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Lista de abreviaturas

16S rRNA Subunidade 16S do RNA ribossémico
A455E Mutagdo no gene da proteina CFTR
A549 Mutagdo no gene da proteina CFTR
ABPA Aspergilose broncopulmonar alérgica
ACHOC Agar chocolate
R117C Mutac¢ado no gene da proteina CFTR
D1152H Mutac¢ado no gene da proteina CFTR
L227R Mutacdo no gene da proteina CFTR
AS Agar sangue
ATP Adenosina trifosfato
R334W Mutacdo no gene da proteina CFTR
R117H Mutacdo no gene da proteina CFTR
ATPase Enzima que cataliza a hidrdlise de ATP (adenosina trifosfato)
atpD Gene que codifica a ATP-sintase de cadeia beta
ATS American Thoracic Society
AW Grupo de Burkholderia cepacia com taxonomia indefinida
BAL Lavado bronquio-alveolar
BCAB Burkholderia Cepacia Agar Base
BCC Burkholderia cepacia complex
BCESM Burkholderia cepacia Epidemic Strain Marker
BCM Burkholderia cepacia Medium
BCSA Burkholderia cepacia selective Agar
BD Broncodilatador
BGNNF Bacilo Gram negativo ndo fermentador de glicose
CAZ Ceftazidima
MERO Meropenem
MINO Minociclina
SUT Sulfametoxazol+Trimetropim
cAMP Sinalizador celular composto de adenosina monofosfato
CBc Complexo Burkholderia cepacia
cblA Gene que codifica o cable pilli
CcilR Sistema de comunica¢do quorum sensing
ccil Gene que codifica o quorum sensing
§ cepl Gene que codifica a flagelina
_‘E cepR Gene que codifica a flagelina
E CFF Cystic Fibrosis Foundation
C CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
';': CIPED Centro de Investigacao em Pediatria
3
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CK13
CLSI
Col.
CPT
CcT
cv
CVF
D1507
DHA
DNA
dp
DVM
DVO
DVR
EB
ECSK
EGFC
ERS
ESC
esmR
ET-12
E-Test®
EUA
FC
FEF;5 75%
flic
FTIR
G542X
G551X
S492F
V520F
R553G
R560T
R560S
GS85E
G91R
GC
Gl
gltB
gyrB
HC
IL-10

Citoqueratina 13

Clinical Laboratory Standards Institute
Colaboradores

Capacidade pulmonar total

Tomografia computadorizada

Capacidade vital

Capacidade vital forcada

Mutagdo no gene da proteina CFTR

Acido docosahexandico

Acido desoxiribonucleico

Desvio padrdo da média

Disturbio ventilatério misto

Disturbio ventilatério obstrutivo

Disturbio ventilatdrio restritivo

Escore de Bhalla

Escore clinico de schwachman e Kulczycki
Escores de Gravidade na Fibrose Cistica
European Respiratory Society

Escarro

Gene que codifica o BCESM

Linhagem epidémica de Burkholderia cenocepacia
Epsilometer test

Estados Unidos da América

Fibrose cistica

Fluxo expiratdrio entre 25% e 75% da capacidade vital forgada
Gene que codifica as flagelinas 55 kDa e 45 kDa
Fourier transform infrared spectroscopy

Mutagdo no gene da proteina CFTR
Mutagdo no gene da proteina CFTR
Mutag¢do no gene da proteina CFTR
Mutag¢do no gene da proteina CFTR
Mutacdo no gene da proteina CFTR
Mutacdo no gene da proteina CFTR
Mutagdo no gene da proteina CFTR
Mutagdo no gene da proteina CFTR
Mutagdo no gene da proteina CFTR
Guanina-citosina

Ilha genémica (Genomic island )
Gene que codifica a subunidade maior de glutamato-redutase
Gene que codifica a DNA girase
Hospital de Clinicas

Interleucina 10
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Lista de abreviaturas

IL-6
IL-8
IMC
1P
15402
v
J2315
K56-2
L1065P
LAFIP
lepA
LPS
MALDI-TOF-MS
MAN
[
miC
MLST
mRNA
n
N1303K
NCBI
NF-kB
NHI
OFPBL
p
p=NS
PCR
pH
phaC
PHDC
PMN
recA
RFLP
RSV
S549R
SCS
SET
SOD
SOF
SpO,
TLR5
TNF-a

Interleucina 6

Interleucina 8

indice de massa corporal

Insuficiéncia pancreatica

Insercao gendmica 402

Intra venoso

Linhagem epidémica de Burkholderia cenocepacia
Linhagem epidémica de Burkholderia cenocepacia
Mutacgdo da proteina CFTR

Laboratdrio de Fisiologia Pulmonar

Gene for leader peptidase

Lipopolissacarideo

Matrixassisted laser desorption ionization—time of flight mass spectrometry

Agar manitol
Agar MacConkey

Concetracgao inibitoria minima (Minimal Inibitory Concentration)

Multilocus sequence typing

Acido ribonucléico mensageiro

Numero de casos ou freqliéncia absoluta
Mutacdo da proteina CFTR

National Center for Biotechnology Information
Neutrofilo B — Killer

National Institute of Health Score
Oxidation-fermentation Base

Nivel de significancia do teste estatistico

Teste sem diferenca estatisticamente significante
Polimerase Chain Reaction

Potencial hidrogeniénico

Gene que codifica a Aceto-acetil CoA reductase
Linhagem epidémica de Burkholderia cenocepacia
Polimorfonucleares

Gene que codifica a Recombinase A

Restriction Fragment Lenght Polymorphism
Virus sincicial respiratério

Mutagdo no gene da proteina CFTR

Simplified Cystic Fibrosis Scoring Scale
Secrecdo traqueal

Superdxido desmutase

Secrecdo de orofaringe

Saturagdo de oxigénio

Toll-like receptor 5

Fator de necrose tumoral —tipo alfa
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TR
trpB
TS
UNICAMP
VEF1
VI

VO

VR
W1282X
whbil
wbpM
B1

AF 508
UFC
ATCC
OF
TSB
TSI
BCCM
ONPG
GN
pNA
APPA
ADO
PyrA
IARL
dCEL
BGAL
H2S
BNAG
AGLTp
dGLU
GGT
OFF
BGLU
dMAL
dMAN
dMNE
BXYL
BAlap
ProA
LIP

Trato respiratdrio

Gene que codifica a Triptofano-sintase
Teste do suor

Universidade Estadual de Campinas

Volume expiratdrio forcado no primeiro segundo da capacidade vital for¢cada

Via inalatoéria

Via oral

Volume residual

Mutagdo no gene da proteina CFTR
Gene wbil

Gene wbpM

Beta l

Delecdo do aminodcido fenilalanina na posicao 508
Unidades formadoras de coldnias
American Type Culture Collection
Oxidagao-fermentacao

Tryptic Soy Broth

Triple Sugar Iron

Belgian Co-ordinated Collections of Microrganisms
ortho-Nitrophenyl-B-galactoside
Gram negativo

acido nucleico peptidico
Ala-Fe-pro-Arilamidase

Adonitol

L-Pirrolidonil - Arilamidase
L-Arabitol

D-Celobiose

Beta-Galactosidase

Producdo de H,S
Beta-N-Acetil-Glucosaminidase
Glutamil Arilamidase pNA
D-Glucose
Gama-Glutamil-Transferase
Fermentacdo / Glicose
Beta-Glucosidase

D-Maltose

D-Manitol

D-Manose

Beta-xilosidase

Beta-Alanina arilamidase pNA
L-Prolina Arilamidase

Lipase

Lista de abreviaturas

x

xl



PLE Palatinose

TyrA Tirosina Arilamidase

URE Urease

dSOR D-Sorbitol

SAC Sacarose / Sucrose

dTAG D-Tagatose

dTRE D-Trealose

CIT Citrato (soédio)

MNT Malonato

5KG 5-Queto-D-Gluconato

ILATk Alcalinizacdo L-Lactato

AGLU Alfa-Glucosidase

SUCT Alcaliniza¢do Sucinato

NAGA Beta-N-Acetil-Glucosaminidase

AGAL Alfa-Galactosidase

PHOS Fosfatase

GlyA Assimilacdo Glicina Arilamidase

oDC Ornitina descarboxilase

LDC Lisina descarboxilase

ODEC Base descarboxilase

IHISa Assimilagdo L-histidina

CMT Cumarato

BGUR Beta-Glucoronidase

0O129R Resisténcia 0/129 (comp.vibrio)

GGAA Glu-Gli-Arg-Arilamidase

IMLTa Assimilacdo L-Malato

ELLM ELLMAN

ILATa Assimilagdo L-Lactato

NA acido nucleico peptidico

BHI Brain Heart Infusion

SDS Sodium dodecyl sulfate

TRIS Tris(hidroximetil)Jaminometano

rpm Rotag¢des por minuto

vol Volume

LMG Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent (UGent)

A260 Absorbancia ao comprimento de onda 260 nanémetros
@ A280 Absorbancia ao comprimento de onda 280 nanémetros
§ Taq DNA polimerase termoestdvel (Taqg=Termus aquaticus)
B DMSO Dimethyl sulfoxide
g TBE Tamp&o contendo Tris-HCL/Borato/EDTA
g uv Ultra violeta
g BCR1 Primer para amplificacdo do gene recA —sequéncia foward
-
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BCR2
BCR3
BCR4
BCRG11®
BCRG12®
BCRBM1 °
BCRBM2 ®
BCRG3A1°
BCRG3A2°
BCRG3B1°
BCRG3B2?
BCRG41°®
BCRG42®
BCRBV1°®
BCRBV2?
BCRBM1 "
C6-3°¢
BCR1"
CA-3°
BCRG81
BCRG82 °
EDTA
ddTTP
ddCTP
ddGTP
ddATP
BLAST
ANOVA
SPSS

FCM

TCLE
DNTP

Primer para amplificacdo do gene recA —sequéncia reverse

Primer para seqlienciamento do gene recA — sequéncia foward

Primer para sequenciamento do gene recA — sequéncia reverse

Primer espécie-especifico para B.
Primer espécie-especifico para B.
Primer espécie-especifico para B.
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RESUMO




DENTINI P. Complexo Burkholderia cepacia em pacientes com fibrose cistica em
um Centro de Referéncia no Brasil: identificagao, prevaléncia e importancia clinica.

Campinas/SP, 2010. Tese (Mestrado) — Faculdade Ciéncias Médicas, Unicamp.

Objetivos:

Determinar a prevaléncia da colonizacao/infeccao pelo Complexo Burkholderia cepacia
(CBc) e os respectivos genomovares em pacientes com fibrose cistica (FC) e comparar os
indicadores clinicos, nutricionais, tomograficos e funcionais de gravidade da lesao
pulmonar em dois grupos de pacientes: Gl: pacientes colonizados/infectados pelo CBc e
Gll: pacientes sem colonizagao/infec¢ao pelo CBc, com a finalidade de avaliar o impacto

deste microrganismo na deterioracao pulmonar.

Métodos:

Foi realizado um estudo clinico-laboratorial, prospectivo, com 222 pacientes com FC,
acompanhados nos ambulatérios pediatria e adultos da UNICAMP. Os pacientes foram
divididos em 2 grupos: Gl (n=50) e Gll (n=134). Os microrganismos foram identificados
por meio de testes bioquimicos convencionais, pelo Vitek2®Compact, PCR do gene recA,
e nested-PCR com primers espécie-especificos. O seqiienciamento do gene recA foi
realizado para cepas com PCR inconclusivas. Os pacientes foram classificados pelo
escore clinico de Schwachman e as medidas de peso/idade, estatura/idade e IMC/idade
foram utilizadas para avaliar o estado nutricional. As alteragcdes tomograficas foram
classificadas pelo escore de Bhalla e a funcao pulmonar foi avaliada por espirometria. Os
dados foram comparados entre os grupos com a finalidade de avaliar o impacto do CBc

na lesao pulmonar.

Resultados:

A prevaléncia do CBc foi de 22,5% e dos genomovares: Bukholderia multivorans (30,0%),
seguido de Burkholderia cepacia (24,0%), Burkholderia cenocepacia IIIA (10,0%),
Burkholderia cenocepacia 1IB (2%) e Burkholderia vietnamiensis (2,0%). No grupo |,
26,0% dos pacientes estavam infectados, 18,0% apresentaram colonizacao transitéria e
56,0% colonizacao intermitente pelo CBc. Nao houve diferenca estatistica na média de
pontos do escore de Schwachman (p=0,07), nem na classificacéo da gravidade (p=0,611),
porém houve diferenca nas variaveis: estado nutricional (p=0,020) e atividade geral

(p=0,026). Houve diferenga estatistica na média de pontos do escore de Bhalla (p=0,04) e
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entre os parametros: gravidade da bronquiectasia (p=0,007), espessamento peribrénquico
(p=0,013), extensdo das bronquiectasias (p=0,010), generalidades da arvore bronquial
(p=0,020). O teste de funcao pulmonar mostrou: CVF(%) (p=0,076), VEF(%) (p=0,066),
FEF2s5759, Nno (p=0,312) e VEF,/CVF (p=0,312). Classificacao dos disturbios ventilatérios:
DVO no GI=4,8% e Gll=23,8%, DVR no Gl e Gll=9,5%, DVM no GI=19,0% e GlI=1,6% e
DVM com CVF reduzida no Gl=47,6% e Gll=30,2%. Na avaliagdo nutricional houve
diferenca significante entre as médias de peso(kg) e estatura(cm) (p=0,02).

Conclusoes:

A prevaléncia do CBc em nosso centro é significativamente superior aos dados
apresentados pela literatura nacional e internacional. A maior prevaléncia da Burkholderia
multivorans difere da maioria dos estudos. Ha a suspeita de que possa ter ocorrido
infeccao cruzada entre os pacientes ou que seja uma caracteristica regional. Os escore
de Shwachman, escore de Bhalla, espirometria e dados nutricionais mostraram que o CBc
tem sério impacto na deterioragdo pulmonar e na piora clinica. Os métodos fenotipicos
sao uteis para a identificacdo presuntiva do CBc. O Vitek® apresentou boa acuracia na
identificacdo do CBc, porém com alguns erros decorrentes de limitacbes do
método/equipamento. O PCR, nested-PCR e seqlenciamento do gene recA
apresentaram boa especificidade na identificagdo do CBc e dos genomovares, entretanto,
ainda ocorrem algumas limitagdes, decorrentes da variedade genotipica, sendo
necessaria a utilizacado de métodos mais abrangentes, como o MSLT.

Palavras-chave: Fibrose cistica, Complexo Burkholderia cepacia, prevaléncia



ABSTRACT



DENTINI P. Burkholderia cepacia complex in cystic fibrosis patients in a Brazilian
Reference Center: identification, prevalence and clinical relevance. Campinas/SP,

2010. Tese (Mestrado) — Faculdade Ciéncias Médicas, Unicamp.

Objectives:

Determine the Burkholderia cepacia complex (BCC) colonization/infection and genomovar
prevalence in cystic fibrosis patients and compare the clinical, tomographic and functional
severity indicators of lung injury in two groups of patients: Gl — patients colonized or
infected with BCC and Gll — patients without BCC colonization or infection, with the aim of

assessing the impact of this microorganism in pulmonary deterioration.

Methods:

A clinical-laboratory and prospective study was conducted with 222 CF patients seen in
the CF outpatient (pediatrics and adults) in UNICAMP. Patients were divided into two
groups: Gl (n = 50) and Gll (n = 134). Microorganisms were identified by conventional
biochemical tests, Vitek2®Compact, recA-PCR and recA-nested-PCR with species-
specific primers. The recA gene sequencing was performed for strains with inconclusive
PCR reactions. Patients were classified by Schwachman’s clinical score and measures of
weight/age, height/age and BMl/age were used to assess nutritional status. The
tomography changes were classified by Bhalla’s score and lung function was assessed by
spirometry. Data were compared between groups with the aim of assessing the CBC

impact in lung injury.

Results:

The BCC prevalence was 22.5% and the most prevalent genomovars was: Bukholderia
multivorans (30.0%), followed by Burkholderia cepacia (24.0%), Burkholderia cenocepacia
[IA (10.0%), Burkholderia cenocepacia |lIB (2%) and Burkholderia vietnamiensis (2.0%).
In group 1, 26.0% of patients were infected, 18.0% had transient colonization and 56.0%
intermittent colonization by BCC. There was no statistical difference in the average point of
Schwachman’s score (p = 0.07) or in the severity classification (p = 0.611) but had
differences in variables: nutritional status (p = 0.020) and general activity (p = 0.026). In
the average point Bhalla’s score was statistical difference (p = 0.04) and between the
parameters: severity of bronchiectasis (p = 0.007), peribronchial thickening (p = 0.013),
extent of bronchiectasis (p = 0.010), general the bronchial tree (p = 0.020). The pulmonary
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function test showed: FVC (%) (p = 0.076), FEV1 (%) (p = 0.066), FEF25-75% (p = 0.312)
and FEV1/FVC (p = 0.312). Respiratory disorders classification: DVO in Gl and Gll = 4.8%
= 23.8%, DVR in Gl and Gll = 9.5%, DVM in Gl and Gll = 19.0% = 1.6% and with DVM
FVC decreased in Gl and Gll = 47.6% = 30.2%. Nutritional assessment was significant

difference between the mean weight (kg) and height (cm) (p = 0.02)

Conclusions:

The BCC prevalence in our center is significantly higher than the dates provided by
national and international literature. The increased Burkholderia multivorans prevalence
differs from the most studies. It is suspected that may have been cross-infection between
patients or is a regional characteristic. The Shwachman’s and Bhalla score, spirometry
and nutritional data showed that the BCC has serious impact on the deterioration and
worsening pulmonary clinic. The phenotypic methods are useful for the presumptive BCC
identification. The Vitek2Z®Compact showed good accuracy in BCC identification of, but
with some errors due to limitations of the method/equipment. PCR, nested-PCR and recA
sequencing showed good specificity in BCC genomovars identifying, however, there are
still some limitations, stemming from different genotype, being necessary to use more

comprehensive methods, such as the MSLT.

Key words: Cystic Fibrosis, Burkholderia cepacia complex, prevalence



INTRODUCAO



1. Fibrose Cistica

A Fibrose Cistica (FC) é uma exocrinopatia hereditaria, comumente letal, mais
comum em caucasianos. Caracteriza-se pelo defeito no transporte i6nico através da
membrana celular nas células epiteliais das vias aéreas, pancreas, glandulas salivares,
sudoriparas, intestino e aparelho reprodutor, resultando em secre¢cées mucosas muito
espessas e viscosas, que causam obstrucdo ao nivel de ductos e canaliculos glandulares.
A doenca tem uma triade clinica caracteristica, que inclui: (I) doenca pulmonar obstrutiva
supurativa crénica, com evolugdo progressiva para cor pulmonale; (ll) insuficiéncia
pancreatica com ma digestdo e ma absorcdo e desnutricdo secundaria e (lll) niveis

anormalmente elevados de CI" no suor V.

1.1. Epidemiologia

A prevaléncia da doenga varia de acordo com a localizagdo geografica. Estima-se
que cerca de 70.000 a 100.000 pessoas sdo acometidas pela FC no mundo ?%, sendo
mais comum no norte da Europa, onde a FC ocorre em cerca de 1 em cada 3.000
nascimentos. Nos paises americanos, a doenga ocorre em cerca de 1/3.000 entre os
americanos brancos (norte-americanos), 1/4.000 a 1/10.000 entre os latino-americanos e
1/15.000 a 1/20.000 entre os afro-americanos .. A FC é pouco comum na Africa e Asia,

®) Na India, estima-se que a

sendo reportada a freqiéncia de 1/350.000 no Japéao
frequéncia seja de cerca de 1/14000 ©.

No sul do Brasil, a populacao de fibrocisticos € semelhante ao descrito na regiao
central da Europa. Em outras regides, a incidéncia diminui para cerca de 1 em cada
10.000 nascidos vivos 7.

Segundo a Cystic Fibrosis Foundation (CFF) ®, na década de 1950, poucas
criancas sobreviviam até a idade escolar. Atualmente, os avangos em pesquisas, 0
diagnostico cada vez mais precoce e 0 acesso aos tratamentos médicos permitiram o
aumento da longevidade dos pacientes, com expectativa de vida média entre 30 e 40
anos de idade, sendo estimado que cerca de 1/3 da populagdo fibrocistica possa

sobreviver por mais de meia década de vida.
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1.2. Bases genéticas da doenca:

A transmissao da FC é do tipo autossémico recessivo, cujo gene esta localizado
no locus g31 do brago longo do cromossomo 7, composto por aproximadamente 250 Kb
de DNA com 27 éxons. Este gene transcreve um mRNA de 6,4 Kb, que codifica uma
proteina denominada de CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator),
composta de 1480 aminoacidos, responsavel, principalmente, pela regulagdo do
transporte ibnico do CI, Na®* e da H,O através da membrana celular, e
consequentemente, pela manutencao do equilibrio idnico e osmético das células ©. Além
dessas fungdes, a CFTR também promove a regulagdo dos canais de ATP, regulagéo do
transporte intracelular de vesiculas, acidificacao intracelular das organelas, inibicdo da
ativacdo enddgena dos canais de cloro pelo calcio ativado, e troca ibnica entre
bicarbonato (HCOj3) e cloro (CI), sendo que a deficiéncia de bicarbonato pode levar a

baixa solubilidade e agregacdo de muco luminal (0:1:1213.14.15)

Cystic Fibrosis Transmembrane

Conductance Regulator (CFTR)
r — Tp22.3
o
P e
L — Tpii2
— Tqiiz2z
4 — CFTR >
Tqil.z :
Dominic
reaulatério " o
— Tgl6.3
Figura 1: Localizacdo aproximada do gene que Figura 2: Estrutura da CFTR (Cystic Fibrosis
codifica a proteina CFTR ao longo do Transmembrane Conductance Regulator) '

cromossomo 7. (llustracdo baseada no mapa do
cromossomo 7 publicado pelo National Center
for Biotechnology Information — NCBI) (16)



A proteina é sintetizada no nudcleo celular, sofre maturagcdo no citoplasma e é
expressa, geralmente, na superficie das células epiteliais e sanguineas, onde exerce sua
atividade funcional. A doenca ocorre, justamente, pela deficiéncia ou auséncia da
atividade funcional da CFTR, decorrente da mutacdo de pelo menos 2 alelos no gene da
FC (4,18).

Cerca de mais de 1500 mutagdes foram descritas, porém, a mais frequente é a AF
508, presente em cerca de 70% das mutagdes, na qual ocorre uma delecao de trés pares
de bases (adenina — timina — timina), acarretando na perda do aminoacido fenilalanina na
posicdo 508 da proteina CFTR. Zielenski & Tsui (1995) ", classificaram os defeitos das
mutacdes da CFTR em 6 classes distintas (figura 3), de acordo com o mecanismo de
cada defeito. A AF 508 é uma mutacao de classe Il, na qual a CFTR sofre defeito na
maturacao durante sua passagem pelo Complexo de Golgi.

Categorias das mutag¢oes da CFTR

Classe I: Auséncia de sintese.
(W1282X, G542X)

Classe |II: Defeito na maturacdo e
degradacdo prematura. (AF508, N1303K,
G85E, G91R, L1065P, D1507, S549R)

Classe llI: Regulagdo defeituosa do canal de
cloro. (G551X, S492F, V520F, R553G,
R560T, R560S)

Classe IV: Defeito na condutancia de CI ou
bloqueio do canal de cloro e aceleracdo do
turnover das células de superficie. (A455E,
R117C, D1152H, L227R, R334W, R117H)

Classe V: Anormalidade na expressao da
CFTR.

Classe VI: Ocorre o “turnover” acelerado das
células de superficie.

Figura 3: Categorias das mutagdes da CFTR. *?
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1.3. Manifestagées clinicas

As manifestacoes clinicas se apresentam de maneira e intensidade diferentes em
cada individuo (quadro 1), mesmo entre irmaos que apresentam as mesmas mutagdes no
gene da CFTR, podendo ocorrer de maneira multissistémica e multivariada, desde o
periodo intra-uterino e persistir durante toda a vida, sendo que algumas manifestagoes

48)  Essa variabilidade clinica entre os individuos

estdo relacionadas com a idade
provavelmente esta relacionada com o polimorfismo em outros genes .

O defeito béasico da proteina CFTR promove a desidratacdo da secrecoes
mucosas e conseqlente aumento da viscosidade, causando a obstru¢do dos ductos, que
induz a resposta inflamatéria e posterior processo de fibrose. A tubulopatia obstrutiva,

pode atingir os pulmdes, pancreas, intestinos, figado e os testiculos, acarretando em uma

série de complicagdes com a evolucdo da doenca ©.

= Sinusite

= Infecgdo pulmonar crénica

=  Obstrugdo das vias aéreas

=  Bronquiectasias

=  Hemoptise

= Pneumotdrax

=  Faléncia respiratdria

= |Insuficiéncia pancreatica (exdcrina)
=  Pancreatite cronica

= Cirrose biliar focal

=  Esteatose hepdtica

= Colelitiase

= jleo meconial

= Sindrome de obstrucdo intestinal distal
= M4 absorgdo

=  Refluxo gastroesofagico

= Prolapso retal

= Neurolitiase

=  Diabetes mellitus

=  Osteoporose

=  Maturagdo sexual tardia

= Hipogonadismo

= Azoosperia obstrutiva (homens)

Quadro 1: Manifestagées Clinicas da Fibrose Cistica



Cerca de 15% dos pacientes com FC nascem com ileo meconial, sendo
necessaria a intervencao cirdrgica para a desobstrucdo . Acredita-se que alguns genes
modificadores também possam estar associados com a obstrucéo intestinal em recém-
nascidos ©".

A insuficiéncia pancreatica (IP) esta relacionada com as mutag6es de classes |, Il
e lll, sendo raramente observada em pacientes que apresentam mutagées dos tipos IV, V
e VI. Cerca de 85 — 90% dos individuos com FC nascem com IP ou desenvolvem no
decorrer da vida. Os sintomas incluem: flatuléncia, baixo ganho pondero-estatural,
esteatorréia, deficiéncia na absorgao de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), que podem
gerar outras patologias (acrodermatite, anemia, neuropatia, cegueira noturna,

(22)

osteoporose, entre outras) Diante deste quadro, a desnutricdo progressiva €

inevitavel. A diabetes mellitus esta presente em cerca de 35% dos pacientes, e quando
comparada com pacientes nao fibrocisticos, apresenta-se de maneira atipica, devido as
outras manifestacées caracteristicas da FC “4820:23),

O acometimento hepatobiliar esta presente em cerca de 50% dos pacientes, sendo
que aproximadamente 5% deles desenvolvem cirrose biliar focal na adolescéncia, como
conseqliéncia da obstrucdo dos ductos intra-hepaticos e da reacao inflamatéria, e cerca
de 2% morrem por doenga hepatobiliar #2024

O potencial sexual e a espermatogénese dos pacientes com FC sdo normais,
entretanto, cerca de 98% dos homens com FC s&o inférteis, com azoospermia secundaria

4,8,20

em consequéncia da obstrucdo ou auséncia dos canais deferentes “®%°. As mulheres

com FC sao férteis, embora haja controvérsias sobre os efeitos da gravidez na FC, em
decorréncia da desnutricio e insuficiéncia pulmonar 82029,

A doenca pulmonar acomete cerca de 80 — 95% dos pacientes com FC, sendo a
principal causa de morbidade e mortalidade. O acometimento do trato respiratério é
progressivo e de intensidade varidvel, caracterizado por inflamagdo e infecgcdes
persistentes, sinusite, bronquite, pneumonia, obstrucao progressiva das vias aéreas. Com
a piora da doenca pulmonar, podem ocorrer atelectasias, bronquiectasias, pneumotérax,

(4,8,20)

hemoptises, insuficiéncia respiratéria, fibrose e faléncia respiratoria Como

consequiéncia da insuficiéncia respiratéria, os pacientes podem apresentar ainda

baqueteamento digital e osteopatia hipertréfica pulmonar 9.
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1.3.1. Fisiopatologia da doenca pulmonar

As vias aéreas sao revestidas por células ciliadas, um liquido periciliar (superficial
e epitelial) e uma camada de muco. O liquido periciliar possui baixa viscosidade, envolve
os cilios, mede cerca de 7 ym e tem como finalidade facilitar os movimentos ciliares e
umedecer o gel de mucina secretado pelas células superficiais. A camada de muco é
composta por mucinas de alto peso molecular e é facilmente modificada pela acao da
agua, ions e pH. O clearence mucociliar é uma das principais barreiras do trato
respiratorio frente aos microrganismos e outros agentes estranhos, por meio do transporte
e expulsdo das secregbes e particulas de qualquer natureza pela arvore traqueo-
brénquica. Para que o mecanismo seja efetivo é necessario que o muco deslize sobre os

12627) Em condigdes normais, a CFTR regula o

cilios das células do epitélio bronquial |
transporte ibnico, promovendo o fluxo de Na* do liquido de superficie das vias aéreas em
direcdo ao meio intracelular e, em seguida, para o espaco intersticial. Simultaneamente
ocorre o influxo de CI- e de K do intersticio para o meio intracelular, pela acdo da ATPase
(cAMP). Ocorre o acumulo de CI- no meio intracelular, e o gradiente eletroquimico gerado
proporciona a saida do ion através dos canais de cloro, para o liquido de superficie das
vias aéreas. O fluxo da agua através do epitélio acompanha o balanco do transporte
ionico 27,

Na fibrose cistica, o funcionamento inadequado da CFTR provoca um aumento na
reabsorcdo de Na® e CI para o meio intracelular, que é acompanhado da reabsorgao
passiva de H,O, que é carreada para dentro da célula com a finalidade de preservar o
equilibrio osmético, provocando assim, a desidratacdo do liquido periciliar e
consequentemente impedindo o deslizamento adequado do muco pela arvore traqueo-

brénquica 27,

Sweat Gland Cystic Fibrosis Sweat Duct

9
Net luminal charge _'

Figura 4: Mecanismos normais de transporte de Cl- e mecanismos de

elevagao das concentracdes de Cl- no suor dos pacientes com FC @)



Existem diversas hipdteses sobre como os defeitos da CFTR levam ao fenétipo da
doenca pulmonar. A hipétese do “baixo volume” postula que o defeito na CFTR acarreta
em reducao do efluxo de CI" pelas células, aumentando a eletronegatividade intracelular,
0 que resulta na perda da inibicdo dos canais Na* e aumento do fluxo para o interior da
célula, com a finalidade de preservar o equilibrio eletroquimico interno, e da H,O do
liquido de superficie das vias aéreas, que € carreada pelos canais de sodio, juntamente
com os ions. Este mecanismo resulta na diminuicdo do liquido de superficie das vias
aéreas, levando a desidratacao das secrecdes respiratorias, ao aumento da viscosidade,
com consequente diminuicAo do clearence mucociliar, favorecendo a obstrucdo dos
ductos, e formacao de “nichos de hipdxia”, pelo acumulo de muco, desencadeando um

by

processo inflamatério crénico que, por sua vez, predispée a instalagdo de agentes

4282930 ) acometimento pulmonar é progressivo e, com a

infecciosos nas vias aéreas !
evolucdo, pode ocorrer o envolvimento parenquimatoso, com a formacdo de
bronquiectasias, levando a fibrose e faléncia respiratoria.

Na hipotese do ‘high-salt”, acredita-se que a auséncia de CFTR funcional acarreta
no acumulo de Na* e CI' na supericie das vias aéreas. O aumento da concentagéo de CI

na camada periciliar perturba a funcdo de algumas moléculas importantes da resposta

inata, como por exemplo a defensina humana (1, permitindo a instalacdo dos
g (8.31,3233)

microrganismos nas vias aérea

A Airway Anatomy | High-Salt Model [ D Low-Volume Model

Area of
detail o

Net luminal charge

Figura 5: Hip6teses do “baixo volume” e “high-salt” que postulam sobre como os mecanismos
transepiteliais sdo prejudicados pelo funcionamento inadequado da CFTR, levando a doenga
pulmonar nos pacientes com FC .
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Acredita-se também que possa haver a “Desregulacdo da resposta inflamatéria do
hospedeiro”, pois um estudo revelou que moléculas pro-inflamatérias como IL-6, IL-8,
TNF-a e metabdlitos do acido aracdbnico foram encontrados em elevadas concentragoes

mesmo antes da infeccdo pulmonar 343

Também foram observados a apoptose
anormal de neutrofilos, a hiper-reatividade de trombécitos e a concentragdo reduzida de
substancias anti-inflamatérias, tais como IL-10, lipoxina e acido docosahexanéico (DHA),
levando ao desbalanceamento entre as moléculas pré-inflamatérias e anti-inflamatoérias,

favorecendo a inflamacéo 6.

1.4. Aspectos microbiolégicos da infecgdao pulmonar

O trato respiratério saudavel é colonizado por uma grande variedade de
microrganismos que compreendem a flora normal, entretanto, o trato respiratério baixo é
mantido estéril devido a diversos mecanismos de defesa do hospedeiro, que incluem as
barreiras fisicas, endociticas e fagociticas. A falha de uma dessas barreiras torna o
individuo suscetivel as infec¢des pulmonares.

Os pulmdes dos individuos com fibrose cistica sao aparentemente normais ao
nascimento, entretanto, o desenvolvimento de infeccoes cronicas e recorrentes pode ser
observado logo nos primeiros anos de vida, refletindo possiveis problemas com o
mecanismo de defesa inata dos pulmées ®®. O aparecimento de tosse e o actimulo de
secrecao pulmonar podem ocorrer precocemente, geralmente desencadeados por
infeccdes virais, sendo o virus sincicial respiratério (RSV) e o influenza A considerados os
de maior impacto. Acredita-se que a inflamacéo e os danos provocados pela infeccéo viral
precoce sejam alguns dos fatores que predispdem a colonizagao/infeccdo por outros
agentes. A relacéo entre inflamagao e infecgdo se torna um ciclo vicioso, causando um
dano pulmonar progressivo e irreversivel ©.

Os pacientes com FC séo colonizados e/ou infectados por uma variedade limitada
de microrganismos, cujas prevaléncias variam de acordo com a idade e/ou gravidade da
doenga e diligéncia da procura. A colonizagdo ocorre quando o microrganismo é
encontrado nas vias aéreas, porém, sem que O paciente tenha evidéncias diretas
(inflamacéo, febre, etc) ou indiretas (resposta de anticorpos especificos) de infeccao e
dano tissular. A colonizacdo pode ser aguda ou crénica, sendo esta Ultima considerada
quando o mesmo microrganismo é encontrado em mais de trés amostras consecutivas,

com, no minimo um més de intervalo entre elas. Quando ocorrem os primeiros sinais de



exacerbacao pulmonar diretos (inflamacao, febre, aumento da tosse e da secregao, perda
de peso, efc), ou indiretos (resposta de anticorpos especificos), e o microrganismo é
encontrado nas vias aéreas, o paciente é considerado infectado ®®. A infeccdo também
pode ser definida como aguda ou crbnica, sendo que, nos casos de infeccao cronica, o
paciente pode apresentar periodos de agudizagdo intermitentes. Fatores do individuo
associados com a patogenicidade dos agentes infecciosos determinam a gravidade da
infeccao.

Na infancia, geralmente o0s pacientes se infectam primariamente por
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae e, ocasionalmente, por Pseudomonas
aeruginosa, considerada o principal agente infeccioso envolvido na pneumopatia crénica
em pacientes com FC. Os agentes podem aparecer concomitantemente. Embora seja
crescente o numero de infecgdes por Pseudomonas aeruginosa na infancia, a prevaléncia
€ mais representativa em adultos jovens (cerca de 80%). A colonizacao inicial geralmente
ocorre com cepas moveis, “ndo mucoides”, ou “planctbnicas” que, com a evolugao da
doenca, tornam-se mais virulentas, alteram sua morfologia, perdem os flagelos, tornam-se
imoveis e passam a produzir uma capsula de um polissacarideo denominado alginato,
que lhes confere a capacidade de crescer formando “biofiimes” e a caracteristica
“mucoide” ®9. Na maioria dos individuos, as infecgées se tornam crénicas.

O muco espesso e viscoso dificulta a erradicagdo dos microrganismos do trato
respiratorio dos pacientes, em especial da Pseudomonas aeruginosa, que uma vez
instalada, ndo pode ser erradicada pela antibioticoterapia, o paciente se torna crénico,
muitas vezes sem evidéncias diretas de doenca pulmonar, mas podendo apresentar fases
de agudizacao intermitentes e, nestes casos, o objetivo da terapia acaba sendo apenas
de reduzir o numero de coldnias e contribuir para uma melhora na qualidade de vida do
paciente. Diante disso, o uso prolongado de antibi6ticos é inevitavel e contribui para a
selecao natural de microrganismos com perfil de resisténcia adquirido, tais como as cepas
mucodides de Pseudomonas aeruginosa, além de favorecer a colonizacao e infecgao por
outros agentes com resisténcia intrinseca a uma série de antibidticos, tais como
Complexo Burkholderia cepacia e outros microrganismos oportunistas, considerados
como “patdgenos emergentes”, porém, com importancia clinica ainda pouco conhecida:
Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia, Ralstonia spp., Cupriavidus
spp., Pandoraea spp., Inquilinus spp. e Mycobacterium spp. “ndo tuberculosis”. Membros
da familia Enterobacteriaceae, e dos géneros Chryseobacterium, Comamonas, Moraxella,
Acinetobacter e Bordetella também tem sido isolados do trato respiratorio (TR) de
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39404142 " norém sem evidéncias de danos tissulares ou funcionais.

pacientes com FC
Entre os fungos filamentosos, o Aspergillus fumigatus apresenta-se com maior freqtiéncia
nos pacientes com FC, podendo provocar um quadro alérgico denominado de Aspergilose
Bronco-pulmonar alérgica (ABPA), entretanto, os aspergilomas sao raros em pacientes
com FC. O Scedosporium apiospermum pode provocar um quadro pulmonar semelhante,
entretanto, é encontrado com baixa frequéncia, assim como outros fungos filamentosos.
Espécies de Candida spp. sdo muito comuns, porém ftrata-se de um microrganismo

presente na microbiota oral normal, e sua importancia clinica na FC € pouco conhecida.

MICRORGANISMO FREQUENCIA DE PREDOMINANCIA NA PAPEL PATOGENICO NA

ISOLAMENTO (%) POPULAGAO DE FC DOENCA PULMONAR
Pseudomonas aeruginosa 59 - 80 Todos Comprovado
Staphylococcus aureus 48 — 52 Criancgas e adolescentes Comprovado
Complexo Burkholderia cepacia 3-11 Adolescentes e adultos Comprovado
Stenotrophomonas maltophilia 10 Adolescentes e adultos Nao comprovado
Achromobacter xylosoxidans 9 Adolescentes e adultos Pouco provavel
Burkholderia gladioli <1 Adolescentes e adultos Pouco provavel
Inquilinus spp. <1 Adolescentes e adultos Desconhecido
Ralstonia spp. <1 Adolescentes e adultos Pouco provavel
Pandoraea spp. <1 Adolescentes e adultos Possivel
Mycobacterium spp. 2-28 Adolescentes e adultos Comprovado
Haemophilus influenzae 15-30 Criancgas Provavel
Streptococcus pneumoniae 5 Criangas Desconhecido
Enterobacteriaceae <5 Criangas Desconhecido
Aspergillus fumigatus® 6—57 Todos Comprovado
Virus sincicial respiratério Desconhecido Criangas Comprovado
Virus influenza Desconhecido Todos Comprovado

Tabela 1: Frequéncia de isolamento de microrganismos nas vias aéreas dos pacientes com FC.
(39,43,44,45,46,47,48,49).

® variacéo significativa da freqiiéncia de acordo com a idade



2. Complexo Burkholderia cepacia

Microrganismos do Complexo Burkholderia sao bacilos Gram negativos,
aerébios, ndo fermentadores de glicose, da ordem Proteobacteria beta, familia
Burkholderiaceae, encontrados na natureza em reservatérios de aguas, solos, na
rizosfera e em plantas. Embora a maioria das espécies deste género tenha sido descrita
inicialmente como “fitopatdgenos”, estes microrganismos tém sido apontados como
importantes patdogenos oportunistas em hospitais e unidades de tratamento de salde,

devido a capacidade que possuem de sobreviverem em condigdes ambientais “indspitas”
(48)

2.1. Taxonomia

Burkholderia cepacia foi descrita originalmente em 1950 como Pseudomonas
cepacia, por William Burkholder, como agente causador do apodrecimento bacteriano de
bulbos de cebola “?. Mais tarde foi descoberto que, além de apresentar propriedades de
interesse na industria e agricultura, incluindo a habilidade de degradar compostos
aromaticos poluentes complexos ©®” e de proteger e promover o crescimento de plantas
® o microrganismo era um agente causador de infecgdes em seres humanos e animais,
além de causar doengas em plantas ®®. Em meados de 1980, foi descrito como um
importante patégeno pulmonar oportunista em pacientes com fibrose cistica e apontado
como causador de um quadro séptico denominado de “Sindrome cepacia”, caracterizado
por declinio de fungéo pulmonar, bacteremia e 6bito ©%.

Apo6s alguns estudos de andlise taxondémica molecular, o microrganismo foi
reclassificado para o género Burkholderia ®Y. Em 1997, Vandamme e col. ©®> °°
demonstraram que algumas cepas de Burkholderia cepacia, fenotipicamente similares,
apresentavam algumas variacées genéticas e que havia, pelo menos, cinco espécies
geneticamente diferentes, que foram denominadas de genomovares, incluindo:
Burkholderia cepacia (genomovar 1), Burkholderia multivorans (genomovar |l),
Burkholderia cenocepacia (genomovar lll), Burkholderia stabilis (genomovar V) e
Burkholderia vietnamiensis (genomovar V), cujo conjunto foi denominado de Complexo

Burkholderia cepacia (tabela 2).
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Desde entdo, diversos estudos tém sido realizados, baseados na analise das
sequéncias dos genes 16SrRNA e recA, experimentos de hibridizacdo de DNA-DNA,
analise de proteinas de parede celular, acidos graxos e caracterizacdo bioquimica, e,
baseando-se na heterogeneidade observada, foram descritos mais quatro genomovares:
Burkholderia dolosa (genomovar VI), Burkholderia ambifaria (genomovar VII),

Burkholderia anthina (genomovar VIIl) e Burkholderia pyrrocinia (genomovar 1X) (Tabela
1 ) (54, 55, 56, 57, 58, 59).

60)

Em 2002, foi proposto por Vermis e col. ®” o genomovar X (Burkholderia

ubonensis), entretanto, ainda ndo houve a publicagéo oficial deste novo genomovar, pois
alguns estudos ainda estdo sendo realizados. Em 2003, Vandamme e col.
descreveram 4 subgrupos do genomovar lll, através da analise do gene recA, que foram
denominados de llI-A, llI-B, 1I-C e Ill-D. Payne e col. 2005, ©®" apés andlises na
seqliéncia do gene recA, demonstraram a presenca de quatro novos filotipos, que foram
denominados de B. cepacia grupo K, B. cepacia grupo AW, BCC1 e BCC2. Diversos
estudos, incluindo o Multilocus Sequence Typing (MLST) ¢2636489 " qetectaram sete novos
grupos: Bec grupo K, BCC1, BCC2, BCC3, BCC4, BCC5 e BCC6 (Tabela 1) (6061626364)
Apoés estudos de taxonomia polifdsica, Vanlaere e col. (2008) (ref) identificaram cinco
destas espécies como Burkholderia latens, Burkholderia difusa, Burkholderia arboris,
Burkholderia seminalis e Burkholderia metalica, porém os nomes foram oficialmente
incluidos no CBc apenas dois anos mais tarde.

Em 2009, Vanlaere e col. ®®, analisaram o taxon K por meio de experimentos de
hibridizacao de DNA-DNA, andlise do gene recA, MLST, e da sequéncia inteira do
genoma disponivel, e propuseram que o taxon K fosse reclassificado como duas novas
espécies: Burkholderia contaminans e Burkholderia lata. Foram estudadas cepas isoladas
de diversas amostras: sangue e escarro de pacientes com FC, reservatérios de agua,
aguas de rios e sedimentos, solo, raizes, animais, produtos industriais e farmacéuticos

(26, 58)

contaminados e produtos de cuidados domésticos . A inclusdo destas novas

espécies no Complexo Burkholderia cepacia foi proposta na ocasido da identificagao,

entretanto, somente em 2010, os nomes foram oficialmente publicados ©6'62:6364



SRR PR FREQUENCIA PATOGENICIDADE
(%) PACIENTES C/ CF
1 Burkholderia cepacia <5 Desconhecida
] Burkholderia multivorans 20-40 Patogénico
1l Burkholderia cenocepacia 50-83 Muito Patogénico
1-A Burkholderia cenocepacia 83 Muito patogénico
I-B Burkholderia cenocepacia - Pouco conhecida
n-C Burkholderia cenocepacia - Desconhecida
1I-D Burkholderia cenocepacia 12 Desconhecida
v Burkholderia stabilis <1 Desconhecida
Vv Burkholderia vietnamiensis <5 Desconhecida
VI Burkholderia dolosa <5 Desconhecida
Vi Burkholderia ambifaria <1 Desconhecida
Vi Burkholderia anthina Relatos de casos  Desconhecida
IX Burkholderia pyrrocinia Relatos de casos  Desconhecida
X Burkholderia ubonensis - Desconhecida

Burkholderia latens
Burkholderia diffusa
Burkholderia arboris
Burkholderia seminalis
Burkholderia metallica
Burkholderia contaminans
Burkholderia lata

Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida

Desconhecida

Tabela 2: Taxonomia do Complexo Burkholderia cepacia

2.2. Epidemiologia

Na natureza, os diferentes genomovares do CBc estao distribuidos em diversos
nichos ecolégicos, incluindo solo, rizosfera, plantas e agua. Na rizosfera tém sido
encontradas associa¢des de Burkholderia vietnamiensis em arroz, Burkholderia cepacia
em milho, trigo e cebola, Burkholderia ambifaria em milho e em raizes de ervilha e

6.20.26.6567.58) ' A relacdo existente entre o habitat natural

Burkholderia cenocepacia em trigo |
do microrganismo no meio ambiente e as infecgdes em seres humanos nao estao bem
esclarecidas, entretanto, cepas idénticas tém sido encontradas no meio ambiente e em
pacientes com FC #®%® Baldwin e col. (2007) em estudo com MLST, mostraram que mais

de 20% das cepas isoladas de fontes clinicas ndo podem ser distinguidas de cepas
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obtidas de fontes ambientais e industriais diversas, incluindo solo, agua, plantas,
equipamentos hospitalares, solugdes de uso farmacéutico, etc 2.

Em pacientes com FC, as espécies Burkholderia cenocepacia (genomovar lll) e
Burkholderia multivorans (genomovar Il) representam a maioria dos isolados de CBc nos
EUA, Canada e em diversos paises na Europa, sendo que em alguns desses paises a
Burkholderia cenocepacia tem prevaléncia de mais de 90% %72 A Burkholderia

) e em

cepacia (genomovar |) também apresenta grande prevaléncia na Australia
Portugal 7% com mais de 25% dos isolados de CBc, entretanto, na maioria dos outros
paises a prevaléncia é baixa, variando entre 0 — 8,0%. A prevaléncia dos demais
genomovares é muito baixa, cuja soma varia entre 0 — 10,0% na maioria dos centros,
exceto em um estudo na Eslovaquia que mostrou 54% de prevaléncia Burkholderia
stabilis " (tabela 3).

O subgrupo IlIA é o mais prevalente entre os isolados de Burkholderia
cenocepacia no Canada, Reino Unido e alguns paises da Europa, e a elevada prevaléncia
refere-se, na maioria dos casos, a propagacgao clonal do clone epidémico ET-12. Nos
EUA, o h& o predominio do subgrupo IlIB (72,8%) em relagéo ao IllIA (27,2%). O subgrupo
[lID foi relatado em um estudo epidemiolégico realizado na Italia, porém com baixa
prevaléncia ?. Nao ha relatos de isolamento do subgrupo IlIC em amostras clinicas %579.
Os clones epidémicos ET-12 geralmente expressam mecanismos de viruléncia
importantes como o ‘“cable pili”, codificado pelo gene cblA, que permite a adesédo do
microrganismo na mucina produzida pelas células epiteliais do TR dos pacientes com FC,
e o fator de transmissibilidade, denominado de BCESM (Burkholderia cepacia Epidemic
Strain Marker), codificado pelo gene esmR e que esta envolvido com o “quorum sensing’.
Estas duas caracteristicas podem estar presentes concomitantemente ou isoladamente
nos clones de Burkholderia cenocepacia ET-12. O clone epidémico PHDC também tém
sido encontrado nos EUA e em diversos paises da Europa (277677

Thomassen e col. (1986) descreveram o primeiro relato de transmissao
interpessoal de cepas de CBc em Cleveland, nos EUA ®, e a seguir este fato passou a

ser observado em outros Centros 579

. Embora a Burkholderia cenocepacia seja o
genomovar mais envolvido na transmissdo entre pacientes, também ha relatos de
infeccdo cruzada pelos genomovares Burkholderia multivorans, Burkholderia dolosa ©®,
Burkholderia stabilis ", Burkholderia cepacia ®® e Burkholderia pyrrocinia ®", sendo que
a Burkholderia multivorans foi encontrada em diversos paises norte americanos, no Reino

26,82,83,84,85

Unido, Escécia, Nova Zelandia e Franca ¢ ). Permanece a orientacdo para a



segregacao de atendimento e tratamento de pacientes colonizados/infectados pelo CBc
(independente do genomovar), nos Centros de tratamento de FC, com a finalidade de
controlar a infeccdo cruzada, embora alguns raros estudos tenham relatado falhas nesta

prética (75.82.86,87)
Austrélia 286 21,4 393 00 36 00 71 0,0 e
Australia 11,2 293 457 0,0 52 08 52 2,6 22
Brasil 31 375 531 00 62 00 00 0,0 2=
Brasil 00 100 670 00 150 00 70 0,0 £
Canada 0,2 93 80,0 38 16 00 00 5,3 =
Canada 00 300 740 20 20 00 00 2,0 2
Republica Tcheca 0,0 50 920 1,6 00 00 00 1,6 W
Eslovaquia 0,0 00 410 540 00 00 00 5,0 by
Franca 00 530 450 1,3 0,7 0,0 0,0 1,3 (23
Italia 0,0 00 708 00 00 00 63 22,9 S
Italia 3,0 00 903 30 30 00 00 0,0 =
Italia 8,3 50 90,0 33 00 00 00 0,0 i)
Italia 0,0 00 90,0 67 00 00 00 0,0 =
Italia 7,7 63 61,1 63 10 00 05 17,3 =
Portugal 364 90 522 183 0,0 0,0 0,0 0,0 (95
Portugal 245 95 50,0 160 0,0 0,0 0,0 0,0 (74)
Reino Unido 00 320 660 00 00 00 00 2,0 550
Reino Unido 08 176 786 08 30 00 00 0,0 G2
EUA 31 387 456 03 50 38 08 1,8 520
EUA 26 378 500 0.2 51 20 07 1,8 2

Tabela 3: Prevaléncia dos genomovares do CBc. (Reproduzida da referéncia (75).

2.3. Mecanismos de viruléncia

Acredita-se que a patogenicidade do Complexo Burkholderia cepacia esteja
atribuida a sua capacidade de crescer formando biofilmes, presenca de fimbrias, como o
“cable pill’ (cblA), adesinas, producdo de sidero6filos, melanina, hemolisinas,

lipopolissacarideos (endotoxinas), proteases, lipases, fosfolipase C, exopolissacarideos, a
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sua capacidade de invadir e sobreviver no interior de células epiteliais e macrofagos,

entre outros mecanismos de viruléncia (tabela 4) %78,

MECANISMO DE VIRULENCIA PREVALENCIA ENTRE OS MEMBROS DO CBc

Formagao de biofilme

Resisténcia aos antimicrobianos

Cable pilli e Adesina 22-Kda

Produgao de catalase e
Superodxido-desmutase (SOD)

Cenocepacia "island"

Exopolissacarideo

Proteases extracelulares

Todos os genomovares
= Burkholderia cenocepacia e Burkholderia multivorans
produzem de forma mais abundante
= A formagdo depende da biogénese da membrana e da
presencga do “quorum sensing”
®=  Promovem maior resisténcia aos antimicrobianos
Todos os genomovares
= Apresentam resisténcia intrinseca a multiplos
antimicrobianos e desinfetantes.

Burkholderia cenocepacia
= Conferem capacidade de adesdao a mucina produzida
pelos pacientes com FC e as células epiteliais do trato
respiratorio.
Todos os genomovares
= Confere resisténcia ao oxigénio reativo, permitindo a
sobrevivéncia das espécies no interior das células.
Burkholderia cenocepacia
= Jlha gendmica, envolvida com a patogénese e
mecanismos de adaptag¢ao do microrganismo
Burkholderia cepacia e Burkholderia cenocepacia
®  Estdo envolvidos principalmente na formagdo dos
biofilmes e adesdo na mucina
Genomovares |, Ill, IV, VII, IX
= Zinco metaloprotease — Burkholderia cenocepacia

Flagelos Todos os genomovares

= Confere a capacidade de invasdo

®  Sinalizagdo do TLR5 (Toll-like receptor 5)
Hemolisinas Burkholderia cenocepacia

Capacidade de invasao e
sobrevivéncia no interior das
células

= |nduzem a degranulagdo de morte celular de fagdcitos
humanos

= Apresenta atividade hemolitica, observada nos
genomovares |, I, 1V, VIl e IX

Varidvel nas espécies testadas

= Burkholderia cenocepacia sdo altamente invasivas em
células respiratorias A549

= Burkholderia cenocepacia, Burkholderia multivorans e

S Burkholderia stabilis penetram nas células epiteliais
< do trato respiratorio

3 ®  Burkholderia dolosa e Burkholderia vietnamiensis s3ao
a’é capazes de sobreviver no interior de macréfagos por
- cerca de 5 dias.

% LPS Todos os genomovares

£

S
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®=  Estdo envolvidos com a resisténcia  aos
antimicrobianos e indugdo da producao de neutrdfilos
Melanina Genomovares |, Il e lll
®  Estdo envolvidos principalmente com a captagdo de
radicais livres

Quorum sensing Provavelmente todas os genomovares. Estudado
sistematicamente nos genomovares |, I, I, IV, V
®  Estdo envolvidos com a “comunicagdo” entre as
bactérias.
Producdo de sideréforos Todos os genomovares

=  Compostos organicos que atuam na captagdo do ferro

= S3o produzidos 4 tipos: acido salicilico, ornibactina,
cepabactina e pyoquelina

= A biosintese de ornibactina e absor¢ao mostraram ser
mecanismos de viruléncia essencialmente produzidos
pela Burkholderia cenocepacia, em modelos de
infeccdo pulmonar em ratos.

Secrecao tipo lll Genomovares Il a VII

Secrecgao tipo VI Burkholderia cepacia, Burkholderia cenocepacia,
Burholderia vietnamiensis

Quadro 2: Mecanismos de viruléncia do Complexo Burkholderia cepacia. Adaptado da referéncia 52.

A habilidade de formar de biofiimes pelos microrganismos do CBc esta
determinada por trés classes principais de genes: genes que codificam proteinas de
superficie, genes que estao envolvidos com a biogénese e manutencao da integridade da
membrana externa e genes que codificam fatores que estdo envolvidos com a produgéo
de acyl-homoserine-lactones (AHLs), que sé@o sinalizadores de moléculas que estao

%29 No pulmé&o do paciente com fibrose cistica,

envolvidas com a producéo de biofilmes
o ambiente favorece a producédo de biofilmes, pois os microrganismos estdo protegidos
contra a acao dos antimicrobianos e mecanismos de defesa do hospedeiro. As cepas do
CBc que produzem biofilmes mostraram crescente resisténcia a Ceftazidima e
Ciprofloxacina, quando comparadas com cepas plancténicas, que nao produzem o
mesmo perfil de resisténcia ©”.

O lipopolissacarideo (LPS) € um importante mecanismo de viruléncia, presente na
maioria das bactérias Gram negativas. Na maioria das espécies € composto por lipideo A,
oligossacarideo e antigeno O. No CBc, o LPS é diferente, pois o nucleo oligossacaridico
ndo contém tanto fosfato ou acido 3-deoxy-d-manno-oct-2-ulosénico quanto as demais
bactérias Gram negativas. Além disso, hd moléculas de 4-amino-4-deoxyarabinose

associadas aos residuos de fosfato no lipideo A, que tem implicacées na resisténcia dos
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549899  Assim como nas

efeitos de antibidticos peptidicos catiénicos e polimixina-B !
demais bactérias Gram negativas, o antigeno O é um componente proeminente e
imunogénico da superficie da célula bacteriana e pode formar a base para a sorotipagem.

5410 Um método de determinagao

Pelo menos 16 sorotipos foram identificados no CBc
dos sorotipos do CBc foi descrito com base no RFPL do gene wbi, que € homélogo ao
gene conservado wbpM, encontrado em P. aeruginosa que codifica o antigeno O de
membrana. Nas cepas J2315 de B. cenocepacia o LPS é aspero devido a presenca do
elemento de insercao 1S402. Os genes que codificam os antigenos O de membrana estao
presentes no cromossomo 1 e sdo parte de uma ilha genébmica com baixa quantidade de
GC, indicando que possam ter sido adquiridos por transferéncia horizontal, como tem sido
sugerido para os clusters de genes de antigeno O de membrana outras bactérias **'°".

O LPS produzido pela CBc (CBc-LPS) é 4 a 5 vezes mais endotoxico que o LPS
produzido por P. aeruginosa. Além disso, o CBc-LPS produz a indugao crescente da
producdo de neutréfilos, assim como a producao crescente de IL-8 pelas células epiteliais.
Essas caracteristicas provavelmente possam esclarecer algumas diferencas na
fisiopatologia das infec¢des por CBc ou P. aeruginosa mesmo quando ocorrem no mesmo
SlltiO (54,100,102,103,104).

O gene que codifica o quorum sensing foi identificado pela primeira vez no CBc em
cepas de Burkholderia cenocepacia K56-2, e foi designado de cepl e cepR. A expresséo
fenotipica de diversos fatores de viruléncia sao reguladas pelo quorum sensing, incluindo
a producao de proteases, lipases e sider6foros, motilidade “em grupos” e formacao de

54,105,106)

biofilme Recentemente foi descrito que a B. cenocepacia apresenta dois

sistemas de comunicacgao, sendo que um deles, 0 BCESM codifica a patogenicidade de

54,107,108) Além

outro mecanismo de viruléncia, conhecido como “Cenocepacia island”
disso, foi observada a diminuicdo da intensidade da inflamagédo em modelos de infecgao
pulmonar quando houve a ruptura do gene ccil que codifica o sistema de patogenicidade
“Cenocepacia island” (CcilR), indicando que o mecanismo esta diretamente envolvido
com a viruléncia. A interacao entre os dois sistemas de comunicacado na B. cenocepacia
na regulacao da expressao dos genes de viruléncia, somados a capacidade de resposta
do CBc as moléculas de quorum sensing da P. aeruginosa mostram o quanto é complexo
o fenébmeno de quorum sensing. Sistemas homoélogos tem sido observados em outras
espécies do CBc .

O BCESM (Burkholderia cepacia epidemic strain marker), é um fragmento de DNA

conservado, de 1,4 Kb, codificado pelo gene esmR, que esta presente em linhagens



epidémicas de Burkholderia cenocepacia ET-12, estd ausente em outras cepas nao
epidémicas e raramente € encontrado em isolados de fontes ambientais. Além de fazer
parte da “Cenocepacia island”, com todas as caracteristicas de patogenicidade atribuidas
as ilhas genémicas em bactérias, o BCESM codifica diversos genes que estao envolvidos
com o metabolismo bacteriano. Os produtos codificados pelos genes ccil incluem aqueles
que sao requeridos pelo quorum sensing, biosintese de acidos graxos, metabolismo de
aminoacidos, insercdo de sequéncias, diversos reguladores transcricionais (incluindo o
esmR) e um conjunto de genes conservados com funcdo desconhecida 1%

A resisténcia intrinseca e/ou adquirida a uma grande quantidade de
antimicrobianos é outro fator de viruléncia importante encontrado no CBc. Os
microrganismos do CBc apresentam resisténcia intrinseca aos aminoglicosideos e
apresentam diversos mecanismos de resisténcia aos demais antimicrobianos, como
bombas de efluxos especificas ao cloranfenicol, quinolonas e sulfametoxazol+trimetropim
producdo de B-lactamases induziveis em algumas cepas, além da producao de enzimas
especificas que degradam os antimicrobianos, como por exemplo a dihidrofolato redutase
que confere resisténcia ao sulfametoxazol+trimetropim. A diminuicdo da permeabilidade
de membrana e a estrutura peculiar do LPS conferem resisténcia a outras classes de

antimicrobianos, incluindo B-lactamicos, assim como antibidticos peptidicos catidnicos
(54,100,109,110,111,112,113)

As fimbrias presentes na superficie da célula conferem a bactéria a capacidade de
aderéncia as células do hospedeiro. No CBc sao encontrados cinco tipos de fimbrias,
identificadas por microscopia eletrénica, entretanto, o Unico tipo presente em cepas

M9 A cable pilli e

epidémicas é a cable pili, que tem habilidade para a adesdo na mucina
a adesina 22-kDa s@o encontradas na Burkholderia cenocepacia e, em conjunto, tem a
habilidade de aderir a citoqueratina 13 (CK13) e proteinas de filamento intermediario por
meio de receptor nas células do hospedeiro. O epitélio do trato respiratorio de pacientes
com FC tem mostrado crescente expressdao de CK13, indicando que a Burkholderia
cenocepacia possa apresentar um maior potencial de infeccdo pelo fato de conter
receptores especificos no hospedeiro. As estruturas em conjunto conferem a capacidade
de invaSéO ao CBC (54,115,116,117,118,119).

Os membros do CBc expressam um dos dois tipos de flagenina (55 kDa e 45 kDa),
codificadas pelo gene fliC. Alguns estudos mostraram que os flagelos da Burkholderia
cenocepacia J2315 contribuem na invaséo de células do epitélio pulmonar. Além disso, a

flagelina da B. cenocepacia mostrou capacidade de sinalizar os receptores TLR5 (Toll-like
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receptor 5), desencadeando a ativacdo da castata de NF-kB e secrecdo de IL-8,
mostrando que a inducao de IL-8 na resposta imune celular causada pela B. cenocepacia
ocorre, pelo menos em parte, devido a mediacdo da sinalizacao de TLR5 pela flagelina

expressa pela bactéria & 12012,
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Figura 6: Mecanismos de viruléncia do Complexo Burkholderia cepacia. A figura ilusta a estrutura
gendmica e os principais fatores de viruléncia da Burkholderia cenocepacia ET-12. As caracteristicas do
genoma incluem: os 3 cromossomos (Chr.1, Chr. 2, Chr. 3) e o plasmideo, a presenca de ilhas genémicas
(Gl) em cada um dos 3 cromossomos e o potencial de contribuicdo de insercdo de sequéncias (IS). Os
principais fatores de viruléncia e algumas de suas interagées com oas células do hospedeiro também séo
representados na figura. (Reproduzido da referéncia 54).



2.4. Sindrome cepacia

A evolucao clinica dos pacientes com FC infectados por microrganismos do CBc é
imprevisivel. S&o observadas, pelo menos, trés situacbes em relacdo as infecgdes
provocadas pelo CBc: (1) colonizagdo e infeccao pelo CBc sem mudanga de status
pulmonar; (2) infeccdo pulmonar com declinio acelerado e (3) quadro séptico,
denominado “Sindrome cepacia”, caracterizado por febre, deterioracdo pulmonar aguda
com insuficiéncia respiratoria, com declinio acelerado do VEF;, bacteremia, pneumonia
necrotizante, leucocitose e morte dentro de semanas a meses. Fatores do individuo
associados com a viruléncia do microrganismo e o tempo de infecgdo sao determinantes
no desenrolar do quadro clinico (12%123.124.125)

O impacto dos genomovares do CBc em cada uma destas situagbes é ainda
motivo de muitas controvérsias. Sabe-se que o genomovar Il — Burkholderia cenocepacia,
em especial o clone epidémico ET-12 € o mais virulento quando comparado com o0s
demais genomovares do CBc, e capaz de provocar maiores danos na funcao pulmonar,

75,124)

com evolugado para cor pulmonale e morte . Durante muitos anos acreditou-se que

somente a Burkholderia cenocepacia fosse capaz de provocar a Sindrome Cepacia e, até
hoje, muitos estudos reafirmam esta hipdtese e subdividem os pacientes infectados pelo
CBc em 2 grupos: aqueles infectados pelo genomovar Ill e os que sao infectados por

outros genomovares, principalmente como condicdo de segregacdo para transplante

(75126.127)  antretanto, alguns estudos mostram casos de Sindrome cepacia e morte

(85,95,124,128,129) "o mais raramente

pelos genomovares IV — Burkholderia stabilis "*° e VI — Burkholderia dolosa "

provocados pelo genomovar Il — Burkholderia multivorans

A presenca de CBc no TR de pacientes com FC como condi¢do para segregacao
para transplante pulmonar j4 ocorre ha anos, até mesmo antes da descoberta dos
genomovares, pois 0s primeiros relatos de sindrome cepacia culminavam com a morte em
poucos dias ou semanas, e 0 microrganismo antes denominado de Pseudomonas cepacia
ja era considerado como um “marcador de morte”. Atualmente, embora a maioria dos
estudos aponte para essa realidade, alguns relatos de casos revelam tratamentos bem
sucedidos de sindrome cepacia e sobrevivéncia no pds-transplante, inclusive de casos de
infecgbes provocados por Burkholderia cenocepacia. Estes dados ainda s&do motivos de

muitos estudos (75:122:123).
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2.5. Cultura e Identificacao

Microrganismos do CBc e outros Burkholderiaceae apresentam crescimento lento,
e seu isolamento a partir de secre¢des do trato respiratdério muitas vezes é impedido e/ou
dificultado pela presenca de outros microrganismos de crescimento mais rapido, que
competem por nutrientes, como por exemplo, as cepas mucoides de Pseudomonas
aeruginosa que crescem ocupando todo o agar. Embora sejam capazes de crescer em
meios de cultura convencionais utilizados nos laboratérios clinicos, como o Agar Sangue,
Agar MacConkey e Agar Chocolate, o fazem de forma muito lenta. Além disso, a
identificacao laboratorial, por meio de provas bioquimicas convencionais ou através de

kits ~ bioquimicos  comerciais  apresenta  muitas  dificuldades e  falhas
(39,42,132,133,134,135,136,137,138,139)

Diante dessa dificuldade de isolamento e identificacao correta do CBc, e devido a
importancia do microrganismo na doenca pulmonar de pacientes com FC, foram descritos
alguns meios de cultura seletivos, disponiveis comercialmente, contendo corantes
bacteriostaticos, antibiéticos e baixo pH, entre eles o BCSA (Burkholderia Cepacia
Selective Agar), OFPBL (Oxidation-fermentation Base supplemented with &gar, lactose,
Polimixina B sulfate and bacitracin media) e BCAB — OXOID (Burkholderia Cepacia Agar
Base), BCM (Burkholderia cepacia Medium, Mast Diagnostics), que aumentam a
recuperacao dos isolados de CBc, pois inibem o crescimento de outros microrganismos.
Entretanto, é importante ressaltar que os meios seletivos ndo selecionam somente o CBc,
uma vez que outros microrganismos da familia Burkholderiaceae, incluindo Burkholderia
gladioli, espécies de Ralstonia e Pandoraea, além de enterobactérias tais como a Serratia
marcescens, entre outras, também sao resistentes a polimixina B. Portanto, os meios
seletivos ndo garantem o isolamento e tampouco a identificacdo correta do CBc, apenas

facilitam a recuperagao do agente 4248137,

MEIO COMPOSICAO UTILIZACAO
PCM Cristal violeta, Polimixina B (300 U/ml) e Ticarcilina (100ug/ml) Europa

OFPBL  Polimixina B (300 U/ml), Bacitracina (0,2 U/ml) e Lactose Diversos paises
BCSA Lactose (1%), Sacarose (1%), Polimixina B (600U/ml), EUA



Gentamicina (10 pug/ml ) e Vancomicina (2,5 pg/ml)

Tabela 4: Principais meios de cultura seletivos para o Complexo Burkholderia cepacia *>**%'*"),

Na rotina dos laboratérios clinicos, geralmente a identificacdo fenotipica de
isolados de C. B. cepacia ¢ feita combinando-se a utilizagdo de meios seletivos, analises
bioquimicas convencionais e sistemas comerciais de identificacdo. Alguns testes
bioquimicos foram descritos para diferenciar os microrganismos do Complexo B. cepacia
(394248137) " Coenye e col. (2001) “? demonstraram que o uso combinado de meios
seletivos, com kits comerciais de identificagdo bioquimica e alguns testes adicionais, tais
como descarboxilagdo da lisina e ornitina, oxidacdo da sacarose e adonitol, oxidase,
hemolise e crescimento a 42°C podem facilitar a identificacao correta do CBc. Entretanto,
erros na identificagdo sdo muito comuns. Muitos microrganismos, incluindo B. gladioli, R.
picketti, Alcaligenes spp., Pseudomonas spp., S. maltophilia, Flavobacterium spp.,
Chryseobacerium spp., Pandoraea sp., entre outros, podem ser identificados
erroneamente como CBc e muitas cepas de CBc sao identificadas como uma diversidade

de outros bacilos Gram-negativos nao-fermentadores (BGNNF)
(39,42,132,133,134,135,136,137,138,139)

Para confirmar a identificagéo fenotipica, diversas técnicas de biologia molecular
foram descritas, para garantir a eficiéncia do diagndstico microbioldégico. Coenye e
Vandamme (2003) "*® mostraram que a comparacéo filogenética da extensao inteira da
seqiéncia do gene 16SrRNA é eficiente para a diferenciacdo dos 9 genomovares
descritos do CBc; entretanto, as analises da sequéncia de apenas um fragmento do gene
ou atravées de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) nao sao
suficientemente discriminatérias (442,

A andlise do polimorfismo da seqiéncia do gene recA se mostrou muito mais
eficiente para diferenciar o Complexo Burkholderia cepacia de outros microrganismos do
que a andlise do gene 16SrRNA; entretanto, o RFLP do gene recA e o PCR para as
espécies-especificas tém se mostrado pouco eficientes, pois ndo permite a diferenciagao
de todos os genomovares do CBc (0141142,

O Multilocus Sequence Typing (MLST) permite a andlise de polimorfismo dos
nucleotideos em 7 genes do Complexo B. cepacia localizados no primeiro € no segundo
cromossomos: atpD, gitB, gyrB, recA, lepA, phaC e trpB (Tabela 3) . A analise desses
genes permite a diferenciagdo de todos os membros do Complexo Burkholderia cepacia,

(141)

e é considerado o “Gold Standard’ para a identificagdo destes microrganismos .

Apesar da grande variabilidade genética entre as espécies de C. B. cepacia, Waine e col.
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(2007) *Y estudaram a probabilidade de mutacdes e as taxas de recombinacédo nos
genes-alvo do MLST, e os resultados encontrados demonstraram que essas alteracoes

ocorrem em indices muito baixos e que nao interferem na eficacia da técnica.

GENE
atpD ATP sintase de cadeia
gltB Subunidade maior de glutamato-sintase
gyrB DNA girase B
recA Recombinase A
lepA GTP-binding proteina
phaC Aceto-acetil CoA redutase
trpB Triptofano-sintase

Quadro 3: Genes analisados pelo MLST, para a identificacdo do
(143)

Complexo Burkholderia cepacia .

Métodos fenotipicos baseados em espectrometria de massas para a
caracterizagdo dos genomovares do Complexo Burkholderia cepacia e outros BGNNF de
interesse na FC, tem sido empregados recentemente, com resultados promissores (4149
O método ja vem sendo utilizado ha algum tempo com aplicagcdes em diversos campos da
quimica, biologia, ciéncias médicas e tecnoldgicas, e vem se consolidando como uma
ferramenta extremamente versétil e util. As técnicas de ionizagdo utilizadas nesta
metodologia permitem uma andlise de alta precisdo de macromoléculas, possibilitando
que seja feita a analise dos lipideos presentes na parede celular das bactérias, e
determinagdo dos padrdes lipidicos da membrana, denominados de “Fingerprints’,
caracteristicos de cada espécie bacteriana, para a determinagéo rapida e eficiente de sua
taxonomia.

Na Franca, em um estudo baseou-se na aplicacdo da metodologia de analise
ibnica por espectrometria de massas, denominada de “Matrixassisted laser desorption
ionization—time of flight mass spectrometry” (MALDI-TOF-MS), para a identificagao rapida
de bacilos Gram negativos ndo fermentadores (BGNNF) isolados em amostras do TR de
pacientes com FC. Foram testadas 559 cepas de 59 espécies diferentes, entre elas, 52
cepas dos genomovares do CBc. 549 cepas foram identificadas corretamente e 9 cepas

do Complexo Burkholderia cepacia e 1 cepa de Ralstonia mannytolilytica foram



identificadas como pertencentes ao género adequado, mas néo a espécie correta. Outros
testes permitiram alterar a positividade para 100%, mostrando que a MALDI-TOF-MS
pode ser uma ferramenta para identificacdo rapida de bacilos Gram negativos nao-
fermentadores, inclusive de membros do CBc, e facilitar o manejo clinico dos pacientes
com FC. O baixo custo deste método (cerca de R$ 2,30 / 50 amostras) e a rapidez com
que os resutados podem ser obtidos, sugerem que esta técnica possa vir a substituir a
rotina de identificacdo fenotipica '*).

Em outro estudo, realizado na Argentina, um método baseado em espectroscopia
de infravermelho, denominado de "Fourier transform infrared spectroscopy” (FTIR), foi
utilizado para para a identificagdo de BGNNF de importancia clinica na FC. O estudo foi
realizado com 169 cepas de 15 espécies diferentes de microrganismos. O método
permitiu a identificagdo bem sucedida da maioria dos microrganismos e, entre 0s
membros do CBc, a taxa de sucesso na identificacao foi de 98,1%. A caracterizacao dos
genomovares do CBc foi feita somente para diferenciar as quatro espécies clinicamente
mais relevantes: B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia e B. stabilis (genomovars | a
IV, respectivamente), com uma taxa de identificagéo correta de 93,8%. Os resultados do
estudo demonstraram elevado grau de confiabilidade e o forte potencial da metodologia

proposta 9.

2.6. Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

O CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) padroniza os pontos de corte
para os testes de disco-difusdo (método de Kirby Bauer) e o MIC (Minimal Innibitory
Concentration) para Ceftazidima, Meropenem, Minociclina e Sulfametoxazol +

147

trimetroprim ). Entretanto, outros antibiéticos podem ser testados através de métodos

de determinacdo do MIC, como o E-Test®, porém, os valores devem reportados sem
interpretagdo %147,

Mais de 90% das cepas de C. Burkholderia cepacia isoladas de amostras
pacientes com FC sao resistentes aos aminoglicosideos, fluoroquinolonas, colistina,
polimixina B, imipenem e cefalosporinas e apresentam resisténcia variavel ao
Meropenem. Geralmente, apresentam sensibilidade ao Piperacilina+Tazobactam,

Sulfametoxazol+Trimetoprim, Ceftazidima e Minociclina (9148149150
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Testes de sinergismo, utilizados para testar a atividade combinada de
antimicrobianos, como double e-Test, checkerboard synergy testing e MCBT
demonstraram que ha pouca eficacia para o uso combinado de duas drogas, porém, o
uso combinado de trés drogas mostrou boa atividade “in vitro” 148150151,

As opgdes de tratamento para as infecgdes pelo CBc sao limitadas. Embora sejam
recomendados os testes “in vitro” para a otimizagdo da antibioticoterapia, sabe-se que a

suscetibilidade “in vitro” pode ndo apresentar boa correlagéo “in vivo” 75152159,

3. Escores clinicos e indicadores de gravidade

A intensidade da lesdo pulmonar pode ser avaliada sob os aspectos clinicos,
morfologicos, pela andlise de tomografia computadorizada de térax, ou funcionais, por

meio de testes de avaliacdo da funcao pulmonar, como a espirometria.
3.1. Avaliacao clinica

Devido a variabilidade clinica, a importancia da fibrose cistica e a sua freqiéncia
na clinica médica, alguns escores de avaliacdo da gravidade da FC (EGFC) foram
desenvolvidos com a finalidade de car<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>