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RESUMO 
 

Colonização da orofaringe por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 
influenzae e Moraxella catarrhalis em uma população de assentamento rural 

 
A colonização bacteriana exerce papel importante na saúde dos seres humanos. 
Fatores de risco e inflamatórios podem resultar na conversão do estado 
assintomático para doença invasiva mediados por patógenos presentes no 
microbioma local da orofaringe, como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 
influenzae e Moraxella catarrhalis. Este estudo teve por objetivo avaliar a 
colonização da orofaringe de moradores de um assentamento rural em relação aos 
patógenos mais frequentemente isolados nos casos de otite média aguda, como 
também analisar a presença de variáveis que atuam como fatores de risco para o 
desenvolvimento da infecção do ouvido médio. Foi realizado a coleta de dados 
demográficos por meio de questionários e coletas de amostras da orofaringe para 
identificação dos patógenos por método de cultura e pela reação em cadeia da 
polimerase multiplex em moradores do assentamento rural Dona Carmem, 
localizado no Mirante do Paranapanema-SP. Foram inclusas pessoas que tinham 
interesse de participar do estudo e que morassem no assentamento Dona Carmem. 
Foram excluídos participantes que receberam qualquer tratamento com antibióticos 
nas 72 horas antes da amostragem, resultando em 55 participantes do estudo. Foi 
observado maior número de amostras positivas para os patógenos investigados pela 
PCR multiplex, revelando uma alta taxa de colonização pelo agente S.pneumoniae 
seguido da espécie M. catarrhalis, enquanto o patógeno H. influenzae não foi 
detectado. A vacinação impactou na colonização de H. influenzae, entretanto, o 
mesmo não foi observado para S. pneumoniae, provavelmente devido a cobertura 
vacinal incompleta, colonização por sorotipos não vacinais e baixa soroconversão a 
vacina. As taxas de colonização para S. pneumoniae foram maiores em relação a M. 
catarrhalis em presença de tabagismo, tabagismo passivo, prematuridade, alergia a 
alimentos, pneumonia de repetição e doença de refluxo gastroesofágico (p<0,05).  
Foi ainda possível verificar que a idade, o tabagismo, e o tabagismo passivo 
influenciam na colonização de bactérias M. catarrhalis, sendo que o tabagismo 
também influencia na colonização das bactérias M. catarrhalis e S. pneumoniae 
simultaneamente (p<0,05).  O estudo demonstra a importância do monitoramento 
contínuo de sorotipos a fim de fornecer evidências da predominância dos agentes 
etiológicos de doenças como a otite média aguda. Além disso, os resultados 
ressaltam a vulnerabilidade dos moradores de assentamentos rurais e a 
necessidade da implementação de ações mais efetivas de educação e assistência 
médica. 
 
Palavras-chave: Otite. PCR Multiplex. Infecções. Vacina 

 
 



ABSTRACT 
 
 

Colonization of the oropharynx by Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 
influenzae and Moraxella catarrhalis in a rural settlement population 

 
 

Bacterial colonization plays an important role in the health of human beings. Risk and 
inflammatory factors can result in the conversion of the asymptomatic state to 
invasive disease mediated by pathogens present in the local oropharyngeal 
microbiome, such as Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae and 
Moraxella catarrhalis. This study aimed to evaluate the oropharynx colonization of 
residents of a rural settlement in relation to the pathogens most frequently isolated in 
cases of acute otitis media, as well as to analyze the presence of variables that act 
as risk factors for the development of ear infection. Demographic data was collected 
through questionnaires and oropharyngeal sample collections for identification of the 
pathogens by culture method and by the multiplex polymerase chain reaction in 
residents of the rural settlement Dona Carmem, located at Mirante do 
Paranapanema-SP. People who were interested in participating in the study and who 
lived in the settlement Dona Carmem were included. Participants who received any 
treatment with antibiotics within 72 hours before sampling were excluded, resulting in 
55 study participants. A greater number of positive samples was observed for the 
pathogens investigated by multiplex PCR, revealing a high rate of colonization by the 
S.pneumoniae followed by the species M. catarrhalis, while the pathogen H. 
influenzae was not detected. Vaccination impacted the colonization of H. influenzae, 
however, the same was not observed for S. pneumoniae, probably due to incomplete 
vaccination coverage, colonization by non-vaccine serotypes and low seroconversion 
to the vaccine. Colonization rates for S. pneumoniae were higher than for M. 
catarrhalis in the presence of smoking, passive smoking, prematurity, food allergy, 
recurrent pneumonia and gastroesophageal reflux disease (p <0.05). It was also 
possible to verify that age, smoking, and passive smoking influence the colonization 
of M. catarrhalis bacteria, and smoking also influences the colonization of M. 
catarrhalis and S. pneumoniae bacteria simultaneously (p <0.05). The study 
demonstrates the importance of continuous monitoring of serotypes in order to 
provide evidence of the predominance of the etiological agents of diseases such as 
acute otitis media. In addition, the results highlight the vulnerability of rural settlement 
residents and the need to implement more effective education and health care 
actions. 

 
Keywords: Otitis. Multiplex Polymerase Chain Reaction. Infections. Vaccines. 
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Resumo 
 

A colonização bacteriana exerce papel importante na saúde dos seres humanos. 
Fatores de risco e inflamatórios podem resultar na conversão do estado assintomático para 
doença invasiva mediados por patógenos presentes no microbioma local da orofaringe, como 
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis. Este estudo teve 
por objetivo avaliar a colonização da orofaringe de moradores de um assentamento rural em 
relação aos patógenos mais frequentemente isolados nos casos de otite média aguda, como 
também analisar a presença de variáveis que atuam como fatores de risco para o 
desenvolvimento da infecção do ouvido médio.Foi realizado a coleta de dados demográficos 
por meio de questionários e coletas de amostras de orofaringe para identificação dos 
patógenos por método de cultura e pela reação em cadeia da polimerase multiplex em 
moradores do assentamento rural Dona Carmem, localizado no Mirante do Paranapanema-SP. 
Foram inclusas pessoas que tinham interesse de participar do estudo e que morassem no 
assentamento Dona Carmem. Foram excluídos participantes que receberam qualquer 
tratamento com antibióticos nas 72 horas antes da amostragem, resultando em 55 participantes 
do estudo. Foi observado maior número de amostras positivas para os patógenos investigados 
pela PCR multiplex, revelando uma alta taxa de colonização pelo agente S.pneumoniae 
seguido da espécie M. catarrhalis, enquanto o patógeno H. influenzae não foi detectado. A 
vacinação impactou na colonização de H. influenzae, entretanto, o mesmo não foi observado 
para S. pneumoniae, provavelmente devido a cobertura vacinal incompleta, colonização por 
sorotipos não vacinais e baixa soroconversão a vacina. As taxas de colonização para S. 
pneumoniae foram maiores em relação a M. catarrhalis em presença de tabagismo, tabagismo 
passivo, prematuridade, alergia a alimentos, pneumonia de repetição e doença de refluxo 
gastroesofágico (p<0,05).  Foi ainda possível verificar que a idade, o tabagismo, e o 
tabagismo passivo influenciam na colonização de bactérias M. catarrhalis, sendo que o 
tabagismo também influencia na colonização das bactérias M. catarrhalis e S. pneumoniae 
simultaneamente (p<0,05).  O estudo demonstra a importância do monitoramento contínuo de 
sorotipos a fim de fornecer evidências da predominância dos agentes etiológicos de doenças 
como a otite média aguda. Além disso, os resultados ressaltam a vulnerabilidade dos 
moradores de assentamentos rurais e a necessidade da implementação de ações mais efetivas 
de educação e assistência médica. 
 

 

Palavras-chave: Otite. PCR Multiplex. Infecção. Vacina. 
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INTRODUÇÃO 

A colonização bacteriana exerce grande importância na saúde, interferindo 

diretamente na homeostase e possibilitando a resposta imunológica do organismo(1,2). A 

região da orofaringe é colonizada por uma ampla variedade de microrganismos, que podem 

atuar como comensais e potenciais patógenos. Os principais microrganismos que colonizam 

esta região são as espécies Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella 

catarrhalis (3). Os portadores assintomáticos desses patógenos podem transmitir os mesmos 

para outras pessoas, assim como favorecem a susceptibilidade a infecções do trato respiratório 

superior, especialmente a otite média aguda (4,5).  

A colonização da orofaringe por microrganismos patogênicos pode ser influenciada 

pela microbiota local de forma direta e/ou indireta, além do sistema imunológico do 

paciente(4). Outros fatores também podem ser cruciais neste processo como a idade, 

frequência no uso de antimicrobianos, sazonalidade, aglomerados, área geográfica em que 

vive, compartilhamento de objetos, condições ambientais e socioeconômicas (6,7).   

Países em desenvolvimento apresentam as maiores taxas de colonização de patógenos 

respiratórios como S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis visto que o nível 

socioeconômico está associado a um menor acesso a vacinação e ao sistema de saúde, baixos 

níveis de escolaridade e infraestruturas deficientes (7).  

No Brasil, cerca de 30 milhões de pessoas vivem em áreas rurais, representando cerca 

de 16% da população brasileira. Destes, uma parcela crescente reside em assentamentos 

rurais. No entanto, essas áreas apresentam condições adversas para a vida e a saúde, como 

descarte inadequado de resíduos, acesso inadequado à água potável e superlotação em casa, 

favorecendo o aumento da morbimortalidade de doenças transmissíveis, mortalidade infantil, 

incidência de endemias e o incremento de doenças crônico-degenerativas (8). Desta forma, esta 

população tem como marca histórica um complexo quadro de vunerabilidade com uma grande 

desigualdade e dificuldade de acesso às mais diversas políticas públicas (9). 

O estado de São Paulo é reconhecido por ser o mais industrializado e maior economia 

no Brasil. Entretanto, é um estado que apresenta uma grande assimetria em relação à 

economia, educação e saúde da sua população (10). O estado de São Paulo fica na região 

sudeste do Brasil sendo composto por 645 municípios e dividido em 15 mesoregiões, que por 

sua vez se dividem em microrregiões (Figura 1A). A Rede Regional de Assistência à Saúde 

11 (RRAS11), composta por 45 municípios e uma população de cerca de 950.000 habitantes 

está inserida na mesorregião 8. Como parte da RRAS11 está o Pontal do Paranapanema, 
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região composta por 32 municípios e situada no extremo oeste, sendo uma das mais pobres do 

estado (Figura 1B). Tem uma localização estratégica por ligar os estados de Mato Grosso, 

Paraná e o Mercosul.  Nas últimas três décadas tem sido palco de muitos conflitos sociais pela 

disputa de terras envolvendo produtores rurais e o movimento dos sem terra (MST). A região 

tem uma das maiores densidades de assentamentos rurais do país, sendo o município de 

Mirante do Paranapanema o que apresenta o maior número. Muitos desses assentamentos são 

caracterizados por baixo desenvolvimento socioeconômico, fornecimento insuficiente de água 

potável e instalações sanitárias e podem ser fonte de doenças infecciosas, especialmente 

bacterianas e parasitárias (Fig 1) (11,12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Em (A) os estados brasileiros com destaque para o estado de São Paulo e o Pontal 

do Paranapanema. Em (B), Os municípios que compõem o Pontal do Paranapanema com 

ênfase no Assentamento Dona Carmem e os estados vizinhos MS: Mato Grosso; PR: Paraná. 

Em verde, o parque estadual Morro do Diabo.  

      

Assim, considerando o impacto social, econômico e na saúde desta população, além da 

escassez de estudos que tratam sobre a temática em assentamentos rurais, o presente estudo 

teve como objetivo avaliar a colonização da orofaringe de moradores de um assentamento 

A B 
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rural em relação aos patógenos mais frequentemente isolados nos casos de otite média aguda, 

como também analisar a presença de variáveis que atuam como fatores de risco para o 

desenvolvimento da infecção do ouvido médio. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Aspectos éticos e tipo de estudo  

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional e epidemiológico submetido ao 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista, respeitando a Resolução nº 

196/96 sobre pesquisas envolvendo seres humanos. Todos os participantes e/ou responsáveis 

foram convidados a assinar o termo de assentimento/Termo de consentimento livre e 

esclarecido.  O projeto está devidamente cadastrado no comitê de ética com registro CAAE 

92660318.4.0000.5515. 

 

Local e período da coleta  

A coleta das informações e das amostras foi conduzida no assentamento Dona 

Carmem em Mirante do Paranapanema – São Paulo, Brasil (Figura 1B) nos meses de 

fevereiro de 2019 a maio de 2019. Foram inclusas pessoas que tinham interesse de participar 

do estudo e que morassem no assentamento Dona Carmem. Foram excluídos participantes 

que receberam qualquer tratamento com antibióticos nas 72 horas antes da amostragem, 

resultando em 55 participantes do estudo.  

 

Coleta das amostras  

Todos os participantes selecionados foram registrados em um diário de triagem e 

avaliadas para elegibilidade do estudo. Foram registradas informações demográficas, estado 

de vacinação pneumocócica (autodeclaração), e outras variáveis para o desenvolvimento da 

otite média aguda por meio de um questionário (Anexo A). Após a coleta de dados 

demográficos uma amostra da orofaringe foi coletada por swab estéril umedecido com salina 

(0,85%) com movimentos leves nas amígdalas. As amostras coletadas foram armazenadas no 

meio de transporte que acompanha o swab e imediatamente encaminhados ao Laboratório de 

Microbiologia da Universidade do Oeste Paulista. O início das análises não ultrapassou mais 

que cinco horas após a coleta. 
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Isolamento e identificação por meio de cultura  

No laboratório de microbiologia, as amostras foram semeadas em ágar chocolate e 

ágar sangue e mantidos 37°C em jarra de anaerobiose. A identificação bacteriana dos agentes 

patogênicos foi realizada utilizando procedimentos bacteriológicos padrão: S. pneumoniae foi 

identificado por teste com optoquina e bile; A identificação de H. influenzae foi baseada na 

coloração de Gram, no crescimento de ágar de chocolate, na falta de crescimento em ágar de 

tripticase com sangue de carneiro suplementado com fator de crescimento (Factor X e Fator 

V). A identificação de M. catarrhalis foi baseado na coloração de Gram, reação oxidase 

positiva e perfil característico nos testes bioquímicos. Além disso, foi realizado análise da 

hemólise em ágar sangue. Após os testes, as colônias bacterianas eram armazenadas em caldo 

Brain Heart Infusion enriquecido com 5% de sangue de carneiro e congelada a -70°C para 

posterior análise por reação em cadeia da polimerase (PCR). Foram utilizadas como cepa 

padrão Haemophilus influenzae 00434/ IAL, Streptococcus pneumoniae 00752/ IAL 4490 e 

Moraxella catarrhalis ATCC25238. 

 

Detecção de S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis por reação da polimerase em 

cadeia  

As amostras anteriormente armazenadas foram submetidas a técnica de fenol-

clorofórmio para extração do DNA bacteriano presente na mesma. Subsequentemente, o DNA 

foi quantificado, avaliado a pureza e qualidade e mantido à temperatura de - 20˚C (13).   

A análise genotípica das cepas foi baseada na amplificação genética a partir da técnica 

de PCR Multiplex (reação em cadeia da polimerase) onde foram utilizados os DNAs extraídos 

previamente.  O mix de PCR multiplex foi composto de primers superiores para H. 

influenzae(1,4 mM), M. catarrhalis (0,2mM) S. pneumoniae(0,04 mM) e o primer comum 

inferior (0,4 mM), DNTPs (200 mM), tampão (Tris-HCl 10 mM [pH 8,8)], MgCl2 (1,5 mM), 

KCl (50 mM) e 0,1% de Triton X-100. Para cada reação foi utilizado 3U de Taq polimerase. 

O volume da reação foi de 50 ul. O protocolo de amplificação da reação consistiu de: 3 min 

de desnaturação inicial antes da adição de enzima em seguida foi realizado 38 ciclos de 94 

°C/30s, 66 °C/45s e 72 °C/1 min, seguido por uma etapa de extensão final de 5 minutos a 72 

°C. Os produtos de amplificação foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1% 

contendo brometo de etídio(3mg/ml) visualizados por iluminação de luz UV(14).  

Os fragmentos de DNA foram comparados com um marcador de DNA de 1000 pb. A 

presença (+) e ausência (-) das bandas no gel foram indicativas para presença ou ausência da 

espécie bacteriana na amostra. 
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Os primers utilizados estão listados na Tabela 1, conforme descrito na literatura por 

Hendolin et al. (14).  

 

Tabela 1. Sequência de primers utilizados na PCR Multiplex para identificação de S. 
pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis isoladas das amostras da orofaringe de moradores 
do assentamento rural Dona Carmem, Mirante do Paranapanema-SP. 

 

Primers Sequência Amplicon (pb) 
Lower primer 21-mer 5’-CTA CGC ATT TCA CCG CTA CAC-3’  
H. influenzae 5’-CGT ATT ATC GGA AGA TGA AAG TGC-3’ 525 
M. catarrhalis 5’-CCC ATA AGC CCT GAC GTT AC-3’ 264 
S. pneumoniae 5’-AAG GTG CAC TTG CAT CAC TAC C-3’ 484 
 
 

Para a análise dos dados foram utilizadas técnicas de estatística descritiva e 

inferencial. Inicialmente, foi realizada uma análise exploratória univariada para observar a 

distribuição de freqüências das variáveis estudadas. Para a análise das variáveis foi utilizado o 

teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significantes para um valor de p < 0,05. 

 

RESULTADOS 

Foi obtido um total de 55 questionários respondidos e amostras coletadas. A 

dificuldade de locomoção, baixos níveis de escolaridade e péssima infraestrutura 

influenciaram diretamente a adesão dos participantes no estudo, resultando em um número de 

amostras menor do que o esperado para região.   

No método de cultura convencional, 10,9% das amostras apresentaram culturas 

negativas, enquanto o percentual de culturas inconclusivas foi de 89,09% (presença de outros 

microrganismos) (p<0,05). Este alto índice, pode ser justificado pela presença de 

microrganismos de outras espécies (não identificados neste trabalho), também possivelmente 

devido a característica fastidiosa dos agentes bacterianos S. pneumoniae, H. influenzae e M. 

catarrhalis, assim, como a presença de baterias viáveis, mas não cultiváveis ou ainda 

tratamento prévio com antimicrobianos. Além disso, vale ressaltar que a coleta de amostras da 

orofaringe requer habilidade devido dificuldade de coleta sem a contaminação com a 

microbiota bucal, este fato também pode ter contribuído para o alto índice de amostras 

inconclusivas.  

No método de identificação por PCR multiplex, S. pneumoniae o principal patógeno 

envolvido em casos de otite média, estava presente em 69,6% das amostras seguido pela 
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presença de M. catarrhalis em 60%, demonstrando valores similares para colonização 

(p>0,05). A técnica molecular também permitiu a identificação concomitante das duas 

espécies em 49% das amostras (Tabela 2).  O patógeno H. influenzae não foi identificado nas 

amostras (p<0,05).  

 

Tabela 2. Resultados encontrados na identificação dos patógenos envolvidos na OMA por 

métodos convencionais e moleculares.  

*valor estatisticamente diferente em relação ao encontrado para S. pneumoniae, M. 

catarrhalis e ambos patógenos (p<0,05). 

Em relação ao perfil clínico-epidemiológico foi observado que colonização por S. 

pneumoniae foi menor em indivíduos com menos de 1 ano de idade e entre 16 a 20 anos. É 

também mais comum em indivíduos de cor branca e parda, renda familiar maior que 

R$1.500,00 e que fizeram o uso de antimicrobianos três vezes ao ano (p<0,05) (Tabela 3). 

Para M catarrhalis ficou evidenciada sua presença principalmente em indivíduos com até 5 

anos, cor branca ou parda, renda familiar menor que R$1.500,00 e uso de antimicrobiano duas 

vezes ao mês (p<0,05). A colonização concomitante foi mais frequente em crianças com 2 a 5 

anos, sexo feminino, cor branca e parda, renda familiar menor que R$1.500,00 e uso de 

antimicrobiano 2 a 3 vezes ao ano (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

Identificação dos patógenos por técnicas moleculares e convencionais 

Método de cultura convencional Método de PCR multiplex 

Negativas Inconclusivas  S. 

Pneumoniae 

M. 

catarrhalis 

H. 

Influenzae 

S.pneumoniae + 

M. catarrhalis 

10,9% (N=6) 89,09 (N=49)  69,09% (N=38) 60% (N=33) 0% (N=0)* 49% (N=27) 
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Tabela 3. Percentuais de colonização por S. pneumoniae, M. catarrhalis e por ambos os 

patógenos em relação aos dados demográficos dos moradores do assentamento rural Dona 

Carmem, Mirante do Paranapanema-SP.  

a diferença estatística entre a colonização de S. pneumoniae e M. catarrhalis (p<0,05) 
b diferença estatística entre a colonização de S. pneumoniae e ambos os patógenos (p<0,05) 
c diferença estatística entre a colonização de M. catarrhalis e ambos os patogenos (p<0,05) 
* diferença estatística para a colonização em cada características demográficas (p<0,05) 
 

 

Os percentuais de colonização em relação a potenciais fatores de risco para OMA 

podem ser visualizados na Tabela 4. As taxas de colonização para S. pneumoniae foram 

maiores em relação a M. catarrhalis em presença de tabagismo, tabagismo passivo, 

prematuridade, alergia a alimentos, pneumonia de repetição e doença de refluxo 

gastroesofágico (p<0,05).  Foi ainda possível verificar que a idade, o tabagismo, e o 

tabagismo passivo influenciam na colonização de bactérias M. catarrhalis, sendo que o 

tabagismo também influencia na colonização das bactérias M. catarrhalis e S. pneumoniae 

simultaneamente (p<0,05).  

Características sócio-demográficas S. pneumoniae 
(%) 

M. catarrhalis 
(%) 

Ambos 
(%) 

 <1 ano (3,6% n=2)ac 50 * 100 * 50 
 2 a 5 anos (12,7% n=7) ac 71,40 100* 85,71 * 

IDADE 5 a 10 anos (30,9% n=17) b 68,75 56,25 50 
 11 a 15 anos (29,0%n=16) 73,30 66,60 60 
 16 a 20 anos (7,2% n=4) 50* 50 50 
 >21 anos (16,3%n=9) ab 66,6 11,10 11,10 
     

SEXO Feminino    (52,7% n=29) b 75,86 65,51 58,62* 
 Masculino  (47,2% n=26) bc 62,50 53,80 38,46 
     
 Branco (34,5% n=19) ab 68,42 52,63 47,36 

COR Pardo   (63,7%n=37) b 69,40 63,80 50 
 Negro   (1,8%n=1) 0* 0 * 0* 
     

RENDA <R$900 (67,3%n= 37) 70,37 59,25 59,25 
 >R$900 a <1500 (30,9% n=17) 68,42 68,42 57,80 
 >1500 (1,8%n=1)ab 100*  0 * 0 * 
     
 Negativa (56,6%n=31) bc 60 56,66 40 

ANTIMICROBIANOS 2x ao ano (29% n=16) ab 87,50 56,25 56,25* 
 3x ao ano (9% n=5) ab 100 * 60 60* 
 2x ao mês(5,4% n=3) ac 33,3 100 * 33,3 
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A má formação crânio fácial foi a condição mais relevante em influenciar a 

colonização por M. catarrhalis e S. pneumoniae isoladamente ou concomitantemente (100%), 

seguido da pneumonia de repetição (75%) (p<0,05). 

 

Tabela 4. Percentuais de colonização bacteriana dos moradores do assentamento rural Dona 

Carmem, Mirante do Paranapanema-SP em relação a fator de risco para o desenvolvimento de 

OMA.  

a diferença estatística entre a colonização de S. pneumoniae e M. catarrhalis (p<0,05) 
b diferença estatística entre a colonização de S. pneumoniae e ambos os patógenos (p<0,05) 
c diferença estatística entre a colonização de M. catarrhalis e ambos os patogenos (p<0,05) 
* diferença estatística para a colonização em cada microrganismo 
 

DISCUSSÃO 

A característica fastidiosa dos agentes patogênicos envolvidos nos casos de otite 

média aguda, assim como a tendência da espécie S. pneumoniae se submeter a autólise 

resultam em resultados falsos negativos em relação ao crescimento bacteriano em cultura e 

falhas durante o processo de identificação pela mesma (15,16). Desta forma, 89,09% das 

amostras não obtiveram resultados conclusivos baseados em técnicas convencionais de 

cultura, fato contestado pelos resultados obtidos a partir da técnica da PCR multiplex que 

possibilitou a detecção das espécies bacterianas pela análise específica do material genético 

bacteriano e também permitindo a identificação de mais um de um patógeno de forma rápida 

Fatores de risco para OMA Taxa de colonização (%) 
 S. pneumoniae M. catarrhalis Ambos  

Tabagismo (n=5) ab 60% 0% 0% 
Tabagismo passivo (n=19) ab 61,90% 42,80% 38,09% 
Vacinação complete (n=42) c 70,73% 63,41% 48,78% 
Prematuridade (n=8) ab 60,50% 37,50% 37,50% 
Má formação crânio facial (n=1) 100% * 100%* 100%* 
Trauma orofacial (n=0) 0% 0% 0% 
Aleitamento materno (n=50) b 65,30% 61,22% 48,97% 
Alergia a alimentos (n=2) ab 100%* 50% 50% 
Alergia a medicamentos (n=2)ac 33,33% 66,60% 33,33% 
Rinite (n=16) b 64,70% 58,82% 47,05% 
Sinusite de repetição (n=3) 75%* 75%* 75%* 
Pneumonia de repetição (n=4)ab 100% * 50% 50% 
Frequência escolar (n=36) b 66,60% 59,25% 48,14% 
Uso de corticoides (n=7)bc 71,42% 71,42% 57,14% 
Doença de refluxo gastroesofágico (n=6)ab 57,14% 42,85% 42,85% 
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e eficaz. No entanto no Brasil, ainda há desafios na aplicação desta técnica na rotina dos 

laboratórios devido aos custos elevados e a necessidade de equipe especializada (17,18).   

A orofaringe é o principal reservatório para colonização de potenciais patógenos, 

atuando como órgão alvo para desenvolvimento de infecções de vias aéreas(3). O patógeno 

identificado com maior frequência foi S. pneumoniae, responsável por infecções que variam 

de leves a invasivas, associado a taxas de mortalidade e morbidade significativas em todo o 

mundo (19). Na sequência, M. catarrhalis, microrganismo importante nas infecções do trato 

respiratório que recentemente se tornou o principal agente envolvido nos casos de otite média 

aguda episódica e recorrente (20) e sua prevalência varia de acordo com as características do 

portador. Foi observada uma maior colonização de M. catarrhalis em crianças com até 5 anos. 

Isso se justifica pois após o primeiro ano de vida, temos os maiores picos de sua colonização e 

na sequencia um declínio com a idade à medida que aumenta a diversidade de 

microrganismos da microbiota e devido o amadurecimento do sistema imunológico (21).  

Ainda que a vacina conjugada pneumocócica, obrigatória no calendário de 

imunizações brasileiro e oferecida desde 2010 ofereça uma redução importante na carga de 

doenças causadas por S. pneumoniae, indivíduos que declaram estar com a imunização 

atualizada, apresentaram uma alta taxa de colonização, principalmente crianças menores de 10 

anos. Várias hipóteses devem ser consideradas, como cobertura vacinal incompleta (3 doses 

mais um reforço até 10 anos), colonização por sorotipos não vacinais (3) e baixa soroconversão 

a vacina. Desta forma, nos últimos anos que cerca de 30% das crianças >2 anos e <10 anos 

não soroconvertem para pneumo-10 (22). 

No entanto, a vacina conjugada contra a H. influenza tipo B pode estar associada aos 

resultados negativos em ambas as técnicas para o patógeno H. influenzae. A introdução desta 

vacina em 1999 diminuiu acentuadamente os casos de meningite causados por esse 

microorganismo. Além disso, pode também interferir também em sua taxa de colonização e 

transmissão e consequentemente aumentando a presença de S. pneumoniae, visto que estes 

patógenos competem naturalmente pelo sítio de colonização (23,24).  

Os percentuais de colonização dos indivíduos que relataram ter recebido aleitamento 

materno foram relativamente altos, cerca de 65, 61 e 48% respectivamente para S. 

pneumoniae, M. catarrhalis e ambos concomitantemente. Entretanto, relatos da literatura 

demonstram que o aleitamento materno fornece imunoglobulinas importantes na defesa do 

organismo contra microrganismos. A principal imunoglobulina presente no leite materno é a 

IgA responsável por ligar-se a microrganismos impedindo a sua aderência as superfícies 

mucosas, passo importante para colonização (25,26). No presente estudo, provavelmente, outros 
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fatores foram envolvidos neste processo, ao favorecer a colonização mesmo com o 

aleitamento materno.  

 Indivíduos que passaram por episódios de pneumonias, sinusites de repetição e uso de 

corticoides obtiveram maiores percentuais de colonização pelos agentes envolvidos nos casos 

de OMA, com destaque para S. pneumoniae, o que está de acordo com estudos anteriores, 

especialmente em populações urbanas (27,28). No entanto, existem poucos estudos sobre esse 

fenômeno em populações rurais, e até onde sabemos nenhum em assentamentos rurais. A taxa 

de 100% de colonização para indivíduos que apresentam má formação crânio facial é de 

extrema importância, principalmente para os que apresentam anormalidades na trompa de 

Eustáquio, fatores envolvidos no aumento das chances de reincidência da infecção, assim 

como maior desenvolvimento de agravos (29), deste modo, a colonização por S. pneumoniae e 

M. catarrhalis os torna susceptíveis ao desenvolvimento da otite média aguda e aos possíveis 

danos decorrentes da mesma.     

Grande parcela dos indivíduos que apresentaram colonização bacteriana por S. 

pneumoniae e M. catarrhalis demonstraram renda familiar menor que R$ 1.500,00. As 

condições econômicas exercem importante papel na prevalência das infecções do ouvido 

médio, desta forma, populações rurais como as do presente estudo estão mais expostas as 

mesmas (30). 

 Foi observado uma alta porcentagem de colonização em indivíduos com frequente 

antibioticoterapia. A exposição a altas frequências no uso de antimicrobianos exerce potencial 

para a seleção de cepas resistentes colonizadoras da microbiota, fator de risco para 

desenvolvimento de infecções por bactérias multirresistentes e também para transmissão 

vertical destas cepas(31,32).  

O tabagismo, assim como o tabagismo passivo ao proporcionar o contato com a 

nicotina e os produtos do tabaco tornam-se fatores responsáveis por elevar a susceptibilidade 

a infecções do ouvido decorrentes a invasão e proliferação de patógenos, visto que, o tabaco 

diminui a função mucociliar da trompa de Eustáquio. Desta forma, os dados do presente 

estudo evidenciam que estes hábitos atuam como potenciais fatores de riscos para colonização 

bacteriana por patógenos envolvidos em doenças de vias aéreas como a otite média aguda 
(6,24,26). 

A frequência escolar, assim como a prematuridade, traumas orofaciais e doenças de 

refluxo gastroesofágico são relatados como contribuintes para predisposição do 

desenvolvimento da otite média aguda, auxiliando na transmissão dos patógenos envolvidos 

na mesma pelos portadores assintomáticos (6,33). Baseando-se nestas características não foi 
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observado associação para a colonização dos patógenos pesquisados no presente estudo, 

evidenciado a necessidade de uma busca mais aprofundada por indivíduos presentes nestes 

grupos a fim de conferir resultados de maior confiabilidade a cerca destes fatores.  

  O baixo número de pessoas entrevistadas e de amostras colhidas constituiu uma das 

principais limitações deste estudo. Populações rurais, por terem suas casas distantes umas das 

outras, não terem horários definidos para ir e voltar ao trabalho e principalmente por serem 

objetos de pesquisa de grande número de instituições são pouco aderentes a esses projetos.   

 

CONCLUSÃO 

O método por PCR detectou maior número de amostras positivas para a presença de S. 

pneumoniae e M. catarrhalis se comparado com o método convencional de cultura. A vacina 

para H. Influenzae provavelmente teve um impacto na redução da sua colonização na 

orofaringe das amostras. Entretanto, este fato não foi observado com a vacinação para 

pneumococos. O estudo demonstra a importância do monitoramento contínuo de sorotipos a 

fim de fornecer evidências da predominância dos agentes etiológicos de doenças como a 

OMA. Além disso, os resultados ressaltam a vulnerabilidade dos moradores de assentamentos 

rurais e a necessidade da implementação de ações mais efetivas de educação e assistência 

médica. 
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APÊNDICE - A 
 
QUESTIONÁRIO  
 
Idade  
 
Sexo               M                       F 
 
Cor      branca                 negra                   parda                      amarelo                         
 
Frequente Creche ou escola   sim              não  
 
Tabagismo passivo         sim                  não  
 
Uso de Antibióticos nos últimos 30 dias           sim                      não 
 
Aleitamento materno        sim                    não  
 
Sintomas de Refluxo Gastroesofágico     sim                não  
 
Recebeu vacina antipneumocócica          sim                não  
 
Pneumonias de repetição         sim                não  
 
Sinusites de repetição        sim                     não  
 
Prematuridade                   sim                      não  
 
Mama deitado                    sim                     não  
 
Mal formações crânio faciais        sim                 não  
 
Alergias alimentares                      sim                 não                    se sim, qual(is)? 
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RESUMO



Colonização da orofaringe por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis em uma população de assentamento rural



A colonização bacteriana exerce papel importante na saúde dos seres humanos. Fatores de risco e inflamatórios podem resultar na conversão do estado assintomático para doença invasiva mediados por patógenos presentes no microbioma local da orofaringe, como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis. Este estudo teve por objetivo avaliar a colonização da orofaringe de moradores de um assentamento rural em relação aos patógenos mais frequentemente isolados nos casos de otite média aguda, como também analisar a presença de variáveis que atuam como fatores de risco para o desenvolvimento da infecção do ouvido médio. Foi realizado a coleta de dados demográficos por meio de questionários e coletas de amostras da orofaringe para identificação dos patógenos por método de cultura e pela reação em cadeia da polimerase multiplex em moradores do assentamento rural Dona Carmem, localizado no Mirante do Paranapanema-SP. Foram inclusas pessoas que tinham interesse de participar do estudo e que morassem no assentamento Dona Carmem. Foram excluídos participantes que receberam qualquer tratamento com antibióticos nas 72 horas antes da amostragem, resultando em 55 participantes do estudo. Foi observado maior número de amostras positivas para os patógenos investigados pela PCR multiplex, revelando uma alta taxa de colonização pelo agente S.pneumoniae seguido da espécie M. catarrhalis, enquanto o patógeno H. influenzae não foi detectado. A vacinação impactou na colonização de H. influenzae, entretanto, o mesmo não foi observado para S. pneumoniae, provavelmente devido a cobertura vacinal incompleta, colonização por sorotipos não vacinais e baixa soroconversão a vacina. As taxas de colonização para S. pneumoniae foram maiores em relação a M. catarrhalis em presença de tabagismo, tabagismo passivo, prematuridade, alergia a alimentos, pneumonia de repetição e doença de refluxo gastroesofágico (p<0,05).  Foi ainda possível verificar que a idade, o tabagismo, e o tabagismo passivo influenciam na colonização de bactérias M. catarrhalis, sendo que o tabagismo também influencia na colonização das bactérias M. catarrhalis e S. pneumoniae simultaneamente (p<0,05).  O estudo demonstra a importância do monitoramento contínuo de sorotipos a fim de fornecer evidências da predominância dos agentes etiológicos de doenças como a otite média aguda. Além disso, os resultados ressaltam a vulnerabilidade dos moradores de assentamentos rurais e a necessidade da implementação de ações mais efetivas de educação e assistência médica.



Palavras-chave: Otite. PCR Multiplex. Infecções. Vacina







ABSTRACT





Colonization of the oropharynx by Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis in a rural settlement population





Bacterial colonization plays an important role in the health of human beings. Risk and inflammatory factors can result in the conversion of the asymptomatic state to invasive disease mediated by pathogens present in the local oropharyngeal microbiome, such as Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis. This study aimed to evaluate the oropharynx colonization of residents of a rural settlement in relation to the pathogens most frequently isolated in cases of acute otitis media, as well as to analyze the presence of variables that act as risk factors for the development of ear infection. Demographic data was collected through questionnaires and oropharyngeal sample collections for identification of the pathogens by culture method and by the multiplex polymerase chain reaction in residents of the rural settlement Dona Carmem, located at Mirante do Paranapanema-SP. People who were interested in participating in the study and who lived in the settlement Dona Carmem were included. Participants who received any treatment with antibiotics within 72 hours before sampling were excluded, resulting in 55 study participants. A greater number of positive samples was observed for the pathogens investigated by multiplex PCR, revealing a high rate of colonization by the S.pneumoniae followed by the species M. catarrhalis, while the pathogen H. influenzae was not detected. Vaccination impacted the colonization of H. influenzae, however, the same was not observed for S. pneumoniae, probably due to incomplete vaccination coverage, colonization by non-vaccine serotypes and low seroconversion to the vaccine. Colonization rates for S. pneumoniae were higher than for M. catarrhalis in the presence of smoking, passive smoking, prematurity, food allergy, recurrent pneumonia and gastroesophageal reflux disease (p <0.05). It was also possible to verify that age, smoking, and passive smoking influence the colonization of M. catarrhalis bacteria, and smoking also influences the colonization of M. catarrhalis and S. pneumoniae bacteria simultaneously (p <0.05). The study demonstrates the importance of continuous monitoring of serotypes in order to provide evidence of the predominance of the etiological agents of diseases such as acute otitis media. In addition, the results highlight the vulnerability of rural settlement residents and the need to implement more effective education and health care actions.



Keywords: Otitis. Multiplex Polymerase Chain Reaction. Infections. Vaccines.
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Resumo



A colonização bacteriana exerce papel importante na saúde dos seres humanos. Fatores de risco e inflamatórios podem resultar na conversão do estado assintomático para doença invasiva mediados por patógenos presentes no microbioma local da orofaringe, como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis. Este estudo teve por objetivo avaliar a colonização da orofaringe de moradores de um assentamento rural em relação aos patógenos mais frequentemente isolados nos casos de otite média aguda, como também analisar a presença de variáveis que atuam como fatores de risco para o desenvolvimento da infecção do ouvido médio.Foi realizado a coleta de dados demográficos por meio de questionários e coletas de amostras de orofaringe para identificação dos patógenos por método de cultura e pela reação em cadeia da polimerase multiplex em moradores do assentamento rural Dona Carmem, localizado no Mirante do Paranapanema-SP. Foram inclusas pessoas que tinham interesse de participar do estudo e que morassem no assentamento Dona Carmem. Foram excluídos participantes que receberam qualquer tratamento com antibióticos nas 72 horas antes da amostragem, resultando em 55 participantes do estudo. Foi observado maior número de amostras positivas para os patógenos investigados pela PCR multiplex, revelando uma alta taxa de colonização pelo agente S.pneumoniae seguido da espécie M. catarrhalis, enquanto o patógeno H. influenzae não foi detectado. A vacinação impactou na colonização de H. influenzae, entretanto, o mesmo não foi observado para S. pneumoniae, provavelmente devido a cobertura vacinal incompleta, colonização por sorotipos não vacinais e baixa soroconversão a vacina. As taxas de colonização para S. pneumoniae foram maiores em relação a M. catarrhalis em presença de tabagismo, tabagismo passivo, prematuridade, alergia a alimentos, pneumonia de repetição e doença de refluxo gastroesofágico (p<0,05).  Foi ainda possível verificar que a idade, o tabagismo, e o tabagismo passivo influenciam na colonização de bactérias M. catarrhalis, sendo que o tabagismo também influencia na colonização das bactérias M. catarrhalis e S. pneumoniae simultaneamente (p<0,05).  O estudo demonstra a importância do monitoramento contínuo de sorotipos a fim de fornecer evidências da predominância dos agentes etiológicos de doenças como a otite média aguda. Além disso, os resultados ressaltam a vulnerabilidade dos moradores de assentamentos rurais e a necessidade da implementação de ações mais efetivas de educação e assistência médica.
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INTRODUÇÃO

A colonização bacteriana exerce grande importância na saúde, interferindo diretamente na homeostase e possibilitando a resposta imunológica do organismo(1,2). A região da orofaringe é colonizada por uma ampla variedade de microrganismos, que podem atuar como comensais e potenciais patógenos. Os principais microrganismos que colonizam esta região são as espécies Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis (3). Os portadores assintomáticos desses patógenos podem transmitir os mesmos para outras pessoas, assim como favorecem a susceptibilidade a infecções do trato respiratório superior, especialmente a otite média aguda (4,5). 

A colonização da orofaringe por microrganismos patogênicos pode ser influenciada pela microbiota local de forma direta e/ou indireta, além do sistema imunológico do paciente(4). Outros fatores também podem ser cruciais neste processo como a idade, frequência no uso de antimicrobianos, sazonalidade, aglomerados, área geográfica em que vive, compartilhamento de objetos, condições ambientais e socioeconômicas (6,7).  

Países em desenvolvimento apresentam as maiores taxas de colonização de patógenos respiratórios como S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis visto que o nível socioeconômico está associado a um menor acesso a vacinação e ao sistema de saúde, baixos níveis de escolaridade e infraestruturas deficientes (7). 

No Brasil, cerca de 30 milhões de pessoas vivem em áreas rurais, representando cerca de 16% da população brasileira. Destes, uma parcela crescente reside em assentamentos rurais. No entanto, essas áreas apresentam condições adversas para a vida e a saúde, como descarte inadequado de resíduos, acesso inadequado à água potável e superlotação em casa, favorecendo o aumento da morbimortalidade de doenças transmissíveis, mortalidade infantil, incidência de endemias e o incremento de doenças crônico-degenerativas (8). Desta forma, esta população tem como marca histórica um complexo quadro de vunerabilidade com uma grande desigualdade e dificuldade de acesso às mais diversas políticas públicas (9).

O estado de São Paulo é reconhecido por ser o mais industrializado e maior economia no Brasil. Entretanto, é um estado que apresenta uma grande assimetria em relação à economia, educação e saúde da sua população (10). O estado de São Paulo fica na região sudeste do Brasil sendo composto por 645 municípios e dividido em 15 mesoregiões, que por sua vez se dividem em microrregiões (Figura 1A). A Rede Regional de Assistência à Saúde 11 (RRAS11), composta por 45 municípios e uma população de cerca de 950.000 habitantes está inserida na mesorregião 8. Como parte da RRAS11 está o Pontal do Paranapanema, região composta por 32 municípios e situada no extremo oeste, sendo uma das mais pobres do estado (Figura 1B). Tem uma localização estratégica por ligar os estados de Mato Grosso, Paraná e o Mercosul.  Nas últimas três décadas tem sido palco de muitos conflitos sociais pela disputa de terras envolvendo produtores rurais e o movimento dos sem terra (MST). A região tem uma das maiores densidades de assentamentos rurais do país, sendo o município de Mirante do Paranapanema o que apresenta o maior número. Muitos desses assentamentos são caracterizados por baixo desenvolvimento socioeconômico, fornecimento insuficiente de água potável e instalações sanitárias e podem ser fonte de doenças infecciosas, especialmente bacterianas e parasitárias (Fig 1) (11,12). 
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Figura 1. Em (A) os estados brasileiros com destaque para o estado de São Paulo e o Pontal do Paranapanema. Em (B), Os municípios que compõem o Pontal do Paranapanema com ênfase no Assentamento Dona Carmem e os estados vizinhos MS: Mato Grosso; PR: Paraná. Em verde, o parque estadual Morro do Diabo. 

   	 

Assim, considerando o impacto social, econômico e na saúde desta população, além da escassez de estudos que tratam sobre a temática em assentamentos rurais, o presente estudo teve como objetivo avaliar a colonização da orofaringe de moradores de um assentamento rural em relação aos patógenos mais frequentemente isolados nos casos de otite média aguda, como também analisar a presença de variáveis que atuam como fatores de risco para o desenvolvimento da infecção do ouvido médio.



MATERIAL E MÉTODOS

Aspectos éticos e tipo de estudo 

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional e epidemiológico submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista, respeitando a Resolução nº 196/96 sobre pesquisas envolvendo seres humanos. Todos os participantes e/ou responsáveis foram convidados a assinar o termo de assentimento/Termo de consentimento livre e esclarecido.  O projeto está devidamente cadastrado no comitê de ética com registro CAAE 92660318.4.0000.5515.



Local e período da coleta 

A coleta das informações e das amostras foi conduzida no assentamento Dona Carmem em Mirante do Paranapanema – São Paulo, Brasil (Figura 1B) nos meses de fevereiro de 2019 a maio de 2019. Foram inclusas pessoas que tinham interesse de participar do estudo e que morassem no assentamento Dona Carmem. Foram excluídos participantes que receberam qualquer tratamento com antibióticos nas 72 horas antes da amostragem, resultando em 55 participantes do estudo. 



Coleta das amostras 

Todos os participantes selecionados foram registrados em um diário de triagem e avaliadas para elegibilidade do estudo. Foram registradas informações demográficas, estado de vacinação pneumocócica (autodeclaração), e outras variáveis para o desenvolvimento da otite média aguda por meio de um questionário (Anexo A). Após a coleta de dados demográficos uma amostra da orofaringe foi coletada por swab estéril umedecido com salina (0,85%) com movimentos leves nas amígdalas. As amostras coletadas foram armazenadas no meio de transporte que acompanha o swab e imediatamente encaminhados ao Laboratório de Microbiologia da Universidade do Oeste Paulista. O início das análises não ultrapassou mais que cinco horas após a coleta.







Isolamento e identificação por meio de cultura 

No laboratório de microbiologia, as amostras foram semeadas em ágar chocolate e ágar sangue e mantidos 37°C em jarra de anaerobiose. A identificação bacteriana dos agentes patogênicos foi realizada utilizando procedimentos bacteriológicos padrão: S. pneumoniae foi identificado por teste com optoquina e bile; A identificação de H. influenzae foi baseada na coloração de Gram, no crescimento de ágar de chocolate, na falta de crescimento em ágar de tripticase com sangue de carneiro suplementado com fator de crescimento (Factor X e Fator V). A identificação de M. catarrhalis foi baseado na coloração de Gram, reação oxidase positiva e perfil característico nos testes bioquímicos. Além disso, foi realizado análise da hemólise em ágar sangue. Após os testes, as colônias bacterianas eram armazenadas em caldo Brain Heart Infusion enriquecido com 5% de sangue de carneiro e congelada a -70°C para posterior análise por reação em cadeia da polimerase (PCR). Foram utilizadas como cepa padrão Haemophilus influenzae 00434/ IAL, Streptococcus pneumoniae 00752/ IAL 4490 e Moraxella catarrhalis ATCC25238.



Detecção de S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis por reação da polimerase em cadeia 

As amostras anteriormente armazenadas foram submetidas a técnica de fenol-clorofórmio para extração do DNA bacteriano presente na mesma. Subsequentemente, o DNA foi quantificado, avaliado a pureza e qualidade e mantido à temperatura de - 20˚C (13).  

A análise genotípica das cepas foi baseada na amplificação genética a partir da técnica de PCR Multiplex (reação em cadeia da polimerase) onde foram utilizados os DNAs extraídos previamente.  O mix de PCR multiplex foi composto de primers superiores para H. influenzae(1,4 mM), M. catarrhalis (0,2mM) S. pneumoniae(0,04 mM) e o primer comum inferior (0,4 mM), DNTPs (200 mM), tampão (Tris-HCl 10 mM [pH 8,8)], MgCl2 (1,5 mM), KCl (50 mM) e 0,1% de Triton X-100. Para cada reação foi utilizado 3U de Taq polimerase. O volume da reação foi de 50 ul. O protocolo de amplificação da reação consistiu de: 3 min de desnaturação inicial antes da adição de enzima em seguida foi realizado 38 ciclos de 94 °C/30s, 66 °C/45s e 72 °C/1 min, seguido por uma etapa de extensão final de 5 minutos a 72 °C. Os produtos de amplificação foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etídio(3mg/ml) visualizados por iluminação de luz UV(14). 

Os fragmentos de DNA foram comparados com um marcador de DNA de 1000 pb. A presença (+) e ausência (-) das bandas no gel foram indicativas para presença ou ausência da espécie bacteriana na amostra.

Os primers utilizados estão listados na Tabela 1, conforme descrito na literatura por Hendolin et al. (14). 



Tabela 1. Sequência de primers utilizados na PCR Multiplex para identificação de S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis isoladas das amostras da orofaringe de moradores do assentamento rural Dona Carmem, Mirante do Paranapanema-SP.



		Primers

		Sequência

		Amplicon (pb)



		Lower primer 21-mer

		5’-CTA CGC ATT TCA CCG CTA CAC-3’

		



		H. influenzae

		5’-CGT ATT ATC GGA AGA TGA AAG TGC-3’

		525



		M. catarrhalis

		5’-CCC ATA AGC CCT GAC GTT AC-3’

		264



		S. pneumoniae

		5’-AAG GTG CAC TTG CAT CAC TAC C-3’

		484









Para a análise dos dados foram utilizadas técnicas de estatística descritiva e inferencial. Inicialmente, foi realizada uma análise exploratória univariada para observar a distribuição de freqüências das variáveis estudadas. Para a análise das variáveis foi utilizado o teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para um valor de p < 0,05.



RESULTADOS

Foi obtido um total de 55 questionários respondidos e amostras coletadas. A dificuldade de locomoção, baixos níveis de escolaridade e péssima infraestrutura influenciaram diretamente a adesão dos participantes no estudo, resultando em um número de amostras menor do que o esperado para região.  

No método de cultura convencional, 10,9% das amostras apresentaram culturas negativas, enquanto o percentual de culturas inconclusivas foi de 89,09% (presença de outros microrganismos) (p<0,05). Este alto índice, pode ser justificado pela presença de microrganismos de outras espécies (não identificados neste trabalho), também possivelmente devido a característica fastidiosa dos agentes bacterianos S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis, assim, como a presença de baterias viáveis, mas não cultiváveis ou ainda tratamento prévio com antimicrobianos. Além disso, vale ressaltar que a coleta de amostras da orofaringe requer habilidade devido dificuldade de coleta sem a contaminação com a microbiota bucal, este fato também pode ter contribuído para o alto índice de amostras inconclusivas. 

No método de identificação por PCR multiplex, S. pneumoniae o principal patógeno envolvido em casos de otite média, estava presente em 69,6% das amostras seguido pela presença de M. catarrhalis em 60%, demonstrando valores similares para colonização (p>0,05). A técnica molecular também permitiu a identificação concomitante das duas espécies em 49% das amostras (Tabela 2).  O patógeno H. influenzae não foi identificado nas amostras (p<0,05). 



Tabela 2. Resultados encontrados na identificação dos patógenos envolvidos na OMA por métodos convencionais e moleculares. 

		Identificação dos patógenos por técnicas moleculares e convencionais



		Método de cultura convencional

		Método de PCR multiplex



		Negativas

		Inconclusivas

		

		S.

Pneumoniae

		M. catarrhalis

		H. Influenzae

		S.pneumoniae + M. catarrhalis



		10,9% (N=6)

		89,09 (N=49)

		

		69,09% (N=38)

		60% (N=33)

		0% (N=0)*

		49% (N=27)





*valor estatisticamente diferente em relação ao encontrado para S. pneumoniae, M. catarrhalis e ambos patógenos (p<0,05).

Em relação ao perfil clínico-epidemiológico foi observado que colonização por S. pneumoniae foi menor em indivíduos com menos de 1 ano de idade e entre 16 a 20 anos. É também mais comum em indivíduos de cor branca e parda, renda familiar maior que R$1.500,00 e que fizeram o uso de antimicrobianos três vezes ao ano (p<0,05) (Tabela 3). Para M catarrhalis ficou evidenciada sua presença principalmente em indivíduos com até 5 anos, cor branca ou parda, renda familiar menor que R$1.500,00 e uso de antimicrobiano duas vezes ao mês (p<0,05). A colonização concomitante foi mais frequente em crianças com 2 a 5 anos, sexo feminino, cor branca e parda, renda familiar menor que R$1.500,00 e uso de antimicrobiano 2 a 3 vezes ao ano (p<0,05).















Tabela 3. Percentuais de colonização por S. pneumoniae, M. catarrhalis e por ambos os patógenos em relação aos dados demográficos dos moradores do assentamento rural Dona Carmem, Mirante do Paranapanema-SP. 

		Características sócio-demográficas

		S. pneumoniae (%)

		M. catarrhalis (%)

		Ambos (%)



		

		<1 ano (3,6% n=2)ac

		50 *

		100 *

		50



		

		2 a 5 anos (12,7% n=7) ac

		71,40

		100*

		85,71 *



		IDADE

		5 a 10 anos (30,9% n=17) b

		68,75

		56,25

		50



		

		11 a 15 anos (29,0%n=16)

		73,30

		66,60

		60



		

		16 a 20 anos (7,2% n=4)

		50*

		50

		50



		

		>21 anos (16,3%n=9) ab

		66,6

		11,10

		11,10



		

		

		

		

		



		SEXO

		Feminino    (52,7% n=29) b

		75,86

		65,51

		58,62*



		

		Masculino  (47,2% n=26) bc

		62,50

		53,80

		38,46



		

		

		

		

		



		

		Branco (34,5% n=19) ab

		68,42

		52,63

		47,36



		COR

		Pardo   (63,7%n=37) b

		69,40

		63,80

		50



		

		Negro   (1,8%n=1)

		0*

		0 *

		0*



		

		

		

		

		



		RENDA

		<R$900 (67,3%n= 37)

		70,37

		59,25

		59,25



		

		>R$900 a <1500 (30,9% n=17)

		68,42

		68,42

		57,80



		

		>1500 (1,8%n=1)ab

		100* 

		0 *

		0 *



		

		

		

		

		



		

		Negativa (56,6%n=31) bc

		60

		56,66

		40



		ANTIMICROBIANOS

		2x ao ano (29% n=16) ab

		87,50

		56,25

		56,25*



		

		3x ao ano (9% n=5) ab

		100 *

		60

		60*



		

		2x ao mês(5,4% n=3) ac

		33,3

		100 *

		33,3





a diferença estatística entre a colonização de S. pneumoniae e M. catarrhalis (p<0,05)

b diferença estatística entre a colonização de S. pneumoniae e ambos os patógenos (p<0,05)

c diferença estatística entre a colonização de M. catarrhalis e ambos os patogenos (p<0,05)

* diferença estatística para a colonização em cada características demográficas (p<0,05)





Os percentuais de colonização em relação a potenciais fatores de risco para OMA podem ser visualizados na Tabela 4. As taxas de colonização para S. pneumoniae foram maiores em relação a M. catarrhalis em presença de tabagismo, tabagismo passivo, prematuridade, alergia a alimentos, pneumonia de repetição e doença de refluxo gastroesofágico (p<0,05).  Foi ainda possível verificar que a idade, o tabagismo, e o tabagismo passivo influenciam na colonização de bactérias M. catarrhalis, sendo que o tabagismo também influencia na colonização das bactérias M. catarrhalis e S. pneumoniae simultaneamente (p<0,05). 

A má formação crânio fácial foi a condição mais relevante em influenciar a colonização por M. catarrhalis e S. pneumoniae isoladamente ou concomitantemente (100%), seguido da pneumonia de repetição (75%) (p<0,05).



Tabela 4. Percentuais de colonização bacteriana dos moradores do assentamento rural Dona Carmem, Mirante do Paranapanema-SP em relação a fator de risco para o desenvolvimento de OMA. 

		Fatores de risco para OMA

		Taxa de colonização (%)



		

		S. pneumoniae

		M. catarrhalis

		Ambos 



		Tabagismo (n=5) ab

		60%

		0%

		0%



		Tabagismo passivo (n=19) ab

		61,90%

		42,80%

		38,09%



		Vacinação complete (n=42) c

		70,73%

		63,41%

		48,78%



		Prematuridade (n=8) ab

		60,50%

		37,50%

		37,50%



		Má formação crânio facial (n=1)

		100% *

		100%*

		100%*



		Trauma orofacial (n=0)

		0%

		0%

		0%



		Aleitamento materno (n=50) b

		65,30%

		61,22%

		48,97%



		Alergia a alimentos (n=2) ab

		100%*

		50%

		50%



		Alergia a medicamentos (n=2)ac

		33,33%

		66,60%

		33,33%



		Rinite (n=16) b

		64,70%

		58,82%

		47,05%



		Sinusite de repetição (n=3)

		75%*

		75%*

		75%*



		Pneumonia de repetição (n=4)ab

		100% *

		50%

		50%



		Frequência escolar (n=36) b

		66,60%

		59,25%

		48,14%



		Uso de corticoides (n=7)bc

		71,42%

		71,42%

		57,14%



		Doença de refluxo gastroesofágico (n=6)ab

		57,14%

		42,85%

		42,85%





a diferença estatística entre a colonização de S. pneumoniae e M. catarrhalis (p<0,05)

b diferença estatística entre a colonização de S. pneumoniae e ambos os patógenos (p<0,05)

c diferença estatística entre a colonização de M. catarrhalis e ambos os patogenos (p<0,05)

* diferença estatística para a colonização em cada microrganismo



DISCUSSÃO

A característica fastidiosa dos agentes patogênicos envolvidos nos casos de otite média aguda, assim como a tendência da espécie S. pneumoniae se submeter a autólise resultam em resultados falsos negativos em relação ao crescimento bacteriano em cultura e falhas durante o processo de identificação pela mesma (15,16). Desta forma, 89,09% das amostras não obtiveram resultados conclusivos baseados em técnicas convencionais de cultura, fato contestado pelos resultados obtidos a partir da técnica da PCR multiplex que possibilitou a detecção das espécies bacterianas pela análise específica do material genético bacteriano e também permitindo a identificação de mais um de um patógeno de forma rápida e eficaz. No entanto no Brasil, ainda há desafios na aplicação desta técnica na rotina dos laboratórios devido aos custos elevados e a necessidade de equipe especializada (17,18).  

A orofaringe é o principal reservatório para colonização de potenciais patógenos, atuando como órgão alvo para desenvolvimento de infecções de vias aéreas(3). O patógeno identificado com maior frequência foi S. pneumoniae, responsável por infecções que variam de leves a invasivas, associado a taxas de mortalidade e morbidade significativas em todo o mundo (19). Na sequência, M. catarrhalis, microrganismo importante nas infecções do trato respiratório que recentemente se tornou o principal agente envolvido nos casos de otite média aguda episódica e recorrente (20) e sua prevalência varia de acordo com as características do portador. Foi observada uma maior colonização de M. catarrhalis em crianças com até 5 anos. Isso se justifica pois após o primeiro ano de vida, temos os maiores picos de sua colonização e na sequencia um declínio com a idade à medida que aumenta a diversidade de microrganismos da microbiota e devido o amadurecimento do sistema imunológico (21). 

Ainda que a vacina conjugada pneumocócica, obrigatória no calendário de imunizações brasileiro e oferecida desde 2010 ofereça uma redução importante na carga de doenças causadas por S. pneumoniae, indivíduos que declaram estar com a imunização atualizada, apresentaram uma alta taxa de colonização, principalmente crianças menores de 10 anos. Várias hipóteses devem ser consideradas, como cobertura vacinal incompleta (3 doses mais um reforço até 10 anos), colonização por sorotipos não vacinais (3) e baixa soroconversão a vacina. Desta forma, nos últimos anos que cerca de 30% das crianças >2 anos e <10 anos não soroconvertem para pneumo-10 (22).

No entanto, a vacina conjugada contra a H. influenza tipo B pode estar associada aos resultados negativos em ambas as técnicas para o patógeno H. influenzae. A introdução desta vacina em 1999 diminuiu acentuadamente os casos de meningite causados por esse microorganismo. Além disso, pode também interferir também em sua taxa de colonização e transmissão e consequentemente aumentando a presença de S. pneumoniae, visto que estes patógenos competem naturalmente pelo sítio de colonização (23,24). 

Os percentuais de colonização dos indivíduos que relataram ter recebido aleitamento materno foram relativamente altos, cerca de 65, 61 e 48% respectivamente para S. pneumoniae, M. catarrhalis e ambos concomitantemente. Entretanto, relatos da literatura demonstram que o aleitamento materno fornece imunoglobulinas importantes na defesa do organismo contra microrganismos. A principal imunoglobulina presente no leite materno é a IgA responsável por ligar-se a microrganismos impedindo a sua aderência as superfícies mucosas, passo importante para colonização (25,26). No presente estudo, provavelmente, outros fatores foram envolvidos neste processo, ao favorecer a colonização mesmo com o aleitamento materno. 

 Indivíduos que passaram por episódios de pneumonias, sinusites de repetição e uso de corticoides obtiveram maiores percentuais de colonização pelos agentes envolvidos nos casos de OMA, com destaque para S. pneumoniae, o que está de acordo com estudos anteriores, especialmente em populações urbanas (27,28). No entanto, existem poucos estudos sobre esse fenômeno em populações rurais, e até onde sabemos nenhum em assentamentos rurais. A taxa de 100% de colonização para indivíduos que apresentam má formação crânio facial é de extrema importância, principalmente para os que apresentam anormalidades na trompa de Eustáquio, fatores envolvidos no aumento das chances de reincidência da infecção, assim como maior desenvolvimento de agravos (29), deste modo, a colonização por S. pneumoniae e M. catarrhalis os torna susceptíveis ao desenvolvimento da otite média aguda e aos possíveis danos decorrentes da mesma.    

Grande parcela dos indivíduos que apresentaram colonização bacteriana por S. pneumoniae e M. catarrhalis demonstraram renda familiar menor que R$ 1.500,00. As condições econômicas exercem importante papel na prevalência das infecções do ouvido médio, desta forma, populações rurais como as do presente estudo estão mais expostas as mesmas (30).

	Foi observado uma alta porcentagem de colonização em indivíduos com frequente antibioticoterapia. A exposição a altas frequências no uso de antimicrobianos exerce potencial para a seleção de cepas resistentes colonizadoras da microbiota, fator de risco para desenvolvimento de infecções por bactérias multirresistentes e também para transmissão vertical destas cepas(31,32). 

O tabagismo, assim como o tabagismo passivo ao proporcionar o contato com a nicotina e os produtos do tabaco tornam-se fatores responsáveis por elevar a susceptibilidade a infecções do ouvido decorrentes a invasão e proliferação de patógenos, visto que, o tabaco diminui a função mucociliar da trompa de Eustáquio. Desta forma, os dados do presente estudo evidenciam que estes hábitos atuam como potenciais fatores de riscos para colonização bacteriana por patógenos envolvidos em doenças de vias aéreas como a otite média aguda (6,24,26).

A frequência escolar, assim como a prematuridade, traumas orofaciais e doenças de refluxo gastroesofágico são relatados como contribuintes para predisposição do desenvolvimento da otite média aguda, auxiliando na transmissão dos patógenos envolvidos na mesma pelos portadores assintomáticos (6,33). Baseando-se nestas características não foi observado associação para a colonização dos patógenos pesquisados no presente estudo, evidenciado a necessidade de uma busca mais aprofundada por indivíduos presentes nestes grupos a fim de conferir resultados de maior confiabilidade a cerca destes fatores. 

 	O baixo número de pessoas entrevistadas e de amostras colhidas constituiu uma das principais limitações deste estudo. Populações rurais, por terem suas casas distantes umas das outras, não terem horários definidos para ir e voltar ao trabalho e principalmente por serem objetos de pesquisa de grande número de instituições são pouco aderentes a esses projetos.  



CONCLUSÃO

O método por PCR detectou maior número de amostras positivas para a presença de S. pneumoniae e M. catarrhalis se comparado com o método convencional de cultura. A vacina para H. Influenzae provavelmente teve um impacto na redução da sua colonização na orofaringe das amostras. Entretanto, este fato não foi observado com a vacinação para pneumococos. O estudo demonstra a importância do monitoramento contínuo de sorotipos a fim de fornecer evidências da predominância dos agentes etiológicos de doenças como a OMA. Além disso, os resultados ressaltam a vulnerabilidade dos moradores de assentamentos rurais e a necessidade da implementação de ações mais efetivas de educação e assistência médica.
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APÊNDICE - A



QUESTIONÁRIO 



Idade 



Sexo               M                       F



Cor      branca                 negra                   parda                      amarelo                        



Frequente Creche ou escola   sim              não 



Tabagismo passivo         sim                  não 



Uso de Antibióticos nos últimos 30 dias           sim                      não



Aleitamento materno        sim                    não 



Sintomas de Refluxo Gastroesofágico     sim                não 



Recebeu vacina antipneumocócica          sim                não 



Pneumonias de repetição         sim                não 



Sinusites de repetição        sim                     não 



Prematuridade                   sim                      não 



Mama deitado                    sim                     não 



Mal formações crânio faciais        sim                 não 



Alergias alimentares                      sim                 não                    se sim, qual(is)?
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