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TSB Tryptic Soy Broth 
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ONPG ortho-Nitrophenyl-β-galactoside 
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ODC Ornitina descarboxilase 

LDC Lisina descarboxilase 
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lHISa Assimilação L-histidina 

CMT Cumarato 
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BCR2 Primer para amplificação do gene recA – sequência reverse 

BCR3 Primer para seqüenciamento do gene recA – sequência foward 

BCR4 Primer para sequenciamento do gene recA – sequência reverse 

BCRG11 
a
 

BCRG12 
a
 

Primer espécie-específico para B. cepacia – sequência foward 

Primer espécie-específico para B. cepacia – sequência reverse 

BCRBM1 
a
 

BCRBM2 
a
 

Primer espécie-específico para B. multivorans – sequência foward 

Primer espécie-específico para B. multivorans – sequência reverse 

BCRG3A1 
a
 

BCRG3A2 
a
 

Primer espécie-específico para B. cenocepacia IIIA – sequência foward 

Primer espécie-específico para B. cenocepacia IIIA – sequência reverse 

BCRG3B1 
a
 

BCRG3B2 
a
 

Primer espécie-específico para B. cenocepacia IIIB – sequência foward 

Primer espécie-específico para B. cenocepacia IIIB – sequência reverse 

BCRG41 
a
 

BCRG42 
a
 

Primer espécie-específico para B. stabilis– sequência foward 

Primer espécie-específico para B. stabilis – sequência reverse 

BCRBV1 
a
 

BCRBV2 
a
 

Primer espécie-específico para B. vietnamiensis – sequência foward 

Primer espécie-específico para B. vietnamiensis – sequência reverse 

BCRBM1 
b
 

C6-3 
c
 

Primer espécie-específico para B. dolosa – sequência foward 

Primer espécie-específico para B. dolosa – sequência reverse 

BCR1 
b
 

CA-3 
c
 

Primer espécie-específico para B. ambifaria – sequência foward 

Primer espécie-específico para B. ambifaria – sequência reverse 

BCRG81 
d
 

BCRG82 
d
 

Primer espécie-específico para B. anthina – sequência foward 

Primer espécie-específico para B. anthina – sequência reverse 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid 

ddTTP Dideoxinucleotídeo para Timina marcado com material fluorescente 

ddCTP Dideoxinucleotídeo para Citosina marcado com material fluorescente 

ddGTP Dideoxinucleotídeo para Guanina marcado com material fluorescente 

ddATP Dideoxinucleotídeo para Adenina marcado com material fluorescente 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

ANOVA Análise de variância (Analysis of variance) 

SPSS Statistical Package for the Social Sciences 

FCM Faculdade de Ciências Médicas 

TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido 

DNTP Dideoxinucleotídeo  
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DDEENNTTIINNII  PP..  CCoommpplleexxoo  BBuurrkkhhoollddeerriiaa  cceeppaacciiaa  eemm  ppaacciieenntteess  ccoomm  ffiibbrroossee  ccííssttiiccaa  eemm  

uumm  CCeennttrroo  ddee  RReeffeerrêênncciiaa  nnoo  BBrraassiill::  iiddeennttiiffiiccaaççããoo,,  pprreevvaallêênncciiaa  ee  iimmppoorrttâânncciiaa  ccllíínniiccaa..  

CCaammppiinnaass//SSPP,,  22001100..  TTeessee  ((MMeessttrraaddoo))  ––  FFaaccuullddaaddee  CCiiêênncciiaass  MMééddiiccaass,,  UUnniiccaammpp..  

 

Objetivos: 

Determinar a prevalência da colonização/infecção pelo Complexo Burkholderia cepacia 

(CBc) e os respectivos genomovares em pacientes com fibrose cística (FC) e comparar os 

indicadores clínicos, nutricionais, tomográficos e funcionais de gravidade da lesão 

pulmonar em dois grupos de pacientes: GI: pacientes colonizados/infectados pelo CBc e 

GII: pacientes sem colonização/infecção pelo CBc, com a finalidade de avaliar o impacto 

deste microrganismo na deterioração pulmonar. 

 

Métodos: 

Foi realizado um estudo clínico-laboratorial, prospectivo, com 222 pacientes com FC, 

acompanhados nos ambulatórios pediatria e adultos da UNICAMP. Os pacientes foram 

divididos em 2 grupos:  GI (n=50) e GII (n=134). Os microrganismos foram identificados 

por meio de testes bioquímicos convencionais, pelo Vitek2®Compact, PCR do gene recA, 

e nested-PCR com primers espécie-específicos. O seqüenciamento do gene recA foi 

realizado para cepas com PCR inconclusivas. Os pacientes foram classificados pelo 

escore clínico de Schwachman e as medidas de peso/idade, estatura/idade e IMC/idade 

foram utilizadas para avaliar o estado nutricional. As alterações tomográficas foram 

classificadas pelo escore de Bhalla e a função pulmonar foi avaliada por espirometria. Os 

dados foram comparados entre os grupos com a finalidade de avaliar o impacto do CBc 

na lesão pulmonar. 

 

Resultados: 

A prevalência 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 IIIB (2%) e Burkholderia vietnamiensis (2,0%). No grupo I, 

26,0% dos pacientes estavam infectados, 18,0% apresentaram colonização transitória e 

56,0% colonização intermitente pelo CBc. Não houve diferença estatística na média de 

pontos do escore de Schwachman (p=0,07), nem na classificação da gravidade (p=0,611), 

porém houve diferença nas variáveis: estado nutricional (p=0,020) e atividade geral 

(p=0,026). Houve diferença estatística na média de pontos do escore de Bhalla (p=0,04) e 
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entre os parâmetros: gravidade da bronquiectasia (p=0,007), espessamento peribrônquico 

(p=0,013), extensão das bronquiectasias (p=0,010), generalidades da árvore bronquial 

(p=0,020). O teste de função pulmonar mostrou: CVF(%) (p=0,076), VEF1(%) (p=0,066), 

FEF25-75% no (p=0,312) e VEF1/CVF (p=0,312). Classificação dos distúrbios ventilatórios: 

DVO no GI=4,8% e GII=23,8%, DVR no GI e GII=9,5%, DVM no GI=19,0% e GII=1,6% e 

DVM com CVF reduzida no GI=47,6% e GII=30,2%. Na avaliação nutricional houve 

diferença significante entre as médias de peso(kg) e estatura(cm) (p=0,02). 

 

Conclusões: 

A prevalência do CBc em nosso centro é significativamente superior aos dados 

apresentados pela literatura nacional e internacional. A maior prevalência da Burkholderia 

multivorans difere da maioria dos estudos. Há a suspeita de que possa ter ocorrido 

infecção cruzada entre os pacientes ou que seja uma característica regional. Os escore 

de Shwachman, escore de Bhalla, espirometria e dados nutricionais mostraram que o CBc 

tem sério impacto na deterioração pulmonar e na piora clínica. Os métodos fenotípicos 

são úteis para a identificação presuntiva do CBc. O Vitek® apresentou boa acurácia na 

identificação do CBc, porém com alguns erros decorrentes de limitações do 

método/equipamento. O PCR, nested-PCR e seqüenciamento do gene recA 

apresentaram boa especificidade na identificação do CBc e dos genomovares, entretanto, 

ainda ocorrem algumas limitações, decorrentes da variedade genotípica, sendo 

necessária a utilização de métodos mais abrangentes, como o MSLT.  

  

  

PPaallaavvrraass--cchhaavvee::  Fibrose cística, Complexo Burkholderia cepacia, prevalência  
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DDEENNTTIINNII  PP..  BBuurrkkhhoollddeerriiaa  cceeppaacciiaa  ccoommpplleexx  iinn  ccyyssttiicc  ffiibbrroossiiss  ppaattiieennttss  iinn  aa  BBrraazziilliiaann  

RReeffeerreennccee  CCeenntteerr::  iiddeennttiiffiiccaattiioonn,,  pprreevvaalleennccee  aanndd  cclliinniiccaall  rreelleevvaannccee..  CCaammppiinnaass//SSPP,,  

22001100..  TTeessee  ((MMeessttrraaddoo))  ––  FFaaccuullddaaddee  CCiiêênncciiaass  MMééddiiccaass,,  UUnniiccaammpp..  

  

OObbjjeeccttiivveess::  

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: GI – patients colonized or 

infected with BCC and GII – patients without BCC colonization or infection, with the aim of 

assessing the impact of this microorganism in pulmonary deterioration. 

  

MMeetthhooddss::  

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: GI (n = 50) and GII (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 BMI/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.  

  

RReessuullttss::    

The BCC prevalence was 22.5% and the most prevalent genomovars was: Bukholderia 

multivorans (30.0%), followed by Burkholderia cepacia (24.0%), Burkholderia cenocepacia 

IIIA (10.0%), Burkholderia cenocepacia IIIB (2%) and Burkholderia vietnamiensis (2.0%). 

In group I, 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 GI and GII = 4.8% 

= 23.8%, DVR in GI and GII = 9.5%, DVM in GI and GII = 19.0% = 1.6% and with DVM 

FVC decreased in GI and GII = 47.6% = 30.2%. Nutritional assessment was significant 

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

 

CCoonncclluussiioonnss::    

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 Vitek2®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.  

 

KKeeyy  wwoorrddss::  Cystic Fibrosis, Burkholderia cepacia complex, prevalence 
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11..  FFiibbrroossee  CCííssttiiccaa    

 

A Fibrose Cística (FC) é uma exocrinopatia hereditária, comumente letal, mais 

comum em caucasianos. Caracteriza-se pelo defeito no transporte iônico através da 

membrana celular nas células epiteliais das vias aéreas, pâncreas, glândulas salivares, 

sudoríparas, intestino e aparelho reprodutor, resultando em secreções mucosas muito 

espessas e viscosas, que causam obstrução ao nível de ductos e canalículos glandulares. 

A doença tem uma tríade clínica característica, que inclui: (I) doença pulmonar obstrutiva 

supurativa crônica, com evolução progressiva para cor pulmonale; (II) insuficiência 

pancreática com má digestão e má absorção e desnutrição secundária e (III) níveis 

anormalmente elevados de Cl- no suor (1).  

 

11..11..  EEppiiddeemmiioollooggiiaa  

 

A prevalência da doença varia de acordo com a localização geográfica. Estima-se 

que cerca de 70.000 a 100.000 pessoas são acometidas pela FC no mundo (2,3), sendo 

mais comum no norte da Europa, onde a FC ocorre em cerca de 1 em cada 3.000 

nascimentos. Nos países americanos, a doença 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 (4). A FC é pouco comum na África e Ásia, 

sendo reportada a freqüência de 1/350.000 no Japão (5). Na India, estima-se que a 

frequência seja de cerca de 1/14000 (3). 

No sul do Brasil, a população de fibrocísticos é semelhante ao descrito na região 

central da Europa. Em outras regiões, a incidência diminui para cerca de 1 em cada 

10.000 nascidos vivos (6,7,8).  

Segundo a Cystic Fibrosis Foundation (CFF) (2), na década de 1950, poucas 

crianças sobreviviam até a idade escolar. Atualmente, os avanços em pesquisas, o 

diagnóstico cada vez mais precoce e o 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 população fibrocística possa 

sobreviver por mais de meia década de vida.  
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Cromossomo 7 

11..22..  BBaasseess  ggeennééttiiccaass  ddaa  ddooeennççaa::  

 

A transmissão da FC é do tipo autossômico recessivo, cujo gene está localizado 

no locus q31 do braço 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 

proteína denominada de CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), 

composta de 1480 aminoácidos, responsável, principalmente, pela regulação do 

transporte iônico do Cl-, Na+ e da H2O através da membrana celular, e 

consequentemente, pela manutenção do equilíbrio iônico e osmótico das células (9). Além 

dessas funções, a CFTR também promove a regulação dos canais de ATP, regulação do 

transporte intracelular de vesículas, acidificação intracelular das organelas, inibição da 

ativação endógena dos canais de cloro pelo cálcio ativado, e troca iônica entre 

bicarbonato (HCO3
-) e cloro (Cl-), sendo que a deficiência de bicarbonato pode levar a 

baixa solubilidade e agregação de muco luminal (10,11,12,13,14,15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Estrutura da CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator) (17) 

Cystic Fibrosis Transmembrane       
Conductance Regulator (CFTR) 

Figura 1: Localização aproximada do gene que 

codifica a proteína CFTR ao longo do 

cromossomo 7. (Ilustração baseada no mapa do 

cromossomo 7 publicado pelo National Center 

for Biotechnology Information – NCBI) (16) 
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A proteína é sintetizada no núcleo celular, sofre maturação no citoplasma e é 

expressa, geralmente, na superfície das células epiteliais e sanguíneas, onde exerce sua 

atividade funcional. A doença ocorre, justamente, pela deficiência ou ausência da 

atividade funcional da CFTR, decorrente da mutação de pelo menos 2 alelos no gene da 

FC (4,18). 

Cerca de mais de 1500 mutações foram descritas, porém, a mais frequente é a ΔF 

508, presente em cerca de 70% das mutações, na qual ocorre uma deleção de três pares 

de bases (adenina – timina – timina), acarretando na perda do aminoácido fenilalanina na 

posição 508 da proteína CFTR. Zielenski & Tsui (1995) (19), classificaram os defeitos das 

mutações da CFTR em 6 classes distintas (figura 3), de acordo com o mecanismo de 

cada defeito. A ΔF 508 é uma mutação de classe II, na qual a CFTR sofre defeito na 

maturação durante sua passagem pelo Complexo de Golgi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Classe I: Ausência de síntese. 

(W1282X, G542X) 

 

Classe II: Defeito na maturação e 
degradação prematura. (∆F508, N1303K, 
G85E, G91R, L1065P, D1507, S549R) 

 

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

 

Classe IV: Defeito na condutância de Cl- ou 
bloqueio do canal de cloro e aceleração do 
turnover das células de superfície. (A455E, 
R117C, D1152H, L227R, R334W, R117H) 

 

Classe V: Anormalidade na expressão da 
CFTR. 

 

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

Categorias das mutações da CFTR 

Figura 3: Categorias das mutações da CFTR. (4,9) 
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11..33..  MMaanniiffeessttaaççõõeess  ccllíínniiccaass  

 

As manifestações clínicas se apresentam de maneira e intensidade diferentes em 

cada indivíduo (quadro 1), mesmo entre irmãos que apresentam as mesmas mutações no 

gene da CFTR, podendo ocorrer de maneira multissistêmica e multivariada, desde o 

período intra-uterino e persistir durante toda a vida, sendo que algumas manifestações 

estão relacionadas com a idade (4,8). Essa variabilidade clínica entre os indivíduos 

provavelmente está relacionada com o polimorfismo em outros genes (4).  

O defeito básico da proteína CFTR promove a desidratação da secreções 

mucosas e conseqüente aumento da viscosidade, causando a obstrução dos ductos, que 

induz a resposta inflamatória e posterior processo de fibrose. A tubulopatia obstrutiva, 

pode atingir os pulmões, pâncreas, intestinos, fígado e os testículos, acarretando em uma 

série de complicações com a evolução da doença (8). 

 
 

MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS / COMPLICAÇÕES 

RESPIRATÓRIAS 

 Sinusite 

 Infecção pulmonar crônica 

 Obstrução das vias aéreas 

 Bronquiectasias 

 Hemoptise 

 Pneumotórax 

 Falência respiratória 

PANCREÁTICAS  Insuficiência pancreática (exócrina) 

 Pancreatite crônica 

HEPATOBILIARES 
 Cirrose biliar focal 

 Esteatose hepática 

 Colelitíase 

GASTRINTESTINAIS 

 Íleo meconial 

 Síndrome de obstrução intestinal distal 

 Má absorção 

 Refluxo gastroesofágico 

 Prolapso retal 

RENAIS  Neurolitíase 

ENDÓCRINAS 

 Diabetes mellitus 

 Osteoporose 

 Maturação sexual tardia 

 Hipogonadismo 

GENITO-URINÁRIO  Azoosperia obstrutiva (homens) 

 Quadro 1: Manifestações Clínicas da Fibrose Cística (20) 
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Cerca de 15% dos pacientes com FC nascem com íleo meconial, sendo 

necessária a intervenção cirúrgica para a desobstrução (4). Acredita-se que alguns genes 

modificadores também possam estar associados com a obstrução intestinal em recém-

nascidos (21). 

A insuficiência pancreática (IP) está relacionada com as mutações de classes I, II 

e III, sendo raramente observada em pacientes que apresentam mutações dos tipos IV, V 

e VI. Cerca de 85 – 90% dos indivíduos com FC nascem com IP ou desenvolvem no 

decorrer da vida. Os sintomas incluem: flatulência, baixo ganho pondero-estatural, 

esteatorréia, deficiência na absorção de vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K), que podem 

gerar outras patologias (acrodermatite, anemia, neuropatia, cegueira noturna, 

osteoporose, entre outras) (22). Diante deste quadro, a desnutrição progressiva é 

inevitável. A diabetes mellitus está presente em cerca de 35% dos pacientes, e quando 

comparada com pacientes não fibrocísticos, apresenta-se de maneira atípica, devido às 

outras manifestações características da FC (4,8,20,23).  

O acometimento hepatobiliar está presente em cerca de 50% dos pacientes, sendo 

que aproximadamente 5% deles desenvolvem cirrose biliar focal na adolescência, como 

conseqüência da obstrução dos ductos intra-hepáticos e da reação inflamatória, e cerca 

de 2% morrem por doença hepatobiliar (4,8,20,24). 

O potencial sexual e a espermatogênese dos pacientes com FC são normais, 

entretanto, cerca de 98% dos homens com FC são inférteis, com azoospermia secundária 

em consequência da obstrução ou ausência dos canais deferentes (4,8,20). As mulheres 

com FC são férteis, embora haja controvérsias sobre os efeitos da gravidez na FC, em 

decorrência da desnutrição e insuficiência pulmonar (2,8,20,25). 

A doença pulmonar acomete cerca de 80 – 95% dos pacientes com FC, sendo a 

principal causa de morbidade e mortalidade. O acometimento do trato respiratório é 

progressivo e de intensidade variável, caracterizado por inflamação e infecções 

persistentes, sinusite, bronquite, pneumonia, obstrução progressiva das vias aéreas. Com 

a piora da doença pulmonar, podem ocorrer atelectasias, bronquiectasias, pneumotórax, 

hemoptises, insuficiência respiratória, fibrose e falência respiratória (4,8,20). Como 

conseqüência da insuficiência respiratória, os pacientes podem apresentar ainda 

baqueteamento digital e osteopatia hipertrófica pulmonar (2,8). 
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Acredita-se também que possa haver a “Desregulação da resposta inflamatória do 

hospedeiro”, pois um estudo revelou que moléculas pró-inflamatórias como IL-6, IL-8, 

TNF-α e metabólitos do ácido aracdônico foram encontrados em elevadas concentrações 

mesmo antes da infecção pulmonar (8,34,35). Também foram observados a apoptose 

anormal de neutrófilos, a hiper-reatividade de trombócitos e a concentração reduzida de 

substâncias anti-inflamatórias, tais como IL-10, lipoxina e ácido docosahexanóico (DHA), 

levando ao desbalanceamento entre as moléculas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, 

favorecendo a inflamação (36,37). 

 

11..44..  AAssppeeccttooss  mmiiccrroobbiioollóóggiiccooss  ddaa  iinnffeeccççããoo  ppuullmmoonnaarr  

 

O trato respiratório saudável é colonizado por uma grande variedade de 

microrganismos que compreendem a flora normal, entretanto, o trato respiratório baixo é 

mantido estéril devido a diversos mecanismos de defesa do hospedeiro, que incluem as 

barreiras físicas, endocíticas e fagocíticas. A falha de uma dessas barreiras torna o 

indivíduo suscetível às infecções pulmonares.  

Os pulmões dos indivíduos com fibrose cística são aparentemente normais ao 

nascimento, entretanto, o desenvolvimento de infecções crônicas e recorrentes pode ser 

observado logo nos primeiros anos de vida, refletindo possíveis problemas com o 

mecanismo de defesa inata dos pulmões (38). O aparecimento de tosse e o acúmulo de 

secreção pulmonar podem ocorrer precocemente, geralmente desencadeados por 

infecções virais, sendo o vírus sincicial respiratório (RSV) e o influenza A considerados os 

de maior impacto. Acredita-se que a inflamação e os danos provocados pela infecção viral 

precoce sejam alguns dos fatores que predispõem a colonização/infecção por outros 

agentes. A relação entre inflamação e infecção se torna um ciclo vicioso, causando um 

dano pulmonar progressivo e irreversível (8). 

Os pacientes com FC são colonizados e/ou infectados por uma variedade limitada 

de microrganismos, cujas prevalências variam de acordo com a idade e/ou gravidade da 

doença e diligência da procura. A colonização ocorre quando o microrganismo é 

encontrado nas vias aéreas, porém, sem que o paciente tenha evidências diretas 

(inflamação, febre, etc) ou indiretas (resposta de anticorpos específicos) de infecção e 

dano tissular. A colonização pode ser aguda ou crônica, sendo esta última considerada 

quando o mesmo microrganismo é encontrado em mais de três amostras consecutivas, 

com, no mínimo um mês de intervalo entre elas. Quando ocorrem os primeiros sinais de 
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exacerbação pulmonar diretos (inflamação, febre, aumento da tosse e da secreção, perda 

de peso, etc), ou indiretos (resposta de anticorpos específicos), e o microrganismo é 

encontrado nas vias aéreas, o paciente é considerado infectado (38). A infecção também 

pode ser definida como aguda ou crônica, sendo que, nos casos de infecção crônica, o 

paciente pode apresentar períodos de agudização intermitentes. Fatores do indivíduo 

associados com a patogenicidade dos agentes infecciosos determinam a gravidade da 

infecção. 

Na infância, geralmente os pacientes se infectam primariamente por 

Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae e, ocasionalmente, por Pseudomonas 

aeruginosa, considerada o principal agente infeccioso envolvido na pneumopatia crônica 

em pacientes com FC. Os agentes podem aparecer concomitantemente. Embora seja 

crescente o número de infecções por Pseudomonas aeruginosa na infância, a prevalência 

é mais representativa em adultos jovens (cerca de 80%). A colonização inicial geralmente 

ocorre com cepas móveis, “não mucóides”, ou “planctônicas” que, com a evolução da 

doença, tornam-se mais virulentas, alteram sua morfologia, perdem os flagelos, tornam-se 

imóveis e passam a produzir uma cápsula de um polissacarídeo denominado alginato, 

que lhes confere a capacidade de crescer formando “biofilmes” e a característica 

“mucóide” (39). Na maioria dos indivíduos, as infecções se tornam crônicas. 

O muco espesso e viscoso dificulta a erradicação dos microrganismos do trato 

respiratório dos pacientes, em especial da Pseudomonas aeruginosa, que uma vez 

instalada, não pode ser erradicada pela antibioticoterapia, o paciente se torna crônico, 

muitas vezes sem evidências diretas de doença pulmonar, mas podendo apresentar fases 

de agudização intermitentes e, nestes casos, o objetivo da terapia acaba sendo apenas 

de reduzir o número de colônias e contribuir para uma melhora na qualidade de vida do 

paciente. Diante disso, o uso prolongado de antibióticos é inevitável e contribui para a 

seleção natural de microrganismos com perfil de resistência adquirido, tais como as cepas 

mucóides de Pseudomonas aeruginosa, além de favorecer a colonização e infecção por 

outros agentes com resistência intrínseca à uma série de antibióticos, tais como 

Complexo Burkholderia cepacia e outros microrganismos oportunistas, considerados 

como “patógenos emergentes”, porém, com importância clínica ainda pouco conhecida: 

Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia, Ralstonia spp., Cupriavidus 

spp., Pandoraea spp., Inquilinus spp. e Mycobacterium spp. “não tuberculosis”. Membros 

da família Enterobacteriaceae, e dos gêneros Chryseobacterium, Comamonas, Moraxella, 

Acinetobacter e Bordetella também tem sido isolados do trato respiratório (TR) de 
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pacientes com FC (39,40,41,42), porém sem evidências de danos tissulares ou funcionais. 

Entre os fungos filamentosos, o Aspergillus fumigatus apresenta-se com maior freqüência 

nos pacientes com FC, podendo provocar um quadro alérgico denominado de Aspergilose 

Bronco-pulmonar alérgica (ABPA), entretanto, os aspergilomas são raros em pacientes 

com FC. O Scedosporium apiospermum pode provocar um quadro pulmonar semelhante, 

entretanto, é encontrado com baixa frequência, assim como outros fungos filamentosos. 

Espécies de Candida spp. são muito comuns, porém trata-se de um microrganismo 

presente na microbiota oral normal, e sua importância clínica na FC é pouco conhecida. 

 

MICRORGANISMO 
FREQUENCIA DE 

ISOLAMENTO (%) 
PREDOMINÂNCIA NA 

POPULAÇÃO DE FC 
PAPEL PATOGÊNICO NA 

DOENÇA PULMONAR 

Pseudomonas aeruginosa 59 – 80 Todos Comprovado 

Staphylococcus aureus 48 – 52 Crianças e adolescentes Comprovado 

Complexo Burkholderia cepacia 3 – 11 Adolescentes e adultos Comprovado 

Stenotrophomonas maltophilia 10 Adolescentes e adultos Não comprovado 

Achromobacter xylosoxidans 9 Adolescentes e adultos Pouco provável 

Burkholderia gladioli <1 Adolescentes e adultos Pouco provável 

Inquilinus spp. <1 Adolescentes e adultos Desconhecido 

Ralstonia spp. <1 Adolescentes e adultos Pouco provável 

Pandoraea spp. <1 Adolescentes e adultos Possível 

Mycobacterium spp.  2 – 28 Adolescentes e adultos Comprovado 

Haemophilus influenzae 15 – 30 Crianças Provável 

Streptococcus pneumoniae 5 Crianças Desconhecido 

Enterobacteriaceae <5 Crianças Desconhecido 

Aspergillus fumigatus
a 6 – 57 Todos Comprovado 

Vírus sincicial respiratório Desconhecido Crianças Comprovado 

Vírus influenza Desconhecido Todos Comprovado 

 

  

Tabela 1: Frequência de isolamento de microrganismos nas vias aéreas dos pacientes com FC. 
(39,43,44,45,46,47,48,49). 
 
a variação significativa da freqüência de acordo com a idade 
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22..  CCoommpplleexxoo  BBuurrkkhhoollddeerriiaa  cceeppaacciiaa    

 

 Microrganismos do Complexo Burkholderia são bacilos Gram negativos, 

aeróbios, não fermentadores de glicose, da ordem Proteobacteria beta, família 

Burkholderiaceae, encontrados na natureza em reservatórios de águas, solos, na 

rizosfera e em plantas. Embora a maioria das espécies deste gênero tenha sido descrita 

inicialmente como “fitopatógenos”, estes microrganismos têm sido apontados como 

importantes patógenos oportunistas em hospitais e unidades de tratamento de saúde, 

devido à capacidade que possuem de sobreviverem em condições ambientais “inóspitas” 
(48).  

 

22..11..  TTaaxxoonnoommiiaa  

 

Burkholderia cepacia foi descrita originalmente em 1950 como Pseudomonas 

cepacia, por William Burkholder, como agente causador do apodrecimento bacteriano de 

bulbos de cebola (49). Mais tarde foi descoberto que, além de apresentar propriedades de 

interesse na indústria e agricultura, incluindo a habilidade de degradar compostos 

aromáticos poluentes complexos (50) e de proteger e promover o crescimento de plantas 
(51), o microrganismo era um agente causador de infecções em seres humanos e animais, 

além de causar doenças em plantas (52). Em meados de 1980, foi descrito como um 

importante patógeno pulmonar oportunista em pacientes com fibrose cística e apontado 

como causador de um quadro séptico denominado de “Síndrome cepacia”, caracterizado 

por declínio de função pulmonar, bacteremia e óbito (53). 

Após alguns estudos de análise taxonômica molecular, o microrganismo foi 

reclassificado para o gênero Burkholderia (54). Em 1997, Vandamme e col. (55, 56) 

demonstraram que algumas cepas de Burkholderia cepacia, fenotipicamente similares, 

apresentavam algumas variações genéticas e que havia, pelo menos, cinco espécies 

geneticamente diferentes, que foram denominadas de genomovares, incluindo: 

Burkholderia cepacia (genomovar I), Burkholderia multivorans (genomovar II), 

Burkholderia cenocepacia (genomovar III), Burkholderia stabilis (genomovar IV) e 

Burkholderia vietnamiensis (genomovar V), cujo conjunto foi denominado de Complexo 

Burkholderia cepacia (tabela 2). 
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Desde então, diversos estudos têm sido realizados, baseados na análise das 

seqüências dos genes 16SrRNA e recA, experimentos de hibridização de DNA-DNA, 

análise de proteínas de parede celular, ácidos graxos e caracterização bioquímica, e, 

baseando-se na heterogeneidade observada, foram descritos mais quatro genomovares: 

Burkholderia dolosa (genomovar VI), Burkholderia ambifaria (genomovar VII), 

Burkholderia anthina (genomovar VIII) e Burkholderia pyrrocinia (genomovar IX) (Tabela 

1) (54, 55, 56, 57, 58, 59). 

Em 2002, foi proposto por Vermis e col. (60), o genomovar X (Burkholderia 

ubonensis), entretanto, ainda não houve a publicação oficial deste novo genomovar, pois 

alguns estudos ainda estão sendo realizados. Em 2003, Vandamme e col. (20) 

descreveram 4 subgrupos do genomovar III, através da análise do gene recA, que foram 

denominados de III-A, III-B, III-C e III-D. Payne e col. 2005, (61), após análises na 

seqüência do gene recA, demonstraram a presença 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) (62,63,64,65), detectaram sete novos 

grupos: Bcc grupo K, BCC1, BCC2, BCC3, BCC4, BCC5 e BCC6 (Tabela 1) (60,61,62,63,64). 

Após estudos de taxonomia polifásica, 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 

incluídos no CBc apenas dois anos mais tarde.  

Em 2009, Vanlaere e col. (66), analisaram o taxon K por meio de experimentos de 

hibridização de DNA-DNA, análise do gene recA, MLST, e da sequência inteira do 

genoma disponível, 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, reservatórios de água, 

águas de rios e sedimentos, solo, raízes, animais, produtos industriais e farmacêuticos 

contaminados e produtos de cuidados domésticos (26, 58). A inclusão destas novas 

espécies no Complexo Burkholderia cepacia foi proposta na ocasião da identificação, 

entretanto, somente em 2010, os nomes foram oficialmente publicados (60,61,62,63,64) 
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GENOMOVAR ESPÉCIE 
FREQUÊNCIA 

(%) 

PATOGENICIDADE 

PACIENTES C/ CF 

I Burkholderia cepacia < 5 Desconhecida 

II Burkholderia multivorans 20 – 40 Patogênico 

III Burkholderia cenocepacia 50 – 83 Muito Patogênico 

III-A Burkholderia cenocepacia 83 Muito patogênico 

III-B Burkholderia cenocepacia - Pouco conhecida 

III-C Burkholderia cenocepacia - Desconhecida 

III-D Burkholderia cenocepacia 12 Desconhecida 

IV Burkholderia stabilis < 1 Desconhecida 

V Burkholderia vietnamiensis ≤ 5 Desconhecida 

VI Burkholderia dolosa < 5 Desconhecida 

VII Burkholderia ambifaria < 1 Desconhecida 

VIII Burkholderia anthina Relatos de casos Desconhecida 

IX Burkholderia pyrrocinia Relatos de casos Desconhecida 

X Burkholderia ubonensis - Desconhecida 

- Burkholderia latens - Desconhecida 

- Burkholderia diffusa - Desconhecida 

- Burkholderia arboris - Desconhecida 

- Burkholderia seminalis - Desconhecida 

- Burkholderia metallica - Desconhecida 

- Burkholderia contaminans - Desconhecida 

- Burkholderia lata - Desconhecida 

  

  

22..22..  EEppiiddeemmiioollooggiiaa  

 

Na natureza, os diferentes genomovares do CBc estão distribuídos em diversos 

nichos ecológicos, incluindo solo, rizosfera, plantas e água. Na rizosfera têm sido 

encontradas associações de Burkholderia vietnamiensis em arroz, Burkholderia cepacia 

em milho, trigo e cebola, Burkholderia ambifaria em milho e em raízes de ervilha e 

Burkholderia cenocepacia em trigo (6,20,26,65,67,68). A relação existente entre o habitat natural 

do microrganismo no meio ambiente e as infecções em seres humanos não estão bem 

esclarecidas, entretanto, cepas idênticas têm sido encontradas no meio ambiente e em 

pacientes com FC (26,68). Baldwin e col. (2007) em estudo com MLST, mostraram que mais 

de 20% das cepas isoladas de fontes clínicas não podem ser distinguidas de cepas 

Tabela 2: Taxonomia do Complexo Burkholderia cepacia (26) 
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obtidas de fontes ambientais e industriais diversas, incluindo solo, água, plantas, 

equipamentos hospitalares, soluções de uso farmacêutico, etc (62). 

Em pacientes com FC, as espécies Burkholderia cenocepacia (genomovar III) e 

Burkholderia multivorans (genomovar II) representam a maioria dos isolados de CBc nos 

EUA, Canadá e em diversos países na Europa, sendo que em alguns desses países a 

Burkholderia cenocepacia tem prevalência de mais de 90% (69,70,71,72). A Burkholderia 

cepacia (genomovar I) também apresenta grande prevalência na Austrália (73) e em 

Portugal (74), com mais de 25% dos isolados de CBc, entretanto, na maioria dos outros 

países a prevalência é baixa, variando entre 0 – 8,0%. A prevalência dos demais 

genomovares é muito baixa, cuja soma varia entre 0 – 10,0% na maioria dos centros, 

exceto em um estudo na Eslováquia que mostrou 54% de prevalência Burkholderia 

stabilis (71) (tabela 3). 

O subgrupo IIIA é o mais prevalente entre os isolados de Burkholderia 

cenocepacia no Canadá, Reino Unido e alguns países da Europa, e a elevada prevalência 

refere-se, na maioria dos casos, à propagação clonal do clone epidêmico ET-12. Nos 

EUA, o há o predomínio do subgrupo IIIB (72,8%) em relação ao IIIA (27,2%). O subgrupo 

IIID foi relatado em um estudo epidemiológico realizado na Itália, porém com baixa 

prevalência (72). Não há relatos de isolamento do subgrupo IIIC em amostras clínicas (26,75). 

Os clones epidêmicos ET-12 geralmente expressam mecanismos de virulência 

importantes como o “cable pili”, codificado pelo gene cblA, que permite a adesão 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 está envolvido com o “quorum sensing”. 

Estas duas características podem estar presentes concomitantemente ou isoladamente 

nos clones de Burkholderia cenocepacia ET-12. O clone epidêmico PHDC também têm 

sido encontrado nos EUA e em diversos países da Europa (72,75,76,77). 

Thomassen e col. (1986) descreveram o primeiro relato de transmissão 

interpessoal de cepas de CBc em Cleveland, nos EUA (78), e a seguir este fato passou a 

ser observado em outros Centros (75,79). Embora a Burkholderia cenocepacia seja o 

genomovar mais envolvido na transmissão entre pacientes, também há relatos de 

infecção cruzada pelos genomovares Burkholderia multivorans, Burkholderia dolosa (68), 

Burkholderia stabilis (71), Burkholderia cepacia (80) e Burkholderia pyrrocinia (81), sendo que 

a Burkholderia multivorans foi encontrada em diversos países norte americanos, no Reino 

Unido, Escócia, Nova Zelândia e França (26,82,83,84,85). Permanece a orientação para a 
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segregação 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 infecção cruzada, embora alguns raros estudos tenham relatado falhas nesta 

prática (75,82,86,87). 

 

PAÍS 
GI 

(%) 
GII 
(%) 

GIII 
(%) 

GIV 
(%) 

GV 
(%) 

GVI 
(%) 

GVII 
(%) 

Outros 
(%) 

REFERÊNCIA 

Austrália  28,6 21,4 39,3 0,0 3,6 0,0 7,1 0,0 (73) 

Austrália  11,2 29,3 45,7 0,0 5,2 0,8 5,2 2,6 (88) 

Brasil  3,1 37,5 53,1 0,0 6,2 0,0 0,0 0,0 (89) 

Brasil  0,0 10,0 67,0 0,0 15,0 0,0 7,0 0,0 (90) 

Canadá  0,2 9,3 80,0 3,8 1,6 0,0 0,0 5,3 (91) 

Canadá  0,0 30,0 74,0 2,0 2,0 0,0 0,0 2,0 (92) 

República Tcheca  0,0 5,0 92,0 1,6 0,0 0,0 0,0 1,6 (71) 

Eslováquia  0,0 0,0 41,0 54,0 0,0 0,0 0,0 5,0 (71) 

França  0,0 53,0 45,0 1,3 0,7 0,0 0,0 1,3 (93) 

Itália  0,0 0,0 70,8 0,0 0,0 0,0 6,3 22,9 (94) 

Itália  3,0 0,0 90,3 3,0 3,0 0,0 0,0 0,0 (70) 

Itália  8,3 5,0 90,0 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0 (69) 

Itália  0,0 0,0 90,0 6,7 0,0 0,0 0,0 0,0 (72) 

Itália  7,7 6,3 61,1 6,3 1,0 0,0 0,5 17,3 (81) 

Portugal  36,4 9,0 52,2 18,3 0,0 0,0 0,0 0,0 (95) 

Portugal  24,5 9,5 50,0 16,0 0,0 0,0 0,0 0,0 (74) 

Reino Unido  0,0 32,0 66,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 (96) 

Reino Unido  0,8 17,6 78,6 0,8 3,0 0,0 0,0 0,0 (82) 

EUA  3,1 38,7 45,6 0,3 5,9 3,8 0,8 1,8 (59) 

EUA  2,6 37,8 50,0 0,2 5,1 2,0 0,7 1,8 (97) 

 

 

  

22..33..  MMeeccaanniissmmooss  ddee  vviirruullêênncciiaa  

  

Acredita-se que a patogenicidade do Complexo Burkholderia cepacia esteja 

atribuída à sua capacidade de crescer formando biofilmes, presença de fímbrias, como o 

“cable pilli” (cblA), adesinas, produção de siderófilos, melanina, hemolisinas, 

lipopolissacarídeos (endotoxinas), proteases, lípases, fosfolipase C, exopolissacarídeos, à 

Tabela 3: Prevalência dos genomovares do CBc. (Reproduzida da referência (75). 
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sua capacidade de invadir e sobreviver no interior de células epiteliais e macrófagos, 

entre outros mecanismos de virulência (tabela 4) (52,78). 

 

MECANISMO DE VIRULÊNCIA PREVALÊNCIA ENTRE OS MEMBROS DO CBc 

Formação de biofilme Todos os genomovares 
 Burkholderia cenocepacia e Burkholderia multivorans 

produzem de forma mais abundante 
 A formação depende da biogênese da membrana e da 

presença do “quorum sensing” 
 Promovem maior resistência aos antimicrobianos 

Resistência aos antimicrobianos Todos os genomovares  
 Apresentam resistência intrínseca a múltiplos 

antimicrobianos e desinfetantes. 

Cable pilli e Adesina 22-Kda Burkholderia cenocepacia 
 Conferem capacidade de adesão à mucina produzida 

pelos pacientes com FC e às células epiteliais do trato 
respiratório. 

Produção de catalase e  
Superóxido-desmutase (SOD) 

 Todos os genomovares  
 Confere resistência ao oxigênio reativo, permitindo a 

sobrevivência das espécies no interior das células. 

Cenocepacia "island" Burkholderia cenocepacia 

 Ilha genômica, envolvida com a patogênese e 
mecanismos de adaptação do microrganismo 

 Exopolissacarídeo Burkholderia cepacia e Burkholderia cenocepacia 

 Estão envolvidos principalmente na formação dos 
biofilmes e adesão na mucina 

 Proteases extracelulares Genomovares I, III, IV, VII, IX 
 Zinco metaloprotease – Burkholderia cenocepacia 

 Flagelos  Todos os genomovares 
 Confere a capacidade de invasão 
 Sinalização do TLR5 (Toll-like receptor 5) 

 Hemolisinas  Burkholderia cenocepacia 

 Induzem a degranulação de morte celular de fagócitos 
humanos 

 Apresenta atividade hemolítica, observada nos 
genomovares I, III, IV, VII e IX 

Capacidade de invasão e 
sobrevivência no interior das 
células 

Variável nas espécies testadas 
 Burkholderia cenocepacia são altamente invasivas em 

células respiratórias A549 
 Burkholderia cenocepacia, Burkholderia multivorans e 

Burkholderia stabilis penetram nas células epiteliais 
do trato respiratório 

 Burkholderia dolosa e Burkholderia vietnamiensis são 
capazes de sobreviver no interior de macrófagos por 
cerca de 5 dias. 

 LPS  Todos os genomovares 
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 Estão envolvidos com a resistência aos 
antimicrobianos e indução da produção de neutrófilos 

 Melanina  Genomovares I, II e III 
 Estão envolvidos principalmente com a captação de 

radicais livres 

 Quorum sensing Provavelmente todas os genomovares. Estudado 
sistematicamente nos genomovares I, II, III, IV, V 

 Estão envolvidos com a “comunicação” entre as 
bactérias. 

 Produção de sideróforos  Todos os genomovares 

 Compostos orgânicos que atuam na captação do ferro 
 São produzidos 4 tipos: ácido salicílico, ornibactina, 

cepabactina e pyoquelina 
 A biosíntese de ornibactina e absorção mostraram ser 

mecanismos de virulência essencialmente produzidos 
pela Burkholderia cenocepacia, em modelos de 
infecção pulmonar em ratos. 

 Secreção tipo III  Genomovares II a VII 

 Secreção tipo VI Burkholderia cepacia, Burkholderia cenocepacia, 

Burholderia vietnamiensis 

 

 

A habilidade de formar de biofilmes pelos microrganismos do CBc está 

determinada por três classes principais de genes: genes que codificam proteínas de 

superfície, genes que estão envolvidos com a biogênese e manutenção da integridade da 

membrana externa e genes que codificam fatores que estão envolvidos com a produção 

de acyl-homoserine-lactones (AHLs), que são sinalizadores de moléculas que estão 

envolvidas com a produção de biofilmes (52,96). No pulmão do paciente com fibrose cística, 

o ambiente favorece a produção de biofilmes, pois os microrganismos estão protegidos 

contra a ação dos antimicrobianos e mecanismos de defesa do hospedeiro. As cepas do 

CBc que produzem biofilmes mostraram crescente resistência a Ceftazidima e 

Ciprofloxacina, quando comparadas com cepas planctônicas, que não produzem o 

mesmo perfil de resistência  (97). 

O lipopolissacarideo (LPS) é um importante mecanismo de virulência, presente na 

maioria das bactérias Gram negativas. Na maioria das espécies é composto por lipídeo A, 

oligossacarídeo e antígeno O. No CBc, o LPS é diferente, pois o núcleo oligossacarídico 

não contém tanto fosfato ou ácido 3-deoxy-d-manno-oct-2-ulosônico quanto as demais 

bactérias Gram negativas. Além disso, há moléculas de 4-amino-4-deoxyarabinose 

associadas aos resíduos de fosfato no lipídeo A, que tem implicações na resistência dos 

Quadro 2: Mecanismos de virulência do Complexo Burkholderia cepacia. Adaptado da referência 52. 
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efeitos de antibióticos peptídicos catiônicos e polimixina-B (54,98,99). Assim como nas 

demais bactérias Gram negativas, o antígeno O é um componente proeminente e 

imunogênico da superfície da célula bacteriana e pode formar a base para a sorotipagem.  

Pelo menos 16 sorotipos foram identificados no CBc (54,100). Um método de determinação 

dos sorotipos do CBc foi descrito com base no RFPL do gene wbil, que é homólogo ao 

gene conservado wbpM, encontrado em P. aeruginosa que codifica o antígeno O de 

membrana.  Nas cepas J2315 de B. cenocepacia o LPS é áspero devido à presença do 

elemento de inserção IS402. Os genes que codificam os antígenos O de membrana estão 

presentes no cromossomo 1 e são parte de uma ilha genômica com baixa quantidade de 

GC, indicando que possam ter sido adquiridos por transferência horizontal, como tem sido 

sugerido para os clusters de genes de antígeno O de membrana outras bactérias (54,101). 

O LPS produzido pela CBc (CBc-LPS) é 4 a 5 vezes mais endotóxico que o LPS 

produzido por P. aeruginosa. Além disso, o CBc-LPS produz a indução crescente da 

produção de neutrófilos, assim como a produção crescente de IL-8 pelas células epiteliais. 

Essas características provavelmente possam esclarecer algumas diferenças na 

fisiopatologia das infecções por CBc ou P. aeruginosa mesmo quando ocorrem no mesmo 

sítio (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 cepI e cepR. A expressão 

fenotípica de diversos fatores de virulência são reguladas pelo quorum sensing, incluindo 

a produção de proteases, lipases e sideróforos, motilidade “em grupos” e formação de 

biofilme (54,105,106). Recentemente foi descrito que a B. cenocepacia apresenta dois 

sistemas de comunicação, sendo que um deles, o BCESM  codifica a patogenicidade de 

outro mecanismo de virulência, conhecido como “Cenocepacia island” (54,107,108). Além 

disso, foi observada a diminuição da intensidade da inflamação em modelos de infecção 

pulmonar quando houve a ruptura do gene ccil que codifica o sistema de patogenicidade 

“Cenocepacia island” (CciIR), indicando que o mecanismo está diretamente envolvido 

com a virulência. A interação entre os dois sistemas de comunicação na B. cenocepacia 

na regulação da expressão dos genes de virulência, somados à capacidade de resposta 

do CBc às moléculas de quorum sensing da P. aeruginosa mostram o quanto é complexo 

o fenômeno de quorum sensing. Sistemas homólogos tem sido observados em outras 

espécies do CBc  (54). 

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

conservado, de 1,4 Kb, codificado pelo gene esmR, que está presente em linhagens 
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epidêmicas de Burkholderia cenocepacia ET-12, está ausente em outras cepas não 

epidêmicas e raramente é encontrado em isolados de fontes ambientais. Além de fazer 

parte da “Cenocepacia island”, com todas as características de patogenicidade atribuídas 

às ilhas genômicas em bactérias, o BCESM codifica diversos genes que estão envolvidos 

com o metabolismo bacteriano. Os produtos codificados pelos genes ccil incluem aqueles 

que são requeridos pelo quorum sensing, biosíntese de ácidos graxos, metabolismo de 

aminoácidos, inserção de sequências, diversos reguladores transcricionais (incluindo o 

esmR) e um conjunto de genes conservados com função desconhecida  (54,108). 

A resistência intrínseca e/ou adquirida à uma grande quantidade de 

antimicrobianos é outro fator de virulência importante encontrado no CBc. Os 

microrganismos do CBc apresentam resistência intrínseca aos aminoglicosídeos e 

apresentam diversos mecanismos de resistência aos demais antimicrobianos, como 

bombas de efluxos específicas ao cloranfenicol, quinolonas e sulfametoxazol+trimetropim 

produção de β-lactamases induzíveis em algumas cepas, além da produção de enzimas 

específicas que degradam os antimicrobianos, como por exemplo a dihidrofolato redutase 

que confere resistência ao sulfametoxazol+trimetropim. A diminuição da permeabilidade 

de membrana e a estrutura peculiar do LPS conferem resistência à outras classes de 

antimicrobianos, incluindo β-lactâmicos, assim como antibióticos peptídicos catiônicos 
(54,100,109,110,111,112,113). 

As fímbrias presentes na superfície da célula conferem à bactéria a capacidade de 

aderência às células do hospedeiro. No CBc são encontrados cinco tipos de fímbrias, 

identificadas por microscopia eletrônica, entretanto, o único tipo presente em cepas 

epidêmicas é a cable pili, que tem habilidade para a adesão na mucina (114). A cable pilli e 

a adesina 22-kDa são encontradas na Burkholderia cenocepacia e, em conjunto, tem a 

habilidade de aderir a citoqueratina 13 (CK13) e proteínas de filamento intermediário por 

meio de receptor nas células do hospedeiro. O epitélio do trato respiratório de pacientes 

com FC tem mostrado crescente expressão de CK13, indicando que a Burkholderia 

cenocepacia possa apresentar um maior potencial de infecção pelo fato de conter 

receptores específicos no hospedeiro. As estruturas em conjunto conferem a capacidade 

de invasão 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 invasão 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 ativação da castata de NF-kB e secreção de IL-8, 

mostrando que a indução de IL-8 na resposta imune celular causada pela B. cenocepacia 

ocorre, pelo menos em parte, devido à mediação da sinalização de TLR5 pela flagelina 

expressa pela bactéria (54, 120,121). 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

Figura 6: Mecanismos de virulência do Complexo Burkholderia cepacia. A figura ilusta a estrutura 

genômica e os principais fatores de virulência da Burkholderia cenocepacia ET-12.  As características do 

genoma incluem: os 3 cromossomos (Chr.1, Chr. 2, Chr. 3) e o plasmídeo, a presença de ilhas genômicas 

(GI) em cada um dos 3 cromossomos e o potencial de contribuição de inserção de sequências (IS). Os 

principais fatores de virulência e algumas de suas interações com oas células do hospedeiro também são 

representados na figura. (Reproduzido da referência 54). 
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22..44..  SSíínnddrroommee  cceeppaacciiaa  

  

A evolução clínica dos pacientes com FC infectados por microrganismos do CBc é 

imprevisível. São observadas, pelo menos, três situações em relação as infecções 

provocadas pelo CBc: (1) colonização e infecção pelo CBc sem mudança de status 

pulmonar; (2) infecção pulmonar com declínio acelerado e (3) quadro séptico, 

denominado “Síndrome cepacia”, caracterizado por febre, deterioração pulmonar aguda 

com insuficiência respiratória, com declínio acelerado do VEF1, bacteremia, pneumonia 

necrotizante, leucocitose e morte dentro de semanas à meses. Fatores do indivíduo 

associados com a virulência do microrganismo e o tempo de infecção são determinantes 

no desenrolar do quadro clínico (122,123,124,125).  

O impacto dos genomovares do CBc em cada uma destas situações é ainda 

motivo de muitas controvérsias. Sabe-se que o genomovar III – Burkholderia cenocepacia, 

em especial o clone epidêmico ET-12 é o mais virulento quando comparado com os 

demais genomovares do CBc, e capaz de provocar maiores danos na função pulmonar, 

com evolução para cor pulmonale e morte (75,124). Durante muitos anos acreditou-se que 

somente a Burkholderia cenocepacia fosse capaz de provocar a Síndrome Cepacia e, até 

hoje, muitos estudos reafirmam esta hipótese e subdividem os pacientes infectados pelo 

CBc em 2 grupos: aqueles infectados pelo genomovar III e os que são infectados por 

outros genomovares, principalmente como condição de segregação para transplante 
(75,126,127), entretanto, alguns estudos mostram casos de Síndrome cepacia e morte 

provocados pelo genomovar II – Burkholderia multivorans (85,95,124,128,129), e mais raramente 

pelos genomovares IV –  Burkholderia stabilis (130) e VI – Burkholderia dolosa (131).  

A presença de CBc no TR de pacientes com FC como condição para segregação 

para transplante pulmonar já ocorre há anos, até mesmo antes da descoberta dos 

genomovares, pois os primeiros relatos de síndrome cepacia culminavam com a morte em 

poucos dias ou semanas, e o microrganismo antes denominado de Pseudomonas cepacia 

já 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 síndrome cepacia e sobrevivência no pós-transplante, inclusive de casos de 

infecções provocados por Burkholderia cenocepacia. Estes dados ainda são motivos de 

muitos estudos (75,122,123). 
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22..55..  CCuullttuurraa  ee  IIddeennttiiffiiccaaççããoo  

 

Microrganismos do CBc e outros Burkholderiaceae apresentam crescimento lento, 

e seu isolamento a partir de secreções do trato respiratório muitas vezes é impedido e/ou 

dificultado pela presença de outros microrganismos de crescimento mais rápido, que 

competem por nutrientes, como por exemplo, as cepas mucóides de Pseudomonas 

aeruginosa que crescem ocupando todo o ágar. Embora sejam capazes de crescer em 

meios de cultura convencionais utilizados nos laboratórios clínicos, como o Agar Sangue, 

Agar MacConkey e Agar Chocolate, o fazem de forma muito lenta. Além disso, a 

identificação laboratorial, por meio de provas bioquímicas convencionais ou através de 

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

Diante dessa dificuldade de isolamento e identificação correta do CBc, e devido à 

importância do microrganismo na doença pulmonar de pacientes com FC, foram descritos 

alguns meios de cultura seletivos, disponíveis comercialmente, contendo corantes 

bacteriostáticos, antibióticos e baixo pH, entre eles o BCSA (Burkholderia Cepacia 

Selective Ágar), OFPBL (Oxidation-fermentation Base supplemented with ágar, lactose, 

Polimixina B sulfate and bacitracin media) e BCAB – OXOID (Burkholderia Cepacia Ágar 

Base), BCM (Burkholderia cepacia Medium, Mast Diagnostics), que aumentam a 

recuperação dos isolados de CBc, pois inibem o crescimento de outros microrganismos. 

Entretanto, é importante ressaltar que os meios seletivos não selecionam somente o CBc, 

uma vez que outros microrganismos da família Burkholderiaceae, incluindo Burkholderia 

gladioli, espécies de Ralstonia e Pandoraea, além de enterobactérias tais como a Serratia 

marcescens, entre outras, também são resistentes à polimixina B. Portanto, os meios 

seletivos não garantem o isolamento e tampouco a identificação correta do CBc, apenas 

facilitam a recuperação do agente (39,42,48,137).  

 

MEIO COMPOSIÇÃO UTILIZAÇÃO 

PCM Cristal violeta, Polimixina B (300 U/ml) e Ticarcilina (100g/ml) Europa 

OFPBL Polimixina B (300 U/ml), Bacitracina (0,2 U/ml) e Lactose Diversos países 

BCSA Lactose (1%), Sacarose (1%), Polimixina B (600U/ml), EUA 
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Gentamicina (10 g/ml ) e Vancomicina (2,5 g/ml) 

 

Na rotina dos laboratórios clínicos, geralmente a identificação fenotípica de 

isolados de C. B. cepacia é feita combinando-se a utilização de meios seletivos, análises 

bioquímicas convencionais e sistemas comerciais de identificação. Alguns testes 

bioquímicos foram descritos para diferenciar os microrganismos do Complexo B. cepacia  
(39,42,48,137). Coenye e col. (2001) (42) demonstraram que o uso combinado de meios 

seletivos, com kits comerciais de identificação bioquímica e alguns testes adicionais, tais 

como descarboxilação da lisina e ornitina, oxidação da sacarose e adonitol, oxidase, 

hemólise e crescimento à 42ºC podem facilitar a identificação correta do CBc. Entretanto, 

erros na identificação são 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 são identificadas como  uma diversidade 

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

Para confirmar a identificação fenotípica, diversas técnicas de biologia molecular 

foram descritas, para garantir a eficiência do diagnóstico microbiológico. Coenye e 

Vandamme (2003) (140) mostraram que a comparação filogenética da extensão inteira da 

seqüência do gene 16SrRNA é eficiente para a diferenciação dos 9 genomovares 

descritos do CBc; entretanto, as análises da sequência de apenas um fragmento do gene 

ou através de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) não são 

suficientemente discriminatórias (141,142).  

A análise do polimorfismo da seqüência do gene recA se mostrou muito mais 

eficiente para diferenciar o Complexo Burkholderia cepacia de outros microrganismos do 

que a análise do gene 16SrRNA; entretanto, o RFLP do gene recA e o PCR para as 

espécies-específicas têm se mostrado pouco eficientes, pois não permite a diferenciação 

de todos os genomovares do CBc  (60,141,142). 

O Multilocus Sequence Typing (MLST) permite a análise de polimorfismo dos 

nucleotídeos em 7 genes do Complexo B. cepacia localizados no primeiro e no segundo 

cromossomos: atpD, gltB, gyrB, recA, lepA, phaC e trpB (Tabela 3) (143). A análise desses 

genes permite a diferenciação de todos os membros do Complexo Burkholderia cepacia, 

e é considerado o “Gold Standard” para a identificação destes microrganismos (141). 

Apesar da grande variabilidade genética entre as espécies de C. B. cepacia, Waine e col. 

Tabela 4: Principais meios de cultura seletivos para o Complexo Burkholderia cepacia (39,42,48,137). 
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(2007) (144) estudaram a probabilidade de mutações e as taxas de recombinação nos 

genes-alvo do MLST, e os resultados encontrados demonstraram que essas alterações 

ocorrem em índices muito baixos e que não interferem na eficácia da técnica. 

 

GENE 

atpD ATP sintase de cadeia β 

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 

 

  

Métodos fenotípicos baseados em espectrometria de massas para a 

caracterização dos genomovares do Complexo Burkholderia cepacia e outros BGNNF de 

interesse na FC, tem sido empregados recentemente, com resultados promissores (145,146). 

O método já vem sendo utilizado há algum tempo com aplicações em diversos campos da 

química, biologia, ciências médicas e tecnológicas, e vem se consolidando como uma 

ferramenta extremamente versátil e útil. As técnicas de ionização utilizadas nesta 

metodologia permitem uma análise de alta precisão de macromoléculas, possibilitando 

que seja feita a análise dos lipídeos presentes na parede celular das bactérias, e 

determinação dos padrões lipídicos da membrana, denominados de “Fingerprints”, 

característicos de cada espécie bacteriana, para a determinação rápida e eficiente de sua 

taxonomia.  

Na França, em um estudo baseou-se na aplicação da metodologia de análise 

iônica por espectrometria de massas, denominada de “Matrixassisted laser desorption 

ionization–time of flight mass spectrometry” (MALDI-TOF-MS), para a identificação rápida 

de bacilos Gram negativos não 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 

Quadro 3: Genes analisados pelo MLST, para a identificação do 

Complexo Burkholderia cepacia (143). 
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identificadas como pertencentes ao gênero adequado, mas não a espécie correta. Outros 

testes permitiram alterar a positividade para 100%, mostrando que a MALDI-TOF-MS 

pode ser uma ferramenta para identificação rápida de bacilos Gram negativos não-

fermentadores, inclusive de membros do CBc, e facilitar o manejo clínico 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 identificação fenotípica (145). 

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 identificação de BGNNF de importância clínica na FC. O estudo foi 

realizado com 169 cepas de 15 espécies diferentes de microrganismos. O método 

permitiu a identificação bem sucedida da maioria dos microrganismos e, entre os 

membros do CBc, a taxa de sucesso na identificação foi de 98,1%. A caracterização 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 I a 

IV, respectivamente), com uma taxa de identificação correta de 93,8%. Os resultados do 

estudo demonstraram elevado grau de confiabilidade e o forte potencial da metodologia 

proposta (146). 

  

  

22..66..  TTeesstteess  ddee  sseennssiibbiilliiddaaddee  aaooss  aannttiimmiiccrroobbiiaannooss  

 

O CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) padroniza os pontos de corte 

para os testes de disco-difusão (método de Kirby Bauer) e o MIC (Minimal Innibitory 

Concentration) para Ceftazidima, Meropenem, Minociclina e Sulfametoxazol + 

trimetroprim (147). Entretanto, outros antibióticos podem ser testados através de métodos 

de determinação do MIC, como o E-Test®, porém, os valores devem reportados sem 

interpretação (39,147).  

Mais de 90% das cepas de C. Burkholderia cepacia isoladas de amostras 

pacientes com FC são resistentes aos aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, colistina, 

polimixina B, imipenem e cefalosporinas e apresentam resistência variável ao 

Meropenem. Geralmente, apresentam sensibilidade ao Piperacilina+Tazobactam, 

Sulfametoxazol+Trimetoprim, Ceftazidima e Minociclina (39,148,149,150). 
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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 há pouca eficácia para o uso combinado de duas drogas, porém, o 

uso combinado de três drogas mostrou boa atividade “in vitro” (39,148,150,151). 

As opções de tratamento para as infecções pelo CBc são limitadas. Embora sejam 

recomendados os testes “in vitro” para a otimização da antibioticoterapia, sabe-se que a 

suscetibilidade “in vitro” pode não apresentar boa correlação “in vivo” (75,152,153).  

 

33..  EEssccoorreess  ccllíínniiccooss  ee  iinnddiiccaaddoorreess  ddee  ggrraavviiddaaddee  

A intensidade da lesão pulmonar pode ser avaliada sob os aspectos clínicos, 

morfológicos, pela análise de tomografia computadorizada de tórax, ou funcionais, por 

meio de testes de avaliação da função pulmonar, como a espirometria.  

 

33..11..  AAvvaalliiaaççããoo  ccllíínniiccaa  

 

Devido à variabilidade clínica, à importância da fibrose cística e à sua freqüência 

na clínica médica, alguns escores de avaliação da gravidade da FC (EGFC) foram 

desenvolvidos com a finalidade de caracterizar e avaliar o curso da doença, retratando 

seu histórico e as particularidades de cada população (154).  

O escore clínico mais utilizado mundialmente é o Escore de Schwachman & 

Kulczycki (1958), que avalia a gravidade por quatro critérios maiores: a atividade geral, 

nutrição, exame radiológico e avaliação física (155). Outros escores clínicos muito utilizados 

são os Escores de Doershuck (1964) (154,156), de Cooperman (1971) conhecido como 

“Simplified Cystic Fibrosis Scoring Scale” (SCS) (154,157), de Taussig (1973), denominado 

de “National Institute of Health Score” (NHI) (154,158), de Huang (1981) (154,159) e o de Kanga 

(1999), que é o escore mais recente e que avalia a exacerbação pulmonar aguda (154,160). 

Alguns estudos citam o escore de Huang (1981) como o mais completo, entretanto, não 

há um consenso sobre qual o escore clínico mais adequado (154).  

 

 

33..22..  AAvvaalliiaaççããoo  ttoommooggrrááffiiccaa  
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A morfologia da lesão pulmonar pode ser analisada por meio da avaliação 

tomográfica, pois embora os demais procedimentos diagnósticos (cultura das secreções, 

exame radiológico, testes de função pulmonar e escores clínicos) possam refletir, 

sensivelmente, a progressão da doença pulmonar, nenhum destes exames avalia 

precisamente o aspecto morfológico da lesão pulmonar. Diversos estudos sugerem que a 

tomografia computadorizada (CT) seja incluída no acompanhamento de rotina dos 

pacientes com FC (161,162).  

O escore mais frequentemente utilizado é o de Bhalla (1991), que avalia a 

presença das anormalidades mais encontradas: espessamento peribrônquico, 

bronquiectasias, bolhas, pluggs de secreções, colapsos/consolidações, enfisema, entre 

outros (163). Outros escores como o de Santamaría et al (1998) (164), Helbich et al (1999) 
(165), Brody et al (1999) (166), Castile et al (199) (167), Dorlöchter et al (2003) (168), Nathanson 

et al (1991) (169), também são utilizados, porém com menor freqüência (154,162). 

 

33..33..  AAvvaalliiaaççããoo  ddaa  ffuunnççããoo  ppuullmmoonnaarr  

 

A deterioração pulmonar leva à ao declínio progressivo e irreversível da função 

pulmonar, que é evidenciado pelas mudanças nos volumes pulmonares e na capacidade 

pulmonar total (CPT). Ocorre a redução da capacidade vital (CV) e o aumento do volume 

residual (VR). O aumento da relação VR/CPT promove a perda do recolhimento elástico e 

aprisionamento aéreo (26,162).  

As medidas da capacidade vital forçada (CVF), volume expiratório forçado no 

primeiro segundo da CFV (VEF1) e o fluxo expiratório entre 25% e 75% da CVF (FEF25-75) 

podem estar normais no início da doença pulmonar. A alteração mais precoce é a 

diminuição do FEF25-75, que ocorre com o comprometimento das pequenas vias aéreas. 

Com a evolução da doença ocorre o acometimento das grandes vias aéreas, diminuição 

do VEF1 e da relação entre VEF1/CVF (Índice de Tiffenau), predominando um distúrbio 

ventilatório obstrutivo. Nos quadros mais graves, ocorre a diminuição da CVF e o defeito 

ventilatório torna-se obstrutivo e restritivo (26,162,170,171,172,173,174). 

O parâmetro mais utilizado para avaliar o declínio da função pulmonar é o VEF1, 

que é utilizado em muitos estudos como marcador da progressão da doença e da 

sobrevivência, e também é utilizado como um dos parâmetros para indicação do 

transplante pulmonar (26,’162,175,176,177,178,179). 
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33..44..  AAvvaalliiaaççããoo  nnuuttrriicciioonnaall  

 

A maioria dos pacientes com FC apresenta insuficiência pancreática, síndrome de 

má-absorção e outras manifestações digestivas e metabólicas desde os primeiros anos 

de vida, comprometendo o seu crescimento e desenvolvimento. Quando estas 

manifestações clínicas não são tratadas adequadamente, com a suplementação com 

enzimas pancreáticas, pode ocorrer o agravamento do estado nutricional, culminando 

com desnutrição grave. As deficiências de ácidos graxos, deficiência de vitaminas A, D, E, 

K, vitaminas hidrossolíveis e carências de minerais e oligoelementos também podem 

contribuir para a complicação do estado nutricional na FC (20,162,180). 

Na FC, a desnutrição pode ser avaliada por meio de percentis e pelo Z escore ou 

desvio padrão da média populacional (180). Em crianças, as medidas que melhor avaliam o 

estado nutricional são as relações peso/altura, peso/idade, altura/idade. O índice de 

massa corporal (IMC) (Peso [Kg] / altura [m]2) é a medida mais adequada para a 

avaliação nutricional de pacientes adultos e adolescentes (181,182,183). 

Embora o CBc seja reconhecido como um patógeno importante em pacientes com 

FC, o número de estudos que relacionam a colonização/infecção pelo CBc com a 

evolução clínica dos pacientes é muito reduzido. Acredita-se que fatores do indivíduo 

associados com a virulência do microrganismo e a presença concomitante de outros 

patógenos determinam a intensidade da lesão pulmonar e a evolução da doença. A 

utilização de métodos adequados para o cultivo, isolamento e identificação do CBc e seus 

genomovares e a correlação com indicadores clínicos, tomográficos e de função pulmonar 

são ferramentas que melhoram a qualidade do diagnóstico, permitem uma melhor 

compreensão sobre a participação do patógeno na deterioração pulmonar e, 

consequentemente auxiliam na melhoria da terapêutica. Além disso, a idéia generalizada 

de que Burkholderia cenocepacia está associada ao pior prognóstico e as evidências 

apresentadas em diversos trabalhos de que outros genomovares também têm impacto 

clínico relevante, reforçam sobre a importância na determinação do genomovar como 

caráter preditivo da evolução clínca do paciente, além de orientar na segregação para o 

transplante, quando necessário. 
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OOBBJJEETTIIVVOOSS  GGEERRAAIISS::  

Determinar a prevalência do Complexo Burkholderia cepacia e seus respectivos 

genomovares em pacientes com fibrose cística atendidos nos ambulatórios de pediatria e 

adultos do Hospital de Clínicas da Unicamp e correlacionar com as manifestações 

clínicas, comparando as variáveis entre dois grupos: (I) pacientes colonizados/infectados 

pelo CBc e (II) pacientes sem colonização/infecção pelo CBc. 

 

OOBBJJEETTIIVVOOSS  EESSPPEECCÍÍFFIICCOOSS::  

1. Determinar a prevalência de microrganismos do Complexo Burkholderia cepacia e os 

respectivos genomovares. 

 
2. Classificar os pacientes em dois grupos: (I) pacientes colonizados/infectados pelo CBc 

e (II) pacientes sem colonização/infecção pelo CBc e comparar entre os grupos: 

 
2.1. As características clínicas dos pacientes segundo faixa etária, sexo e etnia e 

determinar a frequência das principais mutações da proteína CFTR: ΔF508, 

G542X, N1303K, G551D, R553X e R1162X. 

 

2.2. O estado nutricional dos pacientes através da média do peso, estatura e índice de 

massa corporal (IMC). 

 
2.3. Os valores do Escore clínico de Schwachman. 

 
2.4. A morfologia da lesão pulmonar por meio da avaliação tomográfica dos pacientes 

e classificação das alterações pelo Escore de Bhalla. 

 
2.5. A função pulmonar dos pacientes através das seguintes medidas: CVF, VEF1, 

FEF25-75 e VEF1/CVF (Índice de Tiffenau). 
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11..  DDeelliinneeaammeennttoo  ddoo  EEssttuuddoo::  

 

Foi realizado um estudo clínico-laboratorial, prospectivo, de corte transversal, com 

todos os pacientes acompanhados nos ambulatórios de Fibrose Cística (Pediatria e 

Adultos) do Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), de 

qualquer faixa etária, sexo ou raça, que foram atendidos no período de 01/01/2005 à 

31/08/2009. Foram avaliados dados clínicos, radiológicos e tomográficos e a microbiota 

patogênica do trato respiratório dos pacientes. 

Os pacientes foram divididos em dois grupos: (I) Pacientes colonizados/infectados 

pelo CBc e (II) Pacientes não colonizados/infectados pelo CBc, porém com 

colonização/infecção por outros microrganismos. O segundo grupo foi utilizado para a 

comparação das variáveis estudadas, com a finalidade de avaliar o impacto do CBc em 

cada parâmetro. 

Os testes de função pulmonar foram realizados durante todo o período do estudo, 

em pacientes com idade superior a 7 anos. 

O Escore de Schwachman foi realizado durante e após o perído do estudo, com 

base nas informações registradas nos prontuários médicos dos pacientes. As tomografias 

de tórax foram realizadas durante o período do estudo e o Escore de Bhalla foi realizado 

após o término da coleta de dados por um único avaliador treinado.  

As medidas de peso/idade, altura/idade foram obtidas com base nos registros nos 

prontuários médicos dos pacientes. Foram utilizadas as medidas atuais. 

As amostras do trato respiratório foram obtidas em cada consulta ao ambulatório e 

as culturas e identificação fenotípica foram realizadas durante todo o período do estudo. 

As cepas do Complexo Burkholderia cepacia foram congeladas e a identificação dos 

genomovares por meio de PCR e seqüenciamento do DNA foi realizada após o 

encerramento da coleta das amostras clínicas. 

 

22..  PPooppuullaaççããoo  ddee  eessttuuddoo::  

 

Foram avaliados pacientes que freqüentaram os ambulatórios de Fibrose Cística 

(Pediatria e Adultos) do Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP), de qualquer faixa etária, sexo ou raça, que foram atendidos no período de 

01/01/2005 à 31/08/2009. 
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22..11..  CCrriittéérriiooss  ddee  iinncclluussããoo::  

 

Foram incluídos no estudo todos os pacientes com diagnóstico de Fibrose Cística 

comprovado por meio da identificação de duas mutações para o gene que codifica a 

proteína CFTR, e/ou com, no mínimo, dois testes de sódio-cloro no suor positivos (Cloro ≥ 

60 mEq/l). 

 

22..22..  CCrriittéérriiooss  ddee  eexxcclluussããoo::  

 

Foram excluídos do estudo os pacientes que preencheram os critérios de inclusão, 

mas que não apresentavam dados suficientes para a avaliação. Os pacientes com idade 

superior a 35 anos foram incluídos somente para o cálculo de prevalência, porém, para as 

comparações entre os grupos, estes pacientes foram excluídos das análises. 

 

33..  DDiiaaggnnóóssttiiccoo  ddaa  FFiibbrroossee  CCííssttiiccaa::  

  

33..11..  PPeessqquuiissaa  GGeennééttiiccaa::  

 

O Diagnóstico genético da FC foi realizado pelo Laboratório de Genética 

Molecular, da Facudade de Ciências Médicas da UNICAMP. Foram pesquisadas as seis 

mutações mais comuns: ΔF508, G542X, N1303K, G551D, R553X e R1162X. A detecção 

da mutação ΔF508 foi realizada por meio da técnica de PCR e análise em gel de 

poliacrilamida 8%, modificada por Rommens e col. (1990) (184). As demais mutações foram 

analisadas pela técnica de PCR associada à digestão enzimático-específica. (174). 

 

33..22..  TTeessttee  ddee  ssóóddiioo--cclloorroo  nnoo  ssuuoorr::  

 

O teste do suor (TS) foi realizado pelo Laboratório de Gastropediatria da 

Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, pelo método da análise iônica quantitativa 

do suor (iontoforese) estimulado pela pilocarpina (185), com posterior análise da 

concentração dos íons sódio (Na+) por fotometria de chama, e do cloro (Cl-) por 

titulometria (186). O resultado foi considerado positivo quando a concentração de cloro 

apresentou-se maior do que 60 mEq/l. Os valores entre 45 – 60 mEq/l foram considerados 

duvidosos e inferiores à 45 mEq/l foram considerados normais. Foi esperado que a 
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diferença entre a concentração de Cl- e Na+ não ultrapassasse 20 mEq/l, e a relação 

Cl/Na+ > 1. Foram necessários, no mínimo, dois testes positivos para que o diagnóstico 

fosse confirmado. 

 

44..  AAvvaalliiaaççããoo  ccllíínniiccaa  ee  ffaattoorreess  ddee  GGrraavviiddaaddee::  

 

Em cada visita do paciente ao ambulatório, foi realizado pelo médico, o exame 

físico e foram medidos regularmente os valores de saturação de oxigênio (SaO2), peso e 

estatura. Todos os dados clínicos obtidos na anamnese e os resultados dos exames 

laboratoriais foram registrados no prontuário médico do paciente durante todo o período 

de estudo.  

As informações sobre atividades em geral e outros dados como aspectos 

nutricionais, utilização de enzimas pancreáticas e outros medicamentos, número de 

internações, número de cursos de antimicrobianos pelas vias intravenosa (IV), oral (VO) e 

inalatória (VI), e dados laboratoriais (aspectos radiológicos, tomográficos, exames 

microbiológicos, bioquímicos, hemograma, esteatócrito, etc) foram obtidos por meio de 

revisão dos prontuários médicos durante e após o perído do estudo. 

A partir dessas informações, a gravidade do quadro clínico foi avaliada por meio 

de 4 critérios: (1) Escore clínico de Shwachman & Kulczycki (ECSK) (155), (2) Escore 

tomográfico de Bhalla (163); (3) Teste de função pulmonar – Espirometria e (4) Avaliação 

nutricional.  

 

44..11..  EEssccoorree  CCllíínniiccoo  ddee  SShhwwaacchhmmaann  &&  KKuullcczzyycckkii  ((EECCSSKK))::  

 

O Escore Clínico de Shwachman & Kulczycki (ECSK) (155) foi realizado com a 

finalidade de avaliar a gravidade do quadro clínico dos pacientes. Foram avaliados 4 

critérios: (1) exame físico, (2) atividade física, (3) estado nutricional e (4) aspectos 

radiológicos. O escore foi graduado de 0 a 100, de acordo com a gravidade do quadro 

clínico, sendo que cada um dos critérios avaliados tiveram pontuação mínima de 5 pontos 

e  máxima de 25 pontos. A gravidade foi classificada em: (1) Excelente, (2) Bom, (3) Leve, 

(4) Moderada, (5) Grave. Quanto maior o escore, menor a gravidade da doença (quadro 

4). 
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Escore Clínico de Shwachman & Kulczycki 
     

PONTUAÇÃO ATIVIDADE GERAL  PONTUAÇÃO ACHADOS RADIOLÓGICOS 

25  Atividade normal plena, Joga bola 
 Vai à escola normalmente 

 25  Campos Pulmonares limpos 

20  Falta Resistência e cansa ao final do dia 
 Boa frequência escolar 

 20  Mínimas Marcas de acentuação broncovascular 
 Enfisema primário. 

15  Descansa voluntariamente durante o dia 
 Cansa facilmente após o exercício 

 15  Enfisema leve, Sinais de atelectasias 
 Marcas de aumento broncovascular 

10  Repousa muito 
 Dispnéia após caminhada curta 

 10  Enfisema moderado 
 Áreas de atelectasias difusas com áreas de 

infecção sobrepostas 

5  Ortopnéia 
 Confinado á cama ou cadeira 

 5  Extensivas alterações com fenômeno pulmonar 
obstrutivo e infecção 

 Atelectasias lobares e bronquiectasias 
     

PONTUAÇÃO NUTRIÇÃO  PONTUAÇÃO EXAME FÍSICO 

25  Mantém peso e altura próximo do percentil 25 
 Bom tônus e massa muscular 
 Fezes bem formadas (quase normais) 

 25  Normal: sem tosse  
 FC e FR normais 
 Pulmões limpos 
 Boa postura 

20  Peso e altura aproximadamente no percentil 
de 15 a 20 

 Fezes levemente anormais 
 Tônus e massa muscular satisfatórios 

 20  Tosse rara ou "pigarro" 
 FC e FR normais no repouso 
 Mínimo enfisema 
 Pulmões limpos 
 Sem baqueteamento. 

15  Peso e altura acima do percentil 3 
 Fezes usualmente anormais, volumosas e 

pobremente formadas 
 Tônus pobre e massa muscular reduzida 
 Pouca distensão abdominal (se tiver) 

 15  Tosse ocasional (ao levantar pela manhã) 
 FR levemente elevada 
 Enfisema suave 
 MV rude 
 Roncos localizados raramente 
 Baqueteamento precoce 

10  Peso e Altura abaixo do percentil 3 
 Fezes pouco formadas, volumosas, 

ofensivamente gordurosas 
 Músculo fraco e massa reduzida 
 Distensão abdominal suave ou moderada 

 10  Tosse frequente, usualmente produtiva 
 Retração torácica 
 Enfisema moderado 
 Deformidade torácica 
 Roncos usualmente presentes 
 Baqueteamento 2/3 

5  Marcada má-nutrição, protuberância 
abdominal abundante 

 Fezes frequentes, volumosas, mau cheiro e 
gordurosas 

 Prolapso retal frequente 

 5  Tosse grave paroxística 
 Taquipnéia e taquicardia 
 Alteração pulmonar extensa 
 Sinais de falência cardíaca direita 
 Baqueteamento 3/4 

     

CLASSIFICAÇÃO  PONTOS 

Grave  < 40 

Moderado  55 - 41 

Leve  70 - 56 

Bom  85 - 71 

Excelente  100 - 86 

 
Quadro 4: Escore clínico de Shwachman & Kulczycki – Parâmetros de avaliação (155). 
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44..22..  EEssccoorree  TToommooggrrááffiiccoo  ddee  BBhhaallllaa  

 

O escore tomográfico de Bhalla (163) foi realizado após o término da coleta de 

dados, com base em análise dos prontuários médicos dos pacientes e tomografias 

computadorizadas de tórax (CT), com laudo emitido pelo Serviço de Tomografia do 

Departamento de Radiologia, do Hospital de Clínicas da Unicamp, com o auxílio do 

pneumologista responsável pelo Ambulatório de Pediatria. 

Foram avaliados 9 critérios tomográficos: (1) gravidade da bronquiectasia, (2) 

espessamento peribrônquico, (3) extensão da bronquiectasia, (4) extensão dos plugs de 

secreções (rolhas de muco), (5) presença de abscessos ou saculações, (6) gerações de 

divisões brônquicas envolvidas, (7) número de bolhas, (8) presença de enfisema, (9) 

presença de colapsos e/ou considolações. Cada um dos critérios avaliados tiveram 

pontuação mínima de 0 e máxima de 3 e a soma de todos os pontos foi subtraída de 25. 

Quanto menor a pontuação, menor a gravidade da alteração tomográfica (quadro 5). 

 

 

 

 

Figura 7: Principais parâmetros de avaliação no Escore de Bhalla. (a) Bronquiectasia severa (escore 3) com 
espessamento peribrônquico leve (escore 1), brônquios-distal no terço periférico envolvidos – setas brancas 
(escore 3); (b) Plugs de muco nos segmentos medial, posterior e lateral basal do lobo inferior direito. (c) 
Radiografia postero-anterior mostrando plugs de muco no segmento basal. (d) Bolhas e saculações (e) 
saculações (163). 

a b c 

d 
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Escore tomográfico de Bhalla 

CATEGORIA 0 
1 

LEVE 
2 

MODERADA 
3 

GRAVE 

GRAVIDADE DA BRONQUIECTASIA Ausente 
Luz sutilmente 
maior que vaso 

adjacente 

Luz 2/3 x maior 
que vaso 
adjacente 

Luz 3 x maior 
que vaso 
adjacente 

ESPESSAMENTO PERIBRÔNQUICO Ausente 
Espessamento 

da parede igual 
vaso 

Espessamento 
maior / dobro 

do vaso 

Espessamento 
2x maior que o 

vaso 

EXTENSÃO DA BRONQUIECTASIA 
(N.º DE SEGMENTOS 
BRONCOPULMONARES) 

Ausente 01 a 05 06 a 09 Maior que 9 

EXTENSÃO DE ROLHAS DE MUCO 
(N.º DE SEGMENTOS 
BRONCOPULMONARES) 

Ausente 01 a 05 06 a 09 Maior que 9 

ABCESSOS OU SACULAÇÕES 
(N.º DE SEGMENTOS 
BRONCOPULMONARES) 

Ausente 01 a 05 06 a 09 Maior que 9 

GENERALIDADES DA DIVISÃO 
BRONQUIAL ENVOLVIDA 
(BRONQUIECTASIA / ROLHA) 

Ausente 
Acima 4ª 
geração 

Acima 5ª 
geração 

Acima 6ª 
geração e distal 

NÚMERO DE BOLHAS Ausente 
Unilateral 
(não > 4) 

Bilateral 
(não > 4) 

> 4 

ENFISEMA  
(N.º SEGMENTOS 
BRONCOPULMONARES) 

Ausente 01 a 05 > 5 

COLAPSO / CONSOLIDAÇÃO Ausente Subsegmental Segmental lobar 

 

 

4.3. Teste de Função Pulmonar (TFP): 

 

A função pulmonar foi avaliada por espirometria, em pacientes com idade superior 

a 7 anos. Os exames foram realizados pelo Laboratório de Fisiologia Pulmonar (LAFIP), 

no Centro de Investigação em Pediatria (CIPED), da Faculdade de Ciências Médicas, na 

Unicamp, utilizando-se o espirômetro modelo CPFS/D (MedGraphics, Saint Paul, 

Minnesota, EUA). Os dados foram registrados pelo software BREEZE PF Versão 3.8 B for 

Windows 95/98/NT. 

Quadro 5: Escore tomográfico de Bhalla (163) 
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O teste foi realizado com o paciente em pé, utilizando um clipe nasal. Inicialmente 

o paciente realizou uma inspiração máxima, até atingir a capacidade pulmonar total 

(CPT). O bocal do espirômetro foi colocado sobre a língua, entre os dentes e com os 

lábios cerrados, evitando o vazamento de ar. Após uma pausa pós-inspiratória (cerca de 3 

segundos), o paciente realizou uma manobra expiratória vigorosa e prolongada, de 

maneira a atingir o critério de reprodutibilidade da manobra de capacidade vital forçada 

(CVF). Durante o teste, foram avaliados os seguintes parâmetros: 

 

 Capacidade vital forçada (CVF): Diferença de volume entre a inspiração máxima 

e a expiração completa, medidas ao nível da boca, realizada rapidamente e com 

esforço máximo, medida em litros. Obtida solicitando-se que a criança realize uma 

inspiração máxima, até o nível da CPT, seguida por uma expiração rápida e 

intensa, mas prolongando sua duração, até que todo o ar seja expirado. 

 

 Volume expiratório forçado no primeiro segundo da CVF (VEF1): Volume de ar 

expirado, em litros, durante o primeiro segundo da CVF, sendo obtido a partir da 

manobra para obtenção da CVF. 

 

 Índice de Tiffenau (TIFF): Relação entre o VEF1 e a CVF (VEF1/CVF), expresso 

em porcentagem. 

 

 Fluxo expiratório forçado entre 25% e 75% da CVF (FEF25-75%): Fluxo de ar 

eliminado durante a parte central da CVF (entre 25 – 75% da curva da CVF). 

medido em litros por segundo (l/seg). 

 

Todos os parâmetros avaliados foram comparados com o valor predito, baseado 

na CPT de cada indivíduo, e a partir destes dados foram obtidos os percentuais (%) de 

cada parâmetro com relação aos valores preditos. Os resultados obedeceram as 

recomendações da European Respiratory Society (ERS) (187) e American Thoracic Society 

(ATS) (188). 
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PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO 

CVF ≥ 80% 

VEF1 ≥ 80% 

TIFF (VEF1/CVF) ≥ 80% 

FEF 25 – 75% ≥ 70% 

 

 

 

Os distúrbios ventilatórios foram classificados como (a) restritivo, (b) obstrutivo ou 

(c) misto e a gravidade como normal, leve, moderado ou grave.  

 

 

a. Distúrbio ventilatório restritivo (DVR): Caracterizado pela redução da capacidade 

pulmonar total (CPT). Ocorre quando a CVF está reduzida e as relações entre 

VEF1/CVF e o FEF 25-75% / CVF estão dentro dos parâmetros normais. 

 

DISTÚRBIO VENTILATÓRIO 
RESTRITIVO 

(DVR) 

PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO 

CVF < 80% 

VEF1 / CVF ≥ 80% 

FEF25-75% / CVF ≥ 80% 

  

 
 
 
 

 

CLASSIFICAÇÃO DA GRAVIDADE – CVF 
 

Normal > 80% 

Leve 60 – 79% 

Moderado 51 – 59% 

Grave ≤ 50% 

 

 

Quadro 6: Valores de referência para o exame espirométrico dentro 

dos parâmetros da normalidade. 

Quadro 7: Critérios de avaliação/classificação dos distúrbios ventilatórios 

restritivos (DVR), com base nos parâmetros observados pelo exame 

espirométrico 

Quadro 8: Classificação da gravidade do distúrbio 

ventilatório restritivo (DVR) na espirometria. 
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b. Distúrbio ventilatório obstrutivo (DVO): Caracterizado pela redução do fluxo aéreo. 

Quando a CVF se apresentava dentro dos parâmetros normais, o DVO foi identificado 

pelas seguintes características: (1) Redução do VEF1 e da relação entre VEF1/CVF, 

(2) Redução da relação VEF1/CVF em sintomáticos respiratórios, mesmo com o VEF1 

normal. 

 
DISTÚRBIO VENTILATÓRIO 

OBSTRUTIVO 
(DVO) 

 

PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO 

CVF ≥ 80% 

VEF1 < 80% 

VEF1 / CVF < 80% 

  

 

 

 

 

CLASSIFICAÇÃO DA GRAVIDADE - VEF1 

Normal > 80% 

Leve* 60 – 79% 

Moderado 41 – 59% 

Grave ≤ 40% 

 

 

O distúrbio ventilatório obstrutivo também foi avaliado somente pelos fluxos, 

quando os valores da CVF e VEF1 estavam dentro dos parâmetros de normalidade 

(Quadro 11), sendo classificado como DVO leve. 

 

DISTÚRBIO VENTILATÓRIO 
OBSTRUTIVO 

(DVO) 
Avaliado somente pelos 

fluxos respiratórios 

 
PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO 

 

CVF ≥ 80% 

VEF1 ≥ 80% 

VEF1 / CVF ≥ 80% 

FEF 25 - 75% < 70% 
  

 

 

Quadro 9: Parâmetros de avaliação/classificação dos distúrbios 

ventilatórios obstrutivos (DVO), com base no exame espirométrico. 

Quadro 10: Classificação da gravidade do distúrbio 

ventilatório obstrutivo (DVO) na espirometria. 

Quadro 11: Critérios de avaliação/classificação dos distúrbios ventilatórios 

obstrutivos (DVO), avaliados somente pelos fluxos expiratórios. com base 

nos parâmetros observados pelo exame espirométrico 
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c. Distúrbio ventilatório misto (DVM): Caracterizado pela redução da CVF e da relação 

entre VEF1/CVF. Neste caso foram utilizados os valores % da CVF e do VEF1. 

Quando CVF% - VEF1% ≥ 12, e os achados radiológicos demonstraram doença 

restritia significativa, foi caracterizado DVM. Se a relação entre CVF% - VEF1% ≥ 25, 

foi caracterizado DVO com CVF reduzida. A gravidade do DVM foi avaliada seguindo 

os mesmos parâmetros das classificações individuais do VEF1 e CVF.  

 

 

DISTÚRBIO VENTILATÓRIO 
MISTO 
(DVM) 

PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO 

CVF < 80% 

VEF1 / CVF < 80% 

CVF% - VEF1%** ≤ 12% 
  

 

 

Como o uso do broncodilatador não foi realizado de forma sistemática para todos 

os pacientes, os resultados Pós-BD não foram considerados no estudo. 

 

44..44..  AAvvaalliiaaççããoo  nnuuttrriicciioonnaall  

 

A avaliação nutricional foi realizada pelas medidas atuais de peso/idade, 

altura/idade e índice de massa corporal (IMC) (Peso [Kg] / altura [m]2). Em pacientes com 

idade entre 0 e 20 anos, o estado nutricional foi classificado de acordo com a curva 

antropométrica para percentil (quadro 13) (anexo 3). Em pacientes com idade superior a 

20 anos, a avaliação do estado nutricional foi realizada pelo IMC (quadro 14). Não foi 

possível incluir na avaliação nutricional o percentil de peso/idade e estatura/idade de 

pacientes acima de 20 anos, e pelo IMC, pacientes menores de 2 anos de idade, por falta 

de curva de referência.   

 

 

Quadro 12: Parâmetros de avaliação/classificação dos distúrbios 

ventilatórios mistos (DVM), com base no exame espirométrico. 
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CLASSIFICAÇÃO DO ESTADO 
NUTRICIONAL 

PERCENTIL DO IMC 

Desnutrição < 5% 

Ideal 5% - 85% 

Pré-obesidade 85% - 95%  

Obesidade > 95% 

 

 

CLASSIFICAÇÃO DO ESTADO 
NUTRICIONAL 

IMC 

Desnutrição < 18,5 

Ideal 18,5 – 24,9 

Pré-obesidade 25,0 – 29,9 

Obesidade ≥ 30 

 

 

 

55..  CCllaassssiiffiiccaaççããoo  ddooss  ppaacciieenntteess  ddee  aaccoorrddoo  ccoomm  aass  ccaarraacctteerrííssttiiccaass  ccllíínniiccaass  ee  

mmiiccrroobbiioollóóggiiccaass  

  

Os pacientes do grupo I foram classificados de acordo com o tipo de interação 

mantida entre o CBc e o hospedeiro, baseado-se nas evidências clínicas e laboratoriais 

que caracterizam infecção ou colonização, e baseando-se no número de culturas 

positivas para o agente em relação ao total de amostras coletadas que caracterizam a 

colonização/infecção como aguda (ou inicial), esporádica (ou intermitente) e crônica  (43). 

A colonização foi definida pela presença do CBc nas vias aéreas, evidenciada por 

culturas de amostras do trato respiratório positivas, porém sem evidências clínicas diretas 

(quadro 16) ou indiretas (resposta imune específica). A colonização foi definida como: (1) 

aguda (ou inicial) quando houve um único isolamento do microrganismo; (2) esporádica 

(ou intermitente) quando houve a presença de culturas intermitentemente positivas ou 

negativas para o microrganismo, sem que houvesse a repetição de isolamento em três 

culturas consecutivas; (3) crônica quando houve o isolamento consecutivo do agente, com 

intervalo inferior a três meses entre as coletas. 

Quadro 13: Classificação do estado nutricional de pacientes entre 2 e 

20 anos. 

Quadro 14: Classificação do estado nutricional de pacientes com 

idade superior a 20 anos 
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A infecção foi definida pela presença do CBc nas vias aéreas, evidenciada por 

culturas de amostras do trato respiratório positivas, com evidências clínicas diretas 

(quadro 16) ou indiretas (resposta imune específica). A infecção foi definida como: (1) 

aguda quando houve o primeiro isolamento do microrganismo, com sinais de infecção; (2) 

crônica quando houve o isolamento consecutivo do agente, com sinais de infecção, e com 

intervalo inferior a três meses entre as coletas (quadro 15).  

 

  

EESSTTÁÁGGIIOO  DDEE  CCOOLLOONNIIZZAAÇÇÃÃOO  //  IINNFFEECCÇÇÃÃOO  
CCRRIITTÉÉRRIIOOSS  

MMIICCRROOBBIIOOLLÓÓGGIICCOOSS  
CCRRIITTÉÉRRIIOOSS  CCLLÍÍNNIICCOOSS  

Colonização inicial (ou aguda) Detecção da primeira cultura 
positiva para o CBc no trato 
respiratório 

Sem evidências clínicas 
diretas ou indiretas de 
infecção 

Colonização esporádica (ou intermitente) Culturas intermitentemente 
positivas ou negativas para o 
CBc 

Sem evidências clínicas 
diretas ou indiretas de 
infecção 

Colonização crônica Culturas positivas para o CBc 

persistentes, com intervalo 
<3 meses entre as coletas 

Sem evidências clínicas 
diretas ou indiretas de 
infecção 

Infecção aguda Detecção da primeira cultura 
positiva para o CBc no trato 
respiratório 

Com evidências clínicas 
diretas ou indiretas de 
infecção 

Infecção crônica Culturas positivas para o CBc 

persistentes, com intervalo 
<3 meses entre as coletas 

Com evidências clínicas 
diretas ou indiretas de 
infecção 

 
 
  
  
  

SSIINNAAIISS  EE  SSIINNTTOOMMAASS  DDEE  EEXXAACCEERRBBAAÇÇÃÃOO  PPUULLMMOONNAARR  NNAA  

FFIIBBRROOSSEE  CCÍÍSSTTIICCAA  

Aumento da tosse 

Aumento da produção de escarro 

Febre 

Anorexia e perda de peso 

Absenteísmo na escola ou no trabalho 

Diminuição da tolerância aos exercícios 

Diminuição da SaO2 

Novos achados à ausculta pulmonar 

Novos achados ao raio-X de tórax 

Redução de mais de 10% no VEF1 

  

Quadro 15: Classificação do tipo de interação entre o CBc e o hospedeiro. (43) 

Quadro 16: Sinais e sintomas de exacerbação pulmonar na fibrose 

cística. (8) 
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66..  AAvvaalliiaaççããoo  mmiiccrroobbiioollóóggiiccaa  ddoo  ttrraattoo  rreessppiirraattóórriioo  
 

A avaliação microbiológica do trato respiratório (TR) foi realizada por meio da 

cultura de diversos tipos de amostras, variando de acordo com as condições clínicas do 

paciente e/ou necessidades diagnósticas: escarro (ESC), secreção de orofaringe (SOF) e, 

eventualmente, secreção traqueal (SET) e lavado brônquico-alveolar (BAL). Foram 

obtidas, preferencialmente, o mínimo de três (03) amostras de secreções do TR dos 

pacientes / ano. 

 

66..11..  CCoolleettaa  ddaass  aammoossttrraass::  

 

As amostras foram coletadas no Ambulatório de Pediatria do HC – UNICAMP, por 

profissionais especializados, preferencialmente por fisioterapeutas, ou eventualmente por 

enfermeiros e clínicos. Eventualmente, as amostras foram obtidas na Enfermaria do HC, 

quando o paciente esteve hospitalizado, ou no Pronto-Socorro. 

 

66..11..11..  EEssccaarrrroo  

 

Em pacientes jovens e adultos, foram obtidas amostras de escarro (ESC). Para os 

pacientes que apresentavam habilidade para expectorar voluntariamente a secreção, 

foram utilizados recursos de fisioterapia respiratória e inalação com solução salina 

hipertônica (NaCl 3,0 – 5,0%), com a finalidade de induzir o escarro e facilitar a coleta de 

uma amostra representativa. Em ambas as situações a amostra foi coletada após a 

higienização da boca, em frasco seco, estéril e com tampa de rosca. Após a coleta, as 

amostras foram mantidas refrigeradas até o seu processamento no laboratório. 

 

66..11..22..  SSeeccrreeççããoo  ddee  oorrooffaarriinnggee  

 

Em crianças e outros pacientes que apresentaram incapacidade de emissão 

espontânea ou induzida de escarro, foram utilizados recursos de fisioterapia respiratória 

para induzir a tosse e, em seguida, com o auxílio de um abaixador de língua, as amostras 

de secreção da orofaringe foram coletadas com a utilização de um swab estéril para 

“pescar” a secreção. Após a coleta, o swab foi colocado em um frasco contendo o meio 

de transporte Stuart, com a finalidade de preservar a amostra e garantir a viabilidade dos 
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microrganismos. Após a coleta, os frascos foram mantidos refrigerados por, no máximo, 2 

horas até o seu processamento no laboratório.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

66..11..33..  SSeeccrreeççããoo  TTrraaqquueeaall  ee  llaavvaaddoo  bbrrôônnqquuiioo--aallvveeoollaarr  

 

Eventualmente foram obtidas amostras de Secreção Traqueal (SET) e Lavado 

Brônquico Alveolar (BAL), quando os pacientes estiveram hospitalizados. Nestes casos, o 

material foi colhido, respectivamente, por meio de aspiração e broncoscopia, por equipe 

médica especializada, na enfermaria do Hospital das Clínicas. As amostras de BAL foram 

colhidas em 3 a 4 frascos estéreis e diluídas em salina estéril, com volume total variando 

entre 20 a 100 ml. O aspirado de secreção traqueal com sonda, foi diluído no ato da 

coleta, em cerca de 10 ml de solução salina. 

 

66..22..  BBaacctteerriioossccooppiiaa  

 

Os critérios de triagem variaram de acordo com as amostras. A bacterioscopia foi 

feita por meio de esfregaço em lâmina de vidro com coloração de Gram, com a finalidade 

de realizar uma triagem e avaliação da qualidade das amostras. Foi desejável que o 

número de células epiteliais fosse inferior à 10 e o número de polimorfonucleares (PMN) 

superior a 25, em aumento de 100x nas amostras de escarro e secreção traqueal. As 

lâminas para bacterioscopia das amostras de lavado brônquio-alveolar foram feitas em 

citocentrífuga. Todas as amostras foram processadas, independente da contagem de 

células. Não foi realizada a triagem para as amostras de secreção de orofaringe, pela falta 

de um protocolo adequado e devido à pequena quantidade de material que pode ser 

coletado por esta técnica. 

Meio de Stuart – Semi sólido 

Composição: 
· Tioglicolato de Sódio: 1.00 g/l 
· Glicerofosfato de Sódio: 10.00 g/l 
· Cloreto de Cálcio: 0.10 g/l 
· Azul de Metileno: 0.002 g/l 
· Agar: 3.00 g/l 
pH final: 7.4  

Figura 8: Swab com Meio de Stuart, utilizado para coleta de secreção de 

orofaringe 
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66..33..  CCuullttuurraa::  

 

66..33..11..  EEssccaarrrroo  ee  SSeeccrreeççããoo  ddee  oorrooffaarriinnggee::      

 

Com o auxílio de uma alça calibrada de níquel-cromo, foi semeada uma alçada (10 

l) de escarro, por método semi-quantitativo (técnica do esgotamento), nos meios de 

cultura Ágar Sangue (AS), Ágar Chocolate (ACHOC), Ágar MacConkey (MC), 

Burkholderia Cepacia Selective Agar (BCSA) e Ágar Manitol (MAN) (Oxoid® Ltd., 

Cambridge, UK). A semeadura das amostras de secreção de orofaringe foi realizada 

rolando-se o “swab” em um dos quadrantes da placa e, em seguida, com o auxílio de uma 

alça de níquel-cromo, as amostras foram semeadas por método semi-quantitativo (técnica 

do esgotamento). 

 

66..33..22..  SSeeccrreeççããoo  ttrraaqquueeaall::  

 

 Com o auxílio de uma alça descartável calibrada de 1 e 10L ou com uma pipeta 

automática do tipo Eppendorff®, foram semeados 1 e 10 L, por método semi-quantitativo 

(técnica do esgotamento), nos meios de cultura Ágar Sangue (AS), Ágar Chocolate 

(ACHOC), Ágar MacConkey (MC), Burkholderia Cepacia Selective Agar (BCSA) e Ágar 

Manitol (MAN) da amostra previamente diluída e homogeneizada em cerca de 10 mL de 

salina 0,9% esteril. A diluição final foi respectivamente 1:1000 e 1:10.000.  

 

66..33..33..  LLaavvaaddoo  bbrrôônnqquuiioo--aallvveeoollaarr::  

 

Inicialmente, foram feitas as diluições da amostra em 1:100 e 1:1000.  Para obter a 

diluição 1:100, foi diluído 1ml da amostra em 9 ml de solução salina 0,9%. A diluição 

1:1000 foi obtida diluindo-se 1 ml da amostra anterior (1:100) em 9 mL de salina. Em 

seguida, foram semeados, por método quantitativo, 100 l de cada diluição nos meios de 

cultura Ágar Sangue (AS), Ágar Chocolate (ACHOC), Ágar Mac Conkey (MC), 

Burkholderia Cepacia Selective Agar (BCSA) e Ágar Manitol (MAN).  
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6.3.4. IInnccuubbaaççããoo  ee  aavvaalliiaaççããoo  ddoo  ccrreesscciimmeennttoo:: 

 

As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à temperatura de 36 ± 1ºC, 

com CO2 (AS e ACHOC) e sem CO2 (MC, MAN e BCSA), por um período de 24 – 72 

horas, com avaliação do crescimento microbiano a cada 24 horas. Quando não houve 

crescimento bacteriano neste período, as placas de BCSA e MC foram mantidas em 

estufa bacteriológica por até 7 dias. A avaliação das amostras de SET e BAL foi 

quantitativa e o resultado expresso em n.º UFC/ml (Unidades formadoras de colônias por 

ml), entretanto, ao contrário do que ocorre com pacientes não fibrocísticos, foram 

consideradas positivas quaisquer contagens de bactérias do grupo dos “bacilos não 

fermentadores de glicose” e outras de interesse. O ponto de corte para caracterizar 

infecção será de 106 UFC/ml. A avaliação de crescimento nas demais amostras foi semi-

quantitativa. 

 

 

  

  

  

  

  

  

66..44..  IIddeennttiiffiiccaaççããoo  ddooss  mmiiccrroorrggaanniissmmooss::  

 

A identificação dos microrganismos foi realizada por 4 métodos: (1) identificação 

fenotípica por meio de testes bioquímicos convencionais, (2) identificação fenotípica por 

meio de equipamento de automação em microbiologia – Vitek®2 Compact (bioMeriéux 

Vitek Inc., St. Louis, MO), (3a) identificação genotípica do Complexo Burkholderia cepacia 

– PCR do gene recA, (3b) identificação genotípica dos genomovares do Complexo 

Burkholderia cepacia – PCR espécie-específica e (4) sequenciamento do gene recA das 

cepas com PCR inconclusivo. 

Figura 9: Semeadura pelos métodos (a) quantitativo e (b) 

qualitativo ou método do esgotamento 

a b 
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formação de água. O sistema citocromo é geralmente encontrado em microrganismos 

aeróbios, microaerófilos e anaeróbios facultativos, mas nunca em microrganismos 

anaeróbios estritos. A prova de citocromo-oxidase utiliza certos corantes, como o que 

substitui o oxigênio como aceptor artificial de elétrons. No estado reduzido, o corante é 

incolor; entretanto, em presença de citocromo oxidase e de oxigênio atmosférico, a p-

fenilenodiamina é oxidada e forma azul-de-indofenol. A atividade da oxidase foi testada 

utilizando-se a solução N-N-N-Tetrametylparaphenilenediamine dihydrochloride em papel 

de filtro. Como controle positivo, foi utilizada a cepa ATCC 27853 – Pseudomonas 

aeruginosa. As reações foram consideradas positivas, quando ocorreram após 10 

segundos, fracamente positivas, se ocorrerem entre 10 a 30 segundos, ou negativas 

quando não ocorreu reação após 30 segundos (42,47,137,189). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em seguida os bacilos Gram negativos, foram submetidos à prova de oxidação-

fermentação de Hugh e Leifson (190), com o objetivo de selecionar os microrganismos não 

fermentadores de glicose. Os microrganismos sacarolíticos degradam a glicose por via 

oxidativa ou fermentativa. Os produtos finais da fermentação são ácidos mistos 

relativamente fortes, que podem ser detectados por provas de fermentação 

convencionais. Entretanto, os ácidos formados na degradação oxidativa da glicose são 

muito fracos, e para detectá-los é necessário um meio mais sensível, como o de 

oxidação-fermentação de Hugh e Leifson (meio OF), que difere dos utilizados para 

fermentação nos seguintes aspectos: (1) a concentração de peptona está reduzida de 1% 

para 0,2%; (2) a concentração de carboidrato está aumentada de 0,5% para 1%; (3) a 

concentração de ágar está reduzida de 1,5% para 0,3%, tornando o meio semi-sólido. 

A baixa relação proteína/carboidrato diminui a formação de aminas alcalinas que 

neutralizam as pequenas quantidades de ácidos fracos que podem ser formados a partir 

Figura 11: Prova da oxidase utilizando-se a solução N-N-N-

Tetrametylparaphenilenediamine dihydrochloride em papel de filtro. 

(a) Prova positiva, (b) Prova negativa. 

a b 
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A partir dos resultados preliminares, os bacilos Gram negativos, não 

fermentadores de glicose e resistentes à polimixina foram submetidos aos demais testes, 

conforme o quadro 17. As técnicas foram realizadas e os resultados interpretados 

conforme descrito anteriormente (42,47,137,189). Foram utilizadas cepas ATCC para controles 

positivos e negativos de todos os testes. 

 

TESTES BIOQUÍMICOS 
 

1. Utilização de carboidratos – Meio OF de 
Hugh e Leifson para metabolismo de: 

 Os procedimentos de semeadura, incubação e leitura dos 
testes para todos os carboidratos foram realizados de 
maneira idêntica à descrita para a avaliação do metabolismo 
de glicose. 

 Controles positivos: OF Maltose (ATCC 13883 Klebsiella 

pneumoniae), OF Sacarose (ATCC 13048 Enterobacter 

aerogenes), OF Lactose (ATCC 13047 Enterobacter cloacae), 
OF Xilose (ATCC 13048 Enterobacter aerogenes) 

a. OF Glicose 

b. OF Maltose 

c. OF Sacarose 

d. OF Lactose 

e. OF Xilose 

2. Utilização de aminoácidos – Meio de 
Möeller para a descarboxilação de: 

 Com o auxílio de uma alça bacteriológica, foram semeadas 
nos meios cerca de 8 – 10 colônias de bactérias, com a 
finalidade de se obter um inóculo denso. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por até 7 
dias, com avaliação de crescimento a cada 24 horas. 

 Os tubos de aminoácidos foram comparados com o tubo de 
controle (Base de Möeller). As provas foram consideradas 
positivas quando os meios se apresentaram com coloração 
púrpura. 

 Controles positivos: Lisina (LMG 958 Stenotrophomonas 

maltophilia), Arginina (ATCC 27853 Pseudomonas 

aeruginosa), Ornitina (ATCC 13047 Enterobacter cloacae) 

a. Lisina 

b. Ornitina 

c. Arginina 

d. Controle – Base de Möeller 

3. Utilização de ágar Citrato de Simmons  Com o auxílio de uma alça bacteriológica, foram semeadas na 
superfície do meio de 2 – 3 colônias de bactérias. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por até 7 
dias, com avaliação de crescimento a cada 24 horas. 

 As provas foram consideradas positivas quando a coloração 
do meio foi modificada para azul no pico, se estendendo para 
todo o meio. 

 Controle positivo: (ATCC 13048 Enterobacter aerogenes). 
Controle negativo (ATCC 25922 Escherichia coli) 

4. Hidrólise de esculina  Com o auxílio de uma alça bacteriológica, foram semeadas na 
superfície do meio de 2 – 3 colônias de bactérias. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por até 7 
dias, com avaliação de crescimento a cada 24 horas. 

 As provas foram consideradas positivas quando ocorreu a 
formação de um precipitado negro no tubo, a partir de 6 
horas de incubação. A prova negativa foi evidenciada pela 
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coloração castanho escuro do meio. 
 Controle positivo: (ATCC 7965 Aeromonas hydrophila). 

Controle negativo: ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa) 

5. Caldo para teste de produção de Indol  Com o auxílio de uma alça bacteriológica, foram semeadas 
cerca de 2 – 3 colônias de bactérias em caldo TSB ou BHI. E 
acrescidos de 5 gotas de xilol. O tubo foi agitado em vórtex e, 
em seguida, foram adicionadas 5 gotas de reativo de Erlich. 

 As provas foram consideradas positivas quando houve a 
fomação de um anel violeta na superfície do tubo. 

 Controle positivo: LMG 8337 C. indologenes 

6. Tubo com caldo NaCl 6,5%  Com o auxílio de uma alça bacteriológica, foram cerca de 2 – 
3 colônias de bactérias no caldo de NaCl 6,5%. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por até 7 
dias, com avaliação de crescimento a cada 24 horas. 

 As provas foram consideradas positivas quando foi observada 
a turbidez ou mudança de coloração do meio para violeta. 

 Controle positivo: (ATCC 29200 Enterococcus faecalis) 

7. Meio de Nitrato (redução de NO3 a 
NO2) e NO2 – gás 

 Com o auxílio de uma alça bacteriológica, foram semeadas 
cerca de 2 – 3 colônias no meio líquido com tubo de Duhran. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por até 7 
dias, com avaliação de crescimento a cada 24 horas. 

 Foi adicionado 1,0 ml do reagente A (α-naftilamina) e 1,0 ml 
do reagente B (ácido sulfanílico).  

 A formação de coloração vermelha 30 segundos após a 
adição dos reagentes indica a presença de nitritos e a reação 
positiva para a redução de nitratos. A formação de bolhas no 
tubo de Duhran indica a formação de gás. 

 Controle positivo: (ATCC  25922 Escherichia coli) 

8. Tubo com gelatina  Com o auxílio de uma alça bacteriológica, foram semeadas 
cerca de 2 – 3 colônias de bactérias na solução salina 0,85% e 
foi adicionado um pedaço de filme de gelatina. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por até 7 
dias, com avaliação de crescimento a cada 24 horas. 

 As provas foram consideradas positivas pela formação de um 
precipitado cinza no fundo do tubo. 

 Controle positivo: (ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa) 

9. Disco de Polimixina-B A prova foi realizada e interpretada como descrito no texto 

10. Disco de Imipenem  Com o auxílio de um swab foi preparada uma suspensão 
bacteriana na escala 0,5 de Mac farland, em cerca de 3,0 ml 
de solução salina estéril, 0,85%. 

 Os inóculos foram semeados em águar Müller Hinton e foi 
colocado o disco de Imipenem (10 µg) ou e-Test®. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por 24 horas. 

 A interpretação do teste foi feita de acordo com o CLSI 
vigente. 

 Controle positivo (Resistente): (LMG 958 Stenotrophomonas 

maltophilia) 



 

C
ap

ít
u

lo
: C

as
u

ís
ti

ca
 e

 M
é

to
d

o
s 

101 
 

11. Ágar de DNAse  Com o auxílio de uma agulha bacteriológica, foram semeadas 
em “spot” (círculo de cerca de 1 cm de diâmetro), cerca de 2 
– 3 colônias de bactérias. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por até 72 
horas, com avaliação de crescimento a cada 24 horas. 

 Foram adicionadas algumas gotas de HCl e a leitura foi 
realizada após 5 minutos. 

 As provas foram consideradas positivas pela formação de um 
halo transparente ao redor das colônias. 

 Controle positivo: (LMG 958 Stenotrophomonas maltophilia) 

12. Discos de PYR  Com o auxílio de pinça, os discos de PYR foram colocados 
sobre a cultura de bactérias. 

 O disco impregnado de bactérias foi retirado e incubado em 
uma placa vazia, com umidade, por 4 horas. O disco foi 
colocado sobre uma lâmina e foi depositada 1 gota da 
solução reagente que acompanha o teste. 

 As provas foram consideradas positivas pela presença de 
coloração rosa. Na prova negativa, a coloração permanece 
amarela (cor do reagente). 

 Controle positivo: (ATCC Enterococcus faecalis) 

13. Discos de ONPG  Com o auxílio de um swab foi preparada uma suspensão 
bacteriana densa em 1,0 ml de solução salina estéril, 0,85%. 
Em seguida foi adicionado 1 disco de ONPG. 

 As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à 
temperatura de 36 ± 1ºC, em atmosfera de CO2, por 6 horas, 
com avaliação a cada 1 hora. Quando o resultado apresentou-
se negativo em 6 horas, o tubo foi mantido em estufa por até 
24 horas e a leitura foi repetida. 

 A prova foi considerada positiva quando a suspensão mudou 
de coloração para amarelo. 

 Controle positivo (Resistente): (LMG 958 Stenotrophomonas 

maltophilia) 

14. Teste de oxidase A prova foi realizada e interpretada como descrito no texto 

15. Teste de motilidade A prova foi realizada e interpretada como descrito no texto 

 

 

 Para a caracterização do Complexo Burkholderia cepacia foram considerados os 

bacilos Gram negativos não fermentadores de glicose oxidativos, resistentes à polimixina-

B, arginina negativos, motilidade-positivos. A produção de ácidos a partir dos demais 

carboidratos – sacarose, maltose, lactose, xilose foi variável, assim como as demais 

provas. A tabela 5 mostra a variedade de provas entre os genomovares. 

 

 

Quadro 17: Principais testes bioquímicos utillizados na identificação fenotípica dos bacilos Gram negativos não 

fermentadores de glicose. 
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I Burkholderia cepacia 1 1 2 2 1 2 1 2 1 1 3 2 1 2 2 2 2 1 2 

II Burkholderia multivorans 1 1 2 2 1 1 1 2 1 2 3 3 1 2 2 1 1 1 1 

III Burkholderia cenocepacia 1 1 2 2 1 2 1 1 1 1 3 2 1 2 2 2 2 1 2 

IV Burkholderia stabilis 1 1 3 3 1 1 2 2 2 1 3 1 2 1 3 2 1 1 3 

V Burkholderia vietnamiensis 1 1 3 3 1 1 1 1 2 1 3 3 1 3 3 2 2 1 1 

VI Burkholderia dolosa 1 1 3 3 1 1 1 3 1 3 3 3 1 3 3 1 1 1 1 

VII Burkholderia ambifaria 1 1 3 2 1 1 1 1 1 1 3 3 2 1 2 2 1 1 2 

VIII Burkholderia anthina 1 1 3 3 1 1 1 2 1 2 3 3 1 3 2 2 1 1 2 

IX Burkholderia pyrrocinia 1 2 2 3 1 1 1 2 1 1 3 2 1 2 2 3 1 1 2 

 

 

  

66..44..22..  IIddeennttiiffiiccaaççããoo  ffeennoottííppiiccaa  ––  SSiisstteemmaa  AAuuttoommaattiizzaaddoo  VViitteekk22®®  

 

A identificação de microrganismos pelo sistema Vitek®2 (BioMeriéux) é efetuada 

com base nas características bioquímicas dos microrganismos, que permitem a 

diferenciação entre as espécies, previamente armazenadas no banco de dados do 

software. Quando não é reconhecido um padrão único de identificação, o sistema fornece 

uma lista de possíveis microrganismos e sugestões quanto a testes suplementares 

necessários para completar a identificação. Quando é conhecido um padrão único de 

identificação, o equipamento emite um laudo com os resultados dos testes realizados e o 

nome do microrganismo. 

 

66..44..22..11..  PPrreeppaarraaççããoo  ddoo  iinnóóccuulloo::  

  

Inicialmente foram transferidos, assepticamente, 3,0 ml de solução salina estéril 

(NaCl – 0,45% – 0,50%, pH 4,5 – 7,0) para um tubo de ensaio de plástico (poliestireno),  

transparente (12 mm x 75 mm). Com o auxílio de um “swab” estéril, foram transferidas 

cerca de 2 – 3 colônias, a partir de uma cultura pura, com menos de 24 horas, para o tubo 

com solução salina preparado na etapa anterior, com o objetivo de preparar uma 

Tabela 5: Principais testes bioquímicos utillizados na identificação fenotípica dos genomovares do Complexo Burkholderia cepacia. 

(1)= Positivo >90% cepas positivas, (2)=Variável < 90% das cepas positivas, (3)=Negativo – Nenhuma cepa positiva. (48) 
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suspensão de microrganismo homogênea, com densidade de 0,50 – 0,63 no padrão de 

McFarland, que foi confirmada através do calibrador Densichek™ - Vitek2, BioMeriéux. 

Em seguida, os tubos contendo as suspensões foram colocados em um suporte 

denominado de cassete (figura 3). Em cada uma das suspensões foram acoplados os 

cartões GN de identificação (figura 4), que contém as provas bioquímicas listadas na 

Tabela 5, em poços, numerados de 1 – 64.  
 

POÇO TESTE MNEMÔNICA QUANTIDADE/POÇO 

2 Ala-Fe-pro-Arilamidase APPA 0,0384 mg 

3 Adonitol ADO 0,1875 mg 

4 L-Pirrolidonil - Arilamidase PyrA 0,0,18 mg 

5 L-Arabitol lARL 0,3 mg 

7 D-Celobiose dCEL 0,3 mg 

9 Beta-Galactosidase BGAL 0,036 mg 

10 Produção de H2S H2S 0,0024 mg 

11 Beta-N-Acetil-Glucosaminidase BNAG 0,0408 mg 

12 Glutamil Arilamidase pNA AGLTp 0,0324 mg 

13 D-Glucose dGLU 0,3 mg 

14 Gama-Glutamil-Transferase GGT 0,0228 mg 

15 Fermentação / Glicose OFF 0,45 mg 

17 Beta-Glucosidase BGLU 0,036 mg 

18 D-Maltose dMAL 0,3 mg 

19 D-Manitol dMAN 0,1875 mg 

20 D-Manose dMNE 0,3 mg 

21 Beta-xilosidase BXYL 0,0324 mg 

22 Beta-Alanina arilamidase pNA BAlap 0,0174 mg 

23 L-Prolina Arilamidase ProA 0,0234 mg 

26 Lipase LIP 0,0192 mg 

27 Palatinose PLE 0,3 mg 

29 Tirosina Arilamidase TyrA 0,0276 mg 

31 Urease URE 0,15 mg 

32 D-Sorbitol dSOR 0,1875 mg 

33 Sacarose / Sucrose SAC 0,3 mg 

34 D-Tagatose dTAG 0,3 mg 

35 D-Trealose dTRE 0,3 mg 

36 Citrato (sódio) CIT 0,054 mg 

37 Malonato MNT 0,15 mg 

39 5-Queto-D-Gluconato 5KG 0,3 mg 
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40 Alcalinização L-Lactato ILATk 0,15 mg 

41 Alfa-Glucosidase AGLU 0,036 mg 

42 Alcalinização Sucinato SUCT 0,15 mg 

43 Beta-N-Acetil-Glucosaminidase NAGA 0,0306 mg 

44 Alfa-Galactosidase AGAL 0,036 mg 

45 Fosfatase PHOS 0,0504 mg 

46 Assimilação Glicina Arilamidase GlyA 0,012 mg 

47 Ornitina descarboxilase ODC 0,3 mg 

48 Lisina descarboxilase LDC 0,15 mg 

52 Base descarboxilase ODEC NA 

53 Assimilação L-histidina lHISa 0,087 mg 

56 Cumarato CMT 0,126 mg 

57 Beta-Glucoronidase BGUR 0,0378 mg 

58 Resistência O/129 (comp.vibrio) O129R 0,0105 mg 

59 Glu-Gli-Arg-Arilamidase GGAA 0,0576 mg 

61 Assimilação L-Malato lMLTa 0,042 mg 

62 ELLMAN ELLM 0,03 mg 

64 Assimilação L-Lactato lLATa 0,186 mg 

 

  

 Cada cartão de identificação contém um condutor que fica imerso na suspensão 

bacteriana e permite sua transferência para o interior dos poços. Os cassetes contêm 

espaços numerados de 1 – 10, que permitem a manipulação de 10 amostras / análise. 

Um pré-registro das informações referentes as amostras x cassetes foi realizado em uma 

planilha de trabalho, que serviu como base para a inserção de dados no software do 

equipamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 6: Conteúdo dos cartões GN de identificação bioquímica para bacilos Gram 

negativos – Vitek®2 Compact (bioMeriéux Vitek Inc., St. Louis, MO) 

Figura 14: Folha de registro de trabalho do cassete 
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66..44..22..44..  LLeeiittuurraa  ddooss  ccaarrttõõeess  ddee  iiddeennttiiffiiccaaççããoo::  

 

A cada 15 minutos, o leitor do equipamento retira um cartão e devolve à posição 

original. Durante este processo, um feixe luminoso passa pelos poços dos cartões, 

verificando a turbidez, e alterações de coloração que caracterizam reações positivas ou 

negativas, de acordo com as alterações dos indicadores de pH, e as informações são 

registradas no sistema. Após 24 horas, o equipamento emite um laudo para cada cartão, 

onde registra os resultados das provas de identificação executadas, o nome do 

microrganismo identificado e o nível de qualidade da identificação. 

 Como controle de qualidade foram utilizadas as cepas-padrão, adquiridas da 

American Type Culture Collection (ATCC) (191) e Belgian Co-ordinated Collections of 

Microrganisms (BCCM / LMG) (192) (Tabelas 6 e 7). Todos os microrganismos identificados 

como Complexo Burkholderia cepacia e demais bacilos Gram negativos não 

fermentadores de glicose, resistentes à Polimixina-B, com identificação duvidosa foram 

catalogadas e armazenados em meio BHI (Brain Heart Infusion) com 15% de glicerol, á 

temperatura de -80ºC para posterior identificação molecular. 

CEPA MICRORGANISMO 

LMG 19182 Burkholderia ambifaria 

LMG 16670 Burkholderia anthina 

LMG 16654 Burkholderia cenocepacia 

LMG 16656 Burkholderia cenocepacia – IIIA 

LMG 18829 Burkholderia cenocepacia – IIIB 

LMG 19230 Burkholderia cenocepacia – IIIC 

LMG 21462 Burkholderia cenocepacia – IIID 

LMG 1222 Burkholderia cepacia 

LMG 17997 Burkholderia cepacia 

LMG 18943 Burkholderia dolosa 

LMG 13010 Burkholderia multivorans 

LMG 18822 Burkholderia multivorans 

LMG 14191 Burkholderia pyrrocinia 

LMG 14291 Burkholderia stabilis 

LMG 14294 Burkholderia stabilis 

LMG 10929 Burkholderia vietnamiensis 

LMG 18836 Burkholderia vietnamiensis 

 

Tabela 7: Cepas – padrão (type strains) dos genomovares do Complexo 

Burkholderia cepacia (para controle positivo) 
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CEPA MICRORGANISMO 

LMG 1041 Acinetobacter baumannii 

LMG 1231 Achromobacter denitrificans 

LMG 1873 Achromobacter piechaudii 

LMG 1863 Achromobacter xylosoxidans 

LMG 22680 Alcaligenes faecalis parafaecalis 

LMG 1131 Alcaligenes odorans 

LMG 2216 Burkholderia gladioli 

LMG 8337 Chryseobacterium indologenes 

LMG 5886 Cupriavidus gilardii 

LMG 1195 Cupriavidus metallidurans 

LMG 3244 Cupriavidus pauculus 

LMG 12279 Elizabethkingia meningoseptica 

LMG 20952 Inquillinus limosus 

LMG 16407 Pandoraea apista 

LMG 18379 Pandoraea norimbergensis 

LMG 18087 Pandoraea pnomenusa 

LMG 18106 Pandoraea pulmonicola 

LMG 18819 Pandoraea sputorum 

ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa 

LMG 1224 Pseudomonas alcaligenes 

LMG 7041 Pseudomonas luteola 

LMG 1223 Pseudomonas mendocina 

LMG 21609 Pseudomonas monteilli 

LMG 7040 Pseudomnas oryzihabitans 

LMG 2257 Pseudomonas putida 

LMG 21421 Ralstonia insidiosa 

LMG 6866 Ralstonia mannitolilytica 

LMG 5942 Ralstonia picketti  

LMG 958 Stenotrophomonas maltophilia 

LMG 1229 Alcaligenes faecalis faecalis 

LMG 1232 Bordetella bronchiseptica 

LMG 21510 Cupriavidus respiraculi 

LMG 1225 Pseudomonas pseudoalcaligenes 

LMG 11199 Pseudomonas stutzeri 

LMG 17761 Pseudomonas veronii 

LMG 140 Rhizobium radiobacter 

 
Tabela 8: Cepas – padrão (type strains) de outros bacilos Gram negativos 

Não fermentadores (para controle negativo) 
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66..44..33..22..  QQuuaannttiiffiiccaaççããoo  ddoo  DDNNAA::  

 

O DNA genômico foi quantificado por espectrofotometria, pelo NanoVue®, General 

Eletric Company. Foram pipetados 2,0 µl de H2O Milli-Q esterilizada para fazer a 

calibração do equipamento e, em seguida, 2,0 µl de DNA previamente ressuspendido em 

H2O (1:10). Foram utilizadas as amostras que apresentaram razão entre as absorbâncias 

A260/A280 entre 1,7 – 1,9 (193). Variações fora deste intervalo indicam presença de 

impurezas na amostra, neste caso, foi realizada a purificação da amostra e, quando 

necessário, repetida a extração do DNA até que fosse obtida uma amostra adequada. As 

amostras com boa qualidade de pureza foram diluídas em H2O Milli-Q esterilizada para a 

concentração final de 50 ng/µl para posterior amplificação no termociclador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

66..44..33..33..  PPCCRR  

 

 Inicialmente foi realizada a amplificação do gene recA com os primers BCR1 

(TGACCGCCGAGAAGAGCAA) e BCR2 (CTCTTCTTCGTCCATCGCCC), que são específicos 

para o Complexo Burkholderia cepacia e geram um produto de 1040 pb. Para testar a 

especificidade dos primers, foram utilizadas cepas-padrão dos 9 genomovares do 

Complexo Burkholderia cepacia (tabela 6) como controle positivo e, como controle 

negativo, foram utilizadas outros 35 bacilos Gram negativos não fermentadores (tabela 7).  

 As PCRs foram preparadas com um volume total de 21µl, contendo: 2,0 µl Tampão 

(10x Taq Buffer with KCl – 100mM Tris-HCl, pH 8.8 at 25ºC + 500mM KCl + 0,8% Nonidet 

P40), 1,5 µl de MgCl2 25mM, 1,5 µl de dNTP 2mM, 0,5 µl de cada primer (BCR1 e BCR2) 

Figura 18: Quantificação do DNA (NanoVue®, General Eletric Company) 
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100ρmol/µl, 0,3 µl da enzima Taq Polimerase (1,25u/50 µl), 1,0 µl de dimetilsulfóxido 

(DMSO) e 1,0 µl do DNA genômico diluído (50ng/µl). O volume de cada reação foi 

completado com 12,7 µl de H2O Milli-Q esterilizada.  

 Os genes foram amplificados no termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf, 

pela técnica de “Touch down”, com o objetivo de melhorar a qualidade do anelamento do 

primers. Foram realizados 2 ciclos na seguinte seqüência: (1) desnaturação à 94ºC, por 5 

minutos; (2) anelamento à 69ºC por 45 segundos, e (3) extensão à 72ºC, por 1 minuto e 

30 segundos. Em seguida, foram repetidos os passos (1) por 30 segundos e (2) com 

redução de 1ºC a cada 2 ciclos até chegar à temperatura de 64,0ºC, considerada ideal 

para o anelamento dos primers, (3) extensão à 72ºC, por 1 minuto e 30 segundos, 

condições nas quais foram realizados 35 ciclos. Em seguida a reação permaneceu em 

Hold à 10ºC (modificado da referência 142). 

 

66..44..33..44..  NNeesstteedd  PPCCRR::  

 

 Os produtos da amplificação com os primers BCR1 e BCR2, foram submetidos à 

uma segunda amplificação com os primers específicos para cada um dos 9 genomovares 

do Complexo Burkholderia cepacia (tabela 5). Todas as reações foram feitas em 

duplicata, sendo que no primeiro teste foi utilizado produto da primeira amplificação (PCR 

do gene recA) e no segundo foi utilizado o DNA genômico diluído (50 ng/µl). As reações 

de PCR foram preparadas nas mesmas condições já citadas, porém, com variação da 

temperatura de anelamento para cada primer (tabela 8). As cepas-padrão citadas 

anteriormente foram utilizadas com a finalidade de testar a especificidade dos primers. 

Todas as reações incluíram, pelo menos, um controle positivo (cepa conhecida de cada 

um dos genomovares do C. B. cepacia) e um controle negativo (amostra sem adição de 

DNA). 
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GENOMOVAR PRIMER SEQUÊNCIA (5´- 3') 
TEMPERATURA 
ANELAMENTO 

TAMANHO DO 
PRODUTO (PB) 

B. cepacia 
BCRG11 a 
BCRG12 

a
 

CAGGTCGTCTCCACGGGT 
CACGCCGATCTTCATACGA 

66,1ºC 492 

B. multivorans 
BCRBM1 a 
BCRBM2 a 

CGGCGTTCAACGTGCCGGAT 
TCCATCGCCTCGGCTTCGT 

66,1ºc 714 

B. cenocepacia III-A 
BCRG3A1 a 
BCRG3A2 a 

GCTCGACGTTCAATATGCC 
TCGAGACGCACCGACGAG 

64,8ºC 378 

B. cenocepacia III-B 
BCRG3B1 a 
BCRG3B2 a 

GCTGCAAGTCATCGCTGAA 
TACGCCATCGGGCATGCT 

67,0ºC 781 

B. stabilis 
BCRG41 a 
BCRG42 a 

ACCGGCGAGCAGGCGCTT 
ACGCCATCGGGCATGGCA 

62,0ºC 647 

B. vietnamiensis 
BCRBV1 a 
BCRBV2 a 

GGGCGACGGCGACGTGAA 
TCGGCCTTCGGCACCAGT 

64,6ºC 378 

B. dolosa 
BCRBM1 b 
C6-3 c 

CGGCGTCAACGTGCCGGAT 
TGATGAAGATCACGAGGCAA 

57,8ºC 135 

B. ambifaria 
BCR1 b 
CA-3 c 

TGACCGCCGAGAAGAGCAA 
CCTCGGCTTCGTCGTGGA 

61,7ºC 810 

B. anthina 
BCRG81 d 
BCRG82 d 

TACGGTCCGGAATCGTCG 
CGCACCGACGCATAGAAT 

61ºC 473 

 

 

6.4.3.5. Eletroforese: 

 

Os produtos das PCRs foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5% 

(1,5g de agarose + 100 ml de TBE 1x). Foram aplicados em cada poço 5,0 µl de PCR 

com 2,0 µl de Azul de Bromofenol. Foi utilizado 2,0 µl de marcador de peso molecular 

Ledder 1 Kb Plus (Fermentas Life Science, USA). A voltagem da fonte foi ajustada para 

100V. Após a corrida, o gel foi imerso em solução de Brometo de etídio (10mg/ml) por 

cerca de 30 minutos, seguido de visualização por trans-iluminação sob radiação de 

ultravioleta. As imagens foram capturadas pelo MacroVue® UV-20 Transiluminator, 

Hoefer Inc., e armazenadas no disco rígido do computador, onde foram, posteriormente, 

analisadas. 

 

 

Tabela 9: Primers para identificação dos genomovares do Complexo Burkholderia cepacia 
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66..44..33..66..  SSeeqquueenncciiaammeennttoo  ddoo  ggeennee  rreeccAA  

 

Para o seqüenciamento do gene recA foram utilizados os primers BCR3 

(GTCGCAGGCGCTGCGCAA) e BCR4 (GCGCAGCGCCTGCGACAT) que, em associação 

com os anteriores (BCR1 e BCR2), produzem amplímeros de 532 e 527 pb, 

respectivamente. A reação foi preparada com volume total de 10 µl, utilizando-se o Kit 

DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis 

Systems (GE Healthcare UK Limited). Foram adicionados 4,0 µl do reagente premix 

MegaBace (DYEnamic ET terminator reagent premix), 0,5 µl de cada primer BCR3 e 

BCR4, 1,0 µl do PCR do gene recA (obtido com os primers BCR1 e BCR2) e o volume foi 

completado com 4,5 µl de H2O Milli-Q esterilizada. As reações foram realizadas 

individualmente para cada primer (BCR3 e BCR4). Os fragmentos de DNA foram 

amplificados no termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf, onde foi realizado 

inicialmente 1 ciclo de desnaturação à 94ºC, por 2 minutos e 95ºC por 20 segundos. Em 

seguida foram realizados 35 ciclos da seguinte sequência: (1) anelamento à 60ºC por 15 

segundos, e (2) extensão à 60ºC, por 2 minutos. Após os 35 ciclos a reação permaneceu 

em Hold à 10ºC. 

Os amplímeros foram purificados, utilizando-se o Kit DYEnamic ET Dye Terminator 

Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis Systems (GE Healthcare UK Limited). 

Foram adicionados 1 µl de acetato de amônio (7,5M), 27,5 µl de álcool etílico 90% 

(Merck). As suspensões foram homogeneizadas por inversão por 10x e, em seguida, 

centrifugadas a 4000 rpm (G*2254) por 30 minutos, em centrífuga Eppendorf (ver 

modelo). Foram adicionados 100 µl de álcool etílico 70%, seguida de homogeneização 

por inversão e centrifugação a 4000 rpm por 10 minutos. Em seguida, foi realizado um 

“spin” invertido e a placa secou por 1 hora na ausência de luz. Em seguida foram 

adicionados 10 µl de Loading (70% Formamida + 1 mM EDTA). As reações foram 

colocadas no seqüenciador MegaBACE 1000, General Eletric  por 180 minutos. Os 

dideoxinucleotídeos com marcadores fluorescentes para cada um deles (ddATP, ddCTP, 

ddTTP, ddGTP), permitem a leitura concomitante em um mesmo sensor do aparelho.  

Para a leitura das sequências obtidas com os primers BCR3 e BCR4 foi utilizado o 

software Chromas Pro v. 1.5 (Technelysium Pty Ltd) e os resultados obtidos foram 

comparados com os dados do GenBank, por meio do software BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool), disponível no Centro Nacional para Informação Biotecnológica 
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(16,194). A identificação ao nível de espécie foi definida pela similaridade ≥ 97% quando 

comparada com a sequencia das cepas no GenBank. 

O software Mega 4.1 foi utilizado para a construção da árvore filogenética (195) 

após o alinhamento das sequências foward e reverse pelo Clustal X (196). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Alinhamento pelo ClustalW das sequencias “foward” e “reverse” por meio do software 

Mega 4.1 (Beta3). (195,196) 

Figura 20: Comparação dos resultados com o GenBank, por meio do software BLAST no NCBI 
(16,194). 
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77..  TTeesstteess  ddee  sseennssiibbiilliiddaaddee  aaooss  aannttiimmiiccrroobbiiaannooss  

  

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados pelos métodos de 

Kirby Bauer (disco-difusão) e/ou E-Test®. Inicialmente foram transferidos, 

assepticamente, cerca de 2,0 ml de solução salina estéril (NaCl – 0,85%) para um tubo de 

ensaio de plástico (poliestireno). Com o auxílio de um swab estéril, foram transferidas 

cerca de 2 – 3 colônias, a partir de uma cultura pura, com menos de 24 horas, para o tubo 

com solução salina com a finalidade de preparar uma suspensão bacteriana, com 

densidade de 0,50 no padrão de McFarland, que foi confirmada através do calibrador 

Densichek™ (BioMeriéux). Com outro swab a suspensão foi semeada em uma placa de 

Agar Müeller Hinton e os discos de antibióticos a serem testados (tabela 10) foram 

colocados sobre o inóculo, com o auxílio de uma pinça estéril.  

As culturas foram incubadas em estufa bacteriológica, à temperatura de 36 ± 1ºC, 

sem CO2, por um período de 24 horas. Após este período foi realizada a leitura e medição 

dos halos de inibição de crescimento e os resultados foram comparados com os padrões 

estabelecidos pelo CSLI (tabela 10). Como controle de qualidade foi utilizada cepa ATCC 

25416 de Burkholderia cepacia. 

Figura 21: Construção da árvore filogenética por meio do software Mega 4.1 (beta3) (195,196). 
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Eventualmente, em casos de dúvidas na interpretação dos resultados, o teste foi 

repetido, utilizando-se a tira de e-Test® do antibiótico correspondente. Os resultados 

foram analisados de acordo com os pontos de corte para MIC padronizados pelo CLSI 

(tabela 11). 

  

ANTIBIÓTICO 
CONTEÚDO    
DO DISCO 

INTERPRETAÇÃO DA ZONA DE DIÂMETRO DE 
INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO (mm) 

SENSÍVEL INTERMEDIÁRIO RESISTENTE 

Ceftazidima 30 µg ≤17 18 – 20  ≥ 21 

Meropenem 10 µg ≤15 16 – 19 ≥ 20 

Minociclina 30 µg ≤14 15 – 18 ≥ 19 

Sulfametoxazol+trimetoprim 1.25/23.75 µg ≤10 11 – 15 ≥ 16 

  

  

  

ANTIBIÓTICO 

EQUIVALENTE MIC 
(µg/mL) 

SENSÍVEL RESISTENTE 

Ceftazidima ≥ 32 ≤ 8 

Meropenem ≥ 16 ≤ 8 

Minociclina ≥ 16 ≤ 4 

Sulfametoxazol+trimetoprim ≥ 8/152 ≤ 2/38 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tabela 10: Pontos de corte e interpretação dos testes de disco difusão com os antibióticos padronizados para o 

CBc. (147) 

Tabela 11: Pontos de corte para MIC e interpretação dos testes com os 

antibióticos padronizados para o CBc. (147) 
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88..  AAnnáálliisseess  eessttaattííssttiiccaass  

 

Nas análises descritivas do estudo foram utilizadas médias, medianas, desvios 

padrões para as variáveis contínuas e freqüências absolutas e relativas (porcentagens) 

para variáveis discretas. Para comparar proporções entre duas ou mais varáveis 

categóricas foram utilizados os testes de qui-quadrado e o teste exato de Fisher. Para 

analisar as médias entre variáveis contínuas independentes sem distribuição normal 

foram utilizados os testes de Mann-Whitney para variáveis com até 2 categorias e 

Kruskal-Wallis para variáveis com 3 ou mais categorias. Para verificar as correlações 

entre os fatores de gravidade foi utilizado o teste de Pearson para variáveis contínuas e o 

teste de Spearman para correlacionar variáveis categóricas.  

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e o programa utilizado para as 

análises estatísticas foi o SPSS versão 18.0. 

O nível de significância adotado foi de p ≤ 0,05. 

 

 

99..  AAssppeeccttooss  ééttiiccooss::  

 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa da 

FCM/UNICAMP sob o n.º 791/2007 (anexo 1) e os todos os pacientes assinaram o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido antes do início do estudo (anexo 2). 
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A análise dos prontuários médicos de 313 pacientes acompanhados nos 

ambulatórios de Fibrose Cística (Pediatria e Adultos) do Hospital de Clínicas da Unicamp 

revelou que apenas 222 pacientes atendiam aos critérios de inclusão. Entre estes 

pacientes, ocorreram 11 óbitos durante o período de estudo (4,95%). A faixa etária dos 

pacientes variou entre recém-nascidos e 78 anos (média=20,6, dp=18,34, mediana=14 

anos), com ligeiro predomínio de pacientes do sexo feminino, 53,6% (n=119) em relação 

ao sexo masculino, 43,4% (n=103). A tabela 10 mostra a distribuição dos pacientes de 

acordo com as categorias de faixa etária. Em relação à etnia, houve o predomínio de 

pacientes caucasóides (92,9%) em relação às outras etnias (7,1%). 

 

FAIXA ETÁRIA 
NÚMERO DE 
PACIENTES 

% 

 Até 6 anos 40 18,0% 

 7 a 12 anos 53 23,9% 

13 a 20 anos 55 24,8% 

21 a 35 anos 36 16,2% 

Acima de 35 anos 38 17,1% 

TOTAL 222 100% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 12: Classificação da faixa etária 

Figura 22: Distribuição de idades e curva normal 
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 No grupo I, foi possível avaliar as manifestações clínicas apresentadas em 45/50 

pacientes (88,0%) e no grupo II em 109/134 pacientes (81,3%). Em ambos os grupos, 

100% dos pacientes avaliados apresentaram manifestações respiratórias. No grupo I, 

43/45 pacientes (95,6%) apresentaram insuficiência pancreática. No grupo II isso ocorreu 

em 93/109 pacientes (85,3%). Apresentam diabetes mellitus 5/45 (11,1%) e 11/109 

(10,1%) dos pacientes dos grupos I e II, respectivamente. 

 
 
 
 

Figura 25: Distribuição de idade entre os grupos I e II e curva normal. 



 

 

 

C
a

p
ít

u
lo

: R
e

su
lt

ad
o

s 

123 
 

 
 
 A mutação ∆F508 esteve presente, em pelo menos um dos alelos, em 70,0% e 

56,7% dos pacientes dos grupos I e II, respectivamente, sendo no grupo I 28,0% 

homozigotos (n=14) e 42,0% heterozigotos (n=21), e no grupo II, 21,6% homozigotos 

(n=29) e 35,1% heterozigotos (n= 47) (Tabela 14).  

 

Mutação da CFTR  
(2 alelos) 

GRUPO 1 GRUPO 2 

Número 

de casos 
% 

Número 

de casos 
% 

dF508/dF508 14 28,0% 29 21,6% 

dF508/G542X 5 10,0% 9 6,7% 

dF508/R1162X 1 2,0% 2 1,5% 

dF508/R553X 1 2,0% 1 0,7% 

dF508/N1303X 0 0,0% 3 2,2% 

dF508/Outra 14 28,0% 32 23,9% 

G542X/R1162X 0 0,0% 1 0,7% 

G542X/G551D 0 0,0% 1 0,7% 

G542X/Outra 4 8,0% 3 2,2% 

N1303K/Outra 0 0,0% 1 0,7% 

R1162X/R1162X 0 0,0% 1 0,7% 

R1162X/Outra 0 0,0% 1 0,7% 

Outra/Outra 11 22,0% 50 37,3% 

 TOTAL 50 100,0% 134 100,0% 

 

 

  

 

A classificação de acordo com o tipo de interação que o Complexo Burkholderia 

cepacia mantém com o hospedeiro, baseada em evidências clínicas e na presença do 

patógeno no trato respiratório, mostrou que 13/50 pacientes (26,0%) são infectados 

crônicos pelo CBc e que 37/50 pacientes (74,0%) apresentam apenas colonização, sem 

evidências clínicas diretas ou indiretas de infecção / exacerbação, sendo que em 9/50 

pacientes (18,0%) foi observada a colonização transitória e em 28/50 pacientes (56,0%) 

foi observada a colonização aguda (ou inicial). A colonização crônica não foi observada 

em nenhum dos pacientes. Todos os pacientes crônicos apresentaram evidências de 

infecção. 

 

Tabela 14: Distribuição das mutações da CFTR entre os pacientes dos 

grupos I e II. 





 

 

 

C
a

p
ít

u
lo

: R
e

su
lt

ad
o

s 

125 
 

ESCORE DE SCHWACHMAN 
MÉDIA DE PONTOS Teste de 

Mann-Whitney GRUPO 1 GRUPO 1 

Atividade geral 14,47 (dp=5,17) 15,44 (dp=5,36) p=0,026 

Exame físico 14,73 (dp=5,19) 16,81 (dp=4,76) p=0,269 

Estado nutricional 14,86 (dp=4,73) 15,88 (dp=5,05) p=0,020 

Achados radiológicos 15,79 (dp=5,27) 18,28 (dp=5,86) p=0,358 

Total de pontos do escore 59,86 (dp=18,25) 66,42 (dp=18,44) p=0,070 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Distribuição dos valores do Escore de Schwachman dos pacientes dos 

grupos I e II. Teste de Mann-Whitney – sem diferença estatisticamente significante 

entre os grupos I e II (p=0,611). 

Tabela 15: Total de pontos dos parâmetros avaliados no Escore de Schwachman e teste estatístico 
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Figura 28: Distribuição dos valores do parâmetro Estado Nutricional do Escore de Schwachman dos pacientes 

dos grupos I e II. Teste de Mann-Whitney –Diferença estatisticamente significante entre os grupos I e II 

(p=0,020). 

Figura 29: Distribuição dos valores do parâmetro Atividade geral do Escore de Schwachman dos pacientes 

dos grupos I e II. Teste de Mann-Whitney –Diferença estatisticamente significante entre os grupos I e II 

(p=0,026). 

p = 0,026 
Mann-Whitney 

p = 0,020 
Mann-Whitney 
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Escore de Bhalla 

 

No Grupo I, foi possível realizar o escore de Bhalla em 35/50 (70,0%) pacientes e 

no grupo II em 102/134 (76,1%). O total de pontos do escore variou entre 0 e 23, e 0 e 25 

nos grupos I e II, respectivamente. A média de pontos grupo I foi de 9,9 (±5,729, 

mediana=9,0). No grupo II, a média de pontos foi de 7,9 (±5,826, mediana=7,0). A 

avaliação entre as médias do total de pontos do escore de Bhalla mostrou diferença 

estatisticamente significante entre os grupos I e II (p<0,05), pelo teste de Mann –Whitney. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Alguns parâmetros analisados apresentaram o dobro ou maior frequência no grupo 

I em relação ao grupo II, no que se refere à gravidade. A Gravidade da bronquiectasia 

teve pontuação 2 ou 3 (moderada ou grave), em 65,7% dos pacientes do grupo I e em 

36,45% dos pacientes do grupo II. O espessamento peribrônquico teve pontuação 2 ou 3 

em 60,0% dos pacientes do grupo I e em 35,51% dos pacientes do grupo II. A extensão 

das bronquietasias apresentou pontuação 2 ou 3 em 42,86% e 21,5% nos grupos I e II, 

respectivamente. No que se refere às generalidades da árvore bronquial envolvida, o 

grupo I apresentou pontuação 2 ou 3 em 22,86% dos pacientes, e o grupo II, em 14,02%. 

Figura 31: Distribuição de pontos do Escore de Bhalla nos grupos I e II. 

Teste de Mann-Whitney: p=0,041 
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p = 0,041 
Mann-Whitney 
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O teste de Mann-Whitney revelou diferença estatisticamente significativa para esses 4 

parâmetros (p<0,05) e para os demais p=NS (tabelas 16 e 17). 

 

ESCORE DE BHALLA 

GRUPO 1 

0 1 2 3 TOTAL 

n % n % n % n % n % 

Gravidade da bronquiectasia 3 8,57% 9 25,71% 19 54,29% 4 11,43% 35 100,00% 

Espessamento peribrônquico 3 8,57% 11 31,43% 17 48,57% 4 11,43% 35 100,00% 

Extensão da bronquiectasia 
(Nº segmentos BP) 

3 8,57% 17 48,57% 12 34,29% 3 8,57% 35 100,00% 

Extensão das rolhas de muco 
(Nº segmentos BP) 

12 34,29% 15 42,86% 6 17,14% 2 5,71% 35 100,00% 

Abscessos / saculações 
(Nº segmentos BP) 

21 60,00% 10 28,57% 4 11,43% 0 0,00% 35 100,00% 

Gen. da div. Bronq. envolvida 
(bronquiectasias/rolhas) 

5 14,29% 22 62,86% 4 11,43% 4 11,43% 35 100,00% 

Número de bolhas 28 80,00% 3 8,57% 4 11,43% 0 0,00% 35 100,00% 

Enfisema  (Nº segmentos BP) 4 11,43% 25 71,43% 6 17,14% 0 0,00% 35 100,00% 

Colapso / Consolidação 4 11,43% 24 68,57% 7 20,00% 0 0,00% 35 100,00% 

 

 

ESCORE DE BHALLA 

GRUPO 2 

0 1 2 3 TOTAL 

n % n % n % n % n % 

Gravidade da bronquiectasia 20 18,69% 48 44,86% 30 28,04% 9 8,41% 107 100,00% 

Espessamento peribrônquico 19 17,76% 50 46,73% 31 28,97% 7 6,54% 107 100,00% 

Extensão da bronquiectasia  
(Nº segmentos BP) 

23 21,50% 61 57,01% 17 15,89% 6 5,61% 107 100,00% 

Extensão das rolhas de muco   
(Nº segmentos BP) 

48 44,86% 46 42,99% 7 6,54% 6 5,61% 107 100,00% 

Abscessos / saculações   
(Nº segmentos BP) 

72 67,29% 23 21,50% 9 8,41% 3 2,80% 107 100,00% 

Gen. da div. Bronq. envolvida 
(bronquiectasias/rolhas) 

37 34,58% 55 51,40% 10 9,35% 5 4,67% 107 100,00% 

Número de bolhas 82 76,64% 16 14,95% 5 4,67% 4 3,74% 107 100,00% 

Enfisema  (Nº segmentos BP) 20 18,69% 70 65,42% 17 15,89% 0 0,00% 107 100,00% 

Colapso / Consolidação 22 20,56% 69 64,49% 16 14,95% 0 0,00% 107 100,00% 

 

Tabela 17: Distribuição da frequência de pontos dos parâmetros avaliados no escore de Bhalla nos pacientes do grupo I. 

Tabela 18: Distribuição da frequência de pontos dos parâmetros avaliados no escore de Bhalla nos pacientes do grupo II. 
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Avaliação Nutricional  

 

A avaliação nutricional de peso/idade e estatura/idade (Z) foi realizada em 44/50 

(88,0%) pacientes do grupo I e 106/134 (79,1%) pacientes do grupo II. O IMC foi realizado 

em 40/50 (80,0%) pacientes do grupo I e em 103/134 (76,9%) pacientes do grupo II. No 

grupo I, a média de peso (kg) foi de 29,4 (dp =16,78, mediana= 24,6), no grupo II, a média 

de peso (kg) foi de 37,0 (dp = 19,60, mediana = 32,95). A estatura média no grupo I foi de 

128,79 (dp = 30,11, mediana=130,5) e no grupo II foi de 139,79 (dp = 29,41, mediana 

=140,55). O IMC médio no grupo I foi de 16,19 (dp = 2,7399, mediana = 15,85) e no grupo 

II 17,35 (dp = 4,075, mediana=15,9). 
 

FAIXA 
ETÁRIA 

PESO (Kg) ESTATURA (cm) IMC 

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 1 GRUPO 2 

Média n Média n Média n Média n Média n Média n 

 0 a 6 anos 13,55 16 16,76 21 95,38 16 97,91 21 14,63 12 15,28 18 

 7 a 12 anos 22,96 7 28,54 36 122,64 7 132,44 36 15,03 7 15,83 36 

13 a 20 anos 40,68 13 50,05 30 152,48 13 160,7 30 17 13 18,85 30 

21 a 35 anos 48,43 8 54,85 19 162,5 8 166,98 19 18,25 8 20,04 19 

TOTAL 29,4 44 37,0 106 128,79 44 139,79 106 16,19 40 17,35 103 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 20: Distribuição de peso (kg), estatura (cm) e IMC ([Kg]/m2) nos grupos I e II de acordo com a faixa etária. 

Figura 35: Distribuição de peso (kg) nos grupos I e II de acordo com a faixa etária. 

Faixa etária: (1) = 0 a 6 anos, (2) = 7 a 12 anos, (3) = 13 a 20 anos, (4) 21 a 35 anos. 
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Figura 39: Comparação da relação entre as médias de peso (kg) e estatura (cm) entre os grupos I e II. 



 

 

 

C
a

p
ít

u
lo

: R
e

su
lt

ad
o

s 

137 
 

Em todas as faixas etárias os pacientes do grupo I apresentaram média de IMC 

menor que os pacientes do grupo II (figura 40), entretanto, o teste de Mann-Whitney 

mostrou não diferença estatisticamente significante entre as médias de IMC entre os 

grupos I e II (p= NS).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40: Comparação da média de IMC de acordo com a faixa etária nos pacientes dos grupos I e II. 

Faixa etária: (1) = 0 a 6 anos, (2) = 7 a 12 anos, (3) = 13 a 20 anos, (4) 21 a 35 anos. 
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IIddeennttiiffiiccaaççããoo  ddooss  mmiiccrroorrggaanniissmmooss  

 

Entre os pacientes do grupo I, foi possível recuperar cepas isoladas de amostras 

do trato respiratório de 32/50 (64,0%) para a realização dos testes bioquímicos 

convencionais padronizados no estudo, identificação sistemática pelo Vitek e 

determinação do genomovar por PCR ou sequenciamento do gene recA. A quantidade de 

amostras/paciente variou entre 1 e 41. A identificação das cepas de CBc isoladas dos 18 

pacientes para os quais não foi possível resgatar as cepas, foi realizada pelo laboratório 

de rotina do hospital, por meio de testes bioquímicos convencionais ou pelo Vitek®1, 

porém os resultados não foram utilizados para fins de comparação, por apresentarem 

heterogeneidade de métodos. Entre estes 18 pacientes, 2 casos foram de infecção 

crônica pelo CBc. Ocorreu o óbito de um dos pacientes (com quadro clínico de Síndrome 

cepacia) antes do início da coleta de amostras e o outro paciente deixou de ser 

acompanhado no HC da Unicamp. Os outros 16 pacientes apresentaram colonização 

aguda (com uma única cepa isolada) ou intermitente, porém as cepas não foram 

recuperadas no período do estudo. 

Foram obtidas 157 cepas de CBc dos 32 pacientes. A identificação fenotípica 

padronizada neste estudo, utilizando testes bioquímicos convencionais, foi realizada para 

154/157 cepas (98,1%). As outras 3 cepas não foram testadas por não apresentarem 

crescimento após o descongelamento. Todas as cepas apresentaram motilidade positiva 

e habilidade em crescer nos meios BCSA e MacConkey. Apenas 46,1% das cepas 

apresentaram capacidade de crescimento em meio BHI à temperatura de 42ºC e 

nenhuma cepa cresceu em meio BHI com 6,5% de NaCl. Todas as cepas analisadas 

apresentaram incapacidade de descarboxilar a arginina. A habilidade de descarboxilar os 

aminoácidos lisina e ornitina apresentou resultados variáveis entre as cepas, sendo que, 

na maioria dos casos, o microrganismo foi capaz de descarboxilar somente um dos dois 

aminoácidos, entretanto, em 33/154 (21,4%) dos casos as provas apresentaram 

resultados positivos para ambos os testes. Com relação à utilização de carboidratos, 

100% das cepas foram capazes de utilizar a glicose pela via oxidativa, com produção de 

ácidos, entretanto, o resultado das demais provas de utilização dos carboidratos maltose, 

lactose, sacarose e xilose foi variável entre as cepas. O teste de produção de oxidase foi 

positivo para a maioria das cepas (87,0%). O PYR foi positivo somente para 3,9% das 

cepas. 47,4% das cepas apresentaram capacidade de reduzir o nitrato à nitrito e 

nenhuma foi capaz de reduzir o nitrito à gás (tabela 22). 
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TESTES BIOQUÍMICOS 
NÚMERO DE CEPAS 

COM RESULTADO POSITIVO 
% 

Motilidade 154 100,0% 

Crescimento em BCSA 154 100,0% 

Crescimento em MC 154 100,0% 

OF Glicose – oxidativo 154 100,0% 

Lisina 145 94,2% 

Oxidase 134 87,0% 

ONPG 127 82,5% 

Liquefação de Gelatina 118 76,6% 

OF Maltose – oxidativo 110 71,4% 

OF Lactose – oxidativo  101 65,6% 

Sem pigmento 97 62,9% 

OF Sacarose – oxidativo 93 60,4% 

Hidrólise de Esculina 78 50,6% 

Redução de NO2 - NO3 73 47,4% 

Crescimento à 42ºC 71 46,1% 

OF Xilose – oxidativo 70 45,5% 

Ornitina 63 40,9% 

Pigmento amarelo 41 26,6% 

Pigmento marrom 16 10,4% 

PYR 6 3,9% 

Arginina 0 0,0% 

NO3 – gás 0 0,0% 

Crescimento em NaCl 6,5% 0 0,0% 

 

 

 

 

 

 

 

 

O Vitek2® Compact (BioMeriéux) identificou corretamente 112/157 das cepas 

testadas (71,3%). Entre as cepas identificadas incorretamente, houve o predomínio de 

Sphingomonas paucimobilis, 12/157 cepas (7,6%). O equipamento não identificou 16/157 

cepas (10,2%) (Tabela 23).  

 

 

 

Tabela 23: Testes bioquímicos convencionais para a identificação de 154 cepas de CBc 

de 32 pacientes. MC = MacConkey, BCSA=Burkholderia cepacia selective Agar. ONPG= 

Orto-2-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside,  OF=oxidação-fermentação, PYR= pyrrolidonil 

arilamidase 
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Identificação Vitek® 2 n % 

Complexo Burkholderia cepacia 112 71,3% 

Sphingomonas paucimobilis 12 7,6% 

Ochrobactrum anthropi 2 1,3% 

Grupo Moraxella 2 1,3% 

Complexo B. cepacia/P.aeruginosa/P.putida 1 0,6% 

Achromobacter xylosoxidans 1 0,6% 

Acinetobacter / Aeromonas 1 0,6% 

Acinetobacter baumannii 1 0,6% 

Acinetobacter spp. 1 0,6% 

Alcaligenes f. faecalis 1 0,6% 

B. pseudomallei / P. aeruginosa / P. putida 1 0,6% 

Escherichia coli 1 0,6% 

Oligella ureolytica 1 0,6% 

P. luteola / Cupriavidus pauculus 1 0,6% 

Pseudomonas spp. 1 0,6% 

Serratia odorifera 1 0,6% 

S. paucimobilis / Aeromonas sobria 1 0,6% 

Não identificou 16 10,2% 

TOTAL 157 100,0% 

 

 

 

O teste de identificação molecular por meio de PCR e seqüenciamento de DNA 

foram realizados para as 157 cepas. A amplificação do gene recA com os primers BCR1 e 

BCR2, para a caracterização do Complexo Burkholderia cepacia ocorreu para 116/157 

cepas (73,8%), que foram utilizadas para a reação de nested-PCR, realizada com primers 

específicos para cada um dos genomovares do CBc. A amplificação direta com o DNA 

genômico, com os primers espécie-específicos ocorreu para as 129/157 cepas (82,1%). O 

número é superior ao obtido na amplificação do gene recA para a caracterização do CBc, 

pois 13 cepas apresentaram resultado negativo para o recA, mas quando submetidas ao 

PCR espécie-específico apresentaram resultado positivo, permitindo a identificação do 

genomovar. 

Na determinação do genomovar, quando comparados os métodos PCR direto com 

o DNA genômico e nested-PCR, o resultado foi concordante entre os dois métodos 

utilizados para a determinação do genomovar em 93/116 (80,1%), e divergente em 18/116 

(15,5%), onde em 13/116 cepas (11,2%) o nested-PCR apresentou resultado positivo e o 

PCR com o DNA genômico apresentou resultado negativo, e em 5/116 cepas (4,3%) 

Tabela 24: Identificação de cepas do CBc pelo Vitek®2 (BioMeriéux) 
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A análise das sequências do gene recA com as cepas-padrão de cada um dos 

genomovares mostrou 100% de confiabilidade no método e equipamentos (figura 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45: Árvore filogenética construída a partir do seqüenciamento do gene recA de cepas-padrão dos 

genomovares do CBc 

 Burkholderia cenocepacia strain LMG16656

 Burkholderia anthina strain LMG 16670

 Burkholderia cepacia strain LMG1222

 Burkholderia cenocepacia strain LMG18829

 Burkholderia cenocepacia strain LMG16654

 Burkholderia dolosa strain LMG 18943

 Burkholderia stabilis strain LMG 14294

 Burkholderia multivorans strain C5393 Re

 Burkholderia pyrrocinia strain LMG 14191

 Burkholderia cenocepacia strain LMG19230

 Burkholderia vietnamiensis strain LMG109

 Burkholderia ambifaria stain LMG 19182

0.000.020.040.060.080.100.12

LMG 18822 
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Foi observada a presença de mais de um genomovar em 7/50 pacientes (14,0%), 

sendo que em 2/7 foi identificada a presença dos genomovares I e II (EAG e NRP), em 

2/7 foi identificada a presença dos genomovares II e IIIA (HDCN e LOD), em 1/7 foi 

identificada a presença dos genomovares I e IIIB (RC), em 1/7 foi identificada a presença 

dos genomovares I e V e em 1/7 foi identificada a presença dos genomovares I, II e IIIA 

(LFSA). (tabela 25). Todos os pacientes que apresentaram mais de um genomovar 

apresentam infecção crônica pelo CBc.  

 

PACIENTE IDADE SEXO 
MUTAÇÕES  

DA CFTR 
GENOMOVARES DO CBc OUTROS PATÓGENOS 

EAG 4 F dF508/dF508 I - Bc / II - Bm AX+HI+LEV+PANM+SA  

HDCN 1 M G542X/Outra II - Bm / IIIA - Bcenocep LEV+PAM+PANM+SA  

LFSA 11 F dF508/dF508 I - Bc / II - Bm / IIIA - Bcenocep PAM+PANM+SA  

LOD 19 M dF508/dF508 II - Bm / IIIA - Bcenocep ASP+LEV+PAM+PANM 

NRP 14 F dF508/Outra I - Bc / II - Bm AX+ASP+HI+LEV+PAM+SA  

RC 27 M dF508/Outra I - Bc / IIIB - Bcenocep ASP+PAM+PANM+SA  

TVP 26 M dF508/dF508 I - Bc / V - Bv AX+ASP+PAMc+PANMc+SA+SM 

 

 

 

 

 

Nos pacientes HDCN, LOD, EAG e RC, os genomovares foram isolados em 

amostras distintas, com intervalo médio de 3 meses entre as coletas, sendo que não é 

possível afirmar se houve substituição de um genomovar pelo outro ou se a presença dos 

genomovares é intermitente devido ao pequeno número de cepas recuperadas destes 

pacientes. Na paciente NRP foi observado que em alguns casos ocorre a presença de 2 

genomovares na mesma amostra, porém, na maioria das amostras há a presença de 

apenas um genomovar ou o outro, que apresentam aparecimentos intermitentes ou 

alternados, com predomínio do genomovar II – Burkholderia multivorans. No paciente TVP 

há o predomínio do genomovar I – Burkholderia cepacia, entretanto, em amostras 

interminetes há o aparecimento concomitante do genomovar V – Burkholderia 

vietnamiensis. Na paciente LFSA foi observada a presença de dois ou três genomovares 

na mesma amostra. 

 

 

 

Tabela 26: Pacientes infectados por mais de um genomovar do CBc. AX = Achromobacter xylosoxidans, HI = Haemophilus 

influenzae, LEV = Leveduras, PANM = Pseudomonas aeruginosa (não mucóide), PAM = Pseudomonas aeruginosa 

(mucóide), SA= Staphylococcus aureus, SM = Stenotrophomonas maltophilia, ASP = Aspergillus spp. 
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PACIENTE 2006 2007 2008 2009 

1 EAG 
- - - Burkholderia multivorans 

- - - Burkholderia cepacia 

2 HDCN 
- - 

Burkholderia cenocepacia IIIA 
Burkholderia multivorans 

- - Burkholderia cenocepacia IIIA 

3 LFSA Burkholderia cenocepacia IIIA 

Burkholderia cepacia 

Burkholderia cenocepacia IIIA 

Burkholderia cepacia 

Burkholderia multivorans Burkholderia multivorans 

Burkholderia cenocepacia IIIA Burkholderia cenocepacia IIIA 

4 LOD 
- - Burkholderia multivorans 

Burkholderia multivorans 
- - Burkholderia cenocepacia IIIA 

5 NRP Burkholderia multivorans 
Burkholderia cepacia Burkholderia cepacia Burkholderia cepacia 

Burkholderia multivorans Burkholderia multivorans Burkholderia multivorans 

6 RC Burkholderia cepacia Burkholderia cenocepacia IIIB - - 

7 TVP Burkholderia cepacia 
Burkholderia cepacia 

Burkholderia cepacia Burkholderia cepacia 
Burkholderia vietnamiensis 

 

 

 

Testes de sensibilidade aos antimicrobianos 

 

 Os testes de sensibilidade por disco difusão foram realizados para as 157 cepas 

dos 32 pacientes. A droga mais ativa in vitro foi o Meropenem, com 92% das cepas 

sensíveis (145/157), seguida da Ceftazidima, com 83% das cepas sensíveis (130/157), 

Minocilina com 65% das cepas sensíveis (102/157) e Sulfametoxazol+trimetoprim, com 

46% das cepas sensíveis (73/157). 

 

 

ANTIBIÓTICO 
S I R TOTAL 

n % n % n % n % 

Ceftazidima 130 83% 2 1% 25 16% 157 100% 

Meropenem 145 92% 2 1% 10 6% 157 100% 

Minociclina 102 65% 6 4% 49 31% 157 100% 

Sulfametoxazol+Trimetoprim 73 46% 0 0% 84 54% 157 100% 

 

 

 

 

 

 

Tabela 27: Pacientes com isolamento de mais de um genomovar do CBc ao longo do período do estudo. 

Tabela 28: Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das cepas de CBc. 
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Os resultados deste estudo mostram que a prevalência de colonização/infecção 

por microrganismos do Complexo Burkholderia cepacia em pacientes com FC neste 

Centro de referência, de 22,5% (50/222 pacientes), é significativamente superior a 

prevalência descrita em outros Centros. Dois outros estudos foram realizados em período 

anterior em nosso Centro. Em um deles, realizado no período de 1990 – 2000, sem o uso 

de meio seletivo, foi evidenciada a prevalência de 5,2% (174). Em outro estudo, realizado 

no período de 2001 – 2004, foi detectada a prevalência de 3,9% nos 2 primeiros anos de 

estudo, em que não houve a utilização do meio seletivo, que triplicou, passando para 

12,0% nos 2 anos finais, quando foi introduzido o BCSA (162). Entre os poucos estudos 

brasileiros, em um trabalho recente, realizado na cidade de São Paulo (SP), foi verificada 

a prevalência de 11,4% (16/140 pacientes) (89). Em Porto Alegre (RS), um estudo 

realizado no período de 09/2004 à 12/2005, detectou a prevalência de 25% (198), 

entretanto, em outro estudo, realizado no período de 2007 – 2009, foi detectada a 

prevalência de 10,6% (26/244 pacientes) (199), mostrando informações divergentes. No 

Recife, foi detectada a prevalência de 29,2% (200).  

Estudos realizados em outros países mostraram uma prevalência de 2,9% em 

pacientes americanos (2), variando entre 7,0 % - 10,8% em pacientes italianos (70,72,197,201), 

7,1 – 10,4% em pacientes portugueses (58). Estudos no Canadá mostraram uma 

prevalência variando entre 5,0 – 25,0%, dependendo da região, com maior prevalência no 

leste do país e menor prevalência em Quebec (91,202). 

A evolução progressiva na prevalência do Complexo Burkholderia cepacia, 

apresentada neste estudo, passando de 10,5% antes do ano de 2005 para 22,5% no ano 

de 2009 pode estar relacionada com a introdução do meio de cultura seletivo para o 

Complexo Burkholderia cepacia (BCSA) no início do ano de 2007, melhoria na qualidade 

dos métodos de identificação e diligência da procura. Outros estudos encontraram 

aumentos semelhantes quando foi utilizado o meio seletivo. Em outro estudo realizado em 

nosso Centro, foi detectada a prevalência de 3,9% sem a utilização do meio seletivo, que 

triplicou, passando para 12,0%, quando foi introduzido o BCSA (162). Um estudo realizado 

na cidade de São Paulo, Silva Filho e col. (2002) (136), encontraram um aumento da 

prevalência após a cultura com meio seletivo (4,2%), comparando com o período anterior 

em que o cultivo era realizado em meio não seletivo (0,8%) (136). 

Há uma grande variabilidade na distribuição dos genomovares do Complexo 

Burkholderia cepacia ao redor do mundo. Sabe-se que todos os genomovares são 

capazes de provocar infecções em pacientes com FC, mas existem muitas diferenças 
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com relação a prevalência de acordo com cada região. Neste estudo, foi possível 

determinar o genomovar de cepas do CBc de 26/50 pacientes. Os resultados mostram a 

maior  prevalência do genomovar II – Burkholderia multivorans (30,0%), seguido do 

genomovar I – Burkholderia cepacia (24,0%), genomovar IIIA – Burkholderia cenocepacia 

(10,0%), genomovar IIIB – Burkholderia cenocepacia (3,0%) e genomovar V – 

Burkholderia vietnamiensis (2,0%). Os demais membros do Complexo Burkholderia 

cepacia não foram encontrados nesta casuística e não foi possível determinar o 

genomovar de cepas do CBc de 12,0% dos pacientes (6/50), em decorrência de 

limitações da metodologia (discutido adiante).  

A distribuição dos genomovares em nosso Centro mostrou-se semelhante ao que 

pode ser observado em outros centros, entretanto, na maioria deles, há o predomínio dos 

genomovares III – Burkholderia cenocepacia, seguido do genomovar II – Burkholderia 

multivorans, representando cerca de 39 – 94% e 0 – 53% dos isolados de CBc, 

repectivamente, em pacientes com fibrose cística (59,69-71,73,74,81,82,88-97).  

Um estudo realizado na Bélgica mostrou uma prevalência de 57,8% de 

Burkholderia multivorans e 27,3% de Burkholderia cenocepacia (203). Na França, também 

foi observado o predomínio do genomovar II – Burkholderia multivorans (53,0%) seguido 

do genomovar III – Burkholderia cenocepacia (45,0%) (93). Já em países como Austrália 
(73,88), Canadá (91,92), Estados Unidos (59,97,204), República Tcheca (71), Reino Unido (82,96), 

Portugal (74,95), Itália (69,70,72,81,94), e outros países da Europa (82), a Burkholderia 

cenocepacia é o genomovar mais comumente encontrado entre os pacientes com FC, 

sendo que a prevalência é variável entre 39,0% e 94,0% dependendo da região (59,69-

71,73,74,81,82,88-97).  

No Brasil, há poucos estudos sobre a distribuição dos genomovares do CBc, 

sendo que um estudo realizado na cidade de São Paulo apresentou o predomínio de 53% 

de Burkholderia cenocepacia, 37,5% de Burkholderia multivorans, 6,2% de Burkholderia 

vietnamiensis e apenas 3,1% de Burkholderia cepacia (G-I) (89). No Rio de Janeiro, foi 

observado o predomínio de 67,0% de Burkholderia cenocepacia, 15% de Burkholderia 

vietnamiensis e 10% de Burkholderia multivorans (90).  

Observa-se uma prevalência muito baixa dos genomovares IV, V, VI, VII, VIII e IX 

(<10%) na maioria dos centros, exceto na Eslováquia, onde o genomovar mais prevalente 

é o IV - Burkholderia stabilis (54%) (71). Em Portugal, dois estudos também mostram uma 

prevalência grande deste genomovar, variando entre 16 – 18,2% (74,95). Entretanto, na 

maioria dos países da América, Europa e Ásia, a prevalência do genomovar IV varia entre 
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0 e 6,7% (59,69,70,71,72,81,82,91,92,93,97). O genomovar V – Burkholderia vietnamiensis também 

apresenta baixa prevalência, variando entre 0 e 5,9% na maioria dos centros 
(59,70,73,81,82,88,91,92,93,97). No Brasil, estudos realizados nas cidades do Rio de Janeiro e São 

Paulo, são os que relatam uma prevalência maior deste genomovar, 6,2% (89) e 15,0% (90), 

respectivamente. Um estudo realizado na cidade de Recife, em Pernambuco também 

apresentou uma prevalência alta do genomovar V (18,2%), entretanto, somente 5 das 11 

cepas caracterizadas como pertencentes ao CBc foram identificadas por meio de reações 

de PCR (205).  

A prevalência do genomovar VI – Burkholderia dolosa também é relativamente 

baixa, variando entre 0 e 3,8%, descrito na Austrália (0,8%) (88) e nos Estados Unidos (2,0 

– 3,8%) (59,97). O genomovar VII – Burkholderia ambifaria tem sido encontrado com maior 

prevalência na Austrália (5,2 – 7,1%) (73,88), no Brasil (7,0%) (90) e em um estudo na Itália 

(6,3%) (94). Nos demais países, a prevalência é muito baixa, variando entre 0 e 1% (59,81,97). 

Burkholderia anthina – genomovar VIII, é muito raramente isolado em amostras de 

pacientes com FC (65,75,141). Um estudo na Itália demonstrou a prevalência de 4,3% do 

genomovar IX – Burkholderia pyrrocinia (66), porém, não tem sido relatado o isolamento 

deste genomovar em outros centros. A prevalência de outros genomovares, na maioria 

dos casos não determinados, tem sido relatada em diversos centros, com prevalência 

entre 0 e 22,6% (59,71,81,88,91,92,93,94,96,97). 

A presença de mais de um genomovar foi observada em 7 pacientes (14,0%). 

Sendo que em 2/7 foi identificada a presença dos genomovares I e II, em 2/7 foi 

identificada a presença dos genomovares II e IIIA, em 1/7 foi identificada a presença dos 

genomovares I e IIIB, em 1/7 foi identificada a presença dos genomovares I e V e em 1/7 

foi identificada a presença dos genomovares I, II e IIIA.  Em 4 pacientes os genomovares 

diferentes foram isolados em amostras distintas e em outros 3 pacientes o isolamento de 

mais de um genomovar ocorreu de maneira concomitante, o que pode caracterizar “co-

infecção”.  

Existem poucos estudos publicados acerca de co-infecção ou presença 

concomitante de mais de um genomovar do CBc em pacientes com FC, uma vez que esta 

situação é pouco comum. Entre os poucos trabalhos, um estudo na Alemanha relatou co-

infecção por 2 cepas distintas do genomovar II – Burkholderia multivorans em um mesmo 

paciente que apresentava infecção crônica por este genomovar (129). Em Portugal, um 

estudo detectou a presença de mais de um genomovar em 5 pacientes, destacando-se 

um caso interessante de duas irmãs conviventes em que uma apresentou a B. cepacia e 
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a outra a B. cenocepacia por mais de 4 anos e somente após este período a B. cepacia 

foi isolada juntamente com a B. cenocepacia na outra irmã, o que contrasta a idéia 

estabelecida de que o risco de infecção cruzada entre os doentes seja grande, entretato, 

trata-se de um caso isolado (206).  

No Brasil, um estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro, onde foram 

analisadas 50 amostras de CBc de um único paciente no período de 4 anos consecutivos, 

revelou a presença dos genomovares V - Burkholderia vietnamiensis, III – Burkholderia 

cenocepacia e II – Burkholderia multivorans. A Burkholderia vietnamiensis persistiu nas 

vias aéreas do paciente durante os 4 anos, exceto em três ocasiões, onde foram isolados 

os genomovares III – Burkholderia cenocepacia ou II – Burkholderia multivorans. Análises 

por meio de RAPD permitiram observar que na colonização crônica pelo genomovar V, 

tratava-se da mesma cepa (207). 

Infecções ou colonizações pelo Complexo Burkholderia cepacia em pacientes com 

FC no pré operatório estão relacionadas a piores prognósticos após o transplante 

pulmonar, sendo que as infecções por este agente são consideradas como contra-

indicação relativa para a realização de transplantes em alguns centros, devido as altas 

taxas de mortalidade no pós operatório provocadas pela presença de alguns 

genomovares do CBc. Um estudo em Toronto mostrou uma taxa de mortalidade de 54% 

de pacientes colonizados/infectados pelo CBc comparando-se com uma taxa de 16% em 

pacientes que não estavam infectados, sendo que em 67¨% dos casos, as mortes 

associadas a infecção pelo CBc ocorreram nos 3 primeiros meses após o transplante (208). 

Na Carolina do Norte, EUA, as mortes associadas a infecção pelo CBc ocorreram nos 6 

primeiros meses após o transplante, e as taxas de mortalidade dos pacientes infectados 

pelo CBc em comparação aos não infectados foi de 33% vs 12%, respectivamente (208). 

Um outro estudo, também realizado na Carolina do Norte mostrou uma taxa de 

mortalidade de 81% vs 59% quando comparados os grupos de pacientes infectados pelo 

CBc e não infectados, respectivamente e revelou, inclusive, que em todos os casos com 

infecção pelo CBc em que houve morte no pós operatório estavam associados com a 

presença do Genomovar III – Burkholderia cenocepacia (209). A maioria dos estudos 

relacionados com morte após transplante pulmonar aponta a Burkholderia cenocepacia – 

genomovar III como grande vilão (210,211,212). Foi observado no Reino Unido e na França 

que o genomovar II – Burkholderia multivorans não está associado a morte no pós-

transplante e que a infecção por certas cepas do genomovar III – Burkholderia 

cenocepacia e a Burkholderia gladioli, estão associadas ao mal prognóstico (212,213). 
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Entretanto, o impacto provocado por cada um dos genomovares do CBc ainda tem gerado 

muitas discussões.  

A curva de distribuição de idades dos pacientes com CBc mostrou 

colonização/infecção precoces pelo CBc em nosso Centro, com predomínio de pacientes 

adolescentes, com média de idade de 12,2 anos (mediana 9,5 anos). Um estudo na Itália 
(197) e outro estudo em Portugal (206) relataram colonização/infecção crônica nesta mesma 

faixa etária, entretanto, a maioria dos trabalhos nacionais e internacionais mostram 

colonização/infecção mais tardia, com maior predomínio de adultos jovens. Acredita-se 

que a colonização precoce em nossa casuística possa estar associada à infecção 

cruzada, pois os pacientes são atendidos sem segregação adequada nos ambulatórios 

clínicos, de fisioterapia respiratória e na unidade de urgência. Estudos epidemiológicos 

futuros, com RAPD poderão evidenciar se houve infecção cruzada entre os pacientes.  

O estudo revelou que 56,0% dos pacientes apresentaram colonização aguda (ou 

inicial), sendo que em alguns casos o patógeno foi isolado uma única vez nas vias aéreas 

ao longo do período do estudo e, em outros casos, o patógeno foi isolado somente no 

final do estudo, e, como coleta de amostras se encerrou, não foi possível determinar se o 

CBc persistiu ou não nas vias aéreas destes pacientes. A colonização transitória (ou 

intermitente) foi observada em 18% dos pacientes e, em 26,0% dos pacientes foi 

observada a infecção crônica pelo CBc. Todos os pacientes crônicos foram considerados 

infectados, por apresentarem evidências diretas ou indiretas. Os fatores do indivíduo 

somados à virulência do microrganismo podem explicar tal fato. Entretanto, a presença 

concomitante de outros patógenos impedem que se afirme se os sinais e sintomas 

clínicos são provocados pelo CBc, pelos outros patógenos, ou por ambos. Um estudo 

futuro com titulação de anticorpos específicos para o CBc, P. aeruginosa, S. aureus e 

outros patógenos importantes na FC associado com o isolamento dos microrganismos 

poderá ser esclarecedor. 

A média de pontos do escore de Shwachman-Kulczycki (ECSK) foi ligeiramente 

menor no grupo I em relação ao grupo II, entretanto, só foi observada diferença 

estatisticamente significante quando foram comparados individualmente cada um dos 

parâmetros do escore entre os grupos e, embora todos tenham mostrado valores 

menores no grupo I em relação ao grupo II, a diferença estatística só foi observada em 

dois parâmetros: estado nutricional e atividade geral. Em outro estudo realizado em nosso 

centro, Alvarez e col. (174) não encontraram diferença estatística entre o ECSK e a 

presença de CBc, porém o número de casos de colonização/infecção pelo CBc no estudo 
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foi muito reduzido (n=5), o que pode ter interferido no resultado do teste. Em um estudo 

realizado em Porto Alegre (RS) (198), a média de pontos de escore apresentou resultado 

semelhante ao observado em nossa casuística. No que se refere à classificação da 

gravidade do escore, também não foi observada diferença estatística, entretanto os 

resultados mostram que o grupo I mais grave que o grupo II.  

O escore clínico de Shwachman-Kulczycki é mais antigo, porém o mais utilizado e 

respeitado em todo o mundo até os dias atuais. Entretanto, é muito criticado, 

principalmente no que se refere à sua subjetividade e globalidade de seus critérios. 

Outras críticas apontam para a falta de sistematização para sua aplicação, por não 

ressaltar a avaliação do sistema respiratório, por desconsiderar o teste de função 

pulmonar, complicações decorrentes da progressão da doença e por ter sido estruturado 

a partir de evidências clínicas em crianças (154,156,157,158,160,214). O escore já foi modificado 

por Doershuk e col. (156) devido às suas limitações e subjetividade, que adaptou os 

parâmetros para a avaliação mais adequada de adolescentes e adultos, entretanto, 

mesmo modificado, o escore é ainda muito subjetivo (154,157,158). As limitações poderiam ser 

reduzidas se o escore fosse dividido em 3 novos escores: clínico, radiológico e nutricional, 

com as devidas adaptações em cada um deles. 

 A Tomografia Computadorizada de Alta Resolução (TCAR) tem sensibilidade e 

especificidade maiores que outros recursos para avaliar o dano precoce e a evolução 

patológica das estruturas pulmonares dos pacientes com fibrose cística. O escore de 

Bhalla foi criado para a avaliação minuciosa de entidades patologicamente distintas e de 

importante valor prognóstico, direcionado à condução da terapêutica, indicação para 

intervenção cirúrgica e seleção de pacientes para transplante (154,163) e, assim como o 

escore de Nathanson e col. (169) é um dos escores tomográficos mais utilizados e 

respeitados em todo o mundo. Neste estudo, o grupo de pacientes colonizados/infectados 

pelo CBc apresentou média de pontos do escore de Bhalla significativamente superior ao 

grupo de pacientes sem CBc. Os 9 parâmetros avaliados no escore apresentaram-se 

mais graves no grupo de pacientes com CBc e, em 4 deles (gravidade da bronquiectasia, 

espessamento peribrônquico, extensão das bronquiectasias e generalidades da árvore 

bronquial envolvida), foi observado o dobro da freqüência relativa do grupo I, com 

pontuações moderadas/graves em relação ao grupo II, com diferença estatisticamente 

significante entre os grupos, evidenciando uma relação direta do CBc com a maior 

deterioração das estruturas pulmonares.  
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A comparação dos valores médios dos parâmetros avaliados no teste de função 

pulmonar mostrou todos os valores mais baixos em relação aos valores preditos no grupo 

I quando comparado com o grupo II, exceto para os fluxos expiratórios (FEF25-75%). A CVF 

no grupo I foi de 68,76% e no grupo II de 79,27%.  O VEF1 foi consideravelmente mais 

baixo no grupo I (59,76%) em relação ao grupo II e o índice de Tiffenau (VEF1/CVF) no 

grupo I foi de 79,45% e no grupo II de 84,5%, entretanto, os testes estatísticos não 

mostraram diferença significante. Outros estudos mostraram resultados semelhantes 
(198,202).  

Lambiase e col. (2006) (197), em um estudo de caso-controle realizado na Itália, 

mostraram diferença significante nos valores do VEF1 entre os grupos de pacientes 

colonizados/infectados pelo CBc (46,0%), pacientes com CBc e P. aeruginosa (46,6%) e 

os pacientes colonizados/infectados somente por P. aeruginosa (66,1%), mostrando que a 

presença do CBc nas vias aéreas reduz consideravelmente o VEF1 em relação ao valor 

predito. 

No Brasil, um estudo em Porto Alegre (RS), mostrou VEF1 significativamente 

menor em pacientes com CBc (37,8%) em relação aos pacientes sem CBc (61,1%), 

(p=0,011) ou com P. aeruginosa (53,7%) (198). Neste mesmo estudo, a CVF também 

mostrou-se significativamente reduzida em pacientes com CBc (51,5%) em relação aos 

pacientes sem CBc (72,4%) (p=0,008) ou com P. aeruginosa (68,1%). 

No distúrbio ventilatório restritivo ocorre a diminuição da elasticidade pulmonar ou 

da caixa torácica e, conseqüentemente, a redução do volume de gás que pode ser 

mobilizado a cada respiração. No distúrbio ventilatório obstrutivo ocorre uma maior 

resistência das vias aéreas, o que leva a uma redução do fluxo expiratório por obstrução 

difusa. Em nossa casuística, a classificação dos distúrbios ventilatórios mostrou que no 

grupo I, 19,6% e 47,6% dos pacientes apresentaram, respectivamente, distúrbio 

ventilatório misto (DVM) e DVM com CVF reduzida, e no grupo II, a freqüência foi de 1,6% 

e 30,2%, respectivamente. No grupo I, apenas 4,8% dos pacientes apresentaram distúrbio 

ventilatório obstrutivo (DVO), e no grupo II, 23,8%. A frequência de pacientes do grupo II 

com função pulmonar normal (34,9%) foi significativamente superior ao grupo I (19,0%). 

Não há outros estudos publicados que relacionam a presença do CBc com o tipo 

de distúrbio ventilatório, entretanto, os resultados desta casuística permitem sugerir que o 

CBc possa provocar maior agressão de epitélio pulmonar, pois a maioria dos pacientes do 

grupo I tem os dois tipos de distúrbios ventilatórios, possivelmente em decorrência de 

alguns fatores de virulência, que agridem mais, ou no mínimo de maneira diferente do que 
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os expressos pelos outros microrganismos. Entretanto, outros estudos mais específicos 

são necessários para esclarecer estes resultados. 

A avaliação nutricional mostrou que as médias de peso/faixa etária e estatura/faixa 

etária do grupo I foram significativamente menores que o grupo II (p=0,02). Entretanto, a 

avaliação do IMC/faixa etária por grupo não mostrou diferença estatística (p=NS), apesar 

das médias do grupo I sempre se apresentarem inferiores ao grupo II. 

Os indicadores clínicos, tomográficos, de função pulmonar e nutricionais mostram 

que os pacientes colonizados/infectados pelo CBc sempre apresentam condições mais 

graves quando comparados com o grupo sem colonização/infecção. 

 

Em nosso estudo, a caracterização bioquímica das cepas do CBc foi realizada 

com o intuito de padronizar uma série de testes para auxiliar no isolamento e identificação 

adequados do CBc, com base nos recursos disponíveis no laboratório de rotina 

diagnóstica. Os testes bioquímicos convencionais se mostraram eficientes para a 

identificação presuntiva do CBc, mas não são suficientemente discriminatórios para a 

identificação dos genomovares. Diversos estudos apontam dificuldades na identificação 

dos genomovares do CBc por meio de métodos fenotípicos, ressaltando sobre grande 

possibilidade de identificação incorreta (132,133,134,135,138,139) e muitos apontam sobre a 

necessidade da utilização de um conjunto de métodos para a identificação correta dos 

genomovares do CBc, entre eles, os métodos bioquímicos (48,65,137). Alguns estudos 

mostram ainda, que é possível diferenciar somente alguns dos genomovares por meio de 

testes bioquímicos (134). 

O Vitek2® Compact (BioMeriéux) identificou corretamente 71,3% das cepas 

testadas (112/157) como pertencentes ao CBc. 28,7% das cepas foram identificadas 

incorretamente como: Sphingomonas paucimobilis (7,6%), Ochrobactrum antrhopi e grupo 

Moraxella (1,3%) Acinetobacter spp, Oligella ureolytica, Pseudomonas spp., 

Achromobacter xylosoxidans, Alcaligenes faecalis faecalis, Escherichia coli, Serratia 

spp.(0,6%). O equipamento não foi capaz de identificar 10,2% das cepas. Entre as cepas 

identificadas corretamente como CBc, o equipamento sugere alguns testes 

complementares que podem ser realizados para a caracterização de 4 genomovares: B. 

cepacia (genomovar I), B. multivorans (genomovar II), B. stabilis (genomovar IV) e B. 

vietnamiensis (genomovar V). As informações referentes aos demais genomovares não 

constam no banco de dados do equipamento. O tempo de incubação do equipamento, de 

no máximo 24 horas, é insuficiente para a identificação de BGNNF, pois alguns destes 



 

 

C
a

p
ít

u
lo

: 
D

is
c
u

s
s
ã

o
 

159 

 

microrganismos, inclusive o CBc, geralmente apresentam crescimento lento, sendo 

necessários até 7 dias de incubação em alguns casos. Então é provável que, baseando-

se na positividade de somente algumas provas bioquímicas, o software encontre em seu 

banco de dados microrganismos incorretos. Outra limitação do aparelho é o número 

limitado de provas bioquímicos e a utilização de provas não convencionais. 

A acurácia do Vitek2® foi verificada em outros estudos, sendo que em um deles, 

realizado na Bélgica, foi observada uma taxa de identificação correta de 53% para o CBc, 

quando são analisados o total de cepas testadas, entretanto, quando a análise é feita 

separadamente para cada um dos genomovares, embora o equipamento não caracterize 

o genomovar, a identificação correta como CBc para cepas do genomovar III – 

Burkholderia cenocepacia foi de 38%, genomovar II – Burkholderia multivorans de 89%. 

As taxas de erros foram de 17% para o genomovar III, 7% para o genomovar II e 13% 

para os demais membros do CBc. Mais da metade dos isolados foram identificados 

incorretamente como: Ralstonia pickettii, Ralstonia paucula (atualmente denominada de 

Cupriavidus pauculus), Alcaligenes faecalis e Achromobacter spp (93). A baixa positividade 

entre membros do genomovar III pode ser explicada pela grande heterogeneidade 

genotípica e, consequentemente fenotípica, existente entre os membros deste 

genomovar. Diversos estudos comparando os sistemas comerciais de identificação 

apontam sobre dificuldades e possibilidade de resultados incorretos (39,48,132,133,134,135,137). 

Foi possível identificar por meio de reação de PCR utilizando os primers BCR1 e 

BCR2, 73,9% das cepas (116/157) que haviam sido identificadas fenotipicamente como 

CBc e estas cepas foram submetidas ao nested-PCR, com primers espécie-específicos. 

Em paralelo, a amplificação com primers espécie-específicos, partindo-se do DNA 

genômico, permitiu a caracterização do genomovar de 82,2% das cepas (129/157). 13 

cepas, cujos genes recA não foram amplificados com os primers BCR1 e BCR2, tiveram 

amplificação positiva para o genomovar quando submetidas à reação de PCR com 

primers espécie-específicos, partindo-se do DNA genômico. Os resultados obtidos de 

26,2% de amplificação negativa para o gene recA com os primers BCR1 e BCR2 pode 

refletir possíveis erros ou limitações na identificação fenotípica, falhas no método de 

extração do DNA genômico para estas cepas ou falhas durante a reação de PCR, apesar 

de terem sido realizadas em duplicata e, em alguns casos duvidosos, em triplicata. 

Na determinação do genomovar, quando comparados os métodos de PCR direto 

com o DNA genômico e nested-PCR, o resultado foi concordante entre os dois métodos 

utilizados para a determinação do genomovar em 98/116 (84,4%), e divergente em 18/116 
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(15,5%), onde em 8/116 cepas (6,9%) o nested-PCR apresentou resultado positivo e o 

PCR com o DNA genômico apresentou resultado negativo, e em 5/116 cepas (4,3%) 

ocorreu o contrário. Em 5/116 cepas (4,3%) os resultados foram negativos para ambos os 

métodos. Era esperada uma maior a especificidade no método de nested-PCR, entretanto 

a diferença apresentada não foi significante, e os casos em que o PCR direto com o DNA 

genômico foram positivos e o nested-PCR negativos podem ser explicados pela 

amplificação de má qualidade do gene recA quando utilizados os primers BCR1 e BCR2. 

Mahentiralingam e col. (2000) (141,142) mostraram que os primers BCR1 e BCR2 são 

100% confiáveis para a caracterização do Complexo Burkholderia cepacia, com 100% de 

sensibilidade e especificidade, concordando com o observado em nosso estudo, quando 

os testes de especificidade foram realizados com cepas-padrão dos genomovares do CBc 

e com outros 35 BGNNF.  

Em nosso estudo, os testes de especificidade dos primers espécie-específicos 

mostraram boa especificidade (100%) quando testados com as cepas-padrão dos 9 

genomovares do CBc. Entretanto, o mesmo resultado não foi observado quando foram 

analisadas cepas obtidas de amostras do TR de pacientes, onde em alguns casos, 

ocorreu a presença de amplificações inespecíficas e, nestes casos os resultados foram 

considerados duvidosos e submetidos ao seqüenciamento do gene recA. Alguns 

trabalhos mostraram que as reações de PCR espécie-específicas com alvo no gene recA 

para a caracterização dos genomovares do Complexo Burkholderia cepacia não 

apresentaram boa acurácia para todos os genomovares (60,141). Vermis e col (2002) (60) 

mostraram que há boa sensibilidade e especificidade para os genomovares II – 

Burkholderia multivorans e VII – Burkholderia ambifaria, porém, não se pode afirmar o 

mesmo para os demais genomovares (60), principalmente pelo fato de que houve um 

grande aumento na diversidade das espécies dentro do Complexo Burkholderia cepacia, 

desde que os primers originais foram descritos no ano 2000 por Mahentiralingam e col 
(142). Em decorrência destas dificuldades, outros genes-alvo tem sido utilizados para a 

caracterização dos genomovares, como por exemplo o gyrB e o opcL  por meio de PCR.  

O seqüenciamento do gene recA foi realizado para 24,2% das cepas que 

apresentaram reações de PCR inconclusivas, e permitiu a identificação do genomovar de 

22/157 cepas (14,0%). O resultado do seqüenciamento foi inconclusivo para 16/157 cepas 

(10,2%). 

Comparações filogenéticas da sequência inteira do gene 16SrRNA foram 

utilizadas por muito tempo com boa eficiência para a diferenciação entre os membros do 
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Cbc, porém, estudos mostram que só há boa especificidade quando é realizada a análise 

da sequência inteira do gene, pois a análise de parte do gene ou por meio de RFLP não 

são suficientemente discriminatórias (62,140,142,216). Entretanto, a análise da sequência 

inteira do gene recA mostrou-se muito mais eficiente do que as outras metodologias 

descritas e,  quando se trata da caracterização dos genomovares, tem sido utilizada por 

quase todos os centros em todo o mundo em substituição ao método de PCR espécie-

específica com alvo no gene recA.   

Embora o seqüenciamento do gene recA seja suficientemente discriminatório entre 

os membros do CBc, em decorrência da grande heterogeneidade observada entre 

algumas espécies, que permitiram inclusive a reclassificação da taxonomia entre os 

membros do CBc e inclusão de novos genomovares, outras metodologias tem sido 

empregadas em estudos mais recentes, como o Multilocus Sequence Typing (MLST), 

(considerado o padrão “ouro”), onde são analisadas as sequências de 7 genes (atpD, 

gltB, gyrB, recA, lepA, phaC e trpB), com a finalidade de garantir a identificação correta e 

permitir a identificação e caracterização de novas espécies dentro do CBc (65,144,213). A 

margem de erro é praticamente nula com a utilização desta metodologia, porém, entre as 

limitações do método estão o custo elevado e a demanda do tempo para a realização do 

seqüenciamento e análise dos 7 genes.  

Outras técnicas tem sido empregadas para a caracterização dos genomovares do 

CBc, como o MLST e a Espectrometria de massas (discutida adiante), entretanto, os 

laboratórios de microbiologia clínica, que realizam diagnóstico de rotina, ainda não estão 

preparados para a utilização destes métodos e, em sua maioria, utilizam testes 

bioquímicos convencionais e métodos automatizados ou semi-automatizados para a 

identificação dos microrganismos, tais como o Vitek® (BioMeriéux), MicroScan® 

WalkAway® plus (Siemens Health Diagnostics Inc), Crystal (Becton Dickinson), Phoenix 

BD® (Becton Dickinson), Sherlock® (MIDI Inc.), RapID NF Plus ® (Remel Inc.), API 20 

NE, entre outros. A caracterização genotípica do CBc e dos genomovares, por meio de 

PCR, seqüenciamento do gene recA, MLST e outras técnicas de biologia molecular, tem 

sido utilizadas somente em pesquisas, pois, embora algumas destas técnicas já tenham 

sido descritas há mais de uma década, o elevado custo torna inviável a sua aplicação na 

rotina dos laboratórios clínicos, mesmo em Centros de referência. 

No que se refere ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e opções 

terapêuticas, os microrganismos do CBc são, em sua maioria, intrinsecamente resistentes 

a maioria dos antimicrobianos. Todas as cepas são resistentes a Polimixina e Colistina, 
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que são antimicrobianos utilizados, inclusive, para auxiliar na triagem para identificação 

de microrganismos deste grupo. Diversos mecanismos lhes conferem este padrão de 

resistência a uma série de antimicrobianos, como por exemplo a bomba de efluxo, 

redução da permeabilidade da membrana celular, produção de beta lactamases 

induzíveis (BLINd), entre outros. O perfil de resistência apresentado pelos microrganismos 

do CBc limita as opções terapêuticas. E, embora testes de sensibilidade “in vitro” sejam 

recomentados para avaliar a atividade das drogas frente ao microrganismo, a 

suscetibilidade “in vitro” pode não estar correlacionada com boa atividade “in vivo” (152). Os 

“breakpoints” dos testes de disco-difusão foram padronizados somente para quatro 

antimicrobianos (Ceftazidima, Meropenem, Minociclina e Sulfametoxazol+Trimetoprim) e 

os testes de suscetibilidade das demais drogas são realizados por meio da determinação 

do MIC. 

Entre as cepas testadas, por meio de disco-difusão, a droga mais ativa in vitro foi o 

Meropenem (92,0% de suscetibilidade), seguido da Ceftazidima (83,0%), Minociclina 

(65,0%) e Sulfametoxazol+trimetoprim (46,0%). Os resultados mostram que a maioria das 

cepas apresentou resistência ao Sulfametroxazol+trimetoprim (54,0%), que é, geralmente, 

a 1º droga de escolha para o tratamento das infecções por microrganismos do Complexo 

Burkholderia cepacia, limitando ainda mais as opções terapêuticas. Um estudo realizado 

na Itália mostrou que a Piperacilina, ceftazidima e piperacilina-tazobactam foram as 

drogas mais ativas, com 43,3%, 31,1% e 35,5% de resistência, respectivamente (69). 

Alguns estudos mostram que mais de 90% das cepas de CBc isoladas de 

amostras pacientes com FC são resistentes aos aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, 

colistina, polimixina B, imipenem e cefalosporinas e apresentam resistência variável ao 

Meropenem. Geralmente, apresentam sensibilidade ao Piperacilina+Tazobactam, 

Sulfametoxazol+Trimetoprim, Ceftazidima e Minociclina. Testes de sinergismo mostraram 

que há pouca eficácia para o uso combinado de duas drogas, porém, o uso combinado de 

três drogas mostrou boa atividade “in vitro” (39,48,137). 
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A prevalência de colonização/infecção por microrganismos do Complexo Burkholderia 

cepacia em pacientes com FC neste Centro de referência, de 22,5%, é significativamente 

superior a prevalência descrita em outros Centros. 

Houve uma evolução progressiva na prevalência do Complexo Burkholderia cepacia no 

decorrer do período do estudo, passando de 10,5% antes do ano de 2005 para 22,5% no 

ano de 2009. A introdução do meio de cultura seletivo para o Complexo Burkholderia 

cepacia (BCSA) no início do ano de 2007 facilitou a recuperação do microrganismo e as 

melhorias na qualidade dos métodos de identificação e diligência da procura foram úteis 

para evidenciar a presença do microrganismo nas amostras. 

Os genomovares mais prevalentes foram: II – Burkholderia multivorans (30,0%), seguido 

do I – Burkholderia cepacia (24,0%), IIIA – Burkholderia cenocepacia (10,0%), IIIB – 

Burkholderia cenocepacia (3,0%) e V – Burkholderia vietnamiensis (2,0%). Os demais 

membros do Complexo Burkholderia cepacia não foram encontrados nesta casuística. A 

maior prevalência da Burkholderia multivorans difere da maioria dos estudos. Há a 

suspeita de que possa ter ocorrido infecção cruzada entre os pacientes ou que seja uma 

característica regional. 

Os indicadores de gravidade clínicos (escore de Shwachman), tomográficos (escore de 

Bhalla), nutricionais e de função pulmonar (espirometria) apresentaram resultados mais 

graves no grupo I em relação ao grupo II, mostraram que o CBc tem sério impacto na 

deterioração pulmonar e na piora clínica.  

 

Os testes bioquímicos convencionais são úteis para a identificação presuntiva do CBc, 

que deve ser confirmada por outros métodos, porém não permitem a diferenciação dos 

genomovares. O Vitek® apresentou boa acurácia na identificação do CBc, porém com 

alguns erros decorrentes de limitações do método/equipamento. O PCR, nested-PCR e 

seqüenciamento do gene recA apresentaram boa especificidade na identificação do CBc 

e dos genomovares, entretanto, ainda ocorrem algumas limitações, decorrentes da 

variedade genotípica, sendo necessária a utilização de métodos mais abrangentes, como 

o MSLT, onde é realizado o seqüenciamento de 7 genes. 
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Anexo 2 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Eu, __________________________________ (nome do pai ou responsável), portador da cédula 

de identidade RG n.º ______________, telefone ____________ residente na rua 

________________________________________, nº _________ , bairro ___________ ,cidade de 

____________________, estado _____, declaro por livre espontânea vontade permitir a 

participação de _________________________________________ (nome da criança), com idade 

de _______ anos que se encontra sobre minha responsabilidade, na pesquisa “CCoommpplleexxoo  

BBuurrkkhhoollddeerriiaa  cceeppaacciiaa  EEMM  PPAACCIIEENNTTEESS  CCOOMM  FFIIBBRROOSSEE  CCÍÍSSTTIICCAA  ––  IIDDEENNTTIIFFIICCAAÇÇÃÃOO,,  PPRREEVVAALLÊÊNNCCIIAA  EE  

IIMMPPOORRTTÂÂNNCCIIAA  CCLLÍÍNNIICCAA””, sendo este projeto para tese de mestrado da aluna Priscila Dentini, da 

Faculdade de Ciências Médicas / UNICAMP. 

Este estudo propõe a investigação clínico-laboratorial destes agentes no trato respiratório 

de pacientes com Fibrose Cística atendidos no HC / UNICAMP, com o objetivo de avaliar as 

dificuldades de identificação fenotípica, padronizar os métodos moleculares, compreender a 

importância dos mesmos e auxiliar a terapêutica. O Complexo Burkholderia cepacia tem sido 

apontado como um grupo de patógenos importantes na doença pulmonar de pacientes com 

Fibrose Cística (FC). Outros patógenos emergentes, incluindo Ralstonia spp.; Pandoraea spp.; S. 

maltophilia e A. x. xylosoxidans, entre outros, estão sendo isolados com freqüência em amostras 

de pacientes com FC, porém, sua importância clínica  ainda é pouco conhecida. As dificuldades de 

isolamento e caracterização deste conjunto de bactérias não fermentadoras, através de métodos 

convencionais comprometem não somente o diagnóstico  laboratorial, mas a avaliação clínica e o 

tratamento adequados. Os resultados ficarão em absoluto sigilo, estando somente disponíveis 

para pesquisa. Vale esclarecer que a criança poderá abandonar a pesquisa a qualquer momento, 

mesmo após a assinatura deste termo. O referido projeto será submetido à comissão de Ética em 

pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. 

Qualquer dúvida ligar para:  

Pesquisadora: Priscila – Telefone (19) 3521-7435 / 9142-7008,  

Orientador: Prof Dr. José Dirceu Ribeiro – Telefone: (19) 3521-7064 / 9175-3563 

Orientador: Prof Dr. Carlos Emílio Levy – Telefone: (19) 3521-8663 / 9214-7525 

Comitê de Ética em Pesquisa: (19) 37888936 

 

______________________________________________         Campinas, ____/____/____ 

Nome do responsável: _________________________ 

CPF/RG: ____________________________________ 
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Anexo 3 
 

GRÁFICOS DE PERCENTIS – PESO/IDADE – ESTATURA/IDADE – IMC/IDADE 
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