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RESUMO

A infeccao pulmonar por P. aeruginosa é a principal causa de 6bito dos pacientes
com fibrose cistica (FC), considerada a doenca genética fatal mais freqiiente na
raca branca. Acredita-se que a colonizagdo com S. aureus na primeira infancia
proporcione um ambiente favoravel a instalagéo de P. aeruginosa nas vias aéreas
dos individuos fibrocisticos. Foi idealizado um estudo longitudinal de 25 pacientes
diagnosticados pelo programa de triagem neonatal para FC, visando acompanhar
a evolucao da colonizacao bacteriana do trato respiratorio nos primeiros anos de
vida. Foram coletadas culturas de orofaringe num total de 234 amostras (média de
9 por paciente), com intervalo médio entre as coletas de 53 dias, pelo periodo de
um ano. As colbnias de S. aureus, P. aeruginosa, Haemophilus spp. e B. cepacia
foram identificadas e testadas quanto a sensibilidade a antibiéticos pelo método de
diluicio em agar, e os isolados de S. aureus foram submetidos a tipagem
molecular por eletroforese em campo pulsado (PFGE). S. aureus foi a primeira
bactéria a colonizar a orofaringe dos pacientes (média de 214 dias), e também em
maior niumero de amostras (42%) do que P. aeruginosa (16%) e Haemophilus spp.
(19%). Os isolados foram sensiveis a ciprofloxacino (73,5% dos isolados),
eritromicina (68,6%), gentamicina (64,2%), oxacilina (75%), sulfametoxazol-
trimetoprim (76,1%) e vancomicina (100%), sendo este Ultimo o agente mais ativo
frente S. aureus. Os MRSA isolados apresentaram perfis eletroforéticos idénticos
ao clone brasileiro identificado por Sader (1994). Os isolados de P. aeruginosa
apresentaram-se ndao-mucéides e multissensiveis. Apesar do pequeno numero de
amostras e do tempo de acompanhamento limitado, pode-se verificar que o0s
dados tendem a confirmar a literatura, ou seja, S. aureus e Haemophilus spp. se
instalam precocemente nas vias aéreas dos pacientes FC, seguidos de cepas
nao-mucéides de P. aeruginosa.
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ABSTRACT

Pulmonary infection by P. aeruginosa is the major cause of death in patients with
cystic fibrosis (CF), the most frequent genetic disease in Caucasian populations. It
is believed that S. aureus airway colonization in infants with CF provides a
favorable environment to P. aeruginosa installation. We performed a longitudinal
study of 25 patients diagnosed by CF neonatal screening, in order to accompany
the evolution of respiratory tract bacterial colonization in patients’ first years of life.
Two hundred and thirty three oropharynx cultures were collected (9 per patient on
average), with a median interval of 53 days, for one year. S. aureus, P. aeruginosa,
Haemophilus spp., S. pneumoniae and B. cepacia colonies were identified by
standard methods and tested for antimicrobial susceptibility by agar dilution
method. S. aureus isolates were molecularly typed by pulsed field gel
electrophoresis (PFGE). S. aureus was shown to be the first bacterium to colonize
the patients’ oropharyx (after 214 days, on average), and in more samples (42%)
than P. aeruginosa (16%) and Haemophilus spp. (19%). The isolates were
sensible to ciprofloxacin (73,5% of isolates), erythromycin (68,6%), gentamicin
(64,2%), sulfamethoxazole/trimethoprim (76,1%) and vancomycin (100%),
vancomycin being the most effective against S. aureus. Methycillin-resistant
isolates had PFGE profiles identical to Brazilian clone’s results, identified by Sader
(1994). P. aeruginosa isolates were non-mucoid and multisensible. Despite the
small number of samples and the limited duration of the study, we could identify a
tendency to confirm other reports, e.g., S. aureus and Haemophilus spp. colonize
the CF patients airways earlier, followed by non-mucoid strains of P. aeruginosa.
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1. INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC) é a doenca genética fatal mais freqlente na raga branca. Por
acometer especialmente individuos de ascendéncia européia, é relativamente freqliiente no Sul do
Brasil, devido a miscigenagéo étnica que ocorre em nossa populacio. A inclusdo da pesquisa do
defeito genético responsavel pela doenga no programa de triagem neonatal (teste do pezinho), em
setembro de 2001, trouxe a tona diversos casos que provavelmente seriam diagnosticados apés
anos de tratamento sem sucesso de infecgdes pulmonares recorrentes. Além disto, aumentou
consideravelmente o niUmero de casos diagnosticados, a probabilidade de tratamento adequado e
a sobrevida destes pacientes.

O uso de antibidticos profilaticos comprovadamente retarda a colonizagdo por
Pseudomonas aeruginosa, que é a bactéria mais comum na infecgao brénquica que afeta cedo ou
tarde todos os pacientes com FC. A causa de 6bito nestes pacientes &, quase invariavelmente, a
infeccdo e a inflamagdo provocadas por esta bactéria, e em alguns casos, também por
Burkholderia cepacia. Alguns autores tém levantado a hip6tese de que a infecgdo por
Staphylococcus aureus proporciona um milieu favoravel a aderéncia e a instalagédo de
Pseudomonas aeruginosa nas vias aéreas dos pacientes com FC, e que a antibioticoprofilaxia
dirigida a Staphylococcus aureus terminaria por retardar a colonizagdo por aquela bactéria.
Futuramente a continuidade deste estudo podera fornecer subsidios para a verificagdo do papel de
Staphylococcus aureus na patogénese da infeccdo pulmonar cronica dos pacientes diagnosticados
pela triagem neonatal.

Até o presente momento, poucos estudos longitudinais foram realizados sobre a
colonizagdo e a dindmica da infeccdo com Staphylococcus aureus em pacientes com FC. A
fisiopatologia da infecgdo broncopulmonar e a consequiente colonizagdo e adaptagcdo microbiana
nos pulmdes de pacientes com FC ainda nao foram completamente compreendidas.

A incidéncia de casos de FC observados no Hospital de Clinicas da UFPR, e o constante
isolamento de patdgenos potenciais como Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae e
Pseudomonas aeruginosa nas amostras respiratérias destes pacientes vém intrigando os
profissionais do Laboratério de Bacteriologia quanto a importancia desses achados. Cerca de 50
pacientes ja foram diagnosticados como portadores do defeito genético que provoca a doenca,
desde o inicio do programa de triagem neonatal, em 2001, e estdo sendo acompanhados em
ambulatério especifico no Hospital de Clinicas da UFPR.

A colonizacdo do trato respiratério das criancas portadoras de FC com Staphylococcus
aureus logo na primeira infancia vem sendo investigada ha bastante tempo, sem que se tenha

provado o papel que exerce na patogénese da infeccdo crénica que afeta estes pacientes.
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Acredita-se que a infecgdo crénica por Pseudomonas aeruginosa se instala geralmente nos
pulmdes j& danificados pela infeccdo prolongada por outros agentes, especialmente
Staphylococcus aureus, e acaba sendo responsavel pela faléncia pulmonar e conseqiiente 6bito da
grande maioria dos pacientes.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo principal: observar a evolugdo da colonizagdo bacteriana das vias aéreas de
criangcas com FC diagnosticadas através do programa de triagem neonatal, pelo periodo de

um ano.

1.1.2. Objetivos secundarios:

1. Documentar a evolugdo precoce da colonizagdo por Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae e Staphylococcus aureus em criangas portadoras de FC na
primeira infancia, antes do aparecimento de sintomas de comprometimento respiratorio
caracteristico da doenga.

2. Estudar a freqiéncia de isolamento de linhagens desses microrganismos em culturas
seriadas de material de faringe posterior.

3. Estudar as caracteristicas epidemiologicas da infeccdo por Staphylococcus aureus na
populacdo avaliada, através de técnicas de tipagem molecular.

4. Estudar a freqliéncia de isolamento de patégenos menos comumente isolados, tais como:
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia e Alcalygenes xylosoxidans.

5. Estudar a relagéo entre o aparecimento de sintomas respiratérios precoces e as alteracdes
na microbiota das vias aéreas superiores.

6. Propor metodologias padronizadas para identificacdo e teste de suscetibilidade dos

patégenos mais freqlientes da populacao estudada.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DIAGNOSTICO DA FIBROSE CiSTICA

O diagnostico da FC nunca foi simples. Até 1930, a doenga era reconhecida como uma
sindrome clinica, mas as caracteristicas ndo eram claramente distintas daquelas de outras causas
de ma absorgdo e retardo no crescimento, como a intolerancia ao gliten (ou doenca celiaca)
(ANDERSEN, 1938). Em 1959 o desenvolvimento do teste do suor por iontoforese quantitativa com
pilocarpina resolveu muitos dilemas diagnésticos. Atualmente este teste permanece clinicamente
confidvel, no entanto resultados falso-positivos e falso-negativos sédo freqlientemente detectados
(WILMOTT, 1998).

Um consenso editado pela Fundacdo de Fibrose Cistica dos Estados Unidos (Cystic
Fibrosis Foundation), em 1998, propds critérios atualizados para o diagnéstico da doencga, embora
os autores admitam que provavelmente ndo cubram todos os quadros clinicos possiveis. Para a
grande maioria dos pacientes o diagnostico € sugerido pela presenca de uma ou mais
caracteristicas clinicas, histéria familiar de FC, ou resultado positivo de teste de triagem neonatal, o
qual é confirmado por evidéncia laboratorial de disfuncdo do gene CFTR (QUADRO 1)
(ROSENSTEIN e CUTTING, 1998).

QUADRO 1. CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO DA FIBROSE CISTICA.

Uma ou mais caracteristicas fenotipicas
- ou histéria familiar de FC
- ou resultado de teste de triagem neonatal positivo
E concentracdo aumentada de cloreto no suor por iontoforese com pilocarpina em duas ou mais
ocasibes
- ou identificacdo de duas mutagdes no gene CFTR
- ou demonstragao de transporte anormal de ions no epitélio nasal (diferenca de potencial
nasal)

FONTE: ROSENSTEIN, B. J.; CUTTING, G. R. The diagnosis of cystic fibrosis: a consensus
statement. Cystic Fibrosis Foundation Consensus Panel. J Pediatr, v.132, n.4, Apr, p.589-95, 1998

A FC classica pode ser diagnosticada ou excluida pelo teste do suor. Para alguns
pacientes com poucos sintomas presentes, no entanto, testes mais extensivos sdo necessarios
para identificar variantes mais brandas. O diagndstico da doenca proporciona aconselhamento
genético e vigilancia pulmonar apropriada, o que pode se tornar cada vez mais importante a

medida que os avangos terapéuticos melhoram o prognéstico (STERN, 1997).
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2.1.1.Critérios diagndsticos tradicionais para FC classica:

Sé&o considerados critérios diagnédsticos tradicionais para a doenga classica: concentragées
de eletrdlitos persistentemente elevadas no suor, além de sinais clinicos caracteristicos (doenga
gastrointestinal ou pulmonar tipica e, talvez, azoospermia), ou histéria familiar.

Sempre que todos os rigorosos critérios tradicionais sdo contemplados, o diagnéstico de
FC é considerado; no entanto, mesmo quando estes critérios ndao sao verificados, a doenga nao
pode ser completamente excluida. Para muitos pacientes com doencga atipica, incluindo a maioria
dos que sao diagnosticados tardiamente na infancia ou mesmo na idade adulta, o diagnéstico da
FC se torna mais complicado (STERN, 1997).

Os sinais clinicos para o diagnéstico da FC estédo listados no QUADRO 2. Além destes,
histéria familiar ou resultado positivo na triagem neonatal podem ser informativos. O transporte
anormal de ions é demonstrado pelas altas concentragdes de cloreto e sodio no suor e por uma
diferenga de potencial elétrico elevada no epitélio nasal. Estas duas caracteristicas podem ser
usadas para o diagnostico. Concentracdo de cloreto no suor maior que 60mmol/l em analises
repetidas é diagnostica de FC, embora 5% dos casos possam ser falso-negativos. O diagnéstico
pode ser confirmado pela genotipagem das muta¢gdes mais comuns do gene CFTR, embora a
gama de mutagdes possa variar de uma regido geografica para outra. A genotipagem do CFTR é
também recomendada para pacientes com resultados duvidosos no teste do suor. Se este
procedimento nado for diagndstico, um segundo teste de fungcdo do CFTR deve ser realizado, como
a medida da diferenga de potencial nasal ou a andlise de amostras de biopsia da mucosa retal.
Apesar de todos estes testes, alguns pacientes permanecem sem que um diagndéstico de certeza
possa ser alcancado (RATJEN e DORING, 2003).

QUADRO 2. SINAIS CLINICOS DA FIBROSE CISTICA.

Doenca crénica das vias aéreas
Tosse crbnica produtiva
Colonizacao das vias aéreas com patégenos
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa mucéide)
Anormalidades persistentes no raio X de térax
Obstrugdo das vias aéreas
Bagueteamento digital, pansinusite, pélipos nasais
Doenca gastrointestinal
lleo meconial, sindrome da obstrugao intestinal distal, prolapso retal
Insuficiéncia pancreatica, pancreatite, cirrose biliar
Retardo do crescimento, edema com hipoproteinemia, deficiéncia de
vitaminas lipossollveis
Sindrome de pseudo-Bartter (perda de sais com alcalose metabdlica)
Infertilidade devido a azoospermia obstrutiva

FONTE: RATJEN, F.; DORING, G. Cystic fibrosis. Lancet, v.361, n.9358, Feb 22, p.681-9, 2003
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2.1.2. Teste do suor:

O folclore suico e austriaco ja observava, em tempos medievais, que uma crianga que
tinha gosto salgado ao ser beijada era considerada enfeiticada e morria precocemente. No entanto,
somente em 1953, Paul di Sant’Agnese demonstrou o excesso de sal no suor de pacientes com
FC (WILCKEN e WILEY, 2003). Ainda hoje, na maioria dos casos, o diagnéstico de FC sera
confirmado pela medida da concentracdo de cloreto no suor (ROSENSTEIN, 1998). O teste é
considerado o padrao-ouro para o diagndstico da FC, com elevadas sensibilidade e especificidade
(>95%), baixo custo e a vantagem de ndo ser invasivo. Atualmente, o Unico método aceitavel é o
da iontoforese por pilocarpina, padronizado por Gibson e Cooke (1959). A quantidade de suor
necessaria € de no minimo 100mg. O resultado € positivo quando a concentragao de cloro € maior
que 60mEq/l. Os niveis considerados normais vao até 45mEg/l; adolescentes e adultos jovens
podem ter valores mais elevados, e desta forma resultados entre 45 e 60 mEg/l séo considerados
duvidosos, devendo ser confirmados. Pela gravidade da doenca e pelo seu prognéstico reservado,
o diagnéstico de FC somente podera ser firmado com dois testes positivos, realizados em
momentos diferentes. Nao existe correlagao entre a concentragao de ions no suor e a gravidade da
doenca (RIBEIRO, 2002).

2.1.3. Condutividade:

A condutividade € um método alternativo e ndo-seletivo para a medida de ions no suor;
estd aumentada em pacientes com FC e sua quantificagao foi proposta como teste diagnéstico. A
Fundagédo para Fibrose Cistica dos Estados Unidos (Cystic Fibrosis Foundation) aprovou um
condutivimetro especialmente desenhado para uso com o coletor de suor Wescor Macroduct, como
método de triagem. Ha excelente correlagdo entre os resultados das concentragdes de cloro e a
condutividade no suor. Um resultado de condutividade igual ou superior a 50mmol/l € considerado
positivo e deveria ser confirmado por um teste do suor quantitativo (ROSENSTEIN, 1998).

2.1.4. Diferenca de potencial nasal:

O epitélio sinopulmonar, incluindo o epitélio nasal, regula a composi¢do dos fluidos que
banham a superficie das vias aéreas através do transporte de ions como o sédio e o cloreto. Este
transporte ativo de ions gera uma diferenca de potencial elétrico transepitelial (PD) que pode ser
medido in vivo. As anormalidades no transporte de ions no epitélio respiratério de pacientes com
FC estdo associadas com um padrao diferenciado de PD comparando-se com epitélio normal, e
isto permite o uso do PD nasal como um método auxiliar para o diagnéstico (ROSENSTEIN, 1998).
O teste pode ser realizado em pacientes com poucas horas de vida, e estuda-se a sua utilizagéo
como padrao-ouro em substituicdo ao teste do suor (ALTON, 1990).
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2.1.5. Dosagem de tripsina imunorreativa (TIR):

O aumento do tripsinogénio no sangue é secundario ao refluxo de secre¢do pancreatica
provocado pela obstru¢cdo dos ductos pancreaticos. O teste pode ser realizado com amostras de
sangue impregnadas em papel-filtro especial, como na coleta para pesquisa de fenilcetondria e
hipotireoidismo. A dosagem da TIR é um indicador indireto da FC, pois avalia apenas a integridade
da funcdo pancreatica. As proporgcdes de resultados falso-positivos e falso-negativos sao
relativamente elevadas. Apesar disto, o teste tem sido usado no Brasil como parte do “teste do
pezinho ampliado”, portanto os médicos pediatras devem ser alertados sobre como interpreta-lo
corretamente. Um teste com valores acima do padrdo adotado, 70ng/ml, devera ser repetido num
intervalo de 15 a 30 dias, e se persistir positivo, o paciente devera ser submetido ao teste do suor,
para confirmar o diagnéstico de FC. Um teste negativo de TIR n&o exclui FC na auséncia de

insuficiéncia pancreatica (RIBEIRO, 2002).

2.1.6. Andlise das mutacgodes:

A identificacdo de duas mutagdes conhecidas confirma o diagnéstico de FC, sendo
decisivo naquele paciente que apresenta quadro clinico compativel e teste do suor inconclusivo. A
andlise das mutacgdes é de alto custo, e poucos centros no Brasil estdo capacitados a realiza-la. A
triagem das 25 mutagbes mais freqiientes detecta 80 a 85% dos alelos de pacientes com FC.
Dessa forma, a confirmacao do diagnéstico pelo teste genético é extremamente especifica, porém
nao muito sensivel (RIBEIRO, 2002).

2.1.7. Triagem neonatal:

Os programas modernos de triagem neonatal sdo baseados em duas etapas: primeiro, é
realizado um teste para TIR em amostras de sangue fixadas em papel-filtro; depois os resultados
positivos sdo confirmados por andlise do DNA. Os resultados de um programa de triagem
randomizado em Wisconsin, EUA, mostraram que o ganho de peso e altura precoces foi melhor
nos pacientes diagnosticados pela triagem neonatal do que naqueles que ndo foram
diagnosticados por este método. Por outro lado, o diagnéstico precoce pode expor os pacientes a
patégenos da FC em centros especializados se nao forem implementadas medidas de controle de
infeccdo adequadas (RATJEN e DORING, 2003). A realizacdo da triagem neonatal na populagédo
em geral permanece controversa, apesar do programa ter se tornado obrigatério no Brasil
recentemente. Muitos especialistas nao consideram justificavel a triagem populacional, embora nao
restem ddvidas quanto & importancia da triagem em familias com histéria de FC (RIBEIRO, 2002).

O programa de triagem neonatal para FC implantado no Estado do Parand foi uma
iniciativa pioneira no Brasil. No periodo entre setembro de 2001 e abril de 2004 foram analisados

aproximadamente 98% dos recém-nascidos (456.982), através do “teste do pezinho”, pela
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dosagem de TIR por imunofluorimetria. Criangas com valores da TIR > 70ng/ml em duas amostras
distintas, nos primeiros 30 dias de vida, foram submetidas a determinagdo da condutividade do
suor pelo método de WESCOR; criangas com resultados maiores que 50mmol/l foram submetidos
a dosagem quantitativa de cloro e/ou so6dio no suor (iontoforese por pilocarpina). Ao final, 48
criancas (0,01% do total de triados) foram diagnosticadas com a doenga, com uma incidéncia de
1:9520 nascidos vivos no Estado do Parana (GRAFICO 1) (SANTOS, 2005).

FIGURA 1. FLUXOGRAMA DA TRIAGEM NEONATAL DA FC NO PARANA.

Total de triados
456.982

Primeira IRT e
(IRT = 70mg/dL)
4028 (0,9%)

Reconvocados
3815

Segunda IRT e
(IRT = 70mg/dL)
478 (12,5%)

Condutividade
(>50 mMol/L)
63

e

Encaminhados para Diagnostico de FC
consulta 48 (0,01%)
56

FONTE: SANTOS, G. P. C. et al. Programa de triagem neonatal para fibrose cistica no estado
do Parana: avaliagcdo apés 30 meses de sua implantacdo. J. Pediatr. v. 81, n. 3, p. 240-4, 2005
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2.2. GENETICA DA FIBROSE CISTICA

O gene da FC localiza-se no brago longo do cromossomo 7, no locus q31; é formado por
230 quilobases de DNA, com 27 exons, e tem a propriedade de codificar um RNA mensageiro de
6,5 quilobases, que transcreve uma proteina transmembrana, reguladora do transporte idnico,
composta por 1.480 aminodcidos, conhecida como CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator). Também chamada de canal de cloro, é sintetizada no nucleo, sofre
maturagdo em organelas citoplasmaticas (fosforilagdo e glicosilagdo), localizando-se na membrana
apical das células. A CFTR é essencial para o transporte de ions através da membrana celular,
estando envolvida na regulacédo do fluxo de cloro, sddio e agua (REIS, 1998). A CFTR é detectavel
somente na camada epitelial de certos 6rgdos (pancreas, glandulas sudoriparas, ductos genitais
masculinos, tubulos renais, pulmoes, jejuno e célon) (BARTH E PITT, 1998).

Mais de 1000 mutagbes naturais foram identificadas no gene CFTR até o momento,
ocorrendo em todo o gene. Os fendtipos gerados por estas mutagbes variam em severidade;
algumas mutagdes no CFTR apresentam um fendtipo completamente normal, enquanto outras
causam FC severa afetando muitos sistemas orgénicos (LYCZAK, 2002). A muta¢do mundialmente
mais comum é a de classe 2, causada por delegéo de fenilalanina na posigcdo 508 da proteina
CFTR (AF508) (RATJEN e DORING, 2003). Isto resulta em uma célula epitelial onde a proteina
CFTR esta ausente da membrana plasmatica e, conseqlientemente, o transporte de cloro é
deficiente. Independentemente da categoria da mutacdo, a anomalia no gene invariavelmente
levara ao transporte anormal de ions através das superficies epiteliais, € como conseqliéncia, a
desidratacao das secre¢des (BARTH E PITT, 1998).

Aproximadamente 70% dos cromossomos de pacientes com FC, no Norte da Europa, tém
a mutagdo AF508, cuja incidéncia diminui para o centro e Sul da Europa (RIBEIRO, 2002). No
Brasil, a freqiéncia da mutacdo AF508 foi estudada em 190 pacientes FC caucasoides, de cinco
diferentes Estados do Sul e do Sudeste, encontrando-se presente em 47% do total de alelos
examinados. A frequéncia por Estado variou bastante, sendo de 49% no Rio Grande do Sul, 27%
em Santa Catarina, 44% no Parana, 52% em Sao Paulo e 53% em Minas Gerais (RASKIN, 1993).

Das mais de 1000 mutacdes ja identificadas, aproximadamente 20 ocorrem comumente em
pacientes caucasianos. Outras mutagdes sdo mais raras, muitas sendo identificadas em um Unico
paciente. Atualmente é possivel detectar as mutagbes da CFTR mais comuns, e 85% a 90% dos
portadores podem ser identificados, aumentando a possibilidade de uma triagem populacional
(HUDSON e GUILL, 1998).

Tentativas de correlacionar mutagées no CFTR com severidade da doenga pulmonar nao

tém sido bem sucedidas. A ampla variagado fenotipica em pacientes homozigotos para AF508, e
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diferencas na condutancia de cloro entre gémeos monozigotos e dizigotos, sugere que fatores
ambientais, outros genes que nao o CFTR, ou ambos, modificam o desenvolvimento, a progressao
e a severidade da FC. Diversos fatores epigenéticos estdo implicados no sistema imune; por
exemplo, HLA-DR7, uma repeticdo AAT no intron do gene da sintase do 6xido nitrico neuronal, e
polimorfismos nos genes da oy-antitripsina e da lectina ligadora por Pseudomonas aeruginosa em
pacientes com FC (RATJEN e DORING, 2003).

2.3. PATOGENESE DA FIBROSE CiSTICA

A FC é basicamente um disturbio difuso do transporte epitelial que afeta a secre¢do de
liquido nas glandulas exdcrinas e no revestimento epitelial dos tratos respiratorio, gastrintestinal e
reprodutivo. Em muitos lactentes, o distlrbio acarreta secre¢gdes mucosas anormalmente viscosas,
que obstruem as vias organicas, resultando na maioria das manifestagbes clinicas da doenca,
como, por exemplo, infecgdes pulmonares recorrentes levando a doenga pulmonar cronica,
disfungdo pancredtica, esteatorréia, desnutricdo, cirrose hepatica, obstru¢do intestinal e
infertilidade masculina. Essas manifestacées podem aparecer em qualquer fase da vida, desde
antes do nascimento a bem mais tarde na infancia ou, mesmo, na adolescéncia (SCHOFIELD,
2000).

As alteragbes mais proeminentes sdo observadas nas vias aéreas, nas quais o defeito

genético basico causa infecgdes pulmonares crénicas com surpreendentemente poucos patdégenos
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bacterianos. Diversas hipoteses tentam correlacionar as mutagdes no gene CFTR com o
desenvolvimento dessas infecgdes, e a mais comentada atualmente é a da deplegédo de fluido
isotdnico/muco anoxico. Esta hipotese propde que as concentragbes isotbnicas de sal séo
resultado da absorgdo anormal de sédio do limen das vias aéreas, conjugado a falha da proteina
CFTR em secretar cloreto, produzindo um liquido periciliar com menor quantidade de agua por
volume. A perda de agua aumenta a viscosidade do muco e dificulta o clearence mucociliar e o
clearence da tosse. As bactérias que invadem o pulméao dos pacientes com FC sdo capturadas
nesta camada de muco viscoso na superficie das células epiteliais respiratérias, onde encontram
condigbes microaerofilicas ou anaerdbicas de crescimento atribuidas ao consumo anormal de
oxigénio pela célula fibrocistica. Estas condigbes de crescimento desencadeiam uma mudanca em
Pseudomonas aeruginosa de células nao-mucédides para mucéides, o principal fenétipo em
pulmées fibrocisticos (WORLITZSCH, 2002).

Apesar desta e outras hipéteses serem discutiveis, uma caracteristica aceitavel da doenca
pulmonar na FC é uma resposta inflamatoria exagerada, persistente e extensa a patégenos virais e
bacterianos, caracterizada pela inflamacao das vias aéreas dominada por neutréfilos. A inflamacéao
estd presente mesmo em pacientes clinicamente estaveis com alguma doenga pulmonar e em
criangas pequenas diagnosticadas pela triagem neonatal. A inflamacao endobrénquica persistente
€ considerada deletéria para o curso da infecgao pulmonar. A quantificagédo da inflamagao nas vias
aéreas é necessaria para monitorar sua evolugao ao longo do tempo e o efeito do tratamento anti-
inflamatério. Esta monitoragdo ainda é uma tarefa dificil, uma vez que marcadores nao-invasivos

confiaveis da inflamagao das vias aéreas nao séo disponiveis (RATJEN e DORING, 2003).

23



2.4. EPIDEMIOLOGIA DA FIBROSE CISTICA

A FC afeta principalmente a raga branca, de ascendéncia caucasiana, com
aproximadamente uma em cada 25 pessoas albergando o gene anormal. A incidéncia da FC na
populacdo branca na maioria dos paises é de cerca de um em cada 2000 nascidos vivos, com
excegdo de algumas regides da Escandinavia onde a taxa € de um em 4.500. Esta freqiiéncia
torna a FC a doenca letal hereditaria mais comum nas populagdes caucasianas. A doenga também
afeta populagdes hispanicas e negras, porém com uma taxa muito menor (BARTH E PITT, 1998).
Em individuos do norte da Europa, a freqiiéncia do estado de portador é estimada em um para 25,
e aproximadamente um em cada 2500 bebés nasce com FC. Uma andlise recente de dados da
populagdo americana com FC indicou uma incidéncia de 1:3200 brancos, 1:15000 americanos de
ascendéncia africana, 1:10900 indios americanos, 1:31000 americanos de ascendéncia asidtica, e
1:9200 hispanicos (HUDSON e GUILL, 1998).

No Brasil, estima-se que a incidéncia da doenca seja de 1:10000 nascidos vivos, embora
haja variacao na freqiéncia das mutacoes em diferentes regides geograficas, o que possivelmente
refletiria também uma diferente prevaléncia da doenga (RASKIN, 1993). No Estado do Parana, o
programa de triagem neonatal para a FC detectou, desde o seu inicio em setembro de 2001 até
abril de 2004, uma incidéncia de 1:9520 nascidos vivos (SANTOS, 2005).
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2.5. MICROBIOLOGIA DA FIBROSE CISTICA

A FC manifesta-se como uma sindrome clinica caracterizada principalmente por infec¢éo
respiratéria crbénica, além das anormalidades gastrointestinais e nutricionais tipicas da doenca.
Enquanto o defeito genético responsavel resulta em uma variedade de problemas clinicos para o
paciente, a caracteristica clinica mais proeminente, a infec¢gdo pulmonar crénica por Pseudomonas
aeruginosa, permite que o processo patoldgico basico da FC seja considerado uma doenga
infecciosa. No estagio final da doenca, 80 a 95% dos pacientes irdo a obito por faléncia respiratéria
devido a infecgao bacteriana crénica e concomitante inflamagao das vias aéreas (LYCZAK, 2002).

Uma grande variedade de espécies microbianas pode ser isolada de amostras respiratorias
de pacientes com FC, no entanto é amplamente aceito que somente algumas poucas exercem
papel importante na colonizagdo ou infeccdo das vias aéreas. Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia cepacia sao os “patégenos
classicos” implicados na infeccdo pulmonar da FC. Aspergillus fumigatus e, mais recentemente,
Stenotrophomonas maltophilia, também foram relatados como espécies com algum significado na
doenga. Alguns virus, particularmente o virus sincicial respiratério, podem ser pelo menos
parcialmente responséveis pela deterioragdo do pulmao em criangas pequenas com FC,
especialmente nos estagios precoces da infeccao respiratoria (BARTH E PITT, 1998).

Muitos dos microrganismos isolados do escarro de pacientes com FC sdo patdégenos que
freqlientemente colonizam de forma benigna o trato respiratério superior, como Haemophilus
influenzae nao tipavel, ou o nariz, como Staphylococcus aureus, ou entdo s&o organismos comuns
do ambiente que se comportam como patdgenos oportunistas, como Pseudomonas aeruginosa.
Um dos principais questionamentos sobre os aspectos microbiolégicos da infecgcdo pulmonar da
FC é sobre o significado da presenga de um organismo potencialmente patogénico no escarro ou

nas secrecdes do trato respiratorio superior (LYCZAK, 2002).

2.5.1. Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus € o patégeno inicial na coloniza¢do do trato respiratério na maioria
dos pacientes de FC. Isto é evidente pelo fato de que, na primeira investigagao clinica de FC em
1938, quando a média de sobrevida era de 2 anos, todos 0s pacientes que sobreviviam além de
uma semana acabavam morrendo devido a complicacdes pulmonares nas quais Staphylococcus
aureus estava freqlientemente implicado (ANDERSEN, 1938). De fato, antes de 1950, a infecgéao
por Staphylococcus aureus era a principal causa de faléncia respiratéria em uma populagédo que
raramente atingia 10 anos de idade (BARTH E PITT, 1998).

25



A definicao do papel de Staphylococcus aureus na doenga pulmonar da FC € um assunto
ainda nado esclarecido. Este microrganismo é geralmente encontrado no nariz de individuos
saudaveis, e ndo na garganta ou nas secregdes respiratérias, embora seja considerado como um
dos primeiros patdgenos isolados do trato respiratério de pacientes de FC, geralmente de culturas
de orofaringe. A presenca de Staphylococcus aureus no trato respiratério inferior € claramente
representativa de uma situacao patolégica, mas o grau de patologia associada com sua presenca
nos pulmdées nunca foi adequadamente verificado em pacientes com FC (LYCZAK, 2002). Ulrich e
colaboradores (1998) isolaram Staphylococcus aureus dos pulmdes de trés pacientes com FC
infectados, e este microrganismo, bem como Pseudomonas aeruginosa, foi encontrado
predominantemente no muco das vias aéreas obstruidas. Isto é claramente indicativo de uma
situagdo patolégica. O que nédo estd inteiramente claro € a propor¢cdo de pacientes de FC com
Staphylococcus aureus no trato respiratorio inferior causando doenga ativa. Uma provavel razao
para que isto ndo tenha sido adequadamente determinado é o fato de que antibidticos anti-
estafilocécicos sao rotineiramente usados nesta populagdo de pacientes, para prevenir a
progressao da infeccao por Staphylococcus aureus a um estado altamente patolégico que pudesse
ser facilmente identificado clinicamente (LYCZAK, 2002).

Govan e colaboradores (1992) sugeriram que a infecgdo precoce por Staphylococcus
aureus poderia “proteger” o trato respiratério inferior de infeccdes posteriores por Pseudomonas
aeruginosa. O estudo de Burns e colaboradores (2001) questionou se havia realmente uma
transicdo de infeccdo por Staphylococcus aureus para Pseudomonas aeruginosa, pois os autores
encontraram evidéncias de uma taxa de infeccdo por Pseudomonas aeruginosa de 97,5% em
criangas com até 3 anos de idade.

Os fatores especificos relacionados a infecgdo estafilococica na FC sdo pouco entendidos.
A viscosidade aumentada das secrecOes das vias aéreas e o clearence mucociliar alterado podem
ter algum papel, mas nédo explicariam necessariamente a predilecdo seletiva de Staphylococcus
aureus. Ha evidéncias de que a aderéncia de cepas desta bactéria isoladas de pacientes de FC as
linhagens de células epiteliais brénquicas € maior do que as de cepas ndo-FC. Além disso, cepas
de Staphylococcus aureus de FC também foram relatadas ligando-se mais intensamente a células
epiteliais escamosas nasais e bucais (SCHWAB, 1993). Estes resultados parecem indicar que
podem haver cepas de Staphylococcus aureus com afinidade aumentada de adeséo as células FC,
ao invés das células FC terem receptores seletivos para Staphylococcus aureus (BARTH E PITT,
1998).

Além da aderéncia, Staphylococcus aureus possui uma variedade de outros fatores de
viruléncia, tais como leucocidinas, catalase e proteina A que parecem permitir que a bactéria
escape da resposta do hospedeiro a infeccao; hemolisinas, coagulase e diversas toxinas sao

exemplos de substancias que contribuem para a sua patogenicidade (COHEN, 1986).
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Tem-se reconhecido por quase 20 anos que formas auxotroficas de Staphylococcus aureus
sdo isoladas com freqiiéncia de pacientes de FC. Individuos portadores destas cepas auxotréficas
geralmente receberam terapia anti-estafilocdcica prolongada, especialmente sulfametoxazol-
trimetoprim (SXT). Na literatura mais antiga, estes organismos eram descritos como cepas
timidina-dependentes. A literatura mais recente descreve estes organismos auxotréficos como
variantes “colénias pequenas” (small-colony variants - SCV). Estas bactérias crescem como
colénias pequenas, ndo-hemoliticas, n&do-pigmentadas, de crescimento lento, em meios
enriquecidos como agar-sangue de carneiro ou agar-chocolate, o que as torna dificeis de serem
reconhecidas como Staphylococcus aureus. O meio seletivo agar manitol-salgado permite o
crescimento de Staphylococcus aureus auxotroficos e evita o crescimento concomitante de bacilos
gram-negativos como Pseudomonas aeruginosa e o complexo Burkholderia cepacia. Este meio
deve ser, portanto, utilizado para o isolamento de Staphylococcus aureus em culturas de todas as
amostras respiratérias de pacientes com FC (MILLER e GILLIGAN, 2003).

Cepas de Staphylococcus aureus oxacilina-resistentes (MRSA) estdo sendo observadas
com freqliéncia aumentada em pacientes de FC. Aproximadamente 6% das cepas isoladas nos
Estados Unidos sdo MRSA, com alguns centros relatando até 20%. Estudos epidemioldgicos
moleculares mostram que os pacientes de FC portadores de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) freqlientemente adquirem a cepa quando s&o hospitalizados. Alguns pacientes
tornam-se cronicamente infectados com estes organismos, enquanto outros podem ser infectados
apenas transitoriamente (MILLER e GILLIGAN, 2003). Numa reunido de especialistas realizada em
Londres em 1997 microbiologistas e clinicos revisaram as implicagdes da colonizagéo ou infecgéo
de pacientes com FC por MRSA. As conclusdes a que chegaram foram as seguintes: (1) MRSA
nao parece aumentar a morbidade e mortalidade nos pacientes com FC, embora sejam
necessarios estudos futuros nesta area; (2) MRSA implica em dificuldades significativas quando os
pacientes de FC estdo sendo considerados para transplante, devido as conseqiéncias da infec¢éo
por MRSA em pacientes transplantados e a possibilidade de disseminag¢édo para outros pacientes
nas unidades de terapia intensiva; (3) medidas especiais devem ser tomadas para a prevengéo de
infeccdes por MRSA em pacientes com FC, como a disponibilizagdo de instalagdes especiais de
isolamento nos centros de FC e vigilancia regular dos portadores. Os pacientes de FC colonizados
ou infectados por MRSA devem ser aconselhados a ndo comparecer a encontros sociais com
outros pacientes de FC. O encontro por fim enfatizou a necessidade de comunicacao efetiva com
os pacientes de FC e seus familiares para diminuir a ansiedade caracteristica que acompanha o
achado de MRSA nas culturas de rotina (MRSA IN CYSTIC FIBROSIS, 1998).

2.5.2. Pseudomonas aeruginosa:
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A infecgdo crbnica por Pseudomonas aeruginosa é a principal responsavel pelo declinio
progressivo da fungdo pulmonar e finalmente pela mortalidade dos pacientes de FC. O dano a
superficie epitelial e o bloqueio das vias aéreas, provocados pela bactéria, vao dificultando
progressivamente a passagem do ar, o que resulta em diminuigdo da fun¢do pulmonar. A intensa
inflamacao caracterizada por sequestro de neutréfilos nas vias aéreas contribui para o clearence
mucociliar deficiente e formacgéao de rolhas de muco (LYCZAK, 2002).

Os principais problemas clinicos para os pacientes de FC atualmente sdo, portanto, a
infeccdo cronica das vias aéreas por Pseudomonas aeruginosa e a resposta inflamatéria que a
acompanha. Enquanto a quimioterapia e a quimioprofilaxia reduziram a morbidade e a mortalidade
precoce dos pacientes de FC por esta infecgdo, a habilidade intrinseca deste microrganismo em
desenvolver resisténcia a multiplos antibiéticos provavelmente responde pela incapacidade de
erradicar Pseudomonas aeruginosa do pulmao dos pacientes. Na década passada, a contribuigcao
proeminente da inflamagéao para a destruicado tissular e perda da fungao pulmonar veio a tona em
numerosos estudos. Terapias anti-inflamatérias passaram entdo a demonstrar melhora clinica nos
pacientes infectados, embora com reagdes adversas preocupantes devido ao tratamento
prolongado. Diversos estudos sugerem que a inflamacgéo e a infeccdo bacteriana podem comecgar
numa idade bem precoce, antes do aparecimento de sintomas (LYCZAK, 2002).

A incidéncia de Pseudomonas aeruginosa aumenta com a idade, e 70 a 90% dos pacientes
serdo eventualmente infectados. O curso da infecgao crénica varia muito em cada paciente; alguns
toleram o patégeno por 15 a 20 anos com pequeno declinio da fungcdo pulmonar, enquanto em
outros a fungao piora rapidamente (REIS, 1998).

Colonizagédo crénica por Pseudomonas aeruginosa indica um mau prognédstico. Os
pacientes podem se infectar cronicamente em qualquer idade, porém o pior prognostico esta
associado a infeccdo precoce, antes da puberdade. Em alguns casos tém sido detectadas
infecgbes cruzadas, enquanto em outros o inicio da infecgdo cronica permanece obscuro. A
duracdo da infec¢ao pode variar de 9 meses a mais de 10 anos, com uma média de 3 a 4 anos
antes do ébito. Em outro estudo, 20% dos pacientes cuja cronificacdo da infecgao se estabeleceu
nos primeiros 5 anos de vida, viveram até os 16 anos de idade, enquanto que naqueles em que a
cronificagdo se deu apos os 5 anos de idade, a sobrevida foi além dos 16 anos em 95% dos casos
(REIS, 1998).

A presenca de cepas mucéides de Pseudomonas aeruginosa sinaliza o comego da fase
cronica da infeccdo. Esta fase é caracterizada por exacerbagdes pulmonares (febre, leucocitose,
producdo aumentada de escarro e diminuicdo da fungdo pulmonar) que requerem terapia
antimicrobiana. As exacerbagdes na FC sao tipicamente entremeadas com periodos intermitentes

de relativa quiescéncia, com cada fase durando periodos variados de tempo. No entanto a fun¢éo
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pulmonar continua a declinar, as cepas infectantes tornam-se cada vez mais resistentes, € o
paciente inevitavelmente ird sucumbir & faléncia cardiorrespiratoria (MILLER e GILLIGAN, 2003).

H& um consenso crescente de que a patologia pulmonar que ocorre durante a infecgao
cronica por Pseudomonas aeruginosa € devida em grande parte a resposta imune dirigida contra
biofilmes de Pseudomonas. Altos niveis de citocinas e proteases derivadas de leucocitos podem
ser detectados no fluido das vias aéreas de pacientes com FC, e acredita-se serem responsaveis
pela maior parte do dano pulmonar que ocorre nesta populagdo de pacientes. A capacidade de
Pseudomonas aeruginosa de crescer como um biofilme comprovadamente aumenta a resisténcia
bacteriana a fagocitose e a antibioticoterapia. Além destes fatores, a viruléncia de Pseudomonas
aeruginosa € originada de outros atributos diversos da bactéria, como varias toxinas e fatores de
secrecdo. Todas estas propriedades tornam este microrganismo extremamente resistente as
defesas imunolégicas inatas e adquiridas do hospedeiro (LYCZAK, 2002).

O isolamento de Pseudomonas aeruginosa das secregOes respiratérias de pacientes com
FC é facilmente realizado, pois ambas formas, rugosas e mucoides, desenvolvem-se facilmente em
meios seletivos para bacilos gram-negativos, tais como o agar MacConkey e o agar eosina-azul de
metileno. A identificagdo presuntiva também é facil, com base em um teste de oxidase positivo,
producdo de pigmento, crescimento a 42°C e, em alguns casos, morfologia colonial mucéide.
Entretanto, conforme a infeccao crénica progride, algumas cepas perdem a habilidade de produzir
pigmentos bem como outras caracteristicas fenotipicas. A perda destes fenétipos € muito
provavelmente um processo evolutivo no qual os genes correspondentes sdo sub-regulados ou
perdidos em um ambiente rico em nutrientes. Como resultado desta alteragdo evolutiva, pode se
tornar dificil identificar estas cepas de Pseudomonas aeruginosa com sistemas de identificagcao
comerciais (SAIMAN, 2003).

O teste de suscetibilidade de cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes de
FC é é&rea de alguma controvérsia. Multiplos morfotipos podem ser isolados do escarro do
paciente. Estudos que compararam a performance de testes de suscetibilidade de uma mistura de
diferentes morfotipos com a performance de testes com cada morfotipo individualmente sugerem
que testar morfotipos misturados pode subestimar resisténcia (THOMASSEN, 1979). Investigagbes
recentes sugerem que uma variedade de sistemas comerciais, E-test®, e o método de disco-
difusdo funcionam bem comparados com o método de microdiluicdo em caldo, considerado como
referéncia para determinacdo de suscetibilidade de cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas
de pacientes de FC (BURNS, 2000).

O impacto de duas areas importantes de investigacao sobre a interpretagcao dos testes de
suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa ainda nao foi estimado. A primeira delas é um estudo
que sugere que a bactéria cresce em condicdes de anaerobiose dentro das vias aéreas dos
pacientes de FC (WORLITZSCH, 2002). Se isto for verdade, os aminoglicosideos ndo podem ser
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ativos contra estes organismos, apesar dos resultados in vitro. Numerosos dados na literatura
afirmam o contrério, que aminoglicosideos administrados tanto por via intravenosa quanto na forma
de aerossbis tém um impacto positivo na fun¢do pulmonar e na expectativa de vida dos pacientes
de FC. No entanto, cepas que crescem em anaerobiose podem contribuir para a habilidade da
bactéria de persistir nos pulmbes dos pacientes de FC face as altas concentragbes de
aminoglicosideos (MILLER e GILLIGAN, 2003).

A segunda darea de investigacdo tem sido a determinagdo da forma microbiana de
Pseudomonas aeruginosa que deveria ser usada para o teste de suscetibilidade. Recentemente foi
desenvolvido um equipamento denominado “aparelho Calgary” que permite que o teste seja feito
com cepas mucéides de Pseudomonas aeruginosa que crescem como biofilmes. Os resultados de
suscetibilidade destas cepas foram comparados com os de cepas “planctdnicas”, ou seja, as que
normalmente sdo utilizadas nos testes rotineiros. As cepas de biofilmes foram significativamente
mais resistentes a drogas anti-pseudomonas (AARON, 2002).

2.5.3. Haemophilus influenzae:

A presenca de Haemophilus influenzae € comum a todas as infecgbes respiratorias
cronicas, e o seu papel patogénico na FC foi investigado em varios estudos. Rayner e
colaboradores (1990) observaram que esta bactéria era isolada mais freqlientemente de pacientes
com FC do que em pacientes com asma, e que o aumento na taxa de isolamento precedia o
desenvolvimento de exacerbagbes agudas. Um estudo anterior mostrou que um aumento na
proteina C-reativa, um marcador de inflamagao, estava associado com exacerbagao aguda em
pacientes com altas contagens (108 Unidades Formadoras de Col6nias - UFC/ml) de Haemophilus
influenzae no escarro (GLASS, 1988). Uma revisdo recente, entretanto, considerou que
praticamente ndo existem dados relacionados ao potencial patogénico de Haemophilus influenzae
nao tipavel, embora muitos clinicos considerem a possibilidade da coloniza¢do do pulmao por esta
bactéria ser justificativa para instituir a terapéutica (LYCZAK, 2002).

2.5.4. Patégenos emergentes:

Apesar da Pseudomonas aeruginosa permanecer como o patdgeno pulmonar
predominante nos pacientes de FC, recentemente emergiram diversos novos patégenos de
relevancia clinica para a doenga. Uma caracteristica provavelmente comum a todos estes
patégenos raros é que eles podem colonizar e infectar pulmdes de pacientes de FC que ja foram
extensivamente prejudicados por anos de infecgdo cronica por Pseudomonas aeruginosa mucoéide
(LYCZAK, 2002).
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2.5.4.1. Burkholderia cepacia: Nos anos 1980, cerca de 40% dos pacientes em alguns centros de
FC estavam infectados com Burkholderia cepacia, uma bactéria multirresistente que
freqientemente desaloja Pseudomonas aeruginosa previamente instalada. Ao invés de viverem
com uma infecgdo persistente e prolongada por Pseudomonas aeruginosa por muitos anos, 20%
dos pacientes infectados por Burkholderia cepacia morrem de infeccdo pulmonar progressiva
depois de apenas poucos meses. As infecgdes por Pseudomonas aeruginosa ndo sao altamente
transmissiveis entre pacientes de FC; no entanto, a rapidez da aquisicdo de infecgbes por
Burkholderia cepacia em alguns centros de FC parece indicar transmissao epidémica, pessoa-a-
pessoa. Diversos estudos epidemiolégicos moleculares posteriores demonstraram este fato
(HEARST e ELLIOTT, 1995). A bactéria é também capaz de invadir o epitélio das vias aéreas, uma
provavel explicacdo para a sua ampla resisténcia a antibiticos e sua capacidade de causar
bacteriemia disseminada. Além disso, ela é intrinsicamente resistente a muitos antibiéticos
(LYCZAK, 2002).

A infeccdo por Burkholderia cepacia esta associada com maior perda da fungao pulmonar
quando comparada com a infecgdo por Pseudomonas aeruginosa, acarretando uma sindrome
clinica caracterizada por febre alta, faléncia respiratéria progressiva, leucocitose e velocidade de
hemossedimentagédo elevada. Em certos centros, doentes infectados com Burkholderia cepacia
tém apresentado pneumonia necrotizante grave, caracterizada por deterioracdo fulminante da
funcdo pulmonar; em outros, a infecgdo por Burkholderia cepacia ndo tem diferido daquelas
observadas com cepas de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes (REIS, 1998).

A infeccdo com o complexo Burkholderia cepacia pode ter conseqliéncias devastadoras
para os pacientes de FC. Estes pacientes sio excluidos de eventos sociais e conferéncias
cientificas para pacientes de FC e sao rejeitados na triagm para potenciais receptores de
transplante de pulm&o em muitos centros de referéncia, devido aos resultados potencialmente
negativos. E crucial, portanto, que a identificagdo laboratorial deste complexo de bactérias nas
amostras de pacientes com FC seja a mais acurada possivel (MILLER e GILLIGAN, 2003).

O isolamento do complexo Burkholderia cepacia de secregoes respiratérias de pacientes
FC tem melhorado com o uso de meios seletivos. Estes meios inibem o crescimento de outros
patégenos potenciais para os pacientes com FC, tais como Pseudomonas aeruginosa, que
freqlentemente crescem mais rapidamente e em maiores quantidades que os membros do
complexo e portanto podem mascarar sua presenca (MILLER e GILLIGAN, 2003).

Uma vez isolado, o complexo Burkholderia cepacia é de dificil identificacdo. Além do
desafio de distinguir entre os genomovares, deve ser feita diferenciagdo entre o complexo e outros
organismos fenotipicamente similares, tais como B. gladioli, Ralstonia sp e Pandoraea spp. Apesar

destes organismos terem sido isolados em culturas de amostras respiratorias de pacientes de FC,
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até o momento nenhum estudo determinou o seu papel como patégenos pulmonares nesta
populagéo de pacientes (MILLER e GILLIGAN, 2003).

O complexo Burkholderia cepacia € comumente pan-resistente a agentes antimicrobianos,
incluindo cefalosporinas e aminoglicosideos, portanto o tratamento é um desafio. Cepas isoladas
ap6s tratamento com mudltiplos antibidticos sao freqientemente resistentes a todos os
antimicrobianos conhecidos. A erradicacdo das infecgcdes por estas bactérias é, portanto, dificil,
guando nao impossivel, tornando critica sua prevengao através de praticas agressivas de controle
de infeccdo (MILLER e GILLIGAN, 2003).

2.5.4.2. Micobactérias: A prevaléncia das infecgdes por micobactérias em pacientes de FC varia
muito entre os estudos, de aproximadamente 4% a quase 20%; no entanto, outros dados
demonstram que ndo ha aumento significativo na positividade do teste intradérmico em pacientes
de FC comparados com pacientes controles ndo-FC. Além disso, um estudo recente tipo caso-
controle retrospectivo ndo demonstrou efeito no prognostico atribuivel a infeccdo por
micobactérias. Portanto, a importancia clinica destas infeccbes permanece incerta (LYCZAK,
2002).

2.5.4.3. Aspergillus fumigatus ¢ um patdégeno fungico que causa uma ampla variedade de
doencgas pulmonares, que nao estao restritas a pacientes de FC, mas que estdo relacionadas a
imunossupressdo. A colonizacdo por este fungo pode resultar em infeccdo localizada ou
disseminada e pode induzir uma resposta inflamatéria aguda, bem como uma resposta
granulomatosa crénica, ambas podendo levar a destruicdo do tecido pulmonar adjacente. Além
disso, a aspergilose broncopulmonar alérgica, uma sindrome verificada em pacientes com asma e
FC, é caracterizada por niveis séricos de IgE elevados, podendo levar a lesdo de grandes vias
aéreas (bronquiectasia central) (LYCZAK, 2002).

2.5.4.4. Stenotrophomonas maltophilia & Achromobacter xylosoxidans: As duas bactérias
vém aumentando sua freqiiéncia, principalmente na popula¢do de FC adulta. No entanto, o papel
de cada um destes agentes na doenca pulmonar da FC ainda n&o foi estabelecido por estudos
caso-controle, como foi feito com o complexo Burkholderia cepacia. A identificacdo de
Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter spp isolados de amostras respiratérias de FC
pode ser problematica. Diversos estudos demonstraram que ambas bactérias podem ser
identificadas erroneamente pelos laboratoérios clinicos como complexo Burkholderia cepacia, e
vice-versa. A identificagdo € complicada parcialmente pelo crescimento de algumas cepas de
Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter spp em meios seletivos para Burkholderia

cepacia. Assim como o complexo Burkholderia cepacia, ambas Stenotrophomonas maltophilia e
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Achromobacter spp sao frequentemente resistentes a uma ampla variedade de agentes
antimicrobianos. O teste de suscetibilidade de Stenotrophomonas maltophilia deve ser feito através
de um método por diluigdo, uma vez que erros muito importantes podem ser vistos quando
realizado por disco-difusdo usando os pontos de corte para Pseudomonas aeruginosa. Os clinicos
que atendem pacientes de FC estdo interessados em saber se estes microrganismos estao
presentes, e em algumas situagbes clinicas, prescrevem terapia antimicrobiana para sua
erradicagdo. (MILLER e GILLIGAN, 2003).
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2.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS INFECCOES PULMONARES EM
FIBROSE CiSTICA:

2.6.1. Coleta de amostras clinicas:

E dificil avaliar a bacteriologia do trato respiratério em lactentes e criangas pequenas
incapazes de produzir escarro; entretanto, culturas de orofaringe frequentemente refletem a
microbiota do trato respiratério inferior, e culturas de escarro predizem acuradamente a bactéria
nos pulmdes (THOMASSEN, 1984). Em pacientes jovens demais para expectorar, o Unico método
nao invasivo para cultivar secrecdes respiratorias é a obtencdo de swabs de orofaringe
(ARMSTRONG, 1996). Criangas muito pequenas com FC, particularmente antes do
estabelecimento de infeccdo por Pseudomonas aeruginosa, sdo usualmente incapazes de
expectorar escarro derivado de secregdes do trato respiratério inferior, e, portanto, culturas de
orofaringe (isto &, secregcbes do trato respiratdrio superior) sdo usualmente processadas para
detectar patégenos. Na realidade, estas culturas detectam organismos, inclusive os potencialmente
patogénicos, presentes na garganta e ndao necessariamente nos pulmées (LYCZAK, 2002).

Durante a década passada, diversos estudos mostraram que podem haver diferengas
importantes relacionadas a deteccao de patégenos da FC nas vias aéreas inferiores, comparando
0os resultados de culturas de orofaringe com aqueles obtidos usando liquido de lavado
broncoalveolar (LBA), particularmente em pacientes jovens com FC. Ramsey e colaboradores
(1991) encontraram, em pacientes de FC nao expectorantes e em bom estado respiratério, um alto
valor preditivo positivo de culturas de orofaringe para a presenga de Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus nas vias aéreas inferiores, determinadas por culturas de LBA, mas um
baixo valor preditivo negativo; 46% dos pacientes nao expectorantes mais jovens tinham
Pseudomonas aeruginosa no liquido de LBA, mas uma cultura negativa de orofaringe. De maneira
similar, 21% tinham Klebsiella spp no liquido de LBA, mas ndo na cultura de orofaringe.
I[ronicamente, 0 mesmo grupo relatou mais tarde dados opostos (BURNS, 2001): um alto valor
preditivo negativo das culturas de orofaringe para presenca de organismos nas vias aéreas
inferiores, particularmente se duas culturas seqlenciais eram consideradas (85% para uma cultura,
97% para duas), e um baixo valor preditivo positivo (69% para uma, 83% para duas). Similarmente,
para pacientes com FC menores de 5 anos, Rosenfeld e colaboradores (1999) relataram um valor
preditivo negativo melhor (95%) de culturas de orofaringe com auséncia de Pseudomonas
aeruginosa para excluir a presenca deste organismo nas vias aéreas inferiores, mas um baixo valor
preditivo positivo para detectar sua presenc¢a no liquido de LBA. Armstrong e colaboradores (1996)

obtiveram resultado similar em bebés com FC diagnosticados através de um programa de triagem
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neonatal, com culturas de orofaringe tendo um alto valor preditivo negativo (97%) naqueles
pacientes (para presenca de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, € Haemophilus
influenzae), mas baixo valor preditivo positivo (41%). Portanto, alguns dados indicam que os
patégenos da FC podem estar presentes nas vias aéreas inferiores, mas ndo sao confiavelmente
detectados por cultura de orofaringe, enquanto outros dados, principalmente de pacientes menores
de cinco anos, sugerem que culturas de garganta positivas ndo sdo necessariamente indicativas
de patdégenos nos pulmodes. Um lembrete importante é que as amostras de liquido de LBA séo
obtidas de somente uma pequena porgcdo do pulmao, deixando a possibilidade dos patdégenos
estarem presentes em partes do pulm&o ndo amostradas pela lavagem. Portanto, parece que os
dados positivos de Ramsey, que mostraram detecc¢éo de patdégenos no LBA em altas taxas, podem
ser mais convincentes que os dados negativos dos outros grupos (LYCZAK, 2002).

Rosenfeld e colaboradores (1992) concluiram que as culturas de orofaringe em criancas
muito jovens com FC possuem uma alta especificidade e valor preditivo negativo para
P.aeruginosa no trato respiratério inferior, mas baixa sensibilidade e valor preditivo positivo.
Portanto, nesta faixa etaria, uma cultura negativa de orofaringe € Util para excluir infeccao do trato
respiratério inferior por P.aeruginosa; no entanto, uma cultura positiva néo significa
necessariamente presencga de P.aeruginosa no trato respiratério inferior.

A especificidade e a sensibilidade das culturas de orofaringe do estudo de Rosenfeld
(1992) sdao muito consistentes com os valores de ambos os estudos de Armstrong e Ramsey
(1996). A utilidade clinica de uma cultura de orofaringe, no entanto, esta relacionada ao seu valor
preditivo mais do que as suas sensibilidade e especificidade. Os dois trabalhos anteriores
chegaram a diferentes conclusées com respeito a utilidade clinica das culturas de orofaringe,
devido as prevaléncias diferentes de organismos do trato respiratério inferior nas duas populacdes
estudadas. A prevaléncia de P.aeruginosa nos bebés estudados por Armstrong era menor do que
entre os individuos mais velhos estudados por Ramsey, ou seja, 11% versus 42%. As diferentes
conclusdes alcancadas por estes investigadores ilustram a importancia de limitar as conclusées
baseadas em valores preditivos a populagdes com prevaléncias similares de organismos
(ROSENFELD, 1999).

Hudson e colaboradores (1993) avaliaram os achados bacterioldgicos precoces em
criangas com FC cujo diagnéstico foi feito antes dos dois anos de vida. Os autores concluiram que
culturas de orofaringe com Pseudomonas aeruginosa precoce estavam associadas com
significativo aumento da morbidade, e que a associagdo de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa resultava em significativo aumento na mortalidade, durante os primeiros
dez anos depois do diagnéstico. Estes autores concluiram que pacientes com menos de dois anos
de idade que tinham ambos Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em uma amostra

de orofaringe no momento do diagnéstico tinham estrutura pulmonar significativamente mais
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desorganizada e maior evidéncia de inflamagdo no primeiro diagnéstico, além de taxas de
morbidade e mortalidade significativamente maiores. Estes pacientes deveriam ser alvo de estudos
controlados, com tentativas mais enérgicas para reduzir a infecgéo e a inflamagao endobrénquicas
por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Além disso, profilaxia para infecgéo por
estas bactérias, ou tratamento precoce destas infecgbes em pacientes jovens com FC, pode
retardar o desenvolvimento de obstrugédo pulmonar (REIS, 1998).

Segundo o Grupo de Estudo de Antibiéticos da Associacdo de Apoio a Pacientes com FC
da Inglaterra (Cystic Fibrosis Trust), amostras adequadamente coletadas e processadas de
secrecoes respiratérias sdo essenciais na determinagdo do uso apropriado de antibidticos. O
material biol6gico a ser coletado dos pacientes que ndo conseguem expectorar deveria ser o swab
profundo de orofaringe, também chamado “swab de tosse”, e uma amostra deveria ser obtida
rotineiramente a cada visita clinica ou no inicio de exacerbagdes de doenca respiratoria. As
criangcas deveriam ser treinadas a partir da idade de dois anos para tossir quando o swab é
colocado na orofaringe. Uma enfermeira ou fisioterapeuta experiente deveria coletar estas
amostras, de preferéncia apés uma sessao de fisioterapia.

Segundo este mesmo grupo de investigadores, os “swabs de tosse” sdo sensiveis quanto a
deteccdo de infecgdo do trato respiratério inferior por Staphylococcus aureus e Haemophilus
influenzae, mas algumas culturas sdo positivas quando a infeccao esta limitada as vias aéreas
superiores. Infec¢des assintomaticas sdo comuns, particularmente em pacientes em bom estado
respiratério, ndo cronicamente infectados por Pseudomonas aeruginosa. Os “swabs de tosse” sdo
menos sensiveis e também ndo especificos na deteccdo de infeccdo respiratéria inferior por
Pseudomonas aeruginosa. No entanto, os autores consideram razodvel tratar todos os pacientes
dos quais séo isolados patégenos potenciais, € que ainda ndo estao cronicamente infectados, com
antibidticos adequados, independente de serem sintomaticos ou nao (CYSTIC FIBROSIS TRUST,
2002).

2.6.2. Processamento das amostras para cultura:

O objetivo das culturas de amostras do trato respiratério de pacientes com FC é fornecer
um método para isolamento dos microrganismos associados com doenga pulmonar nestes
pacientes. O numero de espécies microbianas associadas com doenca pulmonar na FC é
relativamente limitado. A maioria dos autores enfatiza o isolamento destes microrganismos,
incluindo Pseudomonas aeruginosa mucéide e nao mucoide, Staphylococcus aureus, complexo
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Haemophilus influenzae e outros bacilos
gram-negativos fermentadores ou ndo de glicose (GILLIGAN, 1991; SHREVE, 1999).
Micobactérias, Achromobacter xylosoxidans e Aspergillus spp podem também exercer algum papel
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na doenca pulmonar da FC e deveriam ser pesquisados ativamente quando suspeitados (LYCZAK,
2002). Virus respiratérios comuns, tais como o virus sincicial respiratério em criangas e virus
influenza em todos os pacientes, podem também causar sintomas respiratorios e deveriam ser
considerados durante periodos de atividade da doenca na comunidade (GILLIGAN, 1991).

Wong e colaboradores (1984), possivelmente os primeiros autores a recomendarem o uso
de meios seletivos para o isolamento de patégenos na FC, usaram meios seletivos juntamente com
incubacéo aerébica e anaerébica para a quantificacdo de patégenos comuns em escarro liquefeito
de criancas com FC. Os meios utilizados foram: agar Cetrimide (Difco) para identificacdo de
Pseudomonas; agar MacConkey (Difco) para identificagao de outros bacilos gram-negativos; agar-
sangue preparado adicionando 5% de sangue de carneiro estéril a agar Trypticase Soy (TSA, BBL)
(algumas placas foram suplementadas com gentamicina 10ug/ml e neomicina 25ug/ml para
selecionar estreptococos); &gar Brain Heart Infusion modificado suplementado com L-histidina
10ug/ml, hemina 10ug/ml, NAD" 10ug/ml e bacitracina 250ug/ml para isolamento seletivo de
Haemophilus spp; agar manitol salgado e &gar dextrose-soy contendo cicloheximida 400ug/ml e
cloranfenicol 50pg/ml para isolamento de leveduras.

Atualmente, os protocolos laboratoriais foram simplificados de forma a minimizar custos,
levando em conta as idiossincrasias da microbiologia da FC (p. ex. populagdes polimicrobianas,
presenca de multiplos morfotipos coloniais, diferencas na suscetibilidade a antimicrobianos dentro
de uma Unica amostra) e a favorecer ao maximo os pacientes fornecendo informacdes
microbiolégicas uteis para facilitar o diagndstico e a terapia anti-pseudomonas precoce nas
exacerbagdes (CYSTIC FIBROSIS TRUST, 2002).

A coloracdo de Gram é de pouca utilidade na avaliacdo de amostras de orofaringe, devido
a freqlente auséncia de sinais inflamatérios e a ampla e variada microbiota local. Um nimero
limitado de microrganismos esta associado a doencga pulmonar na FC e sua presenca na cultura é
considerada clinicamente significativa independentemente dos achados da coloragdo de Gram,
tanto em amostras de orofaringe como de escarro (GILLIGAN, 2004).

Os meios recomendados pela maioria dos autores para cultivo de amostras de orofaringe
de pacientes de FC s&o os seguintes: 4gar-sangue de carneiro ou de cavalo (AS); 4gar-chocolate
para isolamento de Haemophilus influenzae (ACH); &gar manitol salgado para isolamento de
Staphylococcus aureus (MSA); &gar MacConkey para isolamento de enterobactérias e
Pseudomonas aeruginosa (MC); &gar seletivo para isolamento de Burkholderia cepacia (BCSA) ou
outro (GILLIGAN, 2004; CYSTIC FIBROSIS TRUST, 2002; ABMAN, 1991; ARMSTRONG, 1996;
BURNS, 1998; GILLIGAN, 1991; HOIBY, 1982; HUDSON, 1993; RAMSEY, 1991; ROSENFELD,
1999).

Para o isolamento de Staphylococcus aureus, o uso de MSA é indicado. Cepas de

Pseudomonas aeruginosa multirresistentes nao ocultardo o crescimento de Staphylococcus aureus

37



neste meio, como poderia acontecer em meios ndo seletivos ou em meios seletivos para gram-
positivos tais como o 4gar-sangue-cistina-acido nalidixico (CNA). Além disso, o MSA suporta
facilmente o crescimento de Staphylococcus aureus SCV e aumenta o isolamento deste
organismo. Para o isolamento de Pseudomonas aeruginosa e outros bacilos gram-negativos
fermentadores e ndo-fermentadores, o MC é adequado (GILLIGAN, 1991).

Para o isolamento de Haemophilus influenzae, Gilligan e colaboradores (1991) utilizaram o
agar-sangue de cavalo incubado em anaerobiose. Esta técnica, segundo os autores, tem diversas
vantagens: (i) suprime o crescimento de Pseudomonas aeruginosa que pode mascarar o
crescimento do Haemophilus influenzae quando incubado em aerobiose; (ii) os hemdfilos
hemoliticos podem ser facilmente distintos das espécies nao-hemoliticas; (iii) ambos Streptococcus
pneumoniae e estreptococos do grupo A podem ser isolados com esta técnica, apesar de serem
causas nao usuais de exacerbagao pulmonar em pacientes com FC (GILLIGAN, 1991).

Quanto ao isolamento de Staphylococcus aureus, Gilligan alerta que se deve ter atengao
ao seguinte: (i) multiplas cepas de Staphylococcus aureus podem estar presentes em uma
amostra; deve-se alertar para diferengas sutis na morfologia colonial; (ii) em particular, cepas
timidina-dependentes podem aparecer em pacientes tratados prolongadamente com SXT; estas
cepas freqlientemente se apresentam como colénias um pouco menores, nao-hemoliticas, mais
chatas e mais cinzentas do que as cepas comuns; (iii) deve-se prestar bastante atencdo a
morfologia colonial dos estafilococos nos outros meios com sangue, bem como no MSA. Cepas de
Staphylococcus aureus que nao fermentam o manitol, ou que o fazem somente apds muitos dias
de incubagéo, tém sido isoladas de pacientes de FC (GILLIGAN, 2004).

Segundo o mesmo autor, o isolamento de Pseudomonas aeruginosa, complexo
Burkholderia cepacia e Staphylococcus aureus, independentemente da quantidade, é considerado
clinicamente significativo, e a presenca de qualquer destes trés organismos em amostras de
orofaringe deve ser relatada. Outros organismos tais como: fungos filamentosos,
Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae e micobactérias de
crescimento rgpido, ndo devem ser relatados em culturas de orofaringe uma vez que podem ser

considerados parte da microbiota orofaringeana (GILLIGAN, 2004).

2.6.3. Testes de suscetibilidade a antimicrobianos:

A natureza complexa da microbiologia da FC esta refletida no longo debate sobre o valor
dos testes de suscetibilidade dos patégenos da FC. Apenas recentemente o racional e o valor
profilatico da terapia anti-pseudomonas foram aceitos e amplamente praticados no Reino Unido e
na Europa. A antibioticoterapia baseada nos resultados dos testes de rotina freqlientemente nao

implica em eficicia terapéutica. Uma explicagdo para esta discrepancia é que, conforme a
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colonizacao progride, surge consideravel heterogeneidade, com diferentes morfotipos coloniais da
mesma cepa, e mesmo morfotipos similares exibindo varia¢des na sensibilidade. Portanto os testes
in vitro baseados na analise de um Unico representante colonial podem néo refletir as verdadeiras
populacbes de Pseudomonas aeruginosa dentro do pulmao. Quando diferentes morfotipos
coloniais do mesmo patégeno sdo isolados, um representante de cada morfotipo deve ser testado
(CYSTIC FIBROSIS TRUST, 2002).

2.6.3.1. Método de disco-difusao:

Este método para teste de suscetibilidade permite a classificacdo da maioria das cepas
bacterianas como suscetiveis, intermediarias ou resistentes a uma variedade de agentes
antimicrobianos. O método tem diversas vantagens: (i) é tecnicamente simples de fazer e muito
reprodutivel; (ii) os reagentes sdo relativamente baratos; (iii) ndo requer equipamentos especiais;
(iv) fornece categorias de resultados de suscetibilidade facilmente compreensiveis para os clinicos,
e (v) é flexivel quanto a selecdo de agentes antimicrobianos para teste.

O teste consiste na aplicagdo de um inéculo padronizado de bactérias (aproximadamente
1-2 X 10® UFC/ml) & superficie de uma placa de agar Mueller-Hinton. Discos de papel-filtro
impregnados com uma concentragao fixa de antibiéticos sédo colocados na superficie inoculada do
agar. As placas sédo incubadas por 16-18 horas em atmosfera ambiente a 35°C. Os didmetros das
zonas de inibicdo de crescimento ao redor de cada disco de antibidtico sdo medidos em milimetros
examinando-se a placa com luz refletida (JORGENSEN, 2003).

A primeira limitagdo do teste de disco-difusdo é o espectro de organismos para os quais
ele foi padronizado. Felizmente, as bactérias implicadas na doenga pulmonar da FC encontram-se
padronizadas para teste por este método, incluindo Stenotrophomonas maltophilia e Burkholderia
cepacia. O teste em disco é inadequado para a detec¢cdo de Staphylococcus aureus com
suscetibilidade intermediaria a vancomicina (VISA) e foram relatadas dificuldades no passado na
deteccdo de alguns estafilococos oxacilina-heterorresistentes e enterococos com resisténcia de
baixo nivel & vancomicina (tipo VanB). Uma desvantagem potencial do teste de disco-difusao é que
ele fornece um resultado qualitativo, enquanto um resultado quantitativo indicando o grau de
suscetibilidade (concentracao inibitéria minima - CIM) pode ser (til em alguns casos selecionados,
como as suscetibilidades de Streptococcus pneumoniae frente a penicilina e cefalosporinas
(JORGENSEN, 2003).

2.6.3.2. Métodos para testes de suscetibilidade por diluicao:
Estes métodos sdo usados para determinar a concentragdo minima, usualmente em
microgramas por mililitro (ug/ml) de um agente antimicrobiano, necessaria para inibir ou matar um

microrganismo. Os agentes antimicrobianos s&o usualmente testados em diluicdes seriadas
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multiplas de dois, e a menor concentragcdo que inibe o crescimento visivel de um microrganismo é
considerada a CIM. O método da diluicdo em 4gar é uma técnica bem padronizada e confidvel que
pode ser usada como referéncia para avaliar a acuricia de outros sistemas de teste. Além disso, o
teste simultdneo de um grande nimero de cepas com poucas drogas é eficiente, e a contaminagao
ou heterogeneidade microbiana é mais faciimente detectada nos métodos com agar do que com
caldo. As principais desvantagens do método em agar estdo associadas com o tempo e a carga de
trabalho intensos necessdarios para preparar as placas, especialmente quando o nimero de
agentes antimicrobianos a ser testado é grande, ou se somente algumas poucas cepas forem
testadas (JORGENSEN, 2003).

2.6.3.3. Deteccdo de resisténcia a oxacilina em Staphylococcus aureus:

A deteccdo da resisténcia a oxacilina em cepas de Staphylococcus aureus tem sido
dificultada devido a variabilidade nas técnicas padronizadas usadas para tal. As cepas resistentes
sdo freqientemente heterorresistentes aos antibidticos beta-lactdmicos, de modo que duas
subpopulagdes (uma suscetivel e outra resistente) coexistem numa mesma cultura. Cada célula na
populacdo pode carregar a informacdo genética para resisténcia, mas somente uma pequena
fracao (10"8 a 10"4) pode realmente expressar o fendtipo resistente sob condi¢des de teste in vitro.
A populacdo resistente geralmente cresce muito mais devagar que a populagdo suscetivel e,
portanto, pode nao ser detectada quando é feito o teste in vitro. O sucesso da detecgdo das cepas
heterorresistentes depende muito da promogéo do crescimento das subpopulagdes resistentes, o
que é favorecido por pH neutro, temperaturas mais baixas (30 a 35° C), presenca de NaCl (2 a 4%),
e possivelmente por incubacgéo prolongada (até 48 horas) (SWENSON, 2003).

Estafilococos resistentes a oxacilina podem ser detectados utilizando-se uma placa de
triagem com oxacilina. Uma quantidade padronizada de organismos (aproximadamente 1-2 X 10°
UFC/ml) é preparada por suspenséao direta das coldnias crescidas em placa de agar por uma noite
e inoculada sobre uma placa de &gar Mueller-Hinton contendo 6ug de oxacilina por ml e 4% de
NaCl (SWENSON, 2001). Ap6s incubagado a 33-35°C (nunca acima de 35°C) por 24 horas, o
aparecimento de qualquer crescimento indica que o amostra bacteriana é resistente a oxacilina e
outras penicilinas penicilinase-resistentes (meticilina, nafcilina, cloxacilina, dicloxacilina e
flucloxacilina) (BETHEL, 2004b).

2.6.4. Tipagem molecular de microrganismos:
Sabe-se, atualmente, que ha suficiente diversidade genética entre as espécies bacterianas

para permitir a identificagdo de diferentes clones. Um clone é definido como um conjunto de

amostras bacterianas geneticamente relacionadas que sdo indistintas umas das outras por
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métodos de tipagem molecular, ou amostras to similares que presume-se serem derivadas de um
ancestral comum (TENOVER, 1995).

Os métodos de tipagem microbiana podem ser enquadrados em duas grandes categorias:
métodos fenotipicos e métodos genotipicos. Os métodos fenotipicos caracterizam os produtos
da expressdo genética a fim de diferenciar amostras bacterianas. Propriedades como perfis
bioquimicos, tipos de bacteriéfagos, antigenos presentes na superficie da célula e perfis de
suscetibilidade a antimicrobianos sdo exemplos de propriedades fenotipicas que podem ser
determinadas no laboratério. Devido a envolverem expressdo genética, todas estas propriedades
tendem a variar, com base em mudancgas nas condi¢cdes de crescimento, fase do crescimento, e
mutacao espontéanea (TENOVER, 1997).

Os métodos genotipicos baseiam-se na andlise da estrutura genética de um organismo e
verificagdo dos polimorfismos nos padrdes de restricdo do DNA, de acordo com a clivagem do
cromossomo por enzimas que clivam o DNA, e a presenca ou auséncia de DNA
extracromossodmico. Os métodos genotipicos sdo menos sujeitos a variagdo natural, apesar de
poderem ser afetados por insergdes ou delegdes de DNA no cromossomo, por ganho ou perda de
DNA extracromoss6mico, ou por mutagdes ao acaso que podem criar ou eliminar sitios de restricao
por endonucleases (TENOVER, 1997).

Os sistemas de tipagem devem ser selecionados com base em sua utilidade no que diz
respeito ao uso com o organismo-alvo, poder discriminatério, reprodutibilidade, e facilidade de
interpretacdo e uso. O método escolhido deve ser baseado em uma caracteristica do organismo-
alvo que seja relativamente estdvel e que tenha diversidade adequada dentro da espécie
(WESTBROOK, 2004).

Uma variedade de sistemas tem sido usada para tipagem de Staphylococcus aureus, tais
como fagotipagem, sorotipagem de polissacarideos capsulares, andlise de proteinas, zimotipagem
por andlise de padrbes de aloenzimas, ribotipagem e andlise plasmidial. O sucesso da fagotipagem
geralmente usada pode ser limitado pela baixa reprodutibilidade dos resultados e pela ocorréncia
de cepas de Staphylococcus aureus nao tipaveis por este método. A tipagem plasmidial esta
limitada as cepas que carreiam plasmidios, e as cepas podem trocar ou mesmo perder seu
conteudo plasmidial. Por outro lado, a zimotipagem provou ser um método de diferenciacdo de
cepas estavel e reprodutivel. Além disso, as técnicas de genotipagem, isto é, caracterizagdo do
DNA cromossdmico por ribotipagem ou eletroforese em campo pulsado (Pulsed Field Gel
Electrophoresis — PFGE) séo Uteis, ja que foram usadas com sucesso para tipar varias bactérias
(SCHLICHTING, 1993).

Os varios métodos utilizados para tipagem de Staphylococcus aureus, porém, nao
agrupam as amostras todos da mesma maneira. Alguns estudos tém avaliado e comparado

diferentes métodos de tipagem, e tais estudos mostraram que as caracteristicas fenotipicas como
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antibiograma, biotipagem e fagotipagem apresentam uma instabilidade maior do que os resultados
das técnicas moleculares, como por exemplo, andlise de plasmideos, PFGE e perfil isoenzimético.
Para a tipagem de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (MRSA) é importante que a
técnica utilizada apresente alto poder discriminatério, pois a maioria das cepas é derivada de um
numero pequeno de clones. Essa similaridade genética entre amostras de MRSA n&o relacionadas
epidemiologicamente parece ser ainda mais acentuada no Brasil (SADER, 1995).

O sistema de tipagem recomendado para investigagcao de surtos de Staphylococcus aureus
é o PFGE, que fornece resultados em 3 dias. Em comparagdo com outros métodos, o PFGE tem
excelente aplicacdo quanto aos tipos de microrganismos que podem ser testados, e excelentes
reprodutibilidade e poder discriminatério, embora seja um pouco dificil de executar e interpretar
(WESTBROOK, 2004). Devido ao alto poder discriminatério, a PFGE tem sido recomendada por
muitos pesquisadores como o método de escolha para a tipagem de MRSA (TENOVER, 1997).

A andlise de fragmentos cromossdmicos obtidos por restricao é baseada no fato de que os
cromossomos ndo sdo estaticos e podem sofrer rearranjos e mutagbes-ponto. Alteracées na
seqlUéncia de nucleotideos sao refletidas nos padroes de restricdo por endonucleases do DNA
cromossdmico quando os fragmentos sdo separados em gel de agarose. A caracterizacao fisica do
DNA bacteriano e flngico tem sido limitada pela dificuldade na obtencéo de fragmentos adequados
de DNA devido a quebra mecénica de grandes moléculas de DNA em solugédo, e pela
incapacidade da eletroforese em gel de agarose convencional de separar moléculas de DNA em
tamanhos grandes (40 a 4.000 kb). Estas limitagbes foram contornadas pelo desenvolvimento de
técnicas como a eletroforese em campo pulsado (PFGE), que permite que o DNA gendmico total
seja separado em um numero limitado de fragmentos de restricdo com distintas mobilidades
eletroforéticas (FIGURA 1). O PFGE tem se demonstrado altamente efetivo em estudos
epidemiolégicos moleculares de cepas de bactérias e leveduras. O método foi desenvolvido em
1984 por Schwartz e Cantor, originalmente para células eucaribticas, e adaptado para uso em
bactérias (SCHWARTZ e CANTOR, 1984).

Tenover e colaboradores propuseram um sistema para padronizar a interpretacdo dos
padrdes de PFGE com relagdo a determinacdo da correlagdo entre cepas. No seu esquema, as
amostras bacterianas que geram o mesmo padrdao de PFGE sdo consideradas a mesma cepa.
Amostras bacterianas diferindo em um Unico evento genético, representado como uma diferenga
de uma a trés bandas, sdo estreitamente relacionadas. Amostras diferindo de quatro a seis
bandas, representando duas alterages genéticas independentes, sdo possivelmente relacionadas.
Amostras bacterianas contendo seis ou mais bandas diferentes, representativas de trés ou mais

alteragOes genéticas, sdo consideradas nao correlacionadas (TENOVER, 1995).
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FIGURA 2. ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DO PFGE.
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2.7. TRATAMENTO ANTIMICROBIANO NA FIBROSE CiSTICA

O principal objetivo do tratamento de pacientes com FC é prevenir, erradicar ou controlar
todos os tipos de infec¢é@o respiratoria, particularmente as infecgdes endobrénquicas e pulmonares
por Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia
cepacia. Sem o tratamento antibiético, as secre¢des respiratérias anormais da crianca com FC
tornam-se logo infectadas; a infeccdo e a inflamacdo endobrénquicas se estabelecem e
eventualmente evoluem para a insuficiéncia respiratéria fatal (CYSTIC FIBROSIS TRUST, 2002).

Esta bem estabelecido atualmente que varios esquemas de antibidticos orais, inalatérios e
intravenosos podem prevenir, erradicar ou retardar a infecgdo cronica das vias aéreas inferiores.
Mesmo quando a infecgéo ja esta instalada, o declinio da fungéo respiratéria pode ser retardado
pelo tratamento antibitico apropriado.

A introducéo da triagem neonatal para a FC e o diagnéstico nas primeiras semanas de vida
permitem a instalacdo precoce de medidas preventivas, monitoracdo microbiolégica regular da
presenga de infecgdo respiratoria, e tratamento antibiético precoce. As infecgdes crbnicas por
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa uma vez estabelecidas sdo impossiveis de
erradicar; mas, se tratadas precocemente, ambas bactérias sdo eliminadas com sucesso. (CYSTIC
FIBROSIS TRUST, 2002).

A melhoria das estratégias do tratamento antibidtico contra infeccdes respiratérias é
considerada a principal razdo do aumento da expectativa de vida dos pacientes com FC,
alcancado em relacdo as décadas passadas. A maioria dos pacientes & colonizada inicialmente
com Staphylococcus aureus ou Haemophilus influenzae. Os clinicos geralmente concordam em
tratar os pacientes com exacerbacdo pulmonar com antibidticos anti-estafilocdcicos por 2 a 4
semanas. Muitos centros de referéncia em FC tentam erradicar a bactéria das vias aéreas dos
pacientes com antibidticos orais mesmo na auséncia de sintomas. Em pacientes com cultura
positiva, o tratamento anti-estafilocdcico por pelo menos 2 semanas leva a uma taxa de
erradicacao de cerca de 75%, e apenas uma pequena propor¢do de pacientes permanece com
Staphylococcus aureus por mais de 6 meses apds o tratamento (SZAFF e HOIBY, 1982). No
entanto, esta bactéria pode persistir intracelularmente como coldénias SCV (small colony variants),
as quais algumas vezes ndo sdo detectadas nas culturas de rotina, podendo reverter para cepas
normais com o término do tratamento antibi6tico (KAHL, 1998).

Uma meta-andlise publicada recentemente concluiu que a terapia anti-estafilococica traz
muitos beneficios aos pacientes com FC (MCCAFFERY, 1999). A terapia anti-estafiloccica com
flucloxacilina instituida no momento do diagndstico foi avaliada em um estudo controlado

(WEAVER, 1994). O tratamento resultou numa diminuicdo do isolamento de Staphylococcus
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aureus nas culturas, diminuicdo da tosse e uma taxa menor de internamentos durante o periodo
observado em relagéo aos que ndo foram tratados.

Apesar dos beneficios da erradicacéo precoce da coloniza¢do bacteriana das vias aéreas
dos pacientes com FC serem bem conhecidos, em um estudo retrospectivo a terapia anti-
estafilocdcica continua foi associada a uma taxa mais elevada de aquisicdo de Pseudomonas
aeruginosa, especialmente nos primeiros 6 anos de vida (RATJEN, 2001). Do mesmo modo, em
um estudo multicéntrico controlado por placebo do uso de cefalexina profilatica desde o
diagnéstico até a idade de 6 anos, os pesquisadores ndao encontraram nenhum beneficio sobre a
funcdo pulmonar, tendo sido notada uma maior incidéncia de Pseudomonas aeruginosa nos
pacientes tratados (STUTMAN, 2002). Até o momento ndo ha evidéncias suficientes para julgar se
os beneficios da terapia anti-estafilocécica profilatica se sobrepdem aos riscos (RATJEN e
DORING, 2003).

Staphylococcus aureus meticilino-resistente (MRSA) foi identificado pela primeira vez em
1960. Desde entdo tem sido ocasionalmente isolado de pacientes com FC, porém mais
recentemente ha evidéncias de aumento de prevaléncia, principalmente em pacientes pediatricos.
Até o ano de 2001 ainda nao havia consenso quanto ao melhor método de tratamento das
infeccoes por MRSA nestes pacientes (MIALL, 2001). O tratamento de escolha para infecgdo por
MRSA na populagao em geral € o uso de vancomicina intravenoso. O relato de um caso em que foi
utilizado pela primeira vez vancomicina por via inalatéria, em 1998, sugeriu que esta terapia
poderia ser utilizada no tratamento de infec¢bes respiratérias de pacientes com FC, com
seguranca, boa toleréncia e baixa indugao de resisténcia bacteriana (MAIZ, 1998).

Apesar da incidéncia de infeccao por Staphylococcus aureus em pacientes com FC
diminuir com a idade, a de Pseudomonas aeruginosa aumenta, tornando este microrganismo o
principal patégeno nesta doenga (GRAFICO 2). Apés um periodo inicial de colonizagéo transitéria
com cepas nao-mucdides, os pacientes nao-tratados geralmente tornam-se cronicamente
infectados por cepas mucoides de Pseudomonas aeruginosa. Mesmo com esquemas antibiéticos
agressivos, esta modalidade da bactéria ndo pode ser erradicada, provavelmente devido a pouca
penetragdo dos antibidticos nas rolhas anaerdbicas de muco e ao rapido desenvolvimento de

cepas mutantes, com resisténcia aumentada aos antibiéticos (RATJEN e DORING, 20083).

GRAFICO 1. INFECCOES RESPIRATORIAS X IDADE
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A fim de prevenir o aparecimento de efeitos adversos e de obter altas concentragbes nas
vias aéreas, a via inalatoria tem sido usada nas ultimas duas décadas para o tratamento antibiético
de pacientes com FC. Tobramicina e colistina tém efeitos positivos na evolugao clinica de
pacientes com infecgdo cronica por Pseudomonas aeruginosa (RATJEN e DORING, 2003). Uma
meta-andlise do uso continuo de antibiéticos inalatérios (gentamicina, tobramicina, colistina ou
ceftazidima) concluiu que eles diminuem a carga bacteriana, a freqiéncia de exacerbacdes
respiratorias e o declinio da fungéo pulmonar (MUKHOPADHYAY, 1996). Um estudo controlado de
altas doses intermitentes de tobramicina livre de preservativos foi realizado com 520 pacientes nos
Estados Unidos; ao final de trés ciclos de tratamento os pacientes randomizados para receber
tobramicina tiveram melhora da funcdo respiratéria de 10% comparada com 2% nos controles
(p<0,001). A carga bacteriana no escarro dos pacientes tratados com tobramicina foi
significativamente menor, e também a necessidade de internamentos e tratamentos com
antibiéticos intravenosos (RAMSEY, 1999).

O tratamento antimicrobiano precoce tem sido um avango na luta contra a infecgdo
pulmonar por Pseudomonas aeruginosa nos pacientes com FC. Na fase inicial da colonizagédo com

a bactéria, o uso de antimicrobianos pode evitar a mudancga para infecgdo crénica mucoide. Tém
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sido utilizadas para tratar a colonizagao precoce com Pseudomonas aeruginosa a combinacéo de
colistina inalatéria com ciprofloxacino oral, ou colistina inalatéria ou tobramicina inalatéria
isoladamente. Diversos estudos tém demonstrado que estes esquemas reduzem a incidéncia de
infeccdo cronica das vias aéreas nos pacientes com FC (RATJEN e DORING, 2003).

Os pacientes com FC apresentam exacerbacgdes periddicas da infec¢cdo pulmonar que séo
identificadas primariamente com base em um aumento dos sintomas respiratérios e das secregcbes
das vias aéreas (QUADRO 3) (RAMSEY, 1996). Um grupo de especialistas europeus recomendou
a administragdo regular de antibiéticos intravenosos a cada 3 meses, mesmo na auséncia de
sintomas, em pacientes cronicamente infectados; no entanto, ainda néo foram realizados estudos
controlados com poder suficiente para comparar esta estratégia de terapia de manutencédo com a
terapia de demanda (somente na presenga de exacerbacdo pulmonar) (RATJEN e DORING,
2003).

QUADRO 3. SINAIS E SINTOMAS ASSOCIADOS COM EXACERBAGCAO DA INFECCAO
PULMONAR EM PACIENTES COM FIBROSE CISTICA.

SINTOMAS | SINAIS
Aumento da frequéncia e duragao da tosse Aumento da frequéncia respiratéria
Aumento da produgéo de escarro Uso de musculatura acessoéria para a respira¢ao
Alteracé@o na aparéncia do escarro Tiragem intercostal
Dificuldade respiratéria Alterag¢des na ausculta pulmonar
Diminuicao da tolerancia ao exercicio Diminuicbes nas medidas da fungdo pulmonar

consistentes com doenca obstrutiva das vias aéreas
Diminuigédo do apetite Febre e leucocitose
Sensacéao de congestéo toracica aumentada Perda de peso

Novo infiltrado na radiografia do térax

FONTE: RAMSEY, B. W. Management of pulmonary disease in patients with cystic fibrosis. N Engl
J Med, v.335, n.3, Jul 18, p.179-88, 1996

O esquema antibiético mais comum para o tratamento das exacerbagbes pulmonares da
FC consiste de um aminoglicosideo e um antibiético beta-lactdmico ativo contra Pseudomonas
aeruginosa. A administracdo combinada destes tipos de drogas é indicada para retardar o
surgimento de resisténcia. Devido ao volume de distribuigdo e ao clearance de antibidticos,
freqlentemente elevados em pacientes com FC, as concentragdes séricas de aminoglicosideos

necessitam de cuidadosa monitoragao para atingir niveis terapéuticos. A emergéncia de espécies
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resistentes a antibidticos, tais como Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia e
Pseudomonas aeruginosa multirresistente, levou alguns clinicos a nao somente monitorar a
suscetibilidade a antibi6ticos e o uso inapropriado de antibidticos orais e parenterais, mas também
a iniciar estratégias especificas de controle de infeccao (RAMSEY, 1996).

Em suma, a antibioticoterapia para pacientes com FC requer um acompanhamento
especializado que considere as particularidades da microbiologia da doenga. Durante a década
passada houve uma melhora significativa da atividade antimicrobiana dos agentes anti-
pseudomonas disponiveis e um crescente reconhecimento dos beneficios da terapia precoce e
agressiva contra esta bactéria. Um dos avangos mais importantes foi a descoberta, a partir de
pesquisas clinicas, de que a infecgdo por cepas mucdides de Pseudomonas aeruginosa pode ser
reduzida ou retardada pelo tratamento precoce com colistina inalatéria e ciprofloxacino oral ou
tobramicina inalatéria. O fundamento desta estratégia consiste no fato de que as infec¢des
intrataveis por cepas mucdides e virulentas de Pseudomonas aeruginosa emergem como mutantes
a partir de um reservatério de cepas nao-mucoéides. Com o tratamento precoce, estas cepas
progenitoras podem ser reduzidas ou eliminadas, retardando ou até prevenindo o surgimento das
variantes mucéides. Mesmo quando a terapia precoce falha na erradicagdo da infeccdo por
Pseudomonas aeruginosa mucéide, o uso de agentes como tobramicina, ceftazidime,
ciprofloxacino e meropenem resulta em reducdo dos marcadores inflamatérios, melhora da fun¢éo
pulmonar e da sensagcdo de bem-estar, associada a uma melhora da condigdo clinica. As
hipéteses que podem explicar estes beneficios incluem a redugdo da carga bacteriana nos
pulmdes e a supressao da biossintese de fatores de viruléncia, como o alginato, que é o principal
determinante da viruléncia de Pseudomonas aeruginosa na FC (CYSTIC FIBROSIS TRUST,
2002).
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2.8. PROGNOSTICO DA FIBROSE CIiSTICA

O prognéstico da FC relaciona-se com a heranca genética, presenca de insuficiéncia
pancreatica, sexo, idade de inicio e a gravidade das manifestagbes clinicas respiratorias. A
presenca da mutacdo AF508, na forma homozigdtica, relaciona-se com insuficiéncia pancreédtica,
maior gravidade da doenca pulmonar e colonizagdo precoce por Pseudomonas aeruginosa
(RIBEIRO, 2002).

Com os avangos na terapéutica padronizada para pacientes com FC ao longo dos anos, a
média de sobrevida aumentou espetacularmente. Enquanto na década de 1950 essencialmente
todos os pacientes morriam até os 10 anos de idade, na década passada aproximadamente um
tergo dos pacientes com FC estava sobrevivendo até a idade adulta. Este aumento na média de
sobrevida teve um impacto marcante na natureza da FC como doenca infecciosa, uma vez que
uma maior sobrevida dos pacientes com FC criou oportunidades para o estabelecimento de
infecgbes por outras bactérias além de Staphylococcus aureus. Atualmente, Pseudomonas
aeruginosa é o patdégeno pulmonar mais prevalente nos pacientes com FC (LYCZAK, 2002).

Dados do registro de pacientes com FC dos Estados Unidos demonstram que a média de
idade do ébito aumentou de 8,4 anos em 1969 para 14,3 anos em 1998, e a média de tempo de
sobrevida aumentou de 14 anos em 1969 para 32 anos em 2000. Outros paises tém também
apresentado melhora destas taxas, embora persistam diferencas significativas na sobrevida. Estas
diferencas podem ser afetadas por estratégias de tratamento, acesso a centros especializados e
condicao socio-econdémica (RATJEN e DORING, 2003).

Uma analise multivariada acompanhou a evolugao de 127 pacientes em Minas Gerais por
um periodo de 20 anos. Foi usado um modelo estatistico que permitia uma avaliagdo objetiva do
risco de morte, e podia ser usado para aconselhamento da familia do paciente. O estudo detectou
um excesso de risco de morte nos pacientes com escore Shwachman abaixo de 70, idade ao
diagnéstico menor que 3 anos e peso ao nascimento de menos de 3kg (OLIVEIRA, 2002). O
“escore Schwachman” é um sistema de avaliagdo clinica de pacientes com FC baseado na
atividade geral, exame fisico, estado nutricional e dados radiograficos do pulmao. E dado a cada
um dos quatro itens um peso igual (25 pontos), e um total de 100 pontos representa um escore
“perfeito” (SHWACHMAN e KULCZYCKI, 1958).

O fator idade ao diagndstico poderia ser especulado como peculiar em paises em
desenvolvimento como o Brasil, possivelmente devido a somente casos de FC com apresentagao
clinica severa serem acompanhados, enquanto casos moderados a leves, especialmente em areas
rurais, podem ser subdiagnosticados. A intensidade das anormalidades pulmonares varia muito e

0S cas0s mais severos procuram mais precocemente por diagnéstico e tratamento. O diagnéstico
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tardio de casos clinicamente inaparentes ou menos severos ndo piora necessariamente o
prognéstico (CAMARGOS, 2000).
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. CASUISTICA E AMOSTRAS:

Foram coletados swabs de faringe posterior de criangas com FC, com diagnostico de
portadoras da doenca pela triagem neonatal (teste do pezinho) e confirmacgéo através do teste do
suor. As coletas foram repetidas durante o periodo do estudo como parte do atendimento rotineiro
do Ambulatério de Fibrose Cistica de Recém-natos do Departamento de Pediatria do HC-UFPR. A
freqiéncia das coletas obedeceu aos intervalos de atendimento estabelecidos por aquele
ambulatério, de acordo com a evolugéo clinica de cada paciente; desta forma, o intervalo entre as
coletas variou de 15 dias a trés meses, com média de 53 dias (GRAFICO 3). O material bioldgico
para avaliacdo da microbiota colonizadora da orofaringe foi coletado em todas as consultas,
totalizando 234 amostras, com uma média aproximada de nove amostras por paciente.

Foram incluidos no estudo todos os pacientes atendidos regularmente no Ambulatério de
Fibrose Cistica de Recém-Natos do Departamento de Pediatria pelo periodo de um ano, com inicio
em 25 de agosto de 2003 e término em 6 de dezembro de 2004, totalizando 25 pacientes.

Foi obtido o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinado pelo responsével
legal pelo paciente, no momento da coleta da primeira amostra do material biolégico (ANEXO 1).
Os responsaveis pelos pacientes foram devidamente esclarecidos quanto a natureza do estudo e
os possiveis beneficios advindos da pesquisa. Foi detalhado o procedimento de coleta do material
biolégico e assegurada a auséncia de riscos ao sujeito (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE,
1996).

Foi preenchida a ficha clinica (ANEXO 2) imediatamente apds a consulta, de acordo com
os dados registrados pelo médico no prontuario de cada paciente.

O material biolégico (swab) foi transportado em tubos contendo 1 ml de tampao PBS com
0,1% de gelatina bacterioldgica, em caixa de isopor (RAMSEY, 1991).

Na chegada do material ao laboratorio, foi registrada a sua entrada no sistema
informatizado do Hospital de Clinicas e cada amostra foi homogeneizada em agitador elétrico tipo

vortex por 30 segundos.

GRAFICO 2. MEDIA DOS INTERVALOS ENTRE AS COLETAS PARA CADA
PACIENTE.
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3.2. METODOS:

3.2.1. Semeadura das amostras:
A suspensao homogeneizada da amostra foi inoculada com alga calibrada de 10 microlitros

(0,01ml) em trés placas com diferentes meios de cultura, a saber: agar-sangue (AS), agar

chocolate suplementado (ACH) e agar MacConkey (MC), de maneira a propiciar avaliacdo semi-
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quantitativa do crescimento bacteriano (KONEMAN, 2001). As placas foram incubadas a 35 — 36°C
por 24 horas em atmosfera normal para as placas de AS, por até 72 horas em atmosfera normal
para as placas de MC e em jarra sob tensdo a 5 — 10% de CO, por 48 horas para as placas de
ACH.

3.2.2. Identificacdo bacteriana:

As bactérias isoladas em quantidades significativas (acima de 20 UFC) ou em qualquer
quantidade para as colbnias suspeitas das bactérias classicamente isoladas nesta populagéo de
pacientes, como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae,
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter xylosoxidans (ANEXO 3)
foram consideradas significativas. As colbnias suspeitas desenvolvidas nos meios de cultura
inoculados foram identificadas utilizando os métodos de rotina da Secdo de Bacteriologia do
Servico de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFPR, que por sua vez se baseiam em
literatura atualizada (MURRAY, 2003; YORK, 2004).

Para a identificacado de Staphylococcus aureus, as coldnias suspeitas nas placas de AS e
ACH (médias, brancas ou levemente douradas, lisas, com bordos inteiros, levemente elevadas e
hemoliticas) foram submetidas as provas da catalase e da coagulase livre (em lamina), e os
resultados desta foram confirmados pela prova da coagulase ligada (em tubo). Posteriormente
foram realizados testes confirmatérios para a identificacdo definitiva de Staphylococcus aureus,
apos reativacdo das amostras armazenadas, a saber: hemdlise em 4gar-sangue de carneiro, prova
da coagulase ligada, crescimento em meio contendo 7,5% de cloreto de s6dio (meio de Chapman),
fermentacdo do manitol (em agar contendo o aglcar e vermelho de fenol), pigmentacdo das
colbnias e atividade da desoxirribonuclease (em agar DNase), utilizando as técnicas preconizadas
na 8% edicdo do Manual de Microbiologia Clinica da Sociedade Americana de Microbiologia
(BANNERMAN, 2003).

Para a identificagdo de Pseudomonas aeruginosa, as colonias lactose-negativas e com
odor caracteristico na placa de dgar MacConkey foram submetidas a prova da oxidase. Em caso
positivo, a confirmacgéo da espécie em questao foi realizada através das provas de fermentagdo ou
oxidacdo da glicose, producdo de piocianina em agar Pseudomonas P, motilidade, redugcédo de
nitrato, liquefagdo da gelatina, hidrélise da arginina, utilizagdo de acetamida e crescimento em agar
cetrimide a 35 e 42° C(KISKA, 2003).

Para a identificagdo de Haemophilus influenzae, as colbnias suspeitas e com odor
caracteristico na placa de &gar chocolate suplementado (médias a grandes, acinzentadas, semi-
opacas, lisas, ligeiramente chatas e convexas) foram submetidas as provas do satelitismo e do
requerimento de fatores de crescimento especificos (X e V) (KILIAN, 2003).

54



Para a identificacdo de bacilos gram-negativos nao-fermentadores, as col6nias suspeitas
no agar MC foram submetidas as provas iniciais de identificagdo desta classe de microrganismos,
como: oxidase, fermentacdo da glicose, motilidade, hemdlise em &gar-sangue de carneiro e
crescimento a 44° C. Quando necessério, provas complementares foram realizadas, de acordo com
Screckenberger (2000).

3.2.3. Teste de suscetibilidade:

Foi realizado o teste de suscetibilidade a antimicrobianos pelo método classico de disco-
difusdo (Kirby-Bauer) das bactérias pesquisadas neste estudo ou de outras, desde que em
quantidades significativas (MUNRO, 2004).

Foi realizado antibiograma pelo método de Kirby-Bauer de todas as amostras de
Staphylococcus aureus frente aos seguintes antimicrobianos: cefoxitina, ciprofloxacino,
clindamicina, eritromicina, gentamicina, oxacilina, penicilina, sulfametoxazol-trimetoprim, e
vancomicina. Foi realizado teste de triagem para resisténcia a oxacilina de todas as amostras pelo
método da placa de triagem com aquele antibiotico, e teste de suscetibilidade por concentragcéao
inibitéria minima de todas as amostras de Staphylococcus aureus armazenadas, pelo método de
diluicdo em &gar, frente a diferentes concentragdes dos seguintes antimicrobianos: ciprofloxacino,
eritromicina, gentamicina, oxacilina, SXT e vancomicina (ANEXO 5).

Para Haemophilus influenzae foi realizada pesquisa de beta-lactamase pelo método do
disco com cefalosporina cromogénica (Nitrocefin®). Este método é o mais indicado para os testes
diretos de rotina laboratorial para predizer resisténcia ou suscetibilidade de Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis e Neisseria gonorrhoeae a penicilina, ampicilina e amoxicilina. As
colbnias sob teste sdo friccionadas sobre um disco de Nitrocefin® umedecido com agua destilada
esterilizada, e a leitura realizada em até 5 minutos. O aparecimento de coloracdo vermelha no local
confirma a produgao de beta-lactamase pela bactéria testada (BETHEL, 2004a).

Cada morfotipo diferente de Pseudomonas aeruginosa foi testado separadamente pelo
método de Kirby-Bauer e a interpretacdo realizada apdés 24 horas completas de incubacgéo
(THOMASSEN, 1979). As demais bactérias isoladas foram testadas pelo método tradicional (Kirby-
Bauer), ou pelo método automatizado (Vitek — BioMerieux), de acordo com a rotina do servigo.

Os resultados das culturas e dos testes de suscetibilidade foram liberados através do
sistema informatizado do Hospital de Clinicas, para acesso aos médicos do Ambulatério
requisitante, com base nos dados anotados no formulario de cultura de orofaringe (ANEXO 4).

3.2.4. Criopreservacao:
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As amostras bacterianas de interesse foram suspensas em solugao para criopreservagao e
armazenadas a - 80°C para testes complementares a serem realizados em conjunto,
posteriormente. Os organismos foram preparados para o congelamento por inoculagdo em placas
de 4gar-sangue e incubacao até a fase estaciondria de crescimento. As colénias desenvolvidas na
superficie do &gar foram recolhidas com alga esterilizada e transferidas diretamente para um
criotubo com caldo infuso de cérebro e coragao adicionado de 15% de glicerol e emulsionadas até
uma suspensdo final densa. Para a melhor preservacdo de estreptococos e hemofilos foi

acrescentado sangue de carneiro a solugdo de criopreservagdo. (REIMER, 2003).

3.2.5. Tipagem molecular de Staphylococcus aureus:

As 65 amostras de Staphylococcus aureus armazenadas foram caracterizadas
molecularmente através da andlise dos fragmentos obtidos por restricdo do DNA cromossémico
por PFGE (ANEXO 6) (SILBERT, 2000). Amostras bacterianas obtidas de um mesmo paciente em
datas muito proximas ndo foram encaminhadas para a andlise molecular, devido ao alto custo
deste procedimento, e a grande probabilidade de se tratarem das mesmas cepas obtidas na coleta
anterior. A interpretagdo dos perfis de PFGE para analise de similaridade das amostras bacterianas
seguiu os critérios recomendados por Tenover e colaboradores (TENOVER, 1995).

3.2.6. Métodos estatisticos:

Foi utilizada analise descritiva dos dados, para observagao do que ocorria com as
amostras, e apresentacdo em forma de tabelas, graficos ou simplesmente de modo descritivo. Em
algumas situagdes utilizou-se o teste "t", o teste do Qui-quadrado e o teste exato de Fisher.
Também foram calculados os Intervalos de confianga para propor¢des (THE R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2003; SOARES, 1995; GIOLO, 2003).
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4. RESULTADOS

Foram coletadas 234 amostras de orofaringe de um total de 25 criangas no periodo de 25
de agosto de 2003 a 6 de dezembro de 2004, numa média de 9,3 amostras por paciente. A
distribuicdo dos pacientes quanto ao sexo foi de 48% do sexo masculino e 52% do sexo feminino;
os pacientes analisados tinham uma média de idade de 14,3 meses para os meninos e 15,5 meses

para as meninas, com uma média nas diferentes coletas de 15 meses (GRAFICO 4).
GRAFICO 3. DISTRIBUIGAO DAS IDADES POR SEXO EM CADA VISITA.
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O acompanhamento do crescimento dos pacientes analisando-se o peso em cada visita
demonstrou que virtualmente todas as criancas apresentavam percentil abaixo de 50
(MARCONDES, 1991) (GRAFICO 5).

GRAFICO 4. DISTRIBUIGAO DOS PERCENTIS DE PESO PELA IDADE EM
MESES.
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A varidvel peso apresentou associagdo com a presenca de sintomas (p=0,01): quanto
maior 0 peso, menor a incidéncia de sintomas de exacerbagao da infecgao (GRAFICO 6) . Nao se

pode demonstrar correlagédo entre as variaveis peso e tipo de bactéria (p=0,28).

GRAFICO 5. ASSOCIAGAO ENTRE AS VARIAVEIS PESO E PRESENGA DE
SNTOMAS
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As contagens de colbnias variaram na ordem de 1 a 100 UFC, portanto ndo foram
consideradas devido a pequena variagdo. As bactérias de interesse para a populacao estudada,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae e Burkholderia

cepacia foram isoladas em 100 amostras (42,7%), nas proporcdes apresentadas no GRAFICO 7.

GRAFICO 6. PROPORGCAO DE Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa E Haemophilus spp NAS AMOSTRAS.
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O primeiro patégeno a ser isolado nas culturas foi Staphylococcus aureus em 18 pacientes,
e Haemophilus influenzae em 10 pacientes, sendo que em 4 deles estes dois patégenos foram
isolados concomitantemente na primeira cultura positiva. Pseudomonas aeruginosa foi o primeiro
patégeno a ser isolado em somente 2 pacientes, sendo que em um deles foi isolado
concomitantemente Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae.

Staphylococcus aureus: dos 19 pacientes colonizados com esta bactéria foram obtidas
73 amostras bacterianas, sendo que, destas, 18 eram oxacilina-resistentes (24,6%). Do total de 19
pacientes, 3 apresentaram MRSA, sendo que 2 deles tiveram quase a totalidade das amostras
com esta caracteristica (13/14 e 4/6) e um outro paciente teve apenas uma amostra em um total de
trés. Os dois primeiros pacientes citados foram internados por varias vezes durante o estudo. Dos
19 pacientes, 6 estavam persistentemente colonizados (uma vez colonizado, todas as amostras
consecutivas foram positivas para Staphylococcus aureus). A maior taxa de amostras positivas por
paciente foi verificada com esta bactéria (39,67% com intervalo de confianca de 16,09 a 63,25%)
(TABELA 1). O tempo médio decorrido até o primeiro isolamento foi de 214 dias, com um intervalo
de confianga de 120 a 309 dias.

Pseudomonas aeruginosa: dos 9 pacientes colonizados com esta bactéria foram obtidas
15 amostras bacterianas, sendo que todas eram multi-sensiveis e ndo-mucdides. Do total de nove
pacientes, seis foram anteriormente colonizados com Staphylococcus aureus, e um com com
Haemophilus influenzae. Nenhum paciente foi colonizado persistentemente com Pseudomonas
aeruginosa, € em nenhum deles Pseudomonas aeruginosa foi o primeiro patdégeno a ser isolado.

Das amostras positivas para Pseudomonas aeruginosa, em uma foi isolado concomitantemente
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Haemophilus spp, em outra MRSA, em outra MSSA, em outras duas Haemophilus spp e MSSA, e
em 8 amostras ndo foi isolado outro patégeno. A média de amostras positivas por paciente foi de
15,6% com um intervalo de confianca de 0 a 43,5% (TABELA 1), e o tempo médio decorrido até o
primeiro isolamento foi de 358 dias, com um intervalo de confianga de 164 a 553 dias.

Haemophilus spp: dos 19 pacientes colonizados com esta bactéria foram obtidas 33
amostras bacterianas, sendo que 28 foram testadas para producao de beta-lactamase. Oito eram
produtoras da enzima (28,6% das amostras testadas) e 20 ndo. Nenhum paciente foi colonizado
persistentemente com Haemophilus spp. A média de amostras positivas por paciente foi de 18,7%,

com um intervalo de confianga de 0 a 37,6%.

TABELA 1: RESULTADOS DO TESTE DE PROPORCAO DE AMOSTRAS
POSITIVAS PARA AS BACTERIAS DE INTERESSE EM FC, POR PACIENTE.

BACTERIA AMOSTRAS PROPORGCAO INTERVALO DE
POSITIVAS (%) CONFIANCA (%)
Staphylococcus 73/234 39,67 16,1 - 63,2
aureus
Pseudomonas 15/234 15,6 0-435
aeruginosa
Haemophilus 33/234 18,7 0-37,6
influenzae

Burkholderia cepacia: foram obtidas duas amostras de um mesmo paciente, em coletas
consecutivas, com contagens baixas (20 UFC nas 2 amostras) e as duas eram multi-sensiveis. O
paciente era colonizado persistentemente com MRSA, e ndo apresentou Burkholderia cepacia nas
culturas subseqlentes.

Nao foram isolados Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter xylosoxidans nas
amostras estudadas.

A freqiiéncia das bactérias isoladas, analisando-se a idade dos pacientes no momento da
coleta, demonstrou uma tendéncia de queda para Staphylococcus aureus e manutencao em niveis

estaveis para Haemophilus spp e Pseudomonas aeruginosa (GRAFICO 7).

GRAFICO 7. FREQUENCIA DE BACTERIAS ISOLADAS POR IDADE.
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Foram analisadas 69 amostras bacterianas de Staphylococcus aureus, provenientes de 18
pacientes, quanto ao perfil bioquimico (biotipo) e o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos
(antibiotipo). Dos 18 pacientes, 4 tinham apenas uma amostra bacteriana cada, e portanto nao
foram incluidos nesta andlise preliminar. Dos demais, 10 apresentaram mais da metade das suas
amostras bacterianas com biotipos e antibiotipos que sugeriam tratar-se do mesmo clone, e outros
4 tinham amostras com perfis diferentes, seja quanto ao biotipo ou ao antibiotipo.

Sessenta e cinco amostras de Staphylococcus aureus foram encaminhadas ao LEMC —
Laboratorio Especial de Microbiologia Clinica da Escola Paulista de Medicina, em Séo Paulo, SP,
para tipagem molecular através da andlise dos fragmentos obtidos por restricdo do DNA
cromossdmico por PFGE. As amostras de MRSA foram comparadas com o clone brasileiro de

MRSA na mesma andlise. Foram obtidos ao total 21 perfis eletroforéticos distintos.

Conforme pode ser observado na figura 2, segundo os critérios de
interpretagéo de Tenover e colaboradores (TENOVER, 1995), as amostras 1,2 e 3
sdo idénticas; as amostras 5 e 6 sdo idénticas e estreitamente relacionadas a
amostra 4; as amostras 7 e 8 sao idénticas e estreitamente relacionadas a
amostra 9; as amostras 11 e 12 sdo idénticas e possivelmente relacionadas a
amostra 10; as amostras 13 e 14 sdo idénticas; e as amostras 15 e 16 sdo
idénticas (as amostras 13 a 16 foram isoladas do mesmo paciente, e constituem

dois clones distintos).
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As amostras de MRSA obtidas de dois pacientes (10 de um paciente e 3 do outro)
apresentaram perfil eletroforético idéntico ao do clone brasileiro (FIGURA 2). Uma outra amostra
de MRSA pertencente a um paciente como amostra Unica (somente uma amostra em todo o
estudo) demonstrou ser distinta do clone brasileiro. As demais amostras bacterianas, todas de
MSSA, distribuiram-se entre 18 perfis eletroforéticos quando comparadas as amostras de um
mesmo paciente (FIGURA 2).

A determinacédo das CIM dos antibidticos testados frente as amostras de Staphylococcus
aureus demonstrou que todos apresentaram elevada poténcia, com CIMs, abaixo dos pontos de
corte para sensibilidade, sendo a vancomicina o mais ativo, com CIMg, também abaixo deste valor,
enquanto os outros antimicrobianos testados apresentaram valores acima do ponto de corte para
resisténcia (TABELA 2). Analisando-se as sensibilidades, a vancomicina foi o antimicrobiano com
maior niumero de cepas sensiveis (100%), com os outros agentes apresentando sensibilidades que
variaram de 64,2 a 76,1%.

TABELA 2: SENSIBILIDADE DAS AMOSTRAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS E VALORES
DE CIMs, E CIMgo DOS ANTIBIOTICOS TESTADOS.

ANTIBIOTICO PONTOS DE ClIMsg ClMg % SENSI-
CORTE (ng/ml) (ug/ml) BILIDADE
Ciprofloxacino S<1; R=4 <05 >16 73,5
Eritromicina S<0,5; R=8 <0,25 > 32 68,6
Gentamicina S=<4; R216 <1,0 > 64 64,2
Oxacilina S=<2; R>4 <05 >16 75,0
Sulfametoxazol-trimetoprim  S<2/38; R=4/76 <19/1,0 > 304/16 76,1
Vancomicina S<4; R=232 <0,5 <0,5 100,0

FIGURA 3: PERFIS DE PFGE DAS AMOSTRAS DE Staphylococcus aureus.
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OBS.: PM = marcador de peso molecular; MRSA = padrao das amostras de MRSA isoladas;
MRSA-CB = clone brasileiro de MRSA; 1 a 20 = perfis de amostras de MSSA isoladas.

Observando-se o tempo que cada paciente permaneceu descolonizado de Staphylococcus
aureus, podemos afirmar que na maioria dos casos a terapéutica instituida quando do isolamento

desta bactéria foi eficiente por tempos que variaram de 4 a 12 meses (GRAFICO 9).
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GRAFICO 8 — INTERVALOS DE TEMPO EM QUE OS PACIENTES ESTIVERAM LIVRES DE

Staphylococcus aureus.

TEMPO DE DESCOLONIZAGAO DE S.AUREUS

MESES

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
PACIENTES

Analisando a evolugéo da colonizagéo por Staphylococcus aureus nos pacientes, pode-
se observar que, dos 19 pacientes que apresentram esta bactéria nas suas culturas, sete o fizeram
de maneira esporédica, trés de maneira intermitente com a mesma linhagem e sete de modo
persistente. Os demais pacientes tiveram histéricos exclusivos, e todas as observagdes estao
contidas no QUADRO 4.

QUADRO 4. EVOLUGCAO DA COLONIZAGAO POR Staphylococcus aureus.
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OBSERVAGCAO

Colonizagao esporadica.
Colonizacéo intermitente com a mesma cepa.

Colonizagao persistente.

Colonizagdo primaria com MSSA, aquisigao
posterior de MRSA e manutengéo até o final do
estudo.

Colonizagao em trés episddios consecutivos com a
mesma cepa, descolonizagdo e manutencado até o
final do estudo.

Colonizagdo primaria por MSSA, aquisicao
posterior de MRSA distinto do clone brasileiro e
distinto do MSSA anterior, em um episddio.

Colonizagao com dois clones diferentes de MSSA.
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5. DISCUSSAO

A FC é causada por mutagbes no gene CFTR que, por alteragdes na viscosidade das
secregOes exocrinas dos pacientes afetados, entre elas o0 muco das vias aéreas, induz a infec¢éo
endobrdnquica crbnica que serd ao final responsavel pela evolugéo fatal de praticamente todos os
pacientes. Somente um ndmero limitado de espécies bacterianas pode ser responsabilizado por
estas infecgbes, entre elas Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae em criangas, e
Pseudomonas aeruginosa em adolescentes e adultos (BURNS, 1998).

A populagéo de pacientes observada no presente estudo compreende criangas na primeira
infancia, variando de um més a 3 anos de idade. O esperado era, portanto, que a maioria dos
colonizados o fosse por Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae, o que veio a se
confirmar pelo isolamento de Staphylococcus aureus em 19 dos 25 pacientes (76% do total).
Haemophilus spp foi também isolado na mesma proporcao de individuos, embora em um nimero
menor de amostras por paciente (18,7% das amostras dos pacientes com Haemophilus sp contra
39,67% das amostras dos pacientes com Staphylococcus aureus). Burkholderia cepacia foi
encontrado em apenas duas amostras ndo consecutivas de um mesmo paciente, com fenotipo
multissensivel, o que caracteriza ser um achado esporadico.

Antes do advento da antibioticoterapia, Staphylococcus aureus era considerado o principal
agente infeccioso dos pacientes com FC. O uso comum de terapia antiestafilococica em muitas
partes do mundo levantou ddvidas quanto ao aumento da susceptibilidade a infecgdo por outros
agentes como Haemophilus influenzae e Pseudomonas aeruginosa, com tal tratamento profilatico,
como sugerido na pesquisa clinica de Ratjen e colaboradores (2001). Um dado interessante é que
a colonizagdo crbnica das vias aéreas na FC por Pseudomonas aeruginosa € reduzida em regides
onde a terapia antiestafilocécica é administrada estritamente com base na necessidade, ao invés
de profilaticamente (GOVAN, 1987). Estéa claro, portanto, que até o momento as conclusdes sobre
o papel patogénico de Staphylococcus aureus na doenga pulmonar da FC provém de observacdes
clinicas, principalmente da interpretacao de culturas de orofaringe positivas para a bactéria como
indicativas da sua presenga no trato respiratério inferior. Faltam estudos definitivos demonstrando
um possivel efeito do tratamento contra Staphylococcus aureus quando isolado de culturas de
orofaringe obtidas de amostras clinicas de pacientes com FC (LYCZAK, 2002).

Atualmente Staphylococcus aureus € menos comum na infeccao pulmonar, talvez como
resultado do desenvolvimento de antibidticos anti-estafilocécicos efetivos e do aumento da
sobrevida dos pacientes com FC. Uma evidéncia disto € uma pesquisa em culturas post mortem
entre 1939 e 1945, a qual mostrou que a bactéria foi isolada de 92% dos casos, em contraste com
22% no Centro Dinamarqués de FC em 1976, e 28% nos Estados Unidos em 1990
(FITZSIMMONS, 1993).
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A persisténcia de Staphylococcus aureus ha muito vem sendo relatada em infecgbes
cronicas de pacientes jovens com FC. Hoiby, em 1982, relatou a incidéncia de Staphylococcus
aureus em 20% de todas as exacerbacdes pulmonares de pacientes com FC. Estes pacientes sdo
freqlentemente tratados com antimicrobianos profilaticos para prevenir complicagdes pulmonares
associadas a infecgdo por Staphylococcus aureus, freqlientemente com SXT. Apesar da maioria
das amostras ser sensivel, diversos estudos relataram a emergéncia de cepas SXT-resistentes em
pacientes com FC durante ou apds a terapia com este agente. Meios contendo baixo teor de
timidina ndo permitem o crescimento destas cepas, por isso as mesmas foram denominadas
“timidina-dependentes” (GILLIGAN, 1987). Atualmente, a denominagdo mais utilizada, SCV (small-
colony variants), refere-se ao fen6tipo de coldnias pequenas, ndo-pigmentadas e nao-hemoliticas,
que produzem quantidades muito reduzidas de a-hemolisina, persistindo intracelularmente em
sistemas in vitro (KAHL, 2003). A suscetibilidade diminuida das variantes SCV pode contribuir para
0 seu isolamento apds terapia antibiética prolongada devido a selegdo que pode ocorrer nas vias
aéreas do paciente. Estas cepas podem ser facilmente negligenciadas durante a andlise
microbioldgica de secregdes respiratérias de pacientes com FC, devido ao crescimento fastidioso e
a presenca freqliente de supercrescimento de outras espécies como Pseudomonas aeruginosa,
especialmente nos pacientes mais velhos (KAHL, 1998). No presente estudo, embora a
colonizacdo com Staphylococcus aureus tenha sido relatada com expressiva freqiiéncia e
persisténcia, ndo foram isoladas SCV, como de fato era de se esperar, tendo em vista que nenhum
dos pacientes estava recebendo terapia com SXT.

A causa da presencga precoce e persistente de Staphylococcus aureus é desconhecida,
mas sabe-se que este microrganismo é freqlientemente encontrado em culturas de orofaringe de
criangas normais apds doenga viral aguda e terapia antibidtica. Em criangas com FC,
Staphylococcus aureus contribui possivelmente para endobronquite precoce, predispondo a
colonizagdo subseqliente por Pseudomonas aeruginosa. A relagdo entre as duas bactérias nao é
conhecida completamente, mas sabe-se que infecgdo prévia por Staphylococcus aureus pode
contribuir para a inflamacdo das vias aéreas, producdo alterada de muco ou dano epitelial,
facilitando assim a aderéncia de Pseudomonas aeruginosa. Staphylococcus aureus pode lesar a
via aérea por liberagdo de toxinas extracelulares ou estimulagdo da resposta inflamatdria.
Pseudomonas aeruginosa nao adere ao epitélio respiratério na auséncia de lesdo, desnutrigao,
infeccao prévia, co-infeccdo viral ou por outras bactérias (BARTH E PITT, 1998).

Um estudo recente determinou a duragdo e a dindmica da persisténcia de Staphylococcus
aureus nas vias aéreas de pacientes com FC em um periodo de 6 anos. A média de idade dos
pacientes foi de 9,5 anos no inicio do estudo (variando de 1 a 33) e 14,5 anos no final. Foram
analisadas amostras de escarro e orofaringe, e foi considerada infeccdo persistente por
Staphylococcus aureus quando isolado por mais de 6 meses (KAHL, 2003). O tempo médio de
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persisténcia foi de 37 meses, variando de 6 a 70 meses, com os isolados SCV persistindo por mais
tempo que os de Staphylococcus aureus “padrao”, embora sem diferenca estatisticamente
significativa. O perfil eletroforético por PFGE identificou 6 clones prevalentes, isolados de mais de
um paciente, e 39 clones individuais, isolados de pacientes diferentes. A maioria dos pacientes
apresentava clones Unicos.

Embora tendo estudado uma populagao diferente quanto a idade e ao tipo de amostras
coletadas, o presente estudo pode ser comparado ao acima citado, tendo em vista os objetivos a
que se propds e a metodologia utilizada. As amostras de MSSA analisadas molecularmente, pelo
mesmo método utilizado no estudo de Kahl e colaboradores, indicaram que, comparando-se as
amostras bacterianas de todos os pacientes, diferentes clones estavam presentes. As amostras
bacterianas distribuiram-se entre 18 perfis eletroforéticos; considerando-se a identidade ou
similaridade quando comparadas as amostras entre si para um mesmo individuo, verificou-se que
a mesma linhagem persistiu colonizando o paciente durante o periodo do estudo.

O isolamento de MRSA vem aumentando em freqliéncia, e isto tem levado a pensar que
estas cepas podem se tornar um problema clinico maior que MSSA, ou, por outro lado, podem ser
uma fonte de disseminacdo de MRSA no hospital e na comunidade.

O significado clinico da infecgdo por MRSA na FC ainda ndo foi estabelecido. Um estudo
recente analisou criangas com FC durante um periodo de sete anos cujas culturas de secregdes
respiratérias revelaram a presenca de MRSA. Foram selecionados controles quanto a idade, sexo
e funcgéo respiratéria, para comparar testes de fungéo respiratéria, dados antropométricos, achados
radiolégicos, e uso de terapia antimicrobiana e esteréides um ano antes e um ano depois da
infecgdo por MRSA. As criangas com MRSA apresentaram ganho de estatura significativamente
menor e precisaram de duas vezes mais antibiéticos intravenosos que os controles ap6és um ano.
Tiveram também achados radioldgicos significativamente piores ao tempo do primeiro isolamento
de MRSA e um ano depois, mas ndo mostraram aumento do declinio do quadro radiolégico
pulmonar. Nao houveram diferencas significativas entre os dois grupos com respeito a peso, indice
de massa corporal e escore Shwachman. Também nao houve diferenga significativa no uso
anterior de esterbides ou antibiticos inalatérios. Desta forma, os autores concluiram que a
infecgdo por MRSA em criangas com FC néo afeta significativamente a fungéo respiratéria, mas
tem um efeito adverso no crescimento. Estas criangas requerem antibiéticos intravenosos em
quantidade significativamente maior e tém uma imagem radiografica de térax pior que os controles
(MIALL, 2001).

No presente estudo apenas dois pacientes apresentaram infecgcao persistente por MRSA,
com a quase totalidade das amostras bacterianas com este fen6tipo. As amostras obtidas (10 de
um paciente e 3 do outro) apresentaram perfil eletroforético idéntico ao do clone brasileiro. Os dois

pacientes provavelmente adquiriram a bactéria nas internagbes a que foram submetidos por varias
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vezes. Estes pacientes apresentaram curvas de ganho de peso constantemente abaixo do
percentil 2,5, o que pode ser comparado aos dados de Miall e colaboradores, embora nossa
amostragem tenha sido bem menor (2 pacientes versus 14 pacientes no estudo citado). O paciente
que apresentou MRSA por mais tempo tinha uma funcdo pulmonar persistentemente ruim durante
todo o periodo do estudo, enquanto o outro teve um quadro de ileo meconial, necessitando de
cirurgia logo nos primeiros meses de vida. Uma outra amostra de MRSA pertencente a um
paciente como isolado Unico (somente uma amostra em todo o estudo), demonstrou pertencer a
um clone distinto do clone brasileiro. Este paciente nunca foi internado. Os dados analisados
permitiram sugerir que a colonizacdo por MRSA tende a ser persistente e de erradicagdo mais
dificil do que a colonizagéo por MSSA.

Pseudomonas aeruginosa tem sido, nas duas Ultimas décadas, o patégeno mais
importante do trato respiratério na FC, com taxas de colonizagdo que variam de 50 a 70%, em
diferentes centros de tratamento. Embora os pacientes possam ser colonizados pela bactéria ja
nos primeiros anos de vida, ela ndo € comumente isolada do trato respiratério até a infancia tardia
e adolescéncia, seguindo a colonizagdo por Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae. O
papel dessas bactérias na patogenia da doengca pulmonar permanece controverso, ja que
Pseudomonas aeruginosa quando coloniza pacientes com FC é raramente erradicada (REIS,
1998).

As cepas iniciais de Pseudomonas aeruginosa que infectam pacientes com FC séo
descritas como “planctdnicas”. Estas cepas tendem a ser sensiveis a uma variedade de
antimicrobianos, sdo méveis e prototréficas, e tém lipopolissacaride liso. E neste estagio que
alguns investigadores acreditam que a terapia antimicrobiana agressiva possa erradicar esta
bactéria; no entanto, muitos pacientes desenvolvem infecgdo crénica com o fenoétipo “mucéide”. As
amostras mucéides sdo imdveis, freqlientemente auxotroficas, tém lipopolissacaride rugoso, e sao
freqlentemente resistentes a uma ampla variedade de agentes antimicrobianos. Estes isolados
crescem como biofilmes nas vias aéreas dos pacientes com FC. O exame do escarro de pacientes
cronicamente infectados com amostras mucoides de Pseudomonas aeruginosa revela bacilos
gram-negativos em pequenos grupos circulados por material amorfo que se cora gram-negativo.
Este material € o polimero polissacaridico denominado alginato, que forma a matriz do biofilme e
torna os organismos nele mergulhados refratarios ao clearence pelo sistema imune (MILLER e
GILLIGAN, 2003).

A producdo do lipopolissacaride rugoso se da geralmente por cepas de muito baixa
toxigenicidade, o que talvez explique porque atingem uma densidade tdo alta na &rvore
traqueobrdnquica da FC, sem invadir ou causar toxemia no paciente infectado. As cepas mucoéides
predominam em pacientes com FC, em contraste as isoladas em pacientes com outras doengas, e

se porventura cepas mucéides sdo isoladas de pacientes nao-FC, elas estdo geralmente
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associadas a infecgdes cronicas. As amostras ndo-mucéides sao freqlientemente encontradas no
inicio da colonizagdo, ou quando a infeccdo é ainda intermitente (REIS, 1998). Ao tornar-se
cronica, as amostras mucdides as substituem, como foi comprovado em estudos in vitro, que
demonstraram que isolados ndo-mucdides aderem em maior niUmero as células epiteliais bucais do
que os mucdides. As amostras mucoéides estdo associadas, além disso, com resposta pronunciada
de anticorpos, diferentemente do que se da com as cepas nao-mucobides (HOIBY, 1982). A
pequena minoria de pacientes que ndo adquirem Pseudomonas aeruginosa mucoide, inclusive
aqueles somente portadores de cepas nao-mucéides da bactéria, apresentam fungédo pulmonar
significativamente melhor ao longo do tempo comparando-se com pacientes de FC infectados com
cepas mucoéides. Conforme a funcéo pulmonar piora, o isolamento de Staphylococcus aureus e
Haemophilus influenzae nao tipavel também diminui, indicando que estas bactérias provavelmente
nao tém um papel importante neste estagio da patogénese da doenga pulmonar da FC (LYCZAK,
2002).

O grupo de Ramsey publicou recentemente um estudo longitudinal abordando as
alteracdes fenotipicas e genotipicas em amostras de Pseudomonas aeruginosa isoladas de
orofaringe e lavado broncoalveolar de criangas pequenas com FC, em um coorte de 40 pacientes
durante os trés primeiros anos de vida. Foi verificada uma grande variabilidade genotipica, cada
paciente apresentando gendtipos exclusivos. Cepas isoladas precocemente apresentavam um
fendtipo distinto das cepas comuns de FC: geralmente n&o-mucdides e sensiveis a
antimicrobianos. Os resultados das culturas demonstraram que 72,5% dos pacientes albergavam
Pseudomonas aeruginosa em seus trés primeiros anos de vida. Combinando os resultados de
cultura com testes sorolégicos, 97,5% dos pacientes tinham evidéncias de infeccdo até esta idade,
0 que sugeriu que a infecgao por esta bactéria ocorre precocemente na FC e pode ser intermitente
ou nao detectavel por cultura (BURNS, 2001).

Os resultados do presente estudo foram semelhantes, embora com uma incidéncia bem
menor de Pseudomonas aeruginosa, apesar da metodologia laboratorial utilizada ser
essencialmente a mesma. Apenas 36% dos pacientes apresentaram este patégeno nas culturas,
com nenhum dos pacientes sendo colonizado persistentemente. As amostras foram todas
multissensiveis e ndo-mucoides. Os resultados de Ramsey alertam para a necessidade do uso de
recursos laboratoriais sensiveis para isolamento do patégeno e pesquisa de anticorpos especificos
no sentido de detectar precocemente a infecgéo e a inflamagao tipicas da doenga.

Haemophilus influenzae é a terceira bactéria mais comum isolada do trato respiratério de
pacientes com FC (aproximadamente 15% dos pacientes). O microrganismo pode ser tipicamente
isolado de amostras de criangas com FC obtidas por broncoscopia e cultivadas quantitativamente,

mas é raramente isolado de adultos com FC. A incapacidade de detectar Haemophilus influenzae
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em adultos com FC pode ser explicada por provavel sobreposicdo do seu crescimento por coldnias
de Pseudomonas aeruginosa mucéide (MILLER e GILLIGAN, 2003).

Haemophilus influenzae esta freqlientemente envolvido em infec¢des pulmonares cronicas
e exacerbagdes agudas de pacientes com FC, principalmente criangas na primeira infancia. A
bactéria é geralmente nao-tipavel, o que é caracteristica das cepas isoladas de pacientes com
outras doencas respiratérias crénicas. A producdo de B-lactamase tem sido observada em até 20%
dos pacientes com FC, com variagbes de um centro para o outro (GILLIGAN, 1991). Em um estudo
recente realizado na Espanha, foram estudadas 188 amostras de Haemophilus influenzae isoladas
de 30 pacientes com FC durante um periodo que variou de um a sete anos. Foram caracterizados
115 gendtipos por tipagem eletroforética por PFGE, e na maioria dos pacientes foi observada
colonizagdo crénica com mudltiplos clones da bactéria. A resisténcia a antimicrobianos estava
associada com persisténcia por extensos periodos de tempo. Os autores concluiram que as
amostras de Haemophilus influenzae isoladas de pacientes com FC apresentam uma prevaléncia
acentuada de cepas hipermutaveis (ROMAN, 2004).

O presente estudo nao detectou persisténcia de colonizacdo por Haemophilus spp,
embora, como Barth e Pitt ja alertaram em uma revisdo de 1998, a discrepancia na freqiiéncia
desta bactéria pode ser devida ao método usado para o seu isolamento de amostras respiratorias.
O supercrescimento de bactérias da microbiota da orofaringe, especialmente estreptococos do
grupo ‘“viridans”, pode dificultar a visualizacdo das colbnias transparentes e pequenas de
hemofilos, especialmente se nao for utilizado um meio com enriquecimento especifico para o seu
crescimento, como o suplemento VX. Das 28 amostras testadas para produgéo de B-lactamase,
oito apresentaram-se produtoras da enzima, ou seja 28%, algo superior ao observado no estudo
espanhol.

Poucos trabalhos citam o isolamento de Streptococcus pneumoniae em secregdes
respiratérias de pacientes com FC. Gilligan, em uma extensa revisdo publicada em 1991,
considerou que esta bactéria poderia ser isolada ocasionalmente de amostras respiratérias de
pacientes com FC, embora qualquer papel que pudesse ter na doenga pulmonar destes pacientes
provavelmente seria secundario (GILLIGAN, 1991). Nas culturas dos pacientes envolvidos em
nosso estudo foram obtidas 20 amostras de Streptococcus pneumoniae de 16 pacientes, mas nao
foi atribuida significancia a estes achados. Bacilos gram-negativos outros que ndo Pseudomonas
aeruginosa e Burkholderia cepacia ndo foram considerados relevantes e foram ignorados.

A vigilancia do aparecimento de amostras de Burkholderia cepacia € uma preocupagao
constante para as pessoas envolvidas no cuidado de pacientes com FC. O prognéstico assustador
que envolve o surgimento desta bactéria justifica todos os esforgcos empreendidos no isolamento
quase sempre dificil deste patégeno. Embora a populagdo envolvida em nosso estudo

compreendesse criangas em sua maioria ainda nao infectadas cronicamente, em uma delas foi
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isolada Burkholderia cepacia em duas amostras consecutivas, mas a bactéria ndo persistiu por
mais tempo. O fendtipo multissensivel levou-nos a crer se tratar de um achado irrelevante, num

paciente cronicamente infectado com MRSA e tratado prolongadamente com diversos antibioticos.
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6. CONCLUSOES

1. Staphylococcus aureus foi o primeiro patdégeno isolado e a bactéria que apresentou maior
ocorréncia por paciente e no total da populagéo estudada.

2. A colonizagao por Haemophilus spp foi transitéria, com baixo nimero de isolamentos por
paciente. A incidéncia de amostras produtoras de B-lactamase na populacdo estudada foi
alta.

3. Pseudomonas aeruginosa apresentou-se nao-persistente e com fenoétipos ndo-mucéides e
multissensiveis, sugerindo que a infecg¢éo foi intermitente e nao crdnica.

4. As linhagens de Staphylococcus aureus sensiveis apresentaram-se como policlonais e
exclusivas de cada paciente, indicando que provavelmente foram adquiridas dentro do
circulo social proprio. As linhagens de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes
(MRSA) sugerem origem hospitalar, visto apresentarem perfil eletroforético idéntico ao do
clone brasileiro descrito por Sader, em 1994. A freqiéncia de MRSA na populagao
estudada é preocupante devido a possibilidade de disseminacdo a outros pacientes com
FC.

5. Bactérias emergentes como Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia e
Achromobacter xylosoxidans nao séo frequentes nesta populacao.

6. A metodologia utilizada para o processamento das amostras pode ser recomendada para
uso rotineiro nos laboratérios de microbiologia clinica. Para amostras de pacientes que
fizeram ou fazem uso de SXT é necessario acrescentar uma placa de agar manitol-salgado
para inoculacdo inicial, com a finalidade de favorecer o isolamento de amostras SCV. Nas
criangas colonizadas por Pseudomonas aeruginosa é recomendavel a pesquisa de
Burkholderia cepacia através do uso de meio seletivo apropriado.

7. O tratamento utilizado permitiu que a maioria dos pacientes colonizados por
Staphylococcus aureus fosse descolonizada e assim permanecesse por periodos de 4 a 12

meses.
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"™ HospiTAL DE cLiNICAS ,
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho(a) tem a doenca denominada fibrose cistica e estd sendo convidado(a) a participar de
um estudo intitulado " Estudo da evolugio da colonizacdo bacteriana na fibrose cistica ". E através das
pesquisas clinicas que ocorrem os avangos na Medicina, e a participagdo de seu filho(a) é de fundamental
importancia.

O objetivo desta pesquisa é acompanhar a infec¢do bacteriana do pulmdo de criancas com fibrose
cistica que foram diagnosticadas pelo teste do pezinho, a fim de se tratar estas infeccdes e melhorar a
condi¢do de vida destes pacientes.

Caso seu filho(a) participe da pesquisa, serd necessdrio fazer coleta de material da garganta (através de
esfregaco da garganta com um palito comprido com algoddo na ponta), em todas as consultas médicas de
rotina, previamente agendadas. Para tanto seu filho(a) deverd comparecer ao Hospital de Clinicas para
consultas médicas de acompanhamento e exames de laboratério, uma vez por més por aproximadamente 1
ano.

Nao ha nenhum tipo de risco para seu filho(a) ao participar da pesquisa, e os beneficios esperados sdo:
aumento da qualidade de vida dos pacientes, com a diminui¢do das infeccdes .

Os médicos responsdveis pelo atendimento de seu filho(a), Dr. Nelson Augusto Rosario Filho e Dr.
Carlos Antonio Riedi, poderdo ser contatados no Hospital de Clinicas, de segunda a sexta-feira, das 8§ as 12
horas, no 14° andar, telefone: 360-1800 ramal 6216.

Estdo garantidas todas as informacdes que vocé queira, antes durante e depois do estudo.

A participagcdo de seu filho(a) neste estudo € voluntdria. Vocé tem a liberdade de recusar que seu
filho(a) participe do estudo, ou se aceitar participar, retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato
ndo implicard na interrupc¢ao do atendimento do seu filho(a), que estd assegurado.

As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que executam a
pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informacdo for divulgada em relatério ou
publicacio, isto serd feito sob forma de cédigo, pois esses dados sdo confidenciais.

Pela participagdo no estudo, os pais ou responsdveis pelo paciente ndo receberdo qualquer valor em
dinheiro, mas terdo a garantia de que qualquer problema decorrente do estudo serd tratado no préprio Hospital
de Clinicas.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera o nome de seu filho(a), e sim um cédigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo
do estudo do qual meu filho(a) foi convidado a participar. A explicacdo que recebi menciona oS riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper a participa¢do de meu filho(a) no estudo a
qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisdo afete seu tratamento com o médico
dele(a). Eu entendi que qualquer problema relacionado ao tratamento serd tratado sem custos para mim.

Eu concordo voluntariamente com que meu filho(a) participe
deste estudo.

Curitiba, __ /__/

Assinatura do responsavel legal pelo paciente

84



ANEXO 2

FICHA CLINICA

85



" -

o HOSPITAL DE CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
Servico de Analises Clinicas

Segéao de Bacteriologia

PROJETO DE TESE DE MESTRADO EM MICROBIOLOGIA

DRA. HELENA HOMEM DE MELLO DE SOUZA

TITULO: Estudo da evolugdo da colonizacdo bacteriana na fibrose cistica.

QUESTIONARIO A SER APLICADO AOS PACIENTES:

NOME: RG:
DATA NASCIMENTO: ....../oweneed PROCEDENCIA:
VISITA DE ROTINA? SIM © DATA ULTIMA VISITA:

NAO o feereredd
EXACERBACAO DE SINTOMAS? SIM o

NAO o
SINTOMAS RESPIRATORIOS: TOSSE ~ © OUTROS o
CANSACO O

USO DE ANTIBIOTICOS NOS ULTIMOS 15 DIAS? SIM ©
QUAIS? NAO o
PESO (PERCENTIL): ceoovsscevverrrrsrneen ESCORE Z.........
PRESCRICAO ANTIBIOTICOS: SIM o
QUAIS? NAO o
PREENCHIDO POR: DATA: wcovveesrr]
COLETA DE OROFARINGE
COLETADO POR: DATA: covseevrrn]
SECRECAQ? SIM

NAO o
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PROCESSAMENTO E INTERPRETAGAO DE CULTURAS DE OROFARINGE
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10.
11.
12.
13.

14

. |
#  HOSPITAL DE CLiNICAS ,
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
Servico de Analises Clinicas

Secao de Bacteriologia

Projeto: Estudo da Evolu¢do da Colonizag¢do Bacteriana na Fibrose Cistica.

PROCESSAMENTO E INTERPRETAGAO DE CULTURAS DE OROFARINGE

Coleta de material de orofaringe (pilares tonsilares e faringe posterior) dos pacientes atendidos no
Ambulatério 438 - Fibrose Cistica RN (SAM-7), com swab estéril com haste de madeira e espétula de
pléstico (um tnico swab).
Ap0és a coleta colocar o swab em tubo com 1ml de tampao PBSG (PBS com 0,1% de gelatina).
Ao chegar na Sec¢ao, registrar a entrada do exame no SIH e anexar o formulario de cultura de orofaringe.
Agitar em vortex por 30 segundos, aguardar alguns segundos, abrir o tubo e desprezar o swab.
Semear com alca calibrada 1:100 por esgotamento (como urina) em:
- 4gar-sangue
- 4gar-chocolate suplementado
- 4gar MacConkey
Incubar em estufa a 35-37°C as placas de dgar-sangue e agar-chocolate por até 48 horas em jarra com tensdo
de CO, separada das outras culturas da rotina.
Incubar em estufa a 35-37°C as placas de 4gar MacConkey por até 72 horas em atmosfera normal, em bandeja
separada das outras culturas da rotina.
Anotar os tipos de coldnias com as contagens correspondentes no formuldrio préprio (considerar a contagem
da placa com maior nimero de colOnias).
Verificar a producdo de pigmento de Pseudomonas nas placas originais ou nos meios de identificacdo ou no
Mueller Hinton.
Verificar a presenca de coldnias mucéides de Pseudomonas.
Identificar todas as coldnias com crescimento significativo conforme protocolo préprio.
Fazer antibiograma manual de todas as bactérias significativas.
Encaminhar as bactérias significativas para congelamento em freezer a — 80°C.
. Bactérias consideradas “‘significativas’:
P. aeruginosa
B. cepacia
S. aureus
S. maltophilia
H. influenzae
A. xylosoxidans
S. pneumoniae

H.A.P.H.M.S./2003
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INTERPRETAGCAO DE CULTURAS DE OROFARINGE
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Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Projeto: Estudo da Evolu¢do da Colonizag¢do Bacteriana na Fibrose Cistica.

CULTURA N° DATA: / /

I NOME DO PACIENTE: Registro HCI

INTERPRETACAO DE CULTURA DE OROFARINGE - FIBROSE CISTICA

TIPOS DE AGAR SANGUE A. CHOCOLATE MACCONKEY
COLONIA (Tipo de «col. com (Tipo de «col. com (Tipo de col. com
. contagem) contagem) contagem)
COLONIA 1
COLONIA 2
COLONIA 3
COLONIA 4
P. aeruginosa MUCOIDE PIGMENTO
SIM SIM
NAO NAO
Resultado.:
Bactérial: Cont. Cols (bac.1):.ceueeeeneiiereneeneennens
Bactéria 2 Cont. Cols (DAC.2):ueerueeiieeeneeeeeeenanens
Bactéria 3 Cont. Cols (baC.3):ueereeeiieeenneenieeennens
Bactéria 4 Cont. Cols. (bac.4):

1. Considerar a contagem de colonias do meio ¢/ contagem mais alta.
2. Relatar todos os tipos de coldnia com as respectivas contagens.
3. Fazer antibiograma e identificag@o principalmente das bactérias abaixo.
P. aeruginosa
S. aureus
H. influenzae
B cepacia
S. maltophilia
A. xylosoxidans
4. Congelar todas bactérias significativas no freezer a -80°C.
5. Outras bactérias: consultar Helena ou Libera.
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ANEXO 5

DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) PELO METODO DE
DILUICAO EM AGAR

REFERENCIA: NCCLS. M100-S14: National Committee for Clinical Laboratory Standards: MIC
Interpretive standards for Staphylococcus spp. p. 2004.
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DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MIiNIMA (CIM)
PELO METODO DE DILUICAO EM AGAR

Foi realizado teste de suscetibilidade por diluicho em agar, para determinagdo da
concentracdo inibitéria minima das cepas de Staphylococcus aureus armazenadas, frente aos
seguintes antimicrobianos: ciprofloxacino, eritromicina, gentamicina, oxacilina, sulfametoxazol-

trimetoprim e vancomicina.

Preparo das solucdes de antibioticos:

Eritromicina, sulfato de gentamicina, oxacilina sédica monohidratada,
sulfametoxazol, trimetoprim cristalino e vancomicina foram adquiridos comercialmente da
empresa Sigma-Aldrich®; ciprofloxacino foi adquirido da empresa ICN Biomedical. Foram
testadas as concentracgdes fornecidas pela literatura (NCCLS, 2004), entre as quais
encontravam-se os pontos de corte (breakpoints) para classificacdo das amostras nas
categorias sensivel (S), resistente (R) e intermediario (I) (TABELA 1). A amostra era
composta de cepas de S. aureus sensiveis e resistentes a oxacilina (MRSA e MSSA),
inicialmente classificadas pelo teste de difusdo em dgar e armazenadas durante o estudo.

TABELA 1. CRITERIOS DE INTERPRETAQAO DE SENSIBILIDADE SEGUNDO
O NCCLS E CONCENTRAGCOES DOS ANTIMICROBIANOS
TESTADOS PARA AMOSTRAS DE Staphylococcus aureus

ANTIBIOTICO PONTOS DE CORTE CONCENTRAGCOES
(ug/mL) TESTADAS (ug/mL)
S R
Ciprofloxacino <1 >4 0,5-16
Eritromicina <0,5 >8 0,25-32
Gentamicina <4 >16 0,5- 64
Oxacilina <2 >4 0,5-16
Sulfametoxazol-trimetoprim <2/38 > 4/76 0,5/9,5 - 16/304
Vancomicina <4 >32 0,25-16

A concentracdo da solucao-estoque foi calculada a partir da maior concentracao
testada para cada antimicrobiano, do volume de dgar Mueller-Hinton utilizado nas placas e
do volume final da solucao-estoque (TABELA 2). A quantidade em mg do antimicrobiano
necessdria para preparar as solucdes foi calculada usando a seguinte férmula:
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Peso (mg) = Vol. do Solvente(ml) X Conc. da Solucao Estoque (ug/ml)

Poténcia do antibiético(ug/ml)

TABELA 2. SOLUCOES-ESTOQUE DE ANTIMICROBIANOS

AGENTE ANTIMICROBIANO CONCENTRAGCAO POTENCIA SOLVENTE
DA SOLUGAO (ug/ml) UTILIZADO
ESTOQUE (ug/ml) )
Gentamicina 1.600 894 Agua
Sulfametoxazol/Trimetoprim 7.600/800 1000 HCI 0.05 mol/l
Ciprofloxacina 800 1000 Agua
Eritromicina 1.800 1000 Etanol 95%
Oxacilina 1.600 907 Agua

As solucdes de antimicrobianos foram esterilizadas por membrana filtrante de 0,22 pm
de diametro (Millipore®), divididas em aliquotas e estocadas a 4°C,— 20°C ou— 70°C,

conforme indicado.

Foram realizadas dilui¢Ges seriadas a partir da solucao-estoque com agua ultrapura
estéril (tipo Milli Q). Diluiu-se a solu¢do-estoque até a maior concentracdo a ser testada,
e as concentracOes seguintes foram obtidas com dilui¢Oes seriadas 1:2 até alcangar a

menor concentracdo desejada.

Preparo das placas de Mueller-Hinton agar com antimicrobianos:

O agar Mueller-Hinton foi preparado com conforme instrugdes do fabricante. Foram
distribuidas aliquotas em frascos de Castafieda estéreis. O volume distribuido em cada
frasco foi de 48 ml para sulfametoxazol/trimetoprim (SXT) e 49 ml para os demais

antimicrobianos. Apds resfriar em banho-maria até 48-50° C, foi adicionada a solucao

93




diluida do antimicrobiano, 2 ml para SXT (1 ml de sulfametoxazol e 1 ml de
trimetoprim) e 1 ml para os outros antibiéticos, totalizando 50 ml, volume necessario
para atingir a espessura preconizada de 4-5 mm do dgar em placas de 150mm de
diametro. Apés a homogeneizacdo, o meio foi distribuido em placas estéreis
descartaveis. As placas foram, entdo, refrigeradas e utilizadas até 48 horas apds o

preparo.

Procedimento técnico do teste de diluicio em agar:

O indéculo bacteriano foi preparado de forma semelhante ao utilizado para o teste de
suscetibilidade por disco-difusdao (método de Kirby-Bauer). Na seqiiéncia, realizou-se a
dilui¢do do indculo até atingir a concentragdo final recomendada por “spot” de 5-8 mm
(10* UFC/ml). Para obter esta concentracdo, o inéculo inicial foi diluido 1:10 em
solucdo salina estéril, obtendo a concentracio de 10’ UFC/ml. Ap6s a inoculag@o no
agar Mueller-Hinton, os “spots” atingiram a concentracdo de cerca de 10* UFC/ml, pois
os inoculadores depositam entre 1-2 pl da amostra sobre a superficie do dgar.

Foram distribuidas aliquotas de 100 pl do inéculo diluido em placas tipo ELISA de 96
pocos. Um multiinoculador (ou replicador) de Steer com 96 pinos foi utilizado para a
inoculacdo simultdnea das amostras aliquotadas na placa. As amostras foram inoculadas
inicialmente em uma placa controle sem antibidtico (FIGURA 1). Na seqiiéncia, as
placas foram inoculadas partindo da placa de menor para a de maior concentragdo do
antimicrobiano (FIGURA 3). No final, foi inoculada outra placa controle sem
antimicrobiano, para avaliar a eventual contaminacdo e o carreamento de
antimicrobianos durante o procedimento.

As placas foram mantidas em temperatura ambiente por no maximo 30 minutos para
secagem. Apoés este periodo as placas foram incubadas a 35°C por 16-20 horas.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentracao
que inibiu completamente o crescimento bacteriano visivel. A pelicula causada pelo
depdsito bacteriano foi desconsiderada. Os valores de CIMsy e CIMyy foram definidos
como a concentracdo inibitéria minima para inibir o crescimento bacteriano de 50% e
90% das amostras, respectivamente.

Controle de qualidade:
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Conforme recomendacdo do NCCLS, foi testada a cepa-padrao de Staphylococcus
aureus ATCC 29213, que forneceu resultados aceitdveis para todos os antibidticos
testados (NCCLS, 2004).

FIGURA 1 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DO METODO DE DILUICAO EM AGAR

Inéeulo Inicial Diluicdo 1:10 Placa tipo ELISA
U Q
(108UFC/mL) (10°UFC/mL)

(10°UFC/mL)

Replicador de Steer

Placa de MH 4gar com antibiético

1a2pL por
amostra 10¢ UFC/mL por spot
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FIGURA 2 - DETERMINAGCAO DA CIM PELO METODO DE DILUICAO EM AGAR

A) Placa de &gar Mueller Hinton sem antibidticos mostrando os “spots” inoculados no inicio do
procedimento, apds 18 horas de incubagdo, para comprovagdo da viabilidade dos isolados. As
amostras foram numeradas de 1 a 86; os isolados correspondentes as amostras de n® 36 e 83 nao
apresentaram crescimento.
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B) Placa de agar Mueller Hinton contendo 4 pg/ml de ciprofloxacino, onde somente os isolados de
n® 32 a 35, 37 a 44, 56 a 59 e 74 apresentaram crescimento, sendo portanto considerados
resistentes a esta concentragao de ciprofloxacino.

C) Placa de agar Mueller Hinton contendo 8 pg/ml de eritromicina, onde somente os isolados de n°
32 a 35, 37 a 44, 56 a 59 e 74 apresentaram crescimento, sendo portanto considerados resistentes
a esta concentragao de eritromicina.

e 8 & o

® 0o 0 © e o ® 0
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D) Placa de agar Mueller Hinton contendo 1 pg/ml de gentamicina, onde somente os isolados de n?
1,7, 32 a 35, 37 a 44, 49 a 5356 a 59, 65, 67 e 74 apresentaram crescimento, sendo portanto
considerados resistentes a esta concentra¢do de gentamicina.

E) Placa de agar Mueller Hinton contendo 16 pug/ml de oxacilina, onde somente os isolados de n?
32 a 35, 37 a 41, 43 e 44, 56 a 59 e 74 apresentaram crescimento, sendo portanto considerados
resistentes a esta concentragdo de oxacilina (isolados MRSA).
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F) Placa de agar Mueller Hinton contendo 304 pg/ml de sulfametoxazol e 16 ug/ml de trimetoprim,
onde somente os isolados de n? 32 a 35, 37 a 44, 56 a 59 e 74 apresentaram crescimento, sendo
portanto considerados resistentes a esta concentragao de sulfametoxazol-trimetoprim.

G) Placa de agar Mueller Hinton contendo 2 pg/ml de vancomicina, onde todas os isolados néo
apresentaram crescimento, sendo portanto considerados sensiveis a esta concentracdo de
vancomicina.
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H) Placa de 4gar Mueller Hinton sem antibiéticos mostrando os “spots” inoculados no final do
procedimento, apds 18 horas de incubacao, para comprovacgéo da viabilidade dos isolados
e 0 ndo carreamento de antibiéticos residuais durante a inoculagdo das placas com

antibioticos.
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ANEXO 6

ANALISE DO DNA CROMOSSOMICO DE Staphylococcus aureus PELA TECNICA DE
ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)

REFERENCIA: SILBERT, S. Pulsed-field gel electrophoresis. Sao Paulo: Laboratério Especial
de Microbiologia Clinica, 2000
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ANALISE DO DNA CROMOSSOMICO DE S. aureus PELA TECNICA DE ELETROFORESE EM
CAMPO PULSADO (PFGE)

A analise do DNA cromossémico baseia-se no principio que existem sitios de restricdo

localizados na molécula do DNA. Enzimas de restricdo irdo reconhecer estes sitios e clivardo o

DNA em fragmentos grandes. O nimero de fragmentos vai variar de um isolado clinico para outro.

Na técnica da PFGE o DNA cromossomico é extraido e fixado em agarose. Para dissolugdo da

parede celular bacteriana, detergentes apropriados, enzimas liticas e proteinase K sao utilizados.

Apéds extraido, o DNA ¢é digerido com enzimas de restricdo, separado por eletroforese em campo

pulsado, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

Preparo dos blocos de agarose com o DNA das cepas de S. aureus:

10.

11.

Colbnias frescas (24 — 48 h de incubacéo) sao utilizadas para o preparo do inéculo.

Duas a quatro coldnias s&o inoculadas em 10ml de caldo triptico de soja (TSB) ou caldo
Mueller-Hinton (MHB) e incubadas a 372 C por uma noite, com agitagéao.

Apéds a incubacao, as culturas em caldo sdo centrifugadas por 15 minutos a 3.000 rpm. O
liquido sobrenadante é aspirado e desprezado. O centrifugado é ressuspenso em 1ml de
salina e transferido para tubos tipo Eppendorf previamente numerados e pesados.

Os tubos sdo centrifugados na microcentrifuga por 15-30 segundos e 0 méximo possivel
de salina é aspirado.

O centrifugado é pesado e adicionada salina em quantidade igual (em pl) ao peso das
células do centrifugado (em mg). A suspensdo de células assim obtida é bem
homogeneizada em “vértex”.

Agarose de baixo ponto de fusdo (“low melt”) é dissolvida a 2% em agua destilada no
microondas por 30-40 segundos e colocada em banho-maria a 58° C.

10ul da suspensdo de células séo adicionados a 300ul de tampéo EC e a mistura é
homogeneizada gentilmente em “vértex”.

15ul de lisostafina séo adicionados a cada tubo.

340ul da agarose dissolvida sdo adicionados a cada tubo e bem misturados, pipetando
varias vezes e rapidamente, para nao solidificar.

A suspensdo assim preparada é colocada nos moldes para blocos, cuidando para que
sejam completamente preenchidos sem formagéo de bolhas.

Os moldes preparados sao resfriados em refrigerador por 15 minutos.
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12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

2ml de tampéao EC sao adicionados as cavidades das placas de microdiluicdo (com 6 ou 12
cavidades), identificadas de acordo com a identificagao dos blocos.

Os blocos sao cuidadosamente removidos dos moldes e colocados nas respectivas
cavidades da placa de microdiluigdo com o tampéo EC.

Os blocos séo incubados por 5 a 12 horas a 37°C.

Apods a incubagéao, o tampéo EC é aspirado dos blocos, e estes sdo enxaguados com 5ml
de tampao CHEF TE por 2 vezes, deixando de 10 a 30 minutos a temperatura ambiente.

O tampéao CHEF TE é aspirado novamente e os blocos sdo observados para verificar se
ndo estdo grudados uns em cima dos outros.

Os blocos sdo cobertos com 2ml de tampédo ES e 0,1ml de proteinase K em cada
cavidade.

A placa é enrolada em filme plastico e incubada por uma noite a 50° C.

O tampado ES é aspirado das cavidades onde estdo os blocos e as cavidades sao
enxaguadas com tampdo CHEF TE. Sdo realizadas mais 4 lavagens com 5ml de tampéao
CHEF TE a temperatura ambiente, com 1 hora de intervalo entre cada lavagem.

As placas sédo enroladas em filme plastico e armazenadas a 5°C até o momento da
digestao (os blocos podem ficar armazenados em tampao CHEF TE a esta temperatura

por meses, se necessario).

Digestdao do DNA das cepas de S. aureus com enzimas de restricao:

Sao colocados 300ul de tampao DNS nas cavidades de uma placa de microdiluicdo, de
acordo com o numero de blocos a ser digerido.

Os blocos sao cortados no tamanho apropriado, de acordo com o tamanho do pente e do
aparelho de PFGE usado.

O tampao DNS é removido assim que o ultimo bloco é colocado na placa, e substituido por
tampéao DNS fresco. Segue-se incubagéo a temperatura ambiente por 1 hora.

Esta lavagem é repetida por 4 vezes, trocando o tampao DNS a cada hora.

O tampao DNS é substituido por 50ul do tampéao de enzima de restricdo sem enzima e
segue-se incubacgéao por 1 hora a 52 C.

O tampao sem enzima é substituido por 50ul do mesmo tampéo com a enzima de restricao
(Smal).

Os blocos séo inspecionados para assegurar que todos estejam mergulhados no tampao
com a enzima. A placa é entao enrolada em filme plastico e incubada por 1-2 horas a 5° C.
Segue-se incubacgdo por 12 a 20 horas a temperatura recomendada pelo fabricante da

enzima.
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Preparo do gel de agarose:

10.

11.

12.

Para a eletroforese, junto com os blocos preparados com o DNA bacteriano, deve ser
corrido o marcador de peso molecular (PM) “lambda DNA ladder”.

O marcador de PM é cortado no tamanho dos blocos e coberto com 3ml de tampéo 0,5 X
TBE.

O tampéao é removido imediatamente e substituido por tampéao 0,5 X TBE fresco. Esta
lavagem é repetida por 4 ou 5 vezes até completar 2 horas de lavagem.

A agarose € preparada de acordo com a quantidade e o tamanho dos géis, e aquecida em
microondas até dissolu¢do (com o frasco coberto para impedir a evaporacao). Depois de
dissolvida é resfriada em banho-maria a 58-60° C.

O molde do gel € montado numa bancada reta e nivelada. O pente é preso na barra de
acrilico, deixando um espago de 1-2mm entre o final do pente e o molde do gel.

O pente é ajustado horizontalmente entre duas estantes pequenas e os blocos, incluindo
os marcadores de PM, sédo colocados na ponta dos dentes do pente e na ordem com que
serdo corridos no gel.

O excesso de liquido dos blocos € removido com pipeta ou papel filtro.

Os blocos sdo presos no pente pingando-se uma gota de agarose sobre cada um deles.
Espera-se solidificar por aproximadamente 10 minutos.

O pente é cuidadosamente virado com os blocos presos na posigéo vertical e colocado
sobre o molde, em uma das extremidades do gel.

Agarose dissolvida € distribuida cuidadosamente com pipeta por sobre o molde,
comecgando pela extremidade oposta do pente, 0 mais longe possivel dos blocos.

O gel é deixado solidificar por aproximadamente 30 minutos, quando entdo é
cuidadosamente removido o pente e os blocos examinados para ver se ficaram presos nos
espagos vazios do gel.

Os espagos vazios do gel onde estao os blocos sédo preenchidos com agarose.

Corrida do gel de agarose:

1.

A cuba do aparelho é nivelada e preenchida com 1.900ml de agua destilada e 100ml de
tampéo 10 X TBE, bem espalhado por toda a cuba.

O aparelho ¢ ligado na unidade principal.

A bomba ¢ ligada e observado se o termdmetro estd bem posicionado dentro da cuba.

O resfriador é ligado e ajustado & temperatura apropriada para a corrida.

104



10.

11.

12.

13.

14.
15.

O gel é cuidadosamente colocado na cuba, retirando todas as bolhas que se formarem
embaixo do gel.

A tampa da cuba é colocada, assegurando-se que a mesma esteja bem fechada.

O gel é deixado equilibrar-se no aparelho por 30-60 minutos.

O aparelho é ajustado quanto ao tempo inicial, o tempo final, o tempo de corrida e a
voltagem.

A corrida é iniciada apertando o botao start do aparelho.

Apds uma hora de corrida a cuba é inspecionada quanto a temperatura, a corrente e a
formacéo de bolhas.

Apéds terminada a corrida o aparelho é desligado na ordem inversa: resfriador, bomba e
aparelho principal.

O gel é cuidadosamente retirado do aparelho e colocado em uma cuba de vidro com tampa
para corar, adicionando-se 250ml| de agua destilada e 20ul de brometo de etidio.

Apds uma hora a temperatura ambiente, a solugdo de brometo de etidio é recolhida num
galdo para descarte e o gel é enxaguado com agua destilada.

O gel é coberto com agua destilada e deixado “descorando” por mais uma hora.

O gel é entéo finalmente visualizado sob luz ultravioleta e fotografado.
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ANEXO 7

ARTIGO PARA SUBMISSAO A REVISTA INDEXADA
(JORNAL DE PEDIATRIA)
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ESTUDO DA EVOLUCAO DA COLONIZACAO MICROBIANA NA FIBROSE CISTICA, COM
ENFASE EM Staphylococcus aureus.

Helena A. P. Homem de Mello de Souza'; Keite da Silva Nogueiral; Carlos A. Riediz; Ricardo da Paz Vieira3;
Libera Maria Dalla Costa“; Nélson A. Rosdrio”.

1. Mestrandas, Se¢@o de Bacteriologia do Hospital de Clinicas, UFPR.

2. Mestre, Departamento de Pediatria, UFPR.

3. Estatistico, Departamento de Estatistica, UFPR.

4. Doutora, Se¢do de Bacteriologia do Hospital de Clinicas, UFPR.

5. Doutor, Professor Titular do Departamento de Pediatria, UFPR.

A fibrose cistica (FC) é a doenga genética fatal mais freqiiente que acomete a raca branca, especialmente de
ascendéncia européia. A inclusdo da pesquisa do defeito genético responsdvel pela doenga no programa de
triagem neonatal (teste do pezinho), em setembro de 2.001, trouxe a tona diversos casos que provavelmente
seriam diagnosticados apds anos de tratamento sem sucesso de infeccdes pulmonares recorrentes. O uso de
antibidticos profilaticos comprovadamente retarda a coloniza¢do por Pseudomonas aeruginosa, a bactéria
mais comum na infec¢do bronquica e que afeta cedo ou tarde todos os pacientes com FC. A causa de 6bito
desses pacientes €, quase invariavelmente, a infec¢do e a inflamagdo provocadas pela bactéria. Alguns autores
tém levantado a hipétese de que a infec¢do por Staphylococcus aureus proporciona um milieu favordvel a
aderéncia e a instalag@o de P. aeruginosa nas vias aéreas dos pacientes com FC, e que a antibioticoprofilaxia
dirigida a S. aureus terminaria por retardar a coloniza¢do por aquela bactéria. Até o presente momento,
poucos estudos longitudinais foram relatados sobre a coloniza¢io e a dindmica da infeccio com S. aureus em
pacientes com FC.

Com o objetivo de observar a evolu¢do da colonizagdo bacteriana das vias aéreas das criancas com
FC diagnosticadas através do programa de triagem neonatal, foram realizadas culturas de material de
orofaringe, coletadas em todas as visitas de acompanhamento clinico rotineiro em ambulatério especifico do
Hospital de Clinicas da UFPR, pelo periodo de um ano.

METODOS
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Foram coletados swabs de faringe posterior de criangas com fibrose cistica, diagnosticadas como
portadoras da doenca pela triagem neonatal (teste do pezinho), e confirmagdo através do teste do suor. As
coletas ocorreram obedecendo-se a freqii€éncia de atendimento estabelecida de acordo com a evolucdo clinica
de cada paciente; desta forma, o intervalo entre as consultas variou de 15 dias a trés meses, com média de 53
dias. Foi coletado um total de 234 amostras, com uma média aproximada de 9 por paciente. Foram incluidos
no estudo todos os pacientes atendidos regularmente no ambulatério citado, pelo periodo de um ano, com
inicio em 25 de agosto de 2.003 e término em 6 de dezembro de 2.004, totalizando 25 pacientes.

O material bioldgico (swab) foi transportado em tubos com 1 ml de tampao PBS contendo 0,1% de
gelatina bacterioldgica, em caixa de isopor (1). Na chegada do material ao laboratério, as amostras foram
homogeneizadas em agitador tipo vértex por 30 segundos, e inoculadas com alca calibrada de 10 pl (0,01ml)
em trés placas com diferentes meios de cultura: dgar-sangue (AS), dgar chocolate suplementado (ACH) e 4gar
MacConkey (MC), de maneira a propiciar avaliagdo semi-quantitativa do crescimento bacteriano (2). As
placas foram incubadas a temperatura e atmosfera usuais.

As colonias suspeitas das bactérias classicamente isoladas nesta populacdo de pacientes, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ¢ Haemophilus influenzae foram identificadas utilizando os
métodos de rotina da Secdo de Bacteriologia do Servico de Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas da
UFPR (3, 4). Os mesmos isolados foram submetidos ao teste de suscetibilidade pelo método classico de
disco-difusdao (Kirby Bauer) (5). Para S. aureus foram testados cefoxitina, ciprofloxacino, clindamicina,
eritromicina, gentamicina, penicilina, sulfametoxazol-trimetoprim, e vancomicina, além do teste de triagem
para resisténcia a oxacilina de todos os isolados pelo método da placa de triagem com aquele antibidtico (6,
7). Foi realizada pesquisa de beta-lactamase nos isolados de H. influenzae pelo método do disco com
cefalosporina cromogénica (Nitrocefin®) (8). Cada morfotipo diferente (mucédide e ndo-mucdide) de
P.aeruginosa foi testado separadamente pelo método de Kirby-Bauer e a interpretacio realizada apds 24 horas
completas de incubagdo (9). As demais bactérias isoladas foram testadas pelo método tradicional ou pelo
método automatizado (Vitek — BioMerieux). As amostras bacterianas de interesse foram suspensas em
solucdo para criopreservagao (caldo infuso de cérebro e coragdo com 15% de glicerol) e armazenadas a -80°C

para testes complementares que seriam realizados em conjunto, posteriormente (10). Foram realizados testes
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confirmatérios para a identificacdo definitiva de S. aureus apds reativacdo dos isolados armazenados:
hemdlise em dgar-sangue de carneiro, prova da coagulase ligada, crescimento em meio contendo 7,5% de
cloreto de sédio, fermentagdo do manitol, pigmentacdo das colonias e atividade da desoxirribonuclease,
seguindo técnicas padronizadas (11).

Foi realizado o teste de suscetibilidade por concentracdo inibitdria minima de todos os isolados de S.
aureus armazenados, pelo método de diluicdo em 4gar, frente a diferentes concentracdes de ciprofloxacino,
eritromicina, gentamicina, oxacilina, sulfametoxazol-trimetoprim e vancomicina (12). Sessenta e cinco
isolados foram encaminhados ao Laboratdrio Especial de Microbiologia Clinica (LEMC), em Sdo Paulo, para
tipagem molecular pelo método da eletroforese em campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE)
(13).

RESULTADOS

Foram coletadas 234 amostras de orofaringe de um total de 25 criancas no periodo de 25 de agosto
de 2.003 a 13 de dezembro de 2.004, numa média de 9,3 amostras por paciente. A distribui¢do dos pacientes
quanto ao sexo foi de 48% do sexo masculino e 52% do sexo feminino. Os pacientes analisados tinham uma
média de idade de 14,3 meses para os meninos e 15,5 meses para as meninas (média 15 meses). As contagens
de coldnias variaram na ordem de 1 a 100 UFC, portanto ndo foram consideradas devido a pequena variagao.
As bactérias de interesse para a populacdo estudada, S. aureus, P. aeruginosa, H.influenzae e B. cepacia
foram isoladas em 100 amostras (42,73%), nas propor¢des apresentadas na tabela 1.

O primeiro patégeno a ser isolado dos pacientes foi S. aureus em 18 amostras, e H. influenzae em 6
amostras, sendo que em 4 delas estes dois patdgenos foram isolados concomitantemente na primeira cultura
positiva. P. aeruginosa foi o primeiro patégeno a ser isolado em somente dois pacientes, sendo que em um
deles foi isolado concomitantemente S. aureus na primeira cultura positiva.

S. aureus: dos 19 pacientes colonizados com esta bactéria foram obtidos 73 isolados, sendo que,
destes, 18 eram oxacilina-resistentes (24,6%). Trés pacientes apresentaram MRSA, sendo que dois deles
tiveram quase a totalidade dos isolados com esta caracteristica (13/14 e 4/6) e um outro paciente teve apenas
um isolado em um total de trés. Os dois primeiros pacientes citados foram internados por vdrias vezes durante

o estudo. Dos 19 pacientes, seis estavam persistentemente colonizados. A maior taxa de amostras positivas
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por paciente foi verificada com esta bactéria (37,23%, com varia¢do 10 a 82,35%). O tempo médio decorrido
até o primeiro isolamento foi de 214 dias, com um intervalo de confianca de 120 a 309 dias.

P. aeruginosa: dos nove pacientes colonizados com esta bactéria foram obtidos 15 isolados, sendo
que todos eram multi-sensiveis e ndo-mucdides. Do total de nove pacientes, seis foram anteriormente
colonizados com S. aureus, e um com H. influenzae. Nenhum paciente foi colonizado persistentemente com
P. aeruginosa, e em nenhum deles P. aeruginosa foi o primeiro patégeno a ser isolado. Das amostras
positivas para P. aeruginosa, em uma foi isolado concomitantemente Haemophilus spp., em outra MRSA, em
outra MSSA, em outras duas Haemophilus spp. € MSSA, e em 8 amostras ndo foi isolado outro patégeno. A
média de amostras positivas por paciente foi de 15,6% com um intervalo de confianca de 0 a 43,5%, e o
tempo médio decorrido até o primeiro isolamento foi de 358 dias, com um intervalo de confianca de 164 a
553 dias.

Haemophilus spp.: dos 19 pacientes colonizados com esta bactéria foram obtidos 33 isolados, sendo
que 28 foram testados para producdo de beta-lactamase. Oito eram produtores da enzima (28,6% dos isolados
testados) e 20 ndo. Nenhum paciente foi colonizado persistentemente com Haemophilus spp. A média de
amostras positivas por paciente foi de 18,7%, com um intervalo de confianga de 0 a 37,5%.

B. cepacia: foram obtidos 2 isolados de um mesmo paciente, em amostras consecutivas, com
contagens baixas (20 UFC nas 2 amostras) e os dois eram multi-sensiveis. O paciente era colonizado
persistentemente com MRSA, e ndo apresentou B. cepacia nas culturas subseqiientes.

Nao foram isolados Stenotrophomonas maltophilia e Alcaligenes xylosoxidans nas amostras
estudadas.

Foram analisados 69 isolados clinicos de S. aureus quanto ao perfil bioquimico (biotipo) e o perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos (antibiotipo). De 18 pacientes colonizados, 4 tinham apenas um isolado
cada, e portanto ndo foram incluidos nesta andlise preliminar. Dos demais, 10 apresentaram mais da metade
dos seus isolados com biotipos e antibiotipos que sugeriam tratar-se do mesmo clone, e outros 4 tinham
isolados com perfis diferentes, seja quanto ao biotipo ou ao antibiotipo.

Sessenta e cinco amostras de S. aureus foram encaminhadas ao LEMC — Laboratério Especial de

Microbiologia Clinica da Escola Paulista de Medicina, em Sdo Paulo, SP, para tipagem molecular pelo
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método da eletroforese em campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PEGE). Os isolados de MRSA
foram comparados com o clone brasileiro de MRSA na mesma andlise. Foram obtidos ao total 21 perfis
eletroforéticos distintos.

Os isolados de MRSA obtidos de dois pacientes (10 de um paciente e 3 do outro) apresentaram perfil
eletroforético idéntico ao do clone brasileiro. Um outro isolado de MRSA pertencente a um paciente como
isolado tnico, mostrou ser distinto. Os demais isolados, todos de MSSA, distribuiram-se entre 18 perfis
eletroforéticos comparando-se as amostras de um mesmo paciente (Figura 1).

A determinacio das CIM dos antibidticos testados frente aos isolados de S aureus demonstrou que
todos apresentaram elevada poténcia, com CIMs, abaixo dos pontos de corte para sensibilidade, porém a
vancomicina foi o mais ativo, com CIMy, também abaixo deste valor, enquanto os outros antimicrobianos
testados apresentaram valores acima do ponto de corte para resisténcia (Tabela 2). Analisando-se as
sensibilidades, a vancomicina foi o antimicrobiano com maior nimero de cepas sensiveis (100%), com os
outros agentes apresentando sensibilidades que variaram de 64,2 a 76,1%.

DISCUSSAO

A fibrose cistica é causada por mutagdes no gene CFTR que, por alteracdes na viscosidade do muco
das vias aéreas dos individuos afetados, induz a infec¢do endobrdnquica cronica que serd ao final responsédvel
pela evolucdo fatal de praticamente todos os pacientes. Somente um nimero limitado de espécies bacterianas
pode ser responsabilizado por estas infec¢des, entre elas S. aureus e H. influenzae em criangas, e P.
aeruginosa em adolescentes e adultos (14). A populagdo de pacientes observada no presente estudo
compreende criangas na primeira infancia, variando de um més a 3 anos de idade. O esperado era, portanto,
que a maioria dos colonizados o fosse por S. aureus e H. influenzae, o que veio a se confirmar pelo
isolamento de S. aureus em 19 dos 25 pacientes (76% do total). Haemophilus spp. foi também isolado na
mesma propor¢ao de individuos, embora em um nimero menor de amostras por paciente (18,7% contra
41,8% dos pacientes com S. aureus).

A persisténcia de S. aureus hd muito vem sendo relatada em infeccdes cronicas de pacientes jovens
com FC. Hoiby, em 1982, relatou a incidéncia de S. aureus em 20% de todas as exacerbagdes pulmonares de

pacientes FC (15). Um estudo recente determinou a duragdo e a dinamica da persisténcia de S. aureus nas vias
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aéreas de pacientes FC em um periodo de 6 anos. A média de idade dos pacientes foi de 9,5 anos no inicio do
estudo (variando de 1 a 33) e 14,5 anos no final. Foram analisadas amostras de escarro e orofaringe, e foi
considerada infeccdo persistente por S. aureus quando isolado por mais de 6 meses (16). O tempo médio de
persisténcia foi de 37 meses, variando de 6 a 70 meses. O perfil eletroforético por PFGE identificou 6 clones
prevalentes, isolados de mais de um paciente, e 39 clones individuais, isolados de pacientes diferentes. A
maioria dos pacientes apresentava clones dnicos. Embora tendo estudado uma populacdo diferente quanto a
idade e ao tipo de amostras coletadas, o presente estudo € semelhante, tendo em vista os objetivos e a
metodologia utilizada. Os isolados de MSSA analisados pelo mesmo método indicaram que um unico clone
persistia no paciente ao longo do estudo, e que, comparando-se os isolados de todos os pacientes, diferentes
clones estavam presentes.

O significado clinico da infec¢cdo por MRSA na FC ainda ndo foi estabelecido. Um estudo recente
analisou criangas com a doenca durante um periodo de 7 anos cujas culturas de secregcdes respiratdrias
revelaram a presenca de MRSA (17). Os autores concluiram que a infec¢do por esse tipo de bactéria em
criancas com FC ndo afeta significativamente a funcdo respiratéria, mas tem um efeito adverso no
crescimento. Os pacientes requerem antibiéticos intravenosos em quantidade significativamente maior e t€ém
um raio X pior que os controles. Em nosso estudo, apenas duas criancas apresentaram infeccdo persistente
com MRSA, com quase a totalidade dos isolados com este fendtipo. Os dois pacientes provavelmente
adquiriram a bactéria nas internacdes a que foram submetidos por vdrias vezes. Estes pacientes apresentaram
curvas de ganho de peso constantemente abaixo do percentil 2,5, o que pode ser comparado aos dados de
Miall e colaboradores, embora nossa amostragem tenha sido bem menor (2 pacientes versus 14 pacientes no
estudo citado). O paciente que apresentou MRSA por mais tempo tinha uma fungdo pulmonar
persistentemente ruim durante todo o periodo do trabalho, enquanto o outro teve um quadro de fleo meconial,
necessitando de cirurgia logo nos primeiros meses de vida. Os isolados de MRSA obtidos de dois pacientes
(10 de um paciente e 3 do outro) apresentaram perfil eletroforético idéntico ao do clone brasileiro. Estes
pacientes foram internados por diversas vezes. Um outro isolado de MRSA pertencente a um paciente como
isolado tUnico (somente uma amostra em todo o estudo), demonstrou ser distinto do clone brasileiro. Este

paciente nunca foi internado. Os demais isolados, todos de MSSA, distribuiram-se entre 18 perfis
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eletroforéticos; considerando-se a identidade ou similaridade quando comparadas as amostras entre si para um
mesmo individuo, verificou-se que a mesma cepa persistiu colonizando o paciente durante o periodo do
estudo.

O grupo de Ramsey publicou recentemente um estudo longitudinal abordando as alteragdes
fenotipicas e genotipicas em amostras de P. aeruginosa isoladas de orofaringe e lavado broncoalveolar (LBA)
de criangas pequenas com FC, em um coorte de 40 pacientes durante os 3 primeiros anos de vida. Cepas
isoladas precocemente apresentavam um fenétipo distinto das cepas comuns de FC: geralmente ndo-mucéides
e sensiveis a antimicrobianos (19). Nossos resultados foram semelhantes, embora com uma incidéncia bem
menor de P. aeruginosa. Apenas 36% dos pacientes apresentaram este patégeno nas culturas, com nenhum
dos pacientes sendo colonizado persistentemente; os isolados foram todos multissensiveis e ndo-mucdides.

H. influenzae estd freqiientemente envolvido em infecgdes pulmonares cronicas e exacerbacdes
agudas de pacientes com FC, principalmente crian¢as na primeira infincia. A bactéria é geralmente ndo-
tipavel, o que é caracteristica das cepas isoladas de pacientes com outras doengas respiratdrias cronicas. A
produgéo de B-lactamase tem sido observada em até 20% dos pacientes FC, com variagdes de um centro para
o outro (20). Em um estudo recente realizado na Espanha a maioria dos pacientes apresentou colonizag@o
cronica com multiplos clones da bactéria (21). O nosso estudo ndo detectou persisténcia de colonizacdo por
Haemophilus spp, embora a discrepancia na freqii€ncia desta bactéria pode ser devida ao método usado para o
seu isolamento de amostras respiratorias (22). O supercrescimento de bactérias da microbiota da orofaringe,
especialmente estreptococos do grupo ‘viridans”, pode dificultar a visualizagdo das coldnias tra nsparentes e
pequenas de hemofilos, especialmente se ndo for utilizado um meio com enriquecimento especifico para o seu
crescimento, como o suplemento VX. Das 28 amostras testadas para produgdo de [-lactamase, 8
apresentaram-se produtoras da enzima, ou seja 28%, algo superior ao observado no estudo espanhol.

Os resultados observados no presente estudo permitiram concluir que: Staphylococcus aureus foi o
primeiro patégeno isolado e a bactéria de maior ocorréncia na populacio estudada; também foi a bactéria com
maior nimero de amostras positivas por paciente. Os isolados de Staphylococcus aureus testados mostraram-
se sensiveis a ciprofloxacino, eritromicina, gentamicina, oxacilina, sulfametoxazol-trimetoprim e
vancomicina, porém o agente mais ativo foi vancomicina, com 100% de sensibilidade. A freqiiéncia de
Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA) na populacdo estudada é preocupante devido a

possibilidade de dissemina¢do a outros pacientes com FC. As cepas de MRSA foram provavelmente
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adquiridas por infec¢@o cruzada no ambiente hospitalar, visto apresentarem perfil eletroforético idéntico ao do
clone brasileiro descrito por Sader, em 1994. As cepas de Staphylococcus aureus sensiveis sdo policlonais e
exclusivas de cada paciente, indicando que provavelmente foram adquiridas dentro do circulo social préprio.
Os isolados de Pseudomonas aeruginosa, nao-persistentes e com fendtipos nao-mucédides e multissensiveis,
pressupdem que a infeccdo € intermitente e ndo crdnica. H4 necessidade de se pesquisar anticorpos
especificos contra Pseudomonas aeruginosa em criancas pequenas devido a baixa sensibilidade das culturas
de orofaringe quanto ao isolamento desta bactéria. A coloniza¢do por Haemophilus spp. foi transitéria, com
baixo nimero de amostras positivas por paciente. A incidéncia de isolados produtores de B-lactamase na
populacio estudada foi alta. A metodologia utilizada para o processamento das amostras foi adequada e pode
ser recomendada para uso rotineiro nos laboratdrios de microbiologia clinica. Para amostras de pacientes que
fizeram ou fazem uso de sulfametoxazol-trimetoprim é necessdrio acrescentar uma placa de dgar manitol-
salgado para inoculac@o inicial. Nas criangas colonizadas por Pseudomonas aeruginosa é recomenddvel a
pesquisa de Burkholderia cepacia através do uso de meio seletivo apropriado. Bactérias emergentes como
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia e Alcaligenes xylosoxidans ndo sdo freqiientes nesta
populacdo. Futuramente a continuidade deste estudo podera fornecer subsidios para a verificacdo do papel de
Staphylococcus aureus na patogénese da infeccdo pulmonar cronica dos pacientes diagnosticados pela

triagem neonatal.

Tabela 1: RESULTADOS DO TESTE DE PROPORCAO DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA AS
BACTERIAS DE INTERESSE EM FC, POR PACIENTE.

BACTERIA AMOSTRAS PROPORCAO INTERVALO DE
POSITIVAS (%) CONFIANCA (%)
Staphylococcus aureus 73/234 39,67 16,1 - 63,2
Pseudomonas aeruginosa 15/234 15,6 0-435
Haemophilus influenzae 33/234 18,7 0-37,6

Tabela 2: SENSIBILIDADE DAS AMOSTRAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS E
VALORES DE CIM;, E CIMy, DOS ANTIBIOTICOS TESTADOS.

ANTIBIOTICO PONTOS DE CIMs5, CIMy, % SENSI-
CORTE (ug/ml) (ng/ml) BILIDADE
Ciprofloxacino S<1; R>4 <05 > 16 73,5
Eritromicina S<0,5; R>8 <0,25 > 32 68,6
Gentamicina S<4; R>16 <10 > 64 64,2
Oxacilina S<2; R>4 <05 > 16 75,0
Sulfametoxazol-trimetoprim S<2/38; R>4/76 <19/1,0 > 304/16 76,1
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Vancomicina S<4; R>32 <05 <05 100,0

Figura 1: perfis eletroforéticos dos isolados de Staphylococcus aureus
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OBS.: PM = marcador de peso molecular; MRSA = padrao das amostras de MRSA isoladas;
MRSA-CB = clone brasileiro de MRSA; 1 a 20 = perfis de amostras de MSSA isoladas.
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