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Aspectos Particulares Das Pneumonias Atipicas: Métodos De Diagnastico Microbioldgico

1 RESUMO

As Pneumonias Atipicas representam cerca de 20 a 28% das pneumonias adquiridas na
comunidade e tém como agentes etiolégicos o Mycoplasma pneumoniae, a Chlamydia
pneumoniae, a Legionella spp., a Coxiella burnetii, a Francisella tularensis e a Chlamydia
psittaci. Estes microrganismos atipicos ndo sdo sensiveis a antibioterapia habitualmente
utilizada na pneumonia por bactérias tipicas e exigem métodos de diagndéstico distintos. O
objectivo deste trabalho consistiu na pesquisa, compilacéo e andlise da literatura recentemente
publicada no campo dos métodos de diagnodstico microbioldgico actualmente utilizados na
clinica e das novas técnicas desenvolvidas. Apesar de as técnicas seroldgicas constituirem
ainda o método mais utilizado nos laboratérios clinicos, as técnicas de amplificacdo de &cidos
nucleicos tém tido um papel de crescente importancia pela sua elevada sensibilidade e
rapidez, indo de encontro ao principal objectivo da aplicacdo dos métodos microbioldgicos na
pratica clinica: a intervencdo na deciséo terapéutica. A cultura, apesar de dificil, demorada e
exigente, continua a ser 0 método de diagnostico de eleicdo na pneumonia por Legionella
spp., a par da deteccdo de antigénios do serogrupo 1 da L. pneumophila na urina. O uso
combinado de técnicas directas e indirectas provou aumentar a acuidade diagnostica
acrescentando, porém, complexidade e um aumento de custos. No futuro, sera necessaria a
analise da relacdo custo-beneficio do investimento no diagnostico microbiolégico das

pneumonias atipicas por contraposicao ao recurso a uma terapéutica empirica.

Palavras-chave: Pneumonia atipica; microrganismos atipicos; diagnostico microbiolégico;

técnicas de amplificacdo molecular; serologia; cultura.
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2 ABSTRACT

The Atypical Pneumonias accounts for approximately 20 to 28% of community-
acquired pneumonias and are caused by Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae,
Legionella spp., Coxiella burnetii, Francisella tularensis and Chlamydia psittaci. These
atypical organisms do not respond to the antibiotic therapy commonly used with typical
bacterial pneumonias and require different methods of diagnosis. The aim of this work
consisted of research, compilation and analysis of recently published literature concerning the
methods of microbiological diagnosis currently used and the new techniques
developed. Although serological techniques are still the most widely used method in clinical
laboratories, the nucleic acid amplification techniques have an increasingly important role due
to its high sensitivity and speed, fulfilling the main reason of using microbiological methods
in clinical practice: intervention in the therapeutic decision. The culture, although difficult,
time consuming and fastidious, remains the diagnostic method of choice in pneumonia caused
by Legionella spp., together with the detection of L. pneumophila serogroup 1 antigens in
urine. The combined use of direct and indirect techniques has proven to increase diagnostic
accuracy, however, with increased complexity and costs. Future studies will be necessary to
analyze the cost-benefit of intensive microbiological investigation of atypical pneumonia as

opposed to an empirical therapy.

Keywords: Atypical pneumonia, atypical organisms, microbiological diagnosis, molecular

amplification techniques, serology, culture.
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3 GLOSSARIO

CF — Complement fixation

EIA — Enzyme immunoassay

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay
HRCT — High-resolution computed tomography

IFA — Immunofluorescence assay

LAMP — Loop-mediated isothermal amplification
NASBA — Nucleic acid sequence based amplification
PA — Particle agglutination

PAC — Pneumonia adquirida na comunidade

PCR — Polymerase chain reaction

RT-NASBA — Real-time nucleic acid sequence based amplification

RT-PCR — Real-time polymerase chain reaction
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4 INTRODUCAO

A pneumonia adquirida na comunidade (PAC) é habitualmente definida como uma
inflamacéo aguda do parénquima pulmonar, de origem infecciosa, num doente que adquiriu
essa infeccdo em ambulatorio. Excluem-se dessa classificagdo pneumonias associadas aos
cuidados de satde, como as adquiridas em hospitais ou lares, bem como as pneumonias de
aspiracio e as que afectam doentes imunodeprimidos. E uma doenca com grande incidéncia,
associada a elevada morbilidade e a uma mortalidade consideravel, sobretudo entre os doentes
idosos e entre aqueles que necessitam de hospitalizacdo (Sociedade Portuguesa de
Pneumologia, 2003).

A designagdo ‘pneumonias atipicas’ é usada para definir as PAC que tém como agentes
etiologicos determinados microrganismos, ditos ‘atipicos’. Estas podem ser divididas
clinicamente em zoondticas e ndo zoondticas, consoante sejam ou ndo transmitidas por
animais. Entre os patégenos comummente implicados nas pneumonias atipicas zoonoticas
encontram-se a Coxiella burnetii, a Francisella tularensis e a Chlamydia psittaci. As
pneumonias atipicas ndo zoonéticas tém como agentes etiolégicos o Mycoplasma
pneumoniae, a Chlamydia pneumoniae e a Legionella spp. Excluem-se desta designacao
pneumonias causadas por virus, micobactérias, parasitas ou fungos, bem como as pneumonias
bacterianas tipicas (figura 1) (Cunha BA, 2008a).

As recomendacgOes da Sociedade Portuguesa de Pneumologia, a par de outras
Sociedades Cientificas (American Thoracic Society e British Thoracic Society), sdo contrarias
ao uso do termo ‘pneumonia atipica’ devido ao seu valor histdrico e a sua desadequacéo face
ao conhecimento actual. Na sua origem (inicio do século XX), o termo referia-se a uma

pneumonia cuja etiologia era desconhecida, de caracteristicas variaveis e distintas do quadro
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clinico tipico de uma pneumonia, e de curso clinico irregular. Hoje em dia, o termo é usado
para nomear a pneumonia causada por um grupo especifico de patégenos relativamente
comuns, ou como alusdo a uma sindrome clinica distinta cuja existéncia tem sido dificil de
demonstrar (Murdoch DR, 2009). Neste trabalho, a designag¢do ‘pneumonia atipica’ pretende
apenas referir-se a infeccdo do parénquima pulmonar por microrganismos que se distinguem
pelo seu crescimento intracelular, pelas manifestacdes extra-pulmonares que provocam, pelos

meios de diagnostico distintos que exigem e pela sua insensibilidade aos antibiéticos -

lactamicos.

Figura 1 — Classificacdo clinica das pneumonias atipicas.

Pneumonias
Atipicas
| |
Zoondticas N&o zoonoticas
| | | | | |
Coxiella Francisella Chlamydia Mycoplasma Chlamydia Legionella
burnetii tularensis psittaci pneumoniae pneumoniae spp.

Origem: Cunha BA (2008) Atypical pneumonias: current clinical concepts focusing on Legionnaires’ disease.
Curr Opin Pulm Med 14:183-194.

Com frequéncia, o termo ‘pneumonia atipica’ refere-se a infec¢do pelos microrganismos
ndo zoonoticos: Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae e Legionella pneumophila.
Para além de muito menos frequentes, as pneumonias atipicas zoonoticas s6 ocorrem em
individuos que tiveram contacto proximo e recente com um vector zoondtico apropriado
(Cunha BA, 2008a). O M. pneumoniae e a C. pneumoniae sdo as causas mais frequentes de
PAC em jovens adultos tratados em ambulatério, sendo porém responsaveis por um reduzido

namero de hospitalizagdes. A principal motivacdo para o seu tratamento reside na prevencao
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de complicacgdes e no facto de se julgar que podem precipitar crises de asma ou estar na
origem do aparecimento de doencas cronicas como asma pés-PAC, esclerose multipla e
doenca coronaria arterial. No entanto, a Legionella assume um papel preponderante como
causa comum de PAC severa, estando associada a elevada mortalidade e morbilidade, pelo
que o seu rapido diagnostico presuntivo ou definitivo se reveste de particular importancia
(Cunha BA, 2006).

Diversos critérios clinicos, radiologicos e laboratoriais tém sido usados estudados
isoladamente como predictores etioldgicos das PAC, tendo demonstrado um valor limitado
(Korppi M, et al. 2008). Uma caracteristica clinica importante dos microrganismos atipicos,
que os distingue das bactérias pneumonicas tipicas, é o facto de provocarem uma infeccédo
sistémica que primaria ou secundariamente envolve os pulmdes. Este facto é responsavel
pelas manifestaces extra-pulmonares caracteristicas das pneumonias atipicas. As
manifestacBes gastrointestinais sdo frequentes com o M. pneumoniae e a Legionella,
nomeadamente diarreia aquosa e dor abdominal. O M. pneumoniae é também causa comum
de manifestacBes do tracto respiratdrio superior como otite, miringite bolhosa e faringite nao-
exsudativa, e de manifestacdes dermatolégicas como o eritema multiforme. Por outro lado, a
laringite é caracteristica da infeccdo por C. pneumoniae. Anormalidades do sistema nervoso
central, cardiacas, hepaticas, renais e electroliticas sugerem infeccdo por Legionella. E de
salientar que se deve valorizar o padrdo de envolvimento extra-pulmonar e ndo as alteracdes
pontuais (Cunha BA, 2006). A radiografia do térax € considerada uma referéncia para o
diagnostico de pneumonia, revelando densidades alveolares ou intersticiais sugestivas; carece,
porém, de especificidade no diagndstico etioldgico (Zaki e Goda, 2009). O mesmo problema
se coloca com a utilizagdo de testes laboratoriais ndo especificos, como a determinagdo dos
titulos de crioaglutininas, a quantificacdo das transaminases sericas ou a medicdo de

parametros inflamatdrios. Apesar do seu valor histérico como primeiro teste laboratorial
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utilizado no diagndstico da pneumonia atipica por Mycoplasma pneumoniae (Cunha CB,
2010), hoje em dia sabe-se que os titulos elevados de crioaglutininas ndo sdo especificos desta
infeccdo, podendo ocorrer em outras situacdes infecciosas e ndo infecciosas (Cunha BA,
2008b). Kriger et al. (2009) estudou a correlacdo entre a elevacdo dos parametros
inflamatdrios (proteina C reactiva, procalcitonina e contagem de leucdcitos) e a etiologia das
PAC, tendo verificado que apesar de niveis altos serem mais sugestivos de pneumonias
bacterianas tipicas do que atipicas, estes ndo servem o proposito da predicéo etioldgica.

Um estudo recente (Arnold FW, et al. 2007) detectou uma incidéncia de 22% de
pneumonias atipicas entre 4337 doentes com PAC de 21 paises, variando de 20 a 28% entre as
quatro diferentes regides geograficas (EUA/Canada; Europa; América Latina; Asia /Africa).
Contudo, uma maior variagdo foi encontrada na proporcao de doentes tratados empiricamente
para pneumonia atipica (10 a 91%), reflectindo as diferencas na énfase que € dada a cobertura
de patdgenos atipicos nas guidelines de cada pais. O estudo mostrou ainda uma redugdo no
tempo de estabilizacdo clinica, menor duracdo da hospitalizacdo e diminui¢do na mortalidade
de doentes hospitalizados por CAP submetidos a terapéutica empirica inicial para
microrganismos atipicos. Estes dados elucidam-nos acerca do peso das pneumonias atipicas
dentro do grupo das PAC, bem como da sua distribuicdo relativamente uniforme a nivel
mundial. Por outro lado, sugere-nos que o desenvolvimento de métodos de diagndstico
microbiol6gico adequados, com disponibilizacdo de resultados num curto espaco de tempo,
sera importante para contornar a problematica da terapéutica empirica, facilitando a decisao
terapéutica e trazendo indubitaveis beneficios, nomeadamente em termos de tempo de

hospitalizagdo e mortalidade.
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5 OBJECTIVOS

Este trabalho de revisdo visou abordar a Pneumonia Atipica num dos seus aspectos de
maior interesse e controvérsia na actualidade: os métodos de diagnodstico microbioldgico.
Teve como objectivo reunir e sistematizar a informagdo mais recente e actualizada sobre as
técnicas actualmente utilizadas e as novas técnicas desenvolvidas, publicada a partir de
Janeiro de 2005. Para o efeito foi realizada uma pesquisa inicial de literatura em Abril de
2010, a nivel de uma base de dados electrénica (PubMed, Medline), que foi revista em Marco
de 2011.

Da primeira pesquisa bibliogréafica resultaram 99 artigos, dos quais 44 foram incluidos
nesta revisdo. Da segunda pesquisa resultaram 9 novos artigos, dos quais 2 foram escolhidos
para complementar a selecgdo anterior.

Foram seleccionados artigos que abordassem a tematica do diagnéstico microbioldgico
da pneumonia atipica num contexto de PAC, em ambulatério e no internamento. Excluiram-se

artigos sobre estudos efectuados em doentes imunodeprimidos.
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6 DESENVOLVIMENTO

Para além do interesse em termos epidemioldgicos, pretende-se que os métodos de
diagnédstico microbiolégico auxiliem a decisdo terapéutica ou, se esta ja estiver instituida,
permitam fazer alteracfes ou o reajuste terapéutico de forma a diminuir o espectro de accéo
da antibioterapia, se tal for necessario (Sociedade Portuguesa de Pneumologia, 2003).

Segundo Carrillo et al. (2009), “um diagnostico incorrecto ou tardio pode levar ao
aumento da morbilidade e da mortalidade causada pela pneumonia, e a disponibilidade de um
teste microbioldgico rapido e preciso para verificar a etiologia ¢ imperativo”.

A escolha do melhor método de diagnostico a utilizar deve ser feita com base no grupo
etario do doente, no seu contexto epidemioldgico, na existéncia ou ndao de contacto com
animais infectados, no grau de severidade da doenca e na sua apresentacao clinica.

Os métodos de diagnostico microbioldgico utilizados no esclarecimento etiolégico da
PAC baseiam-se na identificacdo directa ou indirecta do microrganismo causador. Os
métodos de diagndstico directos englobam a cultura do patdgeno, a detec¢do de antigénios
seus e a identificacdo de sequéncias especificas de acidos nucleicos. A identificacdo indirecta
do microrganismo ocorre atraves da medicdo da resposta imune especifica do hospedeiro
contra o agente agressor (Pignanelli S, et al. 2009; Gouriet F, et al. 2008).

Serdo abordados em primeiro lugar os métodos indirectos, por serem tradicionalmente
0s mais utilizados com a finalidade do diagndstico microbioldgico da pneumonia atipica. Os
métodos directos, por englobarem técnicas mais recentes e com maiores perspectivas futuras
de desenvolvimento, serdo abordados em segundo lugar. Por fim, sera revista a literatura
relativa a estudos comparativos entre métodos de diagnodstico microbiologico directo e

indirecto.
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6.1 METODOS DE DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO INDIRECTO - TECNICAS

SEROLOGICAS

A serologia é o método primario de diagndstico microbiolégico das pneumonias
atipicas. Isso deve-se a facilidade na recolha das amostras de soro e a uma grande
disponibilidade de testes seroldgicos, mas também as limitac6es da cultura e ao elevado custo
das técnicas de amplificacdo molecular. A evidéncia indirecta da presenca do microrganismo
atipico faz-se através da demonstracdo de uma seroconversdo ou de titulos crescentes de
anticorpos (Gouriet F, et al. 2006), pelo que sdo necessarias amostras emparelhadas,
respectivamente da fase aguda e da fase de convalescenca. Porém, titulos elevados de
anticorpos IgM especificos para M. pneumoniae e C. pneumoniae numa amostra isolada de
um doente com PAC podem também ser diagnosticos (Cunha BA, 2006). Este principio tem
sido aplicado no desenvolvimento de técnicas seroldgicas de diagnostico rapido, por exemplo.

A diferenciacdo entre uma infeccdo aguda e uma infeccdo persistente ou uma portacao
assintomatica so € possivel através do recurso a serologia, pelo que mesmo uma cultura ou um
teste de PCR positivos necessitam dos resultados do teste serologico para uma correcta

interpretacdo (Atkinson, et al. 2008).

Fixacdo do complemento

A fixacdo do complemento (CF) é a técnica cléssica da serologia, desenvolvida no
inicio do século XX e ainda utilizada em muitos laboratérios. Durante muitos anos foi a Unica
técnica seroldgica disponivel para a deteccdo de anticorpos anti-M. pneumoniae, onde ainda é
considerada uma técnica de referéncia. Apesar de ser rigorosa e padronizada, é também
demorada e carece de sensibilidade e especificidade. Devido a sua limitagdo na deteccdo das

ANA LUISA RIBEIRO BRANCO — MARCO 2011
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diferentes classes de anticorpos e a tendéncia para reac¢fes cruzadas, tem sido substituida por

técnicas de enzimoimunoanalise (Gouriet F, et al. 2006).

Aglutinacéo de particulas

Muito utilizada no diagnostico da sifilis, pela deteccdo de anticorpos contra o
Treponema pallidum, a aglutinacdo de particulas (PA) é uma técnica serologica Gtil também
na deteccdo precoce e especifica de anticorpos contra a Francisella tularensis. A
microaglutinacdo e a aglutinacdo em tubo sdo as técnicas de referéncia no diagndéstico da
tularemia. Detecta anticorpos 1gG e IgM, porém a deteccdo de IgM parece ser muito mais
eficiente. Um aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos entre amostras emparelhadas,
com titulos de pelo menos 1/160 para a aglutinagdo em tubo e 1/128 para a microaglutinacgéo,
sdo diagnosticos de infeccdo por F. tularensis. Quando hd uma elevada concentracdo de
anticorpos a técnica pode falhar e o resultado do teste serd falsamente negativo, o0 que

representa uma importante limitacdo da técnica (Gouriet F, et al. 2006).

Imunofluorescéncia

As técnicas de imunofluorescéncia (IFA) sdo as mais utilizadas na deteccdo de
anticorpos contra bactérias. Tém sido usadas para identificar infeccBes por L. pneumophila, C.
burnetii, C. pneumoniae, C. psittaci e F. tularensis (Gouriet F, et al. 2006). A IFA permite a
deteccdo e a quantificacdo de diferentes classes de immunoglobulinas, como IgG, IgM e IgA,
através da utilizacdo de fluorocromos diferentes. Contudo, apresenta algumas limitacdes,
como a subjectividade na leitura dos resultados, as reacgdes ndo-especificas, a fraca

reprodutibilidade e o facto de ser uma técnica laboriosa e demorada (Gouriet F, et al. 2008).
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Para o diagnostico seroldgico das infec¢des agudas por C. pneumoniae e C. psittaci a
IFA é a técnica de eleicdo, utilizando-se como critério diagndstico um aumento de quatro
vezes nos titulos de anticorpos entre amostras emparelhadas num intervalo de 3-4 semanas.
Porém, um tnico titulo de anticorpo IgM > 1:16 ou de IgG > 1:512 podem ser sugestivos de
infeccdo aguda (Gouriet F, et al. 2006).

No caso da infeccdo por Legionella spp. a IFA é dos métodos serologicos mais usados,
a par da ELISA, sendo sugestivo do diagnostico de legionelose um aumento de quatro vezes
nos titulos de anticorpos > 1:128, entre amostras de fase aguda e de convalescenca. Devem ser
pesquisadas 1gG e IgM. No entanto, as técnicas seroldgicas apresentam reactividade cruzada
entre as espécies de Legionella e outras bactérias, pelo que este método ndo é o melhor
(Gouriet F, et al. 2006).

A IFA é o método gold standard para o diagnostico da infeccdo por C. burnetii. Na fase
aguda da febre Q, a resposta seroldgica € predominante é para o antigénio de fase Il. Um
aumento de pelo menos quatro vezes nos titulos de anticorpos entre a fase aguda e a fase de
convalescenga ¢ diagndstico, mas um titulo de IgM fase IT > 1:50 ou um titulo de IgG fase Il
> 1:200 detectado por IFA representa uma forte evidéncia de infecg@o recente por C. burnetii

(Gouriet F, et al. 2006).

Enzimoimunoandlise

Importantes vantagens advieram do uso de técnicas de enzimoimunoanalise
(EIA/ELISA) no diagnostico seroldgico das pneumonias atipicas, nomeadamente a
possibilidade de automatizacdo do processo e a necessidade de um reduzido volume de soro.
Sao técnicas muito sensiveis para a detecgdo de anticorpos especificos 1gG, IgM e IgA, que
utilizam uma grande variedade de preparados antigénicos (proteinas e glicolipidos

purificados, péptidos sintéticos, misturas de antigénios) sob diversas apresentacdes,
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permitindo a analise simultanea de um elevado nimero de amostras (Andreu LM, et al. 2006).
Os valores cutoff da densidade Optima sdo habitualmente definidos pelos laboratérios, com
reflexo na sensibilidade e especificidade de cada técnica. As apresentacdes em suporte de
membrana permitem a deteccdo qualitativa de IgM ou de IgM e IgG de uma forma féacil e
rapida, em amostras unicas, com razoavel sensibilidade e especificidade; porém, segundo
Andreu et al. (2006), uma boa sensibilidade diagndstica continua a so ser possivel pela analise
de amostras emparelhadas. Por outro lado, Zaki et al. (2009) afirma que quando o momento
da amostragem é correctamente gerido, é possivel utilizar eficazmente a deteccdo da IgM
especifica num teste ELISA Unico para o diagndstico precoce da PAC por M. pneumoniae.

Num estudo prospectivo conduzido por Zaki et al. (2009) realizaram-se doseamentos
séricos de IgM especificos para varios microrganismos atipicos e também alguns virus,
recorrendo a técnicas de ELISA, em 100 doentes adultos com PAC. O diagnoéstico definitivo
foi estabelecido recorrendo a culturas feitas com amostras de expectoracdo e de lavado
broncoalveolar, e a testes serolégicos em amostras de soro emparelhadas. Obteve-se uma
sensibilidade de 60% e uma especificidade de 93.7% com o teste de ELISA para o M.
pneumoniae, quando comparado com a cultura. Para o teste de ELISA que detectou a IgM
anti-Legionella calculou-se uma sensibilidade de 80% e uma especificidade de 98.9% em
relacdo a cultura, concluindo-se que poderia ser utilizado em doentes com PAC na
impossibilidade de serem realizadas culturas. Neste estudo foi ainda possivel observar que as
infeccbes mistas tém um peso importante na etiologia das PAC, facto que reforca a
necessidade de aplicagdo de um conjunto de testes de diagndstico para pneumonias tipicas e
atipicas na abordagem inicial ao doente com PAC.

As técnicas de enzimoimunoanalise sdo as mais utilizadas no diagndstico seroldgico da
pneumonia por M. pneumoniae. A IgM anti-M. pneumoniae surge em titulos habitualmente

elevados na primo-infeccdo em criangas e adolescentes, cerca de uma semana apos 0 inicio
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dos sintomas. Porém, em adultos os titulos de IgM anti-M. pneumoniae sdo muitas vezes
baixos ou indetectaveis por se tratar de uma reinfeccédo, facto que diminui a sensibilidade dos
testes de deteccdo unica de IgM. Nestes casos a deteccdo da IgA, que surge na fase aguda da
reinfeccdo, podera ser Gtil (Bébéar C-M, 2008). Ja Liu F. et al. (2008) sugere a combinacéo
com uma técnica de amplificacdo de acidos nucleicos para um diagndstico mais preciso.

Num estudo elaborado por Ozaki et al. (2007) procurou-se determinar a utilidade de um
kit de diagndstico rapido para a pneumonia por M. pneumoniae em criancas. O método
testado foi o kit ImmunoCard Mycoplasma, uma técnica de EIA qualitativa em suporte de
membrana que detecta anticorpos IgM anti-M. pneumoniae em 10 minutos e esta disponivel
comercialmente. Foram recolhidas amostras de soro e do tracto respiratério das 149 criancas
com diagndstico clinico e radiologico de PAC que participaram neste estudo prospectivo. Para
além da técnica de EIA, foram feitas culturas e testes CF em amostras de soro obtidas a
entrada no hospital e na fase de convalescenca, que estabeleceram o diagnostico de
pneumonia por M. pneumoniae em 45 casos (23,2%), por isolamento do microrganismo,
seroconversdo ou um aumento > 4 vezes dos titulos de anticorpos. O ImmunoCard apresentou
uma sensibilidade de 31,8% na primeira amostragem, que subiu para 88,6% com a utilizacéo
das amostras emparelhadas. Quanto a especificidade, esta foi de 78,1% para as amostras da
entrada, e de 70,5% com as duas amostras. Concluiu-se que o kit ImmunoCard Mycoplasma
ndo é eficaz no rapido diagndstico da pneumonia por M. pneumoniae em criangas.

Cimolai N. (2008) descreveu a realizacdo de um estudo em que se avaliou a eficacia do
ImmunoCard Mycoplasma como técnica de diagnéstico rapido, comparando-0 a uma técnica
de immunoblotting para deteccdo da IgM anti-P1 do M. pneumoniae previamente validada na
literatura. Das 49 amostras de soro de doentes sintomaticos testadas, 19 foram positivas pela
técnica de immunoblotting. A sensibilidade e a especificidade do ImmunoCard foram

calculadas em 73,7% e 90%, respectivamente. Trés casos negativos para a técnica de
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immunoblotting foram positivos com o ImmunoCard, mas estes resultados sdo consistentes
com uma percentagem previamente calculada de 7,4% de testes positivos em doentes nédo
infectados, com esta técnica, e com percentagens semelhantes calculadas para testes de
diagnostico similares. Considerou-se que estes testes positivos poderiam ser atribuidos a
elevada seroprevaléncia de M. pneumoniae na comunidade; porém, a técnica de
immunoblotting apresentou uma reactividade para IgM muito menor.

Um estudo posterior, realizado por Miyashita et al. (2011), avaliou novamente a
exactiddo e a utilidade do kit ImmunoCard Mycoplasma comparando-o com dois outros
métodos de diagnoéstico rapidos, a tomografia computorizada toracica de alta resolucédo
(HRCT) e o sistema de pontuacdo da Japanese Respiratory Society (JRS), no estabelecimento
precoce de um diagnostico presuntivo de pneumonia por M. pneumoniae. O sistema de
pontuacdo da JRS avaliou 6 parametros clinicos e laboratoriais: idade inferior a 60 anos,
presenca de comorbilidade minor ou auséncia de comorbilidades, tosse persistente, sinais
auscultatérios do térax pobres, auséncia de um agente etioldgico identificado por coloragédo
Gram ou por antigénios urinarios e contagem de leucdcitos inferior a 10.000/mm?® no sangue
periférico. Os trés testes rapidos foram executados paralelamente em doentes com PAC por
M. pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Legionella spp.,
divididos pelos quatro grupos etioldgicos apos o estabelecimento de um diagnostico definitivo
com recurso a culturas, serologias e testes de deteccdo de antigénios. Entre 68 doentes com
diagnostico definitivo de pneumonia por M. pneumoniae, todos revelaram positividade em
pelo menos um dos testes rapidos. O ImmunoCard apresentou uma sensibilidade e uma
especificidade de 35% e 68%, respectivamente, com uma performance muito inferior a do
sistema de pontuacdo da JRS (sensibilidade 83%, especificidade 90%) e a da HRCT
(sensibilidade 73%, especificidade 85%). Todos o0s casos positivos com o ImmunoCard o

foram também com o sistema de pontuacdo da JRS (figura 2). Verificou-se ainda que nenhum
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doente nos primeiros quatro dias apos o inicio dos sintomas apresentou testes ImmunoCard
positivos. Os autores concluiram que este kit ndo é um bom método de diagndstico rapido da
pneumonia por M. pneumoniae em adultos, ao contrario do sistema de pontuacdo da JRS que
revelou ser uma ferramenta Util para a decisao do inicio da toma de um antibiotico adequado.

Figura 2 - Representacdo esquematica dos resultados positivos obtidos com trés testes rapidos de diagnéstico de
pneumonia por M. pneumoniae: ImmunoCard (cinzento escuro), sistema de pontuacdo da JRS (branco) e HRCT

ImmunoCard

(cinzento claro).
]RCT

Sistema de pontuacdo JRS

Origem: Miyashita et al. (2011) Clinical potencial of diagnostic methods for the rapid diagnosis of Mycoplasma
pneumoniae pneumonia in adults. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 30:439-446 (adaptado).

Um kit de diagnostico para a infeccdo por C. pneumoniae baseado numa técnica de
ELISA, o Hitazyme C. pneumoniae Ab-IgM, foi testado por Kishimoto et al. (2009) com um
novo absorvente (anticorpos IgG anti-humano), em substituicdo da solucdo de latex
habitualmente utilizada, pretendendo-se desta forma reduzir a frequéncia de reac¢bes ndo-
especificas. Procurou-se também redefinir o valor cutoff da IgM que serve de critério de
diagnostico neste teste. Verificou-se efectivamente uma reducdo das reac¢bes nao-especificas
pela presenca do factor reumatdide e de anticorpos anti-nucleares nas amostras de soro
testadas e concluiu-se que o valor cutoff corrigido, de 1.10 em criangas e de 1.60 em adultos

para 2.00 em ambos 0s grupos etarios, melhoraria a especificidade do teste Hitazyme IgM.
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Técnicas seroldgicas multiplas

As técnicas seroldgicas de deteccdo simultdnea permitem a andlise dos titulos de
anticorpos produzidos contra varios microrganismos atipicos na mesma amostra, conseguindo
desta forma uma economizacédo de tempo e de recursos.

O desenvolvimento de microarrays antigénicos para a determinacdo especifica dos
agentes etiolégicos das pneumonias atipicas, a semelhanga do que ja é feito para a deteccéo
simultanea de anticorpos contra o Toxoplasma gondii, o virus da rubéola, o citomegalovirus e
os virus herpes simplex tipos 1 e 2, permitiria uma rapida avaliacéo seroldgica do doente com
PAC e traria mais confianga na instituicdo do regime terapéutico apropriado (Gouriet F, et al.
2008). Nesse sentido, foi desenvolvida pela InoDiag uma técnica IFA automatizada que
utiliza microarrays antigénicos de 11 microrganismos implicados nas pneumonias atipicas:
Coxiella burnetii, M. pneumoniae, C. pneumoniae, Chlamydia psittaci, serotipos 1 a 6 da L.
pneumophila e F. tularensis. Esta técnica foi testada por Gouriet et al. (2008), recorrendo as
técnicas IFA e ELISA habitualmente utilizadas no seu laboratério como referéncia. Foram
testadas 248 amostras de soro Unicas de doentes com pneumonia atipica de etiologia
previamente determinada. O teste IFA automatizado da InoDiag necessitou apenas de 5 ul de
soro e demorou 76 minutos por amostra. A andlise sistematica da presenga do factor
reumatdide e de anticorpos antinucleares em cada amostra facilitou a interpretacdo dos
resultados falsos positivos. Para a deteccdo da IgM da Coxiella burnetii, este teste apresentou
uma especificidade e uma sensibilidade de 100%. Para a deteccdo da IgM do M. pneumoniae
em doentes até aos 30 anos de idade, a sensibilidade foi de 100% e a especificidade foi de
98%, apresentando piores resultados em doentes com idade > 30 anos. A deteccdo da IgG da
C. pneumoniae e da C. psittaci apresentou uma sensibilidade de 81% e uma especificidade de

94%. Para a 1gG da L. pneumoniae a sensibilidade e a especificidade foram de 63% e 98%,
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respectivamente. Quanto a deteccdo da IgG e da IgM da F. tularensis, a sensibilidade foi de
100% para as duas imunoglobulinas e a especificidade foi de 95% e 100%, respectivamente.
Observou-se uma correlacédo significativa entre o teste da InoDiag e as técnicas de referéncia
para deteccdo da Coxiella burnetii, do M. pneumoniae (com idade limite de 30 anos
estabelecida) e da F. tularensis. Concluiu-se que esta técnica é eficiente no rastreio primario
das infeccBGes agudas por Coxiella burnetii e F. tularensis, onde normalmente se recorre a
serologia pela dificuldade em cultivar e manipular estas bactérias. A automatizacdo desta
técnica permitiu minimizar os efeitos da subjectividade e da variabilidade inter-humana

inerentes as técnicas IFA convencionais e abriu caminho para a sua padronizacao.

Comparacdo entre técnicas seroldgicas

Considerando que a serologia € ainda o método mais utilizado no diagnostico
microbiol6gico das pneumonias atipicas em todo o mundo, alguns investigadores focaram 0s
seus estudos na avaliacdo comparativa da performance das diferentes técnicas seroldgicas
disponiveis.

Com o propoésito de avaliar a resposta seroldgica a infeccdo por M. pneumoniae,
analisando a relacdo existente entre a producdo de anticorpos anti-M. pneumoniae e 0 tempo
decorrido desde o inicio dos sintomas, Liu F. e 0 seus colaboradores conceberam um estudo
englobando 589 criancas com sintomas de infeccdo respiratoria. As duas técnicas seroldgicas
testadas foram a PA e a ELISA. Verificou-se uma superioridade da técnica de ELISA
(sensibilidade 77,3%, especificidade 40%) relativamente a PA (sensibilidade 9,5%,
especificidade 80%) para o diagndstico da infec¢do respiratdria aguda por M. pneumoniae em
criangas. Observou-se uma relagéo linear entre 0 nimero de dias decorridos desde o inicio dos
sintomas e a elevacdo dos niveis de IgM especifica detectados por ELISA. De igual modo, 0s

titulos de anticorpos determinados por PA aumentaram com a duracdo da infeccdo. Os niveis
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de anticorpos foram significativamente mais elevados para os doentes com sintomas ha 7 ou
mais dias, proporcionando um aumento da sensibilidade dos testes (Liu F, et al. 2008).

Um outro estudo, desenvolvido por Beersma et al. (2005), comparou 12 testes
serologicos (para deteccdo de IgG e IgM) disponiveis comercialmente e um teste de fixagéo
do complemento (CF) quanto a sua performance no diagnostico da infeccdo por M.
pneumoniae, recorrendo a uma técnica de RT-PCR como gold standard. Os testes
comercializados avaliados foram: Platelia EIA, SeroMP EIA, Serion classic EIA, Biotest EIA,
Ridascreen EIA, AniLabsystems EIA, Novum EIA, Diagnosys EIA, Genzyme/Virotech EIA,
ImmunoWell EIA, ImmunoCard EIA e o teste de microaglutinacdo de particulas Serodia-
Mycoll. Foram testadas amostras de 27 doentes com diagndstico de infeccdo do tracto
respiratorio inferior por M. pneumoniae confirmado por PCR; testaram-se também amostras
de doentes com infec¢Ges provocadas por outros agentes bacterianos e virais, inseridos em
grupos de controlo. Os testes ImmunoCard IgM e Novum apresentaram pouca especificidade.
Por outro lado, os testes com melhor desempenho foram o AniLabsystems EIA (sensibilidade
77%, especificidade 92%), o SeroMP EIA (sensibilidade 71%, especificidade 88%) e o teste
de CF (sensibilidade 65%, especificidade 97%). Deste estudo concluiu-se que poucos testes
serologicos comercializados para a detec¢do de M. pneumoniae apresentam uma performance

adequada em termos de sensibilidade e especificidade.

LimitacGes das técnicas seroldgicas

Os principais problemas atribuidos ao diagnostico seroldgico das pneumonias atipicas
estdo habitualmente relacionados com a elevada seroprevaléncia para microrganismos como o
M. pneumoniae e a C. pneumoniae, e com o facto de a maior parte das técnicas seroldgicas

permitir apenas um diagndstico retrospectivo, recorrendo a amostras emparelhadas.
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Muitos dos resultados falsos positivos sdo obtidos devido a falta de especificidade dos
testes seroldgicos, que em alguns casos esta relacionada com a presenca do factor reumatdide
e de anticorpos anti-nucleares na amostra (Kishimoto T, et al. 2009). Zaki et al. (2009)
sugeriu que a percentagem anormalmente elevada de testes de ELISA positivos para IgM anti-
C. pneumoniae obtida no seu estudo poderia dever-se a ocorréncia de reac¢des cruzadas com
anticorpos anti-C. trachomatis. No caso das infeccbes por M. pneumoniae, as técnicas
serologicas convencionais como a IFA, a CF e a PA baseiam-se em antigénios obtidos de
extractos de culturas que contém glicolipidos, os quais fazem reacc¢des cruzadas com outras
espécies de Mycoplasma ou com bactérias gram-negativas. O desenvolvimento de técnicas de
EIA que recorrem a glicolipidos obtidos a partir de lisados bacterianos, a extractos de
proteinas sem antigénios glicolipidos e a enriquecimentos com adesina P1 ou péptidos
sintéticos veio tentar contornar esse problema (Beersma MFC, et al. 2005).

Por outro lado, nas técnicas de aglutinacdo e de enzimoimunoanalise a presenca de
grandes quantidades de anticorpos pode provocar uma quebra de sinal e o resultado sera um
falso negativo (Gouriet F, et al. 2006). Um atraso na producdo de anticorpos, um
comprometimento da resposta imunitaria humoral ou uma colheita de soro ap6s o inicio da
antibioterapia podem também resultar em testes falsamente negativos (Waites KB, et al.

2008).

ANA LUISA RIBEIRO BRANCO — MARCO 2011

20



Aspectos Particulares Das Pneumonias Atipicas: Métodos De Diagnastico Microbioldgico

6.2 METODOS DE DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DIRECTO

6.2.1 CULTURA

A cultura dos patégenos atipicos € um método de diagndstico altamente especifico,
porém reveste-se de particular complexidade. Estes microrganismos apresentam um
crescimento fastidioso, exigente e demorado, pelo que esta técnica tem sido progressivamente
substituida por outras técnicas de identificacdo directa, como a PCR, no diagndstico da
pneumonia por M. pneumoniae e C. pneumoniae.

No caso particular do M. pneumoniae, a reduzida dimensdo do seu genoma, que
condiciona limitacdes na sua capacidade biossintética, faz com que seja dificil a sua cultura in
vitro e haja necessidade de suplementacdo complexa do meio (Atkinson TP, et al. 2008). Por
outro lado, a técnica é relativamente pouco sensivel, apresentando um limite minimo de
deteccdo de 10° CFU/ml (Andreu LM, et al. 2006). A identificacio da espécie faz-se
analisando as propriedades metabolicas e o aspecto das coldnias (Bébéar C-M, 2008).

Apesar das dificuldades inerentes ao método, a cultura € ainda o0 método gold standard
para o diagnoéstico da infeccdo por Legionella spp. (Gouriet F, et al. 2006). A técnica requer
um meio de cultura proprio, habitualmente com extractos de leveduras, e utiliza amostras de
expectoracdo ou outras secrecdes respiratorias (Cunha BA, 2006). ApoOs varios dias de
incubacdo, aparecem coldnias que tém de ser identificadas, nomeadamente por coloragdo
Gram ou imunofluorescéncia indirecta (Zaki MES, et al. 2009).

A cultura dos agentes zoono6ticos é raramente efectuada com propdsitos diagndsticos,
ndo s devido a dificuldade do isolamento mas sobretudo devido ao risco bioldgico, ja que a

F. tularensis e a C. burnetii séo altamente infecciosas e perigosas (Cunha BA, 2006).
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6.2.2 TECNICAS DE DETECCAO DIRECTA DE ANTIGENIOS

A deteccdo de antigénios dos microrganismos atipicos permite um diagndstico rapido e
sem exigéncias rigorosas em termos de transporte da amostra. Alguns métodos referidos para
a deteccdo de anticorpos sdo também aqui utilizados, como a enzimoimunoandlise e a
imunofluorescéncia. Estas técnicas carecem de sensibilidade e especificidade, pelo que nédo
sdo habitualmente utilizadas no diagndstico microbiolégico das pneumonias atipicas, com
excepc¢do da deteccdo do antigénio urinario da L. pneumophila do serogrupo 1.

A deteccdo de antigénios do serogrupo 1 da L. pneumophila na urina é recomendada
para o0 diagnoéstico da infeccdo por Legionella em casos de PAC severa ou suspeita clinica.
Trata-se de um teste rapido, barato, altamente sensivel e especifico (Gouriet F, et al. 2006).
Porém, um teste de detec¢do de antigénios na urina negativo ndo exclui o diagndstico de
legionelose por outros serogrupos de Legionella (Gouriet F, et al. 2008). Apesar de a L.
pneumophila do serogrupo 1 ser a mais frequente entre as varias espécies de Legionella, a
limitacdo deste teste de deteccdo de antigénios a apenas uma espécie constitui uma importante
desvantagem. A antigenuria leva varios dias a desenvolver-se apds o inicio da doenca, pelo
gue a execucao precoce do teste de deteccao de antigénios podera resultar num falso negativo.
O teste sera positivo durante varias semanas ou mesmo meses, até muito depois da resolucéo

clinica da infec¢do (Cunha BA, 2006).
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6.2.3 TECNICAS DE AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

PCR

Desde que o primeiro método de amplificacdo dos acidos nucleicos - a PCR
(Polymerase Chain Reaction) - foi desenvolvido em finais dos anos 1980, centenas de estudos
foram publicados sobre a sua aplicacdo na deteccdo de microrganismos atipicos em
individuos com pneumonia. A sua sensibilidade € muito alta, conseguindo revelar a presenca
de bactérias em numero reduzido quando sdo utilizadas amostras de ADN purificado. Tem
ainda outras vantagens como o completar do procedimento em menos de um dia, a obtencdo
precoce de resultados positivos apds o inicio da doenca, a identificacdo de organismos nao
viaveis e a deteccdo de acidos nucleicos em tecidos preservados (Waites KB, et al. 2008).

Outras técnicas baseadas na PCR tém surgido, procurando vantagens relativamente a
técnica convencional: a real-time PCR (RT-PCR), a nested PCR, a reverse transcriptase PCR
e a multiplex PCR séo alguns exemplos. A técnica de RT-PCR, por exemplo, é mais rapida,
pratica e com menor risco de contaminacdo que a técnica convencional devido a reducdo do
manuseamento (Waites KB, et al. 2008), para além de permitir a monitorizacdo dos resultados
em tempo real.

Na Europa ja existem alguns testes de PCR para deteccdo de microrganismos atipicos
em comercializacdo, porém alguns laboratérios continuaram a desenvolver e a testar as suas
préprias técnicas. Pitcher et al. (2006) desenvolveu uma técnica de RT-PCR que amplifica
uma regiao do gene da adesina P1 do M. pneumoniae, utilizando um mecanismo de controlo
interno para detectar falsos negativos devido a inibicdo. Foi calculada uma deteccdo minima
de 1 x 10° organismos por mililitro. A técnica foi aplicada retrospectivamente em 175

amostras do tracto respiratério, colhidas de doentes com pneumonia, e os resultados foram
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avaliados tendo como referéncia testes seroldgicos, revelando 60% de sensibilidade e 96.7%
de especificidade. Foi ainda detectada inibicdo em 24% das amostras ndo diluidas,
observando-se uma reducdo para 4% em amostras com uma diluicdo de 1/10. Os autores
concluiram que esta técnica, capaz de analisar até 27 amostras em menos de uma hora, seria
apropriada para o diagnostico de infeccGes por M. pneumoniae na pratica clinica do dia-a-dia.

Um outro teste de RT-PCR para a detec¢do de M. pneumoniae foi concebido e avaliado
por Morozumi et al. (2006) utilizando amostras clinicas de criancas com PAC. A
sensibilidade analitica da técnica foi calculada em 10 CFU por tubo de reaccdo. Os resultados
foram obtidos em 2 horas, com sensibilidade e especificidade diagnosticas de 99.2% e 97.5%,
respectivamente. Concluiu-se que este teste satisfaz a necessidade de uma identificacéo

rapida, altamente sensivel e especifica do M. pneumoniae na populacgéo infantil com PAC.

NASBA

Posteriormente ao surgimento da PCR, foi desenvolvido um outro método de
amplificacdo molecular no inicio dos anos 1990, a NASBA (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification). Enquanto que a PCR convencional amplifica ADN, a NASBA amplifica o
ARN ribossomal da bactéria que se encontra presente em multiplas copias. A amplificacdo de
ARN também é possivel através da reverse transcriptase PCR, porém a NASBA tem a
vantagem de ser realizada em condicdes isotérmicas. A aplicacdo da técnica em tempo real, a
RT-NASBA, tem as mesmas vantagens da RT-PCR relativamente a PCR convencional, entre
elas a rapidez na obtencédo de resultados e a reducdo na manipulacdo das amostras (Loens K,

et al. 2008).
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LAMP

Recentemente, um novo método de amplificacdo de &cidos nucleicos foi desenvolvido,
a LAMP (“Loop-mediated Isothermal Amplification™), cuja aplicacdo no diagndstico de
pneumonias atipicas provocadas pelo M. pneumoniae foi pela primeira vez relatada na
literatura por Saito et al. (2005). Tal como a NASBA, este é um método de amplificacdo
isotérmico que necessita apenas de uma temperatura estavel entre 63°C e 65°C, dispensando a
utilizacdo de um termociclador como acontece na PCR, e que pode também ser monitorizado
em tempo real. A técnica foi aplicada em 95 amostras colhidas por zaragatoa da nasofaringe
de doentes e de individuos saudaveis e comparada com uma técnica de RT-PCR ndo
comercializada, verificando-se concordancia total entre resultados. Observou-se uma detecgéo
minima de 2 x 10 organismos numa reaccdo de 60 minutos com a LAMP e de 2 x 10*
organismos nas mesmas condicdes com a RT-PCR, o que indica sensibilidades muito
proximas entre as duas técnicas. No entanto, a LAMP é um método mais simples e com
menos custos que a PCR, pelo que podera ser uma opc¢do mais viavel que a PCR na préatica

clinica (Saito R, et al. 2005).

Genes, regides intergénicas e sequéncias de ARN alvo

As técnicas de amplificacdo molecular tém usado sequéncias de ADN, como sec¢des de
genes e regides intergénicas, e sequéncias de ARN especificas dos microrganismos atipicos
como alvo para a amplificagcdo. A escolha de uma determinada sequéncia de &cidos nucleicos
tera influéncia na performance do teste, sobretudo se esta ndo for suficientemente especifica.
Na tabela | estdo listados os alvos da amplificagdo que foram utilizados ou referidos nos

artigos revistos neste trabalho.
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Tabela | — Alvos das técnicas de amplificagdo molecular.

Microrganismos atipicos Genes, regides intergénicas e sequéncias de ARN

M. pneumoniae 16S rARN; adesina P1; ATPase; tuf; repMp1; toxina do CARDS
C. pneumoniae 16S rARN; Pmp4; ompA, Pstl; omp2

Legionella spp. 16S rARN; Mip; dnaJ

C. burnetii COM-I

Tipo de amostra

A escolha do melhor tipo de amostra e uma colheita minuciosa sdo requisitos
fundamentais para se obter a melhor performance por parte das técnicas de amplificacdo. A
utilizacdo de um determinado tipo de amostra pode ter impacto nos resultados, nomeadamente
devido a presenca de inibidores da PCR, a quantidade de patégenos recolhidos ou ao grau de
contaminacgéo por outros agentes. Foi realizado um estudo durante um surto de pneumonia no
exército finlandés que comparou trés tipos de amostras do tracto respiratério de 32 adultos
jovens com serologias positivas para M. pneumoniae, entre eles: a expectoracdo, o aspirado
nasofaringeo e a zaragatoa da orofaringe. O diagrama da figura 3 mostra que a expectoracdo
provou ser o melhor tipo de amostra, conseguindo o0 maior nimero de testes positivos, seguida
do aspirado nasofaringeo; os piores resultados foram obtidos com a zaragatoa da orofaringe.
A mais provavel explicacdo para este facto consiste na presenca de um maior nimero de
microrganismos no tracto respiratorio inferior, de onde provem a expectoracdo, em doentes
com pneumonia (Réaty R, et al. 2005). Na pratica, muitos doentes podem ndo produzir
expectoracéo, pelo que as amostras da nasofaringe e da orofaringe representam muitas vezes a

Unica alternativa (Waites KB, et al. 2008). Existem ainda outros tipos de amostras do tracto
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respiratorio, como o lavado broncoalveolar e a escovagem brénguica (Bébéar C-M, 2007),
obtidos atraves de manobras invasivas que nao se justificam na maior parte dos casos.

Hé& ainda poucos dados sobre a utilidade da aplicacdo das técnicas de PCR em amostras
de sangue, soro ou plasma, para a identificacdo dos patdégenos implicados nas pneumonias
atipicas. O soro tem as vantagens de ser menos dependente da qualidade da colheita, da
facilidade no armazenamento e manuseamento e da improbabilidade da deteccdo de
microrganismos em individuos assintomaticos. Nesse sentido, num estudo realizado por
Daxboeck et al. (2005) analisou-se o soro de 29 doentes com PAC por M. pneumoniae
comprovada clinicamente e através de serologia, utilizando uma técnica de PCR convencional
e uma técnica de RT-PCR. Foram obtidos resultados positivos em 52% dos doentes com a
RT-PCR e nenhum resultado positivo com a técnica convencional, o que demonstra uma
maior sensibilidade da primeira técnica na deteccdo de M. pneumoniae no soro. Os dados
mostraram ainda que o M. pneumoniae estd presente na corrente sanguinea de uma porcao
significativa de doentes com pneumonia por micoplasma. Os autores realcam, porém, o fraco
valor preditivo negativo da técnica e a necessidade de estudos mais alargados para avaliar o

potencial beneficio clinico da aplicacdo da PCR em amostras de sangue e de soro.

Figura 3 - Esquema representativo do ndmero de casos PCR positivos identificados pelos trés tipos de amostras,
recolhidas do tracto respiratorio de 22 doentes com pneumonia por M. pneumoniae.

Aspirados
nasofaringeos

Zaragatoas
orofaringe

4

Expectoracéo

Origem: Raty R, et al. (2005) Sample type is crucial to the diagnosis of Mycoplasma pneumoniae pneumonia by
PCR. J Med Microbiol 54:287-291 (adaptado).
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Técnicas de amplificacdo molecular multipla

Algumas investigaces mais recentes tém-se debrugado no desenvolvimento de técnicas
de amplificacdo simultanea de &cidos nucleicos de diferentes microrganismos atipicos. De
facto, a tentativa de identificacdo dos patdgenos responsaveis por quadros clinicos tdo
similares num (nico ensaio constitui uma importante poupanca em termos de tempo,
reagentes e utilizacdo dos equipamentos (Gullsby K, et al. 2008).

Gullsby et al. (2008) desenvolveu uma técnica de RT-PCR duplex concebida para
detectar M. pneumoniae e C. pneumoniae num Unico tubo de reaccdo. Os genes-alvo desta
técnica sdo o gene da adesina P1 do M. pneumoniae e o gene ompA da C. pneumoniae.
Recorreu-se a sinalizadores moleculares marcados com diferentes fluorocromos para
possibilitar a distingdo entre os microrganismos. Foram testadas com esta técnica 120
amostras, obtidas por zaragatoa da nasofaringe ou da orofaringe, utilizando como referéncia
duas técnicas de PCR convencional para a detec¢do individual de cada uma das espécies em
estudo. Treze testes de RT-PCR duplex positivos para C. pneumoniae foram obtidos entre os
14 casos identificados por PCR convencional, calculando-se uma especificidade de 100% e
uma sensibilidade de 93%. Quanto ao M. pneumoniae, 24 testes de RT-PCR duplex foram
positivos contra apenas 22 casos detectados pela técnica convencional; os dois casos
discrepantes foram analisados por uma terceira técnica de PCR e apenas um dos resultados
confirmou ser positivo. A especificidade e a sensibilidade diagndsticas calculadas para 0 M.
pneumoniae foram de 98% e 100% respectivamente, tomando a técnica convencional como
referéncia. Também a sensibilidade analitica foi calculada, apresentando valores téo altos
quanto os descritos para outras técnicas de RT-PCR simples, mesmo na andalise de amostras
de co-infeccdo com os dois microrganismos. Em suma, a performance desta técnica de RT-

PCR duplex foi comparavel a da PCR convencional.
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O ProPneumo-l, um teste de RT-PCR duplex para a deteccdo simultanea de M.
pneumoniae e C. pneumoniae disponivel comercialmente, foi avaliado num estudo por
Higgins et al. (2009). Analisaram-se retrospectivamente 146 amostras do tracto respiratorio
com o teste ProPneumo-I, utilizando como referéncia uma técnica de RT-PCR para a C.
pneumoniae e a cultura para a M. pneumoniae. As amostras com resultados discordantes
foram reanalisadas por outro teste de PCR multiplex comercializado, o0 PneumoBacter-1. A
sensibilidade do ProPneumo-I foi calculada em 100% para ambos os microrganismos testados
e a especificidade foi de 100% para a C. pneumoniae e de 98% para 0 M. pneumoniae, apés a
confirmacéo dos resultados discordantes.

Uma outra técnica de PCR multiplex comercializada, a Chlamylege, desenvolvida para
detectar simultaneamente os principais microrganismos implicados na pneumonia atipica — C.
pneumoniae, M. pneumoniae e a maior parte das espécies de Legionella — foi avaliada num
estudo elaborado por Honderlick et al. (2006). As regi6es do genoma amplificadas foram o
gene OMP2 da C. pneumoniae, o gene da adesina P1 do M. pneumoniae e a regido intergénica
entre 0s genes 23S e 5S ARN da L. pneumophila e outras espécies de Legionella.
Participaram no estudo 43 doentes com suspeita clinica de pneumonia atipica que foram
submetidos também a outros testes de diagndstico habitualmente utilizados na clinica, como
culturas, serologias e deteccdo de antigénios na urina. Quatro testes de PCR multiplex foram
positivos, trés dos quais para 0 M. pneumoniae e um para a L. pneumophila tipo 1. Em oito
doentes foi detectado outro patdgeno para além dos focados neste estudo e em 29 doentes nédo
foi encontrado qualquer agente etioldgico. Destes ultimos, 23 tiveram uma melhoria
significativa do seu estado clinico apds 48 a 72h de antibioterapia empirica. Os autores
concluiram que este teste de PCR multiplex é um método de diagndstico rapido e fiavel;

porém, questionam a necessidade de se recorrer a métodos de diagndstico microbioldgico
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neste tipo de doentes com pneumonia ndo-severa, face aos custos econdémicos que acarretam e
a elevada percentagem de bons resultados obtidos com antibioterapia empirica.

Um kit da Vircell SL constituido por uma técnica de PCR multiplex, para a deteccéo
simultanea de M. pneumoniae, C. pneumoniae, Coxiella burnetii, L. pneumophila e
Legionella spp. em amostras do tracto respiratorio, e line blot para a interpretacdo de
resultados, foi testado por Carrillo et al. (2009). Apoés ter havido perda de sensibilidade nos
primeiros ensaios efectuados com a técnica de PCR multiplex, decidiram dividir a técnica,
criando uma para a deteccdo de M. pneumoniae, C. pneumoniae e Coxiella burnetii e outra
para detectar L. pneumophila, Legionella spp. e o controlo interno de amplificacdo. O kit foi
testado em 54 criancas com sinais clinicos e radiolégicos de pneumonia e os resultados foram
interpretados utilizando culturas, serologias e deteccdo de antigénios como referéncia. Dos 14
casos de infec¢do por M. pneumoniae comprovada foram detectados 13 pela técnica de PCR
multiplex, calculando-se uma especificidade de 100% e uma sensibilidade de 92.8% para este
microrganismo. As duas criangas infectadas por Coxiella burnetii ndo foram identificadas
pela técnica de PCR multiplex, mas os autores atribuem este insucesso ao facto de se
encontrarem numa fase mais avancada da doenca. Dos restantes 38 casos com testes de PCR
multiplex negativos, 20 foram identificados como infec¢des por Streptococcus pneumoniae e
17 foram definidos como infec¢des de provavel etiologia viral. Ndo foi possivel avaliar a
performance desta técnica na deteccdo de Legionella spp, L. pneumophila e C. pneumoniae
em amostras clinicas, apesar de a sensibilidade analitica calculada ter sido alta. A
especificidade do teste foi determinada pela analise de 55 amostras de individuos
assintomaticos, que ndo obteve nenhum resultado positivo, e pela auséncia de reaccOes
cruzadas com outros microrganismos. Ao contrario de outros testes que fazem a interpretagdo

dos resultados pela utilizagdo de gel de agarose ou ELISA, este kit permite uma leitura visual
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directa dos resultados recorrendo a hibridizac&o por line blot, representando uma vantagem no
contexto clinico.

A performance de um conjunto de técnicas de RT-PCR e RT-PCR multiplex concebidas
para detectar microrganismos atipicos e virus respiratérios foi avaliada num estudo
prospectivo por Templeton et al. (2005). Amostras recolhidas de 105 doentes com PAC, com
infiltrados visiveis na radiografia do torax, foram testadas com as técnicas de RT-PCR, para
além das técnicas convencionais (culturas e serologias). Os resultados das técnicas de PCR
foram obtidos em apenas 6 horas. A utilizacdo das RT-PCR permitiu o diagndstico
microbiologico em 76% dos doentes, mas em apenas 49,5% dos doentes se determinou a
etiologia da PAC recorrendo as técnicas convencionais. Nos doentes idosos e nos doentes
com pneumonia severa, foi encontrada uma etiologia em 87% e em 93% dos casos,
respectivamente, recorrendo as técnicas de RT-PCR. Concluiu-se que a combinacgéo de varias
técnicas de RT-PCR simples e multiplex que permitam detectar os principais microrganismos
atipicos e virus respiratérios causadores de PAC é mais sensivel que as técnicas
convencionais e permite a obtencdo de resultados num periodo de tempo clinicamente
relevante. Esta sensibilidade particularmente aumentada em doentes idosos e com pneumonia
severa sugere que este método possa ajudar na orientacao terapéutica destes doentes.

Loens et al. (2008a) conceberam e testaram uma técnica de RT-NASBA multiplex que
detecta e amplifica 0 16S rARN do M. pneumoniae, da C. pneumoniae e da Legionella spp. na
mesma analise de uma amostra do tracto respiratorio. A sensibilidade analitica desta técnica
revelou-se ligeiramente inferior a sensibilidade analitica das técnicas RT-NASBA individuais
correspondentes. Apesar disso, segundo 0s autores esta € uma técnica promissora pois
conjuga as vantagens da NASBA como técnica de amplificagdo molecular com as vantagens

de uma pesquisa simultanea de varios patdgenos atipicos em tempo real.
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Comparagcéo entre técnicas de amplificacdo molecular

Perante a crescente oferta de técnicas de amplificagdo molecular para patdgenos
atipicos, surgiu a necessidade de avaliar comparativamente a sua performance em estudos que
estabelecam as mesmas condic¢des para os testes em avaliacao.

Duas técnicas de RT-PCR utilizadas na deteccdo de C. pneumoniae foram
desenvolvidas e avaliadas por Mitchell et al. (2009), utilizando para o efeito 401 amostras
colhidas por zaragatoa da orofaringe de doentes com sintomas de pneumonia. Os dois genes-
alvo foram o pmp4 (técnica Pmp4) e o ompA (técnica MOMP). A técnica MOMP revelou
maior sensibilidade, tendo obtido 5,7% de testes positivos, contra apenas 2,7% de testes
positivos pela técnica Pmp4. Estas duas técnicas foram ainda utilizadas num surto de etiologia
desconhecida e ambas detectaram mais 4 casos de infeccdo por C. pneumoniae para além dos
9 casos também identificados por uma técnica de PCR convencional.

Um outro estudo comparou o desempenho de trés testes de RT-PCR desenhados para
amplificar trés regides gendmicas distintas do M. pneumoniae: uma regido do gene da toxina
do CARDS (recentemente descoberto) designada M181, e duas regides do gene da ATPase,
designadas por Mp3 e Mp7. Tratou-se de um estudo prospectivo, em que os diferentes testes
foram utilizados na identificacdo de um surto de M. pneumoniae ocorrido numa escola. Foram
testadas 54 amostras do tracto respiratorio de 35 doentes, com pneumonia clinica e
radiologicamente comprovada, e de 19 controlos negativos. Dezoito casos de pneumonia por
M. pneumoniae foram detectados por todos, mas o teste baseado no gene da toxina do
CARDS mostrou o melhor desempenho clinico e analitico, apresentando os limites de
deteccdo mais baixos. Apesar disso, 0s autores sugerem que a utilizacdo paralela de multiplos
alvos de amplificagdo aumentaria o nivel de confianga dos resultados, nomeadamente na

investigacdo etioldgica de surtos (Winchell JM, et al. 2008).
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Dumke e Jacobs (2009) avaliaram dois testes de RT-PCR comercializados e trés ndo
comercializados para a deteccdo de M. pneumoniae, sob as mesmas condi¢des padronizadas.
Os testes ndo comercializados escolhidos amplificaram trés regides distintas do genoma:
elementos repetitivos RepMp1, uma parte do gene operdo da ATPase e uma parte do gene da
toxina do CARDS. Os dois testes comercializados amplificaram uma parte do gene da adesina
P1 (Venor Mp-QP) e os elementos repetitivos RepMpl (Artus M. pneumoniae LC PCR Kkit).
Os resultados mostraram diferencas significativas nas sensibilidades dos cinco testes
avaliados, especialmente entre os testes que amplificaram os elementos repetitivos RepMpl e
0s outros testes, sendo que os primeiros apresentaram maior sensibilidade. Porém, todos
conseguiram detectar os diferentes gendtipos conhecidos de M. pneumoniae com uma
sensibilidade analitica de pelo menos 1 CFU/ul, pelo que sdo recomendados para o
diagnostico em laboratorio.

A combinacdo entre um sistema de extraccdo de acidos nucleicos e uma técnica RT-
NASBA recentemente desenvolvidos e comercializados por um laboratério foi comparada
com uma combinac¢do entre um sistema de extraccdo comercializado por outro laboratorio e
uma técnica de RT-PCR ndo comercializada desenvolvida por Béssede et al. (2010). As
respectivas performances na deteccdo de C. pneumoniae e M. pneumoniae foram avaliadas
retrospectivamente em 78 amostras do tracto respiratorio de casos e ndo-casos. Os genes
amplificados pelas técnicas de RT-PCR foram o pmp4 para a C. pneumoniae e 0 gene da
adesina P1 para o M. pneumoniae. Foram calculadas especificidades analiticas semelhantes
entre as duas combinacgdes. Porém, uma diferenca significativa foi encontrada nos limites de
deteccdo da C. pneumoniae das duas combinagOes, sendo que a combinacdo comercializada
detectou 4cidos nucleicos em amostras 10° vezes mais diluidas. Esta diferenca, que ndo se
verificou com o M. pneumoniae, podera ser explicada pelos diferentes genes amplificados.

N&o foi possivel comprovar se esta maior sensibilidade analitica correspondia a uma maior
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sensibilidade clinica ja que apenas uma amostra foi positiva para a C. pneumoniae com as
duas técnicas. Quanto ao M. pneumoniae, as sensibilidades clinicas calculadas foram
equivalentes (Béssede E, et al. 2010).

A sensibilidade e a especificidade de diferentes técnicas de amplificacdo de acidos
nucleicos - entre elas, uma PCR convencional, uma RT-PCR, uma RT-NASBA simples e uma
RT-NASBA multiplex testada por Loens et al. (2008a) - para a deteccdo de M. pneumoniae,
C. pneumoniae e Legionella spp. em amostras do tracto respiratorio de doentes com PAC,
foram comparadas num estudo realizado por Loens et al. (2008b). Foram testadas 251
amostras de 147 doentes com sinais radioldgicos de pneumonia. Os resultados obtidos com
estas técnicas foram avaliados tendo em consideracdo resultados de serologias, culturas e
testes de antigénios urinarios (para a Legionella) também disponiveis. A RT-NASBA simples
demonstrou maior sensibilidade que a PCR e a RT-NASBA multiplex. O maior sucesso da
NASBA poderd ser explicado pelo facto de ampliar rARN, habitualmente presente em
maultiplas copias, enquanto a PCR pode ndo detectar ADN presente em menor quantidade em
algumas amostras. Por outro lado, uma das técnicas de PCR foi concebida para detectar
especificamente L. pneumophila, ao contrario das técnicas de NASBA que detectaram ARN
de diferentes espécies de Legionella. Verificou-se ainda que a instabilidade do ARN pode
representar um problema na futura utilizacdo de técnicas NASBA para o diagndstico
microbiol6gico das pneumonias atipicas, pelo que devem ser tomadas precaucdes na recolha,

armazenamento e transporte das amostras (Loens K, et al. 2008b).

Limitagdes das técnicas de amplificagdo molecular

As técnicas moleculares demonstram, na maioria dos estudos, uma sensibilidade
superior para o diagndstico de infecgdes agudas por agentes atipicos, quando comparadas com

outras técnicas como a cultura ou a serologia. Porém, alguns estudos revelaram as suas
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limitagGes. Um teste de PCR positivo e uma cultura negativa num individuo sem evidéncia
clinica de doenca respiratdria é sugestivo de falta de especificidade da técnica de PCR
escolhida ou de portacdo assintomatica/persisténcia do microrganismo, porventura no
compartimento intracelular. Outro teste PCR positivo num individuo sintomatico com testes
serologicos negativos pode corresponder a uma colheita precoce do soro (antes do
desenvolvimento da resposta imunitaria humoral), a uma resposta do sistema imunitario fraca
ou ausente e/ou a antibioterapia precoce e eficaz. Por outro lado, um teste PCR negativo com
uma serologia positiva sugere a presenca de inibidores ou a existéncia de problemas com a
técnica em si ou com o gene-alvo, pelo que a realizacdo de outro teste de PCR amplificando

um gene diferente serd util no ultimo caso (Waites KB, et al. 2008).
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6.3 COMPARACAO ENTRE METODOS DE DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

DIRECTO E INDIRECTO

Outro ponto critico da investigacdo no campo do diagndstico microbioldgico das
pneumonias atipicas € a realizacao de estudos que avaliam simultaneamente a performance de
técnicas directas e indirectas. A maior parte dos estudos comparam técnicas seroldgicas com
técnicas de PCR, perspectivando a substituicdo dos métodos tradicionais por métodos mais
modernos ou uma utilizacdo conjunta, para maior acuidade diagnostica.

Em Taiwan foi realizado um estudo prospectivo com 256 criangas hospitalizadas por
infeccdes do tracto respiratorio, das quais 143 tinham manifestacdes clinicas de pneumonia,
cujo objectivo foi avaliar a utilidade da PCR no diagnostico precoce da infeccdo por M.
pneumoniae, tendo em vista a agilizacdo do tratamento apropriado. Realizaram-se testes de
PCR em todos os doentes e serologias (por microaglutinacdo de particulas e ELISA) em 140
doentes com suspeita clinica de pneumonia atipica. Verificou-se que em 72 das 82 crian¢as
com testes PCR positivos as amostras foram colhidas menos de 7 dias apds o inicio da
doenca, enquanto apenas 12 das 76 criancas com serologias positivas obtiveram resultados
positivos nesses primeiros dias. Apesar das discrepancias entre serologia e PCR observadas
em 38 doentes, foi possivel concluir que a PCR possibilita uma detecgéo rapida e precoce do
M. pneumoniae na fase aguda. Compararam-se ainda os resultados de dois testes de PCR
realizados em 7 criangas, antes e apds antibioterapia com macrdlidos: o segundo teste foi
positivo para 3 criangas sob tratamento ha 1-4 dias, mas tornou-se negativo para 4 criangas
cuja segunda amostra foi colhida mais de 7 dias apds o inicio do tratamento. Estes resultados
vao de encontro aos de estudos anteriores e sugerem gue a colheita de amostras para testes de

PCR deve ser feita antes do inicio da antibioterapia (Liu F, et al. 2007).
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Um outro estudo realizado durante um surto comunitario de infeccdo por M.
pneumoniae na Suécia provou também a superioridade da PCR relativamente a serologia no
que respeita ao diagndstico precoce desta infeccdo numa populacdo maioritariamente adulta
(Nilsson AC, et al. 2008). Durante as duas primeiras semanas apds o inicio dos sintomas, foi
possivel detectar 96-100% dos casos através da PCR (utilizando quer a semi-nested PCR quer
a RT-PCR quantitativa) e apenas 23-56% dos casos por serologia (ELISA). A sensibilidade da
PCR foi diminuindo nas fases mais tardias de doenca. Porém, no seguimento que foi feito aos
doentes com testes de PCR inicialmente positivos, cerca de metade ainda apresentava ADN
detectavel 7 semanas ap0s o inicio dos sintomas. Nos meses seguintes, houve uma diminuicéo
progressiva da carga bacteriana nos restantes individuos gue, invariavelmente, vieram a obter
testes de PCR negativos, tendo sido de 7 meses a persisténcia maxima. Este padrdo mostra
gue ndo ha uma transicdo da infeccdo clinicamente activa para a colonizagdo cronica, mas
explica também a possibilidade de ocorréncia de testes PCR positivos em individuos
assintomaticos que tiveram uma infeccdo mais ou menos recente. A quantificacdo por RT-
PCR nédo mostrou diferencas significativas na depuracao bacteriana entre individuos tratados e
ndo tratados com antibioticos activos contra 0 M. pneumoniae, resultado que é contrario ao do
estudo referido anteriormente. Por fim, a auséncia de testes de PCR positivos em 236 crianc¢as
assintomaticas de uma escola da mesma comunidade demonstrou que é raro o estado de
portador assintomatico, mesmo durante um surto.

As amostras recolhidas durante dois surtos de pneumonia por M. pneumoniae foram
analisadas por Thurman et al. (2009) recorrendo a dois kits de testes seroldgicos
comercializados (ImmunoCard Mycoplasma e Mycoplasma pneumoniae 1gG/IgM Antibody
Test System) e a uma técnica de RT-PCR. Zaragatoas da orofaringe e da nasofaringe e
amostras de soro foram obtidas de doentes sintomaticos, dos seus contactos domésticos e de

individuos assintomaticos. Entre os doentes, 21% tiveram testes de RT-PCR positivos,
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enquanto 81% e 54% tiveram resultados positivos com o ImmunoCard e o Antibody Test
System, respectivamente. Entre os contactos domeésticos e os individuos assintomaticos, 1,8%
foram positivos pela RT-PCR, enquanto 63% e 79% foram positivos pelo ImmunoCard e pelo
Antibody Test System, respectivamente. A sensibilidade e a especificidade das trés técnicas
apresentaram uma ampla variedade de valores, tendo sido afectadas pela idade dos individuos
e pela fase da doenca em que as amostras foram recolhidas. Concluiu-se que ndo existe uma
técnica disponivel que isoladamente possa ser utilizada de forma eficaz na identificacdo de
um surto de PAC por M. pneumoniae, mas que uma combinacdo de métodos de diagnostico
parece ser a abordagem mais apropriada.

Dois artigos avaliaram a serologia e a RT-PCR na deteccdo da C. pneumoniae e do M.
pneumoniae. No estudo elaborado por Otomo et al. (2008) foram incluidas 73 criangas com
suspeita de pneumonia ou infeccdo do tracto respiratorio inferior atipicas. As amostras
recolhidas foram testadas para a infeccdo por C. pneumoniae recorrendo a uma técnica de RT-
PCR e a dois kits ELISA comercializados para a deteccdo de anticorpos 1gG e IgA (Hitazyme
C. pneumoniae Ab-IgG e Hitazyme C. pneumoniae Ab-IgA). Para o diagnoéstico da infeccdo
por M. pneumoniae foi utilizada a RT-PCR, uma técnica de PA comercializada (Serodia-
Myco Il) e uma técnica de EIA comercializada (ImmunoCard Mycoplasma). Relativamente as
técnicas de RT-PCR, determinaram-se sensibilidades analiticas de 1 e 5 copias/ul para a C.
pneumoniae e 0 M. pneumoniae, respectivamente; as sensibilidades e as especificidades
diagnosticas foram de 63.6% e 100% para a C. pneumoniae e de 100% para 0 M. pneumoniae,
respectivamente. Quanto aos testes de ELISA para anticorpos anti-C. pneumoniae, destes
resultaram 11 casos positivos, dos quais 7 o foram também pela RT-PCR; entre 0s 4 casos
discordantes encontravam-se uma infec¢do mista, dois doentes com antibioterapia anterior e
um doente com sintomas e sinais radiogréaficos ligeiros. A PA para M. pneumoniae detectou 6

casos que foram positivos também pelo teste de RT-PCR; porém, 4 casos com testes RT-PCR

ANA LUISA RIBEIRO BRANCO — MARCO 2011

38



Aspectos Particulares Das Pneumonias Atipicas: Métodos De Diagnastico Microbioldgico

negativos e com titulos de anticorpos elevados foram interpretados como infeccBes passadas.
Quanto ao ImmunoCard, apresentou uma sensibilidade de 33.3% e uma especificidade de
82.1%, valores que sao sobreponiveis aos ja apresentados nesta revisdo para este teste. Assim,
as técnicas de RT-PCR provaram ser indicadas para o rapido diagnostico destas infeccdes,
permitindo a escolha apropriada da terapéutica antibacteriana de primeira linha a ser
instituida. O outro estudo, da autoria de Pignanelli et al. (2009), avaliou a eficacia dos dois
métodos em doentes adultos com sintomas respiratorios agudos. Utilizaram-se técnicas
comercializadas de RT-PCR, para detec¢do individual (LightCycler) e para deteccdo
simultinea dos dois microrganismos atipicos (Affigene Cp/Mp Tracer). A
microimunofluorescéncia (para IgG e IgM anti-C. pneumoniae) e dois testes ELISA
comercializados (Novagnost M. pneumoniae 1gG e IgM Dade Behring Siemens para M.
pneumoniae) foram as técnicas serologicas escolhidas. Os resultados obtidos com as técnicas
de RT-PCR apresentaram elevada concordancia entre si (100% para C. pneumoniae e 98%
para M. pneumoniae) e também com os resultados dos testes seroldgicos, recomendando-se a
utilizacdo simultanea de um teste directo e de um teste indirecto para maior acuidade no
diagnostico etiologico de infeccdes respiratdrias atipicas.

Em Nova Deli (india), comparou-se a eficacia da cultura, da PCR e da serologia no
diagnostico de infecgcdes do tracto respiratdrio inferior provocadas por M. pneumoniae, na
populacdo pediatrica. Foram colhidas amostras de soro e aspirados nasofaringeos de 75
criancas com idades compreendidas entre os 6 meses e 0s 12 anos. A cultura do aspirado foi
feita em meio so6lido padrdo para micoplasmas e as colénias suspeitas foram identificadas com
recurso a testes bioquimicos e bioldgicos. A técnica de PCR utilizada amplificou uma sec¢édo
do gene da adesina P1, detectada posteriormente por electroforese. As amostras de soro,
colhidas na fase aguda e na fase de convalescenca (4 a 6 semanas depois), foram testadas para

a presenga de anticorpos IgG e IgM contra M. pneumoniae utilizando técnicas de EIA
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comercializadas. Apenas 4 casos de infeccdo por M. pneumoniae apresentaram culturas
positivas, tendo sido identificados também por PCR e serologia. A EIA detectou 16 casos
(21.3%) enquanto que a PCR detectou apenas 13 (17.3%), dos quais 11 foram positivos
também por serologia. N&o foi possivel determinar se os dois casos positivos apenas por PCR
representavam falsos positivos, se correspondiam a um estado de portador ou se tratavam de
resultados serologicos falsamente negativos. No total, utilizando os trés métodos, foi possivel
identificar o M. pneumoniae em 24% das criancas, pelo que deste estudo se concluiu que uma
combinacdo de cultura, serologia e PCR providencia a melhor informacdo etioldgica na
infeccdo do tracto respiratdrio inferior causada por este agente, numa populacdo pediatrica
(Kashyap B, et al. 2008).

Um estudo mais abrangente, elaborado por Souliou et al. (2007), avaliou praticamente
todos os metodos laboratoriais actualmente utilizados no diagnéstico da infeccdo por M.
pneumoniae — cultura, deteccdo antigénica (por EIA), PCR e serologia (por IFA, ELISA e
capture-ELISA) — utilizando zaragatoas da orofaringe e amostras de soro pareadas de criangas
hospitalizadas por infec¢do do tracto respiratorio, nomeadamente pneumonia. Recorreu-se a
uma técnica de Western Blot para verificar a especificidade dos testes de deteccdo de
anticorpos IgM e IgA. A sensibilidade diagnostica da PCR (75%) foi muito superior a da
deteccdo de antigénios (8.3%) e a da cultura (25%), mas falhou na deteccdo de 25% dos
casos. Quanto a especificidade, a cultura e a deteccdo de antigénios obtiveram 100% e a PCR
96.8%. No que respeita aos métodos serologicos, a capture-ELISA para a deteccdo de IgM
mostrou ser a mais sensivel (100% para amostras pareadas) e especifica (98.4%), apesar de
uma proporcdo significativa dos doentes (33.3%) ndo ter sido diagnosticada por este método
na abordagem inicial, utilizando apenas a amostra de soro da fase aguda. Neste estudo, a
utilizacdo de uma técnica de ELISA para detecgdo de IgA anti-M. pneumoniae revelou fraca

sensibilidade (33.3% para amostras pareadas), provando que esta ndo é relevante para o
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diagndstico desta infecgdo em criangas. A combinagdo dos resultados obtidos por PCR e por
capture-ELISA permitiu obter uma sensibilidade de 100% em criancas na fase precoce da
doenca. Assim, se os resultados da PCR e da capture-ELISA forem ambos positivos, o
diagnostico pode ser considerado definitivo; se apenas um dos resultados for positivo, a
antibioterapia eficaz contra micoplasmas ¢é fortemente recomendada, apesar de ser necessaria

a confirmacao do diagndstico por uma segunda amostra de soro.
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7 CONCLUSOES

Apesar do recurso a varios metodos de diagnostico, em cerca de 40 a 60% das PAC o
agente etioldgico ndo é identificado (Sociedade Portuguesa de Pneumologia, 2003). Se, por
um lado, h&d uma evidente responsabilidade dos agentes virais nesse grupo de pneumonias sem
etiologia determinada, as limitacdes dos métodos de diagnostico microbioldgico actualmente
utilizados na maior parte dos laboratorios clinicos parecem também condicionar estes
nameros. Muitos estudos que comparam métodos de diagndstico microbioldgico directos e
indirectos revelam uma correlacdo pobre entre a resposta imunitaria humoral e a deteccdo de
material genético do patdgeno atipico, fruto das limitacfes inerentes as técnicas. A solucéo
apontada para o problema tem sido o recurso a combinacdo de técnicas directas e indirectas
que, tal como se verificou em alguns estudos revistos neste trabalho, parece aumentar a
acuidade diagndstica; porém, esta abordagem aumenta a complexidade e o0s custos
laboratoriais.

O diagnostico etioldgico das CAP, em especial o das pneumonias atipicas, continua a
ser um assunto controverso na Medicina a nivel mundial. As diferencas entre as guidelines de
cada pais sdo demonstrativas da incerteza de que se reveste o tratamento empirico das PAC. A
postura adoptada neste campo pode ter implicacdes a nivel do tempo de hospitalizacéo, da
mortalidade e dos custos associados as hospitalizacdes por PAC (Arnold FW, et al. 2007).
Questiona-se a necessidade do investimento em novos métodos de diagndstico microbioldgico
das PAC quando muitas vezes o tratamento empirico, que pode ou nédo incluir inicialmente
antibioticos com actividade contra microrganismos atipicos, € suficiente para a resolu¢do do
quadro clinico. A nocdo de que a maioria das pneumonias por M. pneumoniae e C.
pneumoniae tém uma gravidade ligeira a moderada e uma evolugdo favoravel argumenta

fortemente contra uma postura mais interventiva em termos de diagndstico etiolégico.
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Acresce que 0s custos das técnicas de diagndstico microbioldgico sdo habitualmente elevados,
em particular os das técnicas de PCR; neste sentido, novas técnicas de amplificacdo molecular
menos dispendiosas € com menor exigéncia técnica tém surgido. Por outro lado, ndo se
podem ignorar as consequéncias negativas do tratamento ineficaz, da antibioterapia de largo
espectro desnecessaria ou do aumento do tempo de internamento, da morbilidade e da
mortalidade, pela auséncia de um diagnostico definitivo estabelecido, quer em termos
econdémicos, quer em termos de saude comunitaria. Urge, por isso, a realizacdo de estudos que
avaliem a relacdo custo-beneficio da investigacdo microbioldgica intensiva das pneumonias

atipicas.
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