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"MYCOPLASMA PNEUMONIAE: FREQUENCIA DA INFECCAO EM
GRUPOS ETARIOS DA POPULAGCAO DA CAPITAL E DO INTERIOR
DO ESTADO DE SAO PAULO
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RESUMO

Foi realizado inquérito sorolégico na populagdo da Capital € do Interior do
Estado de Sdo Paulo, visando demonstrar a presenca de anticorpos contra Myco-

plasma pneumoniae.
tagdo, 45,5% resultaram positivos.
pulagbes estudadas.

De 492 soros submetidos. & técnica de inibigdo da fermen-
Houve diferenga significante entre as duas po-
A tendéncia geral da freqgiiéncia de soros positivos demonstrou

correlagio direta com o aumento da idade. Cerca de 50% da populacio estudada
até os 14 anos de idade, ja haviam sido infectados pelo M. preumoniae.

INTRODUGAO

Nas tltimas décadas, acumularam-se evi-
déncias de que parte ponderdvel das pneu-
monias nfo era devida a agentes bacteria-
nos comuns. Alguns virus, como o da in-
fluenza, adenovirus e respiratérios sincicial,
assim como Mycoplasma pneumoniae foram
considerados como as causas ndo bacterianas
mais provdveis do comprometimento pul-
monar.

O agente etiolégico da pneumonia atipica
primaria foi descrito por EaToN & col.® em
1944 mas, somente em 1959, apds os tra-
balhos de Liu & col. * sobre a resposta soro-
légica & infeccdo, ficou estabelecida e com-
pletada a relagdo entre o agente e a resposta
imunolégica especifica. Em 1963, CHANOCK
& col.?, apds estudos etiolégicos fundamen-
tais propuzeram o nome Mycoplasma pneu-
monige para o agente causal da pneumonia
atipica priméria. Estudos clinico-epidemiol-
gicos sobre a infeccio demonstram que
o quadro clinico pode variar desde uma
infecgdo inaparente, uma simples afec-
¢do do trato respiratbrio superior, até o
comprometimento do trato respiratério infe-

rior demonstrado, por evidéncia radioldgica
de pneumonia e broncopneumonia. A infec-
¢io afeta tanto- criancas como adulios e re-
presenta, segundo alguns Autores, 35% das
pneumonias verificadas no grupo etirio de
5 a 19 anos em certas 4reas dos Estados Uni-
dos da América do Norte’. Outros Autores
revelam incidéncias bem mais baixas dessa
infeccdo, tais como 1 a 10% em criancas com
quadro de pneumonia % ®.

Um estudo longitudinal durante 5 anos de-
monstrou que cerca de 70% das criancas
apresentaram anticorpos contra Mycoplasma
preumoniae e, obviamente, concluiram os
Autores que a. infecgio por este agente €
uma das causas comuns de afecgdes do trato
respiratério em criangas *.

Existem atualmente algumas provas soro-

légicas de facil realizagio, capazes de evi-

denciar anticorpos especificos contra mico-
plasmas, tais como: fixacdo do complemen-
to 1%, hemaglutinaciio indireta ® e inibigdo da
redugio do tetrazolium®. Em 1966, a pro-
va da inibigdo da fermentacdo ou inibi-
¢do do crescimento pela inibigdo da pro-
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ducdo de acido, foi descrito por TayLor-Ro-
BINSON & col. ** baseado na caracteristica dos
micoplasmas de serem inibidos em seu cres-
cimento pelo anticorpo especifico e ainda no
fato de que algumas espécies, durante o seu
crescimento, serem acompanhados da produ-

¢do de acido. A incorporacio de um indi-

cador como o vermelho de fenol ao meio de
crescimento possibilita a observagdo das mu-
dangas de pH no caso de haver crescimento
e formacdo de acido. Ora, se adicionarmos
anticorpos especificos ao meio, resultard
inibi¢do do crescimento do Mycoplasma e
consequentemente ndo ocorrerd mudanca do
pH e, portanto, da cor do indicador.

Em revisio feita na literatura nacional
ndo se encontrou qualquer referéncia a esta
infecgio, nem mesmo qualquer citagdo sobre
o cultivo do Mycoplasma pneumoniae ou
ainda, qualquer estudo sorolégico da pneu-
monia atipica primaria. E certo que alguns
casos isolados 1ém sido detectados através
de provas pouco especificas e menos sensi-
veis como a titulacio das crioaglutininas.

‘Pelo fato de néio ser conhecida em nosso
pais a freqiiéncia da pneumonia atipica pri-
maria é que foi realizado este trabalho, onde
se apresentam os resultados obtidos através
de inquérito sorolégico em grupos etarios da
populagdo da cidade de Sdo Paulo e do inte-
rior do Estado. Apresentam-se ainda, consi-
deracgbes sobre o significado destes achados
e particularidades a respeito do método labo-
ratorial empregado.

MATERIAL E METODOS

Populagio e tras

A populagfo estudada constou de indivi-
duos que procuravam os Centros de Sadde da
capital e do interior do Estado de S&o Paulo,
em linhas gerais desprovidos de recursos s6-
cio-econémicos. Foram eliminados aqueles
que vinham a procura de consultas queixan-
do-se de qualquer sintoma de infeccdo em
atividdde. A maioria dos individuos estu-
dados vinha a procura de vacinas ou atesta-
dos de satde. Na capital, grande parte dos
individuos estudados pertencia a Zona Leste
da cidade, que engloba bairros dos mais va-

riados niveis sociais, enquanto que a populagio
do interior era constituida pelos individuos
que afluiam ao Posto de Satide principal ou
unico da cidade.

Nos grupos etarios, a distribuicde da po-
pulagdo quanto ao sexo foi a de 1 para 1.
Entre os anos de 1963 a 1973, 500 amostras
de sangue foram colhidas na capital e 500
no interior do Estado. Estas amostras foram .
numeradas e submelidas a sorteio e, ao re-
dor de 40-50, foram escolhidas para repre-
sentar cada grupo etirio. As amostras fo-
ram colhidas com assepsia por pungio ve-
nosa e, ap6s retracido do coagulo em tempe-

‘ratura ambiente, o soro era separado por

centrifugacdo e conservado em congelador a
—15°C até o momento do uso.’

Mycoplasma pneumoniae

A amostra padrfo do microrganismo usada
neste inquérito foi a amostra “MAC” gentil-
mente cedida pelo Prof. E. A. Freundt, do
WHO, International Reference Center for
Animal Mycoplasma, Institute for Medical
Microbiology, Dinamarca.

O soro-imune padrio foi gentilmente cedi-
do pela Dra. M. S. Pereira, do Virus Refer-
ence Center Laboratory, Central Public Health
Laboratory, Colindale, Londres, Gra-Breta-
nha.

O meio de cultura para manutengio do
microrganismo foi o descrito por TAYLOR-
RosinsoN & col. *2, o qual consiste, resumi-
damente, em sete partes do “PPLO Broth”
Difco e duas partes-de soro de cavalo néo
inativado, uma parte de extrato de levedura
a 25%; 0,25 partes de acetado de talio a
1% p/v e 0,02 partes de penicilina G a 100
unidades por ml. Este meio, mais a adi¢do
de uma parte de glicose a 109% e 0,2 partes
de vermelho de fenol a 0,2% com pH ajus-
tado com HCI a 7,8, foi usado para o cres-
cimento e fonte do M. pneumoniae para os
testes de inibicdo do-crescimento ou inibigdo
da fermentacio.

A técnica usada na prova de inibigdo do
crescimento ou inibicdo da fermentacio foi

a descrita por TayrLor-RoBiNsoN & col. 2
Pelo fato de ndo ser basiante divulgada em
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nosso, meio, passamos a descreve-la resumida-
mente. ’

Os testes foram realizados em placas per-
manentes de Lucite com orificios em U, pro-
duzidas pela Cooke Engineering Company
feitas especialmente para microtitulagens.
Nao foi realizado qualquer procedimento pa-
ra descontaminacdo das placas antes do teste.
O soro foi previamente inativado e usado em
diluicées duplas a partir do soro nio diluido
no meio ja descrito. As diluiges foram fei-
tas no volume de 0,025 ml por meio de
algas calibradas.

A suspensio de M. pneumonice no mesmo
meio, contendo dose apropriada e determina-
da mediante prévia titulagio, foi adicionada
no volume de 0,05 ml, completando-se com
meio até 0,2 ml.

Os testemunhos da reagdo conmsistiram no
controle de M. pneumoniae no mesmo volu-
me utilizado para a reagdo, mais meio de
cultivo suficiente para perfazer o volume to-
tal da reacfo.

Sempre foi introduzido um soro positivo
controle padrfo e um- soro negativo. As pla-
cas eram seladas com fita colante tipo Durex
‘de celofane e nio agitadas. A seguir eram

incubadas a 35°C em estufa em condigoes de
.aerobiose.

As placas eram examinadas diariamente
para observagio da mudanga do pH. O titu-
lo final da reagfo foi considerado como a
mais alta diluicGo do soro que impedia a
mudanca da cor.

RESULTADOS

De 492 soros examinados abrangendo va-
riacdes de idade de 1 até 44 anos, obteve-se
219 ou 44,5% de soros considerados posi-
tivos por exibirem titulos iguais ou supe-
riores a 1:1, isto é, a partir do soro néo

diluido.

A Tabela I informa separadamente por
grupo etario os resultados obtidos na Capital
e Interior do Estado de Sdo Paulo, mostran-
do as freqiiéncias da infecgho em estudo. No
grupo etario de 1-4 anos da capital, observa-
se a mais baixa freqiiéncia obtida, isto é,
29,4%, enquanio que, no grupo etario de
10-14 anos, obteve-se indice de 61,7% e
474% respectivamente para a Capital e
Interior do Estado. A média destes dois dlti-
mos dados foi de 55,3% mostrando que até
esta idade, parte ponderavel da populagio em
estudo ji foi infectada pelo M. preumoniae.

TABELA I

Freqiiéncia de positividade da reacdo de

inibicdo da .fermentacdo por Mycoplasma

pneumoniae em 492 soros de doadores da Capital e do Interior do Estado de S&o Paulo,
por grupos etarios )

Capital Interior Capital + Interior
Grupo
etario irs ips itivos
(anos) N.o Positivos Neo Positivos N.© Positivos
testado testado testado
N.o % N.o % N.o %
1-4 34 10 29,4 0 34 10 29,4
5-9 57 27 47,4 0 57 27 47,4
10-14 47 29 61,7 38 18 47,4 85 47 55,3
15-19 40 16 40,0 40 10 25,0 80 26 325
20-24 40 14 35,0 40 11 27,5 80 25 31,2
25-34 40 22 - 55,0 36 13 36,1 76 35 46,0
35-44 40 29 12,5 40 20 50,0 80 49 61,2
Total 298 147 49,3 194 72 37,1 492 219 44,5,
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A Tabela 1 informa ainda que os indices
mais altos de positividade, tanto para a Ca-
pital como para o Interior do Estado, foram
obtidos no grupo etario de idade mais avan-
cada. A anilise estatistica dos dados cons-
tantes da tabela revelou diferenca significa-
tiva pelo teste .de x* (Qui-Quadrado) com
p < 0,05 permitindo, portanto, asseverar-se
que a infeccdo pelo M. prneumoniae & signi-
ficativamente mais freqiiente na Capital que
no Interior do Estado.

Foi ainda estudada a tendéncia geral dos
resultados pelo método da regressio das pro-
porgdes descrito por Cochran, que consiste
em determinar a linha de regressio do fe-
ndémeno estudado a partir dos dados obti-
dos (Fig. 1). Este procedimento foi apli-
cado somente aos dados obtidos na capital.
Desta analise, infere-se que a tendéncia geral
dos resultados indica que o aumento do ni-
" mero de soros positivos esta relacionado dire-
tamente ao aumento da idade dos doadores.

Na Tabela II, so apresentados as reci-
procas dos titulos obtidos com a reagio de
inibicdo do metabolismo, usada neste inqué-
rito soroldgico.

‘A Tabela III informa a distribuigdo dos
titulos nos soros positivos.

DISCUSSAO oo

A determinagéo de anticorpos para Myco-
plasma pneuwmonige pela técnica da inibigfo
da fermentagio usada neste inquérito soro-
16gico & considerada como a mais especifica
e uma das mais sensiveis para esta finali-
dade. Acresce ainda que, é de facil realiza-
¢do em comparagio com as outras técnicas,
como a de Imunofluorescéneia e a de inibi-
¢do do crescimento de Mycoplasma pelo mé-
todo do disco impregnado com o soro a ser
examinado.

O fato de somente ser empregada em espé-
cies de Mycoplasma que produzem &cido du-
rante seu crescimento limita o emprego da
técnica a poucas espécies. Segundo TavLoOR-
RominsoN *2, a técnica usada permite, dentro
da heterogeneidade do género, ser considera-
da como exiremamente sensivel, ndo apresen-
tando reagbes cruzadas como as obtidas com.
outros métodos, tais como a fixaclo do com-
plemento e a inibigdo de hemaglutinagfo.

Pi= 0,3440 +0,0152 zj_]

posifivos
°

Frequdncia' dos sorcs

0 5 5 75 Zj (ANOS)
intervalo médio dos grupos etdrios®
(anos}
Fig. 1 — Diagrama e férmula da regressio das freqiiéncias dos soros positivos

" sobre os intervalos médios dos grupos etarios.

Método de Cochran, W.G, —

Biometrics 10:417, 1954.
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TABELA IT

Titulos da reacdo de inibicdo da fermentac¢ido por Mycoplasma prneumoniaz em 219 soros
positivos de doadores da Capital e do Interior do Estado de Sdo Paulo, por grupo etario

‘Grupo Capital Interior
etario
(anos) No Reciproca- do titulo N.o Reciproca do titulo
Positivo 1 2 4 8 Positivo 1 2 4 8 16 32
1-4 10 3 2 5 0 0
5-9 27 6 8 11 2 0
10-14 29 3 8 18 0 18 5 5 7 1 0 0
. 15-19 16 7 9 0 0 10 2 5 3 0 0 0
20-24 14 6 6 1 1 11 4 4 2 1 0 0
25-34 22 9 3 9 1 13 3 5 4 1 0 0
35-44 29 10 8 10 1 20 7 7 1 ¢] 4 1
Total 147 44 44 54 5 T2 21 26 17 3 4 1

TABELA III

Distribuicdo dos 219 soros positivos na reacido de inibicdo da fermentacdo por
Mycoplasma pneumoniae, obtidos no Estado de S&o Paulo

Reciproca do titulo

1 2 ’y 8 18 32
' Numero de soros 65 70° 71 8 4 1
Porcentagem 30,1 32,0 32,4 3,6 | 1,8 0,4

Poder-se-ia considerar estranha a inclusio,
como positivos, dos soros reagentes na dilui-
cao 1:1, isto é, no soro ndo diluido. No en-
tanto, uma verificacio da literatura mostra
que numerosos Autores adotam essa metodo-
logia * ** 14,

Ainda € de interesse acrescentar que os re-
sultados obtidos com essa técnica nao depen-
deriam da fase de infecgio em que foi co-
lhida a amostra, isto porque, no método usa-
do, os anticorpos inibidores do metabolismo
derivam das irés classes de imunoglobulinas ¢,
sendo, portanto, o método de preferéncia pa-
ra qualquer inquérito soroldgico, pois resulta
em melhor avaliagdo da freqiiéncia de infec-
¢es.

Em vista destes argumentos nfo paira da-
vida de que foram titulados somente anti-

24

corpos para Mycoplasma prneumoniae no pre-
sente estudo.

Os resultados obtidos neste inquérito nao
diferem, em geral, dos  encontrados por
outros Autores**, no entretanto, diferem dos
achados de outros™ que asseveram ser a
incidéncia desta infec¢io mais comum entre
jovens e em individuos de idade mais avan-
cada. Os presentes achados sio coincidentes
em relagdo a faixa etaria de idade mais avan-
cada. No entanto, a segunda maior freqiién-
cia da infeccio na Cidade e no Estado de
S&o Paulo deu-se entre os 10-14 anos.

De fato, segundo os resultados do presente
inquérito, verificou-se que a freqiiéncia da
infeccdo € pequena em relagdo ao grupo eta-
rio de 1-4 anos, e ainda que, até os 14 anos,
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parte ponderavel da populacio ja foi infec-
tada pelo Mycoplasma pneumoniae. Caso
nossos dados representem a situagdo real,
mais de 50% da populagio da Capital e
Interior ja foram infectadas até os 14 anos

de idade. Estes dois dados sugerem que a fre-

qiiéncia de infecgBes aumenta em criangas na
idade escolar. Isso estd de acordo com os
conhecimentos obtidos de outras infeccGes que
permitem julgar que o ambiente escolar é a
maior fonte de infecges para os aglomera-
dos familiais.

N&o hi divida de que o resultado geral
de 44,5% de soros com anticorpos con-
tra Mycoplasma pneumoniae, sugere que
existe alta freqiiéncia dessa infecgdo em nos-
so meio. Este dado geral praticamente re-
produz os dados obtidos em inquérites soro-
légicos onde foram usados varios métodos
laboratoriais para detectar anticorpos contra
o Mycoplasma pneumoniae, feitos em grupos
etdrios de 3 meses a 60 anos de idade, nos
quais, a freqiiéncia de anticorpos na popula-

cio estudada foi de 43% **.

Em nossos dados, a analise estatistica indi-
- cou que a freqiiéncia da infecgdo foi signi-
. ficativamente maior na Capital que no Inte-
rior do Estado. Ora, caso nossos dados re-
presentem a situagfo epidemioldgica real, en-
tdo essa diferenca poderia ser explicada, de
um lado, pelas maiores aglomeragbes huma-
nas prevalentes na Capital e, por outro lado,
pela possibilidade dos habitantes do Interior
passarem a maior parte do dia ao ar livre.
O estudo estatistico revelou ainda, que a
tendéncia geral expressa nos resultados obti-
dos neste inquérito é ¢onsoante com a veri-
ficada no resto do mundo.

Em relacfo aos titulos obtidos no presente
estudo, onde a grande maioria se distribui
até a diluicdo de 1:4, nfo merece maior aten-
¢do porque sempre foi incluida nas reagbes
um soro-padréio de titulo conhecido. Além do
.mais, em poucos casos clinicos de Mycoplas-
ma pneumonige estudados pelos Autores, com
soros obtidos na fase aguda e na convalecen-
ca, os exames das amosiras demonstraram
aumento de mais de quatro vezes no titulo,
porém, ndo ulirapassavam de 1:128,

Cabe frizar-se ainda, que este inquérito
ndo foi desenvolvido no periodo de um sur-

to, portanto, os resultados expressam unica-
mente a situagfo epidemiologica prevalente
no momento em que foi colhida a amostra-
gem pesquisada.

SUMMARY

Mycoplasma pneumoniae: ‘frequency of

infection in the population of the City

and the State of Sdo Paulo, Brasil,
according to age groups

A serological survey aimed at detection of
antibodies against Mycoplasma preumoniae
was conducted in the populations of the Ca-
pital and the rest of the State of Sdo Paulo,
Brasil. Of 492 sera tested by the ferment-
ation inhibition technique, 45.5% were po-
sitive. A statistically significant difference
between the two populations studied was
found. A trend of increasing frequency of
positive sera with increasing age was detect-
ed. About 50% of persons << l4-year old
had been infected in each of the two study
populations, '
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