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I. RESUMO 

Pneumonia adquirida na comunidade (PAC) é uma das Infecções Respiratórias Agudas 

mais comuns na infância, apresentando altas taxas de morbi-mortalidade. Nós realizamos 

uma análise abrangente de fatores associados ao diagnóstico de infecção por 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis em crianças 

com PAC. Inicialmente, validamos um teste sorológico em multiplex com oito antígenos 

protéicos de S. pneumoniae (Ply, CbpA, PspA 1 e 2, PcpA, PhtD, StkP e PcsB) usando 

controles positivos e negativos. Este teste sorológico foi altamente sensível e específico 

para o diagnóstico de doença pneumocócica invasiva, e um aumento ≥ 2 vezes no nível 

basal de anticorpos foi um ponto de corte adequado para diagnóstico utilizando todas as 

proteínas testadas. Em seguida, desenvolvemos um teste de avidez utilizando proteínas 

pneumocócicas, o qual foi capaz de diferenciar com segurança crianças com e sem 

doença pneumocócica. Avaliamos também o papel do raio-X de tórax como um teste 

diagnóstico clínico para crianças com PAC que tiveram amostras sorológicas testadas 

para infecção por S. pneumoniae, H. influenzae ou M. catarrhalis. Crianças com 

pneumonia radiologicamente confirmada apresentaram maior taxa de infecção por S. 

pneumoniae quando comparadas com crianças com raio-X de tórax normal. Além disso, a 

presença de raio-X de tórax normal apresentou alto valor preditivo negativo para o 

diagnóstico de infecção por S. pneumoniae. O efeito do uso de vacina anti-pneumocócica 

em dados sorológicos também foi avaliado. Não foram encontradas diferenças na taxa de 

resposta sorológica a S. pneumoniae, H. influenzae ou M. catarrhalis em crianças que 

receberam ou não a vacina pneumocócica conjugada 10-valente (PCV10). No entanto, 

crianças vacinadas apresentaram níveis mais baixos de IgG contra antígenos protéicos de 

S. pneumoniae que crianças não vacinadas. 
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Em seguida, avaliamos o papel de S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis como 

colonizadores nasofaríngeos, um passo fundamental para o desenvolvimento de doença 

invasiva. Não encontramos associação entre colonização nasofaríngea e detecção de 

resposta sorológica contra essas bactérias. Ao avaliar o efeito do uso de PCV10 na flora 

nasofaríngea, percebemos que crianças vacinadas apresentam menor taxa metabólica do 

S. pneumoniae que crianças não vacinadas. Por fim, não foi encontrada diferença nas 

taxas de colonização pelas bactérias avaliadas. 
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II. OBJETIVOS 

- GERAL: Avaliar o papel de Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, 

Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis na colonização nasofaríngea e pneumonia 

adquirida na comunidade em crianças 

- SECUNDÁRIOS:  

➢ Desenvolver e validar um teste sorológico em multiplex utilizando antígenos 

protéicos de S. pneumoniae para diagnóstico de pneumonia comunitária em crianças 

➢ Desenvolver e validar um teste de avidez utilizando antígenos protéicos para 

diagnóstico de infecção por S. pneumoniae em crianças 

➢ Avaliar o papel do diagnóstico radiológico de pneumonia na determinação do agente 

etiológico em crianças com pneumonia adquirida na comunidade 

➢ Avaliar o papel do uso da vacina pneumocócica conjugada 10-valente (PCV10) sobre 

o nível de anticorpos basais e frequência de resposta imune contra S. pneumoniae, H 

influenzae e M. catarrhalis 

➢ Avaliar o efeito do uso de PCV10 sobre a frequência de colonização e perfil 

metabólico de S. pneumoniae, S. aureus, H influenzae e M. catarrhalis em crianças 

com infecção respiratória aguda 

➢ Avaliar o efeito da colonização nasofaríngea por S. pneumoniae, H influenzae e M. 

catarrhalis na frequência de detecção de resposta de anticorpo contra estas bactérias. 
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III. INTRODUÇÃO 

1. Pneumonia adquirida na comunidade 

 A pneumonia adquirida na comunidade (CAP) é uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade na infância (Rudan et al., 2013; Walker et al., 2013, Liu et al., 

2015), sendo responsável por 120 milhões de casos/ano (dos quais 14 milhões são casos 

graves) e 1 milhão de mortes em crianças menores de 5 anos de idade (Liu et al., 2015). 

Devido ao impacto da PAC pediátrica na saúde pública, foram implementadas estratégias 

de controle para alcançar o Objetivo de Desenvolvimento do Milênio 4 de "reduzir em 

dois terços, entre 1990 e 2015, a taxa de mortalidade dos menores de cinco anos" (WHO, 

2009). 

O manejo adequado de casos, com base na classificação de gravidade e seleção da 

estratégia terapêutica apropriada, é considerado elemento fundamental para controle da 

PAC (WHO, 2014). O diagnóstico de PAC é atualmente baseado na presença de sintomas 

respiratórios (como tosse ou dispnéia) associados à taquipnéia (WHO, 2014). Os casos de 

doença grave ou muito grave são identificados pela presença de retração subcostal e de 

sinais de gravidade (como dificuldade para beber líquidos, convulsões, letargia, estridor e 

cianose central), respectivamente (WHO, 2000; WHO, 2005). Exames laboratoriais ou 

radiológicos são recomendados apenas em casos com má evolução ou gravidade na 

admissão (Bradley, 2011; Harris, 2011). 

Outras estratégias adotadas para reduzir a PAC pediátrica incluem controle de casos 

previníveis via vacinação e a prevenção e tratamento de condições debilitantes como 

infecção por HIV e desnutrição (WHO, 2009). A vacinação contra S. pneumoniae e H. 

influenzae tipo b já foi implementada no Brasil e gerou uma redução significativa no 

número de casos causados por estes agentes (O'Brien et al., 2009; Watt et al., 2009). 
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No entanto, existem vários desafios para controlar a PAC infantil. O uso de vacinas 

pneumocócicas baseadas em polissacarídeos capsulares reduziu a carga de colonização e 

doença por esses sorotipos, mas já foi relatado aumento na colonização por sorotipos não 

incluídos nas vacinas conjugadas (Dagan et al., 2009; Vesikari et al., 2016). Além disso, o 

diagnóstico etiológico da PAC continua a ser um desafio, uma vez que o diagnóstico por 

padrão-ouro depende do isolamento do agente etiológico de fluidos corporais estéreis, 

como sangue ou efusão pleural. Embora esta estratégia diagnóstica seja altamente 

específica, ela é pouco sensível, já que a minoria dos pacientes com PAC tem 

hemoculturas positivas (Shah et al., 2010) e o agente etiológico nem sempre pode ser 

isolado na análise de efusão pleural (Nascimento-Carvalho et al., 2013). 

1.1. Diagnóstico etiológico  

 A PAC pediátrica pode ser causada por uma ampla gama de agentes bacterianos e 

virais. A PAC causada por vírus já foi relatada em até 15-40% dos casos (Rudan et al., 

2008), incluindo doença causada pelo vírus sincicial respiratório (RSV), influenza e 

parainfluenza, adenovírus, rinovírus (Harris, 2011 et al., Esposito et al., 2013) e outros 

vírus incomuns, como o metapneumovírus (Nascimento-Carvalho et al., 2011) e o 

bocavírus (Nascimento-Carvalho et al., 2012). Uma recente revisão de literatura 

demonstrou a importância de agentes virais dentre os casos de PAC infantil, estimando 

que o VSR seja atualmente o agente mais comum de PAC, responsável por 28,8% de 

todos os episódios, seguido do vírus influenza, que representou 17% dos casos (Rudan, 

2013). 

A avaliação do papel dos agentes bacterianos como causa da PAC é mais complicada, 

uma vez que as incidências variam de acordo com os critérios aplicados para o 

diagnóstico de PAC e com o método diagnóstico aplicado para a detecção de patógenos. 
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Além disso, a maioria dos dados disponíveis sobre agentes bacterianos de PAC são 

provenientes de ensaios clínicos avaliando o efeito de vacinas, a partir dos quais dados 

etiológicos são extraídos como uma observação indireta da redução de casos de 

pneumonia após a vacinação (Rudan et al., 2008). S. pneumoniae e H. influenzae são as 

bactérias que mais comumente causam PAC, seguidos por S. aureus, M catarrhalis e 

bactérias gram negativas (Rudan et al., 2008; Harris et al., 2011; Juven et al., 2000; 

Nascimento-Carvalho, 2001). Dados de uma recente revisão de literatura de fato 

demonstraram que S. pneumoniae e H. influenzae são as principais causas bacterianas da 

PAC, responsáveis por 6.9 e 2.8% de todos os casos de PAC infantil em 2010, 

respectivamente (Rudan et al., 2013). Bactérias atípicas também podem causar PAC 

infantil, sobretudo Mycoplasma pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae (Harris et al., 

2001; Nascimento Carvalho, 2001). Além disso, dados recentes indicam que cerca de 1% 

dos casos de PAC grave ou muito grave podem ser causados por Bordetella pertussis 

(Barger-Kamate et al., 2016) 

A etiologia da PAC, no entanto, varia com a gravidade da doença. Rudan et al, 

(2013), relataram um aumento das taxas de detecção de S. pneumoniae e H. influenzae e 

diminuição da detecção de VSR e influenza em crianças com PAC grave e uma proporção 

ainda maior de causas bacterianas de PAC foi relatada entre casos de PAC que evoluíram 

ao óbito (Rudan et al., 2013). Da mesma forma, Nascimento-Carvalho et al (2016) 

encontraram um aumento progressivo no número de casos causados por infecção 

bacteriana em crianças com PAC não grave, grave ou muito grave (12,5% versus 29,3% 

vs. 55,6%, respectivamente; p: 0,04). A etiologia da PAC também é influenciada por 

outros fatores, como idade, vacinação, estado nutricional e presença de comorbidades 

(Harris et al., 2011). 
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Em relação às técnicas disponíveis para o diagnóstico etiológico de PAC, o padrão-

ouro ainda é o isolamento do agente em líquidos corporais estéreis, o que é pouco 

sensível. Os testes moleculares são promissores, com boa especificidade e potencial de 

uso em multiplex. No entanto, esses testes requerem um arsenal tecnológico que não está 

habitualmente disponível. Além disso, o alto custo, a necessidade de padronização e 

complexidade do procedimento limitam a aplicação do diagnóstico molecular atualmente 

(Bhat et al., 2012). Neste contexto, as técnicas sorológicas ressaem como técnicas 

adequadas para o diagnóstico etiológico da PAC em estudos epidemiológicos. 

1.1.1. Papel da sorologia 

 Os testes sorológicos baseiam-se na detecção de anticorpos (geralmente IgG) contra 

componentes dos patógenos estudados (Korppi et al., 2008a). A detecção de um aumento 

de IgG entre amostras coletadas em um intervalo de tempo predeterminado serve como 

evidência indireta da ativação do sistema imune causada pela infecção pelo patógeno 

estudado. Até o momento, a maioria dos testes sorológicos para a detecção de agentes 

bacterianos de PAC utiliza antígenos polissacarídicos ou “whole cell antigen”. 

 O método mais comumente utilizado para a quantificação de anticorpos é o ELISA, 

que é reconhecidamente específico e sensível (Korppi et al., 2008a). No entanto, quando a 

avaliação da resposta imune a múltiplos antígenos é necessária, o ELISA torna-se 

demorado e caro. Além disso, como a análise é limitada a um antígeno por teste, um 

grande volume de soro seria necessário para realizar testes contra múltiplos antígenos, o 

que geralmente é difícil de obter ao lidar com pacientes pediátricos. Neste contexto, o uso 

de um teste multiplex permitiria a detecção de anticorpos contra vários antígenos 

simultaneamente, reduzindo a quantidade de soro necessária e gerando grande quantidade 

de dados. 
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O diagnóstico sorológico de infecção por S. pneumoniae geralmente é feito pela 

detecção de um aumento nos títulos de anticorpos a polissacarídeos capsulares, o que 

permite a discriminação do sorotipo infectante. O ponto de corte para a detecção da 

resposta sorológica foi estabelecido como um aumento de 2 vezes nos níveis basais de 

anticorpos quando utilizando estes antígenos (Korppi et al., 2008a). O uso de 

polissacarídeos capsulares permite a detecção de respostas específicas contra S. 

pneumoniae, mas limita a sensibilidade do método, pois as respostas contra sorotipos não 

incluídos no teste não são detectadas. Testes sorológicos utilizando o polissacarídeo C de 

S pneumoniae também foram validados, sendo selecionado um aumento de 3 vezes nos 

níveis de anticorpos basais como ponto de corte para diagnóstico de infecção 

pneumocócica. 

Testes sorológicos para H. influenzae e M. catarrhalis para a detecção do agente 

etiológico de PAC foram realizados utilizando “whole cell antigen”, e um aumento de 3 

vezes no nível de anticorpos basais foi utilizado como ponto de corte (Nohynek et al., 

1995). No entanto, o uso de “whole cell antigen” também apresenta limitações, uma vez 

que a inclusão de vários antígenos celulares pode limitar a especificidade da reação. 

  Neste cenário, novos antígenos protéicos de S. pneumoniae, H. influenzae e M. 

catarrhalis foram recentemente identificados e reconhecidos como antígenos conservados 

e específicos para cada espécie (Tai, 2006; Poolman et al., 2000; Murphy & 

Parameswaran, 2009; Principi & Esposito, 2011). Esses antígenos são atualmente 

considerados candidatos para inclusão em formulações vacinais e testes sorológicos 

(Andrade et al., 2014), permitindo a detecção de resposta sorológica a antígenos 

específicos para cada espécie sem limitação de sorotipo. 

1.1.1.1. Antígenos protéicos 
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Várias proteínas pneumocócicas foram bem caracterizada até o momento e estão 

sendo consideradas para uso em testes sorológicos e desenvolvimento de vacinas 

(Principi, 2011). Entre elas, pneumolisina (Ply), “choline binding protein A” (CbpA), 

“pneumococcal surface protein A” (PspA), “pneumococcal choline binding protein A” 

(PcpA), “pneumococcal histidine triad protein D” (PhtD), “serine/threonine protein 

kinase” (StkP) e “protein required for cell wall separation of group B streptococcus” 

(PcsB) são antígenos promissores para uso em testes sorológicos.  Ply é uma citotoxina 

altamente conservada liberada durante a autólise que interage com o sistema imune do 

hospedeiro de múltiplos modos (Tai, 2006; van der Poll & Opal, 2009). CbpA (Brooks-

Walter et al., 1999; Tai, 2006; van der Poll & Opal, 2009) e PspA (Crain et al., 1990; 

Briles et al., 2000; Tai, 2006; van der Poll & Opal, 2009; Croney et al., 2012)  também 

estão presentes na maioria das cepas de S. pneumoniae e desempenham papéis no 

desenvolvimento de infecção por este agente. PcpA é uma proteína de ligação de colina 

presente na maioria das cepas virulentas de S. pneumoniae e está envolvida na adesão da 

bactéria a células epiteliais (Khan et al., 2012a). Da mesma forma, PhtD é uma proteína 

de superfície altamente conservada da família Pht (Adamou et al., 2001), que 

recentemente foi reconhecida como adesina (Khan & Pichichero, 2012b). StkP e PcsB são 

proteínas imunogênicas recentemente descobertas, que devem desempenhar papéis na 

divisão celular e no metabolismo de peptidoglicanos, respectivamente (Giefing et al., 

2007; Giefing et al., 2010; Giefing-Kroll et al., 2011). 

Entre os antígenos protéicos de H. influenzae descritos até o momento, a Proteína D é 

um fator de virulência conservado presente em todas as cepas desta bactéria (Poolman et 

al., 2000) e que atualmente é utilizado como carreador na vacina pneumocócica 

conjugada 10-valente (PCV10). Várias adesinas de M. catarrhalis que seriam adequadas 

para uso em testes diagnósticos já foram identificadas, como a “Outer Membrane Protein 



17 
 

CD” (OMP CD), uma adesina que também possui funções na patogênese desta bactéria, e 

Msp22, uma lipoproteína de superfície (Murphy & Parameswaran, 2009 Saito et al., 

2013; Smidt et al., 2013). 

1.1.2. Testes de avidez 

O teste de avidez representa uma alternativa para avaliar a resposta imune sem a 

necessidade de amostras pareadas de soro. A avidez representa a força da ligação entre o 

antígeno e o anticorpo e reflete a qualidade da resposta imune (Fried, 2013). De fato, uma 

correlação negativa entre a avidez do anticorpo estudado e a concentração de anticorpos 

necessária para a atividade opsonofagocítica/bactericida foi relatada em estudos 

anteriores (Schlesinger & Granoff, 1992; Antilla et al., 1999; Usinger & Lucas, 1999). 

Os testes de avidez já são utilizados com sucesso como ferramenta de diagnóstico 

para infecções virais (Meriluoto et al., 2012; Chen et al., 2014). Quanto ao uso da avidez 

contra os agentes bacterianos, a avidez da IgG contra os polissacarídeos pneumocócicos 

também foi amplamente estudada nos ensaios de vacinas, com aumentos na avidez de IgG 

após a vacinação pneumocócica (Ekstrom et al., 2007; Ekstrom et al., 2013). Além disso, 

dados recentes relataram aumentos na avidez de IgG após exposição ao S. pneumoniae 

(Ota et al., 2011; Fried et al., 2013). Até o momento, a avidez de IgG contra as proteínas 

pneumocócicas só foi avaliada em poucos estudos. Dentre esses, destaca-se a avaliação de 

uma vacina experimental utilizando StkP, PcsB, PspA e “pneumococcal surface adhesin 

A” (PsaA), em que houve aumento da avidez após a vacinação (Olafsdottir et al., 2012). 

1.2. O raio-X de tórax 

O raio-X de tórax pode auxiliar no diagnóstico da PAC pediátrica através da 

identificação de padrões radiológicos sugestivos de um processo inflamatório, como 
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infiltrados pulmonares, por exemplo. No entanto, existem limitações importantes para o 

uso rotineiro deste exame, como uma baixa concordância entre observadores (Johnson et 

al., 2010) e a incapacidade de distinguir entre agentes etiológicos específicos (Korppi et 

al., 2008b; Don et al., 2009). Além disso, quando o impacto da realização de um raio-X 

de tórax sobre a evolução das crianças com PAC foi avaliado, nenhum benefício foi 

descrito (Swingler et al., 1998). Conseqüentemente, as diretrizes atuais para o manejo da 

PAC segundo a Sociedade Britânica de Tórax (“British Thoracic Society”), a Sociedade 

Americana de Doenças Infecciosas e Sociedade de Doenças Infecciosas Pediátricas 

(“Pediatric Infeccious Diseases Society” e “Infectious Diseases Society of America”) não 

recomendam mais a realização rotineira de um raio-X de tórax diante de um caso com 

suspeita de PAC (Bradley et al., 2011; Harris et al., 2011) 

Por outro lado, uma proporção significativa de crianças com diagnóstico clínico de 

PAC apresenta uma radiografia de tórax normal à admissão (Hazir et al, 2006; Xavier-

Souza et al, 2013). Além disso, crianças que apresentam ou não PAC radiologicamente 

confirmada são diferentes na admissão e também evoluem de forma diferente (Cardoso et 

al, 2011; Key et al, 2011; Fontoura et al, 2012). Um efeito diferencial da vacinação 

pneumocócica também foi descrito dependendo dos critérios diagnósticos da PAC, com 

maior redução proporcional no número de casos de PAC em crianças com confirmação 

radiológica (Lucero et al, 2009; Tregnaghi et al, 2014). Em conjunto, esses dados 

sugerem que a doença em crianças com diagnóstico clínico de PAC com ou sem 

confirmação radiológica podem ter mecanismos de doença distintos e diferentes agentes 

etiológicos. 

2. Colonização nasofaríngea 
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A colonização nasofaríngea é um processo dinâmico no qual as bactérias comensais e 

potencialmente patogênicas são constantemente adquiridas e eliminadas da nasofaringe. 

Este processo é afetado por vários fatores, incluindo idade, colonização simultânea por 

outras bactérias (Patel et al, 2015), vacinação (Vesikari et al, 2016) e frequência a creches 

(Verhaegh et al, 2010). A colonização por bactérias patogênicas é considerada um passo 

fundamental para o desenvolvimento de doença invasiva por estes agentes (Laval et al, 

2006; Simell et al, 2012; Tenebaum et al, 2012). Além disso, a presença de colonização 

por S. pneumoniae em alta densidade em pacientes com infecção respiratória aguda (IRA) 

tem sido associada ao desenvolvimento de doença pneumocócica invasiva (Wolter et al, 

2014). Além disso, a colonização nasofaríngea bacteriana também afeta características 

clínicas em crianças com IRA viral (Yu et al, 2009, Jartti et al, 2011), sendo associada a 

maior duração de hospitalização e maior risco de sibilância recorrente em crianças 

colonizadas (Jartti et al, 2011). 

S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis e S. aureus são bactérias que colonizam 

frequentemente a nasofaringe de crianças e apresentam complexas interações entre si (van 

den Bergh et al, 2012; Xu et al, 2012). Associações positivas foram descritas entre 

colonização por S. pneumoniae e H. influenzae (van den Bergh et al, 2012) e M. 

catarrhalis (van den Bergh et al, 2012; Xu et al, 2012). Além disso, associações negativas 

foram encontradas entre colonização por S. aureus e S. pneumoniae (van den Bergh et al, 

2012; Xu et al, 2012) e entre S. aureus e M. catarrhalis (Xu et al, 2012). 

2.1. Efeito da vacinação pneumocócica sobre colonização nasofaríngea 

A vacinação pneumocócica promove a diminuição da colonização pelos sorotipos de 

S. pneumoniae incluídos na vacina e aumento dos sorotipos não incluídos na mesma 

(Brandileone et al, 2016, Vesikari et al, 2016), o que tem como resultado uma freqüência 
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geral inalterada na colonização pelo S. pneumoniae (Lindstrand et al, 2016). Em relação à 

colonização por H. influenzae, Camili et al. (2015) demonstraram um aumento na 

colonização por esta bactéria entre as crianças que foram vacinadas com PCV7 e com 

PCV13 (Camili et al, 2015). Da mesma forma, evidências recentes sugerem que 

vacinação com PCV10 não reduz as taxas de colonização por H. influenzae (Brandileone 

et al, 2016; Vesikari et al, 2016), apesar da presença da proteína D do H. Influenzae na 

sua composição. Não houve diferença nas taxas de colonização por M. catarrhalis após a 

vacinação com PCV7 (van Gils et al, 2011) ou PCV10 (Vesikari et al, 2016). A 

colonização por S. aureus aumentou após a vacinação com PCV7 (Devine et al, 2015). 

No entanto, não foram encontradas alterações nas taxas de colonização por S. aureus em 

um ensaio clínico avaliando o efeito da PCV10 na colonização nasofaríngea de bactérias 

patogênicas em crianças (Vesikari et al, 2016).  

3. Efeito da colonização e infecção por bactérias patogênicas em dados sorológicos 

Poucos estudos abordaram o desenvolvimento de anticorpos contra antígenos 

protéicos de S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis (Holmlund et al, 2009; Lebon 

et al, 2011; Prevaes et al, 2012; Vehaegh et al, 2012; Ditse et al, 2013; Borges et al, 

2016). Holmlund et al (2009) descreveram que os níveis de anticorpos contra as proteínas 

pneumocócicas CbpA, PhtD e LytC foram semelhantes entre amostras de sangue do 

cordão umbilical e respectivas mulheres grávidas; além disso, os níveis de IgG 

apresentaram uma diminuição inicial durante as primeiras 18 semanas de vida (Holmlund 

et al, 2009). Borges et al (2016) relataram que, em uma coorte de 50 crianças finlandesas 

seguidas até 13 anos de vida, os níveis de anticorpos contra as proteínas pneumocócicas 

atingiram um pico aos 3 a 5 anos e, em seguida, estabilizaram-se; os níveis de anticorpos 

contra as proteínas de H. influenzae atingiram um pico durante o segundo ano de vida e 

depois estabilizaram-se; por fim, os níveis de anticorpos contra as proteínas de M. 
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catarrhalis atingiram seu pico durante o primeiro ano de vida e depois diminuíram 

lentamente (Borges et al, 2016). Estes dados estão de acordo com relatos prévios da 

literatura que demonstraram que a produção de anticorpos contra antígenos protéicos 

começa em diferentes idades para cada antígeno (Rapola et al, 2000; Holmlund et al, 

2006; Zhang et al, 2006; Holmlund et al, 2009; Simell et al, 2009; Pichichero et al, 2010; 

Lebon et al, 2011; Prevaes et al, 2012; Hagerman et al, 2013) 

Quanto ao efeito da colonização bacteriana em dados sorológicos, coortes 

prospectivas identificaram aumento nos níveis de anticorpos contra proteínas 

pneumocócicas após colonização por S. pneumoniae (Simell et al, 2009; Lebon et al, 

2011; Hagerman et al, 2013). Da mesma forma, foram detectados aumentos nos níveis de 

IgG contra 5 antígenos protéicos de M. catarrhalis (OMP CD, Msp22, “oligopeptide 

permease”–Opp-A, “hemagglutinin” –Hag-, e “PilA clade 2” -PilA2) após colonização 

(Ren et al, 2015). O aumento da IgG para proteínas pneumocócicas induzida pela 

colonização por esta bactéria, no entanto, não foi grande o suficiente para permitir a 

detecção de uma resposta de anticorpos (definida como um aumento de 2 vezes nos níveis 

basais de anticorpos) em uma coorte de 36 crianças seguidas durante os primeiros 2 anos 

de vida (Turner et al, 2013). Além disso, níveis mais elevados de IgG a proteínas 

pneumocócicas não foram associados a uma redução na ocorrência de futuros episódios 

de colonização pneumocócica (Prevaes et al, 2012). 

Aumentos nos níveis de anticorpos a proteínas pneumocócicas (avaliados como 

variável contínua) também foram relatados após a otite média aguda (OMA) (Rapola et 

al, 2001; Simell et al, 2009). No entanto, no contexto da OMA, também foram detectadas 

respostas sorológicas (definidas como um aumento de 2 vezes nos níveis de anticorpos) a 

antígenos protéicos de S. pneumoniae em casos de OMA causada por este agente (Rapola 

et al., 2001). Portanto, é esperado que em crianças com PAC causada por S. pneumoniae, 



22 
 

H. influenzae ou M. catarrhalis, respostas sorológicas a antígenos protéicos destas 

bactérias sejam detectadas, devido à natureza invasiva desta doença. 

3.1. Efeito da vacinação pneumocócica em dados sorológicos 

Prevaes et al (2012) relataram uma tendência para menores níveis de IgG em crianças 

vacinadas com PCV7 para os antígenos Nan, Pilus A, PspA e PsaA em um grupo de 

crianças menos de 24 meses (Prevaes et al., 2012). No entanto, Ditse et al (2009) não 

encontraram diferenças nos níveis de IgG contra 15 proteínas pneumocócicas entre 

crianças vacinadas ou não com PCV9 (Ditse et al., 2013). Portanto, o efeito da vacinação 

pneumocócica nos níveis de anticorpos basais e na detecção de resposta sorológica a 

antígenos protéicos de S. pneumoniae ainda precisa ser definido. 

.  
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Supplementary Figure 1. Microbiome visualization of a representative sample 

Following DNA extraction from nasopharyngeal aspirate, PCR amplification of V3 and V4 regions of the16S 

gene and next-gen sequencing (Illumina), metagenomic analysis of ARI patient sample 419 was performed 

using Kraken software and visualized by Krona charts (both on BaseSpace, Illumina). A) Total bacterial reads 

are predominated by Streptococcus genus (47%) and Moraxella catarrhalis species (44%). B) Focusing on the 

Streptococcus genus, the predominant species were Streptococcus agalactiae, Streptococcus thermophilus and 

Streptococcus pneumoniae (2%, 1% and 0.07% of total bacterial reads, respectively). C) The order Bacillales 

represented only 0.1% of total bacterial reads, of which the Staphylococcus genus represented a minority (26%, 

corresponding to 0.026% of total bacterial reads). D) Within the Staphylococcus genus, no reads for 

Staphylococcus aureus species were detected in this sample.  
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X. DISCUSSÃO 

1. Validação de um teste sorológico em multiplex com antígenos protéicos de S. 

pneumoniae 

Nossos achados sugerem que a quantificação de IgG contra proteínas pneumocócicas 

em amostras pareadas de soro apresenta boa acurácia para o diagnóstico de doença 

pneumocócica invasiva. Um aumento ≥2 vezes no nível basal de anticorpos é um ponto de 

corte adequado para a maior parte dos antígenos avaliados. No entanto, o uso de diferentes 

pontos de corte para o aumento no nível de anticorpos pode melhorar a precisão do teste para 

alguns antígenos, especialmente para PcpA. 

O papel da sorologia no diagnóstico de infecção pneumocócica tem sido amplamente 

discutido nas últimas décadas (Korppi et al., 2008). S. pneumoniae freqüentemente coloniza o 

trato nasofaríngeo de crianças (Bogaert et al., 2004), e essa forma de contato com 

pneumococo pode promover um aumento no nível de anticorpos contra antígenos desta 

bactéria (Prevaes et al., 2012). No entanto, Turner et al. demonstraram que a aquisição de 

uma nova colonização pelo S. pneumoniae não apresentou associação estatisticamente 

significante com um aumento ≥2 vezes nos níveis de anticorpos para 27 proteínas 

pneumocócicas (Turner et al., 2013). No nosso estudo, demonstramos também que a resposta 

sorológica a antígenos protéicos de S. pneumoniae foi altamente específica ao comparar 

crianças com doença pneumocócica invasiva (DPI) e os controles negativos não colonizados. 

Desse modo, embora a necessidade de amostras pareadas represente um obstáculo para o uso 

de sorologia na prática clínica, ela ainda é uma opção viável para estudos epidemiológicos. 

Finalmente, as técnicas sorológicas estão em constante desenvolvimento e superaram 

limitações prévias como o número e tipo de antígenos passíveis de serem incluídos em cada 

teste (Andrade et al., 2014). 
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Diversas proteínas pneumocócicas foram descritas na última década e seu uso em 

testes sorológicos pode ter vantagens em comparação com os polissacarídeos capsulares 

comumente utilizados, sobretudo se a informação do sorotipo infectante não for necessária. 

Por exemplo, Olaya-Abril et al descreveram recentemente uma novo teste usando 95 

proteínas pneumocócicas recombinantes que haviam sido originalmente descritas por meio de 

técnicas de proteômica, representando a versatilidade de antígenos protéicos para uso em 

diagnóstico sorológico (Olaya-Abril et al., 2017). Todos os antígenos que incluímos em 

nosso teste sorológico são descritos na literatura como altamente específicos para S. 

pneumoniae e amplamente distribuídos entre suas cepas (Tai, 2006; Giefing et al., 2008; van 

der Poll & Otal, 2009). Portanto, o uso de proteínas pneumocócicas permite a identificação 

de respostas sorológicas contra S. pneumoniae independentemente do sorotipo da cepa 

infectante. Além disso, o desenvolvimento de técnicas em multiplex permitiu a avaliação de 

resposta a múltiplos antígenos na mesma reação (Andrade, 2014), representando uma opção 

mais econômica para melhorar a sensibilidade do teste através da combinação de diferentes 

antígenos. Testes sorológicos incluindo até 64 antígenos pneumocócicos já foram descritos e 

demonstraram-se robustos e sem efeitos deletérios pelo uso em multiplex, representando uma 

ferramenta engenhosa para a quantificação de IgG a proteínas pneumocócicas (Jiménez-

Munguía et al., 2015). 

As diferenças encontradas para os níveis de anticorpos nos soros de fase aguda podem 

ser explicadas pela diferença de idade entre os grupos de estudo. A produção de anticorpos 

contra antígenos protéicos de S. pneumoniae começa em diferentes idades para cada antígeno 

(Rapola et al., 2000; Holmlund et al., 2006; Zhang et al., 2006; Holmlund et al., 2009; Simell 

et al., 2009; Lebon et al., 2011; Prevaes et al., 2012; Hagerman et al., 2013) e, portanto, a 

idade das crianças influencia diretamente o nível de anticorpos gerados contra esses 

antígenos. No entanto, é importante enfatizar que os níveis de anticorpos no soro de fase 
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aguda não afetaram a associação entre o grupo de estudo e a detecção de resposta sorológica 

contra PspA, PcpA, PhtD e PscB (Tabela 4). Não foi encontrada associação independente 

entre o grupo de estudo e a detecção de resposta sorológica para Ply, CbpA e StkP, e é 

possível que isso tenha sido devido ao pequeno tamanho da amostra neste estudo. 

Os pontos de corte ideais para o aumento nos níveis de anticorpos contra cada 

antígeno definidos neste estudo foram baseados na maior acurácia para o diagnóstico de 

infecção pneumocócica. A acurácia destes pontos de corte foi, em geral, similar ao do ponto 

de corte ≥2 vezes. No entanto, o ponto de corte ≥1,52 vezes para um aumento nos níveis de 

anticorpos basais contra PcpA demonstrou-se mais preciso em comparação com um ponto de 

corte ≥2 vezes para um aumento nos níveis de anticorpos contra o mesmo antígeno (88,89% 

vs. 77,78%). Um aumento discreto na acurácia do teste foi identificado ao utilizar um ponto 

de corte ≥3,16 vezes para um aumento nos anticorpos contra Ply e de um ponto de corte 

≥1,97 vezes para um aumento nos anticorpos contra PspA em comparação com o ponto de 

corte ≥2 vezes contra esses mesmos antígenos (72,22% vs. 69,44% e 77,78% vs. 75%, 

respectivamente). Portanto, o uso de um aumento ≥2 vezes nos níveis de anticorpos basais 

como ponto de corte pode ser um critério de diagnóstico útil para a detecção de infecção 

pneumocócica quando utilizando os antígenos protéicos investigados neste estudo; o uso de 

pontos de cortes distintos, no entanto, pode melhorar ainda mais a acurácia do teste, 

particularmente para anticorpos contra PcpA. O uso de um aumento ≥2 vezes nos níveis de 

anticorpos já havia sido validado para Ply, através da quantificação dos níveis de anticorpos 

em crianças finlandesas saudáveis (Nohynek et al., 1995), o que contrasta com o ponto de 

corte mais alto encontrado para este antígeno no presente estudo. No entanto, ao comparar a 

especificidade do ponto de corte ideal selecionado aqui com a do ponto de corte ≥2 vezes 

(100% vs. 95.65%, respectivamente), observa-se apenas um pequeno aumento na 

especificidade do teste ao utilizar o ponto de corte ≥ 3.16 vezes. Portanto, o uso de um ponto 
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de corte ≥2 vezes para um aumento nos níveis de anticorpos basais ainda representa uma 

opção razoável para o diagnóstico de pneumonia pneumocócica usando o antígeno 

pneumolisina. 

O uso de combinações de antígenos protéicos pneumocócicos representa uma 

estratégia interessante para melhorar a sensibilidade de um teste sorológico. Mostramos neste 

estudo que, ao utilizar todos os antígenos incluídos, a detecção de resposta sorológica contra 

pelo menos um antígeno é altamente sensível e específica para a presença de infecção 

pneumocócica. É importante ressaltar que, entre os antígenos estudados, PcpA e PcsB-N 

foram os antígenos com maior acurácia, e sua inclusão deve ser considerada ao desenvolver 

um teste sorológico contra S. pneumoniae. Posfay-Barbe et al. mostraram que o uso de 

múltiplos antígenos melhora significativamente a sensibilidade da detecção da resposta 

sorológica contra S. pneumoniae, particularmente se PcpA foi incluído na combinação 

(Posfay-Barbe et al., 2011). Além disso, Jiménez-Munguía et al. também descreveram que os 

níveis de IgG contra PcpA foram três vezes menores em soros de crianças com pneumonia 

coletados até 10 dias de doença, quando comparadas aos níveis de IgG dos controles 

negativos (Jiménez-Munguía et al., 2015). Resultados semelhantes foram encontrados para a 

avaliação das respostas sorológicas em uma coorte de 690 crianças com pneumonia não-

grave adquirida na comunidade, na qual PcpA e PcsB foram os antígenos com a maior taxa 

de detecção de resposta sorológica (Borges et al., 2015). 

As limitações desta investigação devem ser comentadas. Em primeiro lugar, houve 

diferenças importantes entre controles positivos e negativos, isto é, nacionalidade, idade, 

vacinação e diferentes níveis de anticorpos nas amostras de soro à admissão. No entanto, 

demonstramos que essas diferenças não afetaram a detecção de resposta sorológica a pelo 

menos quatro proteínas pneumocócicas, incluindo PcpA e PcsB-N. Além disso, um estudo 

recente demonstrou que a vacinação com PCV10 não afetou a frequência de detecção de 
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resposta sorológica em uma coorte de crianças com PAC não grave (Andrade et al., 2016). 

Em segundo lugar, os grupos de controle positivo e negativo incluídos neste estudo tiveram 

poucos participantes. É possível que o pequeno número de participantes neste estudo tenha 

comprometido a associação independente entre o grupo de estudo e a detecção de resposta 

sorológica contra Ply, CbpA e StkP. O pequeno número de pacientes incluídos é devido à 

dificuldade em adquirir amostras de soro pareadas de pacientes pediátricos. Além disso, 

menos de 5% dos casos de PAC pediátrica desenvolve bacteremia (Shah et al., 2010). Os 

controles negativos eram crianças com faringite, que não são crianças estritamente saudáveis. 

No entanto, é importante lembrar que a faringite em crianças menores de 5 anos é 

predominantemente causada por vírus, e S. pneumoniae não é reconhecido como agente 

etiológico nesta situação (Hseh et al., 2011). É possível que as respostas sorológicas contra S. 

pneumoniae detectadas nos dois pacientes com faringite tenham sido causadas por uma 

resposta policlonal provocada pelo EBV (Freijd & Rosen, 1984) ou por uma reação cruzada 

com anticorpos reativos contra o Streptococcus do Grupo A. Além disso, como a colonização 

não foi avaliada novamente durante coleta das segundas amostras de soro no grupo de 

controles negativos, é possível que a aquisição de uma nova cepa de S. pneumoniae tenha 

ocorrido entre a coleta as amostras de soro e gerado uma resposta sorológica. Finalmente, a 

avaliação da colonização por S. pneumoniae via esfregaço orofaríngeo não é o método mais 

sensível para detecção desta bactéria (Satzke et al., 2013). 

Em conclusão, demonstramos que a sorologia usando múltiplas proteínas 

pneumocócicas é um método promissor para o diagnóstico de infecção pneumocócica em 

crianças com pneumonia. Embora o ponto de corte ≥2 vezes para um aumento nos níveis 

basais de anticorpos seja adequado para a maioria dos antígenos, diferentes cortes podem ser 

mais acurados para alguns antígenos, como aumento ≥1,52 vezes nos níveis de anticorpos 

basais contra PcpA. Além disso, quando se utilizam os antígenos aqui estudados, a detecção 
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de resposta de anticorpos contra pelo menos um antígeno é altamente sensível e específica 

para o diagnóstico de infecção por S. pneumoniae. 

 

2. Desenvolvimento e validação de um teste de avidez em multiplex com antígenos 

protéicos de S. pneumoniae 

Descrevemos neste estudo o desenvolvimento e a validação de um teste de avidez em 

multiplex utilizando proteínas pneumocócicas. Quando o teste foi aplicado a um cenário 

clínico, descobrimos que crianças com infecção pneumocócica apresentam menor avidez 

média de IgG contra antígenos protéicos quando comparados com crianças sem evidência de 

infecção pneumocócica. Além disso, a análise da curva ROC sugere que estudos de avidez 

podem ser úteis como ferramenta diagnóstica. 

A avidez de IgG contra os polissacarídeos de S. pneumoniae tem sido amplamente 

estudada em ensaios clínicos avaliando vacinas pneumocócicas, como ferramenta para avaliar 

a qualidade da resposta de anticorpos (Ekström et al., 2007; Ekström et al., 2013). Os testes 

de avidez podem ser utilizados como uma medida da funcionalidade da resposta de 

anticorpos e uma correlação negativa entre a avidez do anticorpo e a concentração de 

anticorpos necessária para a atividade opsonofagocítica/bactericida já foi relatada em estudos 

anteriores (Schlesinger & Granoff, 1992; Antilla et al., 1999; Usinger & Lucas, 1999). O uso 

de avidez para avaliar a resposta de anticorpos contra proteínas pneumocócicas, no entanto, 

só foi feito em poucos estudos, principalmente testes de vacinas experimentais utilizando 

modelos animais (Chen et al., 2015; Olasdottir et al., 2012). Portanto, no cenário atual onde 

novas vacinas baseadas em antígenos protéicos estão em desenvolvimento (Brooks et al., 

2015), a validação de protocolos econômicos para avaliar a avidez de IgG contra estes 

antígenos é necessária. Neste estudo, descrevemos a validação de um teste de avidez robusto, 
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no qual não houve efeito deletério devido ao multiplex. No entanto, as leituras de intensidade 

de fluorescência (que são proporcionais às concentrações de anticorpos IgG na amostra) neste 

teste de avidez devem permanecer dentro de um intervalo predeterminado (entre 100 e 7000 

IMF) para garantir a consistência dos resultados. Além disso, múltiplas diluições da mesma 

amostra podem ser necessárias, uma vez que as concentrações de anticorpos para diferentes 

antígenos numa mesma amostra podem variar. 

Aqui, descobrimos que as crianças com doença pneumocócica apresentam menor 

avidez de anticorpos contra maior parte dos antígenos protéicos avaliados tanto em amostras 

de fase aguda quanto na convalescença, em comparação com crianças sem doença 

pneumocócica. Resultados semelhantes foram encontrados ao comparar apenas crianças com 

DPI com controles saudáveis. Até o momento, a avidez da IgG contra antígenos protéicos de 

S. pneumoniae só foi avaliada clinicamente uma vez, em um estudo que avaliou a avidez da 

IgG contra Ply, CbpA e PspA em um grupo composto por 20 crianças com DPI e 20 

controles saudáveis (Ota et al., 2011). Nesse estudo, crianças com DPI apresentaram maior 

avidez de IgG na convalescença da doença, quando comparadas ao grupo controle. Etudos 

anteriores que avaliaram a avidez dos anticorpos contra polissacarídeos capsulares, no 

entanto, também encontraram menor avidez em crianças com doença pneumocócica. Por 

exemplo, crianças com infecções respiratórias recorrentes apresentaram menor avidez de IgG 

contra polissacarídeos capsulares em comparação com controles saudáveis, em um estudo 

avaliando os níveis de anticorpos contra 12 sorotipos pneumocócicos (Fried et al., 2013). 

Baixas avidez e atividade opsonofagocítica também foram relatadas contra o sorotipo 

infectante em crianças com DPI (Oishi et al., 2013). Neste cenário, a presença de anticorpos 

de alta avidez contra polissacarídeos pneumocócicos tem sido descrita como um fator 

protetor contra a infecção pneumocócica (Antilla et al., 1999; Usinger & Lucas, 1999; 

Musher et al., 2000). É possível, portanto, que a maior avidez contra as proteínas 
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pneumocócicas no grupo de crianças sem doença pneumocócica aqui encontrada também 

possa ser um determinante de proteção contra infecção por esta bactéria. 

Neste estudo, não encontramos um aumento estatisticamente significante na avidez de 

IgG entre amostras de fase aguda e convalescença. Um aumento da avidez contra proteínas 

pneumocócicas foi reportado por Ota et al, 2011, que encontrou menor avidez de IgG contra 

Ply, CbpA e PspA na fase aguda da doença em crianças com DPI em comparação com a fase 

de convalescença (Ota et al., 2011). Estas diferenças, no entanto, também não foram 

estatisticamente significantes. É possível que o pequeno tamanho amostral do nosso estudo e 

do trabalho de Ota et al. tenha comprometido a detecção de aumentos de avidez entre 

amostras de fase aguda e convalescença, os quais representariam a maturação dos anticorpos 

antígeno-específicos em resposta à exposição às proteínas pneumocócicas. 

Na avaliação da avidez dos anticorpos como ferramenta diagnóstica para a doença 

pneumocócica, descobrimos que diferentes proteínas tem poder discriminativo variável para a 

detecção de infecção por S. pneumoniae. Os anticorpos contra StkP-C e PcpA apresentaram 

alta precisão e podem ser considerados candidatos para um teste de avidez na prática clínica. 

O uso da avidez tem a vantagem de exigir apenas uma amostra de soro para fornecer 

informações diagnósticas, em comparação com ensaios sorológicos convencionais que 

requerem amostras pareadas. Por exemplo, a avidez de IgG contra polissacarídeos 

pneumocócicos foi avaliada para fins diagnósticos por Fried et al, 2013, que descreveram um 

alto poder discriminativo da avidez para distinguir entre grupos de crianças com infecções 

respiratórias bacterianas recorrentes e controles saudáveis (Fried et al., 2013). No entanto, a 

validação adequada de protocolos de avidez e a definição de pontos de corte para o 

diagnóstico de doença aguda ainda são necessárias. Neste, apresentamos uma avaliação 

preliminar dos pontos de corte ideais para o diagnóstico de doença pneumocócica, e 

encontramos uma alta variabilidade dos pontos de corte de avidez ideiais para cada proteína 
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escolhidos com base na melhor acurácia do teste. Esse achado reforça a necessidade de uma 

validação individualizada para cada antígeno protéico. 

As limitações desta investigação devem ser observadas. Em primeiro lugar, houve 

diferenças importantes no grupo de crianças sem doença pneumocócica (ou seja, entre o 

subgrupo de crianças saudáveis e o subgrupo de crianças com PAC sem resposta sorológica a 

S. pneumoniae), como nacionalidade, idade e intervalo de amostragem. No entanto, quando a 

avidez de IgG entre os subgrupos foi avaliada, a diferença foi encontrada apenas para PhtD. É 

possível que a idade mais avançada no subgrupo de crianças saudáveis tenha contribuído para 

a maior avidez encontrada contra PhtD devido ao maior tempo de possível exposição a S. 

pneumoniae. Em segundo lugar, uma quantidade considerável de amostras foram excluídas 

da análise devido à detecção de níveis de anticorpos fora do intervalo de fluoresc6encia 

predeterminado. Infelizmente, não foram realizadas repetições para essas amostras devido a 

restrições de material e tempo. No entanto, é importante enfatizar que este foi um estudo 

preliminar com o objetivo de padronizar e aplicar o primeiro teste de avidez em multiplex 

contra oito antígenos pneumocócicos, e o protocolo descrito deve ser avaliado novamente 

usando um maior tamanho amostral. Nós incluímos 5 crianças com menos de 6 meses de 

idade, e que poderiam, portanto, ainda estar sob a proteção de anticorpos maternos. É 

importante ressaltar, no entanto, que aumentos nos níveis de anticorpos contra proteínas 

pneumocócicas já foram relatados em crianças com menos de 6 meses de idade apresentando 

infecções sintomáticas, como PAC e OMA (Andrade et al, 2016a; Andrade et al, 2016b; 

rapola et al, 2001). Portanto, visto que crianças com idade inferior a 6 meses podem produzir 

respostas sorológicas quantitativas apesar da presença de anticorpos maternos, nós 

hipotetizamos que a avidez de anticorpos contra proteínas pneumocócicas também deva ser 

afetada durante um episódio infeccioso. Nós encontramos um decréscimo nos níveis de 

fluorecência para PcpA aos o tratamento com tiocianeto de sódio na concentração 6M. No 
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entanto, ainda assim obtivemos uma alta correlação entre os níveis de fluorescência de beads 

conjugadas com esta proteínas que foram submetidas ou não a um pré-tratamento com o 

agente caotrópico (Figura 2). Finalmente, não tivemos dados sobre colonização por S. 

pneumoniae para as crianças incluídas e como essa forma de contato com o pneumococo 

pode afetar a avidez da IgG anti-proteína. Foi relatado que crianças que mantém contato com 

outras crianças, um fator de risco reconhecido para a colonização pneumocócica, 

apresentaram maior avidez de IgG contra alguns sorotipos pneumocócicos do que crianças 

sem interação com outras crianças (Salt et al., 2007). Deste modo, o efeito da colonização por 

S. pneumoniae sobre a avidez dos anticorpos contra proteínas pneumocócicas deve ser o foco 

de estudos futuros. 

Em conclusão, este foi o primeiro relato do desenvolvimento e validação de um teste 

de avidez em multiplex usando proteínas pneumocócicas, o qual foi robusto e não apresentou 

efeito deletério do multiplex. Quando aplicado a um cenário clínico, o teste descrito foi capaz 

de identificar diferenças na avidez da IgG contra antígenos protéicos entre grupos de crianças 

com e sem doença pneumocócica, com menor avidez encontrada no grupo de crianças com 

doença pneumocócica. A avidez de anticorpos contra proteínas pneumocócicas também pode 

ser utilizada como ferramenta diagnóstica para infecção pneumocócica, sendo que os 

antígenos StkP-C e PcpA devem ser considerados para inclusão em tal teste. 

3. Papel do raio-X de tórax no diagnóstico de CAP 

Esta investigação demonstrou que crianças com pneumonia radiologicamente 

confirmada apresentam maior freqüência de infecção por S. pneumoniae do que crianças com 

raio-X de tórax normal. A presença de infecção pelo pneumococo foi associada 

independentemente à pneumonia radiologicamente confirmada entre crianças com 

diagnóstico clínico de PAC tratadas ambulatorialmente. Além disso, a presença de um raio-X 
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de tórax normal teve um alto valor preditivo negativo para a detecção de resposta sorológica 

contra S. pneumoniae. 

Encontramos uma maior freqüência de resposta sorológica contra vários antígenos de 

S. pneumoniae no grupo de crianças com pneumonia radiologicamente confirmada quando 

comparado ao de crianças com raio-X de tórax normal. Esse achado corrobora os resultados 

de estudos anteriores que demonstraram que a presença de infiltrados alveolares em 

radiografias de tórax está associada a pneumonia bacteriana (Virkki et al., 2002). 

Nascimento-Carvalho et al (2014) também relataram que a infecção por S. pneumoniae foi 

detectada mais frequentemente entre crianças hospitalizadas com PAC que apresentaram 

achados radiográficos de pneumonia do que em crianças com raio-X de tórax normal 

(Nascimento-Carvalho et al., 2014). Por outro lado, crianças com raio-X de tórax normal 

apresentaram maior incidência de infecção viral (Nascimento-Carvalho et al., 2014). Este é o 

primeiro estudo da associação entre infecção pneumocócica e pneumonia radiologicamente 

confirmada entre crianças não hospitalizadas com diagnóstico clínico de PAC. 

Conseqüentemente, o valor preditivo negativo do raio-X de tórax normal para 

detecção de infecção pneumocócica foi alto (86,3% [IC 95%: 82,4% -89,7%]). Embora uma 

associação entre infecção bacteriana e infiltrado alveolar/consolidação tenha sido 

previamente descrita (Virkki et al., 2002), esses achados não podem estabelecer de forma 

confiável o diagnóstico etiológico de PAC (Don, 2009; Xavier-Souza, 2013). Portanto, nosso 

achado de que o raio-X de tórax normal tem um alto valor preditivo negativo para a infecção 

pneumocócica pode ajudar na interpretação deste exame. Encontramos um alto valor 

preditivo negativo para o raio-X de tórax normal em uma população com alta prevalência de 

infecção pneumocócica (Nascimento-Carvalho et al., 2008), reforçando assim nossos 

resultados. Em conjunto, nossos dados mostram que as crianças com PAC não grave com 

pneumonia radiologicamente confirmada têm maior chance de infecção por S. pneumoniae, 
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enquanto crianças com um raio-X de tórax normal provavelmente não apresentam infecção 

por este agente e podem não se beneficiar do uso empírico de antibióticos. 

Dados de ensaios clínicos avaliando vacinas pneumocócicas reforçam a relação entre 

infecção pneumocócica e pneumonia radiologicamente confirmada, já que um efeito 

diferencial da vacinação pneumocócica foi encontrado nas taxas de PAC pediátrica de acordo 

com os critérios diagnósticos aplicados. Por exemplo, a eficácia da vacina PCV 10-valente 

foi significativamente maior para crianças com consolidação no raio-X de tórax do que para 

crianças com infiltrados alveolares ou apenas com diagnóstico clínico de PAC (Tregnaghi et 

al., 2014). O maior impacto da vacinação pneumocócica em crianças com consolidação no 

raio-X de tórax sugere que pacientes com este diagnóstico radiológico apresentam maior 

incidência de infecção pneumocócica. Esses achados são consistentes com os relatados por 

Lucero et al, 2009, que demonstraram uma boa eficácia da vacina do PCV 11-valente para 

crianças com pneumonia radiologicamente confirmada (definida como presença de 

consolidação) e eficácia vacinal mínima para crianças com apenas diagnóstico clínico de 

pneumonia (Lucero et al., 2009). Esses ensaios clínicos fornecem evidências indiretas sobre a 

etiologia da pneumonia em crianças com padrões radiológicos distintos, indicando que 

crianças com pneumonia radiologicamente confirmada apresentam uma maior freqüência de 

infecção por S. pneumoniae. 

O papel do raio-X de tórax no manejo de crianças com PAC, no entanto, tem sido 

amplamente discutido. Bradley et al (2011), por exemplo, recomendam que a radiografia de 

tórax só seja realizada em crianças hospitalizadas ou com hipoxemia, dificuldade respiratória 

significativa, suspeita de complicações ou falência terapêutica (Bradley et al., 2011). Esta 

posição é corroborada por Harris et al (2011), que afirmaram que as crianças com sintomas e 

sinais sugestivos de PAC e tratadas ambulatorialmente não devem ser submetidas a um raio-

X de tórax rotineiramente (Harris et al., 2011). Essas recomendações devem-se em parte a 
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estudos anteriores que demonstraram que a pneumonia bacteriana não pode ser diferenciada 

com segurança da pneumonia não bacteriana com base apenas nos achados de um raio-X de 

tórax anormal (Toikka et al., 2000; Korppi et al., 2008; Don et al., 2009). Além disso, 

evidências atuais sugerem que a realização de um raio-X de tórax não melhora o desfecho 

clínico de pacientes pediátricos com PAC (Swingler et al., 1998). É importante enfatizar, no 

entanto, que quando o impacto do raio-X de tórax sobre o manejo de crianças com PAC foi 

avaliado, os pacientes receberam antibióticos a critério do médico assistente 

independentemente dos achados radiológicos, limitando assim o potencial benefício de um 

estudo radiológico como ferramenta diagnóstica com implicações terapêuticas (Swingler et 

al., 1998). De acordo com estes achados, Harris et al (2011) recomendam o uso de 

antibióticos para todas as crianças com diagnóstico claro de PAC (Harris et al., 2011). Ambas 

as diretrizes concordam, no entanto, que as crianças pequenas não exigem o uso rotineiro de 

antibióticos, já que a maioria apresentará infecção viral (Bradley et al., 2011; Harris et al., 

2011). Nesse cenário, embora a radiografia de tórax não seja capaz de distinguir 

inequivocamente os agentes etiológicos da PAC, ela pode ajudar a diferenciar diferentes 

padrões de infecção respiratória inferior. Evidências recentes demonstraram diferenças 

importantes entre crianças com ou sem pneumonia radiologicamente confirmada tanto na 

apresentação quanto na evolução clínica. As crianças com pneumonia radiologicamente 

confirmada têm maior freqüência e maior persistência de febre (Key et al., 2008; Cardoso et 

al., 2011; Fontoura et al., 2012) e também evoluem de forma mais grave, com internação 

mais longa, maior necessidade de suporte respiratório e maiores taxas de falha terapêutica 

(Kelly et al., 2016). Essas diferenças indicam que crianças com e sem pneumonia 

radiologicamente confirmada podem ter padrões diferentes de infecção do trato respiratório 

inferior, e o raio-X de tórax, quando realizado, pode ajudar a conduzir casos duvidosos de 

PAC não grave. 
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Também descobrimos que crianças com pneumonia radiologicamente confirmada 

apresentaram níveis mais altos de anticorpos contra várias proteínas pneumocócicas tanto na 

admissão quanto na convalescença. Foi relatado anteriormente que níveis mais baixos de 

anticorpos anti-pneumocócicos na admissão estão associados a uma maior freqüência de 

resposta sorológica contra S. pneumoniae devido a particularidades técnicas (Borges et al., 

2015). Portanto, o nível de anticorpos na admissão dos pacientes incluídos no nosso estudo 

provavelmente não foi responsável pela maior taxa de resposta sorológica contra o 

pneumococo em crianças com pneumonia radiologicamente confirmada. O nível mais 

elevado de anticorpos na admissão neste grupo de crianças, por sua vez, pode ter sido 

causado por colonização prévia por S. pneumoniae. A colonização nasofaríngea é 

reconhecidamente parte da história natural da doença pneumocócica invasiva, que ocorre se 

as barreiras imunológicas são atravessadas pelas bactérias colonizadoras (Bogaert et al., 

2004). Além disso, as crianças com diagnóstico clínico e radiológico de pneumonia também 

são mais freqüentemente colonizadas pelo S. pneumoniae quando comparadas aos controles 

saudáveis (Chappuy et al., 2013). Portanto, é possível que uma maior taxa de colonização por 

S. pneumoniae em crianças com pneumonia radiologicamente confirmada tenha provocado os 

níveis mais altos de anticorpos anti-pneumocócicos presentes neste subgrupo. 

Não encontramos diferença nas taxas de resposta sorológica contra H. influenzae e M. 

catarrhalis neste estudo, possivelmente devido ao baixo número de respondedores em nosso 

grupo de estudo. Contudo, foram encontrados níveis discretamente superiores de anticorpos 

contra H. influenzae para crianças com pneumonia radiologicamente confirmada, bem como 

níveis mais baixos de anticorpos contra M. catarrhalis. Sabe-se que vários agentes 

bacterianos competem para colonizar o trato nasofaríngeo de pacientes pediátricos, criando 

um processo dinâmico de “turnover” de agentes colonizadores (Chappuy et al., 2013). Um 

aumento das taxas de colonização por S. pneumoniae também pode ter contribuído para 
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reduzir os níveis de anticorpos contra M. catarrhalis nas amostras de crianças com 

pneumonia radiologicamente confirmada na admissão. Por outro lado, uma correlação 

positiva entre a colonização por S. pneumoniae e H. influenzae já foi descrita, o que pode ter 

contribuído para os altos níveis de anticorpos contra H. influenzae encontrados na admissão 

(Chien et al., 2013). 

As limitações deste estudo devem ser enfatizadas. Em primeiro lugar, os dados sobre 

o estado de colonização das crianças avaliadas não estavam disponíveis e o possível efeito da 

colonização por S. pneumoniae nos níveis de anticorpos na admissão não foi avaliado. Em 

segundo lugar, nosso estudo foi composto de crianças não vacinadas, o que não representa a 

realidade da maioria dos países na era pós-PCV. No entanto, evidências recentes sugerem que 

o uso de PCV não interfere no resultado de testes sorológicos utilizando em proteínas 

pneumocócicas entre crianças com PAC (Andrade et al., 2016), o que favorece a 

generalização de nossos resultados. Além disso, não tivemos dados sobre o uso de outras 

vacinas que poderiam ter influenciado os resultados aqui apresentados, como a vacina contra 

o H. influenzae tipo B. No entanto, a cobertura vacinal para o H. influenzae tipo b na 

população pediátrica brasileira é alta (> 80%), então diferenças nas taxas de vacinação 

provavelmente não afetaram nossos resultados (Rede Interagencial de Informação para a 

Saúde. Cobertura de Vacinas, 2008). Finalmente, como todos os antígenos de H. influenzae e 

M. catarrhalis foram conjugados em uma única “bead” por bactéria, não foram obtidas 

leituras de fluorescência individuais para esses antígenos. 

Em conclusão, esta investigação demonstrou que, entre as crianças não internadas 

com diagnóstico clínico de PAC que foram submetidas a um raio-X de tórax, aquelas com 

pneumonia radiologicamente confirmada apresentaram maior freqüência de infecção por S. 

pneumoniae em comparação a crianças com raio-X de tórax normal. Além disso, a presença 

de infecção pneumocócica foi associada de forma independente à pneumonia 



96 
 

radiologicamente confirmada e o raio-X de tórax normal tem um alto valor preditivo negativo 

para a infecção pneumocócica. 

 

4. Efeito da vacinação pneumocócica na colonização nasofaríngea por S. pneumoniae, S. 

aureus, H. influenzae e M. catarrhalis 

Neste estudo, descobrimos que a vacinação com PCV10 não alterou as taxas de 

colonização por S pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis e S. aureus. No entanto, 

crianças não vacinadas apresentaram maior taxa metabólica para as cepas de pneumococo 

colonizadoras do que nas crianças vacinadas. Além disso, uma correlação significativa entre 

os transcritos de mRNA e as leituras de DNA do rRNA 16S foi encontrada para S. 

pneumoniae e H. influenzae apenas em crianças não vacinadas. Em conjunto, esses achados 

indicam que a vacinação pneumocócica afeta a atividade biológica de patógenos respiratórios 

bacterianos em crianças. 

A vacinação pneumocócica promove a diminuição da colonização por sorotipos de S. 

pneumoniae incluídos na vacina, associada simultaneamente ao aumento dos sorotipos não 

incluídos (Brandileone et al., 2016, Vesikari et al., 2016), o que resulta em uma freqüência 

geral inalterada de colonização pneumocócica (Lindstrand et al., 2016). Além disso, 

evidências recentes sugerem que a PCV10 não reduz as taxas de colonização por H. 

influenzae (Brandileone et al., 2016; Vesikari et al., 2016), apesar da presença da proteína D 

na sua composição. Também não houve diferença nas taxas de colonização por M. 

catarrhalis ou S. aureus após vacinação pneumocócica em um ensaio clínico avaliando a 

eficácia da PCV10 na colonização nasofaríngea por bactérias patogênicas (Vesikari et al., 

2016). De fato, não encontramos diferença nas taxas de colonização por S. pneumoniae, H. 

influenzae, M. catarrhalis ou S. aureus entre crianças vacinadas ou não com PCV10. No 
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entanto, o uso de PCV é capaz de induzir mudanças no perfil metabólico do pneumococo 

durante a colonização nasofaríngea, conforme sugerido previamente por modelos 

matemáticos (Watkins et al., 2015). O S. pneumoniae possui sistemas de sinalização ligados a 

quinases que detectam alterações no microambiente externo e, por sua vez, permitem 

alterações no seu programa genético em resposta (van der Poll & Opal, 2009). Portanto, ao 

invés de afetar somente as taxas de colonização, a vacinação pneumocócica pode promover 

mudanças no comportamento biológico das bactérias colonizadoras através da mudança das 

características do microambiente. 

Neste estudo, descobrimos que as cepas de pneumococo carreadas em crianças 

vacinadas com PCV10 têm uma menor taxa metabólica em comparação com aquelas em 

crianças não vacinadas (Tabela 3). Esta descoberta corrobora o menor potencial invasivo do 

pneumococo colonizador após o uso de PCV (Lindstrand et al., 2016). A redução da 

atividade metabólica do pneumococo em crianças vacinadas pode representar uma resposta 

adaptativa dessa bactéria em um ambiente hostil criado pela ativação do sistema 

imunológico. Além disso, as crianças não vacinadas tiveram uma correlação positiva entre a 

densidade de bactérias colonizadoras (leituras de DNA do rRNA 16S) e as contagens de 

mRNA, indicando que as bactérias carreadas estavam em um estado de replicação ativo. As 

crianças vacinadas, no entanto, apresentaram uma correlação fraca, o que pode representar a 

inibição da replicação ou mesmo a atividade bactericida do sistema imunológico. 

As crianças vacinadas também apresentaram uma fraca correlação entre a carga 

bacteriana (leituras de DNA do rRNA 16S) e mRNA contagens de H. influenzae. O efeito do 

PCV10 na colonização nasofaríngea por H influenzae não foi esclarecido até o momento. 

Prymula et al (2009) relataram uma diminuição nas taxas de colonização por esta bactéria 

após a dose de reforço de uma vacina pneumocócica conjugada com Proteína D, enquanto 

Vesikari et al (2016) não encontraram diferença nas taxas de colonização por H. influenzae 
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entre crianças vacinadas e não vacinadas com PCV10 (Prymula et al., 2009, Vesikari et al., 

2016). No Brasil, foram detectadas taxas mais elevadas de colonização por H influenzae em 

crianças vacinadas com PCV10 (Brandileone, 2016). Em nosso estudo, as taxas de 

colonização por esta bactéria foram extremamente altas em crianças vacinadas e não 

vacinadas e, portanto, não foram encontradas diferenças nas taxas e na densidade de 

colonização. No entanto, levantamos a hipótese de que a PCV10 produz uma resposta 

imunológica antígeno-específica que suprime a atividade metabólica ou leva à morte 

bacteriana, gerando a fraca correlação encontrada entre as leituras de DNA do rRNA 16S e 

transcrição de mRNA para H. influenzae em crianças vacinadas. 

Encontramos maiores contagens de mRNA de S. aureus em crianças que receberam 

PCV10, indicando que, embora as taxas de colonização fossem semelhantes em crianças 

vacinadas e não vacinadas, as cepas colonizadoras em crianças vacinadas apresentavam um 

perfil metabólico mais ativo. Como encontramos menor atividade metabólica de S. 

pneumoniae em crianças vacinadas, este achado corrobora a associação negativa entre 

colonização nasofaríngea por S. pneumoniae e S. aureus (van den Bergh et al., 2012; Xu et 

al., 2012). Não encontramos diferença nas taxas de colonização ou na atividade metabólica de 

M. catarrhalis entre crianças vacinadas e não vacinadas com PCV10. 

As limitações deste estudo devem ser observadas. O grupo de crianças vacinadas era 

heterogêneo, pois as crianças receberam diferentes doses de PCV10. No entanto, não 

encontramos nenhum efeito do número de doses de PCV10 nas taxas de detecção de 

transcritos de mRNA ou colonização bacteriana (leituras de DNA do rRNA 16S), conforme 

avaliado por regressão logística. Da mesma forma, não houve efeito do número de doses de 

PCV10 na densidade bacteriana ou na taxa metabólica de qualquer das bactérias estudadas. 

Portanto, as diferenças nos esquemas de vacinação não afetaram significativamente as 

variáveis de interesse desse estudo. 
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Em conclusão, a vacinação com PCV10 não afetou as taxas de colonização ou 

densidade bacteriana de colonização por S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis e S. 

aureus. Contudo, encontramos menor atividade metabólica de S. pneumoniae em crianças 

vacinadas, em paralelo com maiores contagens de mRNA de S. aureus. Além disso, apenas as 

crianças não vacinadas apresentaram uma correlação positiva entre a densidade bacteriana e 

os transcritos de mRNA para S. pneumoniae e H. influenzae, indicando um efeito supressor 

ou bactericida do sistema imune em crianças vacinadas. Em conjunto, nossos dados 

demonstram que a vacinação com PCV10 altera a relação RNA/DNA dos patógenos no 

microbioma nasofaríngeo, o que pode representar uma avaliação mais sensível dos efeitos 

vacinais comparado com taxas quantitativas de colonização nasofaríngea. 

 

5. Efeito da vacinação pneumocócica na detecção de resposta sorológica e 

desenvolvimento de complicações entre crianças com IRA 

Este estudo demonstrou que a colonização nasofaríngea por S. pneumoniae, H. 

influenzae e M. catarrhalis não está associada à detecção de resposta sorológica contra as 

bactérias acima mencionadas em um modelo controlado por idade e uso de PCV10. Além 

disso, as crianças que desenvolveram OMA tiveram uma maior freqüência de resposta 

sorológica contra S. pneumoniae, apesar de não haver diferença nas taxas de colonização por 

esta bactéria.  

Aumentos nos níveis de anticorpos contra as proteínas pneumocócicas após 

colonização por S pneumoniae foram previamente identificados em coortes prospectivas 

(Simell et al., 2009; Lebon et al., 2011, Hagerman et al., 2013). Este aumento na IgG anti-

proteína induzida por colonização pneumocócica, no entanto, não foi suficientemente intenso 

para permitir a detecção de uma resposta sorológica em uma coorte de 36 crianças seguidas 
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durante os primeiros 2 anos de vida (Turner et al., 2013). Aqui, demonstramos a detecção de 

resposta sorológica contra antígenos pneumocócicos em quase 30% das crianças com IRA, a 

qual não foi associada à colonização atual por esta bactéria. Por outro lado, a detecção de 

respostas sorológicas contra antígenos protéicos de S pneumoniae foi descrita no contexto de 

infecções respiratórias bacterianas sintomáticas, como OMA (Rapola et al., 2001) e PAC 

(Andrade et al., 2016b). Além disso, é importante notar que a ocorrência de aumentos 

superiores a 2 vezes nos níveis de anticorpos anti-proteína tem boa sensibilidade e 

especificidade (> 90%) para pneumonia pneumocócica (Andrade et al., 2016b). Em conjunto, 

esses dados sugerem que a resposta imune induzida por infecções bacterianas sintomáticas é 

diferente da resposta imune que ocorre durante a colonização bacteriana, caso em que o 

aumento da IgG é breve e de menor magnitude. 

Descobrimos que as crianças com OMA apresentaram maior freqüência de resposta 

sorológica contra S. pneumoniae do que crianças que não desenvolveram OMA. É importante 

notar que Oliveira et al (2016), em um estudo que incluiu 422 pacientes da coorte CHIADO-

IVAS, relataram que o uso de PCV10 foi inversamente associado ao desenvolvimento de 

OMA (Oliveira et al., 2016). Como o uso de PCV reduz a incidência de OMA causada pelo 

pneumococo (Littorin et al., 2016), é provável que o exceedente de casos de OMA 

encontrados nesse estudo tenha sido causado por S. pneumoniae. No nosso trabalho, no 

entanto, o grupo de estudo avaliado foi menor devido à disponibilidade de amostras para 

análise sorológica. Consequentemente, não foi encontrada associação entre o uso de PCV10 e 

desenvolvimento de complicações. De fato, o tamanho da amostra necessário para a detecção 

de uma diferença estatisticamente significante da mesma magnitude que a relatada aqui 

(calculada como 304 pacientes, considerando que o poder do estudo foi de 80%, o erro alfa 

5% e que as duas proporções testadas foram inferiores a 25% e superiores a 40%, 

respectivamente) é maior que a disponível para este estudo (Hulley, 1988). Portanto, nós 
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supomos que as crianças com OMA apresentaram maior taxa de infecção por S pneumoniae, 

sendo que a significância estatística não foi atingida devido ao tamanho da amostra. 

Não foram encontradas diferenças nos níveis de IgG contra as proteínas 

pneumocócicas na primeira amostra de soro entre crianças que foram colonizadas ou não por 

S. pneumoniae. No entanto, é importante notar que este estudo apenas avaliou um episódio de 

colonização nasofaríngea e os níveis basais de anticorpos contra os antígenos pneumocócicos 

refletem a ocorrência de encontros prévios cumulativos com esta bactéria. Por exemplo, 

níveis mais baixos de IgG contra as proteínas pneumocócicas entre as crianças que receberam 

PCV10 refletem o menor número de episódios de colonização (Hammit et al., 2014) e doença 

(Tregnaghi et al., 2014) causada pela vacinação e foi relatado anteriormente em uma coorte 

de crianças com PAC (Andrade, 2016a). Os níveis mais elevados de IgG contra antígenos 

protéicos de H. influenzae podem ter sido causados pelo aumento da colonização por esta 

bactéria ao longo do tempo, que foi relatado após vacinação pneumocócica (Camili et al., 

2015, Brandileone et al., 2016). 

Encontramos aqui uma interação positiva entre colonização por H. influenzae e M. 

catarrhalis, com maior freqüência de colonização por M. catarrhalis em crianças já 

colonizadas por H. influenzae e vice-versa. Além disso, as crianças colonizadas por H. 

influenzae apresentaram níveis mais altos de anticorpos contra M. catarrhalis na primeira 

amostra de soro, o que sugere um efeito sinérgico de longa data para a colonização por essas 

bactérias. A co-colonização por H. influenzae e M. catarrhalis é um achado comum, e tem 

sido relatado que ocorre com mais freqüência do que a colonização por qualquer destas 

bactérias isoladamente (Verhaegh et al., 2011). Embora a competição bacteriana ocorra na 

nasofaringe (van den Bergh et al., 2012; Xu et al., 2012), foi relatado que as cepas de M. 

catarrhalis ajudam H. influenzae a evadir a morte celular mediada pelo complemento através 

da secreção de vesículas da membrana externa (Outer Membrane Vesicles - OMVs) contendo 
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a proteína de superfície ubíqua (Usp) A1 e UspA2, as quais interagem com o terceiro 

componente do sistema do complemento (C3) (Tan et al., 2007). Portanto, nossos dados 

reforçam a interação entre H. influenzae e M. catarrhalis na nasofaringe. 

As limitações deste estudo devem ser observadas. Em primeiro lugar, a avaliação da 

colonização nasofaríngea foi realizada em apenas um momento, portanto nenhuma 

informação de colonização em uma série temporal estava disponível. No entanto, 

informações importantes foram extraídas dos níveis de anticorpos contra os antígenos 

estudados na primeira amostra de soro, os quais refletiram episódios anteriores de 

colonização ou infecção. Em segundo lugar, devido às limitações nos recursos, o tamanho da 

amostra foi inferior ao necessário para avaliar as diferenças nas taxas de resposta sorológica 

entre pacientes que apresentaram ou não complicações. No entanto, ainda pudemos observar 

uma maior taxa de resposta sorológica contra S. pneumoniae entre crianças que 

desenvolveram OMA, o que está de acordo com dados publicados anteriormente. 

Em conclusão, a colonização nasofaríngea ativa o sistema imunológico, mas não é 

capaz de provocar respostas sorológicas semelhantes às causadas por infecções bacterianas 

sintomáticas. Crianças com IRA que desenvolvem OMA têm maior taxa de resposta 

sorológica contra S. pneumoniae. 

6. Efeito da vacinação pneumocócica nos níveis de anticorpos basais e na frequência da 

resposta sorológica contra antígenos protéicos entre crianças com PAC 

Nosso estudo caso-controle demonstrou que há uma diferença significativa nos níveis 

de anticorpos basais contra antígenos protéicos de S. pneumoniae e M. catarrhalis entre 

crianças com idade pareada que foram vacinadas com PCV10 ou não receberam esta vacina. 

No entanto, não houve diferença entre vacinados e não vacinados na freqüência de resposta 

sorológica contra os antígenos estudados durante um episódio de PAC. 
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Crianças vacinadas apresentaram valores de fluorescência significativamente menores 

para quatro dos antígenos pneumocócicos avaliados (Ply, PspA, StkP e PcsB). Além disso, os 

níveis de anticorpos contra CbpA, PcpA e PhtD foram menores em crianças vacinadas em 

comparação com controles não vacinados, embora significância estatística não tenha sido 

alcançada. Da mesma forma, no estudo de Prevaes et al, houve também uma tendência para 

menores leituras de fluorescência em crianças vacinadas para os antígenos Nan, Pilus A, 

PspA e PsaA em crianças de 24 meses de idade (Prevaes et al., 2012). Por sua vez, Ditse et al 

não encontraram diferença nos níveis de anticorpos contra antígenos protéicos entre crianças 

vacinadas com PCV7 ou não vacinadas (Ditse et al., 2013). No entanto, a população estudada 

por Ditse et al tinha idade mais avançada do que a avaliada neste estudo, o que pode 

comprometer a comparação do efeito da vacinação pneumocócica devido à diminuição da 

eficácia das PCVs a longo prazo após a vacinação inicial (Madhi et al., 2007). 

Consequentemente, nenhum efeito da vacinação sobre a prevalência da colonização total ou 

de sorotipos de S. pneumoniae incluídos na vacina foi encontrado no estudo acima 

mencionado (Madhi et al., 2007; Ditse et al., 2013). Além disso, nosso estudo é o primeiro a 

avaliar o efeito do PCV10 no nível de anticorpos basais contra antígenos protéicos em 

crianças vacinadas e não vacinadas. Conseqüentemente, é possível que a maior cobertura 

fornecida pelo PCV10 quando comparado às PCVs utilizadas em estudos anteriores possa ter 

influenciado a diferença nos níveis basais de anticorpos entre crianças vacinadas e não 

vacinadas. 

Os valores mais baixos de fluorescência encontrados para crianças vacinadas podem 

ter sido causados pelos efeitos do PCV10 na taxa de colonização nasofaríngea. Por exemplo, 

o uso de PCV10 pode ter reduzido a taxa de colonização pneumocócica para as crianças 

estudadas, como já foi relatado em estudos anteriores com outros tipos de PCV (van Gils et 

al., 2009; Spijkerman et al., 2012). Nessa configuração, ao diminuir as taxas de colonização 
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por S. pneumoniae, as crianças vacinadas não foram expostas a numerosas proteínas 

pneumocócicas (Tai, 2006). Isso, por sua vez, poderia ter reduzido a produção de anticorpos 

anti-pneumocócicos nesse subgrupo de crianças. De fato, já foi demonstrado que as crianças 

freqüentemente colonizadas com S. pneumoniae apresentam níveis mais altos de anticorpos 

anti-proteína, em comparação com aquelas em que a colonização não foi encontrada 

(Pichichero et al., 2012). 

Apesar das diferenças dos níveis de anticorpos, não foi encontrada diferença 

estatisticamente significante entre as crianças vacinadas e não vacinadas em relação à 

freqüência de respostas sorológicas contra as proteínas pneumocócicas estudadas. Uma 

possível explicação para esta descoberta é que, em crianças vacinadas, a doença tenha sido 

causada por sorotipos não incluídos na PCV10. Aumentos na frequência de DPI causada por 

sorotipos não incluídos nas vacinas foram relatados após a introdução das PCVs (Flasche et 

al., 2011). Os antígenos utilizados neste estudo são, no entanto, altamente conservados e 

quase universalmente presentes em todas as cepas de S. pneumoniae (Brooks-Walter et al., 

1999; Adamou et al., 2001; Tai, 2006; Giefing et al., 2008; Croney et al., 2012; Khan et al., 

2012a; Khan & Pichichero, 2012b). Portanto, a resposta sorológica contra eles não deve ser 

substancialmente afetada pelo sorotipo do pneumococo causando PAC. Além disso, altos 

níveis de vários anticorpos anti-proteína pneumocócica reduzem a aderência do pneumococo 

às células epiteliais do pulmão humano (Kaur et al., 2014) e foram associados a uma 

freqüência reduzida de IRA em crianças (Lebon et al., 2011; Ditse et al., 2013). Portanto, 

embora as crianças vacinadas com PCV10 sejam protegidas contra doenças causadas pelos 

sorotipos cobertos com a vacina, elas não tinham o efeito protetor de altos níveis de 

anticorpos anti-protéicos, tornando-as sensíveis a infecção por cepas de pneumococo dos 

sorotipos não incluídos nas formulações vacinais. Esse fato, por sua vez, também pode ter 

contribuído para a freqüência similar de resposta sorológica em crianças vacinadas e não 
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vacinadas. No entanto, é importante lembrar que este estudo avaliou crianças com pneumonia 

não-grave tratadas ambulatorialmente, população na qual os vírus são a principal causa de 

PAC (Bradley et al., 2011; Ruuskanen, 2011). Portanto, um menor impacto da vacinação 

pneumocócica é esperado neste grupo de pacientes. 

Não houve diferença entre os níveis de anticorpos basais ou a freqüência de resposta 

sorológica contra H. influenzae entre crianças vacinadas e não vacinadas. Por outro lado, 

crianças vacinadas apresentaram níveis mais altos de anticorpos contra M. catarrhalis quando 

comparados aos não vacinados. Uma possível explicação é que as crianças vacinadas podem 

ter tido uma maior taxa de colonização por esta bactéria, pois a colonização pelos sorotipos S. 

pneumoniae incluídos na vacina foi prevenida e, possivelmente, permitiu uma maior taxa de 

colonização por M. catarrhalis. Mudanças na taxa de colonização nasofaríngea por M. 

catarrhalis já foram relatadas em certas circunstâncias que sabidamente afetam a flora local, 

como o comparecimento a creches (Verhaegh et al., 2010). No entanto, a maioria dos estudos 

que avaliam as taxas de colonização por M. catarrhalis após vacinação pneumocócica não 

encontrou diferença entre crianças vacinadas e não vacinadas (Van Gils et al., 2011; Dunne et 

al., 2012). 

As limitações deste estudo devem ser reconhecidas. Em primeiro lugar, o grupo de 

crianças que receberam PCV10 foi pequeno e heterogêneo quanto à conclusão do esquema 

vacinal e ao número de doses de PCV10 administradas. No entanto, não encontramos 

nenhum efeito do número de doses de PCV10 ou do intervalo de tempo entre a 

primeira/última dose de vacina e a primeira coleta de amostras de soro sobre os níveis de 

anticorpos basais ou na freqüência de resposta sorológica neste grupo de crianças. Por sua 

vez, isso poderia sugerir que embora o grupo de crianças vacinadas fosse efetivamente 

heterogêneo, as diferenças dos esquemas de vacinação não afetaram significativamente as 

variáveis de interesse deste estudo. Além disso, os grupos de crianças vacinadas e seus 
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respectivos controles não vacinados foram muito semelhantes em relação à idade e outros 

aspectos clínicos, de modo que as diferenças aqui encontradas não podem ser explicadas por 

esses fatores. É importante lembrar que este foi um estudo exploratório, e nossos achados 

devem ser confirmados em estudos com uma amostra maior e homogênea em relação ao 

estado vacinal. Em segundo lugar, não tivemos dados do estado de colonização das crianças 

avaliadas ou testes definitivos sobre a etiologia da PAC. Portanto, a associação entre os 

achados deste estudo e as possíveis mudanças nas taxas de colonização ou etiologia da PAC 

são apenas teóricas. Finalmente, não tivemos dados sobre o uso de outras vacinas que possam 

ter afetado as taxas de colonização ou infecção pelos agentes patogênicos estudados, como a 

vacina contra o H. influenzae tipo b (Hib). No entanto, já foi demonstrado que a cobertura da 

vacina Hib é alta na população pediátrica no Brasil, portanto provavelmente não afetou os 

resultados deste estudo (Rede Interagencial de Informação para a Saúde. Cobertura de 

Vacinas, 2008). 

Em conclusão, demonstramos que as crianças que foram vacinadas com PCV10 

apresentaram níveis mais baixos de anticorpos basais contra quatro antígenos protéicos de S. 

pneumoniae quando comparados a crianças não vacinadas com idade e apresentação clínica 

semelhantes. Isso poderia refletir menores taxas de colonização de S. pneumoniae em 

crianças vacinadas como conseqüência da vacinação com PCV10. Apesar das diferenças nos 

níveis de anticorpos basais, não houve diferença nas taxas de resposta sorológica contra 

antígenos protéicos de S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis entre crianças vacinadas 

e não vacinadas com PAC. 

7. Considerações finais 

Neste trabalho, fizemos uma análise abrangente de métodos diagnósticos para 

infecção respiratória em crianças com ênfase no Streptococcus pneumoniae, um agente 

patogênico responsável por até 11% dos óbitos em crianças com idade inferior a 5 anos 
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(O’Brien, 2009). Foi realizada a validação de um novo teste sorológico trazendo duas 

inovações tecnológicas para o diagnóstico de infecção por S. pneumoniae: a inclusão de 

novos antígenos protéicos, que permitem a detecção de respostas sorológicas ao pneumococo 

independentemente do sorotipo infectante (Tai, 2006); e o teste simultâneo de diversos 

antígenos (teste em multiplex). Esta estratégia gerou um incremento na sensibilidade do teste 

desenvolvido, como de fato observamos uma sensibilidade >90% sem gerar um decréscimo 

correspondente na especificidade (a qual também foi >90%) (Artigo 1). Uma adaptação do 

teste sorológico desenvolvido para avaliar avidez também se mostrou uma técnica 

promissora, capaz de diferenciar casos com e sem doença pneumocócica (Artigo 2). 

Verificamos também que a detecção de respostas sorológicas não sofre influência de uma 

colonização momentânea, eliminando assim um possível viés para a interpretação dos 

resultados de testes sorológicos para doença pneumocócica (Artigo 5). Além disso, a forte 

associação encontrada entre resposta sorológica ao pneumococo utilizando o teste aqui 

desenvolvido e a presença de pneumonia radiologicamente confirmada reforça a validade do 

nosso teste, além de trazer importantes implicações para o manejo clínico de crianças com 

PAC (Artigo 3). Finalmente, ao avaliar o efeito da vacinação sobre nosso teste sorológico, 

constatamos que não há efeito da vacinação pneumocócica sobre a frequência de detecção de 

resposta sorológica ao pneumococo (Artigo 6).  

Curiosamente, encontramos níveis basais de anticorpos contra antígenos protéicos de 

S. pneumoniae em crianças vacinadas com PCV10 mais baixos do que em crianças não 

vacinadas (Artigo 6). Este achado foi consistente tanto no grupo de crianças com PAC 

(Artigo 6) quanto no grupo de crianças com IRA (Artigo 5). Hipotetizamos que esta diferença 

seja devido a maior quantidade de episódios de colonização ou doença devido ao 

pneumococo em crianças não vacinadas. No entanto, não encontramos diferenças nas taxas 

brutas de colonização pelo pneumococo em crianças vacinadas ou não vacinadas com 
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PCV10. Pelo contrário, foi inovador notar que a vacinação pneumocócica pode atuar através 

da modificação do comportamento biológico de S. pneumoniae, suprimindo sua atividade 

metabólica (Artigo 4). Desse modo, infere-se que outras variáveis devem ser levadas em 

consideração ao se avaliar os efeitos imunológicos da vacinação pneumocócica, como por 

exemplo, alterações na afinidade do anticorpo e efetividade da ação bactericida (que 

poderiam ser avaliadas através de testes de avidez ou opsonofagocitose).  

Assim, concluímos que testes sorológicos são ferramentas valiosas para diagnóstico 

de infecção pneumocócica e compreensão da resposta imune ao S. pneumoniae e à vacinação 

para este patógeno, cujos efeitos no ciclo colonização-infecção ainda devem ser 

completamente elucidados.  
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XI. CONCLUSÃO 

1) O teste sorológico desenvolvido com múltiplas proteínas pneumocócicas é um método 

promissor para o diagnóstico de infecção pneumocócica em crianças com pneumonia, com 

especificidade e sensibilidade superiores a 90%. Um ponto de corte de aumento ≥1,52 vezes 

no nível de anticorpos basais deve ser considerado para PcpA, enquanto que um ponto de 

corte ≥2 vezes deve ser usado para Ply, CbpA, PspA1 e 2, PhtD, StkP-C e PcsB- N. 

2) Desenvolvemos um ensaio de avidez robusto em multiplex usando proteínas 

pneumocócicas. O teste foi capaz de identificar diferenças na avidez de IgG anti-proteína 

entre grupos de crianças com e sem doença pneumocócica, com menor avidez encontrada no 

grupo de crianças com doença pneumocócica. StkP-C e PcpA devem ser considerados para 

inclusão em testes de avidez projetados para o diagnóstico de doença pneumocócica. 

3) Crianças com pneumonia radiologicamente confirmada têm maior freqüência de infecção 

por S. pneumoniae em comparação com crianças com raio X de tórax normal. A presença de 

infecção pneumocócica é associada de forma independente à pneumonia radiologicamente 

confirmada e o raio-X de tórax normal possui alto valor preditivo negativo para a infecção 

pneumocócica. 

4) A vacinação com PCV10 não afetou as taxas ou a densidade de colonização por S. 

pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis e S. aureus. Foi encontrada atividade metabólica 

mais baixa para S. pneumoniae em crianças vacinadas, em paralelo com maiores contagens 

de RNA para S. aureus. Apenas crianças não vacinadas apresentaram uma correlação positiva 

entre a carga bacteriana e os transcritos de mRNA para S. pneumoniae e H. influenzae, 

indicando um efeito supressor ou bactericida do sistema imune em crianças vacinadas. 
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5) A colonização nasofaríngea ativa o sistema imunológico, mas não é capaz de provocar 

respostas sorológicas semelhantes às causadas por infecções bacterianas sintomáticas. 

Crianças com IRA que desenvolvem OMA têm maior taxa de resposta sorológica contra S. 

pneumoniae. 

6) As crianças que foram vacinadas com PCV10 apresentaram níveis mais baixos de 

anticorpos basais contra antígenos protéicos de S. pneumoniae quando comparados a crianças 

não vacinadas com idade e apresentação clínica semelhantes. Nenhuma diferença foi 

encontrada nas taxas de resposta sorológica contra antígenos protéicos de S. pneumoniae, H. 

influenzae e M. catarrhalis entre crianças vacinadas e não vacinadas com PAC. 
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XIII. PERSPECTIVAS DE ESTUDO 

Após a realização do trabalho apresentado nesta tese, algumas perspectivas de estudo são 

interessantes para continuação da linha de pesquisa desenvolvida: 

 

1) Avaliação do efeito da colonização nasofaríngea por S. pneumoniae, H. influenzae, M. 

catarrhalis e S. aureus no desenvolvimento de resposta sorológica e alterações de avidez 

Este trabalho consistiria numa coorte de crianças com idade entre 6 meses e 5 anos (período 

de maior colonização bacteriana nasofaríngea e após o período de maior efeito de anticorpos 

maternos) acompanhadas no serviço de pediatria do Complexo Pediátrico Professor Hosanah 

de Oliveira (CPPHO/C-HUPES) para a realização de cirurgias eletivas. Amostras seriadas de 

aspirado nasofaríngeo e sangue seriam coletadas em um intervalo de 2 a 4 semanas por um 

período de 6 meses. As amostras coletadas seriam então submetidas à avaliação sorológica e 

ao teste de avidez com antígenos protéicos descritos nesta tese. A coleta seriada de amostras 

permitiria o diagnóstico da aquisição de uma nova cepa colonizadora, que por sua vez teria 

maior impacto sobre o sistema imune e pode representar um viés na interpretação de testes 

sorológicos. 

 

2) Avaliação da interação entre patógenos bacterianos e virais na nasofaringe de 

crianças com infecção respiratória aguda 

Como comentado previamente nesta tese, diversos patógenos coexistem dinamicamente na 

nasofaringe de crianças. Com o advento de uma infecção respiratória aguda, esta rede de 

interrelações se altera, de modo que infecções por determinados agentes virais podem 

propiciar a colonização por diferentes bactérias e vice-versa.  Para este trabalho, as amostras 



112 
 

de aspirado nasofaríngeo de crianças com infecção respiratória aguda seriam submetidas a 

testes moleculares (Nanostring) para a detecção de mRNA de agentes virais.  A avaliação da 

relação entre diferentes agentes virais e bacterianos seria realizada atreves da correlação entre 

dados quantitativos e qualitativos da detecção de cada agente na amostra de aspirado 

nasofaríngeo. 

 

3) Avaliação do efeito da colonização bacteriana sobre características clínicas em 

crianças com infecção respiratória aguda 

A colonização nasofaríngea por bactérias é considerado um passo fundamental para o 

desenvolvimento de infecções respiratórias invasivas. No entanto, também se hipotetiza que o 

estado de colonização nasofaríngea pode alterar características clínicas durante o curso de 

uma infecção viral. Bactérias colonizadoras teriam este efeito por meio do estímulo 

inflamatório local e sistêmico gerado pela colonização. Para este estudo, amostras de soro 

seriam analisadas para a detecção de citocinas de perfil TH1, TH2 e TH17, e dados clínicos 

seriam associados à presença de colonização pelas bactérias avaliadas e pelas alterações 

imunológicas promovidas. 

 

4) Avaliação do papel de agentes virais como causa de pneumonia adquirida na 

comunidade em crianças menores de 5 anos 

Após a avaliação do papel de agentes bacterianos típicos como agentes de PAC em crianças 

menores de 5 anos, procederíamos à análise de agentes virais (VSR, adenovírus, influenza, 

parainfluenza e rinovírus) através da pesquisa de antígeno em secreção nasal e também da 
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pesquisa de anticorpos específicos em soros pareados.   É esperado que agentes virais sejam 

responsáveis pela maior parte dos casos de PAC nesta coorte. 
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XIII. SUMMARY 

Community acquired pneumonia (CAP) is a common acute respiratory infection 

(ARI) in childhood, and has high morbidity and mortality rates. We performed a 

comprehensive analysis of factors associated with diagnosis of infection by Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis among children with CAP. 

Firstly, we validated a multiplex serological assay in multiplex with eight protein antigens 

from S. pneumoniae (Ply, CbpA, PspA 1 and 2, PcpA, PhtD, StkP and PcsB) using positive 

and negative controls. We found the the described assay was highly sensitive and specific for 

invasive pneumococcal infection, and that an increase ≥ 2fold in the basal antibody levels is 

an adequate cut-off for diagnosis for 7 of the tested proteins. Secondly, we developed an 

avidity assay using pneumococcal proteins, which was able to reliably distinguish samples 

from children with and without pneumococcal disease. We also assessed the role of the chest 

radiograph as a diagnostic tool for children with CAP who had serum saples tested for 

infection by either S. pneumoniae, H. influenzae and M. catarrhalis. Children with 

radiologically confirmed pneumonia presented a higher rate of infection by S. pneumoniae 

compared to children with a normal chest radiograph. Furthermore, the presence of a normal 

chest radiograph had high negative predictive value for infection by S. pneumoniae. The 

effect of pneumococcal vaccination on serological data was also evaluated. We found no 

difference in the rates of antibody response detection against S. pneumoniae, H. influenzae or 

M. catarrhalis between children who received 10-valent pneumococcal conjugate vaccine 

(PCV10) or not. However, vaccinated children presented lower levels of IgG against protein 

antigens from S. pneumoniae compared to unvaccinated children. 

Subsequently, we assessed the role of S. pneumoniae, H. influenzae and M. catarrhalis in 

nasopharyngeal colonization, a fundamental step in the development of invasive bacterial 

infection. There was no association between nasopharyngeal colonization and detection of 
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antibody responses against the tested bactéria. When the effect of use of PCV10 on 

nasopharyngeal flora was evaluated, we found that vaccinated children had lower metabolic 

rate for S. pneumoniae than unvaccinated children, though no difference in carriage rates was 

found for the studied bactéria.   
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