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RESUMO

Introducdo: Os estudos de colonizacdo nasofaringea permitem avaliar o impacto da
utilizacdo das vacinas conjugadas pneumocécicas no vacinado e na transmissao da bactéria
entre individuos e, por conseguinte, os seus efeitos na protecdo individual e da populacéo
(imunidade de grupo). Sdo habitualmente feitos através de andlises laboratoriais de
amostras de secrecdes nasofaringeas (NF) obtidas por técnicas ndo invasivas. A detecao de
Streptococcus pneumoniae (Sp) por PCR em saliva foi descrita numa elevada proporcéo de
individuos. Tendo obtido resultados semelhantes num grupo de criangcas portuguesas,
pretendeu-se com este estudo comparar a presenca desta bactéria em secrecfes NF e na
saliva da mesma crianca, de forma a avaliar a possibilidade da utilizacdo deste produto
biol6gico em estudos de colonizacdo bem como avaliar o seu papel na transmissdo do

pneumococo.

Material e Métodos: Em 2015 obtivemos pares de saliva e de secrecbes NF em 95
criangas, com idades entre os 6 meses e 0s 6 anos, em infantarios de Coimbra. Efetuamos
cultura destas amostras biologicas utilizando métodos padrdo e, quando ocorreu
crescimento bacteriano, foi feita extracdo de ADN. Foi utilizada gPCR de gene unico (lytA)
para detecdo de Streptococcus pneumoniae. Quando Sp foi identificado simultaneamente

nas duas amostras, procedeu-se a serotipagem utilizando uma técnica molecular de

microarray.

Resultados: Dos 95 pares de amostras colhidos, obtivemos 49 (51,58%) simultaneamente
positivos para Sp. Das amostras da NF, 45/49 (91,8%) apresentaram evidéncia de presenca
de Sp por microarray, 3 eram estreptococos ndo-Sp e num caso nao havia Sp ou espécies
relacionadas. Em 36 (80%) foi detetado um serotipo Unico e em 9 (20%) multiplos. Em
contraste, apenas 3/49 (6,1%) amostras de saliva tinham evidéncia de presenca de Sp por
microarray, em todos 0s casos correspondendo ao mesmo serotipo de Sp detetado na NF
dessa mesma crianga; nos 3 casos, Sp era pouco abundante na saliva quando comparado
com a abundancia na NF (23A: 5% vs 95%; 35F: 4% vs 99%; 9N: 1% vs 100%
respetivamente) e encontrava-se incluido numa mistura complexa de outras espécies
bacterianas. O nimero médio de espécies de estreptococos detetado na NF foi 1,6 e na

saliva foi 4,3.

Discusséo e concluséo: Os resultados deste estudo sugerem que a detecéo de Sp por IytA
gPCR na saliva de criancas em idade pré-escolar podera refletir a presenca de
estreptococos da flora oral geneticamente relacionados, que se apresentam em misturas

complexas de espécies, e ndo de pneumococos. Estes achados sugerem também que a



transmisséao de Sp pela saliva pode ser menos importante do que pelas secre¢des nasais

nessa faixa etéria e que a sua utilizagdo em estudos de colonizagdo tem limitagées.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae; Secrecfes nasofaringeas; Saliva;
Colonizacéo; Serotipo; Microarray.



ABSTRACT

Introduction: Nasopharyngeal colonization studies allow to assess the impact of
pneumococcal conjugate vaccines use on the vaccinated person and on transmission of the
bacterium between individuals and, therefore, its effects on individual protection and at the
population level (herd immunity). They are usually performed by laboratory analysis of
nasopharyngeal (NP) secretions obtained by non-invasive techniques. The detection of
Streptococcus pneumoniae (Sp) in saliva using PCR has been described in a high proportion
of individuals. Having obtained similar results in a group of Portuguese children, this study
aimed to compare the presence of this bacterium in NF secretions and saliva of the same
child, in order to evaluate the possibility of using this biological sample in colonization

studies, as well as to assess the role of saliva in pneumococcal transmission.

Material and Methods: In 2015, we obtained pairs of saliva and NF secretions in 95 children
aged 6 months to 6 years attending nurseries in Coimbra. These biological samples were
cultured using standard methods and, when bacterial growth occurred, DNA was extracted.
Single-gene gqPCR (lytA) was used to detect Sp. When Sp was identified simultaneously in
both samples, serotyping was performed using a microarray molecular technique.

Results: Of the 95 pairs of samples collected, 49 (51%) were simultaneously positive for Sp.
45/49 (91,8%) NP samples showed evidence of the presence of Sp by microarray, 3 were
non-Sp streptococci and in one case there was no Sp or related species. In 36 (80%) a
single serotype was detected and in 9 (20%) multiple serotypes were present. In contrast,
only 3/49 (6,1%) saliva samples had evidence of Sp by microarray, in all cases
corresponding to the same Sp serotype detected in the NP of that same child; in all 3 cases,
Sp was poorly abundant in saliva when compared to the abundance in NP (23A: 5% vs 95%;
35F: 4% vs 99%; 9N: 1% vs 100% respectively) and was included in a complex mixture of
other bacterial species. The mean number of streptococcal species detected in NP was 1,6

and in saliva was 4,3.

Discussion and Conclusion: The results of this study suggest that the detection of Sp by
IytA gPCR in saliva of preschool children may reflect the presence of genetically related
streptococci of oral flora, which are found in complex mixtures of species, and not
pneumococcus. These findings also suggest that the transmission of Sp by saliva may be
less important than by nasal secretions in this age group and that its use in colonization

studies has limitations.

Keywords: Streptococcus pneumoniae; Nasopharyngeal secretions; Saliva; Colonization;

Serotype; Microarray.



INTRODUCAO

Streptococcus pneumoniae (Sp) é uma bactéria gram positiva, que causa diferentes
infecdes, algumas com elevada morbilidade e mortalidade, em particular em paises
subdesenvolvidos. Estima-se que em 2015, a nivel global, tenha sido responsavel por
318,000 mortes entre 0s 0 e 0s 5 anos.' Em 2017, a Organizacdo Mundial de Sadde incluiu

esta bactéria na lista dos 12 patogénios que constituem maior ameaca & vida humana.?

Tendo o homem como hospedeiro obrigatorio, integra a flora do trato respiratério
superior**, colonizando a nasofaringe (NF). E a partir daqui que a bactéria é transmitida
entre individuos.>® Estudos realizados em infantarios portugueses demonstram que 51-62%
das criangas estdo colonizadas por Sp e que esta taxa de colonizagdo varia com a idade,

sendo superior em criangas com menos de 2 anos.”®

Da NF, a bactéria pode também disseminar-se para os tecidos adjacentes, dando
origem a sinusite, otite média aguda e pneumonia, ou invadir a corrente sanguinea, dando
origem a pneumonia, meningite, sépsis ou bacteriémia. A colonizacdo da NF é considerada
0 ponto de partida e pré-requisito para o desenvolvimento de doenca invasiva pneumococica
(DIP).5®

Atualmente sdo conhecidos mais de 90 serotipos de Sp e, apesar de todos poderem
causar doenca invasiva, um numero relativamente pequeno é responsavel pela maioria dos

casos de doenca na crianga.’*°

Pela maior frequéncia e risco de doenca grave nos primeiros 2 anos de vida, a
prevencdo através da vacinac&o tornou-se particularmente importante neste grupo etario.™
As vacinas conjugadas comecaram a ser comercializadas em Portugal em 2001 e em 2015
a vacina conjugada 13-valente (VCP13v; Prevenar13®, Pfizer) passou a integrar o Programa

Nacional de Vacinacéo (PNV).**™*

Nos paises que introduziram estas vacinas em PNV, observou-se uma diminui¢do da
colonizacdo e da doenca ndo invasiva causada por serotipos vacinais (SVs) e uma
importante reducdo da DIP causada pelos mesmos serotipos, com consequente reducao
das taxas de hospitalizacdo e mortalidade.’>'® Este efeito foi observado em individuos
vacinados, mas também na populacdo ndo vacinada, revelando um importante efeito
protetor indireto da vacinacdo (imunidade de grupo).’*® Simultaneamente, verificou-se um
aumento dos serotipos ndo vacinais (SNVs) em colonizacdo e algum aumento da doenca
invasiva e ndo invasiva causada por estes serotipos (fenédmeno de substituicdo), embora de

menor magnitude do que a reducéo da doenca causada por SVs.'*?



A avaliacdo do impacto da utilizagdo destas vacinas na colonizagdo e na transmissao
de Sp e, por conseguinte, os seus efeitos na protecao individual e populacional ao longo do
tempo sdo muito importantes. Para além da monitorizacdo da doenca, esta avaliagdo pode
também ser feita através de estudos de colonizagdo com andlise laboratorial de amostras
biol6gicas obtidas através de técnicas ndo invasivas.

A colheita de secre¢bes da NF com zaragatoa é o método habitualmente utilizado
nos estudos de colonizacdo de Sp. Este procedimento exige treino e pode causar algum
desconforto e dor.*

Estudos efetuados em adultos descrevem a saliva como sendo um produto bioldgico
no qual é possivel a detecdo de Sp e concluem também pela superioridade dos métodos
moleculares na identificacdo de Sp, dado que a natureza polimicrobiana da saliva torna

muito dificil a detec&o da bactéria por cultura.?*>*°

A detecdo de Sp por PCR em saliva de criancas saudaveis foi também descrita numa

elevada proporcéo de amostras.?’

O carater ndo invasivo e a simplicidade de obteng&o de saliva levou a que esta fosse
considerada uma amostra biolégica a utilizar em estudos de colonizagdo. No entanto, a
existéncia de outras bactérias, nomeadamente diversas espécies de Streptococcus
fenotipicamente similares ao Sp, pode tornar dificil a sua detegdo ou distingdo mesmo

quando se utilizam técnicas de biologia molecular.?®

Pretendeu-se com este estudo comparar a presenca de Sp em amostras da NF e de
saliva da mesma crianca, de forma a avaliar a possibilidade da utilizacdo deste produto
biol6gico em estudos de colonizagdo, bem como avaliar o papel da saliva na transmisséo de
Sp.



MATERIAL E METODOS

Tratou-se de um estudo prospetivo, transversal, observacional, sem intervencao, que
decorreu em 2015. Foram efetuadas colheitas simultdneas de saliva e de secre¢des da NF
em 95 criancas com idades compreendidas entre 0os 6 meses e 0s 6 anos, a frequentar
infantarios de Coimbra. Estes infantarios fazem parte de um programa de vigilancia de
colonizacdo nasofaringea por germens respiratérios iniciado em 2007, e foram escolhidos
por conveniéncia — estao localizados em Coimbra e tém um nUumero de criangas superior a

50. Para além das amostras bioldgicas, foram recolhidos dados demogréficos.

As amostras foram obtidas por enfermeiras treinadas, utilizando uma zaragatoa (Peel
Pouch Dryswabs; MW113, MWE, UK) que foi inserida na NF, cuja ponta foi colocada em
tubos de 2mL, contendo 1.5mL de meio de transporte e armazenamento (Skim milk-
Tryptone-Glucose-Glycerol (STGG)). Simultaneamente foram obtidas amostras de saliva
utilizando cotonetes de poligonos de espuma (RML120-905 Rocialle, South Wales, UK).
Estes eram colocados na boca da crianga até ficarem embebidos em saliva. A ponta era
removida e o conteudo espremido (utilizando uma seringa) para um tubo que continha 1mL
do mesmo meio de transporte e armazenamento. As amostras foram guardadas a -80°C até
andlise laboratorial. Efetuou-se cultura utilizando métodos padrao e quando houve
crescimento bacteriano este foi removido com uma ansa e colocado em 1mL de TSB
(trypticase soy broth) com glicerol a 15% de forma a obter uma cultura amplificada ou
enriquecida. Posteriormente foi feita extragdo de ADN com o QIAsymphony SP instrument
(Qiagen, Manchester, UK) utilizando o QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit (937036,
Qiagen, Manchester, UK). Foi utilizada a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (JQPCR) de gene unico (lytA) para detecao de Sp. A escolha deste gene foi feita
porque é o mais utilizado. Considerou-se amostra positiva quando a dete¢do ocorreu com

um limiar de ciclo (Ct) inferior a 36 ciclos.

As amostras simultaneamente positivas para Sp na NF e na saliva foram serotipadas
utiizando uma técnica molecular de microarray. Esta técnica permite determinar o(s)
serotipo(s) presente(s) na amostra com base na combinacdo dos genes de biossintese do
polissacarideo da capsula (cps) e atribui uma abundancia relativa, usando a intensidade do
sinal dos genes cps associados a cada serotipo. Adicionalmente, é possivel a detecédo de
pneumococos ndo encapsulados sem genes cps (ndo tipaveis) e a discriminacdo de outras
espécies de estreptococos relacionados com Sp, tais como S. mitis, S. oralis e S.

pseudopneumoniae, que podem conter homélogos do gene cps.**



O significado das diferencas entre as amostras biolégicas foi avaliado usando os
testes de Qui-quadrado e Mann-Whitney. Foi considerado um nivel de significancia
estatistica de p<0,05.

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica do Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra. Foi obtido consentimento informado escrito por parte dos pais das criangas que
participaram no estudo.



RESULTADOS

Das 95 criancas que participaram no estudo, 71 (74,7%) tiveram Sp identificado nas
secrecdes da NF e 51 (53,7%) na saliva. Nestas 95 criancas, em 49 obtivemos identificacdo
simultanea de Sp nos dois produtos biolégicos e foram estas o alvo deste estudo. A idade
mediana destas criancas foi de 51 meses (25-75) e 39% eram do sexo masculino. A

cobertura vacinal com a vacina conjugada pneumocdcica era superior a 80%.

Os resultados do microarray realizado nas duas amostras sdo apresentados na
tabela 1.

Tabela | — Espécies de Streptococcus detetadas por microarray nas 49 amostras de secre¢des

nasofaringeas e de saliva

Espécies de Streptococcus Secrec¢des da nasofaringe Saliva
Streptococcus pneumoniae 45 3
Streptococcus spp ndo-pneumococo 3 44
Ausentes 1 2

Teste Qui-quadrado p<0,00001

Das 49 amostras de secregdes da NF em que houve identificagdo de Sp por qPCR,
45 (91,8%) apresentaram evidéncia de presenca de Sp por microarray, trés (6,1%)
mostraram apenas Streptococcus spp hdo-pneumococo e uma hao apresentou evidéncia de
Sp ou espécies relacionadas. Em 36 (80%) dos casos houve evidéncia de um Unico serotipo
de Sp e em nove (20%) houve evidéncia de dois ou mais serotipos, bem como Sp nédo
tipaveis.

Em contraste, apenas trés (6,1%) das 49 amostras de saliva em que houve
identificacdo de Sp por qPCR tiveram evidéncia de presenca de Sp por microarray, em
todos os casos correspondendo ao mesmo serotipo de Sp detetado na NF da mesma
crianca. Nos trés casos, Sp foi encontrado em abundancia reduzida na saliva quando
comparada com a sua abundancia nas secrecdes da NF (serotipo 23A: 5% vs 95%; 35F: 4%
vs 99%; 9N: 1% vs 100% respetivamente) (Fig. 1) e fazendo parte de uma mistura complexa

de outras espécies.
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Figura 1 — Abundancia de S. pneumoniae detetado simultaneamente em amostras de secre¢fes da

nasofaringe e saliva, determinada pela técnica de microarray

A frequéncia relativa de Sp (serotipos vacinais, ndo vacinais e nao tipaveis) e de
espécies de estreptococos ndo-pneumococos portadoras de genes capsulares homélogos,
detetadas por microarray na saliva e nas secrec¢des da NF, é apresentada na figura 2, sendo
clara a predominéncia de Sp na NF (Fig. 2A), dominada pela presenca de serotipos nédo
vacinais. Foram detetados 3 serotipos vacinais: 19F, 23F e 3. Na saliva (Fig. 2B) é claro o
predominio de Streptococcus spp hdo-pneumococo e um ndmero escasso de Sp.
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B. SALIVA

45

Frequency

M Sp-sv Sp-NT M Sp-snv I N&o-Sp

Figura 2 — Frequéncia da detecdo de S. pneumoniae [serotipos vacinais (SV), ndo- vacinais (SNV) e
nao-tipaveis (NT)] e Streptococcus spp ndo-pneumococo contendo genes capsulares homologos
(Nao-Sp), nas secregdes da nasofaringe (A) e na saliva (B), obtida pela técnica de microarray.

O numero médio de espécies de estreptococos identificado pela andlise de
microarray nas amostras da nasofaringe foi de 1,6, enquanto na saliva foi de 4,3 (com

medianas e intervalos de 1 [0-5] e 5 [0-8], respetivamente) (teste de Mann-Whitney: p<0,01).
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DISCUSSAO

A avaliacdo dos efeitos diretos e indiretos da vacinacdo baseia-se em estudos de
colonizacdo NF em criancas nos primeiros anos de vida. A escolha deste grupo etério é
justificada pelas elevadas taxas de colonizacdo nasofaringea quando comparadas com uma
prevaléncia muito menor noutros grupos etarios. Neste estudo, utilizdmos outro produto
biolégico - saliva - para avaliar o seu papel potencial em estudos de colonizacdo de Sp em

criancgas.

A cultura era o método padréo para identificacdo de Sp nos estudos de colonizacéo,
mas a gPCR emergiu como um método alternativo de detecdo. Embora o custo de
consumiveis e equipamentos seja mais alto do que para a cultura, a reprodutibilidade com
eficiéncia de tempo e simplicidade, resulta em custo-beneficio. Diversas estratégias de PCR
foram desenvolvidas para a identificagdo de pneumococos, procurando marcadores
especificos de ADN. A IytA qPCR é amplamente utilizada e recomendada para detecédo de
Sp.22

A saliva € uma amostra bioldgica que permite uma colheita rapida e facil, sem
desconforto, mostrando-se atrativa para este tipo de estudos. Mas a cavidade oral é um
nicho ecolégico para muitas outras espécies de estreptococos fenotipicamente semelhantes
ao Sp, afetando a sensibilidade e a especificidade para detecdo de Sp. A distingéo entre Sp

e outros estreptococos orais do grupo viridans e S. pseudopneumoniae pode ser dificil.>*~*

Alguns estudos demostraram maior sensibilidade dos métodos moleculares em

relacdo a cultura para a detecéo de pneumococos na saliva.?®?’

No Unico estudo pediatrico realizado em amostras de saliva, que decorreu na
Holanda em 50 criancas com idades compreendidas entre os 5 e os 10 anos®’, Sp foi
identificado por gPCR em 44 (88%), em contraste com 0s 2 (4%) identificados por cultura,
um ndmero que aumentou para 11 (22%) quando os produtos foram extensivamente
recultivados.?” Em 2014, um estudo efetuado em criancas em idade pré-escolar em
Coimbra, utilizando também biologia molecular, identificou Sp em 73/114 (64%) criancas
estudadas (dados ndo publicados). Os dois estudos utilizaram cultura amplificada seguida

de qPCR (lytA e piaA no primeiro e lytA no segundo) para identificacdo de Sp.

Os resultados obtidos neste estudo confirmaram a identificacdo de Sp por gPCR na

saliva numa elevada percentagem das criancas estudadas (54%).

No entanto, a comparacéo direta entre amostras de secre¢cfes da NF e de saliva da
mesma crianca para detecdo de Sp e a serotipagem destes Sp pela técnica molecular de

microarray, ndo tinha sido feita até a data.
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O passo seguinte que utilizamos foi, com recurso a essa técnica molecular, comparar
0S serotipos presentes nas amostras biol6gicas quando ocorreu identificacdo de Sp em

ambas.

Observamos que as amostras de secrec6es da NF e de saliva de criangas em idade
pré-escolar diferem muito na sua composi¢cdo em relacao as espécies de estreptococos. As
primeiras contém frequentemente pneumococos, em abundancia, com um serotipo Unico ou
altamente dominante, geralmente sem outras espécies de estreptococos. A saliva contém
uma mistura de varias espécies de estreptococos, com pneumococo geralmente indetetavel
e, quando presente, a constituir uma percentagem muito pequena dos estreptococos da
amostra. A saliva € um meio polimicrobiano complexo, onde estdo presentes varias

espécies estreptocicicas, maioritariamente ndo pneumocacicas.

A concordancia entre os resultados da qPCR e do microarray na NF foi muito

elevada, mas o mesmo ndo ocorreu na saliva.

Foi demonstrada anteriormente, com recurso a técnicas de PCR, a presenca de
homodlogos de genes especificos de Sp em espécies de estreptococos ndo-Sp, 0 que
demonstra sobreposicdo genética entre Sp e outras espécies de Streptococcus
relacionadas.”® Um exemplo é a presenca de genes capsulares que se julgavam exclusivos
do Sp noutras espécies estreptocdcicas que integram a flora comensal da cavidade oral, tais
como S. mitis e S. oralis.** Esta semelhanca é explicada por processos de recombinacéo
resultantes da interacdo entre pneumococos e outros estreptococos, que contribui ndo s6
para a similaridade genética entre as espécies, mas também para a prépria evolucdo das

mesmas. %

Assim, a detecdo de Sp por gPCR utilizando genes que podem estar presentes
noutros estreptococos podera levar a identificacdo de outras espécies de estreptococos,
originando falsos-positivos em quantidade dificil de determinar.?® Este facto podera explicar
a discrepancia entre o resultado da IytA gPCR e o resultado do microarray na saliva e a
discrepancia detetada quando comparamos amostras NF e de saliva, na qual a presenca de
outros estreptococos € muito mais abundante. Como tal ndo acontece na NF, a

especificidade de IytA gPCR para detecdo de Sp nesta amostra biol6gica € elevada.

Os achados deste estudo contrastam com algumas das conclusdes apresentadas
pelo grupo holandés que também estudou amostras de saliva em criangas. Nesse estudo,
foram efetuadas analises moleculares adicionais nos extratos de ADN de amostras de saliva
e nos produtos da cultura e procederam a serotipagem por técnica de PCR, tendo
identificado serotipos em 23 das 44 criancas com identificacdo de Sp (52%), concluindo que

a gPCR (IytA e piaA) positiva correspondia a presenca de pneumococo na saliva.”’
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Existem varias explicacbes possiveis para essas conclusdes contrastantes. E
possivel que existam diferengas entre as faixas etarias e as populacées estudadas, embora
sejam pouco provaveis. A colonizacdo por Sp € mais elevada na baixa idade e comum na
faixa etéria que estudamos na populacdo portuguesa.”® E mais provavel, portanto, que as
diferencas estejam nas metodologias usadas. A detecdo molecular de sequéncias de ADN
nos extratos de ADN de amostras biolégicas contendo bactérias de muitas espécies (em
contraste com extratos puros), pode mostrar a presenca dessas sequéncias, mas nao pode
determinar a que microorganismos pertencem. Assim, a interpretacdo dos resultados de
gPCR positivos deve ter este aspeto em conta. Como ja foi referido, a saliva contém muitas
bactérias, incluindo muitas espécies de estreptococos que compartilham muita homologia de
ADN com pneumococos. Além disso, a presenca de sequéncias que caracterizam o locus
capsular observadas em pneumococos encapsulados, nem sempre indicam a presencga de
um locus capsular completo e totalmente funcional e, portanto, com a capacidade de
expressar capsula. No estudo holandés é também descrito que foram excluidos resultados
falso-positivos porque as sequéncias do gene capsular detetadas eram significativamente
mais abundantes do que outros genes especificos do pneumococo ou porque continham
erros.?’ Estes parecem ser indicadores adicionais do problema com falsos positivos usando
esta abordagem.

A tipagem capsular por microarray demonstrou ser sensivel e especifica em varios
estudos publicados, incluindo alguns nesta mesma populacdo portuguesa.’”*® Numa
comparacédo detalhada dos métodos de serotipagem, concluiu-se ser preferivel aos métodos
baseados em PCR.* Salienta-se ainda a superioridade deste método molecular na distin¢do
entre diferentes espécies estreptococicas, as vantagens na avaliacdo da sua abundancia
relativa, sendo muito sensivel na detecdo de serotipos presentes em percentagens muito

baixas.*°

Adicionalmente, ndo é expectavel que o método gere resultados falso-negativos em
amostras de saliva. Serdo importantes estudos futuros que ajudem a explicar estas
diferencas.

Os Sp detetados na NF sdo maioritariamente serotipos ndo vacinais tal como seria
de esperar numa populacdo com elevada cobertura vacinal. A exce¢ao € o serotipo vacinal
19F que, tal como descrito nesta populacdo® e noutras’®, se manteve presente em

colonizacéo.

A existéncia de genes capsulares idénticos em Sp e outras espécies estreptococicas
levanta também questdes relacionadas com a vacinacdo. O alvo das vacinas anti-
pneumocdcicas sdo os polissacarideos capsulares, que definem os serotipos de Sp.**? Isto
pode levar a que a vacinacdo tenha a sua acdo nao s6 em pneumococos como também
noutras espécies comensais do trato respiratério.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a detecdo de Sp por IytA gPCR na saliva de
criancas em idade pré-escolar podera refletir a presenca de estreptococos da flora oral
geneticamente relacionados com Sp, que se apresentam em misturas complexas de
espécies, e ndo de pneumococos. Estes achados sugerem também que a transmisséo de
Sp pela saliva pode ser menos importante do que pelas secrecdes nasais nessa faixa etaria
e que a sua utilizagdo em estudos de colonizag&o tem limitacdes.

Este estudo enfatiza também os desafios praticos e conceptuais enfrentados ao
tentar definir limites distintos entre estas espécies, pelo que novas estratégias para a sua

distincdo serdo necessarias no futuro.
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