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RESUMO

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga genética decorrente da disfuncdo da proteina
reguladora da condutancia transmembrana (CFTR), essencial para o transporte de ions e
dgua pela membrana celular, sendo a doenca pulmonar a mais preponderante das
manifestacdes, havendo colonizacdo bacteriana seguida de infec¢des, principalmente por
Pseudomonas aeruginosa, bactéria de maior relevancia para pacientes com FC.

Neste estudo, buscamos padronizar e avaliar o valor diagndstico e prognéstico de
um teste de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para pesquisa de anticorpos
séricos IgG anti-P. aeruginosa, comparando os resultados com a cultura microbioldgica de
material respiratério (padrdo-ouro atual). Os niveis de anticorpos foram avaliados
primeiramente em um estudo transversal, com 117 pacientes com FC atentidos no HC-
Unicamp, buscando determinar a acurdcia do teste, e paralelamente em um estudo
longitudinal, com 78 pacientes inicialmente sem infec¢do cronica por P. aeruginosa,
buscando monitorar a variacao dos niveis de anticorpos em diferentes periodos.

Observamos que a taxa de soropositividade e a mediana dos niveis de IgG anti-
Pseudomonas foram significativamente maiores em pacientes cronicamente infectados pela
bactéria, tendo o teste sensibilidade de 96,8%, especificidade de 98,1%, valor preditivo
positivo de 96,8% e valor preditivo negativo de 98,1% para a detec¢@o da infec¢do cronica.
Houve aumento progressivo dos niveis de anticorpos dos pacientes ao longo do tempo, com
maior significancia em dois periodos de coleta, entre pacientes que apresentaram evolugao
no perfil de coloniza¢do/infeccdo por P. aeruginosa. Foi possivel, pela pesquisa de
anticorpos, a detec¢do da bactéria até 15 meses antes do primeiro isolamento positivo em
cultura e pacientes com niveis de anticorpos elevados no inicio do estudo apresentaram
maior risco de posterior evolugdo no perfil de colonizacdo/infec¢do por P. aeruginosa.

Concluimos que a sorologia pode ser um recurso diagndstico de grande utilidade
para a detec¢do precoce da infeccdo pulmonar P. aeruginosa em pacientes com FC,
complementando resultados da cultura microbioldgica. Introduzindo-a na rotina de
acompanhamento dos pacientes, serd possivel a terapia antimicrobiana precoce, o que
podera ajudar a melhorar a fung¢ao pulmonar dos pacientes e sua qualidade de vida.

Palavras-chave: fibrose cistica, sorologia, Pseudomonas aeruginosa
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ABSTRACT

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disease, resulting from disfunction of the CFTR
protein, which is essential for the transportation of ions and water across the cell
membrane, being the pulmonary disease the most prominent manifestation, where there is
bacterial colonization followed by infections, mainly caused by Pseudomonas aeruginosa,
the most relevant bacterium for CF patients.

The aim of this study was to standardize and to evaluate the diagnostic and
prognostic values of an ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) test for detection of
serum anti-P. aeruginosa IgG antibodies, comparing the results with the microbiological
respiratory culture (current gold standard). The antibody levels were first evaluated in a
cross sectional study, with 117 CF patients attended at the HC-Unicamp, seeking to
evaluate the accuracy of the test, and in a parallel longitudinal study, with 78 patients
initially without P. aeruginosa chronic infection, seeking to monitor the variation in the
antibody levels in different periods of sample collection.

We observed that the seropositivity rate and the median of the anti-Pseudomonas
IgG antibody levels were significantly higher in chronically infected patients, with the
serological test presenting a sensitivity of 96.8%, specificity of 98.1%, positive predictive
value of 96.8% and negative predictive value of 98.1% for detection of chronic infection.
There was a progressive increase of the antibody levels in the patients over time, with
greater significance, in two collection periods, among patients who presented evolution in
the P. aeruginosa colonization/infection status. Through antibody measurement, we could
detect the bacterium until 15 months before the first positive isolation in microbiological
culture and the patients with elevated antibody levels in the baseline showed higher risk for
later evolution in the P. aeruginosa colonization/infection status.

We conclude that serology can be a very useful diagnostic resource for early
detection of P. aeruginosa pulmonary infection, complementing microbiological results.
By introducing it on the follow-up routine, the early antimicrobial therapy will be possible,

which will help to improve the patients’ lung function and quality of life.

Keywords: cystic fibrosis, serology, Pseudomonas aeruginosa
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1. INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC) € uma doenca hereditdria, causada por uma mutagdo em um
gene que codifica a proteina reguladora da condutancia transmembrana (CFTR), a qual é
expressa em muitas células epiteliais e sanguineas. Essa proteina € essencial para o
transporte de fons pela membrana celular, estando envolvida na regulacdo do fluxo de
cloro, s6dio e dgua (1). A FC € caracterizada pelo comprometimento sist€émico das
glandulas exdcrinas e, na maioria dos pacientes, a doenga pulmonar € o local preponderante
das manifestagdes. Ocorre a desidratacdo das secreg¢des respiratérias com o aumento
acentuado da viscosidade, o que dificulta o transporte mucociliar, evoluindo para obstru¢ao
cronica das vias aeriferas inferiores com a colonizagdo bacteriana seguida de infeccdes
recorrentes, mesmo que o paciente com FC tenha uma resposta imune adequada (2,3).

A Pseudomonas aeruginosa é a bactéria de maior relevancia para os pacientes com
FC (2,3). A infeccdo pulmonar cronica por P. aeruginosa é responsavel por elevada
morbidade e mortalidade desses pacientes. Na infancia, 10 a 30% dos pacientes com FC
estdo colonizados e na vida adulta, 80 a 90% estao infectados. Em geral, pacientes com
infeccdo pulmonar por P. aeruginosa apresentam uma redugdo da expectativa de vida de
cerca de 10 anos, quando comparadas com os ndo infectados (4-6).

A deteccdo da infeccdo por P. aeruginosa na rotina diagndstica € feita
preferencialmente por meio da cultura de escarro — expectorado espontaneamente ou com
expectoracdo induzida por solucdo salina hipertonica; entretanto, muitos pacientes,
especialmente criancas menores de sete anos de idade, sdo incapazes de expectorar um
material representativo. A cultura do lavado broncoalveolar (LBA) € uma opg¢do, porém
trata-se de um procedimento invasivo e pouco empregado. Por tal razdo, a cultura de
material respiratério obtido por swab de orofaringe € usada como método alternativo a
cultura de escarro ou LBA nesses individuos, realizando a amostragem da microbiota do
trato respiratdrio superior (7). Apesar da boa especificidade relatada para esse método, em
comparacdo com a cultura de LBA, é sabido que uma cultura negativa das vias aeriferas
superiores nao exclui a presenca de P. aeruginosa nas vias aeriferas inferiores (5,8). Erros

de amostragem durante o LBA e as amostras frequentemente insuficientes obtidas por meio



do swab de orofaringe podem levar a ocorréncia de resultados falsos negativos (8). A
dificuldade em obter amostras representativas das vias aeriferas de criangas pequenas
indica a necessidade do uso de métodos que possam complementar ou ser uma alternativa a
cultura microbioldgica de material respiratério (9).

A deteccdo de anticorpos séricos contra P. aeruginosa tem surgido como um
recurso para deteccdo precoce e terapia de erradicacdo (10,11). Métodos altamente
sensiveis para a deteccdo de anticorpos contra varios antigenos de P. aeruginosa podem
complementar os métodos de monitoramento atualmente utilizados. Niveis aumentados de
anticorpos quando hd cultura negativa de material respiratério devem alertar os
profissionais de satide na busca por uma provavel infec¢do. Altos niveis de anticorpos estao
associados com uma maior probabilidade de infeccdo cronica por P. aeruginosa e podem
ser uma ferramenta ttil para clinicos e pesquisadores em FC no monitoramento de
pacientes com risco de infec¢do (9).

Neste estudo, buscamos padronizar e avaliar o valor diagndstico e prognéstico de
um teste de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para pesquisa de anticorpos
séricos IgG anti-P. aeruginosa, comparando os resultados com a cultura microbioldgica de
material respiratdrio (padrao-ouro atual), além de iniciar um monitoramento soroldgico da

resposta de anticorpos nesses pacientes.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Breve historico e Epidemiologia da Fibrose Cistica

Nos primeiros anos do século XX, clinicos e patologistas ja reconheciam um padrao
de manifestacbes morbidas em criancas de origem caucasiana que levava a morte e se
caracterizava por disfuncdo multipla de glandulas exdcrinas. A denominagdo dessa
condicdo variava: fibrose cistica do pancreas, enfatizando uma das manifestacdes mais
proeminentes da doenca, ou seja, a destruicdo do pancreas; mucoviscidose, isto €, a

producdo de muco com caracteristicas alteradas, como aumento da densidade e da

2



viscosidade, no trato respiratério, no sistema digestorio e em outros locais em que a
producdo de muco € necessdria para o funcionamento adequado do 6rgdo. Durante a
Segunda Guerra Mundial, reconheceu-se que a fibrose cistica repetia-se em familias e foi
proposto que se tratava de heranga mendeliana recessiva (12,13).

A fibrose cistica € um distdrbio autossdOmico recessivo causado por mutagdes em
um unico gene de 230 kb no braco longo do cromossomo 7, o qual codifica um
polipeptideo de 1480 aminodcidos denominado proteina reguladora da condutancia
transmembrana (Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator — CFTR). Tal
proteina atua principalmente como um canal de cloreto nas membranas epiteliais e, em
condi¢des normais, regula o fluxo de fons através do epitélio para adequada manutengdo da
composi¢do idnica e do volume do fluido de superficie, tendo também outras fungdes
regulatdrias, incluindo a inibicdo do transporte de sédio através do canal de sédio epitelial,
regulacdo de canais de ATP, regulacdo do transporte vesicular intracelular, acidificacdo de
organelas intracelulares e inibi¢ao de canais de cloreto ativados por célcio (1,2,14). A FC é
a doenca autossOmica recessiva mais comum entre individuos caucasianos, sendo mais
comum em populagdes do norte da Europa, entre os quais ocorre em aproximadamente um
individuo a cada 3000 nascidos vivos (1). Nos Estados Unidos, essa propor¢cao ¢ de um
para 3200. A incidéncia em populacdes Hispanicas, Asidticas e Afroamericanas é de
1:9000, 1:32000 e 1:15000, respectivamente (1,15) (Figura 1). No Brasil, a prevaléncia
varia de 1:3500 a 1:10000, o que pode ser explicado pelo variado grau de miscigenagao
encontrado no pais (12). Em geral, cerca de 60 mil individuos em todo mundo sdo
portadores da FC e a estimativa € de que 10 milhdes sdo portadores do gene (16,17). Apesar
da melhora no tratamento nos ultimos anos, a média de idade de sobrevivéncia na FC é de
aproximadamente 39 anos (18).

Mais de 1500 mutacdes da CFTR foram identificadas, sendo essas divididas em seis
classes (Tabela 1), mas apenas a importancia funcional de um pequeno nimero é
conhecida. A auséncia de fenilalanina na posi¢ao 508 (F508del), uma mutacdo de classe I,
corresponde a cerca de 70% dos alelos mutantes nas populagdes dos Estados Unidos e
Europa. Apesar de a mutagdo na CFTR variar de populacdo para populagdao, em todo o
planeta, nenhuma outra mutacdo corresponde a mais do que aproximadamente 5% das

mutacdes na CFTR (19-21).



Tabela 1: Classes de mutacdes no gene CFTR

Classe de Presenca de CFTR
Efeito na proteina CFTR
Mutacio funcional
Classe I Nao hd produgdo da proteina Nao
a1 I Defeito no trafego da proteina; degradagdo no Nao/substancialmente
asse
reticulo endoplasmatico/aparelho de Golgi reduzida
Regulacdo deficiente; CFTR ndo ativada por ATP ou
Classe 111 Nao
AMP ciclico
Transporte de fons cloreto através da CFTR reduzido
Classe IV Sim
na membrana celular
Defeito no splicing, com producio diminuida de
Classe V Sim
CFTR normal
Turnover acelerado, apesar de a CFTR chegar
Classe VI Sim
normalmente 2 membrana celular

Adaptado de O’Sullivan e Freedman, 2009 (1) e Strausbaugh e Davis, 2007 (19).
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Figura 1: Prevaléncia de fibrose cistica ao nascer e mutacdes mais

selecionado (Extraido de O’Sullivan e Freedman, 2009 — referéncia 1).
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2.2. Fisiopatogenia

A presenca de dois alelos com mutacdes no gene da FC provoca auséncia de
atividade ou funcionamento parcial da CFTR, causando reducdo no transporte de cloro e
aumento da eletronegatividade intracelular, resultando em maior fluxo de sédio para
preservar o equilibrio eletroquimico e, secundariamente, de dgua para a célula por agdo
osmotica. Desse modo, ocorre a desidratacdo das secrecdes mucosas e aumento da
viscosidade, favorecendo a obstru¢do dos ductos acompanhada de reacdo inflamatéria e
posterior processo de fibrose. O defeito basico acomete células de vérios 6rgdaos e nem
todos os individuos expressam respostas clinicas semelhantes, com uma grande

variabilidade de sintomas de paciente para paciente (Figura 2). As manifestacdes clinicas

podem ser muito varidveis e ocorrer precocemente, ou na vida adulta (22).

- Pancreatic insufficiency

- Hepatic steatosis, biliary fibrosis

Sinopulmonary
- Infection | - ABPA . ABPA
« Sinusitis « Haemoptysis, pneumothorax
- Polyposis + Respiratory failure
- Sinusitis, polyposis, anosmia
Gastrointestinal
« Fetal echogenic bowel - DIOS - DIOS
+ Meconium ileus + Intussuception + Intussuception

+ Biliary fibrosis, cirrhosis

+ Rectal prolapse - Rectal prolapse - Digestive tract cancer (adenocarcinoma)
Childhood
Renal, endocrine, other
- Dehydration - Renal calculi - Delayed puberty, osteoporosis, CFRD
» Hyponatraemic hypochloraemic | - Hyponatraemic hypochloraemic | - Renal calculi, renal failure
metabolic alkalosis metabolic alkalosis « CBAVD, HPOA
+ Arthritis, vasculitis
« Hyponatraemic hypochloraemic

metabolic alkalosis

Figura 2: Idade aproximada de estabelecimento das manifestacdes clinicas na fibrose cistica
(Adaptado de O’Sullivan e Freedman, 2009 — referéncia 1)

ABPA = aspergilose broncopulmonar alérgica; CBAVD = auséncia bilateral congénita do canal deferente; CFRD =

diabetes relacionado a fibrose cistica; DIOS = sindrome de obstrucdo intestinal distal; HPOA = osteoartrite pulmonar

hipertréfica




2.3. Manifestacoes Clinicas

2.3.1. Sintomas gastrointestinais

Cerca de 15 a 20% das criancas com FC nascem com ileo meconial, uma condicao
obstrutiva secunddria na qual hd um bloqueio do transito intestinal intra-uterino ao nivel do
ileo distal, levando a um espessamento do material, caracterizado pela presenca de meconio
e muco espesso. (1,18). Por volta de 85 a 90% das criangas desenvolvem insuficiéncia
pancredtica, que pode estar presente ao nascimento ou aparecer durante o primeiro ano de
vida com sinais tipicos, como fezes gordurosas, flatuléncia, inchaco abdominal e baixo
ganho de peso. A insuficiéncia pancredtica leva a esteatorreia, deficiéncia de vitaminas
lipossoluveis e subnutricdo. Com a introducdo da terapia com enzimas pancredticas, a
subnutricdo se tornou manejavel; entretanto, a ingestao calérica adequada e a correg¢do das
deficiéncias de vitaminas lipossoliveis permanecem como componentes cruciais do
controle da doenca (23). Secrecdes intestinais espessas, méd absorcao e motilidade intestinal
reduzida podem levar a obstru¢des intestinais ou constipacdo cronica em pacientes de mais
idade. A ma absor¢do de vitaminas lipossoliveis (A, D, E e K) pode levar a acrodermatite,
anemia, neuropatia, cegueira noturna, osteoporose e desordens sanguineas (1).

Pacientes com FC compdem um grupo de risco para cirrose biliar focal causada por
obstru¢do dos dutos biliares intra-hepdticos, mas a cirrose clinicamente aparente ocorre em

cerca de apenas 5% dos pacientes e normalmente se apresenta aos 15 anos de idade (24).

2.3.2. Desordens endocrinas

A disfun¢do pancredtica é causada por obstru¢do dos dutos intra-pancredticos com
secrecoes espessas. Com o tempo, o pancreas sofre autdlise, com substituicao do tecido por
gordura. Quando uma certa propor¢do das ilhotas pancredticas ndo funciona mais, o
paciente desenvolve insufici€éncia de insulina e intolerancia a carboidratos, possivelmente
coexistindo com resisténcia a insulina (25,26). O diabetes mellitus relacionado a FC
(DRFC) ndo é como os tipicos diabetes do tipo I ou II. Vérios fatores inerentes a FC afetam

o metabolismo da glicose, tais como o gasto de energia aumentado, defici€éncia de
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glucagon, disfuncao hepdtica, tempo de transito intestinal diminuido e trabalho respiratério
aumentado (25). A medida que o paciente com FC envelhece, aumenta a probabilidade de
desenvolvimento do DRFC; € relatada uma porcentagem de 30% de pacientes com idade
proxima aos 25 anos que apresentam essa condicao (1).

A osteoporose secunddria a defici€éncia de vitamina D, inflamac@o sist€émica cronica
e uso intermitente de corticosterdides estd sendo cada vez mais reconhecida como uma
complicacdo da FC. A osteopenia tem inicio na infancia, mas geralmente se manifesta na
idade adulta. A reabsorcao Ossea excede a formacdo 6ssea até mesmo em pacientes bem

nutridos e clinicamente estaveis (27).

2.3.3. Reproducgao

O canal deferente é muito sensivel a disfuncdo da CFTR. Praticamente, todos os
homens com fibrose cistica cldssica tém azospermia e sdo inférteis por conta da auséncia
bilateral congénita do canal deferente, o que também pode ser visto em homens com apenas
uma muta¢cdo na CFTR e sem outras manifestacdes da FC (28,29). Mulheres com FC sdo
férteis. Apesar de haver controvérsias sobre os efeitos da gravidez na FC, o consenso é que
uma mulher que tenha reserva nutricional e funcdo pulmonar adequadas pode completar o

prazo da gravidez com sucesso (30).

2.3.4. Doenca pulmonar

A maior morbidade e mortalidade na FC resultam da doenga pulmonar (1,2). No
trato respiratério, a FC é uma doenca que causa desidratacdo do liquido periciliar das vias
aeriferas, com alteragdes significativas no muco e no clearance mucociliar (31, 32). A
auséncia da CFTR leva ao defeito na secrecdo de cloreto e a absor¢cdo de sddio
inapropriada, resultando em desidratacdo e diminui¢do do tamanho da camada de liquido
periciliar, com consequente espessamento do muco, causando colapso dos cilios. O muco
aderente e retido pode desencadear resposta inflamatéria e promover ambiente ideal para

proliferacao de bactérias (12). Os pulmdes de criangas com FC sdo aparentemente normais
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no nascimento (1), porém, como resultado do colabamento das vias aeriferas,
microrganismos que adentram as vias aeriferas distais ndo sdo depurados. Criangas com
FC, diferente de criancas saudéveis, desenvolvem pneumonias bacterianas, as quais sao
tratadas por meio de terapia antimicrobiana, mas ocorre coloniza¢do permanente das vias
aeriferas por conta do muco espesso e concentrado, levando a inflamacdo progressiva e
insuficiéncia respiratoria, com sintomas didrios como tosse, febre e producdo de muco. A
infeccdo das vias aeriferas leva a uma resposta inflamatéria marcante e persistente, mediada
por neutréfilos, que destréi as vias aeriferas menores (1,19). Ha episddios intermitentes de
piora aguda dos sintomas, mais comumente referidos como exacerbagdes pulmonares e, em
casos mais graves, infec¢Oes cronicas das vias aeriferas, progredindo para bronquiectasias,
aprisionamento de ar, hipoxemia e hipercarpnia. A insuficiéncia pulmonar € responsavel
por pelo menos 80% das mortes relacionadas a FC (1,2,22,33,34).

A coloniza¢do pulmonar na FC ocorre com um distinto espectro de patégenos
bacterianos que sdo frequentemente adquiridos de uma forma dependente da idade (Figura
3). Cronologicamente, essas infec¢des pulmonares se desenvolvem precocemente, com
Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae como patdégenos predominantes. A
infeccdo com varios morfotipos de Pseudomonas aeruginosa logo se segue, resultando em
morbidade significativa a medida que a resposta inflamatéria progride. A P. aeruginosa se
torna o patégeno mais comum, afetando aproximadamente 80% da populacdo de pacientes
com FC (19). Outros patégenos, tais como Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter
xylosoxidans podem estar presentes, porém seu impacto clinico ainda ndo € totalmente
conhecido (19,34,35)

O complexo Burkholderia cepacia (Bcc) aparece com pior progndstico para o
paciente. Alguns pacientes que adquirem B. cepacia desenvolvem uma sindrome
semelhante a sepse, com pneumonia necrotizante grave, chamada sindrome cepacia, com
rapida deterioracao pulmonar levando a morte. Outros pacientes infectados por B. cepacia
tém um curso menos dramdtico, apesar de apresentarem declinio mais rdpido da funcdo
pulmonar e taxa mais alta de mortalidade do que aqueles infectados apenas por P.
aeruginosa. Dos nove genomovares dentro do Bcc, o genomovar III (B. cenocepacia) é o

mais frequentemente associado com sindrome cepécia (19).



Colonizagdes/infeccdes pulmonares fungicas também sao comuns na FC. Fungos do
género Aspergillus sdo isolados em cerca 25% dos pacientes e podem estar associados com
doenca pulmonar. A aspergilose invasiva, apesar de rara, é frequentemente fatal. A
aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) € mais comum, com uma incidéncia de 3,2%
para pacientes menores de 18 anos e 5,2% para pacientes maiores de 18 anos de idade. A
ABPA ¢ causada por uma reagdo alérgica intensa mediada pela imunoglobulina E (IgE)
contra antigenos flngicos e € caracterizada por chiados, infiltrados pulmonares,
bronquiectasias e fibrose (19,34,35).

Cerca de 13% dos pacientes adultos sdo colonizados ou infectados por
micobactérias ndo-tuberculose, mais comumente por microorganismos do complexo
Mycobacterium avium (72%) ou M. abscessus (16%). Tem sido evidenciado que tais
agentes podem causar declinio da fun¢do pulmonar, mas de uma forma nao tdo intensa

como em infec¢des por B. cepacia e P. aeruginosa (19,34).

2.34.1.  Infeccdo por Pseudomonas aeruginosa

Incidéncia e prevaléncia

A P. aeruginosa é a espécie bacteriana mais comum envolvida na infec¢do do trato
respiratorio em pacientes com FC. Nos Estados Unidos, foi relatado que cerca de 50% dos
pacientes incluidos no registro da Cystic Fibrosis Foundation tiveram P. aeruginosa
cultivada em escarro (36). A prevaléncia da infec¢do varia significativamente com a idade,
na faixa de aproximadamente 25% em criancas menores de cinco anos de idade a 80% em
adultos de 25 a 34 anos de idade (Figura 3). Entretanto, parece haver um declinio nessa
prevaléncia. Em anélise recente (37), foi relatada uma queda de 60,4% em 1995 para 56,1%
em 2005. A incidéncia geral de infec¢cdo ndo mudou durante este intervalo; entretanto,
aumentos significativos na incidéncia de infec¢do por P. aeruginosa foram observados em
criancas menores de um ano e de dois a cinco anos de idade. Em contraste, outra andlise
recente ndo mostra um aumento significativo na prevaléncia em pacientes com FC adultos
no Reino Unido entre 1985 e 2005 (38).

O modo especifico de aquisicdo da infec¢do por P. aeruginosa ndo € totalmente

conhecido. Andlises genéticas t€ém mostrado que as cepas colonizadoras iniciais sdo, em
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maioria, Unicas e originam-se de reservatorios ambientais ndo identificados. No entanto, a
transmissdo das cepas entre pacientes pode ocorrer, dependendo da frequéncia do encontro
entre pacientes. A infec¢do cronica das vias aeriferas por P. aeruginosa é normalmente
antecedida por um periodo de colonizacdo recorrente e intermitente. Nesta fase, que pode
durar do nascimento até a aquisicdo da infec¢do cronica, as infec¢des podem ser
efetivamente combatidas com terapia antimicrobiana agressiva, € isso pode postergar a
infecc¢do cronica subsequente. O paciente tem infec¢des repetidas com frequéncia, apds um
certo periodo, com outras cepas de P. aeruginosa de diferentes gendtipos, mas em
aproximadamente 25% dos casos de colonizacdo recorrente podem resultar de fontes
ambientais persistentes ou reservatorio ndo detectado no paciente, o que pode incluir os
seios paranasais, que constituem um nicho protetor, a partir do qual a P. aeruginosa pode

colonizar novamente os pulmdes (39).

Infecgdo por P. aeruginosa e quadro clinico

E sabido que a infeccdo por P. aeruginosa na FC estd associada com pior
prognoéstico. Em um dos estudos pioneiros (40), foram seguidas 117 criancas cujo estado da
infeccdo por P. aeruginosa foi previamente estabelecido. De 31 criangas que estavam
infectadas pela bactéria, apenas 53% sobreviveu até a idade de 16 anos, enquanto 84%
daquelas que ndo estavam infectadas sobreviveu até essa idade. A sobrevivéncia foi pior
entre os pacientes que adquiriram a infec¢do em uma idade menor. Outros estudos,
subsequentemente, confirmaram a associacdo entre infeccdo por P. aeruginosa e
mortalidade (41-44). Além da menor sobrevida, a infecc@o por P. aeruginosa esta associada
com pior funcdo pulmonar (45-50), pior escore de imagens radioldgicas (45,47,51-53),

crescimento diminuido do paciente (42,53) e frequéncia aumentada de tosse didria (51).
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Germs Found in the Lungs of People with CF by Age, 2012

Percent of People with CF

<2 2to5 6to 10 1 to 17 18to 24 25to 34 35 to 44 45+
Age (Years)
P. aeruginosa* e H. influenzae B.cepacia complex S. aureus®
w— MRS A¥ s Achromobacter e S. maltophilia e MIDR-PA**

Figura 3: Colonizacdo/infec¢do pulmonar bacteriana na fibrose cistica - tendéncia de acordo com a idade
(extraido de: Cystic Fibrosis Foundation, EUA — 2012; Annual data report to the center directors; Cystic
fibrosis patients registry, Bethesda, MD; utilizado com permissao).

P, aeruginosa inclui pacientes com P. aeruginosa multirresistente; **MDR-PA = P. aeruginosa multirresistente; *S.
aureus inclui pacientes com MRSA; MRSA = S. aureus resistente 2 meticilina

Fatores de viruléncia

A mudanca que ocorre quando a P. aeruginosa passa do meio ambiente para as vias
aerfferas do paciente com FC envolve caracteristicas tanto nutricionais quanto fisico-
quimicas para a bactéria, que deve sobreviver e se adaptar a condi¢des de alto nivel de
estresse que tém efeitos fundamentais em sua evolucdo subsequente. Quando a P.
aeruginosa encontra tais situagdes, como a acdo de antimicrobianos ou o estresse oxidativo,
ocorre uma transi¢do no perfil de expressdao génica (39). Apesar de a infeccdo inicial ser
facilitada pelo vasto genoma da P. aeruginosa e sua habilidade de responder a uma grande
variedade de condi¢des ambientais, a adaptacdo tardia resulta, pelo menos em parte, na
selecdo de linhagens clonais contendo mutagdes espontineas, resultando em geracdes de

diversas linhagens, muitas das quais exibem fendtipos alterados (7,39). Alguns exemplos

de tais alteracdes sao:

(i) Fenétipo mucéide: ¢ a adaptacdo mais estudada na P. aeruginosa. Em 1963, foi

notado que isolados de P. aeruginosa do trato respiratério de pacientes com FC
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exibiam com frequéncia uma “variante muito mucéide”. A morfologia mucéide
ocorre devido a producdo do exopolissacarideo alginato, um polimero de 4cido
D-manurdnico e L-gulurdnico (55,56) (Figura 4). O fendtipo mucédide ¢é
relativamente comum em amostras respiratérias de pacientes com FC,
emergindo por volta de trés anos apds o inicio da infec¢do e em uma mediana de
idade de 13 anos (7), embora ji tenha sido observado em trés meses apds a
infeccao (57,58). A superproducdo de alginato é vantajosa para a P. aeruginosa
de diversas maneiras: aumento na formacdo do biofilme, prevenindo o
clearance bacteriano, tanto pelos fagdcitos do sistema imune quanto por meio
de antibioticoterapia; impedimento da opsonizagdo, fagocitose e morte da
célula; propriedades imunomoduladoras, podendo levar a uma resposta imune
desregulada (7,55,56). Alguns estudos sugerem que o aparecimento do fendtipo
mucdide coincide com a transi¢do da colonizagdo intermitente para a infec¢io
cronica por P. aeruginosa (59-61), enquanto outros sugerem que a infeccdo
cronica normalmente precede o aparecimento do fenétipo mucéide (62). Apesar
das distingOes, € sabido que a infeccdo cronica com a presenca do fendtipo
mucdide estd associada com piores quadros clinicos em pacientes com FC (7,63-

65).

Figura 4: Fendtipo mucéide de P. aeruginosa (a esquerda) comparado
com o fendtipo ndo-mucéide (a direita) (Extraido de Hauser et al., 2011
— referéncia 7).
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(ii) Resisténcia a antimicrobianos: Por conta do tempo prolongado durante o qual a P.

(iii)

aeruginosa habita as vias respiratdrias de pacientes com FC e dos repetidos
cursos de antibidticos ao qual ela é exposta, a resisténcia microbiana é comum
(7). As mutagdes ocorrem frequentemente nos genes controladores da producao
de bombas de efluxo e beta-lactamases (66), criando linhagens resistentes de P.
aeruginosa que se expandem sob a pressdo seletiva da terapia antimicrobiana.
Nao € totalmente claro se a infeccdo com cepas altamente resistentes estd
associada com piores consequéncias e, surpreendentemente, poucos estudos

abordam essa questao (7).

Modificacdo do LPS: Bactérias gram-negativas como a P. aeruginosa siao
envoltas por uma membrana externa, a qual possui um revestimento externo
composto majoritariamente por lipopolissacarideo (LPS). Dada a localizagcao
estrategicamente importante do LPS na interface da P. aeruginosa com o
ambiente pulmonar, ndo € surpresa que tal estrutura seja modificada em isolados
de P. aeruginosa em material respiratério na FC. Nao hd dados atualmente
disponiveis que abordem o impacto das alteracdes do LPS sobre os efeitos
clinicos de pacientes com FC, apesar de um estudo ter relatado que o lipidio A
hepta-acilado (porcdo do LPS) foi encontrado apenas em cepas de P. aeruginosa

obtidas de pacientes com infec¢do cronica em estagio grave (67).

(iv) Perda do Sistema de Secrecao Tipo III (SSTT): A maioria dos isolados de P.

aeruginosa do ambiente e de infec¢des agudas tem a habilidade de secretar
proteinas como ExoS, ExoT, ExoU, PopB e PopD, que compdem um sistema de
proteinas que causam citotoxicidade, conhecidas como SSTT (1-3,7). A maioria
das cepas de P. aeruginosa isoladas em pacientes com infeccdo aguda,
pneumonia e bacteremia hospitalar € SSTT negativa. Entretanto, a prevaléncia
do fendtipo SSTT positivo parece ser significativamente maior em pacientes

sem FC com infeccdo aguda do que em pacientes com FC cronicamente
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infectados por P. aeruginosa (68). Jain et al. (69) detectaram a producgdo de pelo
menos uma das proteinas do SSTT em 32% das cepas de P.aeruginosa
isoladas de pacientes com FC cronicos para P. aeruginosa. Em andlise por faixa
etaria e duracdo da infecc¢do, observou-se que a frequéncia de P. aeruginosa
SSTT positiva declina com a idade e cronicidade da infeccdo. Estes dados
sugerem que as cepas de P. aeruginosa mudam gradualmente do fenétipo SSTT
positivo para SSTT negativo durante a evolu¢do do processo infeccioso. A
infec¢do aguda com P.aeruginosa SSTT positiva ativa o sistema imune, induz a
producdo de anticorpos especificos para estas proteinas, mas € insuficiente para

impedir a evolu¢do do quadro de infec¢dao pulmonar cronica.

(v) Perda de motilidade: A perda de motilidade ocorre durante o curso da infeccao, ja
que durante a infec¢do, as cepas de P. aeruginosa isoladas sdo moveis (70). A
base para essa perda gradual de motilidade parece estar relacionada a aquisi¢ao
de mutacdes em um de varios genes que regulam a producdo tardia de flagelos
(66). As pressoes seletivas que levam a tal adaptacdo podem incluir a resisténcia
a fagocitose (70) ou reconhecimento imune diminuido pelo receptor toll-like
TLRS, que reconhece a flagelina e sinaliza para a regulacdo da resposta imune
proinflamatéria (71-73). Nao se sabe se a perda de motilidade leva a um pior
estado clinico em pacientes com FC. Um estudo (74) mostrou que isolados de
pacientes com doen¢a pulmonar em estdgio avancado apresentaram maior
probabilidade de possuir defeitos na motilidade e perda de flagelos, mas isso
pode simplesmente refletir os longos tempos durante os quais essas cepas

habitaram o ambiente pulmonar e sofreram adaptacoes.

(vi) Auxotrofia e adaptacoes metabdlicas: isolados respiratorios de P. aeruginosa de
pacientes com FC frequentemente crescem vagarosamente em meios de cultura
laboratoriais definidos, sugerindo a presenca de vias metabodlicas deficientes,
sendo incapazes de crescer em meio com auséncia de suplementos nado

requeridos por cepas do tipo selvagem (prototréficas) (75). Dois estudos
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sugeriram que cepas auxotréficas estdo associadas com exacerbacdes ou doenga

pulmonar mais grave na FC (76,77).

(vii) Quorum-sensing: Quorum-sensing ¢ um mecanismo pelo qual as bactérias de
uma determinada espécie se comunicam umas com as outras por meio de
expressao génica em resposta a mudancas na densidade populacional (78). Para
realizar esse mecanismo, as bactérias secretam moléculas denominadas
autoindutores, cujas concentracdes sao detectadas por outras bactérias dentro da
populacdo. In vitro, os sistemas de quorum-sensing modulam a expressao de 6 a
10% dos genes no genoma da P. aeruginosa (79,80), incluindo varios que
codificam importantes fatores de viruléncia, tais como elastase (ELA), protease
alcalina (PA), fosfolipase C, piocianina e exotoxina A (ExoA) (81-84). E sabido
que esse sistema desempenha um importante papel na patogénese na infec¢ao
pulmonar por P. aeruginosa na FC por meio de sua regulacdo dos fatores de

viruléncia e promog¢do da formacgdo de biofilme.

Critérios de definicdo de colonizacdo e infeccdo por Pseudomonas aeruginosa

Atualmente ndo hd uma definicdo universal aceitdvel de infec¢do crdnica por P.
aeruginosa. A maioria das defini¢des utilizadas é baseada em resultados microbiol6gicos
de cultura de escarro. Entretanto, a acurdcia de qualquer definicdo que se baseia em
resultados de cultura depende da frequéncia de determinagdes microbioldgicas de secrecoes
do trato respiratério de pacientes com FC (85).

A infecc@o cronica pode ser definida como uma infec¢ao persistente, apesar da
terapia com antimicrobianos e da resposta imune e inflamatéria do paciente. Além disso,
em contraste com a colonizag@o bacteriana, a infecc@o cronica € caracterizada por resposta
imune persistente e progressdo da doenca pulmonar (85). As seguintes defini¢des de
colonizagao/infeccao por P. aeruginosa foram publicadas e utilizadas, tanto para propdsitos

clinicos quanto para pesquisa.
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(@

(ii)

Definicao de Copenhague (85): A infec¢do cronica foi definida como a
presenca persistente da P. aeruginosa por pelo menos seis meses
consecutivos, ou menos, quando combinado com a presenca de dois ou mais
resultados positivos de niveis de anticorpos precipitantes; colonizagao
intermitente foi definida como a presenca de uma cultura positiva para P.
aeruginosa pelo menos uma vez e a presenca de niveis normais de
anticorpos precipitantes contra P. aeruginosa. Todos os pacientes foram
consultados em uma base mensal regular e cada paciente teve uma média de
10 culturas de escarro realizadas por ano.

Definicao de Ballmann ef al. (62): baseada na primeira deteccdo de P.
aeruginosa em cultura (PA1), sendo a colonizac¢do cronica (PAc), primeira
deteccdo de P. aeruginosa mucéide (PAm) e colonizagdo cronica por P.
aeruginosa mucoide (PAcm). Para transi¢do para os estdgios cronicos (PAc
e PAcm), mais de 50% das culturas em um periodo de 12 meses devem ser
positivas para P. aeruginosa e para o fenétipo relacionado (mucéide ou nao-
mucéide). Os pacientes foram consultados regularmente, de uma a quatro
vezes no ano, sendo coletada uma amostra de escarro ou swab de orofaringe
a cada visita.

Definicao de Leeds (86): Baseada em diferentes estdgios da infeccdo e

colonizagdo por P. aeruginosa, do seguinte modo: Infec¢do cronica: cultura

positiva para P. aeruginosa em mais de 50% dos meses em que amostras de

material respiratério tenham sido coletadas; Infeccdo intermitente: cultura

positiva para P. aeruginosa em 50% dos meses ou menos em que amostras

de material respiratério tenham sido coletadas; Livre de infecg@o: sem

crescimento de P. aeruginosa durante os 12 meses anteriores, com cultura

positiva anterior a esse periodo; Nunca colonizados: P. aeruginosa nunca

isolada em cultura de material respiratério. Recomenda-se a coleta de
material respiratério (escarro ou ‘“swab de tosse”) pelo menos a cada 3

meses, sendo o nimero médio de amostras coletadas entre 7 e 10 por ano.
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A sorologia como recurso diagnéstico para monitoramento da colonizagdo e infeccdo por
P. aeruginosa

1. Valor diagnéstico e progndstico

Os estudos pioneiros sobre o diagndstico sorolégico da infeccdo por P. aeruginosa
datam da década de 70, por Hgiby et al (85), baseado na detec¢do de anticorpos
precipitantes por contraimunoeletroforese (CIE). Em um seguimento de 133 pacientes por
cinco anos, altos niveis de precipitinas e o rdpido aumento das mesmas estiveram
associadas com pior progndstico, o que foi corroborado por Doring et al. (87), que
encontraram uma maior producao de precipitinas quando da persisténcia de P. aeruginosa
mucdide nos pulmdes, levando a uma maior formacdo de imunocomplexos. Na década de
80, a técnica de ELISA foi incluida, avaliando a resposta a uma grande diversidade de
antigenos (Tabela 2). Em geral, houve uma correlagdo significativa entre resultados de
ELISA e CIE (87-89).

Brett et al. (90) observaram niveis mais altos de anticorpos, tanto em pacientes
infectados crOnicos quanto em pacientes com colonizacao intermitente por P. aeruginosa,
com um overlap entre os dois grupos. Entretanto, altos niveis contra ExoA, ELA e PA (em
relacdo a fosfolipase C) foram observados entre pacientes colonizados/infectados por P.
aeruginosa mucoide do que entre 0s que apresentaram apenas P. aeruginosa nao mucodide.
Burns et al. (91) pesquisaram anticorpos IgG contra P. aeruginosa por meio de ELISA para
ExoA e Western blot para antigenos da bactéria integra. Pela cultura de material
respiratorio, apenas 45% dos pacientes seriam considerados infectados, enquanto a pesquisa
de anticorpos elevou essa porcentagem para 97,5%. Da Silva Filho et al. (92) analisaram a
utilidade da sorologia (kit E15 — Mediagnost®) para 87 pacientes, comparando com a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e cultura microbioldgica, incluindo 16 pacientes
com cultura negativa, 20 pacientes com colonizacdo intermitente e 51 pacientes com
infeccdo cronica. Encontraram que a associagdo dos trés métodos garantiu a maior
porcentagem de positividade, porém sem significancia estatistica. Weisner et al. (93)
estudaram a utilidade da técnica de ELISA para anticorpos anti-LPS de banda A de P.

aeruginosa em fluidos orais comparado com amostras de soro em pacientes com cultura
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positiva para P. aeruginosa e voluntarios saudaveis. Encontraram niveis significativamente

aumentados nos fluidos orais em 15 de 17 pacientes com FC e em todas as amostras de

soro, e em nenhum dos voluntdrios. Dogru et al. (94) mostraram niveis significativamente

altos de anticorpos contra ExoA, ELA e PA em pacientes colonizados por P. aeruginosa

mucdide. A presenca de anticorpos mostrou valores variados, com anticorpos contra ELA

apresentando os maiores niveis.

Tabela 2: Estudos avaliando a utilidade diagndstica da sorologia para pesquisa de anticorpos contra
varios antigenos de P. aeruginosa em pacientes com FC. Casuisticas, faixas etdrias e métodos

utilizados nos estudos (Adaptado de Mauch e Levy, 2014 — referéncia 109).

Study n
Heiby et al. [12] 133
Doring et al. [13] 10
Brett et al. [14] 75
Hollsinget al. [15] 62
Pedersen et al. [16] 243
Brett et al. [17] 33
Formsgaard et al. [18] 10
Kronborg etal. [19] 12
Burns et al. [20] 42
Moss et al. [21] 33
West et al. [22] 68
Johansen et al. [23] 157
Corech etal. [24] 48
Kappler et al. [25] 183
Tramper-Standers et al. [26] 220
Pressler et al. [27] 89
Weisner et al. [28] 17
Ratjen et al. [29] 375
Da Silva Filho et al. [30] 87
Milagres et al. [31] 51
Pressler et al. [32] 719
Hayes et al. [33] 69
Douglas et al. [34] 131
Anstead et al. [35] 303
Cruz etal. [36] 27
Dogru etal. [37] 90

Age range (years)

NE'
80-290
1.0-250
032-320
NE'
08-270
NE!
10-150
25-155
NE'

NE'

1,0 -520
024 -190
1,1-168
NE'

NE!
01-71
10-120
25-168
064-263

Method
CIE
*CIEand “RIA
ELISA
ELISA
ELISA and CIE
ELISA
*ELISA, °CIE and “Western blot
ELISA
ELISA
Westem blot
ELISA
CIE
ELISA and Western biot
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA and Western blot
ELISA
ELISA
ELISA
*ELISA and "CIE
ELISA
ELISA
ELISA
Western blot
ELISA

Antigen

St-Ag:1-17°

st-Ag:1-172, "AP and ELA

Cell wall antigens

ExoA, AP, ELA and phospholipase C
St-Ag:1-17°

Cell wall antigens

’Lps, “St-Ag:1-17” and °LPS
Different LPS types

Exo0A in house

TTSS proteins

Cell lysate, ELA and ExoA
St-Ag:1-172

Exo0A, cell lysate and TTSS proteins
ExoA, ELA and AP’

ExoA, ELA and AP?

St-Ag:1-17

LPS

ExoA, ELAand AP

Ex0A, ELA and AP®

Cell lysate and recombinant PcrV
*ExoA and *’St-Ag:1-17°

Cell lysate, ExoA and ELA

St-Ag:1 -17% and Ex0A in house
ExoA, ELA, AP* and MCW antigens®
TTSS proteins

ExoA, ELA and AP

1 Nao especificado

2 Antigeno comercializado pelo Statens Serum Institute® (Copenhague, Dinamarca)

3 Exo0A, PA e ELA (kit M-15) — antigenos comercializados pela Mediagnost® (Reutinglen, Alemanha)
* Antigenos produzidos pelo Medical College of Wisconsin (MCW): ExoS+PopB, lisado celular PAO1 e ExoA
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2. Detecgdo precoce da infeccdo por P. aeruginosa

Brett et al. (95), em outro estudo de ELISA (para anticorpos contra antigenos da
parede celular), observaram um aumento nos niveis de IgG até 24,5 meses antes do
primeiro isolamento de P. aeruginosa em cultura. Kronborg et al. (96) mostraram um
aumento na resposta sérica de IgG, IgM e IgA ao lipideo A, R-LPS e S-LPS durante o
curso da infec¢do cronica, principalmente IgG e IgA. Moss et al. (97) encontraram a
presenca de anticorpos contra as proteinas do SSTT em adultos com FC por meio de
Western blot. Cerca de 70% dos pacientes tinham niveis aumentados de IgG anti-PopD,
90% 1gG anti-PopB e 67% IgG anti-PcrV. A resposta imune humoral também mostrou
niveis de IgG anti-ExoS aumentados em cerca de 33% dos casos, e IgG anti-ExoA em 73%
dos pacientes. Houve evidéncias de que a resposta humoral foi precoce aos componentes do
SSTT, durante a fase inicial de infec¢do, como mostrado também por outros trés estudos
(98-100), sendo a resposta ao SSTT mais precoce do que para ExoA e lisado celular, e o
patégeno sendo encontrado em um tempo médio de 21 meses antes do primeiro isolamento
em cultura microbioldgica.

West et al. (101) relataram um monitoramento longitudinal de 15 anos da resposta
de anticorpos (IgG, IgM e IgA) contra vérios antigenos de P. aeruginosa no soro de 68
pacientes, detectando a bactéria até 12 meses antes do primeiro isolamento. Niveis
significativos de anticorpos contra lisado celular e ExoA foram detectados antes ou
simultaneamente ao primeiro isolado de P. aeruginosa em cerca de 60% dos pacientes, €
anticorpos contra ELA foram detectados até 40 meses apds o primeiro isolamento.

Pressler et al. (61) seguiram 89 pacientes livres de infec¢do em um periodo de 10
anos e encontraram 28 pacientes que adquiriram a infec¢do cronica por P. aeruginosa
apesar do tratamento precoce com antibidticos. Esse grupo foi comparado a um grupo
controle de 28 pacientes que ndo adquiriram a infec¢@o cronica e foi observado que niveis
de anticorpos IgG especificos contra P. aeruginosa estavam significativamente maiores nos
casos do que no grupo controle até 3 anos antes da aquisicdo da infec¢do cronica, mas
permaneceram nos niveis iniciais no grupo controle. Mais tarde, Pressler et al. (102),
seguindo 791 pacientes, encontraram que, de 381 pacientes com cultura negativa para P.

aeruginosa, 11 mudaram o perfil para infectados cronicos e 24 de 129 pacientes com
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colonizagdo intermitente se tornaram infectados cronicos. Os niveis de anticorpos no ultimo
grupo foram significativamente maiores no inicio do estudo e aumentaram durante o curso
do estudo. Niveis elevados de anticorpos anti-Pseudomonas especificos mostraram ser o
principal fator de risco para o desenvolvimento da infeccao cronica.

Tramper-Standers et al. (103), em estudo longitudinal, utilizando a cultura
microbioldgica como referéncia, monitoraram a resposta de IgG a ExoA, ELA e PA de 220
pacientes durante trés anos consecutivos, realizando testes soroldgicos anualmente. Todos
os testes soroldgicos, individualmente, discriminaram bem entre a auséncia e presenga de
colonizagdo cronica por P. aeruginosa.

Em 2010, Hayes et al. (104) publicaram um estudo longitudinal de seis anos que
seguiu 69 criancas a partir do diagnéstico da FC por triagem neonatal. Utilizaram a
sorologia para anticorpos anti-lisado celular, ExoA e ELA. Estabelecendo pontos de corte
para o teste de acordo com a idade dos pacientes, puderam identificar precocemente a
infecgdo por P. aeruginosa até dois anos antes da detec¢do em cultura microbioldgica.

Anstead et al. (105), utilizando cinco tipos de antigenos e dois diferentes testes de
ELISA, encontraram, em pacientes recentemente colonizados por P. aeruginosa, que a
sorologia positiva no inicio do estudo ndo esteve significativamente associada com falha na
erradicacdo bacteriana com tratamento prévio por 10 semanas, mas as soropositividades a
PA e ExoA estiveram significativamente associadas com risco aumentado de isolamento
recorrente 60 semanas apds a erradicacdo do patégeno. Nao houve associacdo entre a

sorologia no inicio e o tempo para exacerbacdo pulmonar.

3. Resultados de sorologia e estado clinico

A correlagdo entre niveis de anticorpos e estado clinico foi demonstrada por Hgiby
et al. (85), que encontraram pior funcdo ventilatéria, graves alteragdes radioldgicas e pior
progndstico associados com altos niveis de precipitinas contra P. aeruginosa. Brett et al.
(95) observaram correlagdo entre piores escores de Shwachman-Kulczyky e Chrispin-
Norman e aumento nos niveis de anticorpos IgG contra P. aeruginosa em pacientes

infectados cronicos e com colonizacdo intermitente. West er al. (101) realizaram
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radiografias de térax a cada seis meses em criancas menores de trés anos e anualmente para
criancas acima de quatro anos de idade. As evidéncias de lesdes pulmonares irreversiveis
ocorreram até 5,8 meses antes da primeira cultura positiva para P. aeruginosa, periodo

similar ao aparecimento de anticorpos anti-ExoA.

4. Resposta de anticorpos frente ao tratamento da infecgcdo

Brett et al. (90) observaram uma variacdo considerdvel nos niveis de 1gG entre
pacientes com FC, os quais decresceram apds terapia intravenosa com antibidticos. Em
outro estudo (95), houve um decréscimo significativo em pacientes para os quais a terapia
com antibidticos foi bem sucedida. De 15 pacientes submetidos a terapia intravenosa, em
cinco foi observada erradicacido bacteriana e retorno dos niveis de anticorpos aos valores
normais, enquanto que em dez, isolamentos continuos ocorreram, além de decréscimo
parcial dos niveis. Johansen et al. (106) encontraram um decréscimo nos niveis de
precipitinas durante periodo de regimes de terapia antimicrobiana mais intensos, e
sobrevivéncia consideravelmente aumentada (apds aquisicao da infecc¢do cronica). Ratjen et
al. (107), com uma avaliacdo longitudinal de niveis de anticorpos, antes e apds
antibioticoterapia inalatéria em pacientes com o primeiro isolamento de P. aeruginosa em
cultura, mostraram uma reducao significativa dos niveis de anticorpos em pacientes que
erradicaram a infec¢do, enquanto houve aumento nos niveis em pacientes nos quais a
terapia de erradicagdo falhou. Apenas um estudo (108) ndo observou decréscimo

significativo nos niveis de anticorpos contra os antigenos avaliados apds antibioticoterapia.

5. Acurdcia

Oito estudos avaliaram a acurdcia da sorologia (ELISA) para diferentes antigenos
em relacdo a diferentes padrdes utilizados (Tabela 3) (109). Pedersen et al. (110),
avaliando 243 pacientes, encontraram uma sensibilidade de 93% e especificidade de 92%

para a técnica de ELISA quando comparada a CIE, obtendo boa correlacdo entre os
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resultados de ambos os métodos. Em estagios avangados da infec¢do, a sensibilidade foi de
90% e a especificidade de 100%. Kappler ef al. (111) em estudo prospectivo com 183
pacientes com cultura negativa, coloniza¢do intermitente e infectados cronicos por P.
aeruginosa, relataram que a sorologia para trés antigenos (ExoA, ELA e PA) resultou em
uma sensibilidade de 86%, especificidade de 96% e valor preditivo positivo (VPP) de 97%,
em relacdo a cultura microbiolégica de material respiratério. Tramper-Standers et al. (103)
estudaram 67 pacientes infectados cronicos, 60 com colonizacdo intermitente e 93 sem
colonizagdo por P. aeruginosa. Os testes de ELISA (ExoA, ELA e PA), utilizando os
valores de corte aconselhados pelo fabricante, tiveram uma sensibilidade de 79% e
especificidade de 89% para colonizagdo cronica. Aplicando curvas ROC para otimizagao
dos valores de corte, obtiveram uma sensibilidade de 96% e especificidade de 97% (quando
as respostas a todos os antigenos foram avaliadas juntas).

Ratjen et al. (106), estudando a resposta contra ExoA, ELA e PA em 375 pacientes
(e uma coorte de 56 pacientes sob terapia com antimicrobianos), observaram variabilidade
individual nos niveis de anticorpos contra ExoA, ELA e PA, com boa sensibilidade e
especificidade para os 3 antigenos.

Pressler et al. (102), pela primeira vez, avaliaram os trés métodos sorolégicos mais
utilizados na rotina de seguimento da FC e sua utilidade na deteccdo precoce da P.
aeruginosa. Estudaram 381 pacientes livres de infec¢do, 129 com colonizacdo intermitente
e 281 infectados cronicos. Os valores encontrados mostraram alta sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) (cerca de
90%) para todos os métodos.

Douglas et al. (110) compararam dois métodos sorolégicos (ELISA para anticorpos
contra o St-Ag:1-17, do grupo de Copenhague, e ELISA anti-ExoA in house) entre duas
populacdes de pacientes com FC na Austrdlia. Observaram altos VPPs, mas baixos VPNs
em ambas as populacdes para os dois métodos, em relacdo a cultura de LBA (utilizado
como padrdo-ouro no estudo) — respectivamente, 14 e 26% para o St-Ag:1-17 e 11% e 19%
para a ExoA. Porém, reconhecem no estudo as limitagdes do LBA, como amostragem
regional e probabilidade de ocorréncia de resultados falsos-negativos.

Anstead et al. (105) acurdcias variadas empregando cinco diferentes métodos

sorolégicos em um estudo multicéntrico, obtendo bons resultados de especificidade e VPN,
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apesar de VPP e sensibilidade oscilantes, diferente de Dogru et al. (94), que encontraram
alto VPP, VPN e sensibilidade para detec¢do de anticorpos anti-ExoA, ELA e PA, porém
alto nimero de pacientes com cultura negativa apresentaram niveis altos de anticorpos,

resultando em baixa especificidade.

Tabela 3: Estudos avaliando a acurdcia da sorologia para detec¢do de anticorpos contra diferentes
antigenos de P. aeruginosa por meio da técnica de ELISA (Adaptado de Mauch e Levy, 2014 —
referéncia 109).

Pedersen et al. [16)

Tramper-Standers et al. [26]

Pressler et al. [32]

Anstead et al. [35] ExoA 67.0% 58.0% 29.0% 87.0%
PopB + ExoS 48.0% 83.0% 42.0% 86.0%
PAO1 60.0% 72.0% 35.0% 88.0%

NI: ndo informado; * Pacientes submetidos ao lavado broncoalveolar; b pacientes do Australasian Bronchoalveolar Lavage

Trial
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
e Padronizar a técnica de ELISA para diagndstico sorolégico da infeccdo
pulmonar por P. aeruginosa em pacientes com FC atendidos no Hospital de

Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (HC-Unicamp).

3.2 Objetivos Especificos
e Comparar os niveis de anticorpos medidos pela sorologia e achados de cultura
microbiologica de material respiratério para avaliar a utilidade do primeiro no
seguimento dos pacientes;
e Avaliar o valor diagnéstico do teste sorolégico ELISA em relagdo a cultura
microbioldgica, verificando sua acurdcia e valores preditivos;
e Iniciar o monitoramento soroldgico de pacientes com FC e cultura negativa ou

colonizagdo intermitente por P. aeruginosa.

4. JUSTIFICATIVA

A sorologia para pesquisa de anticorpos contra P. aeruginosa tem surgido como
uma possivel técnica auxiliar na detec¢do precoce da bactéria e para determinar a
terapia antimicrobiana precoce para sua erradicacdo. Métodos altamente sensiveis para
a deteccdo de anticorpos contra varios antigenos de P. aeruginosa podem complementar
os métodos de monitoramento atualmente utilizados. Niveis positivos de anticorpos e
amostras negativas de secrecao do trato respiratério devem alertar os profissionais de
saide para uma pesquisa mais aprofundada de uma possivel infeccao, repetindo o teste
ou utilizando testes mais sensiveis e especificos. Em contraste, niveis de anticorpos
aumentados estdo associados com uma maior probabilidade de infec¢do cronica por P.
aeruginosa. Niveis de anticorpos elevados no momento da cultura microbioldgica
inicial podem constituir uma ferramenta util para clinicos e pesquisadores da drea no

monitoramento de pacientes com risco de infeccao subsequente.
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5. CASUISTICA

O presente estudo foi realizado no ambulatério de FC do Hospital de Clinicas da

Universidade Estadual de Campinas (HC-Unicamp). Foram incluidos pacientes

seguidos no ambulatério, com diagndstico confirmado de FC por testes apropriados,

como triagem neonatal (dosagem de tripsina imunorreativa), dosagem de ions sodio e

cloreto no suor e confirmacdo genética (111-113). A todos os pacientes (ou

responsaveis legais, quando o caso) foi apresentado um termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE — em anexo) explicando os procedimentos da pesquisa, o qual foi

assinado por todos que concordaram em participar da mesma. Para fins de comparagao

entre niveis de anticorpos, foram selecionados individuos presumidamente saudaveis

para composicdo de um grupo controle negativo, os quais estavam enquadrados nos

seguintes critérios:

e Faixa etaria de 0 a 30 anos

e Exclusdo do diagnoéstico de Fibrose Cistica

e Auséncia de:

o

)

)

o

histérico recente de infec¢do pulmonar de qualquer etiologia

antecedentes de infec¢do pulmonar cronica de qualquer etiologia

patologia causadora de comprometimento da fun¢do pulmonar (ex: asma,
DPOC, enfisema pulmonar, tabagismo cronico, etc.)

histérico de qualquer tipo de imunodeficiéncia e uso de medicacdes que
pudessem comprometer a imunidade.

qualquer doenga cronica

qualquer antecedente de infeccdo por P. aeruginosa

A todos esses individuos (ou responsdveis legais, quando o caso) também foi

apresentado um TCLE (em anexo), sendo este assinado por todos os que concordaram

em participar da pesquisa.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Obtencao e cultura microbiolégica de material respiratorio

A secre¢do das vias aeriferas inferiores foi obtida por meio de expectoracdo em
recipiente universal estéril. Em caso de pacientes incapazes de expectorar, a secre¢ao
das vias aeriferas superiores foi obtida por meio de swab de orofaringe do pescado da
secrecdo produzida apds inducdo da tosse. Esses materiais foram encaminhados ao
Laboratério de Microbiologia do HC-Unicamp, no qual foram submetidos a cultura e

identificacdo microbioldgica, de acordo com metodologia previamente descrita (3).

6.2. Sorologia para deteccao de anticorpos contra P. aeruginosa

6.2.1. Coleta de amostras

Para realizacdo da sorologia, foram coletadas, dos pacientes e individuos do grupo
controle negativo, amostras de sangue em tubo seco, as quais foram submetidas a
centrifugacdo a 4000 rpm e, posteriormente, foram separados os soros. A quantidade de
sangue coletada foi determinada levando-se em conta a idade do paciente. Para
pacientes menores de dois anos de idade, foram coletados 2,0 mL e, para pacientes
maiores de dois anos de idade, foram coletados 4,0 mL. Os niveis de anticorpos séricos

contra P. aeruginosa foram medidos por meio do teste de ELISA indireto.

6.2.2. Descricdo do teste ELISA indireto

O teste de ELISA ¢é bastante utilizado como ferramenta diagndstica na drea da satude

e como ferramenta analitica em pesquisas para a deteccdo e quantificacdo de antigenos ou

anticorpos especificos em uma determinada amostra (114). O teste utiliza o conceito

imunoldgico basico de um antigeno se ligando a seu anticorpo especifico, o que permite a

deteccao de quantidades muito pequenas de antigenos, tais como proteinas, peptideos,

hormoénios, ou anticorpos em uma amostra de fluido. Utiliza-se antigenos e anticorpos
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marcados com enzima para detectar moléculas bioldgicas. Basicamente, o teste de ELISA
ocorre do seguinte modo: o antigeno em fase liquida é imobilizado em microplacas de 96
pocos, sendo ligado a um anticorpo especifico, o qual € subsequentemente detectado por
um anticorpo secundario conjugado com enzima. Um substrato cromogénico para a enzima
proporciona uma mudancga de cor da reagdo, indicando a presenca do antigeno (Figura 5).
Medidas quantitativas ou qualitativas podem ser determinadas baseando-se na leitura
colorimétrica em espectrofotdometro leitor de ELISA (114).

No ELISA indireto, uma amostra que deve ser analisada para um antigeno
especifico € aderida aos pocgos da microplaca, seguido da adicdo de uma solucdo de
proteina ndo reagente, tal como a albumina bovina sérica, para bloqueio de qualquer drea
dos pocos ndo revestida com o antigeno. O anticorpo sérico primdrio, que se liga
especificamente ao antigeno, é entdo adicionado, seguido pelo anticorpo secundério
conjugado a enzima. Um substrato para a enzima € introduzido para a quantificagdo do
anticorpo primdrio, por meio de mudanca da coloracdo na reacdo (114). A absorbancia da
reacdo ¢ lida em espectrofotdometro leitor de ELISA e os resultados de absorbancia sdo
convertidos na unidade de medida de concentracdo dos anticorpos especificos, aplicando-se
tais resultados a equagdo de uma curva padrao de calibracdo, construida por meio da leitura
das absorbancias de diferentes concentragdes de um soro padrdo, em funcdo da unidade de
medida de concentracdo adotada (115,116).

Todos os reagentes no teste de ELISA devem apresentar concentragdes 6timas, para
maior confiabilidade do teste. Para a determinacdo das concentragdes 6timas do antigeno,
do conjugado e do soro a serem utilizadas, todos os reagentes no teste de ELISA devem ser

adicionados em excesso, exceto aquele sendo testado (115,116).

27



96-wad mcrotiter plate onfo the ELISA plate orimary antbodies is added

Figura 5: Técnica de ELISA para deteccio de anticorpos em amostras
biologicas. O antigeno (em fase liquida) é adicionado aos pogos da
microplaca, aderindo-se aos mesmos. O anticorpo primdrio liga-se
especificamente ao antigeno. Um anticorpo secundario, ligado a enzima, é
adicionado e reage com um cromégeno, produzindo uma mudanga de cor
para detectar qualitativamente ou quantitativamente os anticorpos contra o
antigeno. (Extraido de Gan e Patel, 2013 — referéncia 114).

6.2.3. Padronizacado do teste ELISA indireto

Para a padronizacdo da técnica, foram utilizados os seguintes materiais e reagentes:

Microplaca de ELISA Maxisorp de 96 pogos (Thermo Fisher®, Waltham,
MA, Estados Unidos);

Pool de antigenos — 64 antigenos de 17 sorotipos de P. aeruginosa (St-Ag:1-
17) (Statens Seruminstitut®, Copenhague, Dinamarca);

Antissoro padrdao humano para constru¢do de curva de calibracdo (Statens

Seruminstitut®, Copenhague, Dinamarca);

Conjugado — Anticorpo secunddrio marcado com enzima peroxidase

(Dako®, Glostrup, Dinamarca);

Tampdo de lavagem e dilui¢cao (amostras de soro, antissoro padrdao humano e

conjugado) in house — Solucdo salina-fosfato (137 mmol/L NaCl + 2,7
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mmol/L KCI1 + 10 mmol/L. Na,HPO,4 + 1,8 mmol/L. KH,PO,) acrescida de
Tween 20 (Sigma-Aldrich®) a 0,1% — SST-Tween, pH 7.4;

e Tampdo de diluicdo de antigeno in house — Solugdo-tampdao carbonato-
bicarbonato (10 mmol/L Na,CO3 + 28 mmol/L NaHCO3), pH 9,5;

e Tampado de diluicdo de substrato in house — Solugdo-tampao acetato de
sodio-acido acético (9,9 mmol/L CH3;COONa + 6,3 mmol/L CH;COOH),
pH 5,5;

e Substrato — Tetrametilbenzidina (TMB) em tabletes (Sigma-Aldrich®) +
Peroxido de hidrogénio (1,42 mol/L H,0,);

e Acido sulftrico in house (H2S042,0 N) para parada de reacao;

e Espectrofotometro leitor de ELISA Multiskan (Labsystem®, Helsinque,

Finlandia).

Para a otimizag¢do das concentragdes dos reagentes a serem utilizados, foram feitos
ensaios empregando-se as concentracdes dos reagentes indicadas pelo fabricante do
antigeno e do antissoro padrio, exceto para o reagente sendo testado, do qual foram feitas
diluicoes seriadas. As atividades enziméticas das reagdes a 630 nm foram testadas em
espectrofotometro leitor de ELISA Multiskan (Labsystems®, Helsinque, Finlandia) e a
diluicdo escolhida foi aquela que apresentou maior atividade enzimdtica quando da
linearidade da taxa de conversao do substrato.

Primeiramente, foi feita a padronizacao da concentra¢io do antigeno, realizando-se
o seguinte procedimento: a partir de uma solucio-estoque do antigeno St-Ag:1-17 de 9.10°
pg/mL, foram feitas dilui¢des seriadas (1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/4000, 1/16000,
1/32000, 1/64000 e 1/128000 v/v) em tampao carbonato-bicarbonato. As reagdes para cada
diluicao foram realizadas em triplicata.

Para a padronizacdo da concentracdo do conjugado, a partir de uma solucgdo-
estoque, diluicdes seriadas (nas mesmas proporcdoes adotadas na padronizacdo da
concentracdo do antigeno) foram realizadas em SST-Tween. As reacdes para cada dilui¢ao

foram realizadas em triplicata.
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Finalmente, foi feita a padronizacdo da concentracdo do soro. A partir de uma
solucdo com concentragdo 1/200 v/v (5 pL soro / 1000 uL. SST-Tween), foram feitas
diluicdes seriadas em SST-Tween (1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200). Para a otimizagdo dessa
concentracdo, foram testados os soros de 31 pacientes com FC e infec¢do pulmonar cronica
por P. aeruginosa e os de 53 sujeitos presumidamente sauddveis. Pontos de corte para a
reacdo de ELISA foram definidos para cada dilui¢do do soro, por meio de curva ROC,
sendo os resultados acima desse ponto considerados positivos. As reagdes para cada
diluicao foram realizadas em triplicata e as absorbancias lidas em espectrofotometro leitor
de ELISA Multiskan (Labsystems®, Helsinque, Finlandia) em comprimento de onda de
450 nm. Os resultados finais de absorbancia foram aplicados a equag¢do da curva de
calibracdo da reacdo correspondente (exemplo: Figura 6) e convertidos em unidades
arbitrarias por mililitro (U/mL). Foram calculadas a sensibilidade e a especificidade para
cada uma das diluicdes de soro e a concentracdo 6tima foi determinada como aquela que
apresentou a melhor razdo entre os melhores valores de sensibilidade e especificidade e,
portanto, maior diferenciacdo entre sorologia positiva e negativa.

Determinadas as concentragdes 6timas do antigeno, conjugado e soro, a técnica foi
realizada seguindo-se o protocolo abaixo:

a) Sensibilizacdo prévia de microplaca durante 1h30min com o antigeno padrao St-

Ag:1-17 diluido em tampao carbonato-bicarbonato;

b) Lavagem da placa com SST-Tween — 100 uL/pogo (3 lavagens de 3 minutos

cada);

¢) Adicdo de solu¢do tampao de bloqueio (SST-Tween com albumina bovina

0,1%) para bloqueio dos sitios inespecificos — 100 uL de solugdao por poco
durante 1h;

d) Lavagem da placa com SST-Tween — 100 uL/poco (2 lavagens de 3 minutos

cada);

e) Adicdo dos soros dos sujeitos avaliados e do antissoro padrdo humano — 100

uL/poco durante 1h;

f) Lavagem da placa com SST-Tween — 100 uL/poco (3 lavagens de 3 minutos

cada);
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g) Adicdo de conjugado (soro de coelho com anticorpos anti-IgG humana) — 100
uL/poco durante 1h;

h) Lavagem da placa com SST-Tween — 100 uL/poco (5 lavagens de 3 minutos
cada);

1) Adicdo de substrato — 100 uL/poco durante 10min;

J) Adicdo de acido sulfirico (H,SO4) 2,0 N para parada de reagdo — 100 pL de
solucdo por pogo;

k) Leitura da absorbancia (comprimento de onda de 450 nm) em espectrofotdmetro

Multiskan (Labsystems®, Helsinque, Finlandia).

As absorbancias das amostras e do antissoro padrdo humano foram aplicadas a
equacgdo da curva de calibragdo correspondente (absorbancia em func¢do da concentragdo)
sendo que, para cada ensaio, foi construida uma curva de calibracdo. Os resultados de
absorbancia foram convertidos em U/mL, sendo esta a unidade de medida adotada para
quantificacdo da concentra¢do de anticorpos anti-P. aeruginosa especificos. A curva de
calibracao foi construida empregando-se variadas dilui¢des do antissoro padrao humano, as
quais foram atribuidos diferentes valores de concentracao (0,39 a 100 U/mL), seguindo-se

as recomendagdes do fabricante do antigeno e antissoro (Tabela 4, Figura 6).
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Figura 6: Exemplo de curva de calibracdo construida com a utilizacdo de diferentes
concentragdes de antissoro padrdo humano. O eixo das ordenadas corresponde aos valores de
absorbancia e o eixo das abcissas corresponde aos valores de concentragdo (U/mL).

Tabela 4: Exemplo de valores utilizados para constru¢do de curva de
calibracao utilizando diferentes concentragdes de um antissoro padrdo
humano.

Curva de calibracao

Diluicao Valor (UA/mL) Absorbancia
1/2.000 100 1,161
1/4.000 50 1,113
1/8.000 25 0,917
1/16000 12,5 0,663
1/32000 6,25 0,454
1/64000 3,12 0,286

1/128000 1,56 0,175

6.2.4. Desenho do estudo

Primeiramente foi realizado um estudo transversal, de janeiro de 2012 a outubro de
2013, visando determinar a acurdcia da sorologia frente a cultura microbioldgica. Neste
estudo, foi analisada apenas uma amostra de soro por paciente e os resultados dos niveis de

anticorpos foram comparados com os resultados de cultura microbioldgica. Os pacientes
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avaliados foram classificados de acordo com seu perfil de colonizagdo/infeccdo por P.
aeruginosa, segundo critérios Lee et al. (86); consideramos como cultura positiva para P.
aeruginosa os pacientes infectados cronicos e com colonizacdo intermitente e, como cultura
negativa, os pacientes livres de infeccao e nunca colonizados. Para fins de comparagao, foi
formado um grupo controle negativo, composto de sujeitos presumidamente saudaveis.
Desses sujeitos, também foi coletada apenas uma amostra de sangue para posterior
separacdo do soro para pesquisa de anticorpos séricos contra P. aeruginosa. A distingao do
sexo, o calculo da mediana de idade e faixa etaria, o calculo da mediana de niveis de
anticorpos e do intervalo desses niveis foram realizados para cada grupo. Buscamos
também avaliar se houve correlacdo entre niveis de anticorpos e idade dos individuos, tanto
para pacientes com sorologia positiva quanto para o grupo controle negativo.

Paralelamente ao estudo transversal, foi realizado um estudo de acompanhamento
longitudinal, até maio de 2014, visando observar a variacdo dos niveis de anticorpos em
pacientes sem infeccdo cronica por P. aeruginosa. De cada paciente, foram coletadas de
duas a quatro amostras para andlise sorolégica, em intervalos de tempo nao homogéneos.
Primeiramente, foi avaliada a diferenca geral nos niveis de anticorpos, considerando todos
os pacientes incluidos no estudo. Os pacientes foram, entdo, separados em grupos, de
acordo com seu perfil de colonizacdo/infeccdo por P. aeruginosa no inicio do
acompanhamento e a diferenca nos niveis de anticorpos entre esses grupos nos quatro
diferentes periodos de coleta foi avaliada. Depois, os pacientes foram separados em dois
grupos: pacientes que tiveram evolucdo no perfil de coloniza¢do/infeccdo (de nunca
colonizado/livre de infec¢do para colonizacdo intermitente/infeccdo cronica e de
colonizagdo intermitente para infec¢do cronica) por P. aeruginosa € pacientes que nao
tiveram essa evolugdo; foi avaliada a diferenca nos niveis de anticorpos entre os dois
grupos nos quatro diferentes periodos de coleta, bem como o risco de evolu¢do no perfil de
colonizagdo/infeccao para pacientes que apresentaram resultados positivos de sorologia na
primeira coleta em relacio aos pacientes que ndo apresentaram tais resultados. Também foi
avaliada a diferenca na evolucdo dos titulos de anticorpos entre pacientes que adquiriram

posteriormente a infec¢do cronica por P. aeruginosa e aqueles que nao adquiriram.
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7. ANALISES ESTATISTICAS

Para comparacdo entre duas amostras, o teste de Mann-Whitney foi utilizado para
amostras independentes e o teste de Wilcoxon foi utilizado para amostras relacionadas.
Para comparagdes multiplas, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para amostras
independentes e o teste de Friedman foi utilizado para amostras relacionadas. Para andlises
de risco, foi utilizado o célculo do odds-ratio (OR) e para correlagdes, foi utilizado o teste
de Spearman.

Para estabelecer o valor de corte do método, foi construida uma curva ROC (receiver
operating characteristics) (117) para distincdo entre resultados positivos e negativos,
baseando-se nos resultados dos pacientes com FC e infec¢ao cronica por P. aeruginosa e
sujeitos presumidamente sauddveis (grupo controle). Um grifico de curva ROC € uma
técnica para visualizagdo, organizacdo e selecio de modelos de classificacdo em testes
diagnosticos, baseados em suas performances, mostrando equilibrios relativos entre testes
verdadeiros positivos e falsos positivos, buscando uma razdo 6tima entre sensibilidade e
especificidade (117). Uma variacdo de 5% foi aplicada arbitrariamente ao valor de corte
para definir trés dreas de resultados — positivo, negativo € uma zona cinza entre eles.
Baseando-se nos valores estabelecidos, foram também calculadas as medidas de acuracia
para a técnica (sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo

negativo), utilizando-se tabela de contingéncia padrdo (Tabela 5).
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Tabela 5: Tabela de contingéncia padrao para calculo de sensibilidade,

especificidade, VPP e VPN.

Teste em estudo

Resultado | Positivo | Negativo
Método padrao- Positivo a c (a+c)
ouro (doenca)
Negativo b d (b+d)
(a+b) (c+d)

Sensibilidade = a/(a+b)
Especificidade = d/(c+d)

VPP = a/(a+c)
VPN = d/(b+d)
8. RESULTADOS
8.1. Padronizacio do teste de ELISA

Apo6s testar as diferentes concentracOes de antigeno e diferentes dilui¢cdes do
conjugado, foram empregadas a concentracdo de 45 pg/mL para o antigeno (Figura 7)
e a diluicio de 1/4000 v/v para o conjugado (Figura 8). Na determinacdo da
concentracdo Otima do soro, as concentracdes de 1/400, 1/800 e 1/1600 v/v
apresentaram os mesmos valores de sensibilidade e especificidade, sendo os mesmos
maiores do que os valores apresentados empregando-se a concentracdo de 1/3200 v/v

(Tabela 6). Foi escolhida para o teste a concentracio de 1/800 v/v.
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Figura 7: Determinacio da concentraciio 6tima de antigeno a ser utilizada no teste.
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Figura 8: Determinacio da dilui¢do do conjugado a ser utilizada no teste.

Tabela 6: Determinacao da concentragcao de soro a ser utilizada no estudo.

Dilui¢io Valor de corte  Relacao cultura/sorologia Acuracia
empregada (v/v) (UA/mL)* +/+ - -+ /- Sensibilidade Especificidade
1/400 23,12 31 0 2 51 100% 96%
1/800 14,57 31 0 2 51 100% 96%
1/1600 5,65 31 0 2 51 100% 96%
1/3200 3,06 29 2 3 50 94% 94%

*Determinado por meio de curva ROC, com os resultados dos sujeitos presumidamente sauddveis e pacientes com FC e
infeccdo cronica por P. aeruginosa de acordo com a cultura microbiolégica de material respiratorio.
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8.2. Resultados do estudo transversal

8.2.1. Pacientes e grupo controle negativo

Um total de 117 pacientes e 53 sujeitos presumidamente sauddveis tiveram uma
amostra de soro coletada para andlise transversal. De acordo com o perfil de
colonizacdo/infec¢do por P. aeruginosa, dos 117 pacientes, 35 foram classificados
como nunca colonizados, 27 como livres de infec¢do, 24 como colonizagdo
intermitente ¢ 31 como infectados cronicos. Os cdlculos da mediana de idade e
mediana dos niveis de anticorpos, a determinagdo da faixa etdria e da faixa de niveis de
anticorpos e a distin¢do por sexo foram realizados para cada grupo, bem como para o

grupo controle (Tabela 7).

Tabela 7:

a) Pacientes com FC separados por perfis de colonizacdo/infeccao por P. aeruginosa e grupo
controle negativo - idade e sexo de todos os grupos.

Sexo Idade
Grupos de sujeitos avaliados  Nimero de . .. Faixa etdria Mediana de
sujeitos (%) Masculino Feminino (anos) idade (anos)
FC infeccdo cronica 31 (26) 17 14 3-30 14,70
FC colonizag@o intermitente 24 (21) 16 8 1,6 -16 9,00
FC livres de infec¢ao 27 (23) 8 19 3-25 8,20
FC nunca colonizados 35 (30) 22 13 0,16 - 26 3,00
TOTAL (Pacientes com FC) 117 (100) 63 54 0,16 - 30 8,70
Grupo controle negativo 53 32 21 0,08 - 30 9,70

b) Pacientes com FC e grupo controle negativo — Niveis de anticorpos em cada grupo

Niveis de anticorpos
Mediana dos

Grupos de sujeitos avaliados Valor minimo Valor maximo niveis (AU/mL) p-valor
FC infec¢do cronica 13,98 497,06 100,47
FC colonizagdo intermitente + 1,48 65,55 8,86
FC livres de infecgao + 0,81 38,99 5,27 p <0,001*
FC nunca colonizados # 0,51 65,25 2,75
Grupo controle negativo # 1,25 19,95 3,89
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*p-valor obtido apos a aplicacio do teste de Kruskal-Wallis para comparacoes miltiplas — comparacio entre
todos os grupos de modo geral.

# Nao houve diferenca estatisticamente significativa quando comparados os valores entre os seguintes grupos:
FC livres de infeccdo e FC colonizacdo intermitente, FC livres de infec¢io e grupo controle negativo, FC
nunca colonizados e grupo controle negativo.

8.2.2. Niveis de anticorpos anti-Pseudomonas

Baseado nos valores do grupo controle negativo e dos pacientes com FC infectados
cronicos, o valor de corte (cut-off) primdrio estabelecido para o teste foi de 14,57
U/mL, de acordo com os valores encontrados em curva ROC (Figura 9). Aplicando
uma variacdo arbitrdria de 5% a esse valor, os resultados positivos, zona cinza e
negativos foram definidos como, respectivamente < 13,8 U/mL, 13,8 a 15,3 U/mL e >
15,3 U/mL.

Aplicando-se o teste de Kruskal-Wallis para comparagdes multiplas, levando em
conta os resultados de todos os grupos de pacientes em geral, encontramos que 0s
valores ndo foram estatisticamente iguais em todos os grupos (p < 0,001). Nao foi
observada diferenca estatistica quando comparados os valores dos seguintes grupos:
pacientes livres de infeccdo e pacientes com colonizagdo intermitente (p = 0,064),
pacientes livres de infec¢do e grupo controle negativo (p = 0,232) e pacientes com FC
nunca colonizados e grupo controle negativo (p = 0,062) (Tabela 7; Figura 10). A
variagdo dos niveis foi significativamente maior nos pacientes infectados cronicos em
relac@o aos outros grupos avaliados (p < 0,001). Quando avaliados apenas os pacientes
considerados como cultura positiva para P. aeruginosa, os niveis diferiram
significativamente (p < 0,001) entre os pacientes com presenca de P. aeruginosa
mucdide e pacientes sem a presengca de P. aeruginosa mucéide em cultura
microbiol6gica (Tabela 8).

Também foi encontrada, por meio do teste de Spearman, uma correlacdo positiva
entre niveis de anticorpos e idade nos pacientes com sorologia positiva (r = 0,40; p <

0,01) e nos controles sadios (r = 0,37; p < 0,05).

38



Tabela 8: Niveis de anticorpos de acordo com a presenga ou auséncia P. aeruginosa
mucdide em cultura microbioldgica

Mediana .
N (UA/mL) Faixa p-valor
Pacientes sem P. aeruginosa mucéide 15 6.18 148 — 62.55
em cultura
. . . < 0,001
Pacientes com P. aeruginosa mucéide 40 85.74 1,92 — 497,06

em cultura

8.2.3. Medidas de acurdcia

Para esse calculo, os pacientes com FC e infeccao cronica por P. aeruginosa foram

considerados como tendo presenca da doenga e os sujeitos do grupo controle negativo

foram considerados como tendo auséncia da doenca. Entre os pacientes com FC

infectados cronicamente por P. aeruginosa, 30 de 31 pacientes apresentaram niveis de

anticorpos acima do valor de corte estabelecido e, logo, sorologia positiva,

caracterizando uma sensibilidade de 96,8% (Tabela 9). No grupo controle, 52 de 53

sujeitos avaliados apresentaram niveis abaixo do valor de corte e, logo, sorologia

negativa, caracterizando uma especificidade de 98,1%. Entre os individuos com

sorologia positiva (n = 31), o nimero de positivos verdadeiros foi de 30, caracterizando

um VPP de 96,8%. Entre os individuos com sorologia negativa (n = 53), encontramos

52 negativos verdadeiros, caracterizando um VPN de 98,1%.

Entre os pacientes com FC e colonizacao intermitente por P. aeruginosa, oito entre

24 pacientes (33,3%) apresentaram sorologia positiva. Também encontramos quatro

pacientes com cultura negativa para P. aeruginosa apresentando sorologia positiva,

sendo trés pacientes do grupo dos livres de infec¢do (11,1% do total do grupo) — 89%

com sorologia negativa — e um paciente no grupo dos nunca colonizados (2,9% do total

do grupo) — 97,1% com sorologia negativa (Tabela 9).
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Tabela 9:

a) Medidas de acuracia do teste.

Grupo de sujeitos N Sorologia  Sorologia g iigade  Especificidade VPP VPN
positiva negativa
FC infeccio cronica 31 30 1
96,8% 98,1% 96,8% 98,1%
Controle negativo 53 2 51

b) Porcentagem de individuos com sorologia positiva e sorologia negativa nos grupos de

pacientes com FC e colonizagdo intermitente, livres de infec¢do e nunca colonizados.

Grupo de sujeitos N Total Sorologia positiva (%) Sorologia negativa (%)
FC colonizac¢ao intermitente 24 8 (33,3%) 16 (66,7%)
FC livres de infeccao 27 3(11,1%) 24 (89,9%)
FC nunca colonizados 35 1 (2,9%) 34 (97,1%)
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Figura 9: Curva ROC para determinacdo do ponto de corte para o método.
A razdo 6tima entre sensibilidade e (1 — especificidade) (1,000 e 0,019) foi
encontrada para o valor de 14,57 UA/mL. A esse valor foi aplicado uma
variacdo arbitrdria de 5% para a determinacdo dos valores limites para
positividade, zona cinza e negatividade do teste.
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Figura 10: Diferengas na distribuicdo dos niveis de anticorpos entre os
grupos de sujeitos avaliados no estudo (Pacientes com FC e grupo
controle).

8.3. Resultados do estudo longitudinal

8.3.1. Diferenca geral dos niveis de anticorpos em quatro periodos de coleta

Nessa andlise, foram incluidos 78 pacientes, sendo 34 do sexo feminino e 44 do
sexo masculino, com mediana de idade de 7,52 anos. Foi observado um aumento
progressivo na mediana dos niveis de anticorpos (Tabela 10; Figura 11), com
diferenca estatisticamente significativa, mostrada pelo teste de Friedman, quando
levados em contas todos os periodos de coleta de amostras (p < 0,0001). Porém, o teste
de Wilcoxon mostrou que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o

terceiro e o quarto periodo de coleta de amostras (p = 0,131).
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Tabela 10: Diferenca nos niveis de anticorpos em quatro diferentes periodos de coleta de
amostras, considerando todos os pacientes incluidos no estudo longitudinal.

Mediana dos niveis de anticorpos (U/mL)

N Inicio 2% coleta 3? coleta 4° coleta p-valor
78 5,62 6,62 19,01 19,65 < 0,0001
p-valor 0,001 0,009 0,131

8.3.2. Diferenca dos niveis de anticorpos de acordo com o perfil de
colonizacdo/infecgdo por P. aeruginosa no inicio do acompanhamento

No inicio do acompanhamento longitudinal, de acordo com o perfil de
colonizacdo/infec¢do por P. aeruginosa, 18 pacientes foram classificados como tendo
colonizagdo intermitente, 24 pacientes foram classificados como livres de infeccdo e 36
pacientes como nunca colonizados (Tabela 11). Os pacientes classificados inicialmente
como colonizacao intermitente tiveram niveis de anticorpos significativamente maiores
do que os pacientes dos outros grupos no primeiro e segundo periodos de coleta, porém
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos no terceiro e quarto

periodos de coleta (p = 0,811 e p = 0,227, respectivamente).

8.3.3. Diferenca nos niveis de anticorpos de acordo com a evolugdo ou nao no perfil
de colonizacdo/infeccdo por P. aeruginosa

Um total de 22 pacientes mostrou evolucao no perfil de colonizacio/infec¢do por P.
aeruginosa. Dos pacientes classificados inicialmente como nunca colonizados, cinco
pacientes mudaram o perfil para colonizacdo intermitente. Dos pacientes inicialmente
classificados como livres de infeccdo, 11 pacientes mudaram o perfil para colonizagdo
intermitente e, desses, dois se tornaram infectados cronicos. Dos pacientes inicialmente
classificados como coloniza¢do intermitente, cinco mudaram o perfil para infeccao
cronica. A variagdo dos niveis de anticorpos foi maior entre os pacientes que
apresentaram evolucdo no perfil de colonizagdo/infec¢do, e em todos os periodos de
coleta a mediana dos niveis de anticorpos dos pacientes que apresentaram evolu¢do no

perfil foi maior do que nos que nao apresentaram essa evolugao.
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Tabela 11: Diferenca nos niveis de anticorpos em quatro periodos de coleta de amostras de acordo com o perfil
de colonizacao/infec¢c@o por P. aeruginosa no inicio do estudo longitudinal.

Mediana dos niveis de anticorpos (U/mL)

Perfil de colonizacao/infeccio

. .. N (inicio)* Inicio 2? coleta 3? coleta 4° coleta
(inicio do estudo)
Nunca colonizado 36 4,33 5,93 18,03 6,73
Livre de infeccao 24 5,62 5,88 20,23 31,38
Colonizacao intermitente 18 9,80 27,94 17,13 19,65
p-valor 0,016 0,029 0,811 0,227

*Numero de pacientes em cada grupo no inicio do acompanhamento. Houve mudanga do perfil de colonizacao/infec¢do em parte dos
pacientes de cada grupo durante o andamento do estudo.

Tabela 12: Diferenca nos niveis de anticorpos de acordo com a evolug@o ou ndo do perfil de colonizag¢do/infeccao por P.
aeruginosa no decorrer do estudo longitudinal.

Mediana dos niveis de anticorpos (U/mL)
Evolucao no perfil de

colonizaciao/infeccio* Inicio 2" coleta 3" coleta 4° coleta p-valor
Sim 9,16 15,03 22,08 22,28 0,007
Nio 4,87 6,37 14,31 17,89 0,002
p-valor 0,04 0,019 0,098 0,226

*Quatro pacientes apresentaram involucdo no perfil de coloniza¢io/infeccio por P. aeruginosa e, portanto, foram excluidos dessa andlise.



No entanto, somente no primeiro e segundo periodo de coletas essa diferenga foi
estatisticamente significativa (Tabela 12). Quando feitas as andlises dentro de cada
grupo, observou-se um aumento progressivo dos niveis de anticorpos tanto dos
pacientes que apresentaram evolu¢do do perfil de colonizacdo/infec¢do por P.
aeruginosa quanto dos que nao apresentaram, com diferenca significativa.

Observamos que 12 pacientes apresentaram, no inicio do acompanhamento, niveis
de anticorpos acima do valor de corte estabelecido, enquanto os 66 restantes
apresentaram niveis de anticorpos abaixo desse valor. O risco de evolucao no perfil de
colonizagao/infeccdo por P. aeruginosa foi maior para os pacientes que apresentaram
niveis acima do valor de corte no inicio do acompanhamento (OR = 3,13; IC: 0,883 —
11,06). Entre os pacientes que apresentaram evolucdo no perfil de colonizacao/infec¢cdao
por P. aeruginosa, sete pacientes adquiriram infeccdo cronica. Foi observado que os
niveis de anticorpos desses pacientes eram significativamente maiores, em relacao aos
que ndo adquiriram a infec¢do cronica, ja no inicio do estudo e continuaram maiores no
decorrer do estudo, porém, apenas no primeiro e segundo periodos de coleta essa
diferenca foi estatisticamente significativa (Tabela 13). Dos pacientes que
apresentavam cultura negativa para P. aeruginosa no inicio do estudo, 15 passaram a
apresentar cultura microbioldgica positiva. Nesse grupo, foi possivel detectar a presenca
da bactéria no organismo antes ou simultaneamente ao primeiro isolamento em cultura
em 11 pacientes (73,3%). Em um paciente, a resposta de anticorpos ocorreu 15 meses
antes do primeiro isolamento de P. aeruginosa em cultura. Em 20 pacientes, os niveis
de anticorpos aumentaram, apesar da auséncia de cultura positiva para P. aeruginosa

até o fechamento do estudo.
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Tabela 13: Diferenca dos niveis de anticorpos entre pacientes que adquiriram ou nao infec¢@o crénica por

aeruginosa.

P.

Mediana dos niveis de anticorpos (U/mL)

Aquisicao de infeccao

cronica Inicio 2% coleta 3? coleta 4? coleta p-valor
Sim 15,94 87,36 25,86 124,45 0,241
Nio 5,59 5,98 19,58 19,38 0,034
p-valor 0,02 0,008 0,261 0,087
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Figura 11: Box-plot da distribui¢do dos niveis de anticorpos em quatro diferentes
periodos de coleta de amostras, considerando todos os pacientes incluidos no estudo
longitudinal. A linha pontilhada representa o valor de corte positivo estabelecido para o

método (15,3 U/mL).
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9. DISCUSSAO

A resposta de anticorpos contra P. aeruginosa na FC é um marcador de infecc¢ao
cronica, inflamacdo e dano tecidual (85). Estudos t€m mostrado o potencial da deteccao de
anticorpos séricos para o diagndstico precoce da infeccdo pulmonar por P. aeruginosa nas
ultimas trés décadas (61,87,92,102,109), a fim de iniciar precocemente a terapia
antimicrobiana de erradicacdo (101).

Em nosso estudo, procuramos avaliar a utilidade de um teste ELISA para pesquisa
de anticorpos anti-Pseudomonas em dois cendrios, primeiramente fazendo uma avaliagdao
em estudo de corte transversal, buscando a padronizagdo, otimizacdo e determinacido da
acurdcia da técnica, e, paralelamente, uma avaliacdo longitudinal, visando observar
possiveis alteracdes nos niveis de anticorpos nos diferentes momentos de coleta de
amostras, para avaliar a potencial capacidade de detec¢do precoce da sorologia.

No estudo transversal, observamos uma diferenca significativa nos niveis de
anticorpos entre todos os grupos de pacientes com FC, de modo geral, e sujeitos
presumidamente sauddveis. Os niveis foram significativamente mais altos nos pacientes
infectados cronicos por P. aeruginosa em relacdo aos outros grupos avaliados (Tabela §;
Figura 10), o que correspondeu as expectativas, devido ao estigio mais avancado da
infec¢do, onde hd maior resposta inflamatéria com maior dano pulmonar. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos, que mostraram resposta de anticorpos
significativamente maior em pacientes infectados cronicos contra diversos antigenos de P.
aeruginosa. Brett et al. mostraram, em dois estudos (90,95), pacientes com presenca
continua de P. aeruginosa em cultura microbioldgica com niveis de anticorpos mais altos
contra antigenos de parede celular da bactéria; o aumento dos niveis ocorreu devido ao
aumento da carga bacteriana. Hollsing et al. (108) relataram niveis altos contra fosfolipase
C sendo encontrados exclusivamente em pacientes infectados cronicos por P. aeruginosa.
Outros estudos mostraram uma maior resposta de anticorpos contra ExoA, ELA e PA
(105,107,118,119) e St-Ag:1-17 (88,102) em pacientes com infeccdo cronica, quando
comparados aos outros grupos.

No estigio de infeccdo pulmonar cronica, também hd o aparecimento de P.

aeruginosa mucoide, fendtipo que estd associado a uma maior gravidade da infecgdo.
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Doring et al (87) mostraram uma maior producdo de anticorpos precipitantes quando houve
a persisténcia do fendtipo mucdide nos pulmdes, levando a uma maior formagdo de
imunocomplexos. Brett et al. (90) e Hollsing et al. (108) observaram altos niveis de
anticorpos contra ExoA, ELA e PA entre pacientes colonizados/infectados por P.
aeruginosa mucoide em relagdo aos que nao apresentaram esse fendtipo. West et al. (101)
mostraram a ocorréncia de uma sequéncia na producdo de anticorpos de acordo com
diferentes antigenos; a resposta contra ExoA foi mais precoce, em relagdo a resposta contra
lisado celular e ELA, a qual foi a resposta mais tardia e foi preditiva de infeccdo mais
avangada, podendo refletir o desenvolvimento da infec¢do cronica. Tramper-Standers et al.
(103) também mostraram a resposta contra ELA tendo uma maior sensibilidade para
detec¢do da infeccdo cronica. Dogru et al. (94) relataram que a resposta a ELA foi a mais
entre pacientes infectados cronicos e a menos intensa entre pacientes com cultura negativa
para P. aeruginosa. No presente estudo, também houve uma expressiva diferenca dos
niveis de anticorpos contra o St-Ag:1-17 entre os pacientes colonizados/infectados por P.
aeruginosa mucotide (Tabela 6) em relacio aos que ndo apresentaram esse fendtipo,
corroborando os relatos prévios.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre pacientes com
FC livres de infec¢do e sujeitos presumidamente sauddveis (Tabela 5; Figura 10). Isso
pode ocorrer devido as faixas etdrias similares desses dois grupos, ja que encontramos uma
correlagdo positiva entre niveis de anticorpos e idade, tanto nos pacientes com sorologia
positiva quanto nos controles sadios. Hgiby er al. (85) mostraram que anticorpos
precipitantes contra o St-Ag:1-17 aumentaram gradativamente com a idade em populacdo
normal, possivelmente devido a reacdo cruzada com outros microorganismos. O St-Ag:1-17
possui 10 antigenos que provocam reacdo cruzada com outras bactérias gram-negativas,
incluindo o Haemophilus influenzae, comum no trato respiratério da populagdo normal.
Pedersen et al. (88) mostraram, em controles sadios, correlacdo significativa entre niveis de
anticorpos contra o St-Ag:1-17 medidos por ELISA e idade, também atribuindo as reagdes
cruzadas ocorridas naturalmente. Outros autores, porém, encontraram que ndo houve
diferenca, em controles sadios e pacientes, dos niveis de anticorpos de acordo com a idade,
tanto na resposta contra antigenos de parede celular (90) quanto na resposta contra lisado

celular e rPcrV, uma proteina do SSTT (120). Apesar de ndo termos encontrado em nosso
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estudo transversal diferenga estatistica nos niveis de anticorpos entre controles sadios e
pacientes com FC livres de infec¢do, apenas um controle sadio apresentou sorologia
positiva. Sendo a P. aeruginosa um patdégeno ambiental encontrado em vérios habitats,
também ¢ possivel que esse individuo tenha entrado em contato com a bactéria em um
periodo préximo ao estudo, levando a formagao transitéria de anticorpos, como destacado
por estudos anteriores (88,90,103,118), embora alguns autores considerem que hd uma
variacdo individual consideravel dos niveis de anticorpos anti-Pseudomonas
(61,105,106,118). No Brasil, devido a adversidade das condi¢des climéticas e ambientais,
ha, possivelmente, uma maior ocorréncia do contato com a bactéria, o que pode causar uma
resposta basal aumentada contra o patdgeno. Isso pode explicar nosso alto valor de cut-off
em relacdo aquele adotado pelo fabricante do antigeno utilizado no presente estudo
(61,102).

Houve uma maior porcentagem de concordancia entre os resultados de cultura
microbioldgica e sorologia, no estudo transversal, dos pacientes nunca colonizados por P.
aeruginosa (97.1%) quando comparados com os pacientes livres de infec¢io (89.9%), com
diferenca significativa na mediana dos niveis de anticorpos. Entretanto, 2.9% dos pacientes
nunca colonizados e 11.1% dos pacientes livres de infec¢do apresentaram resultados
positivos de sorologia, o que sugere limitacdes na cultura microbioldgica, a qual pode nao
refletir a microbiota pulmonar (91,121,122). Os resultados do acompanhamento
longitudinal reforcam essa afirmacdo. Observamos aumento progressivo dos niveis entre os
pacientes considerados inicialmente como cultura negativa para P. aeruginosa, sendo este
aumento maior entre os pacientes livres de infeccdo (Tabela 9). Uma parte desses
pacientes, mais tarde, apresentou cultura positiva para P. aeruginosa, o que levou a uma
evolucdo em seus perfis de colonizagcdo/infec¢do; entretanto, mesmo entre os pacientes que
ndo apresentaram tal evolucdo, em 28 pacientes houve aumento dos niveis de anticorpos
com o passar do tempo com grande significancia estatistica(Tabela 10). Desses, 22
pacientes tiveram amostras respiratdrias coletadas por meio de swab de orofaringe. Sendo
assim, a resposta de anticorpos aumentada nesses pacientes pode indicar o surgimento da
infec¢do (em pacientes classificados como nunca colonizados) ou infec¢ao recorrente (em
pacientes classificados como livres de infeccdao). Em pacientes capazes de expectorar,

culturas de escarro refletem com boa acurdcia os microorganismos das vias aeriferas
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inferiores. Porém, em pacientes com idade insuficiente para fornecer um material
representativo, o inico método ndo invasivo de coleta de secrecdes respiratorias € o swab
de orofaringe (5). Armstrong et al. (123), comparando culturas de LBA e swab de
orofaringe com a eletroforese por campo pulsado concluiram que as culturas de swab nao
predizem com confianga a presenca de patdégenos bacterianos nas vias aeriferas inferiores
de criancas pequenas. Rosenfeld et al. (8) encontraram que culturas de orofaringe tiveram
baixa sensibilidade (44%), porém alta especificidade (95%) para a deteccdo de P.
aeruginosa. Porém, nessa andlise, o LBA foi utilizado como padriao-ouro; € sabido que
erros de amostragem podem ocorrer durante o procedimento de LBA, ocasionando
resultados falsos-negativos. Burns et al. (91) destacam que a cultura de LBA faz uma
amostragem regional do pulmao, o que pode ndo refletir a microbiota do pulmdo como um
todo; também chamam a aten¢@o para a incapacidade de amostrar bactérias aderentes a
placas mucosas e a cultura, para haver positividade, requer a presenca de organismos
vidveis. Anstead et al. (105) notaram que niveis de anticorpos positivos contra PA e ExoA
estiveram significativamente associados com um risco mais alto de isolamento recorrente
de P. aeruginosa. Esses dados sugerem que um isolamento anterior de P. aeruginosa pode
predispor um paciente a um isolamento subsequente em um periodo de tempo mais curto.
Anteriormente, Brett ef al. (90) encontraram um paciente que, apds terapia antimicrobiana
para erradicagcdo de P. aeruginosa, apresentou novo isolamento da bactéria em cultura 5
meses depois, com niveis aumentados de anticorpos contra antigenos da parede celular,
caracterizando, desse modo, uma provavel infec¢ao recorrente.

Em nosso estudo transversal, entre pacientes com FC nunca colonizados e o grupo
controle negativo, também ndo foi observada diferenca significativa nos niveis de
anticorpos, o que ja foi mostrado anteriormente (61) e é esperado, pelo fato de o grupo de
pacientes nunca colonizados ser composto majoritariamente por recém nascidos e criangas
menores de 7 anos, idade na qual hd menor incidéncia e prevaléncia de P. aeruginosa.

Também ndo observamos diferenga estatisticamente significativa dos niveis de
anticorpos entre pacientes com FC livres de infec¢do e pacientes com colonizagao
intermitente no estudo transversal (Tabela 5; Figura 10). A maioria (67%) dos pacientes
com colonizagdo intermitente apresentou niveis de anticorpos abaixo do valor de corte por

nds estabelecido; entretanto, € sabido que o isolamento de P. aeruginosa em cultura ndo
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necessariamente indica infec¢do, ao menos que haja uma resposta humoral especifica para
o patogeno (86,91,119). Proesmans et al. (119) obtiveram dados semelhantes e, como
principal explicacdo para tal, destacaram o frequente intercimbio de pacientes entre esses
dois grupos com o passar dos anos. De fato, quando observados nossos dados
microbiol6gicos longitudinais, a maior frequéncia de intercambio de pacientes entre
diferentes perfis de colonizacido/infeccdo por P. aeruginosa se deu entre o grupo de
pacientes livres de infec¢do e os pacientes com coloniza¢do intermitente (dados ndo
mostrados). No acompanhamento longitudinal, mostramos que os niveis de anticorpos dos
pacientes inicialmente classificados como livres de infeccdo superaram os dos pacientes
inicialmente classificados como colonizagd@o intermitente (Tabela 9), sendo que 11 sujeitos
do primeiro grupo mudaram seus perfis de colonizagdo/infeccdo para colonizagdao
intermitente e 4 pacientes inicialmente classificados como colonizagdo intermitente se
tornaram livres de infeccdo. Brett ef al. (89,94) também relataram alguns pacientes com
colonizacdo intermitente apresentando niveis de anticorpos normais contra antigenos da
parede celular. Sugerem que a auséncia de resposta humoral sist€émica pode ser devida a
presenca de cepas transitérias ou ndo patogénicas de P. aeruginosa. Sugerem ainda, como
alternativa, que pode ser decorrente de uma resposta adequada do hospedeiro por meio da
IgA secretéria ou mesmo resposta imune inadequada ao patdégeno. Entretanto, 33% dos
pacientes com colonizagdo intermitente em nosso estudo transversal apresentaram niveis
acima do valor de corte, com diferenca significativa em relacdo aos pacientes nunca
colonizados e sujeitos sauddveis. Isso pode sugerir mudanga no perfil de
colonizagdo/infeccao desses pacientes, os quais provavelmente sdo infectados cronicos nao
detectados pela cultura. Nossos dados longitudinais mostraram que sete pacientes
adquiriram a infec¢do cronica durante o estudo. Nesses, os niveis de anticorpos foram
significativamente maiores no primeiro e segundo periodos de coleta de amostras, em
relacdo aos que ndo se tornaram infectados cronicos (Tabela 11). Porém, nao houve
diferenca estatistica entre os dois grupos no restante do estudo, sugerindo possivel detec¢cdo
da infec¢do cronica ainda ndo mostrada pela cultura microbiolégica, o que € reforcado pelo
fato de termos detectado aumento dos niveis de anticorpos até 15 meses antes da
identificacdo da bactéria em cultura microbioldgica e um risco, em média, trés vezes maior

de evolucao no perfil de colonizag¢do/infeccdo entre pacientes que apresentaram niveis de
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anticorpos elevados no primeiro periodo de coleta. Déring e Hgiby (87) mostraram niveis
de anticorpos contra o St-Ag:1-17 com aumento progressivo em 90% dos pacientes
adquiriram infec¢@o cronica durante o estudo. Pressler et al., em dois estudos (61,102)
mostraram niveis de anticorpos aumentados em pacientes que posteriormente se tornaram
cronicamente infectados por P. aeruginosa, o que ocorreu até trés anos antes da
identificacdo pela cultura microbioldgica (61), sendo que o aumento dos niveis foi um forte
fator de risco para a aquisi¢do da infec¢cdo cronica. Brett et al. (90) mostraram uma
sobreposicdo entre os niveis de anticorpos de pacientes infectados cronicos e com
colonizagdo intermitente, refletindo, para a época, a divisdo arbitrdria entre os dois grupos.
Pedersen et al. (88), comparando pacientes infectados cronicos e com colonizacdo
intermitente, encontraram um VPP de 87% e VPN de 72% para a deteccdo de anticorpos
contra o St-Ag:1-17, mostrando que a colonizagdo intermitente pode levar a formagao de
anticorpos especificos. Pressler et al. (61) também mostraram pacientes intermitentes com
altos niveis de anticorpos contra St-Ag:1-17, sugerindo que a medida desses niveis possui
valor diagndstico potencial para esse grupo de pacientes, o qual € um grupo de risco para
aquisicdo da infecc@o cronica. Alguns autores (58,60,124) destacam que a transicdo do
estado de colonizagdo intermitente para infeccdo cronica € caracterizada pela producao de
cepas mucoOides de P. aeruginosa e tal transicdo estd associada a uma resposta de
anticorpos aumentada. Em alguns centros, a medida de niveis de anticorpos € utilizada para
distinguir entre colonizacdo intermitente e infec¢do cronica por P. aeruginosa (102).
Nossos resultados mostram alto VPP (96.8%) e VPN (98.1%) da sorologia para pesquisa de
anticorpos contra St-Ag:1-17 para a deteccio da infeccdo cronica e, portanto, alta
probabilidade da ocorréncia de infec¢do cronica por P. aeruginosa quando o paciente
apresenta niveis positivos de anticorpos. Esses resultados chamam atenc@o para limitacdes
nos critérios de Leeds (86), os mais utilizados para definicdo de perfis de colonizacdo e
infeccdo, e baseados apenas em culturas microbiolégicas de material respiratério. Novos
critérios foram propostos recentemente para a melhor definicio dos perfis de
colonizagao/infeccao (125), salientando a importancia da inclusio de resultados sorolégicos
para tal. Sugerem que 6 a 8 amostras de material respiratério sejam coletadas a cada ano,
juntamente com amostras de sangue trimestrais para pesquisa de anticorpos, € que a

classificacdo do perfil de colonizacdo intermitente, bem como de pacientes com cultura
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negativa para P. aeruginosa, seja baseada em niveis de anticorpos abaixo do valor de corte
estabelecido para infeccao cronica.

No estudo transversal, um paciente considerado infectado cronico por P. aeruginosa
apresentou niveis de anticorpos abaixo do valor de corte por nds estabelecido. O prontuério
desse paciente foi revisado e encontramos que, no momento da coleta, o paciente estava sob
regime de terapia anti-Pseudomonas com tobramicina intravenosa, além de tratamento com
corticosterdides. Tais tratamentos provavelmente levaram ao decréscimo dos niveis de
anticorpos. Brett e al. (90) seguiram dois pacientes e monitoraram a resposta de anticorpos
durante o tratamento com antibidticos; notaram queda nos niveis de anticorpos em ambos
os pacientes apos 18 meses. Mais tarde, Brett ef al. (95) encontraram que alguns pacientes
aparentemente tiveram a infeccdo por P. aeruginosa erradicada apds tratamento
endovenoso por quatro semanas com diferentes tipos de antimicrobianos. Tais pacientes
tinham um estado clinico levemente pior do que os pacientes que nao foram submetidos a
terapia; um ano depois, essa situacdo foi revertida. No mesmo estudo, dois pacientes foram
seguidos durante tratamento com o corticosterdide predinisona durante 32 meses. Em
ambos, houve queda dos niveis de anticorpos contra antigenos da parede celular para
abaixo do ponto de corte definido. Johansen et al. (106), em um periodo de 30 anos de
seguimento de 157 pacientes, introduziram cursos de duas semanas de terapia
antimicrobiana a cada trés meses em todos os pacientes com infeccdo cronica por P.
aeruginosa e terapia precoce agressiva com colistina inalatéria e ciprofloxacina via oral por
trés meses quando pacientes anteriormente ndo colonizados apresentaram isolamento de P.
aeruginosa em cultura. Encontraram que pacientes tratados intensivamente apresentaram
resposta de anticorpos diminuida contra o St-Ag:1-17 e sobrevivéncia aumentada apds a
aquisicdo da infec¢@o crdnica. Ratjen et al. (107) seguiram 43 pacientes durante 12 meses
de terapia inalatdria anti-Pseudomonas. Encontraram que os niveis de anticorpos contra
ExoA, ELA e PA diminuiram, com aumento da taxa de sobrevivéncia, em pacientes nos
quais a terapia de erradicacdo foi bem sucedida. Em contrapartida, em pacientes nos quais a
terapia de erradicacdo ndo teve sucesso, 0os niveis de anticorpos contra os trés antigenos
aumentaram e a taxa de sobrevivéncia diminuiu.

Para avaliar a acurdcia da sorologia, assumimos a cultura microbioldgica como

padrdo de referéncia, considerando os pacientes com FC e infeccdo cronica para P.
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aeruginosa como tendo presenca certa de infec¢do e o grupo controle negativo como tendo
auséncia certa de infeccdo. Desse modo, obtivemos excelentes valores de sensibilidade
(96.8%), especificidade (98.1%), VPP (96.9%) e VPN (98.1%) (Tabela 7). Tais valores sao
controversos na literatura. Em trabalho anterior (109), mostramos que os estudos
apresentam valores altamente variados de sensibilidade, especificidade e valores preditivos.
Dois estudos em 2006 se destacaram por seus dados conflitantes publicados na mesma
revista. Kappler et al. (118), avaliando 183 pacientes, relataram que a sorologia para
anticorpos contra ExoA, ELA e PA apresentou, de modo geral, uma sensibilidade de 86%,
especificidade de 96% e VPP de 97%, propondo que a terapia antimicrobiana fosse iniciada
no evento da subida dos niveis de anticorpos, mesmo na auséncia de cultura positiva.
Tramper-Standers et al. (103), utilizando os mesmos antigenos, avaliaram a resposta de
anticorpos em 220 pacientes, encontrando sensibilidade de 96% e especificidade de 79%,
além de terem encontrado 15 conversdes dos niveis de anticorpos durante o periodo de
estudo, com padrdes variados de resposta. Chamam a atencdo para a possibilidade de falha
na identificacdo da infeccdo precoce através do uso de métodos soroldgicos. Mais
recentemente, outro estudo também gerou controvérsia sobre o assunto. Douglas et al.
(110) descreveram resultados pareados de sorologia e cultura microbioldgica de LBA,
encontrando um baixo VPP e alto VPN para a sorologia, questionando o potencial
diagnéstico do método para o monitoramento da infec¢do por P. aeruginosa. Porém,
admitem que a cultura de LBA pode apresentar resultados falsos-negativos, devido as
falhas de amostragem durante o procedimento de coleta de amostra.

As controvérsias e variagdes nos resultados com respeito a acuricia da sorologia sdo
esperadas e relacionadas a vérios fatores, incluindo os critérios utilizados para a selecdo de
pacientes e grupo controle, estado imunolégico dos pacientes no momento da coleta de
amostra, propriedades intrinsecas dos métodos soroldgicos, método de preparacdo da
solugdo de antigenos, método para cédlculo do valor de corte, dentre outros. Uma reagdo
imunoenzimdtca para detec¢do de anticorpos especificos requer que as concentracdes de
todos os reagentes sejam otimizadas (115,116). Um consenso a respeito da padronizacio de
diferentes testes soroldgicos seria muito importante para o melhor uso deste recurso
diagnostico. No presente estudo, diferentes concentracdes do antigeno, amostras de soro e

conjugado foram testadas, bem como houve um calculo minucioso do valor de corte,
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buscando pelo melhor discernimento entre presenga e auséncia de infec¢do. Um estudo
recente (104), avaliando niveis de anticorpos em criangas com diagndstico de FC através da
triagem neonatal, mostrou que a determina¢do regular dos niveis de anticorpos pode ser
uma ferramenta diagndstica valiosa se valores de corte especificos para cada faixa etdria
forem usados ao invés de valores fixos. Nossos dados corroboram esses resultados, ja que
encontramos uma boa correlagdo entre niveis de anticorpos e idade. De modo geral, a
maioria dos estudos mostrou uma boa concordincia entre niveis de anticorpos, resultados
de cultura microbiolédgica e parametros clinicos (88,94,102,103,107,109,119).

No estudo longitudinal, de modo geral, observamos, agrupando todos os pacientes
avaliados, um aumento progressivo dos niveis de anticorpos com o tempo (Figura 11).
Estudos anteriores mostraram resultados parecidos (61,87,89,90,95,102), sugerindo
producdo permanente dos antigenos de P. aeruginosa nos pulmdes e presenca continua dos
mesmos, além de mostrarem padroes variados de resposta entre os pacientes
(90,94,95,103), o que foi também visto no presente estudo. Melhores resultados devem ser
alcancados com um tempo de seguimento maior e coletas mais assiduas, como ja real¢cado

anteriormente (88,109,119), complementando achados microbioldgicos.

10. CONCLUSAO

No estudo transversal, a técnica de ELISA para dosagem de anticorpos séricos
contra P. aeruginosa em pacientes com FC se mostrou altamente sensivel e especifica,
além de mostrar altos valores preditivos para a detec¢do da infeccdo crOnica por P.
aeruginosa. Quanto ao estudo longitudinal, nossos dados ainda ndo sdo conclusivos, devido
ao curto periodo de seguimento e quantidade insuficiente de amostras coletadas de cada
paciente, o que ndo permite fazer maiores inferéncias. At€é o momento, porém, observamos
uma tendéncia de aumento continuo dos niveis de anticorpos e uma potencial capacidade de
deteccao precoce da infec¢do pulmonar por P. aeruginosa por meio da sorologia, a qual se
trata de uma técnica simples, de facil execugdo e baixo custo, devendo ser incorporada a
rotina de acompanhamento dos pacientes com FC.

Recomendamos que sejam feitas ao menos duas coletas de sangue anuais de

pacientes que apresentarem cultura negativa para P. aeruginosa seguidas de um primeiro

54



resultado soroldgico negativo e coletas mais frequentes de pacientes que apresentarem um
primeiro resultado soroldgico positivo, mesmo na auséncia de cultura positiva, o que
implica um maior risco de posterior aparecimento da bactéria em cultura. Ademais, outros
parametros clinicos e diagndsticos devem ser levados em conta, como exacerbacodes
pulmonares, testes de fun¢do pulmonar e achados de imagem, o que podera ajudar na
diferenciacdo entre colonizacdo e infeccdo por P. aeruginosa. Nesses casos, a deteccdao
precoce por meio da sorologia poderd permitir uma intervengdo precoce por meio de
antibioticoterapia. A influéncia da terapia antimicrobiana sobre a variacdo dos niveis de

anticorpos também deve ser melhor investigada.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
O Sr. (*) estd sendo convidado(a) a participar do projeto Projeto de Pesquisa:
Monitoramento sorolégico anti IgG de infeccio por Pseudomonas aeruginosa em
pacientes com fibrose cistica atendidos no HC da UNICAMP tendo como Pesquisador

responsavel: Prof.Dr.Carlos Emilio Levy do Depto Patologia Clinica FCM-UNICAMP
O Local do estudo: ambulatério de Fibrose Cistica do Hospital das Clinicas da
UNICAMP do Departamento de Pediatria da Faculdade de Ciéncias Médicas da

UNICAMP

Nome do voluntario:

Idade: anos R.G.

Responsével legal (quando for o caso):

R.G. Responsavel legal:

Esclarecimento sobre as finalidades do estudo: Muitos pacientes com fibrose cistica tem

uma doenca pulmonar caracterizada por secrecdes respiratorias espessas, infeccoes
pulmonares agudas repetidas (pneumonias acompanhadas de febre e catarro), que se tornam
cronicas piorando a respiracdo e a disposi¢do para atividades fisicas como correr, andar,
etc.

A Pseudomonas aeruginosa é a bactéria de maior importdncia como agente de
infeccdo pulmonar cronica na fibrose cistica. O diagndstico precoce da presenga desta
bactéria poderd ser realizado através de exames de sangue, como € feito nos principais
centros de tratamento de pacientes com fibrose cistica, antes que ela seja detectada na

cultura do escarro.
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O esclarecimento acima se deve ao fato de que necessitamos seu consentimento para
que amostras de sangue sejam colhidas de rotina no acompanhamento semestral e em
situagdes de piora de infec¢des pulmonares.

Estes exames de sorologia irdo permitir o uso rapido de antibiéticos especificos para
procurar eliminar a bactéria P. aeruginosa das secrecdes e oferecer melhores condigdes
clinicas aos pacientes .

A realizacdo deste exame deverd ser rotina deste servico, mas nesta fase inicial a
participacdo dos pacientes esta sendo voluntdria as amostras coletadas estocadas em
congelador aguardando a aquisi¢do dos reagentes e padronizacdo da técnica.

Nao ha nenhuma contra-indicac@o para a realizacdo do exame, como também nao
serd oferecido nenhum tipo de compensacdo. Este exame € considerado um avango em
termos de recursos para otimizar o tratamento, mas a nao realizacdo do exame nao
implicard em qualquer prejuizo na atencdo que o paciente receberd em nosso Servigo.
Qualquer anormalidade deverd ser comunicada pelo pesquisador ou orientador e a
desisténcia de participar deste estudo poderd ocorrer a qualquer momento.Fica assegurado o
sigilo das informagdes e resultados decorrentes deste estudo.

A coleta de sangue apresenta desconforto semelhante as demais coletas de sangue
que rotineiramente os pacientes sdo submetidos, ndo oferecendo nenhum risco a mais.
Uma c6pia deste consentimento devera ser fornecida ao paciente ou responsdvel quando da

assinatura deste consentimento.

Eu, , RG n°

declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntirio, do projeto de
pesquisa acima descrito.

Ou

Eu, , RG n°
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responsavel legal por , RG

o

n

declaro ter sido informado e concordo com a sua participagdo, como voluntario, no projeto

de pesquisa acima descrito.

Campinas, de de

Em caso de divida ou qualquer outro motivo relacionado a esta coleta de sangue ou
exame de sorologia para deteccdo de anticorpos contra Pseudomonas aeruginosa contatar:

Renan Marrichi Mauch: (19) 3521-7064 ou 3521-7435. Celular: (19) 9252-9717. E-mail:

renanm @ fcm.unicamp.br

e Prof. Dr. Carlos Emilio Levy: Departamento de Patologia Clinica FCM-UNICAMP; (19)
3521-7557 ou 9175-3563. E-mail: celevy@fcm.unicamp.br

e Comité de Etica em Pesquisa: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111; CEP
13083-887, Campinas — SP

Fone (019) 3521-8936. Fax (019) 3521-7187. E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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ANEXO IT
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O Sr. (*) estd sendo convidado(a) a participar do Projeto de Pesquisa: Monitoramento
sorolégico anti-IgG da infeccao por Pseudomonas aeruginosa em pacientes com fibrose cistica
atendidos no HC-Unicamp, tendo como Pesquisador responsavel o Biomédico e aluno de pds
graduacdo Renan Marrichi Mauch e o Prof. Dr. Carlos Emilio Levy do Depto Patologia Clinica

FCM-UNICAMP

Local do estudo: Hospital das Clinicas da UNICAMP; Departamento de Patologia Clinica
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP

Esclarecimento sobre as finalidades do estudo: Muitos pacientes com fibrose cistica possuem uma

doenga pulmonar caracterizada por secregdes respiratérias espessas e infeccdes pulmonares
repetidas, sendo a Pseudomonas aeruginosa a bactéria de maior importincia como agente de
infeccdo pulmonar cronica. A deteccdo precoce desta bactéria poderd ser realizada por meio de um
exame de sangue denominado sorologia para deteccio de anticorpos anti-Pseudomonas aeruginosa.

O esclarecimento acima se deve ao fato de que necessitamos de seu consentimento para que
uma amostra de sangue seja colhida de seu filho (a) quando forem colhidas amostras de sangue para
exames de rotina de pré-operatdrio durante esta internagdo.

Como seu filho ndo possui esta doenca, a amostra de sangue serd usada para padronizacdo
da técnica soroldgica, onde iremos comparar seus niveis de anticorpos com os de pacientes
infectados pela bactéria mencionada. Estes exames de sorologia irdo permitir o uso rapido de
antibidticos especificos para procurar eliminar a bactéria P. aeruginosa das secrecdes e oferecer
melhores condicdes clinicas aos pacientes com fibrose cistica.

Nao ha nenhuma contraindicacdo para a realizacdio do exame, como também ndo serd
oferecido nenhum tipo de compensacgdo e seu filho ndo terd nenhum proveito deste exame. A nio
realizacdo do exame ndo implicard em qualquer prejuizo na atencdo que o paciente receberd em
NoSsO Servigo.

A coleta de sangue apresenta desconforto semelhante as demais coletas de sangue as quais
rotineiramente os pacientes sdo submetidos, ndo oferecendo nenhum risco a mais, e deverd ser feita
em uma Unica vez, quando exames de rotina forem solicitados. Uma cdpia deste consentimento
deverd ser fornecida ao paciente ou responsavel quando da assinatura deste consentimento.
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Nome do voluntario:

Idade: anos R.G.

Responsével:

R.G. do Responsavel legal:

Declaro ter sido informado e concordo com a sua participacdo, como voluntdrio, no projeto de

pesquisa acima descrito.

Campinas, de de 2013

Em caso de ddvida ou qualquer outro motivo relacionado a esta coleta de sangue, contactar:

e Renan Marrichi Mauch: (19) 3521-7064 ou 3521-7435. Celular: (19) 9252-9717. E-mail:
renanm @ fcm.unicamp.br

e Prof. Dr. Carlos Emilio Levy: Departamento de Patologia Clinica FCM-UNICAMP; (19)
3521-7557 ou 9175-3563. E-mail: celevy @fcm.unicamp.br

e Comité de Etica em Pesquisa: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111; CEP
13083-887, Campinas — SP
Fone (019) 3521-8936. Fax (019) 3521-7187. E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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