CARTA AO EDITOR

Metodologia de pesquisa da pneumonia
adquirida na comunidade

Foi com satisfagdo que recebi o primeiro nimero do
ano 2000 do nosso Jornal de Pneumologia, no qual,
entre outras, é muito oportuna a secdo de Po6s-Gradua-
¢do, detalhando o planejamento e a redagdo do trabalho
cientifico.

Chama a atengdo o trabalho publicado sobre pneumo-
nia adquirida na comunidade, por Rosali Teixeira Rocha
et al, o primeiro levantamento das pneumonias adquiri-
das na comunidade em nosso pais, que merece algumas
consideracdes.

0 esforco realizado pelos autores tem grande meérito,
pois a pneumonia € em nosso pais a 32 causa de mortali-
dade geral e a 12 causa de mortalidade por doencas infec-
ciosas.

Gostaria, porém, de chamar a atencdo para a metodo-
logia desse levantamento das PAC, cujo planejamento ¢
essencial para a validade do trabalho cientifico. Os auto-
res usaram para classificar pneumonia causada pelo gé-
nero Chlamydia um teste ELISA, o qual determina anti-
corpos da classe 1gG para o género. Ora, ndo podemos
usar um teste sorologico para todo o género Chlamydia
por um motivo muito simples: estaremos detectando an-
ticorpos 1gG para Chlamydia trachomatis, Chlamydia
psitacci ou Chlamydia pneumoniae? Com esse teste ndo
¢ possivel determinar qual a espécie de Chlamydia de-
tectada, tampouco aquela que causou a elevagdo desses
anticorpos... A presuncdo dos autores, “baseados em
dados de literatura”, ¢ de que “o agente responsavel por
essas pneumonias seja Chlamydia pneumoniae, uma vez
que os pacientes do estudo ndo tiveram contato com pas-
saros; e infeccdo do trato respiratério inferior por Ch/a-
mydia trachomatis ndo € descrita em pacientes adultos
imunocompetentes” (pag. 10, pardgrafo 6). Preciso dis-
cordar dessa metodologia e dessa presuncgdo, baseada na
mesma literatura a que se referem. Em 1983 foi feito o
primeiro isolamento respiratério de uma cepa de Ch/a-
mydia psittaci “ndo usual” em um estudante da Universi-
dade de Washington com faringite, que foi chamado AR-
39 (Acute Respiratory). Essa cepa era em tudo seme-
Ihante a uma Ch/amydia que havia sido isolada da con-
juntiva de uma crianca em Taiwan, em 1965, por pesqui-
sadores ingleses, designada TW-183, que provavelmente
era um patoégeno respiratdrio, pois ndo produzia doenca
ocular. Essa nova Chlamydia foi entdo designada TWAR,
baseado nos codigos laboratoriais de ambas as cepas, e
responsabilizada por causar pneumonia, bronquite e fa-
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ringite(). Nessa ocasido foi também utilizado o método
sorologico da microimunofluorescéncia (que era ja utiliza-
do para Chlamydia trachomatis) para o diagnostico de
infeccdo por essa bactéria no soro da fase aguda e conva-
lescente, o que deu inicio aos estudos soroepidemioldgi-
cos. Os autores concluiram que a cepa TWAR devia ser
uma cepa de C. psittaci, cujo hospedeiro seria o homem
- pois na epidemia de pneumonia na Finlandia também
ndo se achara uma fonte de contato com passaros().
Estudos subseqlientes“'¥ resultaram na classificacdo da
cepa TWAR como a terceira espécie do género Chlamydia,
designada entdo como Chlamydia pneumoniae, respon-
sabilizada por causar pneumonia, bronquite e faringite.

Se os anos 80 foram férteis pela descoberta dessa nova
espécie, os anos 90 foram marcados pelos estudos da
associacdo de C. pnmeumoniae a doencas cronicas como
asma, DPOC, aterosclerose, artrite reativa e sarcoidose;
pelo uso da PCR para o diagndstico da infeccdo aguda;
pela descoberta do “estado de portador”>'9, que invali-
da o uso isolado da PCR para o diagnostico da infeccdo
aguda por C. pneumoniae, exigindo o diagndstico soro-
légico concomitante pela microimunofluorescéncia para
caracterizar soroconversiao(!”).,

No fim da década de 80, os pesquisadores comegaram
a investigar a pneumonia causada por C. pneumoniae,
utilizando pioneiramente a técnica da microimunofluores-
céncia, especifica para TWARP#18-39 progressivamente
abandonando o teste de fixacdo do complemento, consi-
derado um teste diagnostico para psitacose!?. Os princi-
pais trabalhos de levantamento da etiologia da pneumo-
nia adquirida na comunidade('®-3% constataram entdo que
TWAR era uma importante causa de pneumonia, contri-
buindo para cerca de 5-15% de todos os casos®. Ao
mesmo tempo, observou-se que a prevaléncia de pneu-
monias causadas pelas bactérias “atipicas” Legionella,
C. pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae podia che-
gar a até 38,3%0%; em algumas séries, TWAR alcangava
17,9% e a soma das trés bactérias atipicas, 63,3%".

Desde o classico trabalho de Fang et a/l'®” chamando
atencdo sobre a prevaléncia das bactérias atipicas como
causadoras de PAC, todos os autores usaram e usam até
hoje a determinacdo de anticorpos 1gG e IgM separada-
mente para Chlamydia pneumoniae, C. trachomatis e
C. psittaci. O motivo ¢ que a infeccdo sexualmente trans-
missivel por C. trachomatis € tdo prevalente, que corre-
mos o risco de detectar em nossos doentes altos titulos de
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anticorpos (especialmente 1gG) para o género Chlamydia
atribuindo-os a Chlamydia pneumoniae equivocadamen-
te. Corroborando essa interpretagdo, transcrevo, a pro-
posito do diagndstico da doenga ativa por Chlamydia tra-
chomatis pela técnica de fixacdo do complemento: “a
prevaléncia de 1gG anti- Ch/amydia é alta em adultos se-
Xxualmente ativos, mesmo naqueles que ndo tém uma in-
feccdo ativa (por C trachomatis) e se deve provavelmen-
te a infecgdo passadal’.

Em 1996, quase meio milhdo de casos de infeccdo por
C. trachomatis foram comunicados ao cpc de Atlanta,
numa taxa de 195/100.000hab®?, A oms estima cor-
rentemente que ha aproximadamente 500 milhdes de
novas doencas sexualmente transmissiveis por ano, das
quais 90 milhdes provavelmente sdo por C. trachoma-
tis®¥. O problema de diagnosticar essas infeccdes é que
tanto no homem como na mulher a infeccdo por Ch/a-
mydia trachomatis freqiientemente ndo produz sintomas,
especialmente nessa ultima. Estudos soroepidemioldgicos
em mulheres com obstrucdo tubaria, infertilidade ou gra-
videz ectopica mostraram que, apesar de ndo terem his-
téria de doenca inflamatdria pélvica, na sua maioria elas
tinham anticorpos séricos elevados a C. trachomatis - o
que levou ao conceito de uma forma “silenciosa” de doen-
¢a inflamatoria pélvica, ndo diagnosticada, capaz de cau-
sar dano tubario®4.

Usando o método da microimunofluorescéncia para
Chlamydia alguns pesquisadores®” notaram que a maio-
ria de adultos e adolescentes avaliados para infecgdo por
C. pneumoniae tinha também anticorpos para C. tra-
chomatis em titulos similares, provavelmente devido a
infeccdo genital coexistente ou prévia.

Voltando ao trabalho sobre pneumonias, que usou um
teste ELISA comparavel ao teste de fixacdo do comple-
mento (pois ambos fazem somente a detecgo de anticor-
pos 1gG para o género Chlamydia), nds perguntamos: 1)
Nido sendo esse teste ELISA empregado na referida pes-
quisa espécies-especifico, ndo estaria também detectan-
do anticorpos da classe 1gG a Chlamydia trachomatis?
2) Poderia alguém garantir que o aumento de trés vezes
nos titulos séricos seria devido somente a espécie Chla-
mydia pneumoniae? 3) Esses mesmos pacientes “com
soroconversdo” para Chlamydia species ndo poderiam
ter um infiltrado pulmonar por outra bactéria (por ex.,
pneumococo, cuja cultura de escarro ¢ freqiientemente
negativa) associado a um aumento nos titulos séricos a
Chlamydia trachomatis, detectado por esse teste ELISA?
4) Como o teste ELISA é reconhecidamente propenso a
dar reagdes falso-positivas, esse aumento de trés vezes
no titulo sérico de anticorpos 1gG ndo estaria incluindo
essas reagdes?

Até o presente momento a uUnica metodologia aprova-
da internacionalmente para a pesquisa de Chlamydia
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pneumoniae ¢ o teste de microimunofluorescéncia para
a determinacdo em separado de anticorpos 1gG e 1gM
para cada espécie de Chlamydia®.

O critério diagndstico de pneumonia por C. pneumo-
niae exige a elevacdo de quatro vezes nos titulos séricos
de anticorpos 1gG ou IgM para a espécie Chlamydia pneu-
moniae; ou titulo unico de 1gG > 1: 512 ou de IgM > 1:
32 pela técnica de microimunofluorescéncia. Desenvolvi-
da pelo grupo do Dr. Grayston, na década de 70, inicial-
mente para o diagndstico sorologico da infecgcdo por C
trachomatis, a microimunofluorescéncia (MiF) é ainda a
Unica técnica especifica para cada espécie do género
Chlamydia. Consiste em utilizar cada espécie de Ch/a-
mydia, obtida por cultura de células em separado; a sus-
pensdo de bactérias concentrada, purificada e formalini-
zada para cada uma das espécies previamente obtidas em
cultura de células (C. pneumoniae, C. trachomatis e C.
psittaci), que contém aproximadamente 10° organismos
por ml, é entdo posta numa lamina, onde a seguir é colo-
cado o soro do paciente em diluicGes sucessivas. Testa-se
separadamente cada espécie de Chlamydia com cada soro
e apds a secagem ¢ feita a leitura em microscopio de alta
poténcia. E uma técnica dificil de ser executada e requer
alguma experiéncia para obter resultados confiadveis, po-
rém tem sido usada por varios grupos em todo o mundo,
apresentando um indice de concordancia de resultados >
800 entre os laboratdrios que a utilizam(436-39),

Ha necessidade de um teste mais rapido e de mais facil
execucdo que o da microimunofluorescéncia para o diag-
néstico de C. pneumoniae, cuja sensibilidade (especial-
mente em criangas) e especificidade em adultos tem sido
questionada pela deteccdo de possiveis reacdes cruzadas
entre as trés espécies de Chlamydia®>*® - suposicdo atri-
buida a interpretagdo imprdpria da técnical'?.

E possivel que seja comprovada brevemente a validade
de um teste ELISA recombinante (fDNA LPS ELISA) quando
obtivermos sua sensibilidade por comparagdo com o pa-
drio-ouro da cultura efou do PcrR. Por enquanto, porém,
sua comparagdo com o teste de microimunofluorescén-
cial®4) mostra que esse ultimo continua sendo o teste
mais sensivel e o Unico espécies-especifico, internacio-
nalmente recomendado para a pesquisa das infeccdes por
C. pneumoniae™?.

Quanto ao teste ELISA que foi utilizado nesse estudo,
ndo ha referéncias sobre ele na literatura que recomen-
dem seu uso para o diagnodstico das pneumonias causa-
das por C. pneumoniae - parece-me que nem mesmo
nas referéncias bibliograficas dos autores dessa pesquisa.
Mesmo no trabalho de levantamento soroepidemioldgico
de infec¢bes por Chlamydia pneumoniae citado®, no

(*) Grayston, JT - comunicac¢do pessoal, abril 2000.
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qual foram pesquisados também somente anticorpos 1gG,
a técnica utilizada foi a microimunofluorescéncia.

Finalmente, gostaria de dizer que o assunto € apaixo-

nante e poderiamos ficar discutindo a metodologia de
pesquisa da pneumonia adquirida na comunidade indefi-
nidamente. Ha muito que aprender, muito a discutir e
muito a fazer. Fico feliz por ver que o Jornal de Pneumo-
Jogia abriu a discussdo sobre a importancia das bactérias
atipicas como causadoras da pneumonia adquirida na
comunidade em nosso pais.

DRrR? MARIA BERNADETE FERNANDES CHEDID
Mestre e Doutoranda em Pneumologia pela UFRGS, FCCP
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Réplica

Em resposta as questdes levantadas pela Dr* Maria
Bernadete Fernandes Chedid sobre nosso trabalho: Pneu-
monia adquirida na comunidade em pacientes tratados
ambulatorialmente: aspectos epidemioldgicos, clinicos e
radioldgicos das pneumonias atipicas e ndo atipicas. J
Pneumol 26(1) - jan/fev de 2000.

Questao n° 1:

E possivel a deteccio de anticorpos da classe 1gG para
C. trachomatis no teste ELISA (enzyme linked immuno-
sorbent assay) utilizado, ja que é dirigido contra as trés
espécies (C. trachomatis, C. pneumoniae e C. psittaci).

Questao n° 2:

Nido podemos garantir que o aumento de trés vezes no
titulo sérico tenha sido somente pela espécie C. pneumo-
niae. Sabemos que o teste ndo ¢ especifico. Porém, seria
muita coincidéncia que todos os pacientes tivessem qua-
dro clinico e radiolégico para pneumonia e infeccdo ge-
nital ativa, ja que houve variacdo no titulo.

Questao n° 3:

A questdo de n° 3 ¢ igual a de n° 2. Somente faremos
a observacdo de que ndo fizemos pesquisa para S. preu-
moniae que ainda ¢ o primeiro agente mais freqiiente
como causa da PAC. Nao sabemos a real incidéncia desse
agente no Brasil; portanto, ndo podemos afastar a possi-
bilidade de que esses pacientes tivessem pneumonia S.
pneumoniae associada, ou como causa isolada, ou por
outro agente ndo pesquisado, ou outro agente ainda ndo
descrito na literatura. Lembramos que 30 a 50% da etio-
logia de PAC ainda € desconhecida.
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Questao n° 4:

Esta questdo tem o mesmo teor das demais, ou seja,
atribuir um resultado falso-positivo em fungdo do teste
utilizado. Tivemos a preocupacgdo de testar os soros pa-
reados dos pacientes numa mesma série, para diminuir a
possibilidade de erros técnicos. O valor do ponto de corte
clinico calculado foi designado para diminuir a possibili-
dade de resultado falso-positivo. Se pudéssemos ter a cul-
tura do material, que € considerado padrido-ouro, realiza-
da nos pacientes submetidos ao teste ELISA, poderiamos
responder a todas essas questdes!). Pois, nem utilizando
MIF (microimunofluorescéncia), que é especifico para C
pneumoniae, estaremos livres de termos resultados fal-
so-positivos?.

O teste ELISA, em momento algum no estudo, € reco-
mendado para pesquisa de C. pneumoniae. Ele foi utili-
zado para pesquisa de Chlamydia sp. Existem na litera-
tura indicacOes desse tipo de teste para pesquisa de Ch/a-
mydia spt.

A referéncia de n° 18, citada no estudo, e ndo a de ne
21, como citado pela leitora, trata de um estudo realiza-
do por Kerttula ef al. Nesse, 162 pacientes foram avalia-
dos. Eles se utilizaram dos testes fixacdo de complemento
e ELISA para diagnéstico de Chlamydia sp. Os casos po-
sitivos eram confirmados por imunofluorescéncia. O agen-
te etioldgico foi identificado em 79 pacientes (49,4%).
Entre os agentes identificados, Ch/amydia sp esteve pre-
sente em 15 pacientes (10 dos quais ndo foram detecta-
dos pela fixacdo de complemento, mas foram pelo teste
ELISA e confirmados por imunofluorescéncia - neste estu-
do também ndo houve determinacdo da espécie). Existe
um outro estudo de Ladany et a/”) mostrando a possibi-
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lidade de utilizar um teste ELISA para diagndstico de C
pneumoniae. Eles descrevem o desenvolvimento e ava-
liacdo desse tipo de teste para diferenciar anticorpos da
classe 1gG de C. trachomatis de C. pneumoniae, elimi-
nando a reatividade cruzada entre elas extraindo lipopo-
lissacaride (LPS) comum com uma solugdo quelante e de-
tergente. Como ndo foi esse o teste utilizado em nosso
estudo, nao foi colocado entre as referéncias. Diversos
estudos utilizando do teste ELISA especifico C. pneumo-
niae tém sido publicados, recentemente. Em correspon-
déncia com Dr. Grayston, ele nos conta dos resultados
desapontadores com testes ELISA. Sabemos que MIF ain-
da ¢ o mais especifico para C. pneumoniae e, de forma
bastante animadora, nos diz que estudos em pneumonia
nunca sdo faceis.
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No Brasil, a pesquisa em etiologia de pneumonia ad-
quirida na comunidade ainda caminha a passos muito len-
tos. Temos que lidar com varias limitagdes, por exemplo,
testes especificos ndo disponiveis e, sempre, muito ca-
ros, inviabilizando qualquer projeto de pesquisa. Mas isso
ndo significa que desistiremos desse projeto.
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