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BARTH, L.R. Perfil microbiologico e indicadores de gravidade em pacientes com
fibrose cistica. Campinas, 2005. p. Tese (Doutorado) — Faculdade Ciéncias Médicas ,

Unicamp.
Objetivos:

Verificar o perfil microbioldgico das secrecdes respiratorias de pacientes com fibrose
cistica e avaliar as correlacdes entre os indicadores de gravidade: escore de Schwachman,

escore de Bhalla, estado nutricional e funcdo pulmonar.
Métodos:

Foi realizado um estudo prospectivo com 76 pacientes com FC, acompanhados na
UNICAMP. Pelo estudo microbioldgico foram avaliados 76 pacientes, pelo Escore de
Schwachman 73 pacientes, pelo Escore de Bhalla foram avaliados 64 pacientes, pelo peso e

altura (escore Z) 65 pacientes e pela fun¢do pulmonar 38 pacientes.
Resultados:

A média de idade foi de 9,48 anos (dp = 5,47) e mediana de 8,2; género feminino: 39
(51,32%); raga caucasoéide: 93,4%. AF508: 54,6% dos 152 cromossomos analisados. Foram
realizadas 871 culturas das secrecoes das vias aéreas, com uma média de

4culturas/paciente/ano.

Achados microbioldgicos: H. Influenzae = 84,2%; S. aureus = 92,1%; S. aureus resistente
(MRSA) = 1,43%; S. aureus sensivel a vancomicina = 100%; P. aeruginosa = 88,2%; P.
aeruginosa mucéide = 72,4%; colonizacdo precoce na infancia (70%);P. aeruginosa

multiresistente = 1,49%; B. cepacia (meio nao seletivo) = 3,9%%; B. cepacia

(meio seletivo) 11,84%; B. cepacia multiresistente = 17%; S. maltophilia = 17,1%;

A. xylosidans = 9,2%; presenca de fungos = 85%; A. fumigatus = 32,9%.

Indicadores de gravidade: escore de Schwachman leve (excelente ou bom) = 46,58%;
moderado (médio) = 31,5%; grave (moderado e grave) = 21,92%; média do escore de
Bhalla = 15,9 pontos (dp = 4,60); espessamento peribronquico = 96,9%, pluggs de
secrecdo = 84,4%, bronquiectasias = 75%, perfusio em mosaico = 48,4%,

consolidagdes/atelectasias = 43,8%, enfisema = 1,6%.
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Avaliagdo nutricional: normais (ZP > O) = 14%, desnutridos (ZP < 0) = 86%, desnutri¢do
leve (0 < ZP = -2) = 51%, desnutricdo moderada (-2 < ZP > -3) = 23%, desnutricdo grave
(ZP < -3) = 12%, estatura normal (ZA > 0) = 21,5 % e baixa estatura (ZA < 3,0) = 1,5%.

Teste de funcdo pulmonar: normal = 23,68%; distirbio ventilatério obstrutivo = 42,11%;
distarbio ventilatério misto = 26,32%; disturbio ventilatério restritivo = 7,89%;
comprometimento leve da funcdo pulmonar = 47,4%; comprometimento

moderado = 21,1%; disturbio ventilatorio grave = 7,89%.

Houve correlag@o estatisticamente significativa entre os seguintes fatores de gravidade:
escore de Schwachman vs estado nutricional; escore de Schwachman vs escore de Bhalla;
escore de Schwachman vs funcdo pulmonar (VEF1); escore de Bhalla vs fungao pulmonar
(VEF1) (p < 0,01) e estado nutricional (peso) vs fun¢do pulmonar (VEF1) (p < 0,05). Nao

houve correlagdo entre o escore de Bhalla e o estado nutricional (peso) (p = NS).
Conclusoées:

O presente estudo identificou uma alta prevaléncia de P. aeruginosa, S aureus e fungos nas
vias aéreas de pacientes com FC. Os indicadores de gravidade apresentaram uma boa

correlagdo com a gravidade dos pacientes com FC.
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ABSTRACT
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Microbiology profile and severity markers in CF patients.

Objective: To identify the prevalence of organisms in sputum from patients with CF and
determine the correlations among the severity markers of disease: Schwachman score,

Bhalla score, nutritional status and lung function.

Methods: Prospective study (2001-04) performed at the State University of Campinas
Medical School.Unicamp. The secretions were obtained from induced cough or sputum
samples of 76 patients The cultures took place in a selective media. The genomovars was
identified by PCR. The analyzed CF severity variables included score Schwachman in 73
patients , Bhalla score in 64 patientes, weigh and height were assessed by Z score in 65

patients and Pulmonary Function Tests (PFT) in 38 patients.

Results: 9.5 years (newborn-22 years) was the mean age anda median of 8.2 years; 39
females. White race: 93.6%. Delta F 508 was present in 83/152 (54.6%) of the analyzed

chromosomes. 871 cultures were realized within the mean of 4cultures/patients/year.

Isolated microorganisms: H influenzae = 84.2%; S aureus = 92.1%; MRSA = 143, P
aeruginosa = 88.2%, (multiresistant 1.49%); P mucéide = 72.4%; B cepacia = 11.8%
(multiresistant 17%);S maltophilia = 17.1%; A xylosidans = 9.2%; A fumigatus = 32.9%.

Severy  markers: score schwachman was obtained in 73/76  patients:
(excellent/good: 46.58%, moderate 31.5% and severe 21.92%). Bhalla score was performed
in 64/76 CF patients: 15.9+4.66 medium score. The most frequent computer tomography
abnormalities were peribronquial wall thickening: 96.9%; mucous plugging: 84.4%;

bronchiectasis: 75%; mosaic perfusion: 48.4%.

Nutritional Status: Normal in 14%. Malnutrition: 86%. Mild (0 < ZP > -2) = 51%;
moderate: (-2 < ZP > -3) = 23%; severe (ZP < -3) = 12%,. Short stature (ZA < -3) = 1.5%.

PFT was performed in 38 patients older than 7 years. Normal PFT was obtained in 23.68%
of the CF patients. Obstructive ventilatory defect: 42.11%; restrictive ventilatory defect

7.9% and obstructive plus restrictive ventilatory defect: 26.32%.
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A highly significant statistic correlation was observed between SE versus BE (p<0.01); SE
versus PFT (p<0.01); BE versus PFT (p<0.01); Nutritional Status versus PFT (p<0.05). BE

versus Nutritional Score: Not significant
Conclusion:

Our study identified a great percentage of Pseudomonas and S aureus colonization in the

CF airways.

All the analyzed markers showed to be a good value in predicting the severity of the cystic

fibrosis patients.
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1 - Aspectos Gerais
1.1 - Epidemiologia

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca autossOmica recessiva, potencialmente
letal, que afeta principalmente individuos da raga caucaséide. A doenca acomete
aproximadamente 60.000 individuos no mundo e estima-se que a incidéncia varie de 1 em

cada 2.000 a 5.000 nascidos vivos, em paises da Europa , Estados Unidos e Canada

(GIBSON, R.L., et al., 2003).

No Brasil, a regido sul assemelha-se a populagdo caucasiana centro-européia.
Em outras regides, a incidéncia diminui para 1/10000 nascidos vivos.

(REIS & DAMACENO, 1988; RASKIN et al.,1993; RIBEIRO, I.D. et al., 2002).

Em 1955, segundo a CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, poucas criangas
com FC sobreviviam até a idade escolar. Porém, nos dltimos 15 anos, com os avangos na
genética, na biologia molecular, no diagndstico cada vez mais precoce, € 0 maior acesso a

terapéutica, houve um aumento na longevidade dos pacientes com FC.

Atualmente, cerca da metade dos pacientes com FC sobrevivem a terceira
década de vida (CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION —PATIENT REGISTRY, 2002).
Projecdes para o século XXI, estimam que as criancas nascidas na década de 90, possam
sobreviver em média 40 anos, aumentando cada vez mais a populacdo de adultos com a

doenca (BUSH & GEDDS, 2002).

1.2 - Critérios Diagndsticos na Fibrose Cistica
1.2.1 - Critérios Clinicos

Os critérios clinicos utilizados para o estabelecimento do diagndstico de FC,

incluem uma ou mais das caracteristicas fenotipicas descritas a seguir:
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1) Doenca pulmonar obstrutiva/supurativa ou doenga sinusal cronica, com
infeccdes bacterianas recorrentes do trato respiratorio por H. influenza nao

tipavel, S. aureus, P. aeruginosa mucéide e ndo mucéide e B. cepacia;

2) Insuficiéncia pancredtica exdcrina cronica, com sindrome malabsortiva,
déficit do crescimento poOndero-estatural e complicacdes secunddrias a

deficiéncia de vitaminas lipossoluveis;

3) Infertilidade masculina causada pela estenose ou auséncia dos canais

deferentes, levando a azoospermia obstrutiva;

4) Doenga hepdtica cronica, com evidéncias clinicas e histoldgicas de cirrose

biliar focal ou multilobular.

1.2.2 - Critérios Laboratoriais
Teste do Suor

A dosagem quantitativa de cloretos no suor € considerada o padrdo dureo no
diagnéstico da FC. O método utilizado € a iontoforese por pilocarpina, padronizado por
GIBSON & COOKE (1959). O teste possui alta sensibilidade e especificidade (>95%) e
baixo custo operacional, além de ndo ser invasivo (RIBEIRO et al., 2002). Mais
recentemente, o sistema de macroduct tem sido utilizado como alternativa ao exame

classico do suor.

Os valores dos niveis de cloro no suor podem ser classificados em: negativos ou
normais (<40 meq/l), intermedidrios ou duvidosos (40 a 60 meg/l) e positivos ou anormais
(>60 meq/l). Os testes necessitam ser repetidos em pelo menos duas ocasides diferentes, e
cada amostra precisa ter o minimo de 100mg de suor. (ROZOV,1999; RIBEIRO et al.,
2002).
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1.3 - Estudo Genético

O estudo genético, através da identificacdo das muta¢des cromossOmicas, tem
contribuido para a elucidacdo diagndstica, principalmente daqueles casos em que existe
forte suspeita clinica de FC cujos testes de suor s@o duvidosos ou mesmo normais. A
andlise das mutagdes tem um alto custo e excelente especificidade, mas baixa sensibilidade

(REIS & DAMACENO, 1988; DORNELAS et al., 2000).

Mais de 1000 mutacdes j& foram descritas no gene da FC
(CYSTIC FIBROSIS GENE ANALYSIS CONSORTIUM, 1994). A primeira mutagdo
identificada foi a mutacdo AF508. O defeito desta mutagcao é causado pela delecao de trés
pares de base adjacentes (adenina-timina-timina) no gene CFTR, que acarreta a perda da

fenilalanina na posicao 508.

A freqiiéncia da mutagdo AF508 na populacio caucaséide atinge
aproximadamente 70%. Porém, existe uma grande variacdo de acordo com a localizacao
geografica. Em paises do Norte da Europa e América do Norte, a freqiiéncia encontra-se
entre 70% e 90% (KOCH & H¢IBY, N., 1993). Nas populacdes do mediterrdneo, como a
Turquia, a freqiiéncia € de aproximadamente 32% (CYSTIC FBROSIS GENETIC
ANALYSIS CONSORTIUM, 1994).

No Brasil, RASKIN et al. (1993) verificaram que a incidéncia da mutacdo
AF508 varia de acordo com a regido estudada. Os estados da regido sul e sudeste do pais,
por sofrerem influéncias da colonizacdo européia, possuem incidéncias mais altas. No Rio
Grande do Sul, por exemplo, a prevaléncia da mutacio AF508 é de 49%, enquanto em
outros estados, como Santa Catarina, Parand, Sao Paulo e Minas Gerais, a prevaléncia da

mutacdo é de 27%, 44%, 52% e 52%, respectivamente.

1.4 - Genes Modificadores e o Fenétipo

A capacidade do gendtipo de predizer a gravidade da doenca estd diretamente
relacionada ao 6rgdo acometido. Quando as glandulas sudoriparas, pancreas e sistema

reprodutor sdo acometidos, existe uma forte correlagdo entre genétipo e fendtipo. Quando o
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6rgao acometido € o pulmao, hd uma grande dificuldade em se estabelecer esta correlagdo,
prova disto, € a presencga de pacientes homozigotos para a mutacao AF508 que possuem um

amplo espectro clinico de gravidade da doenca pulmonar (BOUCHER, 2004).

A pobre correlagdo entre gendtipo e gravidade da doenga pulmonar da FC tem
levado a procura de outro gene ou grupo de genes que possam explicar as variacoes
fenotipicas do quadro pulmonar. Genes que codificam proteinas presentes em outros
sistemas, como por exemplo, sistema imunoldgico, inflamacdo, reparacdo do epitélio,
producdo de mucina, transporte de fons pelos canais nao-CFTR ou receptores de musculo
liso, poderiam influenciar de forma indireta a gravidade da doenca pulmonar. Estes genes
responsaveis pela alteracdo do fendtipo da doenca pulmonar sdo denominados de genes

modificadores (BOUCHER, 2004; DAVIES, 2004).

Os genes da deficiéncia o-1-antripsina e da mannose binding lecitin (MBL) sao
exemplos de genes que sdo suspeitos de serem genes modificadores e estdo em fase de
investigacdo clinica. A andlise do polimorfismo do gene da deficiéncia o-1-antripsina nao
evidenciou, até o0 momento, que 0 gene possa proteger ou agravar a evolucdo da doenca
pulmonar na FC. Enquanto, a presenca do gene da mannose binding lecitin (MBL), uma
proteina que causa deficiéncia no sistema imunoldgico, mostrou que a deficiéncia da
proteina piora a funcdo pulmonar e diminui a sobrevida dos pacientes com FC, apds

aquisi¢do da infeccao cronica pela P. aeruginosa (DAVIES, 2004).

2 - Fisiopatogenia da Fibrose Cistica
2.1 - Papel da CFTR na Doeng¢a Pulmonar

O gene da FC estd localizado no brago longo do cromossomo 7q31, com cerca
de 250 Kb de DNA gendmico. O DNA codifica um RNAm de 6,4 Kb, que € transcrito em
uma proteina de 1480 aminodcidos denominada CFTR (Regulator Transmembrane
Condutance Cystic fibrosis). A CFTR € constituida por dois grupos simétricos de proteinas
separadas por uma regido citoplasmadtica central denominada reguladora ou R. Entre essas
duas regides hidrofébicas transmembranicas, forma-se um poro condutor de cloro e
mutacdes nessa regido podem alterar a seletividade do ion (figura 1) (REIS &

DAMACENQO, 1993; KOCH & H¢IBY, 1993).
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Figura 1 - CFTR e suas relagdes com a membrana celular

A figura 1 foi reproduzida da referéncia GIBSON, R.L; BURNS, J.L. and RAMSEY, B.W

State of Art — Pathophysiology and Management of Pulmonary Infections in Cystic Fibrosis
(Am J Crit Care Med vol.168.918-951, 2003)

Normalmente, a CFTR € expressa na superficie das células epiteliais das vias
aéreas, pancreas, glandulas salivares e sudoriparas, intestino e aparelho reprodutor. A

auséncia de atividade do canal de cloro (CFTR) na superficie epitelial € uma caracteristica
patognomonica da FC (ITO, 2003).

2.2 - Func¢do da CFTR

Em condi¢des normais, existe um fluxo continuo de sédio do liquido de
superficie das vias aéreas em dire¢do ao meio intracelular e, posteriormente, para o espaco

intersticial. Simultaneamente a entrada de s6dio, ocorre o influxo de cloro e potdssio do

intersticio para o meio intracelular, pela acdo da ATPase (cAMP). O actimulo de cloro no
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ambiente intracelular provoca um gradiente eletroquimico, proporcionando a saida do fon,
através dos canais de cloro, para o liquido de superficie das vias aéreas. O fluxo da 4gua
transepitelial acompanha o balango do transporte dos fons. (KOCH & H¢IBY, 1993;
ROZOV, 1999).

Na Fibrose Cistica, o funcionamento inadequado da CFTR, provoca um
acimulo do ion cloro dentro da célula, aumentando a eletronegatividade intracelular e
causando aumento do fluxo de sédio, através dos canais de sédio (ENaC) para fora da
célula, com o objetivo de preservar o equilibrio eletroquimico interno.

(REIS & DAMACENO, 1993; KOCH & H¢IBY, 1993; ROZOV, 1999).

Os canais de sodio (ENaC) sdo responsaveis pela reabsor¢do de sddio
(acompanhado pela dgua) do liquido de superficie das vias aéreas e sdo expressos em todo
o aparelho respiratdrio, inclusive no epitélio alveolar. A reabsorcdo € necessdria para
manter relativamente constante a quantidade de liquido nas vias aéreas. Normalmente, a
CFTR regula também os canais de sodio (ENaC), diminuindo sua atividade. Na FC, a
auséncia da CFTR faz com que a atividade da ENaC fique aumentada, provocando um
incremento na reabsorcdo de sédio e dgua, através do epitélio. A combina¢do do aumento
da reabsorcdo de sédio e agua, através do ENaC, e a diminuicdo da secrec¢do do ion cloro,
pela auséncia ou mau funcionamento da CFTR, resulta na diminuicdo do liquido de
superficie das vias aéreas, o que leva a desidratacdo das secrecOes respiratérias € ao

aumento de sua viscosidade, favorecendo a obstrucio dos ductos e infeccoes

endobronquicas (RIBEIRO et al., 2002; CHMIEL, & DAVIS, 2003).

2.3 - Composig¢ao das Secre¢des Respiratorias

O liquido de superficie das vias aéreas € formado por duas camadas sobrepostas
a superficie epitelial — camada de liquido periciliar ¢ camada de muco. O liquido
periciliar possui baixa viscosidade, envolve os cilios, mede cerca de 7um e tem como
finalidade facilitar os movimentos ciliares e lubrificar o gel de mucina secretado pelas
células superficiais. A camada de muco é composta por mucinas de alto peso molecular e
¢ facilmente modificada pela acdo da dgua, ions e pH (STOTLAND, et al., 1998; GIBSON
et al.,2003).
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2.4 - Classificacao das Mutagdes da CFTR

In vitro, a CFTR, ap6s ser transcrita no RNA mensageiro (RNAm) da célula
epitelial, segue para o complexo de golgi onde sofre a glicolisacdo e o envelopamento.
Ap6s sofrer este processo de maturagdo, a CFTR € enviada para a membrana celular onde
ird atuar como um canal regulador de cloro. TSUI e Col. (1995), classificaram os defeitos
das mutacdes CFTR em 5 classes distintas e a descri¢do do mecanismo de acdo de cada

defeito, assim como as mutagdes mais freqiientes para aquele defeito estdo descritas nas

figuras abaixode 2 a 7.
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Figura 2 - Funcio normal do CFTR
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Figura 3 - Classe I - Auséncia de sintese. Ex.: mutacdo G542X; 349ATT; 1717-1G—A
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Figura 4 - Classe II - Defeito na maturacdo. Ex.: mutacdo AF508; N1303K

Figura S - Classe I1I - Regulacdo defeituosa no canal. EX.: mutacdo G551D

Figura 6 - Classe IV — Diminui¢@o na conducdo. Ex.:muta¢do R347P; R117H
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Figura 7 - Classe V — Falha no processamento do RNAm. Ex.:A455E

(As figuras de 2 a 7 foram reproduzidas da referéncia GIBSON, R.L; BURNS, J.L. and
RAMSEY, B.W. State of Art — Pathophysiology and Management of Pulmonary Infections in Cystic Fibrosis.
Am J Crit Care Med vol.168. 918-951, 2003)

2.5 - Bases Moleculares da Infec¢cdo Pulmonar

A vulnerabilidade dos pacientes com FC as infec¢coes pulmonares compreende
um espectro limitado de bactérias patogénicas, especialmente a P. aeruginosa. A
patogénese da coloniza¢do pela P. aeruginosa € complexa, multifatorial e pobremente
compreendida até o momento. Vdrias hipdteses sobre os mecanismos moleculares
envolvidos no aumento da susceptibilidade dos pacientes com FC as infec¢des sdo descritas

a seguir:

2.5.1 - Hipé6tese Composicional

A mutacdo da CFTR provoca uma disfuncdo do fluxo transepitelial de ions,
alterando o volume e a composi¢c@o idnica do liquido de superficie das vias aéreas. Na
hipdtese composicional, a concentragdo de sddio no liquido de superficie das vias aéreas
estd aumentada, inibindo da atividade bactericida dos peptideos antimicrobianos e das
defensinas humanas beta 1 e 2, e favorecendo o aparecimento das infeccoes

endobronquicas (CALDWELL et al., 2002; GIBSON et al., 2003).
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2.5.2 - Hipétese do “Baixo Volume”

A CFTR tem alta expressao nas superficies epiteliais das células serosas e o
defeito no canal de cloro leva a uma diminui¢ao do volume do liquido de superficie das
vias aéreas e a desidratacdo das secrecOes respiratrias, aumentando a viscosidade e
reduzindo o clearance mucociliar. As secre¢des espessas provocam a obstrucao dos ductos
e a retengdo de microorganismos, favorecendo a proliferacdo  bacteriana

(STOTLAND et al., 1998; GIBSON, et al., 2003).

2.5.3 - Clearance Mucociliar

O clearance mucociliar € um mecanismo de defesa primario das vias aéreas e
encontra-se diminuido na FC pela desidratacdo das secrecdes respiratorias € pelo aumento
da viscosidade. Normalmente, o clearance demora em torno de 6 horas para fazer a retirada
completa do material particulado das vias aéreas. Coincidentemente, os peptideos
antimicrobianos e as defensinas humanas beta 1 e 2 , conhecidas por sua atividade
bactericida, continuam atuando durante este periodo (entre 3 e 6 horas). Na FC, o clearance
mucociliar prolongado possibilita a inativagdo destes peptideos e defensinas, favorecendo o

aparecimento das infec¢des endobronquicas (GIBSON et al., 2003).

2.5.4 - Receptor Especifico a P. aeruginosa

A mutacdo na CFTR, através da acidificacio do complexo de Golgi, leva a
formacdo de receptores asialogangliosideo-1(Asialo-GM1) na superficie celular das células
epiteliais. A ligacao dos pilos e flagelos da P. aeruginosa, S. aureus e H. influenzae aos
receptores Asialo-GM1 d4 inicio ao processo infeccioso. Bactérias, como B. cepacia e P.
aeruginosa mucoéide, penetram na camada de muco e na barreira epitelial, sem necessidade
de ligar-se a célula para desenvolver a infeccdo (GIBSON er al., 2003; CHMIEL &
DAVIS, 2003).
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2.5.5 - CFTR como Receptor da P. aeruginosa

A CFTR pode atuar como préprio receptor para a ligacdo da P. aeruginosa.
Neste caso, a célula normalmente utiliza a CFTR como “receptor” para fagocitar e
internalizar a bactéria. A célula com a P. aeruginosa sofre um processo de apoptose, sendo
descamada e eliminada pelo clearance mucociliar. Na FC, o defeito na CFTR impede que
a bactéria se ligue a célula, seja internalizada e seja destruida posteriormente, facilitando o

aparecimento da infeccdo (GIBSON et al., 2003; CHMIEL & DAVIS, 2003).

2.5.6 - Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) € uma molécula com atividade antibacteriana, que
pertence as defesas inespecificas das vias aéreas , assim como as defensinas e as lisozimas.
A enzima NOS-2 (nitric oxide synthase), responsavel pela produ¢do de NO, encontra-se
com sua atividade diminuida nas células epiteliais dos pacientes com FC. A reducdo na
producdo de NO compromete, provavelmente, a habilidade de eliminar pequenos indculos

de bactérias, favorecendo o inicio das infec¢cdes (BUSH, 2002; CHMIEL & DAVIS, 2003).

3 - Aspectos Microbiolégicos da Infeccio Pulmonar

As infec¢des recorrentes, associadas a inflamacao cronica, levam a deterioracao
progressiva do aparelho respiratério e ao aumento da morbidade e da mortalidade nos

pacientes com FC. O acometimento pulmonar € o principal fator de piora no progndstico da

doenca (SAIMAN, 2004).

3.1- Epidemiologia

As infecgOes respiratorias na FC s@o causadas por um limitado espectro de
microorganismos que sdo adquiridos a medida que a idade dos pacientes avanca. As

infecgcdes por H. infuenzae e S. aureus predominam na infincia, com uma prevaléncia de
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19% e 42%, respectivamente (SAIMAN, 2004). A aquisi¢ao da P. aeruginosa ocorre numa
fase mais tardia, atingindo uma prevaléncia de 80% entre adultos jovens. Porém, em alguns
casos ela pode aparecer na infancia e atingir uma prevaléncia de 29%

(CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION —PATIENT REGISTRY, 2000).

3.2 - Correlagdo Entre a Microbiologia das Vias Aéreas Superiores e Inferiores

As culturas de orofaringe tém sido utilizadas em criangas muito jovens que nao
conseguem expectorar o escarro, evitando o uso freqiiente da broncoscopia, considerado
um procedimento invasivo e de risco, para a obtencdo de amostras de secrecdes

respiratorias.

Contudo, ainda existe muita resisténcia em aceitar a cultura de orofaringe como
um exame que reflete a realidade das vias aéreas inferiores. RAMSEY et al. (2001),
comparando a cultura de orofaringe ao lavado bronco-alveolar (BAL) de 26 criancas que
ndo expectoravam, demonstraram que a cultura de orofaringe.,em relacio ao BAL,
apresentou uma especificidade de 90% para S. aureus e P. aeruginosa e uma sensibilidade

de 46% para P. aeruginosa e de 77% para S. aures.

ROSENFELD et al., (1999), num estudo prospectivo, realizado em 3 centros
diferentes, com protocolos independentes, avaliaram a acuricia diagndstica da cultura de
orofaringe, em relacdo ao BAL, de 141 criancas menores de 5 anos. Neste estudo, as
criancas foram divididas em 2 grupos: criangas com menos de 18 meses e criangas maiores
de 18 meses. As culturas de orofaringe e BAL foram avaliadas em relagdo a seguintes

bactérias: H. infuenzae, S. aureus € a P. aeruginosa.

No grupo de criangas menores de 18 meses, a sensibilidade e o valor preditivo
positivo foi de 44%, em ambos, para P. aeruginosa, enquanto a especificidade e o valor

preditivo negativo foi 95%, em ambos.

No grupo de criancas maiores de 18 meses, a sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e negativo para P. aeruginosa foi de 68%, 94%, 76% e 91%,

respectivamente. Foram observados achados similares para H. infuenzae € S. aureus.
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Portanto, quando a cultura de orofaringe é negativa, o isolamento da P.
aeruginosa nas vias aéreas inferiores é improvavel. Porém, quando a cultura de orofaringe
for positiva, ndo se pode afirmar com certeza absoluta, que a P. aeruginosa esta presente

nas vias aéreas inferiores.

Apesar do baixo valor preditivo positivo para a P. aeruginosa, as culturas de
orofaringe t€m sido de grande utilidade tanto para o controle clinico, como para o
direcionamento terap€utico nas infec¢des pulmonares. As culturas devem ser obtidas em
cada visita clinica, pelo menos a cada 2-3 meses, ou mais freqiientemente, se a crianca
apresentar algum tipo de intercorréncia e devem ser processadas em laboratdrios de
referéncia onde meios de cultura seletivos sao utilizados para a identificacao dos principais

patdgenos da FC (BUSH, 2002).

3.3 - Staphylococcus aureus e Haemophylus influenzae

S. aureus e H. influenza sdo bactérias patogénicas que predominam
inicialmente nas infec¢Oes respiratorias dos pacientes com FC. Antes do advento dos
antibidticos, S. aureus era apontado como a maior causa de morbidade e mortalidade na

infancia (SAIMAN & SIEGEL, 2003).

A infeccdo prévia pelo S. aureus contribui para a formag¢do do processo
inflamatério cronico, através do aumento da producdo de interleucina 8 (IL-8) e da
migracdo de neutréfilos polimorfonucleares, e para o aparecimento posterior da P.
aeruginosa (REIS & DAMACENO, 1993; ROZOV, 1999; LYCZAK et al, 2002;
SAIMAN & SIEGEL, 2003).

A aquisi¢do posterior da P. aeruginosa pode estar relacionada ao tratamento
profildtico com antibidticos anti-staphylococcus. McCAFFEY et al. (1999), num estudo em
13 pacientes com FC, tratados com diferentes regimes de antibidticos anti-staphilococcus,
mostraram que a aquisicdo da P. aeruginosa no grupo que fazia uso continuo de terapia
anti-estafilococica foi significativamente maior do que nos grupos que nio receberam

antibidticos ou que o fizeram de forma intermitente. Contudo, outros autores contestam
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estes resultados, demonstrando que ainda ndo estd bem estabelecido se a terapia

anti-estafilocdcica realmente aumenta a susceptibilidade a infeccdo pela P. aeruginosa

(LYCZAK et al, 2002).

3.3.1 - Staphylococcus aureus Meticilino-Resistente (MRSA)

Nos ultimos vinte anos, a prevaléncia de cepas de S. aureus
meticilino-resistentes (MRSA) tém aumentado dramaticamente em populacdes que
freqientam UTIs e enfermarias de hospitais. Segundo CYSTIC FIBROSIS
FOUNDATION-PATIENT REGISTRY (2002), a prevaléncia de cepas MRSA nos
pacientes com FC era de 7%, com uma variagdo de 0 a 22%. BURNS et al.(1998), num
estudo microbiolégico em 69 Centros de FC nos Estados Unidos, relataram uma
prevaléncia de 18,8%. Nestes levantamentos, foram descritas colonizagdes transitdrias por

cepas de S. aureus meticilino-resistentes, sem maiores repercussoes clinicas

O impacto clinico da presenca de cepas MRSA, por um tempo muito
prolongado, ainda ndo foi bem estudado. Porém, em criancas com FC, a infec¢do pelas
cepas MRSA ndo teve efeitos significativos na fung@o pulmonar ou no crescimento das
criancas (SAIMAN & SIEGEL, 2003; SOLIS et al., 2003), enquanto, nos adultos, ela

parece estar associada a piora da fun¢do pulmonar (THOMAS et al., 1998).

3.4 - Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é encontrada no solo ou na dgua e pode contaminar desinfetantes
e utensilios hospitalares, tornando-a um importante patégeno nas infec¢des hospitalares
devido a alta resisténcia aos antibidticos. A partir da década de 60, P. aeruginosa emergiu

como o patdgeno mais freqiiente das vias aéreas dos pacientes com FC (HOIBY, 1988).
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3.4.1 - Infeccgao Inicial pela P. aeruginosa

Na fase inicial, a colonizacdo das vias aéreas pela P. aeruginosa é intermitente
e as cepas isoladas da bactéria sdo semelhantes aquelas encontradas no ambiente, com boa
sensibilidade aos antibiticos e predominio do tipo morfolégico ndo-mucdide

(BUSH, 2002).

Mais recentemente, tem-se preconizado que a antibioticoterapia, nesta fase
inicial da colonizagdo pela P. aeruginosa, deva ser precoce e agressiva, com o objetivo de
erradicd-la totalmente das vias aéreas, retardando o aparecimento da infec¢do cronica e

melhorando a evolucao clinica da doenca (BUSH, A., 2002).

3.4.2 - Infec¢do Cronica

Quando a infeccdo pela P. aeruginosa torna-se cronica, comecam a ocorrer
mudancgas significativas, tanto na bactéria como na resposta inflamatéria do paciente.
Ocorrem mudancas nas caracteristicas fenotipicas da P. aeruginosa, passando do tipo
ndo-mucodide para mucdide, que influencia no perfil de sensibilidade aos antibidticos,
deixando-a mais resistente. Por outro lado, o paciente reage a esta mudanga fenotipica da
bactéria, produzindo uma resposta inflamatéria mais intensa, sem, no entanto, conseguir

elimind-la (DAVIES, 2002).
A) MUDANCA DO FENOTIPO NA INFECCAO CRONICA

A P. aeruginosa produz uma matriz mucéide, formada por mucopolissacdrides
denominada de alginato. Este biofilme tem a funcdo de proteger as microcoldnias de
bactérias da acdo fagocitdria e da opsonizagdo pelos macréfagos e neutréfilos, retardando a
depuracao mecénica das bactérias. O alginato pode ligar-se a camada de muco, na presenca
do célcio, aumentando a elastancia e a viscosidade das secre¢des respiratdrias e reduzindo o

clearance mucociliar (STOTLAND et al., 1998; HPIBY, 1998; GOVAN, 2002).
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B) RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

O tratamento da doenca pulmonar cronica nos pacientes com FC tem
aumentado sua longevidade. Apds anos de exposicdo sistemdtica a vérios tipos de
antibidticos, as cepas da P. aeruginosa, que inicialmente eram sensiveis, tornam-se
resistentes. A definicdo de multiresisténcia elaborada pelo Consenso de Microbiologia e
Doengas Infecciosas (CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 1994), considerada cepa
multiresistente aquela que apresenta resisténcia a todos os agentes antimicrobianos de duas
ou mais classes de antibidticos. As trés principais classes de antibidticos sdo: B-lactamicos

(incluem imipenem e astreonam); aminoglicosideos e fluoroquinolonas (ciprofloxacina).

SAIMAN et al. (1996), usando os mesmos critérios do consenso, encontraram
uma prevaléncia de 13,3% de cepas multiresistentes. Os antibidticos P-lactdmicos e
aminoglicosideos inibiram cerca de 11% das cepas multiresistentes, enquanto a
ciprofloxacina inibiu 34% das cepas multiresistentes. Quando a tobramicina e gentamicina
foram administradas em altas doses, por via inalatéria, houve uma inibicdo de 95% das
cepas multiresistentes, sugerindo que esta conduta possa contribuir para reduzir a

resisténcia bacteriana.

Os testes de sensibilidade in vitro sao freqiientemente utilizados para a selecao
da antibioticoterapia nos periodos de exacerbacdo da doenca e naqueles casos selecionados
para o transplante pulmonar. (SAIMAN et al., 1996). Porém, o fendtipo mucdide e a baixa
taxa de crescimento da bactéria dificultam a padronizacdo e a interpretacdo dos testes de

sensibilidade antimicrobiano.

0) consenso de Microbiologia e Doencas Infecciosas
(CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 1994) recomendou o uso de discos de difusdo para o
teste de sensibilidade a P. aeruginosa, assim como, para outras bactérias gran-negativas
nio fermentadoras de lactose. BURNS et al. (2001) compararam dois sistemas
automatizados de andlise de sensibilidade antimicrobiana (ViteK e Microscan-Walkaway)
com os testes de microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2000b), considerado o teste de
sensibilidade padrao ou método referéncia para avaliacio do perfil de sensibilidade. Os

resultados do estudo recomendam que os sistemas automatizados comercializados sejam
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contra-indicados para o teste de sensibilidade das cepas de P. aeruginosa isoladas na FC,
porque apresentam baixa correlacio com os antibidticos testados e altas taxas de falsa

susceptibilidade, quando comparados aos testes de microdiluicao.
C) PROCESSO INFLAMATORIO E INFECCAO CRONICA

A inflamacdo € o principal fator na patogénese da doenga pulmonar e existem
evidéncias de que a sua gravidade estd ligada a fatores genéticos ndo relacionados
diretamente ao gene CFTR, mas a outros genes modificadores relacionados ao sistema

imunolégico e inflamagao (DAVIES, 2004).

DAKIN et al. (2002) demonstraram que a intensidade da inflamacdo estava
diretamente relacionada a densidade de bactérias que colonizavam as vias aéreas. Por outro
lado, KHAN et al. (1996), num estudo com BAL em recém-nascidos, com até 4 semanas de
vida, mostraram um elevado nimero de polimorfonucleares (PMN) e altos niveis de IL8 e
do complexo elastase/o1-antitripsina. Nas culturas do BAL, ndo foi identificado nenhum
tipo de virus, bactéria e/ou fungos, sugerindo que o processo inflamatério estava presente

precocemente nas vias aéreas, antes mesmo da identificacio de qualquer tipo de infec¢ao.

Partindo do pressuposto que a inflamagdo seja um processo intrinseco, a
presenca da P. aeruginosa teria a funcdo de amplificar o processo inflamatdrio. Neste caso,
os genes modificadores teriam um papel importante no inicio do processo inflamatério e na

modula¢do de sua resposta. (ARMSTRONG et al., 1995).

Na FC, a resposta inflamatéria é predominantemente do tipo neutrofilica, com
liberacdo de mediadores inflamatérios e grande quantidade de enzimas proteoliticas,
principalmente a elastase e a proteinase 3. A elastase estimula a quimiotaxia de PMN para o
local da infec¢do, de forma direta, pela formacdo de leucotrienos 4 (LTB4) e, de forma
indireta, pela producdo de IL8 pelas células epiteliais. As proteases, principalmente a
elastase, sdo potencialmente inibidas pela a-1 antitripsina e outras antiproteases. Porém,
quando a producao de elastase e gelatinase supera a capacidade de neutralizacao do sistema
protease/antiprotease, ocorre a degradacdo proteolitica da matriz celular, elastina e
coldgeno das membranas basais, levando a destruicdo do parénquima pulmonar

(DELACOURT,C. et al., 2003).
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A elastase pode causar alteracdes em diferentes mecanismos da resposta

imunoldgica (TOSI et al., 1990)
1 - Clivar os receptores dos linfécitos T;
2 - Destruir as imunoglobulinas do tipo IgG, responsavel pela opsonizagao;
3 - Alterar os receptores do complemento (CR1);

4 - Expor os receptores epiteliais aos pilos da P. aeruginosa, facilitando sua

aderéncia;

5 - Produzir outros mediadores inflamatérios, como as citocinas ILI1, IL6,

TNF-a e IL8

Normalmente, a inflamacdo, em sua fase inicial, é formada por uma resposta
inflamatéria aguda, do tipo neutrofilica, que evolui para uma resposta inflamatoria cronica,
com predominio dos linfécitos. Na FC, a infec¢do cronica estd relacionada com uma
resposta inflamatdria predominantemente neutrofilica, com liberacdo de proteases e
mediadores inflamatérios que causam uma progressiva destruicdo do parénquima

pulmonar, sem a conversao para uma resposta inflamatdria predominantemente linfocitaria.

Recentemente, ocorreu a descoberta da lipoxina, um mediador lipidico que
modula a inflamagdo neutrofilica, que se encontra diminuido na FC, em comparacdo com
outras doengas inflamatdérias pulmonares. Quando andlogos da lipoxina foram
administrados em modelos animais com FC, a inflamagdao neutrofilica foi totalmente
suprimida, a densidade bacteriana diminuiu e a gravidade da doenca pulmonar apresentou

uma melhora sensivel.

Portanto, apesar de ainda nao estar totalmente esclarecido os mecanismos
fisiopatoldgicos da lipoxina, estes achados sugerem que hda um defeito da atividade
antiinflamatoria da lipoxina nos pacientes com FC que impede a mudanca da resposta
inflamatdria aguda para a cronica. Esta descoberta atual significa um enorme potencial
terapéutico que pode revolucionar o tratamento da doenga e melhorar significativamente a

gravidade e o progndstico da doenga pulmonar (KARP et al., 2004).
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3.5 - Microorganismos Emergentes

Nas ultimas duas décadas, a antibioticoterapia agressiva melhorou a funcdo
pulmonar e o progndstico dos pacientes com FC. Contudo, esta conduta propiciou uma
mudanca no espectro dos agentes infecciosos que acometem a FC, com aparecimento de

germes emergentes.

Recentemente, novos patdgenos como  Burkholderia cepacia,
Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosidans, Aspergillus fumigatus e
micobactérias ndo-tuberculosas (MNT), comecaram a ter relevancia clinica na FC. Porém,

somente a infeccao pela B. cepacia tem sido associada ao mau progndstico.

3.5.1 - Burkholderia cepacia

B. cepacia ¢ um importante patégeno oportunista que causa infeccoes
respiratérias na FC e na doenca granulomatosa cronica. A colonizacdo cronica pela B.
cepacia ocorre numa fase mais tardia da vida e pode persistir nas vias aéreas por periodo de
tempo prolongado, levando a um acelerado declinio da fun¢do pulmonar

(GOVAN. & DERETIC, 1999; JONES; DODD & WEBB, 2001).

3.5.1.1 - Taxonomia

A taxonomia da B. cepacia mudou bastante nos ultimos anos. Em 1992,
YABUUCHI et al.,(1992) reclassificou a Pseudomonas cepacia, assim como outras
espécies, num novo género com 22 espécies de Burkholderia, passando a denominar-se
Burkholderia cepacia, em homenagem a William Burkholder, que originalmente tinha
descrito a bactéria (COENYE et al, 2002). Porém, apesar da similaridade fenotica entre as
cepas da B. cepacia, a marcada heretogeneidade genética entre as cepas levaram
VANDAME et al (1997) a classificd-la como um complexo B. cepacia, com diferentes
espécies gendmicas, denominadas de genomovars. Na dltima década, foram identificados 9

genomovars:
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Genomovars I - Burkholderia cepacia
Genomovars Il - Burkholderia multivorans
Genomovars III — Burkholderia cenocepacia
Genomovars 1V - Burkholderia stabilis
Genomovars V — Burkholderia viethamiensis
Genomovars VI — taxonomia ndo definida
Genomovars VII - Burkholderia ambifaria
Genomovars VIII - Burkholderia anthina
Genomovars IX - Burkholderia pyrrocinia

A grande maioria das infec¢des do complexo Burkholderia cepacia é causada
pelos genomovars III (Burkholderia cenocepacia), 11 (Burkholderia multivorans) e
genomovars V (Burkholderia vietnamiensis). Nos EUA e Canadd, as cepas predominantes
sao genomovars I (Burkholderia cenocepacia) e genomovars II
(Burkholderia multivorans) (LIPUMA et al. , 2001; SPEERT et al., 2002). Na Franca,
resultados preliminares apontam uma prevaléncia dos genomovares Il e III, com 47 % e

49%, respectivamente (MARIANI-KURKDIJIAN & BIGEN, 2003).

3.5.1.2 - Epidemiologia

A partir da década de 80, a B. cepacia comecou a ser isolada entre os pacientes
com FC, com uma prevaléncia de 10% a 22% (SPEERT et al., 2002). A transmissao da B.
cepacia ocorre através do contato pessoal proximo, disseminando-se facilmente entre os
pacientes com FC. As cepas ET12 e BCESM sio consideradas fatores de aumento da
transmissibilidade da bactéria. A cepa ET12 possui um cable pilus que aumenta sua adesao

a superficie epitelial (JONES et al., 2001; SPEERT, 2002).
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3.5.1.3 - Fisiopatogenia

A viruléncia da infeccio pela B. cepacia parece estar associada a presenca de
Pili (fimbrias), particularmente o cable pilus; lipopolissacarides (endotoxinas); proteases;
lipases; hemolisinas; fosfolipase C; sideréfilos; melanina; e exopolissdcarides. Outro fator
de viruléncia da B. cepacia parece ser sua capacidade de penetrar em células epiteliais e
macrofagos. Se este parasitismo intracelular da bactéria ficar comprovado, importantes
implicagdes terapéuticas advirdo em decorréncia deste fato. Porém, ainda ndo hé evidéncias
convincentes de que estes fatores de viruléncia tenham um papel importante na doenca

pulmonar da FC (JONES et al., 2001).

3.5.1.4 - Apresentagdo Clinica

A maioria dos pacientes infectados pela B. cepacia tem um curso cronico, com

piora da funcdo pulmonar e aumento da mortalidade (GIBSON et al., 2003).

Aproximadamente 20% dos pacientes infectados com B. cepacia apresentam a
“Sindrome Cepacia”, caracterizado por pneumonia necrotizante, febre, bacteremia,

leucocitose e VHS elevado, que evolui, inexoravelmente, para a morte

Certos genomovares parecem ser mais virulentos do que outros. Embora,
existam algumas excecdes, tanto a gravidade da infeccdo como as epidemias pelo B.

cepacia estdo associadas ao genomovars Il  (Burkholderia  cenocepacia)

(GIBSON et al., 2003).

3.5.1.5 - Diagnéstico

A acurdcia do diagndstico microbiologico depende muito da qualidade dos
servicos de microbiologia e da utilizacio de meios de cultura seletivos.

(GOVAN & DERETIC, 1999).
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Viérios meios seletivos para cultura da B. cepacia tem sido utilizados:
atualmente, como BCSA (B. cepacia selective agar), OFPBL (oxidation-fermentation base
supplemented with agar, lactose, polimyxin B sulfate and bacitracin media) e Burkholderia
cepacia Agar Base - Oxéide. Os meios seletivos melhoraram tanto a qualidade de
recuperagdo da B. cepacia como a rapidez do diagndstico (72h), porque inibem o

crescimento de outros microorganismos. (HENRY et al., 1997; COENYE et al, 2002).

Os testes laboratoriais comercialmente disponiveis apresentam falhas na
identificacdo do Complexo B. cepacia e reacdes cruzadas com muitos outros
microorganismos, como  Pseudomonas  aeruginosa, Pseudomonas  putida,
Stenotrophomonas  maltophilia, Alcaligenes  xylosoxidans, Alcaligenes odorans,
Pseudomonas diminuta, Pseudomas fluorescens, Pseudomonas chlororaphis e Flavum
bacterium oryzihabitans. A sensibilidade varia de acordo com o teste utilizado: RapID NF
Plus, mostrou uma sensibilidade entre 81-88% (Innovative Dianostic System, Norcross,
Ga.), enquanto o teste API Rapid NT, apresentou uma sensibilidade de 43%
(bioMérieux-Vitek, Hazelwood, Mo). Os testes Vitek AUTO/Microbic System GNI,
(bioMérieux-Vitek) e Uni-N/F Tek e N/F Screen (Remel, Lenexa, Kans) mostraram uma

sensibilidade de 50% e 86%, respectivamente. (KISKA et al., 1996; JONES et al., 2001).

A partir da dltima década, varios métodos de diagndstico molecular, como
AFLP (amplified fragment length polymorfism) e o PCR (polimerase chain reaction) tem
sido utilizados para identificacdo e genotipagem do Complexo B. cepacia. Embora
amplamente usada, a técnica de amplificacdo do gene 16S rDNA, pelo PCR, tem uma
limitada capacidade em diferenciar as variagdes de seqiiéncia de nucleotideos dentro do
gene, o que dificulta a identificacdo do diferentes genomovars do complexo B. cepacia,
enquanto a andlise do polimorfismo do gene recA possui a capacidade de identificar os
diferentes tipos de genomavars. MAHENTHIRALINGAM et al. (2000) demonstraram que
o gene recA tem uma similaridade entre os diferentes genomovars de 94 a 95% e uma
similaridade dentro do genomovars de 98 a 99%, sendo de grande utilidade para a
identificacdo dos seguintes genomovars: B. cenocepacia, B.multivorans, B. stabilis,
B.vietnamiensis e B. ambifaria. Contudo, nenhum primer encontra-se disponivel para a

identificacdo da B. pyrrocinia e o genomovars VI.
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3.5.1.6 - Transplante Pulmonar e Burkholderia cepacia

O transplante pulmonar € a tUnica opcdo terapéutica capaz de modificar a
evolucdo da FC, na fase terminal da doenca pulmonar. A sobrevida apds o transplante
aumenta para cerca de 70%, no primeiro ano, caindo para 53%, no 3° ano, e para 48%, no

5° ano (ARIS et al., 1997).

A infeccdo no pos-operatdrio imediato, em especial, a infeccdo pela B. cepacia,
€ um dos grandes problemas do transplante pulmonar na FC. Alguns estudos tém
demonstrado que a infeccdo pela B. cepacia pode aumentar a mortalidade, no
pOs-operatorio, em 38-47% dos casos (CHAPARRO et al., 2001). Apés o 1° ano de
transplante, a sobrevida dos pacientes com infec¢ao pela B. cepacia multiresistente foi de
50%, enquanto na infecc¢do pela Pseudomonas aeruginosa multirresistentes a sobrevida foi
de 90%, sugerindo que a infeccdo pela B. cepacia multiresistente representa um alto risco

no pds-operatério dos pacientes submetidos ao transplante pulmonar (ARIS et al., 1997).

A maioria dos Centros de Referéncia em Fibrose Cistica na Europa e América
do Norte considera a infec¢do pela B. cepacia uma contra-indica¢ao formal ao transplante
pulmonar. Porém, ndo existe um consenso sobre o assunto e alguns autores discordam
desse critério, alegando que o nimero de pacientes avaliados nestes estudos ainda nao foi
significativo para se chegar a uma conclusdo definitiva sobre o assunto

(CHAPARRO et al., 2001).

Algumas medidas, como a identificagdo dos genomovars do Complexo B.
cepacia, o uso de antibioticoterapia profilatico, a drenagem dos seios paranasais e a
inclusdo precoce dos pacientes no programa de transplante pulmonar, poderiam diminuir a
mortalidade e aumentar a sobrevida dos pacientes em estdgio final da doenca

(WEBB & EGAN, 1997).
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3.5.2 - Aspergillus fumigatus

O A. fumigatus é o fungo mais encontrado nas secrecdes respiratorias dos
pacientes com FC e sua prevaléncia tem aumentado nos ultimos 15 anos, provavelmente,
devido ao aumento da expectativa de vida e pelo uso freqiiente de antibidticos no

tratamento (BARGON et al., 1999; MILLA et al., 1999; SKOV et al., 1999).

O A. fumigatus apresenta, no seu aspecto micromorfolégico, uma haste
denominada conidéforo que se dilata na sua extremidade, formando uma vesicula onde
nascem as fidlides, que dao origem a cadeias mais ou menos longas de conidios. Estes
conidios se dispersam para o ar ambiente € podem permanecem vidveis por vArios meses,
facilitando sua aspiracio pulmonar (LONDERO & GUADALUPE-CORTES, 1990;
SHARMA & CHWOGULE, 1998).

O género Aspergillus possui mais de 350 espécies. Porém, somente um pequeno
nimero de espécies sdo patoge€nicas. Entre as principais espécies estdo: Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus e Aspergillus niger, sendo o primeiro considerado o mais
importante pela freqiiéncia com que acomete o ser humano (SHARMA & CHWOGULE,
1998).

3.5.2.1 - Epidemiologia

A presenca do A. fumigatus nas secrecOes respiratorias de pacientes com FC é
relativamente freqiiente, com uma prevaléncia que varia de 9 a 57%, enquanto a
sensibilizacdo dos pacientes com FC ao fungo, pelo teste cutdneo positivo para Aspergillus

fumigatus, ocorre em 31 a 59% (WOJNAROWSKI et al., 1997; SKOV et al., 1999).

3.5.2.2 - Fisiopatogenia

A habilidade do A. fumigatus em colonizar o trato respiratorio dos pacientes
com FC é bem conhecida. O fungo possui a capacidade de sobreviver a grandes variacoes

térmicas, de 15 a 53 °C (LONDERO & GUADALUPE-CORTES, 1990).
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Quando os esporos sao inalados dao origem as hifas, que provocam a liberacao
de vdrios metabdlitos citotoxicos e proteinas, favorecendo a persisténcia do A. fumigatus
nas vias aéreas. O antigeno Afl € um potente inibidor da sintese de proteinas, enquanto a
gliotoxina, fumagilina, fumigatina e 4cido helvdlico sdo responséveis pela imunossupressao

e inibicdo da fagocitose pelos macréfagos (SLAVIN, 1996; MILLA et al., 1999).

3.5.2.3 - Significancia Clinica do A. fumigatus

O A. fumigatus pode causar uma variedade de sindromes clinicas, desde leves,
com asma alérgica; passando por formas moderadas, como aspergilose broncopulmonar
alérgica; até infec¢des muito graves, como as formas invasivas que comprometem os
pacientes imunodeprimidos (LONDERO & GUADALUPE—CORTES, 1990; ANDRIOLE,
1993; NEUVEGLISE et al., 1997; SHARMA & CHWOGULE, 1998).

Entretanto, ndo hd um consenso sobre a significancia clinica da presenca do A.
fumigatus nas secregOes respiratdrias dos pacientes com FC. MILLA et al. (1996)
demonstraram, através de um estudo de regressao logistica, que a presenca do A. fumigatus
nas secregoes respiratorias dos pacientes com FC, apds ajustes para idade e gé€nero, ndo

estava associado a piora da doenca pulmonar.

A funcdo pulmonar apresenta um declinio acentuado somente na Aspergilose
Broncopulmonar Alérgica (ABPA). A ABPA € causada pela hiperrreatividade ao A.
fumigatus, sugerindo que esta associacdo entre FC e ABPA seja uma combinagdo

devastadora (SLAVIN, 1996; WOINAROWSKI et al., 1997).

3.5.2.4 - Aspergilose Broncopulmonar Alérgica

A prevaléncia da ABPA ocorre em 1% a 2% na asma e em 2 % a 15% na FC
(GREENBERGER, 2002; KUSTSEN et al., 2002). Nos Estados Unidos e Europa, a
prevaléncia da ABPA encontra-se em 7%, podendo variar de 2,1 a 13,6%

(MASTELLA et al., 2000; STEVENS et al., 2000). Contudo, GELLER et al. (1999), num
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estudo epidemioldgico em vérios centros de referéncia em fibrose cistica nos Estados

Unidos e Canadd, com criangas maiores do que 5 anos, encontraram uma prevaléncia de

2%.

A ABPA ¢ uma doenca pulmonar causada pela hiperrreatividade ao A.
fumigatus cuja sindrome clinica caracteriza-se por episodios de sibildncia, excessiva
producdo de muco e eliminagdo ocasional de moldes bronquicos no escarro. Os achados
radioldgicos, mais freqiientemente, encontrados sdo os infiltrados pulmonares recorrentes,
espessamento de parede bronquica, bronquiectasias centrais em lobos superiores e fibrose
pulmonar. Nos exames laboratoriais pode-se evidenciar eosinofilia, aumento da IgE total,
elevacio  dos  niveis de IgE  especifica contra o A.  fumigatus
(reacdo de sensibilidade do tipo I ou imediata) e aumento das precipitinas séricas, mediado
pela IgG (reagcdo de sensibilidade do tipo III ou mediada por precipitinas)
(COCKRILL & HALES, 1999; HETZEL, 1998; SKOV et al., 1999; KUSTSEN et al.,
2002).

O diagnéstico da ABPA na FC definido pela CYSTIC FIBROSIS
FOUNDATION (2001), incluem aspectos clinicos e laboratoriais (Tabela 1).

Tabela 1 - Critérios diagnosticos da ABPA na fibrose cistica

CRITERIOS CLASSICOS

= Deterioragdo clinica: piora da tosse, sibilancia, intolerdncia aos exercicios, aumento do escarro,

diminuicdo da fun¢do pulmonar

= Teste cutdneo alérgico positivo para A. fumigatus ou a presenga de IgE especifica contra A. fumigatus

(RAST)
= IgE total > 1000KU/L
=  Anticorpos precipitantes ou IgG contra A. fumigatus

= Alteragdes radioldgicas: infiltrados, pluggs de muco ou alteragdes precoces do Rx
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Sugestoes para avaliacdo continuada da ABPA:
e Manter a vigilancia clinica para ABPA
e Determinar anual da IgE total:

e Se IgE total > 500 KU/L — fazer teste cutaneo alérgico positivo para A.
Sfumigatus ou dosar a IgE especifica contra A. fumigatus (RAST)

e Se IgE total < 500 KU/L — repetir o teste se a suspei¢ao clinica for alta

Na literatura, existe uma discordincia em relacdo aos critérios diagndsticos da
ABPA devido a sobreposic¢ao de sinais e sintomas com a FC, principalmente se o paciente
for avaliado em uma unica ocasido. (GREENBERGER, 2002; SHARMA & CHWOGULE,
1998; SKOV et al., 2000).

Mais recentemente, com os avancos na biologia molecular, o diagndstico
sorologico da ABPA sofreu algumas modificagdes. CRAMERI (1998) mostrou que os
antigenos recombinantes do A. fumigatus sdo mais sensiveis e especificos do que os
critérios clinicos utilizados até o momento para o diagndstico da ABPA. A andlise
sorolégica de pacientes com FC revelou dois tipos de perfis distintos na resposta aos
antigenos recombinantes. Nos pacientes sensibilizados, 0s anticorpos reagem com o0s
antigenos recombinantes do tipo rAsp f1 (ribotoxina) e rAsp f3 (proteina peroxisomal). Na
ABPA, os antigenos recombinantes predominantes sao do tipo rAsp f 4 (proteina de fungao

desconhecida) e rAsp f6 (dismutase intracelular).

3.5.3 - Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia ¢ uma bactéria gram-negativa nao-fermentadora, que foi
denominada inicialmente de Pseudomonas e, posteriormente, de Xantomonas maltophilia.
E um microorganismo que tem sido isolado em infec¢des nosocomiais em pacientes sem
FC, com uma significante resisténcia aos antibidticos de amplo espectro

(GOSS et al., 2002).
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S. maltophilia é considerada o patégeno emergente mais comum na FC, com
uma prevaléncia que varia de 8 a 25 %, de acordo com o centro de fibrose cistica. O
aumento da prevaléncia, ocorrida nos ultimos anos, estd associado a introdu¢do de meios
seletivos e ao uso freqiiente de agentes antimicrobianos no tratamento dos pacientes com
FC, aumentando o risco de aquisi¢ao da S. maltophilia, (VALDEZATE et al., 2001; GOSS
etal.,2002; MARCHAC et al., 2004; SAIMAN & SIEGEL, 2004).

Apesar da patogenicidade da S. maltophilia ainda ndo estar completamente
definida, a maioria dos estudos, demonstraram que ndo existe associacao entre a presenca
da bactéria com a deterioracdo da funcdo pulmonar, as exacerbacdes pulmonares e com o
aumento da mortalidade (GOSS er al., 2002; MARCHAC et al., 2004). Porém, estes
achados sdao contestados por SAIMAN & EDWARDS (2000) que encontraram uma
correlacdo entre a presenca de S. maltophilia e as exacerbagcdes pulmonares e aumento da

mortalidade.

3.5.4 - Achromobacter xylosidans

Achromobacter xylosidans € uma bactéria gram-negativa, também conhecida
por Alcaligenes xylosidans, que pode causar infec¢des em pacientes imunodeprimidos sem

FC.

A prevaléncia de A. xylosidans € varidvel na FC. A CYSTIC FIBROSIS
FOUNDATION (2002) relatou uma prevaléncia de 4,4%. DORING & HOYBI (2004)
descreveram que a sua freqliéncia aumentou para 8,7%, apdés o uso de tobramicina
inalatéria, enquanto TAN et al. (2002) descreveram uma prevaléncia de 2,3% e que a

aquisi¢do da bactéria ocorreu em média aos 17 anos, com uma variacdo de 6,5 a 33 anos.

A patogenicidade da A. xylosidans ainda € pouco conhecida. Contudo,
recentemente, TAN et al. (2002), demonstraram que a presenca ou ndo de A. xylosidans,
nio estd associada a piora da funcdo pulmonar, do escore clinico de

Schwachman-Kulczycki, do escore radiolégico de Northem ou do estado nutricional
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3.5.5 - Micobatérias Atipicas

Nos tultimos 15 anos, a prevaléncia das micobactérias ndo-tuberculosas (MNT)
tem aumentado entre os pacientes imunodeprimidos (SAIMAN & SIEGEL, 2003). Na FC,
a prevaléncia também € alta, aproximadamente 13%, variando de 7 a 24%. A doenca

compromete mais pacientes idosos com teste de funcdo pulmonar preservada

(OLIVIER et al., 2003).

Um estudo multicéntrico, realizado por OLIVIER et al. (2003), mostrou que o
complexo Mycobacterium avium (72%) e Mycobacterium abcessus (16%) foram as
micobactérias mais freqlientemente encontradas nas secrecdes respiratorias de pacientes
com FC. Variagdes geogréificas também podem influenciar a prevaléncia da MNT. No
estudo conduzido por OLIVER et al. (2003), em algumas regides dos Estados Unidos, o

Mycobacterium intracellulare tinha uma prevaléncia maior do que Mycobacterium avium.

A significancia clinica da infecgdo pelo MNT ainda estd completamente
definida. OLIVIER et al. (2003), comparando a presenca do MNT entre pacientes com e
sem FC, mostraram que a infec¢do pelo MNT na FC provoca alteracdes tomograficas,
quando existem mais de 3 culturas positivas para MNT (infec¢do cronica). Os principais
achados tomograficos nos pacientes com infec¢do pelo MNT foram os seguintes: cistos ou
cavidades, consolidagdes segmentares, nddulos periféricos e infiltrados do tipo “broto de
arvore”. A tomografia de térax de alta resolucdo parece ser o exame mais adequado para
avaliar estes pacientes, porque ¢ um indicador mais precoce da infec¢do pelo MNT do que a

funcdo pulmonar.

4 - Avaliacao Clinica
4.1 - Escores Clinicos

A FC ¢é multissistémica, progressiva e com uma variabilidade clinica. Estas
diferencas nas manifestacdes clinicas respiratorias e digestivas levaram ao desenvolvimento
de sistemas de escores para avaliacdo de sua gravidade, possibilitando a caracteriza¢do do
curso da doenca e a determinacdo das peculiaridades fenotipicas especificas de cada

individuo.

Introdugdo

79



Os escores de gravidade permitiram comparar as manifestacdes clinicas entre os
pacientes, avaliar os efeitos da terapéutica e estimar o prognostico da doenca. Porém, ndo

existe um consenso sobre o melhor escore ou o escore ideal para avaliacdo da FC.

Escore de SCHWACHMAN & KULCZYCKI (1958) (ES)

O ES avalia a gravidade por 4 critérios maiores:atividade geral, nutri¢cdo, exame
radioldgico e avaliagdo fisica (anexo 1). O escore foi criado com o objetivo de comparar as
manifestacdes clinicas, avaliar a terapéutica e contribuir para a determinacao dos critérios

diagndsticos.
Escore de DOERSHUK (1964)

Doershuk propds a modificacdo do ES, mas manteve as 4 categorias originais

do escore, apenas incluiu aspectos clinicos relacionados a adolescentes e adultos.

Escore de COOPERMAN (1971) Cooperman - Simplified Cystic Fibrosis
Scoring Scale (SCS)

O escore baseia-se no modelo do teste de Apgar e inclui 5 critérios: atividade
geral, achados radioldgicos, baqueteamento digital, crescimento e desenvolvimento e

complicagdes.
Escore de TAUSSIG (1973) — National Institute of Health Score (NHI)

O sistema de escore € baseado em critérios pulmonares: raios-X, funcao
pulmonar, exacerbacao clinica, pneumotérax, hemoptise, cirurgia pulmonar, cor pulmonale,
ausculta pulmonar e tosse e expectoragdo; critérios gerais e complicacdes, como alteracdes

gasométricas, manifestacoes digestivas e outras.
Escore de HUANG (1981)

O escore foi utilizado para avaliar a resposta terapéutica aos diferentes regimes
de antibidticos propostos. O escore avalia critérios clinicos (10 elementos), radioldgicos (5)

e funcdo pulmonar (5).
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Escore de KANGA e Col. (1999)

2

E o escore mais recente e avalia a exacerbacdo pulmonar aguda, através dos
seguintes sintomas e sinais: tosse, producdo de secrecdes respiratorias, perda do apetite,
dispnéia, perda de energia, temperatura, peso, freqliéncia respiratéria, chiado e
expectoracdo. As manifestagdes clinicas estdo relacionadas a fungao pulmonar. A queda de
15 pontos sugere melhora clinica e o aumento dos pontos indica a necessidade de

hospitalizagdo do paciente.

O escore de Schwachman foi um marco histérico na fibrose cistica, e, apesar de
sofrer algumas criticas pela sua subjetividade, continua sendo utilizado amplamente até os

dias atuais (SANTOS et al., 2004).

4.2 - Estado Nutricional

O padriao de crescimento e ganho de peso de pacientes com FC durante a
infancia depende da idade do diagndstico e da qualidade do tratamento suplementar
subseqiiente. A maioria dos pacientes com FC apresenta insufici€éncia pancredtica e
manifestagdes digestivas precoces. A falta de um tratamento adequado pode levar a um

ganho de peso insuficiente nesta fase (SINAASAPPEL et al., 2002).

No periodo que se segue a infancia, tanto o crescimento quanto o ganho de peso
podem estar normais (COREY et al., 1988). KARLBERG et al. (1991) relataram uma
recuperacdo nutricional (catch-up) neste periodo, como uma forma de compensar a

deficiéncia do crescimento na infancia.

No entanto, se a insuficiéncia pancredtica e a sindrome malabsortiva ndo forem
tratadas adequadamente, com a suplementacdo de enzimas pancredticas, o estado
nutricional. pode se agravar, levando a uma desnutricdo grave. O aumento do gasto
energético e a ingesta caldrica inadequada podem piorar o estado nutricional destes

pacientes.
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A desnutri¢ao na FC pode ser avaliada através de percentis e pelo escore Z ou
desvio padrdao da média populacional. Peso para altura, peso para idade e altura para idade
sdao medidas que avaliam melhor o estado nutricional de crianca, enquanto o IMC € a
medida mais adequada para a avaliacdo nutricional dos pacientes adultos e adolescentes

(SINAASAPPEL et al., 2002).

A desnutricdo na FC foi identificada pela CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION
(1999) em 12,7% das criancas e 21,6% dos adultos, com o peso para altura abaixo de 85%.
UNITED KINGDOM CYSTIC FIBROSIS (1997), num estudo transversal, descreveu uma
média de peso (escoreZ) para o género masculino de —0,25 a 0,5 e de 0,5 para o género
feminino. Apds os primeiros 10 anos de vida, estes pacientes apresentaram um progressivo
declinio no indice de massa corpdrea (IMC), em ambos os géneros, provavelmente pelo

aparecimento da puberdade e pela deterioracdo da doen¢a pulmonar.

ADDE et al.(2004) encontraram média de peso/altura (escore Z) = -1,13
(dp = =1,3); estatura/idade = -0,94 (dp = 1,2) e peso/estatura = -0,69 (dp = 1), num estudo
sobre o papel do aconselhamento nutricional em pacientes com FC, antes do inicio da
suplementagdo alimentar e do uso de enzimas. O estudo observou uma desnutri¢cdo leve
nestes pacientes, semelhante ao encontrado por LAI et al.(1998), num estudo na América

do Norte, com 13.116 pacientes com FC, com idade entre O a 18 anos.

Outras deficiéncias que podem complicar o quadro carencial na FC sdo: a
deficiéncia de acidos graxos essenciais, deficiéncia de vitaminas A, D, E, K e vitaminas

hidrossoldveis e caréncia de minerais e oligoelementos (SINAASAPPEL et al., 2002).

5 - Avaliacao Tomografica

A doenca pulmonar na FC tem sido avaliada por varios procedimentos
diagndsticos, como escores clinicos, cultura das secrecdes das vias aéreas, raio-X e testes
de funcdo pulmonar. Porém, nenhum destes exames é capaz de avaliar com precisdo o
aspecto morfoldgico da lesdo pulmonar, apesar da tomografia computadorizada de térax de
alta resolucdo (TCAR) ser tecnicamente superior ao raio-X. O exame radioldgico
constitui-se num exame de imagem de 1° linha no atendimento dos pacientes com FC

(HELBICH et al., 1999).
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Virios estudos tém sugerido que a CT faca parte do acompanhamento de rotina
dos pacientes com FC e varios sistemas de escores t€m sido propostos, como o0s escores de
BHALLA et al. (1991) NATHANSON et al. (1991), SANTAMARIA et al. (1998),
HELBICH et al. (1999), BRODY et al. (1999), CASTILE et al. (2000). A grande limita¢do
dos escores tomograficos € o pequeno nimero de pacientes em cada estudo. A influéncia da

idade nas anormalidades tomograficas também € pouco estudada na FC.

A func¢@o pulmonar é considerada o padrdo ouro no monitoramento de criangas
maiores de 7 anos de idade com FC. Porém, a TCAR mostra ser um exame mais sensivel
do que os testes de funcdo pulmonar na detec¢io precoce e na avaliacdo da progressiao da

doenca pulmonar (JONG et al., 2004)

As anormalidades tomograficas mais freqlientes encontradas por
BHALLA et al.(1991) foram: espessamento peribronquico (92,9%), bronquiectasias
(78,6%), bolhas (50%) e pluggs de secre¢des (35,7%). Entre os achados menos freqiientes:
colapso/consolidacgdes (14,3%) e enfisema (7,1%). A perfusdao em mosaico nao fez parte do

Escore de Bhalla.

HELBICH et al. (1999) identificaram as bronquiectasias (80,3%) como a
principal alteracdo, seguida de espessamento peribronquico (76,1%) e pluggs de secrecdes
(51,3%). Neste estudo, a perfusdo em mosaico fez parte do escore tomogréfico e apresentou
uma prevaléncia de 63,9%. No estudo de DORLOCHTER et al. (2003), as bronquiectasias
(77%) foram as principais alteracdes tomogréficas encontradas, seguidas pelo espessamento

peribronquico (71%) e pluggs de secrecdes (59%).

6 - Testes de Funcao Pulmonar (TFP)

A deterioracdo da doenca pulmonar na FC leva ao declinio progressivo da
funcdo pulmonar, e vdrios fatores contribuem para esta piora, como, por exemplo,
desnutri¢do, insuficiéncia pancredtica, ser do género feminino, coloniza¢do pela P.
aeruginosa e B. cepacia. (KEREM et al, 1990; PAMUKCU, et al, 1995;
KOSOROK et al., 2001; EMERSON et al., 2002; SCHAEDEL et al., 2002; KONSTAN et
al., 2003).
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O declinio da funcdo pulmonar causa mudangas na evolu¢do dos volumes
pulmonares. A capacidade vital (CV) apresenta uma diminui¢do progressiva, com aumento
do volume residual (VR). O aumento progressivo da relacdo volume residual / capacidade
pulmonar total (VR/CPT) provoca uma perda do recolhimento eldstico e aprisionamento

progressivo de ar (“air trapping”).

Na fase inicial da doenca pulmonar, as medidas de CVF, VEF1 e FEF 25-75%
podem estar normais. O comprometimento das pequenas vias aéreas, com diminuicdo do
FEF 25-75%, ¢ a alteracdo mais precoce na FC. Posteriormente, com a evolucdo da doenca,
ocorre 0 acometimento das grandes vias aéreas, predominando um distirbio obstrutivo,
com a diminuicdo do VEF1 e da relacio VEFI/CVF. Nos quadros graves, ocorre
diminui¢do da CVF e o defeito ventilatério torna-se obstrutivo e restritivo. Contudo, a
doenca obstrutiva permanece como a principal alteragdo na FC. (NICKERSON et al., 1980;
COOPER et al., 1990; MAROSTICA,1995; WANG et al., 2002; GIBSON et al., 2003;
ALVARES et al., 2004).

O VEFI € o parametro mais usado para avaliar o declinio da fun¢do pulmonar,
e tem sido utilizado em varios estudos epidemiolégicos como marcador da progressdo da
doenca e de sobrevivéncia. O VEF1 tem sido utilizado como medida para avaliar a eficicia
de novos medicamentos e como principal indicador (FEV1 < 30%) no transplante pulmonar
(MILLA & WARWICK, 1998; ROBINSON & WALTZ, 2000,WOQD, 2001; LIOU et al.,
2001; SCHAEDEL et al., 2002)
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O estudo microbiolégico na FC € fundamental para a melhor compreensao do
bindmio infec¢do/inflamacgdo, considerado o principal fator na fisiopatogénese da doenca

pulmonar.

O cultivo dos microrganismos em meio seletivo possibilita a comparagdo de
nossos resultados com a prevaléncia dos microrganismos em outros centros de referéncia
em FC no mundo. A avaliacio do perfil microbioldgico, além de ajudar na identificagdo das
infeccdes cruzadas, pode fornecer importantes informagdes sobre o inicio da colonizacdo
bacteriana, que permitem adotar medidas, como uma antibioticoterapia mais agressiva, com

o objetivo de erradicar os microorganismos ou postergar o seu aparecimento.

Em relacdo a avalia¢do da gravidade na FC, este estudo procurou utilizar-se de
uma metodologia que avaliasse de uma forma mais global a morbidade da doenca. Para isto
foram utilizados indicadores clinicos (escore Schwachman e estado nutricional),
morfolégicos (escore de Bhalla) e funcionais (teste de funcdo pulmonar) para avaliar a
progressdo da doenca. As correlagdes entre estes indicadores de gravidade também foram

estudadas, com o objetivo de avaliar cada indicador de gravidade e compard-los entre si.

Justificativa
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Objetivo Geral

Determinar o perfil microbioldgico e avaliar os indicadores de gravidade na FC
de pacientes acompanhados no Ambulatério de Fibrose Cistica do Hospital de Clinicas da

Unicamp.

Objetivos Especificos

1. Descrever as caracteristicas clinicas da populacdo de pacientes com FC

segundo a idade, género, raca e manifestacdes clinicas apresentadas.

2. Determinar a freqiiéncia das mutacdes genéticas: AF508, G542X, N1303K,
G551D, R553X, R1162X e W 1282X.

3. Determinar a prevaléncia do S. aureus, H. influenza, P. aeruginosa mucéide

e ndo-mucdide presentes nas secrecoes respiratorias dos pacientes com FC .

4. Avaliar a prevaléncia da B. cepacia em meio ndo seletivo e comparar com a

prevaléncia em meio seletivo de pacientes com FC .

5. Determinar a prevaléncia dos germes emergentes: S. maltophilia, A.
xylosidans, A. fumigatus e outros fungos presentes nas secrecOes

respiratdrias dos pacientes com FC.

6. Avaliar o estado nutricional dos pacientes com FC através da média do peso,
altura e indice de massa corpérea (IMC), pelo escore Z, e estabelecer suas
correlagdes clinicas com a funcdo pulmonar, escore de Schwachman e

Bhalla.

7. Fazer avaliacdo clinica dos pacientes com FC pelo Escore de Schwachman e
estabelecer suas correlacdes clinicas com a fung¢do pulmonar, o estado

nutricional e o escore de Bhalla.
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8. Fazer avaliacdo tomogréfica das lesdes pulmonares dos pacientes com FC
pelo Escore de Bhalla e estabelecer suas correlacdes clinicas com a fungdo

pulmonar, o estado nutricional e o escore de Schwachman.

9. Avaliar a funcdo pulmonar através das seguintes medidas: CVF, VEFI,
VEF1/CVF e FEF 25-75% e verificar correlacdes com o estado nutricional,

os escores de Schwachman e Bhalla.
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1 - Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo prospectivo dos pacientes acompanhados no
Ambulatério de Fibrose Cistica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de

Campinas (Unicamp) que tiveram atendimento entre janeiro de 2001 e janeiro de 2004.

As medidas de peso/idade e altura/idade para a avaliagdo nutricional foram
obtidas pelos registros nos prontudrios dos pacientes durante as visitas clinicas ao

ambulatorio.

O escore de Schwachman foi realizado em uma unica ocasido durante o estudo.
As tomografias de térax de alta resolucdo foram realizadas durante o estudo, e o escore de

Bhalla foi realizado apés a coleta de dados.

Os testes de fun¢@o pulmonar foram realizados em criangas acima de 7 anos,

durante todo o periodo de estudo.

As amostras de secrecOes respiratorias foram colhidas em cada consulta ao
ambulatério. As culturas com B. cepacia foram congeladas. A identificacdo dos
genomavars do Complexo B. cepacia foi realizada apos o encerramento do periodo de

coleta do material.

2 - Sujeitos

Participaram do estudo 76 pacientes dos 120 pacientes com FC acompanhados
no Ambulatério de Fibrose Cistica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) que tiveram atendimento entre janeiro de 2001 e janeiro de 2004, que

preencheram os critérios de inclusao.

3 - Critérios de Inclusao

Foram incluidos todos os pacientes que realizaram pelo menos uma consulta
anual ao Ambulatério de FC, durante o periodo de estudo, e que tiveram o diagndstico de
FC confirmado pelo quadro clinico-radioldgico, teste do cloro no suor acima de 60 mEq/1,

em pelo menos duas ocasides, e/ou a identificacdo de 2 mutacdes no estudo genético.

Casuistica e Métodos
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4 - Critérios de Exclusao

Foram excluidos os pacientes com teste do cloro negativo ou limitrofe (=40 e
60<), adultos maiores de 25 anos e pacientes com menos de 2 culturas de escarro ou swab

de orofaringe, durante o estudo.

5 - Estudo Genético

Foram pesquisadas, pela técnica do PCR em gel de poliacrilamida a 8%, as

seguintes mutagdes: AF508, G542X, N1303K, G551D, R553X, R1162X e W1282X.

6 - Estado Nutricional

O estado nutricional foi avaliado pelas médias finais das medidas de
pesofidade, altura/idade e Indice de Massa Corpérea (Peso [Kgl/ altura [m 2]) dos pacientes
que tinham pelo menos um registro das medidas durante o estudo. As medidas
antropométricas foram avaliadas de acordo com as curvas para escore Z fornecidas pelo
NCHS (2000). Nao foi possivel incluir na avaliagdo nutricional o peso (escore Z) de
pacientes acima de 20 anos, e pelo IMC (escore Z), pacientes menores de 2 anos de idade,

por falta de curva de referéncia.

A classificacdo do estado nutricional segundo o peso pelo escore Z

(OMS, 1999):
1. Normal: ZP > 0 dp
2.Desnutri¢do leve: 0 > ZP > -2 dp
3. Desnutricao moderada: -2 < ZP > -3

4. Desnutri¢do grave: ZP < -3

Casuistica e Métodos
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A relagdo entre desvio padrao do Escore Z e os percentis, numa populacio
cujos valores estdo normalmente distribuidos, é a seguinte: -2,0 DP (percentil 2.28), 0 DP
(percentil 50) e +2,0 DP (97,72%). As categorias do Indice de Massa Corpérea (IMC) para
adultos podem ser definidas da seguinte maneira: baixo (< 18,5), ideal (18,5 — 24.,9),

pré-obeso (25,0 —29,9) e obeso (= 30,0).

A partir do segundo semestre de 2002, os pacientes do Ambulatério de Fibrose

Cistica iniciaram uma suplementacao alimentar regular.

7 - Microbiologia

Foram realizadas culturas de escarro e swab de orofaringe obtido pela técnica
da tosse induzida, para a identificacdo do H. influezae, S. aureus, P. aeruginosa, B.

cepacia, S. maltophilia, A. xylosidans e A. fumigatus.

Na técnica da tosse induzida foi utilizada uma espatula para estimular e
provocar a tosse dos pacientes. A secrecdo respiratoria produzida pela tosse foi colhida
imediatamente, com um swab de orofaringe, da regido da epiglote ou hipofaringe, sob

visualizagdo direta (‘“escarro no palito”).

As culturas foram semeadas em agar sangue, agar chocolate, agar
suplementado, MacConkey agar, Sabaraud Dextrose agar e Burkholderia cepacia Agar
Base (Oxdide). As culturas foram incubadas por um periodo de 18 a 48 horas, numa
temperatura de 36 £ 1 °C . A identificacdo bacteriana foi realizada com o Sistema Vitek
(bioMérieux Vitek Inc., St. Louis, MO) para gram negativos (GNI) e gram positivos (GPI).
Testes bioquimicos adicionais para identificacdo bacteriana foram realizados quando

necessarios.

As culturas seletivas para B. cepacia foram realizadas somente no ano de 2003.
As coldnias de B. cepacia obtidas das culturas em meio seletivo foram transferidas para
uma solu¢do com glicerol 50% e congeladas a -80 °C, para posterior identificacio dos

genomavars, pela técnica do PCR.
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Todas as culturas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do

Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

7.1 - Identificac@o do Gene RecA do Complexo B. cepacia
7.1.1 - Extracdo do DNA

As coldnias da B. cepacia provenientes da cultura em meio seletivo foram
conservadas em glicerol, no freezer —80°C, para a extragdo do DNA gendmico. Cerca de
300 ul do meio de cultura com a bactéria foi colocada num tubo plastico de 1,5 ml. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 28.017 g por 10 min. O sobrenadante foi descarto e
adicionado ao “pellet” 1 ml de tampao TE. A amostra foi agitada, com auxilio de um
vortex, por 30 segundos e centrifugada a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante foi
descartado novamente e a ele foi adicionado 197 ul de tampao TE, e 3 ul de lisozima
(10mg/ml) (Amersham), sendo novamente agitado, com vodrtex por 30 segundos, e
incubado a 37°C por 30 min. Foi adicionado a amostra 10 ul de Proteinase K (20mg/ml)
(Invitrogen) e incubada a 55°C, por 2 horas. Posteriormente, foi acrescido 100ul de LiCl
7,5 N e a amostra foi mantida em geladeira a 4°C de um dia para o outro. Apds este
periodo, a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 10 min e o sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para outro tubo de 1,5ml onde foi adicionado 800 pl de Etanol
Absoluto a —22°C. A amostra foi misturada delicadamente e centrifugada por 28.017g por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado com cuidado e adicionado 800 pl de etanol
80%. Entdo, a amostra foi agitada, centrifugada e o sobrenadante foi descartado novamente.
O “pellet” restante foi secado numa estufa a 37°C por 30 minutos e, posteriormente,
adicionado 30 pl de Agua de Injecdo. A amostra foi solubilizada em banho maria a 55 °C

por 20 min e o DNA foi quantificado em gel de Agarose a 0,8%.
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7.1.2 - PCR do Genomovar

A andlise da B. cepacia foi feita através da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Uma solucdo contendo a seguinte mistura foi preparada:
aproximadamente 80 ng de DNA gendmico, previamente quantificado em gel de agarose a
0,8%; 3U da enzima Taq DNA Polimerase; 250mM desoxinucleotideo trifosfato; 1,5 mM
MgCl2; e tampao PCR, atingindo um volume final de 50 pl.

Na etapa final, foi adicionado a solu¢do 40 pml de cada “primer” para flanquear
a regido de interesse. As seqiiéncias do “primer” do gene RecA utilizados na solugdo para

realizacdo do PCR foram as seguintes (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000):

Complexo B. cepacia —e RecA

BCRI1 - TeACCgCCgAgAAgAgCAA

BCR2 - CTCTTCTTCgTCCATCgCCC

A amplificacdo génica ocorreu num termociclador. Foram realizados 35 ciclos
da seguinte seqiiéncia: desnaturacdo (separando as fitas de DNA para a atuagdo da enzima),
anelamento (hibridizagdo dos primers) e extensdo (copias do fragmento flanqueado). A
temperatura de desnaturacdo foi de 94°C por 45 segundos, enquanto a temperatura de
anelamento foi especifica do “primer” do gene RecA, durando cerca de 45 segundos e a
temperatura de extensdo foi de 72°C, por 1 minuto. Ao final dos ciclos, houve uma

extensdo final de 7 minutos a 72°C.

ApO6s o processo de amplificacdo, a reacdo foi visualizada por eletroforese, em

gel de agarose a 0,8%.

O estudo das mutagcdes genéticas e a identificacdo do gene RecA do Complexo
B. cepacia foram realizados no Laboratério de Genética Molecular da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Unicamp.
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8 - Imunologia

A dosagem dos anticorpos do tipo IgE total e especifica contra o A. fumigatus
foi realizado pelo Sistema CAP (Pharmacia Diagnostics, Suécia). Os valores foram

expressos em unidades internacionais por mililitros.

Os niveis de IgE foram classificados em categorias: 0 a 100UI/ml; > 100
e < 500 Ul/ml; 500 > e < 1000; e > 1000 Ul/ml. Foram considerados atépicos pacientes

com niveis de IgE acima de 100 Ul/ml.

A IgE especifica contra o A. fumigatus (IGM3) foi classificada em 5 classes:
classe 0, classe 1, classe 2, classe 3, classe 4 e classe 5, de acordo com os niveis de IgE

especifica contra A. fumigatus.

Foram considerados sensibilizados os pacientes com IgEM3 > classe 1.

As dosagens de IgE e IgM3 foram realizadas no Laboratério de Imunologia da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

9 - Perfil de Resisténcia dos Microorganismos

O método utilizado para avaliacdo da sensibilidade antimicrobiana foi o sistema
automatizado ViteK System. Os in6culos foram preparados com solucdo fisiolégica e a
cultura das bactérias. Posteriormente, foi adicionada ao indculo a solucdo colorimétrica
padrdo. Os cartdes de teste de susceptibilidade foram inoculados de acordo com o
protocolo, e, posteriormente, transferidos para a incubadora/leitora. Os cartdes foram
analisados pelo computador a cada hora, chegando a 15 horas de anélise, para obteng¢do dos

resultados.

Para P. aeruginosa mucéide, B. cepacia e S.maltophilia os testes de
sensibilidade antimicrobiana foram realizados manualmente, através dos discos de
antibidticos. Quando S aureus mostrou resisténcia a oxacilina no Vitek System foi realizado

teste manualmente.
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O perfil de sensibilidade a oxacilina do S. aureus:
1.Sensivel a oxacilina

2.Resisténcia transitoria a oxacilina.

3.Resistente a oxacilina.

O perfil de sensibilidade a vancomicina do S. aureus:
4. Sensivel a vancomicina.

5. Resistente a vancomicina.

O perfil de sensibilidade da P. aeruginosa e B. cepacia foi baseado no
Consenso de Microbiologia e Doencas Infecciosas (CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION,
1994):

1. Sensivel > 2 classes de antibidticos

2. Sensivel a 1 classe de antibidticos

3. Multiresistente.

Definicao das classes de antibio6ticos:

Classe I: B-lactamicos (incluem imipenem e astreonam)

Classe II: aminoglicosideos (incluem gentamicina, amicacina, tobramicina)
Classe III: fluoroquinolonas (ciprofloxacina).

Outras classes: Sulfametoxazol+trimetropina, polimixina B

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados no Laboratério

de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.
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10 - Fatores de Gravidade
10.1- Escore Clinico de Schwachman (ES)

O ES foi utilizado para avaliar a gravidade do quadro clinico dos pacientes com
FC. Foram incluidos os critérios: atividade fisica, estado nutricional, exame fisico e quadro
radiolégico (SCHWACHMAN & KULCZYCKI, 1958). Este escore foi graduado de 0 a
100, conforme a gravidade (excelente:100-86; bom:85-71; médio:70-56; moderado:55-41;
grave: < 40). Cada item da pontuagdo tem, no maximo, 25 pontos, €, no minimo, 5 pontos.
Quanto maior o escore, menor a gravidade clinica (apéndice 1). Neste estudo, a
classificagdo do ES foi modificada. Os escores excelente e bom foram considerados escore
leve, o escore médio passou a ser considerado moderado e os escores moderado e grave

foram definidos como grave.
Neste estudo, o ES foi apresentado em duas formas:
1. Gravidade: leve, moderado e grave.
2. Nota: 0 a 100 pontos.

O ES foi realizado por 3 membros da equipe que acompanhava os pacientes no
Ambulatério de FC, de forma cega, fora dos periodos de exacerbacdo da doenca. Foi

utilizada uma média dos 3 escores para avaliagdo da gravidade.

10.2 - Escore Tomogréfico de Bhalla (EB)

Na realizagdo das tomografias de alta resolu¢do foram adotados os seguintes
critérios: cortes de 1,5 a 2mm de espessura, com intervalos de 10mm, que se estendiam do
apice pulmonar até o angulo costo-frénico. Os exames foram realizados com 120 a 140 Ky,
70 a 165mA, tempo inspiratorio de 1 a 3 segundos e uma janela apropriada para avaliagao
do parénquima pulmonar (niveis entre -400 HU e -1500 HU). As imagens foram

reconstruidas utilizando-se algoritmo.
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A avaliacdo do escore de Bhalla incluiu nove critérios tomogréficos e a
pontuacdo variou de 0 a 25 (BHALLA er al, 1991): Os critérios utilizados foram os
seguintes: espessamento peribronquico (leve, moderado e grave), extensao dos pluggs de
secrecoes (n° de segmentos bronco-pulmonares comprometidos), geracdes de divisdes
bronquicas envolvidas (4* ,5* e 6% geracOes), extensdo das bronquiectasias

(n®

de segmentos bronco-pulmonares envolvidos), gravidade das bronquiectasias
(leve,moderado e grave), saculacdes ou abcessos (n° de segmentos bronco-pulmonares
envolvidos), bolhas (unilateral e bilateral), enfisema (n° de segmentos bronco-pulmonares
envolvidos) e consolidacdes/atelectasias (subsegmentar e segmentar/lobar). Quanto maior o

escore, mais leves sao as alteragdes tomograficas (anexo 2).

A perfus@ao em mosaico foi avaliada, neste estudo. Porém, ndo faz parte dos

critérios tomograficos do EB.

As alteragdes tomogrificas do EB foram avaliadas por 2 observadores, um
radiologista e pelo pesquisador, apés um periodo de treinamento. A pontuacdo final foi
determinada pela média entre a pontuagdo dos dois observadores. As tomografias foram
avaliadas no Servico de Tomografia do Departamento de Radiologia da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Unicamp.

10.3 - Testes de Fun¢ao Pulmonar (TFP)

A avaliacdo da fun¢@o pulmonar foi realizada por um espirometro, marca AM
4000 PC (Anamed), em pacientes com FC maiores de 7 anos. Os testes foram realizados
pelo mesmo profissional no Laboratério de Fun¢dao Pulmonar do Centro de Investigacdo em
Pediatria (CIPED) Foram incluidos nesta avaliacdo todos os pacientes que tinham pelo
menos uma prova durante o estudo. Os exames foram realizados fora dos periodos de

exacerbagdo da doenca.

Nos testes TFP, foram medidas a capacidade vital forcada (CVF), o volume
expiratério no primeiro segundo (VEF1), o fluxo expiratério forcado entre 25%-75% da

curva da CVF e o Indice de Tiffeneau (VEF1/CVF). Durante a realizacdo dos testes de
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funcdo pulmonar, foram adotadas as recomendacdes da “American Thoracic Society”. Os
valores considerados como referéncia foram os da curva de POLGAR & PROMADHAT
(1971).

Na avaliacdo dos TFP foram utilizadas as médias finais da CVF, VEF1, FEF
25-75% e da relacdo VEF1/CVF dos testes de fun¢cdo pulmonar, e foram incluidos os
pacientes com pelo menos um teste realizado, durante o estudo. Os disttirbios ventilatérios
foram classificados em obstrutivo, restritivo ou misto, e a gravidade em leve, moderado e

grave.

11 - Estatistica

Na analise descritiva do estudo foram utilizadas médias, medianas, desvios
padrdes para as varidveis continuas e freqii€ncias absolutas e porcentagens para varidveis
discretas. Para comparar propor¢des entre duas ou mais vardveis categdricas foi utilizado o

teste de qui-quadrado.

Para a analisar as médias entre varidveis continuas independentes sem
distribuicdo normal foi utilizado o teste Kruskal-wallis, e para avaliar as médias entre

diferentes subgrupos de uma mesma varidvel foi realizado o teste de Dunn.
Para avaliar as variangas de uma distribuicdo normal foi utilizado ANOVA.

Para verificar as correlacdes entre os fatores de gravidade foi utilizado o teste
de Pearson para varidveis continuas e o teste de Spearman para correlacionar varidveis

categoricas.
O programa utilizado para andlise estatistica foi o SPSS versdo 10.0.

O nivel de significincia adotado foi de P< 0,05.

12 - Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas

da Unicamp (anexo 7).
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Entre os 76 pacientes estudados ocorreram dois Obitos, e foram inscritos 16
casos novos durante o periodo de estudo. A faixa etdria dos pacientes variou desde
recém-nascido até 22 anos, com uma média de 9,48 anos (dp = 5,47) e mediana de 8,2 anos

(figura 8).

15 55 95 135 17,5 215

idade (anos)

Figura 8 - Distribuicdo dos 76 pacientes com FC segundo a idade.

Houve equilibrio na distribuicao entre os géneros, com discreto predominio do
feminino (51,32%) em relagdo ao masculino (48,7%) (apéndice 1). Em relacdo a raca,
houve um predominio dos individuos caucasdides (93,4%) sobre os de outras ragas (6,6%)

(figura 9).
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Figura 9 - Distribuicdo dos 76 pacientes com FC segundo raca.

A grande maioria dos pacientes (86,8%) apresentou manifestacdes respiratorias
e digestivas concomitantemente. A ocorréncia das manifestagdes digestivas e respiratorias

isoladamente foi de 10,5% e 2,6%, respectivamente (apéndice 2).
Mutacoes Genéticas

No estudo genético, a mutagdo AF508 foi identificada em 83 dos 152
cromossomos avaliados (54,6%). A freqiiéncia da mutacdo G542X foi de 5,3%, enquanto a
mutagdo R1162X apresentou uma prevaléncia de 1,3%. Para as mutagdes N1303K, G551D
e R553X pesquisadas, ndo houve nenhum caso positivo. Em 41,4% dos cromossomos

avaliados a mutagdo genética nao foi identificada, pelos métodos empregados (tabela 2).

Tabela 2 — Prevaléncia das mutagdes genéticas em 152 cromossomos avaliados.

MUTACOES GENETICAS N %
Delta F508 83 54,6

G542X 4 53

R1162X 2 1,3
OUTRAS MUTACOES 63 41,4
TOTAL 152 100
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Avaliacao Nutricional

A avaliagdo do peso/idade e altura/idade (Z) foi realizada em 65 pacientes. O
IMC foi realizado em 59 pacientes. Na avaliacdo nutricional, o nimero de pacientes foi
menor do que os 76 pacientes avaliados no estudo microbiologico. Uma explicagdo para
este fato deve-se a falta de curva de referéncia para o peso de pacientes acima de 20 anos, a
impossibilidade de calcular o IMC em criangas menores de 2 anos e a falta de registros

adequados de alguns pacientes.

No estudo, o estado nutricional estava normal para o peso/idade (ZP > 0 dp) em
14%, enquanto 86% dos pacientes apresentaram desnutricdo. A desnutri¢do foi leve
(0 dp>ZP > -2 dp) em 51% dos pacientes e moderada (- 2 dp < ZP > -3 dp) em 23%. A
prevaléncia de desnutricdo grave (ZP < - 3,0 dp) ocorreu em 12% (figura 10). A altura
estava normal em 21,5% (ZA > 0 dp) dos casos e 78,5% (ZA < 0) apresentaram altura
abaixo do esperado para idade. A baixa estatura foi leve (0 dp > ZA > - 2 dp) em 58,5% e
moderada (- 2 dp <ZA > -3 dp) em 18,5%. O nanismo grave (ZA < - 3 dp) estava presente

em 1,5% dos pacientes com FC.
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Figura 10 - Distribui¢do do peso (Z) segundo a gravidade do estado nutricional de 65

pacientes com FC.

A média do peso pelo escore Z (ZP), durante o estudo, foi de -1,33 (dp = 1,40)
e mediana de -1,25, enquanto a média da altura pelo escore Z (ZA) foi de -0,94 (dp = 1,09)
e mediana de -0,95 (apéndice 4). A média do IMC pelo escore Z (ZIMC) foi de -0,90
(dp = 1,36) e mediana de -0,62 (Figura 11).
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Figura 11 — Distribui¢ao do peso, altura e IMC de 59 pacientes com FC segundo o escore
Z. O limite superior e inferior representam o menor € o maior valor
encontrado para a medida. A linha inferior e superior do retangulo
representam, respectivamente, o 1° e 3° quartis. A linha horizontal

intermediaria do retangulo corresponde a mediana da medida.

Quando o ZP foi avaliado segundo o género, observou-se que o feminino
apresentou média de -1,52 (dp = 1,41), enquanto o masculino apresentou média de -1,17
(dp = 1,32) (Figura 12). Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os

géneros (testeKruskal-Wallis, p = NS).
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Figura 12 - Distribui¢do do ZP de 65 pacientes com FC segundo o género. O limite
superior e inferior representam o menor ¢ o maior valor encontrado para a
medida. A linha inferior e superior do retdngulo representam,
respectivamente, o 1° e 3° quartis. A linha horizontal intermediaria do

retangulo corresponde a mediana da medida.

Quando o ZIMC foi avaliado segundo o grupo etdrio, observou-se que, no
grupo de adolescentes, a média de -1,28 (dp = 1,24) foi menor do que as médias dos
pré-escolares (-0,75) e escolar (-0,74). Porém, ndo houve diferenca estatistica significativa

(teste Kruskal-Wallis, p = NS) (figura 13).
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Figura 13 — Distribuicdo do ZIMC de 59 pacientes com FC segundo o género segundo os
grupos etarios. O limite superior e inferior representam o menor € o maior
valor encontrado para a medida. A linha inferior e superior do retangulo
representam, respectivamente, o 1° e 3° quartis. A linha horizontal

intermediaria do retangulo corresponde a mediana da medida.

Microbiologia

Na avaliagdo microbiologica, foram realizadas 871 culturas de escarro ou swab
de orofaringe, durante o periodo de janeiro de 2001 a janeiro de 2004, com uma média de
11,46 culturas por paciente (DP = 6,05) e mediana de 11, atingindo uma média de 4

culturas/paciente/ano.
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A analise do numero de dias de internacao mostrou uma média de 16,64 dias
(dp = 20,30) de internagdo por paciente e mediana de 14 dias. Em 47% dos pacientes com
FC ndo fizeram nenhuma internacao, durante o periodo de estudo, enquanto 2,6% ficaram

internados por mais de 70 dias.

A tabela 3 mostra a prevaléncia dos principais microrganismos encontrados no

escarro ou swab de orofaringe dos pacientes com FC avaliados.

Tabela 3 - Prevaléncia dos microrganismos presentes nas secrecdes respiratorias dos 76

pacientes com FC.

Microrganismos patogénicos N %
S.peumoniae 1 1,3
H. influenzae 64 84,2
S. aureus 70 92,1
P. aeruginosa (pa +pam) 67 88,2
P. aeruginosa mucéide 55 72,4
B. cepacia (*) 9 11,8
S. maltophilia 13 17,1
A. xylosidans 7 9,2

(*) isolamento em meio seletivo para B. cepacia

A prevaléncia do S. aureus foi de 92,1%. A resisténcia antimicrobiana foi
transitoria em 20% e permanente em 1,43% (figura 14). Na casuistica estudada, o S. aureus

mostrou 100% de sensibilidade a vancomicina.
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Figura 14 - Distribui¢ao do perfil de sensibilidade a oxacilina em 70 pacientes com S.

aureus.

A prevaléncia da P. aeruginosa foi de 88,2% (67/76). Em 15,8% (12/67) dos
pacientes houve colonizacdo pela P. aeruginosa nao-mucoide e 72,4% (55/67) pela P.

aeruginosa mucoide.

Quando a prevaléncia da P. aeruginosa foi avaliada por faixa etéria, cerca de
70% dos lactentes estavam colonizados. A presenga da P. aeruginosa entre pré-escolares
foi de 100%, enquanto no grupo de escolares ¢ adolescentes foi de 84% e 87%,
respectivamente (tabela 4). Houve associagdo entre a colonizagdo pela P.aeruginosa e os

diferentes grupos etarios (teste y* p <0,01).
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Tabela 4 — Distribui¢ao dos 76 pacientes com P. aeruginosa segundo os grupos etarios.

GRUPOS ETARIOS
Lactente  Pré-escolar Escolar Adolescente  Total
COLONPA sem Pa N 2 4 3 9
% 28,6% 16,0% 13,0% 11,8%
Pa N 4 2 4 2 12
% 57,1% 9,5% 16,0% 8,7% 15,8%
Pa+Pamucoide N 1 19 17 18 55
% 14,3% 90,5% 68,0% 78,3% 72,4%
Total N 7 21 25 23 76
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

A sensibilidade da P. aeruginosa as varias classes de antibiodticos (classe I, II e

IIT) foi a seguinte: 86,56% (58/67) dos pacientes colonizados pela P. aeruginosa estavam

sensiveis >2 classes de antibioticos, 11,94% (8/67) apresentavam sensibilidade a 1 classe

de antibidticos e somente 1 paciente estava resistente a todas as classes de antibidticos.

(figura 15).
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1,49% Multiresistente
11,94% Sensivel 1 classe ATB

86,57% Sensivel > 2 classes AT

Figura 15 - Distribuicao do perfil de sensibilidade as varias classes de antibidticos em 67

pacientes colonizados pela P. aeruginosa.

A prevaléncia da B. cepacia foi avaliada em duas etapas. A primeira etapa
ocorreu nos primeiros 2 anos do estudo, em que o meio seletivo para B. cepacia ainda nao
era disponivel no Laboratério de Microbiologia da Unicamp. Naquele periodo, foram
identificados 3 dos 76 pacientes, obtendo uma prevaléncia de 3,9%.

A segunda etapa ocorreu no ultimo ano do estudo, periodo em que foi iniciado
o cultivo em meio seletivo para B. cepacia. Foram isoladas culturas com B. cepacia de 9
pacientes  (11,84%), triplicando a prevaléncia do meio ndo  seletivo
(Teste Exato de Fischer; p = 0,053). No mesmo periodo (2003), o meio ndo-seletivo
continuou apresentando a mesma prevaléncia do inicio do estudo (3,9%), sendo B. cepacia
isolada em 3 pacientes.

Em 3/9 pacientes, B. cepacia foi isolada em 1 cultura durante o estudo,
sugerindo uma colonizagdo intermitente, enquanto em 6/9 pacientes a cultura foi positiva
em mais 2 culturas consecutivas, sugerindo o inicio de uma colonizagdo cronica pela B.

cepacia.
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A identificagdo do gene Rec A foi realizada em 19 culturas positivas para B.
cepacia, pela técnica do PCR, de 9 pacientes com FC. Em todas as amostras avaliadas
foram positivas para o gene Rec A, mostrando que todos os pacientes estavam infectados

pelo Complexo B. cepacia (figura 16).

Figura 16 - Identificacdo de B. cepacia através da amplificagdo do gene Rec A.
Amostra 1- controle positivo, amostras de -2- a -9- positivas. Cada sigla
representa uma amostra analisada. Marcador de peso molecular

(100pb, Invitrogen)

A sensibilidade da B. cepacia aos grupos de antibidticos (classe I, 11 e III) foi
avaliada nas 9 culturas em meio seletivo e nas 3 culturas em meio ndo seletivo. A
multiresténcia ocorreu em 16,67% (2/12). A sensibilidade a 1 classe de antibioticos foi de
33,33% (4/12), enquanto a sensibilidade a 2 classes de antibidticos foi de 50% (6/12)
(figura 17).
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33,33%
sensivel 1classe n=4

Figura 17 - Distribuicao do perfil de sensibilidade as varias classes de antibioticos em 12

pacientes com B. cepacia.

Aproximadamente 85% dos 76 pacientes com FC apresentaram algum tipo de
fungo nas secre¢des respiratorias. A C. albicans foi o fungo mais prevalente, com 42,1 %,
enquanto o Aspergillus sp. € o A. fumigatus apresentaram prevaléncias mais baixas, 34,2%
e 32,9%, respectivamente. As freqiiéncias dos demais fungos encontram-se descritas na

tabela 6.
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Tabela 5 — Prevaléncia de fungos nas secregoes respiratorias dos pacientes com FC.

Fungos N° de ocorréncias %
Candida albicans 32 42,1
Aspergillus sp. 26 34,2
A. fumigatus 25 32,9
Penicillium sp. 15 19,7
Cladosporium sp. 12 15,8
A. flavus 10 13,2
C. parapsiliosis 4 5,3
Trichosporum 4 5,3
C. tropicallis 3 3,9
A. niger 2 2,6
Candida sp. 2 2,6
Microsporum sp. 2 2,6
A. terrus 1 1,3
Paecylomices sp. 1 1,3
S. apiospermum 1 1,3
Sem fungos 10 13,1

Foi realizada a dosagem de IgE no sangue periférico em 68 pacientes. Cerca de
50% apresentava niveis de IgE acima de 100Ul/ml, como mostra a figura 18. Nao houve

associacdo entre atopia e colonizagdo pelo A. fumigatus (teste y% p = NS).
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Figura 18 - Distribuicdo dos 68 pacientes com FC segundo a presenca ou nao de IgE >

100UI/ml

Os niveis de IgE especifica contra A. fumigatus (IgEM3) foram realizados em
54 pacientes com FC. Nos pacientes colonizados pelo A. fumigatus, 35% dos pacientes ndo
apresentavam sensibilizacdo ao A. fumigatus e somente 25% apresentaram algum tipo de
sensibilidade ao fungo. Nos pacientes sem A. fumigatus, 65% dos pacientes nao
apresentaram sensibiliza¢do ao fungo, enquanto 75% tinham hipersensibilidade ao fungo

(classe 1, 2 ou 3) (Figura 19).

Nao houve associacdo entre colonizacao pelo A. fumigatus e hipersensibilidade

ao fungo (teste ¥*; p = NS).
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Colonizagao A. fumigatus

Figura 19 - Distribuicdo do padrao de sensibilizagdo ao A. fumigatus (IgEM3) em 54

pacientes segundo a colonizagao pelo fungo.

Quando o VEFI1 foi avaliado em relacdo a sensibilizagdo ao A. fumigatus,
observou-se que a média do VEF1 no grupo de sensibilizados foi de 70,78%, enquanto no
grupo de ndo sensibilizados a média do VEF1 caiu para 64,81% (apéndice 8). Porém, nao
houve diferenca estatistica significativa entre as médias dos dois grupos

(teste Kruskal-wallis; P= NS).
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Indicadores de Gravidade
Escore de Schwachman (ES)

Pelo ES foram avaliados 73 pacientes, durante o periodo de estudo. A média do
escore foi de 68,36 pontos (dp = 15,88). Na avaliagdo do escore pela gravidade, cerca da
metade dos casos (46,58%) apresentou escore leve (excelente ou bom). Em 31,5% dos
pacientes houve comprometimento moderado (médio), enquanto o restante dos casos
(21,92%) apresentou comprometimento grave (moderado/grave). Houve diferenca
estatistica  significativa entre as médias dos escores de  gravidade

(teste Kruskal-wallis; P < 0,01) (figura 20).

21,92%

Grave (moderado+grave)

46,587

Leve (excelente+bom)

31 ,51%

moderado (médio)

Figura 20 - Distribuicao dos 73 pacientes com FC segundo o Escore de Schwachman.

O ES tornou-se mais grave a medida que a idade dos pacientes avancou. Porém,
a diferencga foi estatisticamente significativa entre as médias de idades do escore leve e
moderado (Teste Kruskal-Wallis, p < 0,05). Entre as médias de idade do escore leve vs
moderado e do escore moderado vs grave nao houve diferenca estatisticamente significativa

(p =NS) (Apéndice 6).
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Escore de Bhalla

Pelo EB foram avaliados 64 pacientes, durante o periodo de estudo. O maior
escore foi 25 pontos, encontrado em dois pacientes que ndo apresentaram alteragdes
tomograficas. O menor escore foi 8 pontos, encontrado em dois pacientes, com alteragdes
tomograficas significativas. A média do EB foi de 15,9 pontos (dp = 4,66) e a mediana foi

de 15 pontos (figura 21).

12

10 9

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Escore tomografico

Figura 21 - Histograma da pontuagdo dos 64 pacientes com FC segundo o escore

tomografico de Bhalla.

A média de pontos do EB variou de acordo com a faixa etaria. No grupo de
lactentes, a média foi de 24 pontos. No grupo pré-escolar, a média caiu para 17,16 pontos,
enquanto no grupo escolar e nos adolescentes, a média do escore foi de 15,62 pontos e
14,23 pontos, respectivamente (figura 22). Os resultados mostraram que o EB torna-se mais

grave a medida que a idade avanga, semelhantemente ao ES. Porém, na avaliagcdo entre as
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médias de cada faixa etdria o EB mostrou diferenca estatisticamente significativa somente
entre os grupos de lactentes e adolescentes (p = 0,01) e entre os grupos de pré-escolares e

adolescentes (p < 0,05) (teste Kruskal-Wallis, teste de Dunn).

30

20 9 -

Escore de Bhalla
|
|

10 9

N= 2 19 21 22
Lactente Pré-escolar Escolar Adolescente

Grupos etarios

Figura 22 - Distribui¢do do escore de Bhalla segundo os grupos etarios em 64 pacientes

com FC.

Achados Tomograficos

A alteracdo tomografica mais freqiiente foi o espessamento peribronquico, em
96,9 % dos pacientes com FC.. Os Pluggs de secregdes foram encontrados em 84,4% dos
casos, enquanto as bronquiectasias ocorreram em 75%. As consolidagdes e/ou atelectasias
foram identificadas em 43,8%. As demais alteragdes ocorreram numa freqiiéncia menor

(tabela 7). A perfusdo em mosaico, que ndo faz parte dos critérios de Bhalla, apareceu em

cerca de 50%.
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Tabela 6 — Distribui¢ao dos 64 pacientes segundo as alteracdes tomograficas.

Alteracées tomograficas N %0
Espes. Peribronquico 62 96,9
Pluggs de secrecoes 54 84.4

Bronquiectasias 48 75
Perfusao em mosaico 31 48,4
Consolidacoes/atelectasias 28 43,8
Saculacgoes 11 17,2

Bolhas 1 1,6
Enfisema 1 1,6

Sem alt. Tomograficas 2 3,1

Avaliacio dos Testes de Funciao Pulmonar

Com relacdo as provas de fun¢do pulmonar, 38 pacientes acima de 7 anos foram
avaliados. Foi realizado pelo menos um TFP durante o estudo. A média da CVF foi de
83,05 (dp = 19,25), enquanto o VEF1 foi de 70,48%. A média do FEF 25-75% e de relagdo
VEF1/CVF (IT) foi 54,10 (dp = 27,74) e 82,94 (dp = 10,71), respectivamente.

Os testes de funcdo pulmonar foram normais em 23,68% dos pacientes
avaliados. O disturbio ventilatério predominante foi o obstrutivo, com 42,11%, seguido do
distarbio ventilatorio misto, com 26,32%. O disturbio ventilatorio restritivo foi encontrado

em apenas 7,89%.

Em rela¢do a gravidade do distarbio ventilatorio, predominaram as alteragdes
leves, em 47,4% dos casos O comprometimento moderado da fung@o pulmonar ocorreu em
21,1%, enquanto o distarbio ventilatorio grave foi diagnosticado em 7,89% dos pacientes

com FC (figura 23).
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‘ 7,89% restritivo
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Figura 23 — Distribui¢do das alteracdes ventilatorias encontradas nos testes de fungao

pulmonar de 38 pacientes com FC.

Correlacio entre os Indicadores de Gravidade
Escore de Schwachman e peso (Z)

A avaliacdo do ES segundo o peso (Z) apresentou a média de ZP de -0,63
(dp = 1,19) para o escore leve (excelent/bom), enquanto os pacientes com escore moderado
(médio) e grave (moderado/grave) apresentaram uma média de ZP de -1,89 (dp = 0,87)
e -2,29 (dp = 1,4), respectivamente (figura 24). A diferenga entre as médias de peso (Z) foi
estatisticamente significativa entre os grupos com escore leve e moderado (p < 0,01) e entre

o escore leve e grave (p < 0,01) (teste Kruskal-Wallis).
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Peso (2)

N= 31 19 13
leve moderada grave

escore de Schwachman

Figura 24 - Distribui¢do do peso (Z) segundo a gravidade do escore de Schwachman em

63 pacientes com FC.

Quando a nota do ES foi correlacionada com o peso (Z), observou-se r = 0,578
e p < 0,01 (correlagdo de Pearson) (figura 25), enquanto a correlagdo de Spearman foi de

rs=0,531ep<0,01.
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escore de Schwachman (pontos)

Figura 25 — Correlagao entre o escore de Schwachman e o peso (2).

Escore de Schwachman e escore de Bhalla

A nota do ES mostrou boa correlagdo com o EB, com r = 0,694 ¢ p < 0,01. Os
casos leves do ES apresentaram alta pontuagdo pelo EB, assim como o escore grave
apresentou pontuagdo baixa (figura 26). A correlagdo de Spearman foi de rs = 0,711 e p <

0,01
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Figura 26 — Correlagao entre o escore de Schwachman e o escore tomografico de Bhalla.

Escore de Schwachman e os testes de funcao pulmonar

O ES leve teve média do VEF1 de 82,83%, enquanto os escores moderado ¢
grave apresentaram médias de VEF1 de 69,25% e 56,16%, respectivamente. As médias do
VEF1 diminuiram, a medida que a gravidade do ES aumentou. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre as médias do VEF1 nos diferentes escores de gravidade

(teste de Kruskal-Wallis e Anova p < 0,01) (Figura 27).
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Figura 27 - Distribuicdo das médias do VEF1 segundo o escore de Schwachman em 38

pacientes com FC.

A nota do ES (pontos) mostrou uma boa correlagdo com o VEFI1. A regressao
linear foi de r = 0,632 ¢ P < 0,01 (correlagdo de Pearson), como mostra a figura 28,

enquanto a correlagdo de Spearman foi de rs = 0,589 e p < 0,01.
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Figura 28 — Correlagao entre as médias do VEF1 e o Escore de Schwachman.

Escore de Bhalla e funcao pulmonar

A correlagdo entre o EB e o VEF1 também foi significativa, com r = 0,538 e p
< 0,01, mostrando que quanto maior o EB, maior o VEF1 (figura 29). A correlagdao de

Spearman foi de rs = 0,595 e p< 0,01.
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Figura 29 — Correlagao entre as médias do VEF1 e o Escore tomografico de Bhalla.

Os resultados mostraram que ndo houve boa correlagdo entre EB e o peso (Z)

(r=0,1673).

Teste de Funcao pulmonar e peso (Z)

A correlagdo entre os TFP e o peso (Z) foi menos expressiva. O teste de
Pearson foi de r = 0,393 e p <0,05, enquanto o teste de Spearman foi de rs = 0,306 ¢

p = NS, como pode ser evidenciado na figura 30 e tabela 10.
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Figura 30 — Correlacdo entre as médias do VEF1 e o peso pelo escore Z.

As correlacdes entre os indicadores de gravidade foram calculadas pelos testes

de Pearson e Spearman. Os resultados encontrados nos testes foram muito semelhantes,

como pode ser observado na tabela 8.
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Tabela 7 — Resultados dos testes de correlagdo entre os fatores de gravidade. A correlagao

de Pearson (r), representada acima da diagonal, e a correlacdo de Spearman

(rs), representada abaixo da diagonal

Fatores de Peso (Z) Escore de Escore de Bhalla Vefl (%)
Gravidade Schwachman
r=0,578 r=0,259 r=0,393
Peso (Z) ok (p<0,01) (p=NS) (p<0,05)
Escore de rs =0,531 r=0,694 r=20,632
Schwachman (p<0,01) Rk KRRk ok ok (p<0,01) (p <0,01)
rs = 0,245 rs=0,711 r=0,538
Escore de (p=NYS) (p<0,01) A AR A, (p<0,01)
Bhalla
rs = 0,306 rs = 0,589 0,595
Vefl (%) p=NS (p<0,01) (p<0,01) ook ko
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A casuistica deste estudo representa parte do universo de pacientes atendidos no
Ambulatorio de Fibrose Cistica do HC/Unicamp, e as caracteristicas epidemioldgicas da

populagdo restringem-se a este grupo.

O grupo estudado caracterizou-se por uma idade média de 9,48 anos e uma

mediana de 8,2 anos.

Em relacdo ao género e raca, houve um discreto predominio do género
feminino (51,3%) e uma prevaléncia dos individuos de raga caucaséide (93,4%). Na
literatura, estudos tém mostrado predominio dos individuos da raca caucasdide
(CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION - PATIENT REGISTRY, 2002; DOMEK
ESPINOZA, 1998; MAROSTICA, 1995; CAMARGOS, 2000; ALVAREZ et al, 2004).

A genotipagem de 152 cromossomos estudados revelou um predominio da
mutagdo AF508, com 54,6%. No Brasil, RASKIN ez al. (1993) encontraram uma freqii€ncia
de 47% para esta mutacdo, enquanto nos Estados Unidos e na Franca a ocorréncia da
mutacdo  AF508 foi encontrada em 66% e 67,9%, respectivamente
(CYSTIC FIBROSIS GENETIC CONSORTIUM, 1994; GUILLOUD-BATALIE et al.,
2000). Estas diferencas na prevaléncia da mutacdo AF508 devem-se, provavelmente, as

caracteristicas raciais de cada populagao.

Em nossa casuistica, a prevaléncia da mutacdo G542X foi de 5,3%, semelhante
a freqiiéncia encontrada por RASKIN er al. (1993) (5,5%). Nos Estados Unidos, a
prevaléncia encontrada para esta mutacdo foi bem menor, cerca de 2,4%
(CYSTIC FIBROSIS GENETIC CONSORTIUM, 1994), enquanto no México a freqii€éncia
foi maior, em torno de 7% (VILLAREAL et al., 1996).

Em nossa casuistica, a média do peso/idade (Z), durante o estudo, foi de -1,33
(dp = 1,40), enquanto a média da altura/idade (Z) foi de -0,94. O estado nutricional foi
normal para o peso/idade em 14% dos pacientes, enquanto 86% apresentaram desnutri¢do.
A desnutri¢ao foi leve em 51%, moderada em 23% e grave em 12%. A altura estava normal
em 21,5% dos casos e 78,5%apresentaram altura abaixo do esperado para idade. O nanismo
grave (ZA < - 3 dp) estava presente em 1,5% dos pacientes. A diferenga entre o estado
nutricional no género feminino em relagdo ao género masculino ndo foi estatisticamente

significativa.
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Na avalia¢do nutricional realizada por ADDE et al.(2004) em 74 pacientes com
FC, na etapa inicial, antes da suplementa¢do alimentar e administragdo de enzimas, a média
do peso/idade (escore Z) foi de -1,13 (dp = 1,3); enquanto as médias da estatura/idade e do
peso/estatura foram de 0,94 (dp = 1,2) e -0,69 (dp = 1), respectivamente. O estudo observou
uma desnutri¢do leve nestes pacientes, semelhante ao observado por LAI et al.(1998), num

estudo na América do Norte, em 13.116 pacientes com FC, entre 0 a 18 anos de idade.

DOMEC ESPINOZA (1998), utilizando o sistema de percentis para avaliagdo
do estado nutricional, mostrou que o peso e a altura dos pacientes com FC estavam abaixo
do percentil 10, em 35% do género masculino e 20% do género feminino A CYSTIC
FIBROSIS FOUNDATION (1999) relatou em seus registros que 12,7% das criangas e
21,6% dos adultos encontravam-se com o peso/altura abaixo de 85%. A UNITED
KINGDOM CYSTIC FIBROSIS (1997) mostrou que a média de peso para o género
feminino foi de aproximadamente -0,5, e para o gé€nero masculino variou de -0,25 a -0,5.
Neste estudo, foi observado um declinio destas médias, principalmente do IMC, apés 10

anos de evolugdo.

Em nossa casuistica, quando o IMC (Z) foi avaliado nos diferentes grupos
etarios, observou-se um declinio entre os adolescentes (IMC = -1,28) em relacdo aos grupos
de pré-escolares (-0,75) e escolares (-0,74), apesar desta diferenca nao ser estatistica
significativa. Porém, foi possivel identificar uma tendéncia de queda do IMC na
adolescéncia, semelhante ao observado pela UNITED KINGDOM CYSTIC FIBROSIS
(1997).

Em relacdo a avaliacio microbiolégica, nosso estudo encontrou uma
prevaléncia alta do H. infuenzae (84,2%) e do S. aureus (92,1%) nas secregdes respiratorias
dos pacientes com FC. SAIMAN (2004) relatou uma prevaléncia bem menor para H.

infuenzae e S. aureus, cerca de 19% e 42%, respectivamente.

Os pacientes colonizados com S. aureus foram sensiveis a oxacilina em
78,57%. A resisténcia foi transitéria em 20%, enquanto a resisténcia permanente a
oxacilina foi de apenas 1,43%. A CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION-PATIENT

REGISTRY (2002) relatou em seus registros uma prevaléncia de cepas de S. aureus
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meticilino-resistentes (MRSA) de 7%, com uma variacio de 0 a 22%, enquanto
BURNS et al.(1998) relataram uma prevaléncia de 19%. Nestes levantamentos foram
descritas as colonizacdes transitérias por cepas de S. aureus meticilino-resistentes, sem

repercussdes clinicas importantes.

A infeccdo pela MRSA em criancas com FC, ndo tem provocado efeitos
significativos no crescimento ou na funcdo pulmonar (SAIMAN & SIEGEL, 2003; SOLIS
et al., 2003), enquanto em adultos a infec¢do pela MRSA parece estar associada a piora da

funcao pulmonar (THOMAS et al., 1998).

Em nossa casuistica a prevaléncia da P. aeruginosa foi alta, atingindo cerca de
88% dos pacientes com FC, com predominio fenétipo mucdide em 72%. A CYSTIC
FIBROSIS FOUNDATION (2000) relatou em seus registros uma prevaléncia da P.

aeruginosa na infancia - 30%- e entre jovens adultos - 80%.

Cerca de 70% lactentes dos nossos pacientes foram colonizados pela P.
aeruginosa na infancia, enquanto nos adolescentes, a prevaléncia atingiu 88% . Estes
resultados demonstraram que os lactentes estdo sendo colonizados precocemente em
relagdo ao descrito na literatura e medidas, como antibioticoterapia mais agressiva € a
prevencdo das infecgdes cruzadas, precisam ser adotadas no sentido de reverter esta

condicdo.

Em nossa casuistica, 1,5% dos pacientes colonizados pela P. aeruginosa e 17%
dos pacientes com B. cepacia apresentaram cepas multiresistentes segundo os critérios do
Consenso em Microbiologia e Doengas Infecciosas (CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION,
1994). SAIMAN et al. (1996), utilizando-se dos mesmos critérios, encontraram uma
prevaléncia de 13,3% de cepas multiresistentes da P. aeruginosa, enquanto DAVIES et al.
(2003) descreveram o isolamento de pelo menos uma cepa de P. aeruginosa multiresistente

em 36/96 (37%), durante um estudo num centro pediatrico de referéncia em fibrose cistica.

A tendéncia da prevaléncia destas cepas multiresistentes é aumentar com o
passar dos anos, pela exposicdo sistemadtica a varios tipos de antibidticos, deixando as cepas

da P. aeruginosa e B. cepacia, que inicialmente eram sensiveis, ainda mais resistentes. O
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grande problema da multiresisténcia da B. cepacia é o mecanismo hereditirio de
transmissdo da resisténcia, sendo recomendado nestes casos a associacdo de vérios

antibidticos para o tratamento da infec¢do multiresistente (DORING & HOIBY, 2004).

Em nosso estudo, a utilizacdo do meio seletivo triplicou a prevaléncia da B.
cepacia (12%), comparado ao meio ndo seletivo (3,9%) nos pacientes com FC. Varios
centros de referéncia em fibrose cistica no mundo, onde o meio seletivo faz parte da rotina
do laboratério de microbiologia, a prevaléncia encontra-se entre 10% a 22%

(SPEERT, 2002).

No Brasil, SILVA FILHO et al. (2002) encontraram um aumento semelhante na
prevaléncia da B. cepacia apdés o cultivo em meio seletivo (4,2%), comparado com o

periodo anterior em que o cultivo era realizado em meio nao seletivo (0,8%).

Em nossa casuistica, a prevaléncia do A. fumigatus, S. maltophilia e A.
xylosidans, considerados germes emergentes, foi de 329%, 17,1% e 9,2%,
respectivamente. Na literatura, a prevaléncia do A. fumigatus, varia de 9% a 57%
(MILLA et al., 1996; WOIJINARWSKI et al., 1997; BARGON et al., 1999), enquanto S.
maltophilia  apresenta  uma  freqiéncia que varia de 8% a 25%
(MARCHAC, 2004; SAIMAN, 2004). TAN et al. (2002) relataram uma prevaléncia da A.
xylosidans de 8,7%. Apesar da relativa freqiiéncia destes microorganismos, ainda ndo esta

totalmente esclarecida sua influéncia na deteriora¢do do quadro pulmonar na FC.

Em relacdo a avaliagdo dos indicadores de gravidade, podemos observar que
cerca de 50% dos nossos pacientes tiveram um ES leve (excelente ou bom). O escore
moderado (médio) e grave (moderado/grave) foi encontrado em 31,5% e 21,9%,
respectivamente, com uma média de idade de 8 anos para o escore leve e 12 anos para o

escore grave. A média de pontos do ES, em nossos pacientes, foi de 68, 36 pontos

(dp = 15,88).

No Brasil, MAROSTICA (1995), ao avaliar pacientes com FC pelo ES,
encontrou uma prevaléncia de 86,88% para o escore excelente ou bom e 6,56% para o
escore moderado ou grave. ASSIS et al. (2003) encontraram 78% dos pacientes com escore
excelente ou bom e 13 % com escore moderado. Neste estudo, nao foi classificado nenhum

€aso como grave.
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DORLOCHTER et al. (2003) descreveram uma média do ES de 80,1 pontos
em criangas menores de 16 anos e de 66,8 pontos em criancas maiores de 16 anos,
mostrando que a medida que a idade avanca, o ES torna-se mais grave, semelhante ao
encontrado em nosso estudo.

Na andlise dos achados tomogréficos, o espessamento peribronquico foi a
alteracdo mais freqiiente em nosso estudo, atingindo 96,9% dos pacientes. Pluggs de
secrecdes, bronquiectasias e perfusio em mosaico estavam presentes em 84%, 75% e
48,4%, respectivamente, enquanto o enfisema ocorreu numa freqii€ncia bem menor, cerca
de 1% dos casos. BHALLA et al.(1991), no estudo que deu origem ao escore, encontraram
o espessamento peribronquico em 92,9%, bronquiectasias em 78,6%, bolhas em 50% e
pluggs de secrecdes em 35,7%. Os achados menos freqiientes foram colapso ou

consolidagdes (14,3%) e enfisema (7,1%). A perfusdo em mosaico ndo foi utilizada pelo

EB.
HELBICH et al. (1999) identificaram as bronquiectasias (80,3%) como a

principal alteragdo, seguida de espessamento peribronquico (76,1%) e pluggs de secre¢des
(51,3%). Neste estudo, a perfusdo em mosaico fez parte do escore tomogréfico e apresentou

uma prevaléncia de 63,9%, acima daquela encontrada em nossa casuistica (48,4%).

No estudo de DORLOCHTER et al. (2003), as bronquiectasias (77%) foram as
principais alteracdes tomograficas encontradas, seguidas pelo espessamento peribronquico
(71%) e pluggs de secrecdes (59%).

Em nossa casuistica, a média do EB foi de 15,9 pontos, variando de 8 a 25
pontos. No estudo de BHALLA et al. (1991), com 25 pacientes, o escore variou de 8 a 17
pontos. Tanto MARCHANT et al. (2003) como DORLOCHTER et al. (2003) descreveram
uma média do EB de 8 pontos. Estas diferencas encontradas nas médias do EB pode ser
devido a média de idade maior e/ou pelo comprometimento mais grave da doenga, em

relacdo aos nossos pacientes.

Em nossa casuistica, 23,68% dos pacientes tinham TFP normais. A alteracao
funcional que predominou foi o distirbio ventilatério obstrutivo, com 42,11%, seguido do
disturbio ventilatério misto, com 26,32%.0 disturbio ventilatério restritivo foi encontrado
em 7,89%. Em relacdo a gravidade dos TFP, cerca de 50% apresentaram disturbio

ventilatdrio leve e apenas 7,89% grave.
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No inicio da doenca ou em individuos mais velhos com comprometimento
pulmonar leve, as medidas espirométricas podem estar normais, quando comparadas a
individuos sauddveis, pareados para género, idade e altura (GIBSON et al., 2003). Porém,
com a progressao da lesdo pulmonar, ocorre uma diminui¢io do fluxo expiratério e
predominio da doenga obstrutiva (NICKERSON et al., 1980; COOPER et al., 1990),

semelhante ao observado em nosso estudo.

Em relacdo a correlacdo entre os indicadores de gravidade, podemos observar
que o ES apresentou uma boa correlacdo com todos os demais indicadores: ES versus peso
(Z) r = 0,531; p < 0,01), ES versus EB (r = 0,694; p < 0,01) e ES versus VEFI
(r=0,632; p <0,01). Na literatura, DEMIRKAZIK et al.. (2001) também descreveram uma

boa correlacao entre EB e ES.

A boa correlagao entre os escores ES e EB deve-se, provavelmente, ao fato de
os dois escores serem indicadores sensiveis da gravidade e partilharem de informacdes

sobre aspectos morfoldgicos da doenca pulmonar.

O EB, além de apresentar boa correlagdo com o ES, mostrou boa correlacio
com VEFI (r = 0,538; p < 0,001), demonstrando que os critérios morfolégicos e funcionais
estdo relacionados e complementam-se na avaliacdo da lesdo pulmonar. Na literatura, a
correlagdo entre EB e VEFI foi descrita inicialmente pelo proprio BHALLA et al.(1991).
Nos estudos realizados por DEMIRKAZIK et al. (2001) e DAKIN et al (2002), as medidas
de VEF1 e CVF apresentaram boa correlacgio com EB. O EB apresentou uma pobre
correlagdo com o peso (Z), provavelmente, porque os dois avaliaram aspectos diferentes da

mesma doenca.

Os TFP, através do VEF1, apresentaram uma boa correlacio com ES e EB. Na
literatura, esta correlacdo estd bem definida em varios estudos (ROSENFELD et al., 2001;
ASSIS et al., 2003). Contudo, esta correlagdo nao foi tdo evidente, quando se comparam o0s

TFP e o estado nutricional, através do peso (Z) (r = 0,393; p< 0,05).

A andlise evolutiva das medidas do VEF1 e do VEF1/CVF no grupo estudado,
apesar do pequeno tempo de avaliagdo, demonstrou uma tendéncia de queda nas curvas do

VEF1 e da relacdo VEF1/CVF. Porém, nido foram estatisticamente significativas. Na
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literatura, a CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION (2000), em seus registros anuais, relatou
que o VEFI apresenta um declinio progressivo de suas medidas a partir dos 6 anos de

idade.
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Na casuistica estudada:

1 Houve uma elevada prevaléncia de H. influenzae, S. aureus, P. aeruginosa e

fungos em relacdo ao descrito na literatura.

2 O aparecimento de P. aeruginosa nos grupos etirios menores foi mais

precoce do que esté descrito na literatura.

3 A prevaléncia da B. cepacia em meio seletivo foi semelhante a encontrada

na literatura.

4 O EB mostrou-se importante indicador de gravidade, principalmente para

aqueles pacientes que ndo fizeram o teste de func@o pulmonar.

5 O TFP foi um bom indicador na avaliacdo de gravidade da doenga nos
pacientes maiores que 7 anos e foi ttil para diferenciar o tipo de disturbio

ventilatorio: obstrutivo, restritivo ou misto.

6 O estado nutricional teve um desempenho inferior aos demais indicadores

em predizer a gravidade.

7 O ES foi o unico indicador que se correlacionou positivamente com todos os

demais indicadores de gravidade.
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ANEXO 1

Escore de Shwachman

Nutricao
1- Peso e altura:
) TP25 (compativel ¢/ padrao familiar)
) T P 10 ( levemente abaixo do padrao familiar)
) T P 3 (moderadamente abaixo do padrdo familiar
) d P 3 (altura deficiente)

) mal-nutrido e baixo

2- Tonus e massa muscular:
) normais
) bons
) regulares
) pobres

) musculos flacidos, fracos e pequenos

3- Gordura subcutinea:
) normal
) levemente diminuido
) deficiente
) deficiéncia moderada

) sem gordura subcutanea
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4- Maturacao sexual:

) normal

) leve retardo

) maturacdo retardada

) insuficiente

5- Apetite:

) bom

) normal

) regular

) mau

) perda de peso freqiiente

6- Fezes:

) normais

) fezes + freqlientemente e leve alteracao

) fezes volumosas, mau cheiro e flutuantes

) fezes pouco formadas, volumosas, mau cheiro e gordurosas

) fezes freqiientes, volumosas, mau cheiro e gordurosas (prolapso retal freqiiente)
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Atividade Geral
1- Atividade:
) plena
) leve limitacdo a atividade intensa
) descansa voluntariamente
) atividade fisica limitada

) grave limitacdo da atividade

2- Tolerancia aos exercicios:
) normal
) cansa ao final do dia ou apds exercicio prolongado
) cansa apds exercicio
) tolerancia ao exercicio limitada ( dispnéico apds exercicios)

) inativo ou confinado a cama/cadeira (dispnéia e ortopnéia)

3- Disposicao:
) boa
) menos energético, ocasionalmente irritado ou apético
) moderadamente inativo, falta espontaneidade, passivo ou irritavel
) agitado, irritado, preguicoso ou abatido

) apético ou irritavel
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(

4- Desenvolvimento motor:
) normal
) limite inferior do desenvolvimento motor normal
) leve retardo motor
) retardo motor moderado

) marcado retardo motor

5- Freqiiéncia escolar:
) normal
) boa freqii€ncia escolar
) regular freqiiéncia escolar
) freqiiéncia escolar baixa ( professor particular)

) ndo pode assistir as aulas

Exame Fisico
1- Tosse:

) sem tosse

) tosse ocasional

) tosse leve e cronica apds exercicio/choro e ocasionalmente durante o dia ( s/ tosse

noturna)

(
(

) tosse cronica, freqiiente, repetitiva, produtiva, raramente paroxistica

) tosse paroxistica grave, produtiva, freqiilentemente c/ vOmitos e hemoptise ( tosse

noturna)
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2- FCeFR:
) normais
) normais no repouso
) levemente aumentada
) moderadamente aumentada

) taquipnéia e taquicardia

3- Enfisema:
) sem enfisema
) enfisema leve
) Tdiametro antero-posterior e diafragma rebaixado
) enfisema moderado a grave, ¢/ deformidade ao Rx

) enfisema grave

4- Ausculta Pulmonar:
) pulmdes limpos
) MV rude, roncos e TE prolongado ocasional
) MV rude, crepitantes, roncos e sibilos
) crepitantes, roncos e sibilos, usualmente presentes e disseminados

) crepitantes, roncos e sibilos generalizados
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5- Baqueteamento digital:
) sem baqueteamento
) baqueteamento leve
) baqueteamento 2
) baqueteamento 2/3

) baqueteamento 3/4

Achados Radioldgicos:
1- Enfisema:
) sem enfisema
) evidéncias minimas
) moderado T didmetro AP; campos pulmonares + radiolucentes
) enfisema marcado

) alteracdes extensivas, hiperinsuflacdo grave

2- Trama bronco-vascular:
) sem aumento
) aumento leve da trama
) trama aumentada

) aumento marcado da trama
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3- Infiltrado pulmonar:

() sem infiltracdes

() infiltrado ocasional transitério

() focos persistentes de infiltracdes

() infiltrados disseminados

4- Atelectasias:

() sem atelectasias

() atelectasias localizadas ou irregulares

() atelectasias segmentares ou lobares ocasionais, cistos localizados

() atelectasias lobares persistentes, formacdo de bronquiectasias, cistos disseminados e

abcessos
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ANEXO 2

ESCORE TOMOGRAFICO (BHALLA)

CATEGORIA 0 1 2 3
ESPESSAMENTO PERIBRONQUICO LEVE MODERADO GRAVE

(B =V)
(BRONQUICO X $VASO) B >V) (2X B/V) (>2X B/V)
EXTENCAO DOS
PLUGGS DE SECRECAO AUSENTE |1-5 6-9 >9
(N° SEGMENTOS BP)
GERACOES DE DIVISOES
BRONQUICAS ENVOLVIDAS AUSENTE | >4°GERACAO >5°GERACAO | >6°GERACAO
(BRONQUIECTASIAS/PLUGGS)
EXTENSAO DAS

AUSENTE |1-5 6-9 >9
BRONQUIECTASIAS
SEVERIDADE DAS | AUSENTE | LEVE MODERADO GRAVE
BRONQUIECTASIAS @B=4V) | (4B >¢V) @-3¢B>¢V) (B3 ¢B>¢V)
SACULACOES OU
ABCESSOS AUSENTE |1-5 6-9 >9
(N° SEGMENTOS BP)
NUMERO

UNILATERAL BILATERAL BILATERAL
DE AUSENTE
(<4) (<4) >4

BOLHAS
ENFISEMA

AUSENTE |[1-5 >5
(N° SEGMENTOS BP)

SEGMENTAR
ATELECTASIAS/CONSOLIDACOES | AUSENTE | SUBSEGMENTAR
LOBAR

SOMA TOTAL

-25=

ESCORE:
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ANEXO 3

PROTOCOLO DE PESQUISA

1. Identificacdo:

2. Nome:

3. N°de matricula:

4. Data de nascimento:

5. Género:

6. Cor:

7.  Dosagem no suor:

8.  Estudo genético:

9.  Numero de dias de internagao:

10 Antibidticos em uso:

11 Sangue:
a)Hemograma:
b)Dosagem de IgE sérica total:

c)Dosagem de IgE especifica ao A. fumigatus (IgEM3):

9-Escarro

a) Cultura:

histérico microbiolégico:

( ) Pseudomonas aeruginosa
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1° amostra

2° amostra

3° amostra

4° amostra

5° amostra

6° amostra

data:

Pseudomonas aeruginosa (mucosa)

data:

Staphiloccocus aureus

data:

Haemophilus influenzae

data:

Streptococcus sp.

data:

Aspergillus fumigatus

data:

Candida albicans

data:

outros:

data:

() escarro

() escarro

() escarro

() escarro

() escarro

() escarro

) escarro induzido

) escarro induzido

) escarro induzido

) escarro induzido

) escarro induzido

) escarro induzido

data:

data:

data:

data:

data:

data:
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10-Func¢do pulmonar:

1° PFP:
Data:
CVF:
VEF1:
VEF1/CVF:
FEF25-75%:
2° PFP
Data:
CVF:
VEF1:
VEF1/CVF:
FEF25-75%:
3° PFP
Data:
CVF:
VEF1:
VEF1/CVF:
FEF25-75%:

11- Tomografia de torax de alta resolucdo: (vide escore de Bhalla)

12 - Rx de torax:
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ANEXO 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO PROJETO: Perfil microbiologico das secrecoes respiratorias de pacientes

com fibrose cistica e as correlacoes entre os fatores de gravidade da doenca
NOME DO RESPONSAVEL: LEO ROBERTO BARTH

Gostariamos de informar ao paciente ou responsdveis que estamos realizando um
estudo com as criancas do ambulatério de Fibrose Cistica da UNICAMP, com o objetivo de
estudar a importancia de um fungo nas infec¢Oes respiratorias dos pacientes com Fibrose
Cistica.

Para tanto, gostariamos de contar com sua colaboracdio e aproveitamos a
oportunidade para esclarecer que sua inclusdo no estudo nao acarretard em nenhum risco
adicional . Serdo colhidos amostras de sangue e escarro a cada 3 meses durante o periodo
de um ano ( 2001).

Salientamos que o fato do paciente ou responsdvel ndo concordar em participar da
pesquisa, nao implicard em nenhum prejuizo nos exames e tratamento deste. O paciente
podera desistir de sua participag¢do a qualquer momento.

Para maiores esclarecimentos procurara o Dr. Leo Roberto Barth no telefone 0XX-
(19) 9784.2364.

Qualquer problema entrar em contato com o Comité de Etica no telefone 0XX- (19)
3788.8936.

Eu, , portador do

RG , responsavel

por ,

concordo que ele participe do estudo.

pesquisador responsavel

Anexos

183



ANEXO 5

ABSTRACT FORM
28" European CF Conference
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Crete, Greece

22-25 June 2005

Abstracts must be received by
31 Jan 2005.
Submit to the ECFS: info@ecfsoc.org

For Review Committee use only:
Abstract Number

Please read explanatory notes on the Conference Website, www.europeanCFconference.org, before completing

this Abstract Form

Name of corresponding author:

Jose Dirceu Ribeiro

Institution:

State University of Campinas Medical School - Unicamp

Department: Department of Pediatrics
Full Address: Rua Pedro Natalino Zaghi 80

CEP: 13 085-070 . CAMPINAS — SP. BRAZIL
Email: ribeirojd @terra.com.br

Telephone: (incl. country code)

55+19+3289 3874

This column may contain a maximum of 2,000 characters, including spaces

Abstract title (Bold letters)

Authors:

Authors affiliations:

(use numbers for different institutions
as in example below)

J. Smith1, A. Brown 2

1 Department of Microbiology...2 CF
Unit...

Abstract should describe:

Aims

Methods

Results (please be specific)
Conclusions

Please indicate preference:

Oral presentation
X | Poster presentation
No preference

Has the protocol of

the work been

approved by your

local ethics
committee:
Yes | No | Does not
X apply

Phenotypic profile of microorganisms and Burkholderia cepacia genotype
assessment in patients from a Brazilian Cystic Fibrosis University Center.

Barth LR, Sakano E, Ribeiro JD, Bertuzzo C, Hessel G, Negrdo JR, Tresoldi
AT, Ribeiro AF.

Pediatric Department. State University of Campinas Medical School.
Unicamp. Campinas — SP - BRAZIL

Aim: To verify the prevalence of microorganisms isolated from upper airways
and to identify the Burkholderia cepacia genomovars.

Methods: Prospective study (2001-04) performed at the State University of
Campinas, Medical School, Unicamp, Brazil. The secretions were obtained
from induced cough or sputum samples. The cultures took place in a selective
media. The genomovars was identified by PCR.

Results: 76 patients were studied (newborn-22 years); 39 females. 9.5 years
was the mean age anda median of 8.2 years. White race: 93.6%. Delta F 508
was present in 83/152 (54.6%) of the analyzed chromosomes. 871 cultures
were realized within the mean of 4 cultures/patients/year. Isolated
microorganisms %: H influenzae 84.2; S aureus 92.1 MRSA 1.43, P
aeruginosa 88.2, (multiresistant 1.49); P mucéide 72.4; S maltophilia 17.1; A
xylosidans 9.2; A fumigatus 32.9; B cepacia 11.8 (multiresistant 17).
Genomovars: Were analyzed 19 cultures from 9 patients. five patients had
more than one genomovar isolation. Genomovars (%): II1: 63.2; II: 57.8; I:
15.8; IV: 5.2; V: 5.2. Not identified genomovars: 15.7%

Conclusion: Our study identified a great percentage of Pseudomonas and S
aureus colonization in the CF airways. Genomovars III and II were
predominant in those patients colonized with Bulkholderia cepacia complex.
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ANEXO 6

ABSTRACT FORM

28" European CF Conference

Crete, Greece
22-25 June 2005

“E

Abstracts must be received by
31 Jan 2005.
Submit to the ECFS: info@ecfsoc.org

For Review Committee use only:
Abstract Number

Please read explanatory notes on the Conference Website, www.europeanCFconference.org, before completing this

Abstract Form

Name of corresponding author:

Antonio Fernando Ribeiro

Institution: State University of Campinas Medical School - UNICAMP
Department: Pediatrics Department
Full Address: Rua Pedro Natalino Zaghi 80. CEP: 13 085- 070
Campinas — SP BRAZIL
Email: ribeirojd@terra.com.br

Telephone: (incl. country code)

55+19+3289 3874

This column may contain a maximum of 2,000 characters, including spaces

Abstract title (Bold letters)
Authors:

Authors affiliations:

(use numbers for different
institutions as in example
below)

J. Smithl, A. Brown 2

1 Department of
Microbiology...2 CF Unit...
Abstract should describe:
Aims

Methods

Results (please be specific)
Conclusions

Please indicate preference:

Correlation among Cystic Fibrosis (CF) severity markers.

Barth LR, Sakano E, Ribeiro JD, Bertuzzo C, Hessel G, Tresoldi AT, Negrdo JR, Ribeiro
AF.

Pediatric Department. State University of Campinas Medical School. Unicamp.
Campinas — SP - BRAZIL

Aim: To verify the relationship among the available CF severity markers: Schwaschman
score (SS); Balha Score (BS); Nutritional Status (NS) and Pulmonary Function Tests
(PFT).

Methods: Prospective study (2001-04) performed at the State University of Campinas,
Medical School, Unicamp, Brazil. The analyzed CF severity variables included SS, BS,
NS and PFT. Weigh and height were assessed by Z score in 65 patients.

Results: 76 patients were studied (RN-22years). 39 females. Mean age: 9.5 years and a
median of 8.2 years. White race: 93.6%. Delta F 508 was present in 83/152 (54.6%) of
the analyzed chromosomes. SS was obtained in 73/76 patients: (excellent/good: 46.58%,
moderate 31.5% and severe 21.92%). BS was performed in 64/76 CF patients: 15.9+4.66

Oral presentation

medium score. The most frequent computer tomography abnormalities were

X Poster presentation

perjbronquial wall thickening: 96.9%; mucous plugging: 84.4%; bronchiectasis: 75%;

No preference

mogaic perfusion: 48.4%.

Has the protocol of

the work been

approved by your

local ethics
committee:
Yes | No | Does not
X apply

Nutritional Status: Normal in 13.3%. Malnutrition: 86.7%. Major: (Z<-2): 35.4%; Mild:
(0<ZP >-1) 13.8%. Short stature (ZA <-2) 21.5%

PFT was performed in 38 patients older than 7 years. Normal PFT was obtained in
23.68% of the CF patients. Obstructive ventilatory defect: 42.11%; restrictive ventilatory
defect 7.9% and obstructive plus restrictive ventilatory defect: 26.32%.

A highly significant statistic correlation was observed between SE versus BE (p<0.01);
SE versus PFT (p<0.01); BE versus PFT (p<0.01); Nutritional Status versus PFT
(p<0.05). BE versus Nutritional Score: Not significant

Conclusion: All the analyzed markers showed to be a good value in predicting the
severity of the cystic fibrosis patients.
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ANEXO 7

FACULDADE DE CTENCIAS MEDICAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

4 Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

® (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

® www.fcm.unicamp br/pesquisa/etica/index html
g cepd fem.unicamp br

CEP, 19/10/04.
(PARECER PROJETO 376/2000)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DA~SIGNLFICANCIA’ CLINICA DO ASPERGILLUS
FUMIGATUS NAS SECRECOES RESPIRATORIAS DE CRIANCAS COM
FIBROSE CISTICA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Leo Roberto Barth.

II- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
aprovou a inclusdo da analise dos microorganismos Pseudomonas aeruginosa. B. cepacia,
S. aureus, H. influenzae, S. maltophilia e A. xylosidans e a inclusio do projeto “ANALISE
DA VARIABILIDADE GENOTIPO-FENOTIPO DA  PSEUDOMONAS
AERUGINOSA EM PACIENTES COM FIBROSE CiSTICA “, sobre responsabilidade
da aluna Isabella Chiarini Mathiazzi, ac protocolo de pesquisa supracitado.~

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

/'gz;/ “
Profa. Dra. ‘Caf@via Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Anexos

189



APENDICES

191

i}



Apéndice 1 - Distribuicio dos 76 pacientes com FC segundo o género.

51 ,32%
Feminino

48,687

Masculino

Apéndice 2- Distribui¢ao dos 76 pacientes com FC segundo as manifestagdes clinicas

Manifestacoes clinicas N %
Digestivas 2 2,6
Respiratorias 8 10,5
Ambas 66 86,8
Total 76 100,0
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Apéndice 3 - Avaliagdo do estado nutricional de 43 pacientes com FC, através da medida

do escoreZ para altura, durante o periodo de 2001 a 2003.
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Apéndice 4 - Avaliagdo do estado nutricional de 38 pacientes com FC, através da medida

do escoreZ para IMC, durante o periodo de 2001 a 2003.
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Apéndice 5 - Classificagdo da gravidade do Escore de Schwachman de 74 pacientes com

FC segundo a idade.
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Apéndice 6 - Evolucdo do VEF1 de 13 pacientes com FC, durante o periodo de 2001 a
2003.
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Apéndice 7 — Distribui¢do do VEF1 em 29 pacientes com FC segundo a sensibilizagdo ao

A. fumigatus.
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