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* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos
relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E
papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e
enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA - junto com seu posicionamento.

Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em
/ / e ao término do estudo.

At

ROBERTO BADARO, MD PHD
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ANEXO D: TERMO DE COMPROMISSO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Impacto da vacina pneumocdcica 10-valente nas infecgdes invasivas e
eventos de colonizacdo nasofaringeana em criancas na cidade de Salvador-Bahia.

Paciente: No. de estudo:

Para ser lido a todos responséaveis legais dos pacientes menores: As informacgdes que se
seguem descrevem o estudo de pesquisa e 0 seu papel como participante. O entrevistador
responderd a quaisquer perguntas que vocé tiver sobre este questionario ou sobre o estudo de
pesquisa. Por favor, ouca com atencdo e ndo hesite em fazer qualquer pergunta sobre a
informac&o que esté4 sendo fornecida.

Objetivo do Estudo de Pesquisa:

Sua crianca estd sendo convidada a participar de um estudo de pesquisas que estamos
realizando no Centro de Referéncia de Imunobioldgicos especiais — CRIEs do Hospital das
Clinicas sobre o impacto da vacina pneumococica 10-valente nas infec¢bes invasivas e
eventos de colonizagdo nasofaringeana em criancas na cidade de Salvador-Bahia. N&s
convidamos vocé a participar deste estudo porque estamos monitorando os casos de
colonizacdo e doenca invasiva pneumococica em Salvador para saber se a infecgcdo poderia ter
sido prevenida pela vacina. Os resultados do estudo poderdo trazer informagdes importantes
para que os governos possam avaliar o impacto do uso de vacinas e controle da doenca
pneumococica.

Procedimento:

Se vocé voluntariamente decidir que sua crianca participe deste estudo de pesquisas apos ter
lido este formulario de consentimento, o investigador lhe fara perguntas relacionadas ao local
onde vocé mora, sua ocupacdo e sua histéria médica. Pediremos para ver seu registro de
vacinacdo e/ou o registro de vacinacdo da crianca pela qual é responsavel assim como
documento de registro de nascimento. As perguntas levam aproximadamente 10 minutos. A
coleta de espécime clinico consiste na obtencdo de secrecdo nasofaringeana de criancgas
saudaveis admitidas no estudo onde iremos colher o material através do nariz da crianga
utilizando um swab (espécie de cotonete grande) e uma amostra de sangue (2 a 5 mL) para
dosagem de concentragdo de IgG sérica especifica contra os polissacarideos de cada um dos
dez sorotipos pneumocdécicos por ensaio imunoenzimatico (ELISA) . Sendo 0s riscos
minimos, incluindo desconforto associado com a coleta do swab nasofaringeano e dor na
coleta sanguinea. Ndo h& nenhum risco na participacéo desse estudo de pesquisas.

Sigilo:

As respostas obtidas durante a entrevista, as informac6es do seu cartdo vacinal ou de seus
exames serdo confidenciais e apenas vocé e o investigador terdo acesso a elas. Vocé ndo sera
identificado (a) em qualquer relatério ou publicacdo resultante deste estudo de pesquisas.

Participacdo voluntaria:

Sua participacdo neste estudo de pesquisas é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou
pode desistir de participar em qualquer momento do estudo de pesquisas se vocé quiser. Vocé
ndo precisa responder a qualquer pergunta durante a entrevista. Sua recusa em participar no
estudo de pesquisas ou em parte do mesmo, ou sua deciséo de interromper sua participagéo,
ndo afetara seu cuidado futuro de nenhuma forma, nem prejudicara suas relacbes com o CRIE
e sua crianga poderd continuar sendo vacinada no presente ou no futuro. Vocé ndo sera
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responsavel por nenhuma despesa associada a este estudo de pesquisas, nem recebera
compensacao financeira. Vocé receberd uma cépia deste formulario.

Beneficios: Néo havera de imediato beneficio para o paciente. Mas, indiretamente os
participantes estardo contribuindo com informagbes muito importantes no estudo das
colonizagdo pneumocdcica e desenvolvimento de doenca invasiva que poderdo melhorar o
controle da doenca e aumentar o conhecimento cientifico.

Com guem contatar:

Se vocé tiver qualquer pergunta futura sobre sua participacdo neste estudo, ou sobre seus
direitos como participante desta pesquisa, por favor, entre em contato com a Dra. Joice Neves
Reis Pedreira pelo telefone: (71) 3283-6946/ 6949; fax: (71) 3283-6921ou no endereco:
Universidade Federal da Bahia situada na Rua Bardo de Jeremoabo, s/n, Campus de Ondina
Faculdade de Farmécia CEP: 40170-115

Consentimento:

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a
participacdo de meu (minha) filho (a) neste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma
clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coercéao, dos objetivos, da
justificativa, dos riscos, desconfortos e beneficios todos acima descritos.

Assinatura do paciente Data Hora

Impressao datiloscopia do paciente

Eu ouvi e entendi este formulario de consentimento. Minhas ddvidas foram respondidas. Eu
voluntariamente consinto que o paciente do qual eu sou pai ou mée ou responsavel legal
participe deste estudo de pesquisas.

Assinatura do pai ou mae ou responsavel legal Data hora

Impressao datiloscopia do pai ou mae ou guardiao legal

Assinatura do Investigador Data Hora

Assinatura da testemunha Data Hora
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ANEXO E: MODELO DO QUESTIONARIO APLICADO AS CRIANCAS DO
CRIE/UFBA (P) APOS 1°, 2°, 3° E 4° DOSES DA VACINA.

@@
o QEPIP1- Questionario Epidemiologico
ez Caso P1
UFBA
| Estudo do Impacto da Vacina Pneumocécica |
CDIND DCDIND DGIND | DDGIND DG2IND | DDG2IND
Data da Entrevista: DEINDP1
Iniciais do Entrevistador: EINDP1
[ I. IDENTIFICAGAO: |
11 N° de Identificac&o no estudo: EIVP1
Y
[ 1I. HISTORIA EPIDEMIOLOGICA
2.1 | Qual a data de nascimento do individuo? I__I__| |
Qual o sexo do individuo? |_| (1= M; 2=F) DNASC|__ ||
Como o individuo, ou o responsavel por ele, se define em relacéo a SEXO |_|
sua propria cor? |_| il
(1=Branco; 2= Negro;3= Mulato;4=Indigena;5=Pardo; 6=0utro) COR |_|
Qual a procedéncia? (1= RMS; 2= Interior;3= Outro;4=N&o sabe) |__| Bl
PROC|_|
III. DADOS DOMICILIARES
3.1 | Quantas pessoas moram na casa? |__|__ | QPMC | | |
Quantas criancas moram na casa (<15 anos)?|__| Q15| |7|7
Quantas criancas moram na casa (< 6 anos)? |__| Q6 |—|—|
Quantas criancas moram na casa (< 2 anos)? |__| Q2| _l _|
Quantos individuos tem idade 265 anos? |__| Q65|_|_ |
Quantos cémodos tem na casa? |__|_ | QCOW_I ‘
Quantas camas tem na casa? [__| _ QCAIVIA|_|_ |
Ha fumantes na casa? (1=SIM; 2=NAO) I__| FUMC]| |__
Qual a renda mensal da familia? (1= até 1 salario minimo; 2= mais que RENDAT |
1a3;3=maisque 3ab;4=maisque d)| | —
| IV. COMORBIDADES |
4.1 | O individuo apresenta alguma das doencas abaixo? (1=SIM; 2=NAQ;
8=NAO SE APLICA: 9= NAO SABE) CeL SRR
Asplenia anatémica e funcional I__|
Diabetes melitus |_| ’S’:,I';'T‘ '—||
Doenca cardiovascular 1__| DCVP'I|_ |
Doenca neurolégica incapacitante |__| DNIP1 | _|
Doencas de depésito I__| DDP1 | _I
Doenca pulmonar crénica (incluindo asma) |__| DPCP‘]T |
Hepatopatia crénica 1__| HECP1 |_|
Imunodeficiéncia congénita I__| ICP1 | |_
Imunodeficiéncia adquirida (HIV,uso corticoide, QT/RT, outros) I__| IAP1 |—|
Hemoglobinopatias I__| HMGFW\ |
Renal crénico |__| RCP1 | |—
Bebé exposto ao HIV I__| ST
BBHIVP1 [_|
Qutro I__| Qual? QCOMORBP1 |_|
Qual idade a crianca tinha quando a doenca foi detectada? (em QIDADEP1 —
meses) || | |
| V. FATORES DE RISCO PARA COLONIZAGCAO NASOFARINGEANA |
5.1 | A crianca esteve doente no Gltimo més?
Sim N&o N&o sabe [ 9] ceie sl L]
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QEPIP1- Questionario Epidemiologico

QUEST_IMPACTO VP_CASO_MODIFICADO (1).DOC IMPACTO DA PCV10

e Caso P1
UFBA
5.2 | Caso sim, a crianca teve alguma das doencas abaixo no ultimo més?
1 Gripe 5 Pneumonia
2 Bronquite 6 Outra gggﬁﬁéi:?!l_l
3 Sinusite 8 N&o se aplica —_—
4 Otite 9 N&o sabe
Se outra, qual?
5.3 | Acrianca ficou internada?
Sim N&o Néo se aplica N&o sabe E INTERNP1|_|
Caso sim, em que unidade de saude? GlLERF
5.4 | A crianca fez uso de algum antibiotico? ANTIBP1 |_|
Sim Nao Néo se aplica Naosabe [9]| | qaNTIBRPT
Caso sim, qual?
5.5 | O paciente vai para creche? CREP1
Sim N&o Néo se aplica N&o sabe [9] L
5.6 | O paciente frequenta escola? ESCP1 ||
Sim Né&o Néo se aplica Né&o sabe @
[ VI. IMUNIZACAO
6.1 Qual a data em que fez uso da vacina pneumocdécica (1* DOSE)?
DVACP_/ [/
6.2 | Qual o lote da vacina? LOTVP1
Y )
Y Y
6.3 | Qual o tipo de vacina?
PCV10 PCV13 TIPVAPT ||
6.4 | Fez uso da Vacina em que lugar:
1 CRIE
2 16° Posto de saude do distrito
da Liberdade LVACP1 -
6.5 | Foicoletado o swab da nasofaringe da criangca?
Sim Nao CNASOP1 |_|
6.6 | Foicoletado o sangue da criangca?
Sim N&o CSANGUEP1 |_|
26/05/2011 2/2 Versao : 01
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ANEXO F: MODELO DO QUESTIONARIO APLICADO AS CRIANCAS DO 16°
CENTRO DE SAUDE (C) APOS 1°, 2°, 3° E 4° DOSES DA VACINA.

Questionario Epidemiolégico Grupo
Comparacio C1

| Estudo do Impacto da Vacina Pneumocdcica |

DGEPI DDGEPI DG2EPI | DDG2EPI
Data da Entrevista: DEINDCH
Iniciais do Entrevistador: EINDCA
| I. IDENTIFICACAO: |
1.1 N° de Identificac&o do individuo caso no estudo: EIVCT |||
| II. HISTORIA EPIDEMIOLOGICA

2.1 | Qual a data de nascimento do individuo? I____ | | I DNASC|__|__ ||
Qual o sexo do individuo? |__| (1= Masculino; 2=Feminino) SEXO |_|
Como o individuo, ou o responsavel por ele, se define em relacéo a
sua propria cor? |__| COR |_]
(1=Branco; 2= Negro;3= Mulato;4=Indigena;5=Pardo; 6=0utro)
Qual a procedéncia? (1= RMS;2=Interior; 3=0Outro; 4=N&o sabe)l__| PROC|__|
Cidade

[ III. DADOS DOMICILIARES

3.1 | Quantas pessoas moram na casa? |__|_ |
Quantas criancas moram na casa (<15 anos)?|__| QPMC |__|_|
Quantas criangas moram na casa (< 6 anos)? |__| Q15 ||
Quantas criancas moram na casa (< 2 anos)? |__| Q6 |_|_|
Quantos individuos tem idade 265 anos? |__| Q2 ||
Quantos cémodos tem na casa? |__|__| Q65 ||
Quantas camas tem na casa? |__| QCOM[__|_|
Ha fumantes na casa? (1=SIM; 2=NAQ) |__| QCAMAS|__|_ |
Qual a renda mensal da familia? (1= até 1 salario minimo; 2= mais que FUMC|__|
1a3;3=mais que 3a5; 4= mais que 5) [__| RENDA|__|

| IV. COMORBIDADES |

4 1 | Oindividuo apresenta alguma das doencas abaixo? (1=SIM; 2=NAQ;
8=NAO SE APLICA: 9= NAO SABE) || DOENCACT|_|
ggplenla anat_omlca e funcional |__| AAFC1 ||
iabetes melitus |__| DMC1 ||
Doenca cardiovascular I__| DCVC1T |
Doenca neuroldgica incapacitante |__| DNIC1 | _|
Doencas de depésito I__| DDCA| _|
Doenca pulmonar crénica (incluindo asma) |__| DPCC1_\ |
Hepatopatia cronica I__| HECCH \_l
Imunodeficiéncia congénita |__| IcC1| r
Imunodeficiéncia adquirida (HIV,uso corticéide, QT/RT, outros) I__| IACA |—|
Hemoglobinopatias I__| HMGCT\ |
Renal crénico |__| RCC1 | |—
Bebé exposto ao HIV I__| BBHlval |
Outro I__I Qual? —
= : - - QUALCT |__|
Qual idade a crianca tinha quando a doenca foi detectada? (em QIDADECT| L
meses) |__| —
| V. FATORES DE RISCO PARA COLONIZACAO NASOFARINGEANA |
5.1 | A crianca esteve doente no Ultimo més? CDOENCT |_|
Sim N&o Nzo se aplica Nzo sabe [ 9] =
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QUEST_IMPACTO VP_COMPARACAO_MODIFICADO.DOCO IMPACTO DA PCV10



Questionario Epidemiologico Grupo
Comparacio C1

QUEST_IMPACTO VP_COMPARACAO_MODIFICADO.DOCO IMPACTO DA PCV10

UFBA
5.2 | Caso sim, a crianca teve alguma das doencas abaixo?
1 Gripe
2 Bronquite
3 | Sinusite DOENCACT |_|
4 Otite QDOENCAC1
5 Pneumonia
6 Qutra
8 Né&o se aplica
Se outra, qual?
5.3 | Acrianca ficou internada?
Sim Néo Né&o se aplica Né&o sabe E INTERNCA |_|
Caso sim, em que unidade de saude? SIERRE]
5.4 | A crianga fez uso de algum antibidtico? ANTIBCA |_|
Sim N&o N&o se aplica Naosabe [9]| | qaNTIBCT
Caso sim, qual?
5.5 | O paciente vai para creche? CRECH L
Sim Nao Nao se aplica Nao sabe [9] —
5.6 | O paciente frequenta escola? ESCC1 |_|
Sim N&o N&o se aplica N&o sabe E
[ vI.IMUNIZACAO
6.1 Qual a data em que fez uso da vacina pneumocdcica (12 DOSE)?
/ / DVACC_/_ [
6.2 | Qual o lote da vacina? LOTVC1
) )
Y
6.3 | Qual o tipo de vacina? L
PCV10 - PCV13 . TIPVAC1 -
6.4 | Fez uso da Vacina em que lugar:
1 CRIE LVACCH1 |
2 16° Posto de saude do distrito
da Liberdade
6.5 | Foi coletado o swab da nasofaringe da crian¢a?
Sim Nzo CNASOC1T |_|
6.6 | Foicoletado o sangue da crianca?
CSANGUECT |
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ANEXO G: QUESTIONARIO SOBRE DADOS PESSOAIS DAS CRIANCAS DE

AMBOS OS GRUPOS.

Questionario M01INDO1

Projeto: Estudo do Impacto da
Vacina Pneumococica

Estudo do Impacto da Vacina Pneumocécica
Questionario de Dados Pessoais

CDIND

DCDIND

DGIND

DDGIND

DG2IND | DDG2IND

PARA PROTEGER A CONFIDENCIALIDADE DO PACIENTE, ESTE QUESTIONARIO DEVERA SER DESTACADO PELO
GESTOR DO PROJETO OU INVESTIGADOR PRINCIPAL DEPOIS DA ENTREVISTA E ANTES QUE OS DADOS SEJAM
DIGITADOS. TODOS OS QUESTIONARIO DO MESMO PACIENTE DEVEM TER NUMERO DO ESTUDO (NE)

Data da Entrevista: DEIND1
Iniciais do Entrevistador: EIND1
| I. IDENTIFICA(;KO:
1.1 N° do estudo: NEIVP1
14 Termo de consentimento: CONS
Sim: Nao: [0]
2.1 Nome: NOME
2.2 | Apelido: APE
2.6 Data de Nascimento: NASC
2.7 Contactantes: CONTACT
[ II. ENDERECO:
3.1 Rua / N°: ENDER
3.2 Telefone (n° e nome de contato): TEL
3.3 Ponto de Referencia: REF
34 Bairro: BAI
35 Cidade: CID
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