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Introdução 
Meningite bacteriana aguda é uma causa importante de morbidade e mortalidade entre crianças 
com menos de cinco anos de idade. Streptococcus pneumoniae é uma das causas mais 
importantes de meningites bacterianas nos países em desenvolvimento (Mulholland et al 1999, 
Laval et al 2003). Vacinas pneumocócicas conjugadas compostas de 7 a 11 polissacarídeos 
ligados a proteínas carreadoras foram recentemente licenciadas (WHO 1999). Di Fabio et al. 
(2001) estimaram uma cobertura de 64,4% para os sorotipos mais freqüentes nas meningites 
devido ao uso da vacina conjugada heptavalente no Brasil. Resultados similares foram reportados 
por Brandileone et al. (2003), que relataram que a vacina 7-valente cobriria 61% dos sorotipos 
mais prevalentes associados a meningites no Brasil em crianças com menos de 2 anos de idade. 
Porém essas novas vacinas são caras, não podem ser administrada antes de 2 meses de idade, e 
não cobrem todos os sorotipos capsulares patogênicos de pneumococos (Baril et al 2004). 
Uma alternativa para as vacinas conjugadas seria o uso de antígenos protéicos que são expressos 
na maioria dos pneumococos. Entre as proteínas pneumocócicas identificadas como potenciais 
antígenos vacinas, a proteína pneumocócica de superfície A (PspA) e a adesina pneumocócica de 
superfície A (PsaA) são candidatas promissoras a vacinas (Jedrzejas 2001). PspA tem 
variabilidade antigênica e estrutural entre diferentes cepas com tamanhos de 60 a 100 Kda, inibi 
a ativação de complemento e está presente em todas as cepas clinicamente importantes (Crain et 
al 1990, Tu et al 1999). Imunização passiva com anticorpos anti- PspA ou imunização ativa com 
purificado de PspA tem apresentado proteção em camundongos. Hollingshead et al (2000) 
propuseram uma classificação para PspA baseada na divergência da seqüência de aminoácidos 
localizados antes da rica região prolinha, aproximadamente 100 aminoácidos designados região 
de definição do clado (RCD) que contêm epítopos de proteção cruzada. Essa classificação divide 
a PspA dentro de 3 famílias: família 1, composta de clados 1 e 2; família 2, composta de clados 
3, 4 e 5; e família 3, raramente isolada e composta de clado 6. Seqüência de DNA do gene da 
pspA de diferentes isolados tem demonstrado uma estrutura mosaica complexa. PspA do mesmo 
clado possuem uma similaridade de aproximadamente 80% dos aminoácidos. Estas famílias de 
PspA e clado podem ser identificas por antisoro policlonal PspA e por primers específicos de 
família de  PspA na reação da polimerase (Coral et al 2001). 
Imunização de humanos com um único fragmento recombinante de PspA induziu a produção de 



anticorpos protetores. Miyaji et al (2002) construiram vacina de DNA com diferentes fragmentos
de PspA pertencentes aos clados 1, 2, 3 e 4 e analizaram a reatividade cruzada de anticorpos anti-
PspA e a proteção. Animais imunizados com vacinas de DNA expressando as regiões completas 
N-terminal de fragmentos de PspA foram protegidos quando desafiados com cepas expressando 
PspA de mesmo clado. 
Brandileone et al. (2004) investigaram a freqüência de família 1 (Fam 1) e família 2 (Fam 2) de 
PspA entre proteínas de S.  pneumoniae recuperados de vigilância em andamento no Brasil. Fam 
1 e Fam 2 foram expressas entre 366 isolados em ratos comparáveis, com a cobertura potencial 
de 94,3% das 64 cepas de pneumococos dos Estados Unidos, Canadá, Europa e Colômbia, 97% 
expressaram famílias 1 e 2 (Hollingshead et al 2000, Vela Coral et al 2001). Mollerach et al 
(2004) observaram que de 149 isolados de S.  pneumoniae da Argentina, 54,4% foram família 1, 
41,6% foram família 2. Informação de vigilância pneumocócica mostrou uma associação de Fam 
2 com pneumococo resistente a penicilina (Beall et al 2000, Dicuonzo et al 2002, Brandileone et 
al 2004). Ao longo dos anos conhecimento substancial tem sido acumulado no campo da 
imunologia de proteína PspA e tipagem de clado. Para avaliar a conveniência do uso da PspA em 
vacinas é primariamente necessário identificar a prevalência da família e  diversidade genética do 
clado entre S.  pneumoniae isolados de doença invasiva e portador. Neste estudo foi investigado 
a suscetibilidade, sorotipos e seqüência de PspA pneumocócica isolados simultaneamente de 
nasofaringe, sangue e líquor de crianças com meningites pneumocócicas.             
 
Materiais e Métodos 
Crianças admitidas no Hospital de Doenças Tropicais de Goiânia com suspeita de meningite. 
Amostras de líquor, sangue e nasofaringe foram coletadas após consentimento dos responsáveis. 
As amostras de líquor, sangue e nasofaringe foram processadas de acordo com procedimentos 
padrão e diretrizes da Organização Mundial de Saúde (OMS 1994). Pneumococos foram 
identificados pelos aspectos coloniais típicos, alfa-hemólise, suscetibilidade a optoquina e 
solubilidade em bile. O teste de suscetibilidade foi realizado pelo método de difusão em disco.  
Isolados de pneumococo foram sorotipados pela reação de Quellung com soro produzido pelo 
Statens Seruminstitute, Copenhagen, Dinamarca e realizados no Instituto Adolfo Lutz, centro de 
referência nacional para S. pneumoniae localizado em São Paulo, Brasil. Tipagem da PspA foi 
investigada no Instituto Butantan. 
Identificação de famílias de PspA por ensaio de PCR 
A suspensão de DNA de isolados de pneumococos, foi preparada transferindo colônias de cultura 
de 24 horas de placa de agar sangue para 200µL de meio líquido de Todd-Hewitt contendo 0,5% 
de extrato de leveduras. Essa suspensão foi estocada a -20 até o teste. DNA de cepa padrão RX1 
(clado 1) e BG11703 (clado 4) foi usado como controle para Fam1 e Fam2, respectivamente, em 
cada grupo de reações de PCR. O PCR foi realizado empregando primers de oligonucleotídeos 
sintetizados com base na seqüência de DNA publicada para Fam1 de PspA, LSM12/SKH52 
(Coral et al.). Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese e a leitura feita em 
comparação com o peso molecular de cada produto da PCR com aqueles encontrados no controle 
padrão de DNA para Fam1 (0.9kDa) e Fam2 (1,1kDa). 
Outra PCR foi realizada com primers de oligonucleotídeo LSM12/SKH2 para a realização do 
sequenciamento (Hollingshead et al 2000). Os produtos da PCR foram purificados de géis de 
agarose para sequenciamento direto usando SKH2 como primer. O seqüenciamento foi realizado 
no Prisma-ABI (PE Applied Biosystems).  
Resultados 



Tabela 1: Caracterização de Streptococcus pneumoniae isolados simultaneamente de líquor, 
sangue e nasofaringe de crianças com meningites pneumocócicas: suscetibilidade, sorotipos, 
famílias e clados de PspA  

Caso 
(paciente) 

Origem de 
S. pneumoniae 

Suscetibilidade
Penicilina 

Sorotipos 
capsulares 

Família 
PspA  

Clado 

M11 LCR S 9V 2 3 
 Sangue S 9V   
 NF S 9V 2 3 
      

M12 LCR  6B 1 1 
 Sangue  6B   
 NF  6B   
      

M21 LCR S 14 2 3 
 NF S 14 2 3 
      

M23 LCR  14 1  
 Sangue  14 1  
      

M36 LCR  6B 1  
 NF  6B 1  
      

M98 LCR R 23F 1 1 
 Sangue R 23B 2 5 

LCR: liquor céfalo raquidiano, NF: nasofaringe, S: suscetibilidade, R: não suscetível 
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