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RESUMO



Considerando que a fibrose cistica é a mais importante doenga hereditaria, potencialmente
letal, incidente na raga branca, que a infec¢do pulmonar € reconhecida por ter o maior papel
na morbimortalidade levando a morte prematura em 90% dos pacientes, € que a principal
causa das exacerbagdes € as infeccdes recorrentes ou cronicas; torna-se fundamental para
um centro de referéncia, o conhecimento do perfil microbiolégico de seus pacientes.
A correlagdo entre a exacerbacdo dos sintomas pulmonares e a contagem de colOnias de
bactérias na cultura rotina diagnéstica (CRD) serve para orientar o controle das infecgdes.
Norteados por este fundamento, para o perfil microbioldgico utilizaram-se resultados CRD
do: Registro eletronico do Paciente (REP), Arquivo do Laboratério de Microbiologia
(ALM) e Prontudrio do paciente (PP). As trés bases dados pertencem a mesma casuistica,
sendo que os dois ultimos foram utilizados para verificar a coeréncia entre os perfis e
estudo da susceptibilidade. Estatistica: xz, Fisher, Pearson, regressdao linear, e, nivel
significancia p<0.05 e IC 95%. Foram resgatados 38.480 registros do REP, referentes a
975 CRD’s, 402 nos ALM’s e 371 dos PP’s. Foram isoladas: Pseudomonas aeruginosa em
80,9% REP (43% pertenciam ao morfotipo ndo mucdide), nos ALM em 70,8% (43% nao
mucéide) e em 100% dos PP (60,6% nao mucdide) e; Staphylococcus aureus em
(50,1% REP, 48% ALM, e em 55% PP). Microrganismos emergentes como Burkholderia
cepacia em (3,69% REP, 1% ALM, e em 3,5% dos PP’s), Strenotrophomonas maltophilia
em (3% REP, 2.8% ALM e 1,6% PP). Observamos uma elevada prevaléncia dos
P. aeruginosa, durante o 1° ano de vida (57%), diferenca significante se comparadas aos
resultados da Cystic Fibrosis Fundation e Consenso Europeu que relatam uma prevaléncia
de 20% entre 0-5 anos. Em relagdo a prevaléncia da B. cepacia, foi utilizado o meio
seletivo, elevando a prevaléncia para 13% no ano de 2003, e, se observados ao longo dos
anos, o valor se assemelha aos demais estudos (3,6%). Em relacio ao estudo de
susceptibilidade antimicrobiana, foram encontradas 13 cepas de P.aeruginosa
multidroga-resistente aos 5 antibidticos incluidos no estudo (3,23% CRD’s em 3 pacientes).
Das P.aeruginosa 13,4% foram sensiveis a todos os antimicrobianos (ALM). Foi possivel
observar resisténcia das cepas P. aeruginosa aos antibidticos freqiientemente utilizados
como a Gentamicina (50%) e Amicacina (31%). As mesmas cepas foram sensiveis a
Ceftazidima (45%), Ciprofloxacina (48,7%). Foram isoladas em 389 dos 402 CRD’s

(ALM), ambos morfotipos (mucédide e ndo mucdide) apresentando elevada sensibilidade a
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Ceftazidima, Imipenem e Amicacina (66,9, 56,3% e 60% respectivamente) e, dentre eles,
0 que apresentou maior eficicia e menor resisténcia foi a Ceftazidima (5,4%). As cepas de
S. aureus apresentaram elevada sensibilidade (72,7% ALM e 100% PP) sendo que dos
183 antibiogramas somente 11 cepas (6% em 5 pacientes ALM) apresentaram-se
Oxa-Resistente, apesar de uma prevaléncia elevada e persistente. O perfil microbiolégico,
utilizando REP, foi coerente com ALM e PP, sugerindo que dados eletronicos podem se
amoldar as perspectivas de futuras pesquisas, levando-se em consideragdo a necessidade de
novos estudos e maior interacdo entre as equipes, ajustadas as correcdes de possiveis

vieses.
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ABSTRACT




Considering that the Cystic Fibrosis is the most important hereditary illness potentially
lethal incident in Caucasoid, and the pulmonary infections has been recognized as having
the greatest role in the morbid mortality, being cause of death in 90% of the patients,
and the main exacerbations cause are the recurrent or chronic infection/ the knowledge in
the microbiological profile from patients becomes basic for all reference centers.
When infected, the treatment will depends of microorganisms characteristics (antimicrobial
resistance and ambient conditions) and, the prognostic depends of the nutritionals and
immunological conditions; The correlation between the exacerbation from pulmonary
symptoms and the counting of bacteria colonies by the culture routine diagnosis (CRD),
serves to guide and control the infections. Guided by this bedding, our objective was to
delineate this profile, using the CRD results from: Electronic Patient Register (REP),
Archives from Microbiology Laboratory (ALM) and Handbooks of Patient (PP). All the
databases belong to the same casuistry, being ALM data and PP collected to verify if the
electronic registers correspond to the findings and notations in these archives. For the
statistical calculations: descriptive analysis, XZ, fisher, correlation Pearson and linear
regression and the significance were p <0, 05 and IC 95%. Were analyzed 975 CRD’s
results between 38.480 registers from REP (100 patients), 402 from ALM (100 patients)
and 371(9 patients) from PP's. Were identified: Pseudomonas aeruginosa in 80,9% from
REP (43.1% belonged to morphotype mucoid), from ALM in 70,8% (27.8% mucoid) and
PP (51.4% mucoid); Staphylococcus aureus in (50.1% REP, 48% ALM, and in 55% PP).
Emergent microorganisms as Burkholderia cepacia in (3.69% REP, 1% ALM, and in
3,5% of the PP's), Strenotrophomonas maltophilia in (3% REP, 2.8% ALM and 1.6% PP).
In relation of microorganisms prevalence, we observed a high significant prevalence of the
Pseudomonas aeruginosa during the first year life (57%), greater than the results from
Cystic Fibrosis Foundation and European Consensus (20% of 0-5 yrs). In relation of
Burkholderia cepacia prevalence, the selective media was used (year 2003), increasing the
prevalence to 13%, if observed during a long period, it would be equivalent to found
(3,6%). About antimicrobial susceptibility, 13 of P. aeruginosa multi-drugs resistant were
found to all usual antibiotics (3,3% CRD of 3 patients). The P. aeruginosa, 13,4% were
sensitive to all antimycrobiane. We observed a great resistance between P. aeruginosa

against to usual antibiotics as Gentamicine (50%) and Amicacine (31%). The same cepas
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were sensitive to Ceftazidima (45%), Ciprofloxacin (48,7%). Of 389 CRD’s (ALM),
were simultaneously found the both morphotypes (mucoid and nonmucoid) that showed a
high sensitive to Ceftazidima, Imipenem e Amicacin (66,9, 56,3% e 60%) and the more
effective and less resistant was Ceftazidima (5,4%). The Staphylococcus aureus were high
sensitive (72,7% ALM and 100% PP) and just 11 cepas in 183 (5,9%) were Oxa-Resistant
in 5 patients, even thought the high and persistent prevalence. The microbiological profile
of cystic fibrosis patient from REP corresponds to the results from ALM and PP,
suggesting that the electronic register can be molder to the perspectives of future
researches, with news studies on this subject, and to plan more interaction between teams to

correct any possible vises to appropriate research.
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1.1- Fibrose cistica

Fibrose cistica (FC), nome derivado do aspecto cistico e fibroso do pancreas,

¢ uma patologia hereditaria, multissistémica e cronica (Mims, 1995).

As primeiras referéncias de pacientes provavelmente com a doenca da FC,
apareceram na literatura, desde o século XVI, como relatos de autopsias (Ribeiro AF et al.,

2005).

Sao seis décadas desde a primeira descri¢do da fibrose cistica como uma doenga

fatal do pancreas (Ashlock, 2006).

Desde 1960 tem se tornado a mais publica de todas as doengas genéticas
humanas, e atualmente considerado o distirbio autossémico recessivo fatal mais comum de

criangas nas populacdes caucasianas (Nussbaum et al., 2001).

Dorothy Hansine Andersen' (1938) foi a primeira pesquisadora médica que
reconheceu a fibrose cistica e que dedicou parte de sua vida aos estudos avangados desta
doenga. Publicou um estudo pioneiro detalhado de 49 pacientes de FC, que foram

categorizados em trés grupos, baseados na idade da morte dos pacientes.

A autora descreveu criangas que tinham abdomen distendido e ataques de
diarréia com fezes abundantes, palidas e de odor fétido, por conta da baixa porcentagem de
gorduras processadas. As observagoes feitas no estudo permitiram entender a FC como uma
doenca unica, mas com diversos efeitos, e uma colecdo de estados de doencas relacionadas

(Gilligan, 1991).

A designagdo FC do pancreas foi derivada da descoberta de criangas que
morriam no periodo neonatal tinham lesdes histopatologicas caracteristicas no pancreas.
O trabalho de Dorothy Andersen descreveu dois problemas fisiopatologicos importantes
encontrados na FC: a insuficiéncia pancredtica relacionada & ma nutricdo, bem como

infecgdes das vias aéreas. Ambas relacionadas as secreg¢des viscosas (Gilligan, 1991).

'Andersen DH, apud Damrosch, Douglas S., "Dorothy Hansine Andersen," Journal of Pediatrics,
October 1964, pp. 477-479.
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Um jovem médico italiano, Dr. Paul di Sant’Agnese?, assistente da equipe de
Andersen no Hospital infantil Presbiteriano, cuidou da primeira crianca diagnosticada com

FC.

Enquanto servia como chefe da pediatria clinica, descobriu a associagdo entre
FC e deple¢ao de sal, o que o levou a suspeitar do excessivo sal perdido através do

suor-um conceito revolucionario ndo aceito por anos.

Em 1953, publicou os resultados confirmando o defeito do transporte de
eletrolitos, de fundamental significancia nesta anormalidade, postulando que a FC ndo era
simplesmente uma doenca que afeta o pancreas e secundariamente o sistema respiratorio
como Andersen tinha proposto, mas como uma desordem generalizada do metabolismo

(Farrel, 2005; Quinton, 2007).

O “teste do suor” rapidamente se tornou o diagnostico padrdo ouro,
especialmente quando Gibson, aconselhado por di Sant’Agnese, desenvolveu o método

iontoforese de pilocarpina (Quinton, 1983, 1990a, 1990b).

Reconhecida como uma doenca hereditaria, autossdmica recessiva ja na década

de 1930, a FC tem sido considerada uma doenga monogénica (Raskin, 1999).

Devido a sua freqiiéncia relativamente alta, a aus€ncia quase absoluta de
compreensdo fisioldgica subjacente, ¢ nenhuma anomalia cromossdmica estrutural;
a escolha da técnica na area de biologia molecular foi da clonagem posicional para a

descoberta do gene responsavel pela FC (Nussbaum et al., 2002).

Embora marcadores mais proximos estivessem a certa distancia do gene
responsavel pela doenga, ficou claro que 90% dos cromossomos tinham um haplétipo

particular (Nussbaum et al., 2002).

Segundo estes autores, este resultado ¢ conhecido como desequilibrio de
ligacdo, que ¢ definido como a associagdo preferencial de um gene de doenga com

marcadores proximos.

?Paul di Sant’ Agnese apud Quinton PM. Disponivel em URL: http://www.physiologyonline.org 2007.
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Tsui et al. (1985) utilizando-se de técnicas de clonagem posicional e salto

cromossomico isolou e mapeou o locus da FC.

As pesquisas para a determinacdo de sua base genética culminaram na
identificagdo e clonagem do gene em 1989, ap6s intensa série de investigagdes que ilustram
a importancia tanto do mapeamento fisico quanto do mapeamento genético (Rommens,

1989; Riordan, 1989; Keren et al., 1989).

O gene da FC, localizado no brago longo do cromossomo 7, no locus q31,
¢ formado por 250kb de acido desoxirribonucléico (DNA), com 27 éxons e tem a
propriedade de codificar um 4cido ribonucléico mensageiro (RNAm) de 6,5 Kb,
que transcreve uma proteina transmembrana, reguladora de transporte i6nico, composta de

1.480 aminoacidos (Tsui, 1995).

O gene codifica uma proteina envolvida no transporte de cloretos, cuja sigla

inglesa é CFTR - "cystic fibrosis transmembrane regulator" (Tsui, 1995).

Na década de 90, a FC foi caracterizada pela disfuncdo de superficies apicais
mucosas como as glandulas exdcrinas, e o epitélio que reveste a via respiratdria, a via
gastrintestinal, assim como ductos excretores das glandulas sudoriparas, genital,

pancreaticas e hepaticas (Johnson, 2000).

As mucosidades produzidas por essas glandulas sao muito mais espessas do que
o normal e dificultam a liberacdo das enzimas do pancreas e a eliminacdo das secregdes

mucosas das vias aéreas (Morales e Fernandez, 1997).

As obstrugdes geradas causam deficiéncias no aparelho digestivo e nas vias
respiratorias, favorecendo, de forma especial nos pulmoes, o inicio da colonizagdo por
diversos microrganismos de dificil erradicagdo (Morales e Fernandez, 1997; Kroll e Terra,

1999).

Segundo Ribeiro JD et al. (2002) e Ribeiro AF et al. (2005), nos ultimos
15 anos, novos estudos em biologia molecular, genética, transporte i6nico (bioquimica e

fisiologia) e do sistema imunoldgico, vém sendo aprofundados para a melhor compreensao

Introdugdo

55



dos mecanismos bioquimicos responsaveis pela patogénese da doenca, abrindo horizontes

para o aconselhamento genético e o tratamento de suas complicagdes.

Com uma incidéncia de 1:2.000 em norte europeus, 1:9.000, hispanicos,
1:17.000 em anglo-americanos, no Brasil, a FC tem sido encontrada em todas as regioes,
com incidéncia varidvel, dependendo da origem da populacdo predominante (Raskin, 2001;

Brasil, 2003).

Em algumas regides, encontram-se incidéncias altas como um (1) em cada
2.500 nascidos vivos, como descritos nos estudos no estado do Parand, porém ndo ha
estudos epidemioldgicos abrangentes que permitam estimar a incidéncia geral da doenga no
Brasil. A estimativa ¢ de que menos de 10% do total anual de casos sejam diagnosticados

(Raskin, 2001; Brasil, 2003; Lemos 2004).

A expectativa de vida para pacientes com FC tem aumentado desde a sua
descri¢ao. Muitos avancos em cuidados médicos, incluindo monitoramento mais proximo,
e intervengdo precoce para ma nutricdo e infeccao respiratéria. O “screening” neonatal
(SN) propicia o monitoramento e tratamento mais precoce, possibilitando aumento na

sobrevida do paciente (Waggner et al., 2003).

Segundo Alvarez et al. (2004) em um dos estudos realizados no HC/Unicamp,
observou-se que a idade de inicio de sintomas variou desde o nascimento até 20 anos.
A mediana de diagnostico no EUA ¢ de 2,9 anos, e no Brasil ¢ de 4,2 anos, sendo que

60% dos pacientes apresentavam desnutri¢cao ja por ocasido da primeira consulta.

Neste contexto, apesar da FC apresentar uma morbimortalidade muito elevada,
o prognostico tem melhorado, chegando os indices de 75% de sobrevida até o final da
adolescéncia e de 50% até a terceira década de vida. Estudos anteriores demonstravam que

apenas 10% dos pacientes ultrapassavam 30 anos de idade no Brasil (Brasil, 2003).

1.2- Fisiopatogénese da fibrose cistica

O defeito observado na FC ¢ a mutacdo no gene que codifica a proteina

reguladora da condutancia i6nica transmembrana CFTR (Toporovski, 1995).
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Mutagdes presente nos dois alelos do cromossomo 7 no gene (locus) CFTR,
resultam em anormalidades no transporte de ions cloreto (Cl) e bicarbonato (HCOs),
reguladas pelo AMPc através das células epiteliais (Davis, 1987; Lodish et al., 2000;
Nussbaum et al., 2002).

Na FC, as secre¢oes destas glandulas e areas afetadas, sdo muito espessas,

considerado o elemento-chave na fisiopatogénese da FC (Morales e Fernandez, 1997).

No contexto biofisico, o transporte de cloretos através da CFTR, se faz na
dire¢do intracelular ou extracelular, dependendo da biofisica epitelial envolvida no

transporte de ions transmembrana e o tipo de glandula afetada (Ribeiro AF, 2005).

Na FC, um defeito no gene CFTR nos ductos das glandulas sudoriparas leva a
uma diminuicido da reabsorcido de cloreto de sédio do limen, resultando em
concentragdes aumentadas de cloro no suor; entretanto, no epitélio respiratério, um defeito
no gene CFTR resulta em uma reducao ou perda de secrecao de cloro para as vias
aéreas, reabsorcio ativa de soédio (Na") e agua (H,O) e como conseqiiéncia a desidratagio

do muco (Cassola, 2000; Kierszenbaum, 2004).

A implicacdo fisioloégica do bicarbonato no pancreas sobre a inibi¢do do
CI extracelular no pancreas através do bloqueio da CFTR. Observou-se um aumento de
ion bicarbonato luminares conseqiiente da diminui¢do da secregdo (intracelular),
juntamente com marcador anion para o canal de cloretos, sugerem a inibi¢do CFTR e

diminuicao CI" no lumen pancreatico (Figura 01) (Kierszenbaum, 2004).
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BIOFISICA EPITELIAL: proteina transmembrana CFTR na fibrose cistica

CFIRNORMAI

* Canal CFTR excretam s6dio (Na')

na formagac saliva;

*[ INaCl e H,0 = saliva nermal.
DISFUNCAQ® CFTR

* O misto de muco e componentes
serosos da glandula salivar T[] Na' ().
* 0 muco secretadoe da glandula labial
contém T[] de marcadores de Na';
=T H,0. T produgao saliva;

* histolegicamente: acinos + maberial de
eosindiilos (# céiulas de defesado sg.
presentes emn infecgbes).

Glandulas sudoriparas

CFTRNORMAI

* Canal CFTR excretam sal (Na' e CI')
na formagcao suor;

*[Inermal NaCl e H;O = suor nermal.
DISFUNCAQT CFIR

* | [1CI reabsorvido na superficie
epitelial;

*Tr1CreNa’ na pele;

- T Hy0 na pele=

=T [1sal (NaC1) no suor, explica o
teste do suor come padrao.

Pulmao

CFTRNORMAI

* Superficie das vias aéreas
reabsonvem sal na foma

(Na'e Cl)do ASL;

* atrainde [ ] nermal de H,O
para dentre das células = man-
tendo o muco saudavel vias aé-

DISFUNGAQ® CFTR

® Nas vias aéreas oNa' e CI
5a0 abservidos ancmalmente
forgando umal1H,0
reabsonvida por esmaose para
o interior das células =

*® muce seco e desidratado.

Pancreas

CFTRNORMAI

* Acidos estomacais sfo neutralizados
peles aniens HCO,'; e HCO, luminar
age comoe um poltente reguladoer CFTR.
* permite PH adequado para acao das
enzimas pancredticas; HCO, = N[ ]1CI.
DISELINCAQ® CFTR

* |[ 1secreqiio HCO, = LCFTR= JCr
® | PH= ] acfio das enzimas (end6-
genas e exbgenas) ;

* insuficiéncia pancredtica.

taumento, |diminuigdo, [ Jconcentragdo, # ndo undnime, & ou auséncia da proteina CFTR. fons: HCO;

(bicarbonato), Na" (cation s6dio), Cl'(anion cloreto) e H,O (4gua).

Figura 1- Biofisica epitelial da CFTR presente nas membranas epiteliais dos principais

orgados acometidos pela FC [baseado nos relatos publicados por Davis, 1987;

Gray et al., 2001; Rosenfeld et al., 2003]. No pancreas o T HCO3™ luminar pela

| secre¢do bicarbonato no epitélio do pancreas — potente regulador de

CFTR + um marcador anion externo para o canal de cloro — sugere: inibi¢ao

CFTR
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1.2.1- Regulador da condutancia transmembrana da fibrose cistica - CFTR

Como ja mencionado, a fisiologia da proteina transmembrana CFTR comegou a
ser decifrada em 1953 por Paul di Sant’Agnese com a observacdo de que o suor dos

pacientes, continha altos niveis de eletrolitos.

Estudos histologicos e bioquimicos revelaram que o gene que codifica a
proteina CFTR, pertence a familia de proteinas transportadoras ABC, assim chamada
porque tem um dominio de ligacdo para o trifosfato de ATP (do inglés ATP-binding
cassetes) e necessita hidrolisar moléculas de ATP para transportar ions, no caso da FC o ion

CI" (Kierszenbaum, 2004; Nelson e Cox, 2006).

O transporte de ions de algumas moléculas bioldgicas como glicose, moléculas
. . , + + + -~ . . . .
ionizadas e pequenos ions como H', Na', K', CI sdo incapazes de dissolver no interior

hidrofébico da bicamada fosfolipidica (Nelson e Cox, 2006).

Elas necessitam da ajuda de proteinas transportadoras especificas e canais
seguindo o potencial elétrico (p. ex., para cada trés (3) fons de Na' que se move para fora
para cada dois (2) ions de K" que se move para dentro da célula). Processo conhecido como
eletrogénico, que consome 25% da energia total consumida no metabolismo de uma pessoa

em repouso (Johnson, 2000; Kierszenbaum, 2004).

O fluxo de ions pelos canais pode ser passivo movido pela concentragdo,
pelo movimento térmico e pela diferenca de potencial elétrico na membrana celular

(Cassola, 2000).

Assim, segundo o autor, o fluxo restante de ions pelos canais, que lhe sdo
seletivos, dependera da diferenca de concentracdo entre os compartimentos intra e
extracelulares e da diferenca de potencial elétrico na membrana celular, ligacdo de
compostos a proteina do canal, fosforilagdo e ligagdo a proteina de ions outros que nao
passam pelo canal, mas tem afinidade por sitios da proteina podem modificar a

probabilidade das conformagdes, favorecendo ou o estado fechado ou o aberto do canal.

Os canais, entdo, sdo dependentes ou de voltagem, ou de mediadores ou de
2+ r . . ~ s . I3 .
ATP, ou de Ca”". O ATP ¢ uma energia livre nas reagdes quimicas das células considerado

o ‘transportador universal’ (Cassola, 2000).
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No transporte

de

cloretos

o processo de

equilibrio

eletroquimico,

de fosforilagdo (reagdes na membrana para formagdo ATP, a partir ADP e de fosfato

{lJ, J1}), e de mediadores ATP podem ser visualizados na Figura 02.
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Figura 2- Topologia da proteina CFTR [Baseado em modelos propostos por Nussbaum
et al., 2002; Voet e Voet, 2006; Nelson e Cox, 2006]. A estrutura complexa da
CFTR possui 12 hélices transmembrana (alfa-helicdidais MSD1 e MSD2) e
3 dominios funcionalmente significantes estendidos a partir da superficie
sistolica: NBD1 e NBD2 sao dominios de ligagdao de nucleotideos aos quais o
ATP se liga, e um dominio regulador (R) => sitio de fosforilagdo pela proteina
quinase dependente de AMPc. Cadeias oligossacaridicas ligadas a varios
residuos na superficie externa no segmento entre hélices 7 ¢ 8. A mutagdo mais
freqliente AF508 ocorre no dominio NBDI1. A agua segue o sodio, que sdo
transportadas para fora das células via Na'/K'. Outros fons Na' entram pelo

ENaC e CFTR. Liga¢ao [P, P,] fosfato.
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1.2.2- Funcao da proteina CFTR na fibrose cistica

A proteina CFTR ¢ integrante da membrana celular e tem a dupla fungao de ser
um canal de cloro e de atuar como um regulador de multiplos canais de ions e processos

celulares adicionais (Silverthorn, 2003).

Segundo Akabas (2000) a regulacdo da CFTR, consiste em dois processos
separados que controlam a passagem no canal: a fosforilagdo e a ligacdo e hidrdlise do

ATP.

O autor descreve que a fosforilagdo ¢ necessaria para a ativagdo do canal,
mas ndo ¢ suficiente. Apos a fosforilagdo, a passagem entre os estados de abertura e
fechamento do canal ¢ controlada pela hidrélise de ATP. Quanto maior a fosforilagao,
maior ¢ a probabilidade de abertura do canal, sendo que a desativagdo do canal ¢ mediada

por fosfatases protéicas.

A abertura do canal de CI" em presenga de um agonista, como a acetilcolina,
induzindo um aumento do monofosfato de adenosina ciclica (AMPc), seguido pela ativagao
proteinoquinase A, producgdo de trifosfato de adenosina (ATP), e a ligacdo do ATP a dois
dominios de ligacdo de ATP do canal de CI” (Kierszenbaum, 2004; Nelson e Cox, 2006).

A proteina CFTR atua como regulador de transporte apical de ions por varios
mecanismos (Akabas, 2000; Lyzac et al., 2002; Silverthorn, 2003; Oliveira, 2004
Kierszenbaum, 2004 ¢ Nelson e Cox, 2006):

e O primeiro destes mecanismos ¢ a fun¢do natural da proteina CFTR como um canal de

cloro.
e Segundo, o dominio R da CFTR pode associar e regular a atividade do canal de potassio.

e Terceiro, a CFTR media o transporte de ATP através da membrana plasmatica.
Este ATP extracelular pode entdo se ligar ao receptor poligénico que regula a atividade
de outro regulador, o “Outwardly rectifying chloride channel” (ORCC) ou canal de cloro

que retifica externamente.
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e Por ultimo, existem evidéncias de que a CFTR pode estimular diretamente a atividade de

importagao de cloreto e reprimir o canal de s6dio (ENaC).

e Os canais de sodio (ENaC) sao responsaveis pela reabsor¢ao de sodio (acompanhado de
agua) do liquido de superficie das vias aéreas e sdo expressos em todo aparelho

respiratorio, inclusive no epitélio alveolar.

Sendo assim, a reabsor¢do ¢ importante para manter relativamente constante a

quantidade de liquido nas vias aéreas (Oliveira, 2004; Ratjen, 2007).

1.2.3- Papel da proteina CFTR na doenga pulmonar

As vias respiratorias em pacientes com FC sdo caracterizadas por persistentes

infecgdes e excessivas respostas inflamatdrias.

Normalmente, as células epiteliais que revestem a superficie interna dos
pulmdes, secretam uma substiancia que prendem e matam as bactérias enquanto os cilios
das células epiteliais, constantemente, arrastam para fora os restos resultantes (Lodish et al.,

2000).

Quando a proteina CFTR ¢ defeituosa ou estd ausente, esses processos sao
menos eficientes e infecgdes freqlientes por bactérias como o S. aureus € P. aeruginosa
danificam progressivamente os pulmdes e reduzem a eficiéncia da respiragao (Nelson e

Cox, 2006; Gropper ¢ Wiener-Kronish, 2008).

Segundo os autores, a fina camada de muco que normalmente reveste as
superficies internas dos pulmdes ¢, na FC, anormalmente espessa, obstruindo o fluxo de ar
e fornecendo um substrato para a fixacdo de bactérias patogénicas, particularmente

S. aureus € P. aeruginosa.

Johnson (2000) descreveu detalhadamente dois dos mecanismos importantes
para remog¢do de particulas estranhas das vias aéreas: o transporte mucociliar e os

macrofagos alveolares.
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Segundo o autor, o transporte mucociliar (MCT) remove as particulas estranhas
das vias aéreas condutoras. As particulas depositadas no muco sdo deslocadas na dire¢do da
boca pelos batimentos continuos dos cilios existentes nas células epiteliais das vias aéreas.
Os cilios batem cerca de 20 vezes por segundo de maneira coordenada a fim de movimentar

0 muco para cima e para fora das grandes vias aéreas.

Quando o muco alcanga a laringe, pode ser deglutido, sendo assim removidas

do sistema respiratorio (Silverthorn et al., 2003).

Sendo assim, o muco ¢ uma secrecdo complexa e desempenha um importante
mecanismo de defesa, que consiste em uma camada em gel (superior) € uma camada em sol
(inferior). A camada em gel, ¢ viscosa e adere as particulas retidas e depositadas sobre as
vias aéreas, contém macromoléculas como a mucina (Johnson, 2000; Silverthorn et al.,

2003).

A camada inferior constitui uma secrecdo menos viscosa que banha os cilios.
Portanto, os cilios conseguem movimentar-se facilmente na camada em sol e a camada em
gel que flutua na parte superior ¢ deslocada para cima e para fora das vias aéreas

(Johnson, 2000; Silverthorn et al., 2003).

Neste contexto, na FC o muco fica desidratado ‘empacotando’ os cilios,
impedindo o transporte normal MCT, observados na Figura 3 (Silverthorn et al., 2003;

Ribeiro AF et al., 2005; Nelson e Cox, 2006, Gropper ¢ Wiener-Kronish, 2008).

Outros compostos e reagdes quimicas fazem parte da fisiopatogénese da FC no

sistema respiratdrio, como o oxido nitrico (NO) e a hipoxia pulmonar.

O NO ¢ uma molécula com atividade antibacteriana (defesas inespecificas das
vias aéreas), e nos pacientes com FC, existe diminuicdo da atividade da enzima o6xido
nitrico-sintetase (NOS-2). Esta diminuicdo compromete a habilidade de eliminar pequenos

inéculos de bactérias, favorecendo o inicio das infec¢des (Ribeiro JD et al., 2002).

Neste contexto, o resultante desequilibrio da relacdo ventilagdo/perfusdo causa
hipoxemia devido as regides em que o fluxo sangliineo pulmonar ndo realiza as trocas

gasosas. A hipoxemia que se toma mais acentuada com o passar dos anos, ¢ um forte

Introdugdo

63



estimulo para a vasoconstrigdo arterial pulmonar. Essa constricdo causa hipertensao
pulmonar e, quando grave o suficiente, leva ao cor pulmonale (também conhecido como
insuficiéncia ventricular direita). Como a hemoptise, o cor pulmonale tem um prognoéstico

ruim.

Quanto a citologia pulmonar, fotos reveladas em miografia eletronica
demonstraram que as células de Clara tém sido associadas com a liberagdo de Cl-, mediado
por um mecanismo envolvendo o monofosfato guanosina ciclica (GMPc) — guanilato

ciclase C (Kierszenbaum et al., 2004).

Alguns estudos sugerem que a excessiva resposta inflamatdria, se deve ao
epitélio pulmonar (superficie alveolar), que por si s6, em seu sistema de defesa, contribua

para o dano nas superficies das vias respiratorias na FC (Gropper ¢ Wiener-Kronish, 2008).

Na FC, o aumento do numero de macréfagos, que secretam quimiotaxicos que
atraem neutréfilos, que acumulam elastase no lamen, e junto aos macrofagos liberam
proteases, que sdo produtos que degradam as fibras eldsticas da parede bronquiolar e

alveolar (Kierszenbaum et al., 2004).

Conseqiientemente, uma proliferagdo TH2 com produgdo citoquinas, como a
interleucina IL-8 (marcador imunoldgico), causa estreitamento das vias aéreas e aumento
na produ¢do muco, e, conseqiientemente danos ao tecido pulmonar (Gropper ¢ Wiener-

Kronish, 2008).
Segundo os autores, ha dois (2) tipos de células do epitélio alveolar: I e II.

As células do tipo I, primariamente, funcionam como barreira
(metabolicamente ativa, participa da defesa do hospedeiro, remodelamento alveolar,

e fungdes antioxidantes).

O tipo II consiste em células pequenas (com CFTR) -caracterizadas:

poder surfactante (granulos chamados de corpos luminares) atua progenitor, e célula defesa.

O conhecimento sobre as funcdes destas células e anormalidades poderiam
colaborar para desenvolvimento de novas terapias e, talvez, para terapias de reposicao
celular, um sonho futurista, tanto para pacientes com FC e como para todos que sofrem

processos degenerativos pulmonares.
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Técnicas em miografia eletronica revelaram que as Células de Clara secretam
um componente do material surfactante que recobre os alvéolos e que representam 80% da

populacgao de células epiteliais do bronquiolo terminal (Kierszenbaum et al., 2004).

Novos estudos tem postulado que a resposta hiper-inflamatoria do hospedeiro

diante das infecgdes € a chave da patogenia pulmonar na FC (Ribeiro CMP, 2006).

Segundo a autora, a resposta hiper-inflamatéria as infecgdes na FC,
¢ controversa, 1. e. se ocorre como resultado de mutagdes na CFTR e/ou em conseqiiéncia

das infecgdes persistentes pulmonares.

Em seu estudo, foi demonstrado que sinais de calcio intracelular (Ca®"i),
conseqiientes da ativacdo de receptores apicais da proteina conjugada G (GPCRs), pelos

mediadores pré-inflamatorios, estdo aumentados o epitélio das vias aéreas na FC.

Concluindo, a autora descreveu o aumento do Ca2+i estocado no RE
transmitindo um fendtipo de hiper-inflamagdo em epitélios cronicamente infectados como
resultado da grande mobilizacio de Ca**i associada a uma excessiva resposta conseqiiente

da ativacdo da GPCR (Ribeiro CMP, 2006).

A figura 3 ilustra hipoteticamente a cascata de eventos sobre o epitélio
pulmonar, baseado nos modelos propostos na literatura especializada. No epitélio
pseudo-estratificado cilindrico (cima para baixo): célula ciliada, células caliciformes
(secretoras de muco) e células basais. No bronquiolo terminal o epitélio ¢ cubico ciliado

com células de Clara (sem células caliciformes) (Kierszenbaum et al., 2004).
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Fisiopatogenia da fibrose cistica
na doenca pulmonar
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Amalflt LM, 2007
Made with a trial copy of
SmartDraw healthcare v.2008

Figura central reproduzida copyright © Lippincott Williams & Winkins, com permissdo to trial copy of
SmartDraw healthcare v.2008.

Figura 3- Diagrama hipotético baseado nos modelos propostos por Hudson, 2004;
Kierszembaum, 2004; Voet e Voet, 2006. Transporte mucociciliar (MCT) +
macrofagos (grandes células mononucleares superficie alveolar, cujos
lisossomos digerem bactérias) — [@8) — Via de saida particulas estranhas +
restos macrofagos x bactérias — MCT. # terapias sugeridas nas diferentes fases
da doenca pulmonar na FC.
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1.2.4- Mutagdes no polipeptidio CFTR — genética da fibrose cistica

A primeira mutac¢do da FC identificada foi uma delecdo de uma fenilalanina na
posicdo 508 (AF508), na primeira dobra de ligacdo ATP (NBDI; Figura 2), ¢ o defeito mais
comum, contribuindo com cerca de 70% de todos os alelos FC nas populagdes caucasianas

(Nussbaum et al., 2002).

Segundo os autores, nas populacdes caucasianas, apenas outras sete mutagoes

sao mais freqilientes que 0,5% e, portanto, a maioria ¢ rara.

No Brasil, a prevaléncia foi baseada em resultados do estudo multicéntrico de
Raskin (2001) e em dados do Ministério da Saude (Brasil, 2003), de aproximadamente
47% a 50% consecutivamente, devido a alta miscigenagdo de racas e alta heterogeneidade

alélica.

Embora as anomalias bioquimicas associadas a maioria das mutagdes na FC

sejam conhecidas, cinco mecanismos gerais das disfung¢des protéicas foram descritos.

Alguns autores diferem em suas classificagdes (p. ex., Nussbaum et al., 2002 ¢
Welsh et al., 2001), sob a hipdtese de cada um classificé-la conforme sua area de atuacdo
(p. ex., bioquimica e genética); mas em geral, a maioria dos autores concordam que,
as mutacdes da classe I, II e III sdo as que estdo associadas as manifestacdes clinicas mais

graves (Ribeiro AF, 2005).

As mutagdes da classe I sdo as que tém um defeito na producao da proteina, tais
como as associadas a codons finalizadores prematuros ou mutagdes que geram RNA
instaveis. Como a CFTR ¢ uma proteina glicosada da membrana, ela deve ser processada
no reticulo endoplasmatico (RE) e Golgi para ser glicosada e secretada (Nussbaum et al.,

2002).

A classe II (mutagao AF508), como resultado de processamento defeituoso no
enovelamento (dobramento) da proteina no NBD1, sendo que este mutante ndo se dobra
normalmente o suficiente para permitir sua saida do RE (Nussbaum et al., 2002; Nelson e

Cox (20006).
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Outras mutacdes produzem uma proteina que ¢ inserida apropriadamente, mas
ndo consegue ser ativada pela fosforilagdo. Em cada caso, o problema fundamental ¢ um
canal de CI” que ndo funciona nas células epiteliais que revestem os 6rgdos afetados na FC
(Nelson e Cox, 2006).

Mais de 1.000 mutagdes naturais foram identificadas no gene que codifica a
proteina CFTR (Ribeiro AF et al., 2005).

Os alelos representativos de cada uma destas cinco classes sdo mostrados na

Figura 4, segundo o modelo proposto por Welsh et al. (2001).
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Amalfi LM, 2007.
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CorelDraw ¥3, Adobe lllustrator £53

Figura 4- Esquematizacdo hipotética das classes de mutacdes baseado no modelo proposto
por Welsh et al., 2001. Esquema ilustrativo do epitélio pulmonar — auséncia de
atividade ou funcionamento parcial da CFTR — | excre¢dao CI, — 1 fluxo de
Na“ e 1 H,O intracelular (agdo osmoética) — caracteristica muco desidratado.
As figuras sdo meramente ilustrativas: acima — membrana epitelial (permeado
por proteinas de transporte iOnicos), € abaixo ‘o nucleo’ no centro citoplasma
(com seqiiéncia do cromossomo {DNA} alterada na FC, a direita).
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1.3- Critérios diagnésticos
1.3.1- Critérios clinicos

Ao nascer, a crianga com FC pode ndo apresentar sinais ou sintomas da doenca

em semanas, meses ou mesmo anos (Rosenfeld et al., 2001).

Cerca de 5 a 10% pacientes com FC nascem com obstrucdo intestinal por

mecdnio, que pode ja ser diagnosticado no ultra-som durante a gestagdo (Brasil, 2003).

Uma das caracteristicas mais relevantes da FC que, de certa forma dificulta seu
diagnostico, ¢ seu polimorfismo com grande variabilidade na freqiiéncia e gravidade das
manifestagdes clinicas e complicag¢des, variando desde o recém-nascido com ileo meconial
até o individuo adulto com pouca sintomatologia, apresentando quase que exclusivamente

azoospermia obstrutiva (Farias et al., 1997; Rosenfeld et al., 2001; Oliveira, 2004).

Os especialistas, Ribeiro JD et al. (2002), Ribeiro AF et al. (2005) e, Mitchell
et al. (2006), descreveram as manifestagdes clinicas, sob os aspectos de suas caracteristicas
morfologicas que sdo altamente variaveis, que ndo se expressam nas mesmas intensidades e

formas, e depende do (a):

* tipo de glandulas afetadas,

» area envolvida,

» gravidade,

* condi¢des ambientais,

* nutricionais e, imunologicas de cada paciente.

Nussbaum et al. (2001) e Raskin (2001) descreveram alguns dos fatores
ambientais como: fumo, poluicdo ambiental, saneamento basico, aspectos sociais (dificil
acesso aos centros de referéncia), e a idade avangada no diagnoéstico (Alvarez et al., 2004),

como fatores externos que interferem na evolucao e na gravidade da doenga.
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A infecgdo cronica do trato respiratdrio ¢ uma das manifestacdes clinicas
predominantes da FC e ¢ responsavel por 75 a 85% das mortes entre os pacientes.
Conseqiientemente, a doenca pulmonar ¢ a principal responsavel pela morbidade e
mortalidade dos pacientes com FC, sendo que, em 90% dos casos, o Obito ocorre por
insuficiéncia respiratoria (Morales e Fernandez, 1997; Ribeiro JD et al., 2002; Ribeiro AF

et al., 2005; Mitchell et al., 2006; Nelson e Cox, 2006).

Como a FC apresenta uma marcada heterogeneidade sob o ponto de vista
pulmonar, alguns afetados apresentam apenas na vida adulta quadros rotulados como
“bronquite” ou tosse persistente, podendo manter uma fun¢do pulmonar razoavel durante a

quarta década ou quinta década de vida (Raskin, 2001).

O que significa que a FC, freqiientemente, apresenta uma constelacdo tipica de
sintomas, incluindo infecgdes respiratdrias cronicas e anormalidades gastrintestinais,
levando a uma ma absor¢do e déficit nutricional, portanto é responsabilidade do pediatra
geral estar alerta para as manifestagcdes clinicas da FC, para melhor orientar os exames

diagnésticos (Ribeiro JD et al., 2003; Ribeiro AF et al., 2005).

Se infectados, o tratamento ira depender das caracteristicas dos microrganismos
(resisténcia aos antibidticos e condigdes ambientais), € o progndstico de suas condigdes

nutricionais e imunoldgicas (Ribeiro AF et al., 2005).

De um modo geral, as principais manifestacdes clinicas estdo descritas na

Figura 5.
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Manifestag6es clinicas na fibrose cistica
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Anormalidades ocorrem em 85% a 90% pacientes, como insuficiéncia
pancreética. Como resultado, proenzimas sdo retidas ducto pancreatico
levando a destruigdo do tecido e fibrose; lipideos e vitaminas (D,E, K, e
A) sdo malabsorvidas, o que acarreta perda de gordura nas fezes e
conseqiente baixo ganho ponderal.
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e Geralmente o trato genital masculino ¢ muito mais afetado na FC e cerca de 95% dos homens desenvolvem azoospermia e AMALF! LM, 2007
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Figura central reproduzida com permissdo copyright © Lippincott Williams & Winkins to trial copy of

SmartDraw healthcare v.2008.

Figura 5- Diagrama baseado nas publicacdes [Ribeiro JD et al., 2002; Ribeiro AF et al.,
2005; Mitchel et al., 2006].

1.3.2- Critérios laboratoriais
1.3.2.1- Triagem neonatal (teste do pezinho)

Segundo Cabello et al. (2003) a triagem neonatal (TN) para FC, tem sido
assunto de discussdo e um dilema na comunidade médica, nos ultimos 10 anos; porém,
como o diagndstico e o tratamento sintomatico precoce influem no prognostico final;
parece logica a realizacdo do rastreamento neonatal, que foi recentemente recomendado

pelo Ministério da Satude através da dosagem da Tripsina Imunorreativa (IRT).

Além disso, o diagnostico precoce tem proporcionado aos profissionais que
acompanham essas criangas, um melhor conhecimento sobre a doenga e sua historia natural
e, aos pais, procederem aos cuidados no primeiro ano de vida e a oportunidade do

planejamento familiar (Santos, 2005).
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Porém Ribeiro JD et al. (2002, 2003) alertam para a necessidade de realizacao
de novos trabalhos cientificos randomizados e bem conduzidos, que possam demonstrar a
real eficiéncia de programas de triagem neonatal para FC, principalmente por nao

dispormos ainda de métodos com maior sensibilidade e especificidade.

Segundo os autores, o tema continua sendo controverso, pois tais
procedimentos sdo mais utilizados para avaliar prevaléncia de determinadas doengas,

do que para avaliar a evolugdo da doenga.

Farrel e Farrel (2001, 2003) evidenciaram em seus estudos, o beneficio da
triagem neonatal para FC. No estudo de 2003, os autores avaliaram os diagnosticos
post-mortem de criangas sem o diagnostico de FC, estimados em 5% de hipoatrémicos,

e em maior porcentagem de desidratados, desnutridos, e com faléncia respiratoria fatal.

1.3.2.2- Teste do suor

O termo de teste do suor refere-se a andlise quantitativa e qualitativa, para
determinar a concentracdo de -eletrolitos no suor, condutividade, ou osmolaridade

confirmando o diagndstico de FC (Legrys, 1996).

E considerado o padrdo ouro para diagnéstico da FC, segundo o “Consensus of
Cystic Fibrosis Foundation”. Uma concentragdo de cloreto acima de 60 mEg/litro ¢ dada
como resultado positivo, quando determinado em duas ou mais ocasides pela analise i6nica
quantitativa de suor estimulada através da iontoforese por pilocarpina e dosagem de cloro e

sodio (Lyczac et al., 2002).

E um exame de baixo custo, com elevada sensibilidade e especificidade e nao

invasivo (Ribeiro JD et al., 2002).

O teste do suor deve ser feito, preferencialmente, em duas dosagens e/ou
identificacdo de mutacdes conhecidas da FC em ambos os alelos. Este teste € realizado apods
30 dias de vida e a quantidade minima de suor necessaria ¢ de 100mg, o que dificulta a
realizagdo do exame nos recém-nascidos (RN). Sempre que a condi¢do clinica for

sugestiva, o exame do suor deve ser repetido (Legrys, 1996).
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Segundo Neto Camargo et al. (1999), quando houver forte suspeita diagnostica
e o exame do suor for negativo, o caso deve ser avaliado individualmente. O exame do suor
deve ser realizado em laboratorios de referéncia com experiéncia e realizag¢do rotineira por

ser um teste artesanal e conseqiientemente técnico dependente (Neto Camargo et al., 1999).
e Valores de cloro superiores a 60 mEq/L sdo considerados positivos,

e 40-60 mEq/L sdo limitrofes e devem ser repetidos,

e Abaixo de 40 mEq/L sdo considerados negativos.

Segundo Legrys (1996) deve-se tomar cuidado com as causas de erros como
falso-positivo:  anorexia nervosa, dermatite atdpica, disfun¢do  autondmica,
mucopolisacaridose, desnutri¢gdo calorica de proteina, hipotireoidismo tratado, e outros,

eczema, dermatoses, etc.

Também em relacdo a metodologia, o autor relatou possiveis erros de técnica

ou evaporagao por demora no processamento do exame.

Deve-se ter aten¢ao redobrada ao se deparar com as causas de falso-negativo:

edema, quantidade insuficiente de suor, erros técnicos e metodoldgicos.

Segundo Quinton, em sua revisdo no tema, a glandula do suor ndo s6 tem o
principal papel em diagnosticar, como em compreender a fisiopatogénese, os conceitos,
e também como os efeitos da doenca em oOrgaos, em tecidos, ¢ em moléculas (Quinton,

2006).

1.3.2.3- Estudo genético

Estudos genéticos em FC, através da identificacdo de mutagdes cromossomicas,
tém contribuido para a elucidagdao diagndstica, principalmente nos casos de suspeita clinica

e com testes do suor negativo e/ou duvidosos (Cabello et al., 2003).

Andlise genética das mutagdes em FC tem alto custo, alta sensibilidade,
porém baixa especificidade por conta do grande nimero de mutagdes, como as descritas por

Welsh et al. (2001) e por Raskin (2001) em seu estudo no Brasil.
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Segundo o “Cystic Fibrosis Trust” (2001), a capacidade do genotipo de predizer
a gravidade da doenga estd diretamente relacionada ao 6rgdo acometido. Quando as
glandulas sudoriparas, pancreas e sistema reprodutor sdo acometidos, existe uma forte
correlacdo entre gendtipo e fenotipo. Ao contrario, quando o 6rgao acometido € o pulmao,

ha uma grande dificuldade em se estabelecer esta correlagao.

A identificacdo de duas mutacdes conhecidas confirma o diagndstico de FC,
sendo decisivo naquele paciente que apresenta quadro clinico compativel e teste do suor
ndo conclusivo (Morales e Fernandez, 1997; Hudson, 2004). No Brasil, sdo poucos os

centros capacitados para realiza-la (Ribeiro JD et al., 2002; Ribeiro AF et al., 2005).

No estudo de Alvarez et al. (2004) no HC/Unicamp, a freqiiéncia da mutagao
AF508 chegou a 50% dos casos, assim como no estudo de Raskin (2001) a freqiiéncia
chegou a 47%. Segundo Raskin (2001) a menor incidéncia dessa muta¢do, em nosso meio,
¢ quando comparada aos dados dos Estados Unidos, Fran¢a e Argentina; provavelmente

ocorre devido a grande miscigenacao de racas no Brasil.

Estudo recente no HC/Unicamp, junto ao Departamento de Genética,
observou-se freqiiéncias semelhantes ao estudo de Alvarez (2004). Neste estudo, a mutacao
AF508 esteve presente em 50% dos alelos, e a freqiiéncia de outras mutagdes como a
G542X em 4,29%, a R553X em 0,71%, a R1162X em 2,14%, a N1303 em 1,43% ¢ a
G551D nao foi detectada. Estas mutacdes encontradas delinearam um perfil das mutagdes

de maior prevaléncia nos pacientes da regido de Campinas (Correa, 2004).

1.3.2.4- Outros critérios laboratoriais

Como a FC pode afetar varios 6rgaos, muitos outros testes, além do teste do

suor, podem ser realizados para a orientagcdo do diagnostico (Kroll e Terra, 1999):
e A determinacao dos niveis de enzimas pancreaticas, que estdo reduzidos.

e A analise das fezes do paciente pode revelar niveis diminuidos ou ausentes de tripsina e

quimiotripsina ou niveis elevados de gordura e elastase fecal.
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¢ Quando a secrecdo de insulina estiver reduzida, os niveis de agucar no sangue sdo altos.

e Testes de fun¢do pulmonar podem mostrar comprometimento respiratério e a radiografia

de térax também pode sugerir a doenca.

1.3.2.4.1- Elastase fecal

O termo de “suficiéncia pancreatica” ¢ usado para descrever pacientes que tém
perdas de reservas pancredticas € nao demonstram sinais de ma-digestdo (Gullo et al.,

1999).

O pancreas exdcrino tem uma larga capacidade funcional: mais de 98% do
residuo funcional necessita ser perdido para que sinais e sintomas de ma-digestdo de

gorduras manifestem-se (Bebarry et al., 2002).

A funcido exdcrina do pancreas ¢ de dificil avaliagdo em razdo de sua anatomia
pouco acessivel e capacidade de reserva. O “Gold Standard” teste seria a estimulagdo direta
do pancreas, mas ndo ¢ usado extensamente na pratica clinica, por ser extremamente

complexo, caro, e invasivo (Borowitz et al., 2004).

A elastase fecal (E1) ¢ um teste, facilmente obtido para classificar o status
pancreatico nos pacientes com FC. Esta informagdo ¢ importante para o progndstico,
tratamento e deve transformar-se em padrdo para o cuidado para pacientes com FC

(Borowitz et al., 2004).

Por ser um método sensivel (96%) e especifico (100%) para FC, possibilitaria
assim comparar a efetividade das provas laboratoriais ¢ diminuir os danos causados pela
ndo inclusdo de fibrocisticos por resultados falso-negativos, ou pela alta porcentagem da
inclusdo na primeira fase da triagem, de pacientes com testes falso-positivos no protocolo
IRT/DNA (Gullo et al., 1999; Bebarry et al., 2002; Borowitz et al., 2004; Cabello et al.,
2003; Ribeiro JD et al., 2003).

Em fase de gestdo no HC/Unicamp, projeto piloto aprovado no CEP da FCM,
propos aliar o teste do pezinho ao teste da elastase fecal (E1), para deteccdo precoce e
estudo de eficiéncia técnica, em recém-nascidos na regido do estado Sao Paulo, DIR XV

Piracicaba (28 cidades) (Amalfi et al., 2005).
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1.4- Microbiologia da fibrose cistica

A suscetibilidade a infecgdes pulmonares cronicas em pacientes com FC tem

sido reconhecida desde as primeiras descrigdes da doenga (Kroll e Terra, 1999).

Segundo Ferkol et al. (2006) é notdrio que pouco se sabe sobre 0 mecanismo da
fisiopatogénese das exacerbagdes pulmonares. Recentemente, ¢ conhecido que hd uma
complexa interacdo entre epitélio respiratdrio, células do sistema imune, e bactérias que
fazem parte do centro do processo de exacerbacdo. Mas o mecanismo celular ‘preciso’

permanece para ser elucidado.

Além disso, observou-se, que, ao nascer, os pulmdes dos pacientes com FC,
sdo livres de patologia, sugerindo que o diagnostico precoce através do teste do pezinho,
acompanhados aos cuidados monitorados do sistema respiratorio (tosse, infecgdes),

juntamente com as radiografias pulmonares, poderiam proporcionar melhores resultados.

Comumente era aceita como resultado do aumento de bactérias endobronquicas,
a associagdo a resposta inflamatéria do hospedeiro. Sendo que marcadores inflamatérios
estdo reduzidos nas secrecdes respiratorias de exacerbagdes em FC, apds terapia antibidtica

agressiva (Smith et al., 1999; Ordonez et al., 2003).

No sistema respiratdrio, o trato superior ¢ colonizado por uma grande variedade
de microrganismos que incluem a micro biota normal enquanto o trato respiratorio inferior
¢ mantido em um estado estéril pelos mecanismos de defesa do hospedeiro (Kroll e Terra,

1999).

Estes defensores consistem em barreiras fisicas e barreiras endociticas e

fagociticas. A falha em qualquer dessas barreiras resulta na suscetibilidade a infec¢ao

pulmonar (Mims et al., 1995; Lyczak et al., 2002).

A infec¢do pulmonar cronica de pacientes com FC estd normalmente associada
a um numero limitado de microrganismos. Dois patégenos principais, Staphylococcus
aureus ¢ Pseudomonas aeruginosa sao os mais recuperados do trato respiratorio em

pacientes cronicamente doentes (Murray et al., 2000).
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Outros microrganismos encontrados em algum grau de freqiiéncia no trato
respiratorio dos pacientes com FC incluem Haemophylus influenzae, Burkholderia cepacia,

Stenotrophomonas maltophilia e Streptococcus pneumoniae. (Gilligan, 1991).

O papel de outros patdégenos como as micobactérias nao tuberculdides, virus e
fungos, especialmente Aspergillus spp, tem sido observado pelos pesquisadores em busca

de uma correlagdo com as doengas pulmonares de pacientes com FC (Gilligan et al., 2006).

Segundo Rozov (1999) outros microrganismos podem ser isolados das
secrecoes de pacientes com FC, incluindo bactérias aerdbias como Escherichia coli,
Klebsiella sp, Proteus sp, Serratia sp e ainda bactérias anaerdbias, porém ndo representam

papel importante em FC.

Até o advento da antibioticoterapia, a maioria dos pacientes com FC morria

ainda na infancia devido a infecc¢des estafilococicas (Gilligan, 1991).

Recentemente, diante dos avangos em antibioticoterapia, os novos pacientes
diagnosticados podem chegar a ter a expectativa de atingir a idade adulta. Além disso,
a terapia antibidtica agressiva com aumento da oferta de novos antibiéticos tem contribuido
para o controle das infecgdes por S. aureus e H. influenzae. Em contraste, o uso dos

microrganismos antipseudomonas raramente resulta na erradicagdo da P. aeruginosa

(Gilligan et al., 2006).

Neste contexto, a P. aeruginosa €, atualmente, o microrganismo mais isolado
em escarro de pacientes com FC. A idade de aquisi¢do de P. aeruginosa varia a partir da
infancia até a idade adulta e a colonizagdo cronica ocorre, freqiientemente, na adolescéncia,
estando comumente associada ao declinio progressivo da fungdo pulmonar (Saiman e

Siegel, 2004).

Esta bactéria emergente tem sido reconhecida como o patdgeno oportunista de
maior significado clinico humano, durante os ultimos 60 anos, conseqiiéncia de uma
resisténcia aos antibidticos e desinfetantes que eliminaria qualquer outro tipo de bactéria
ambiental. Também ¢ a causa predominante da morbidade e mortalidade em pacientes com
FC, em que as membranas epiteliais das vias aéreas estdo comprometidas, levando a

colonizagao permanente dos pulmdes pela P. aeruginosa (Stover et al., 2000).

Introdugdo

77



Segundo Barth (2005) em sua pesquisa com pacientes com FC no HC/Unicamp,
observou-se elevada prevaléncia para H. influenzae, S. aureus, P. aeruginosa e fungos,

sendo que o acometimento de P. aeruginosa quanto a faixa etaria foi precoce.

Segundo o autor, os resultados de seu estudo quanto a prevaléncia e
acometimento diferem dos resultados descritos em literatura, mas em relacao a incidéncia

de B. cepacia, observou-se uma semelhanca aos estudos descritos na literatura.

Virios estudos tém sugerido que a inflamagdo e a infec¢do bacteriana podem
comecar em uma idade precoce antes dos sintomas aparecerem. Portanto, ha um interesse
consideravel em determinar a contribui¢do da infeccdo e inflamacdo precoce para o

progresso da doenca pulmonar em FC (Lyczak et al., 2002).

Neste contexto, o diagnostico e o tratamento precoce das infecgdes pulmonares
sdo particularmente importantes em pacientes jovens, uma vez que instituido precocemente
a antibidticoterapia correta, pode-se evitar ou retardar a colonizagdo por esse

microrganismo (Ferkol, et al., 2006).

A correlacdo entre a exacerbag¢do dos sintomas pulmonares e a contagem de
coldnias de bactérias na cultura rotina diagnostica (CRD) das amostras dos pacientes com

FC serve para orientar o controle das infec¢des (Ferkol et al., 2006)

Juntos, os estudos do modo de aquisi¢ao das bactérias que causam infecgdes em
pacientes com FC, a correta e eficaz identificagdo desses microrganismos e o controle da
infeccdo paciente-a-paciente, possibilitam combater essas infec¢des, retardar a colonizagdo

e manter a boa fun¢do pulmonar (Saiman e Siegel, 2004).

1.4.1- Staphylococcus aureus

O nome Staphylococcus aureus € derivada da palavra grega sthaphylé, que
significa “cachos de uva”, referindo-se de que as células desses cocos gram-positivos
crescem semelhantes a cachos de uva, entretanto pode aparecer como células isoladas

(Murray et al., 2004).
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Os estafilococos sdo germes aerobios, imoveis, Gram-positivos, freqiientemente
isolados em espécimes clinicos e do ambiente. Embora sejam freqiientemente considerados
microrganismos comensais (ou seja, fazem parte da flora normal ndo-patogénica) quando

encontrados em FC podem causar doengas bastante graves (Mims et al., 1999).

No género da espécie dos estafilococos, as espécies mais comumente
associadas a doeng¢a humana sao o Staphylococcus aureus (membro mais virulento ¢ bem

conhecido pelos infectologistas e clinicos) (Murray et al., 2004).

Na era pré-antibidtica, o Staphylococcus aureus era o primeiro microrganismo a
causar infecgdes cronicas em pacientes jovens com FC. Infec¢des pulmonares devido a esse

microrganismo era a principal causa de mortalidade (Gilligan et al., 2001).

Atualmente, o S. Aureus continua como um dos principais patdégenos na FC,

especialmente nos pacientes com menos de 10 anos (Saiman e Siegel, 2004).

1.4.1.1- Epidemiologia e impacto clinico

Os estafilococos sdo ubiquos. Todas as pessoas possuem estafilococos

coagulase-negativa sobre a pele, € ¢ comum a colonizagao transitoria (Mims, 1995).

As caracteristicas dos estafilococos auxiliam na compreensdo de sua
patogenicidade, a qual se apresenta de varias formas. Eles crescem comparativamente bem

sob condi¢des de alta pressdo osmotica e pouca umidade (Tortora et al., 2003).

Alguns pacientes tornam-se cronicamente infectados com  estes

microrganismos, enquanto outros podem ser somente portadores (Saiman e Siegel, 2004).

Antes do advento da antibioticoterapia, ndo estava claro se a infeccao precoce
do S. aureus, era devido a um defeito primario do sistema imune inato dos pulmdes, ou se

secundario a outro aspecto da FC como a ma nutri¢do (Gilligan, 1991).

Dados recentes demonstram a importancia do papel primario da patogenia do
S. aureus na doenca pulmonar da FC, mas que ainda precisam ser esclarecidos

(Ferkol et al., 2006) .
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O uso da terapia antiestafilococica em véarias partes do mundo levantou a
questdo sobre o tratamento profildtico que pode aumentar a suscetibilidade a infec¢des por
outros microrganismos como H. influenzae e P. aeruginosa (Kroll e Terra, 1999;

Lyzac et al., 2002).

A colonizagdo cronica por P. aeruginosa ¢ reduzida em regides onde a terapia
antiestafilococica ¢ administrada estritamente em uma base necessaria, ndo profilatica

(Lyczak et al., 2002).

Neste contexto, acdes quimioprofildticas para o S. aureus, s6 ¢ bem sucedida
em pacientes que ndo estdo hospitalizados; caso contrario, ¢ comum haver hiper-infec¢ao

de P. aeruginosa (Brooks et al. 2000).

Isolados clinicos resistentes as Penicilinas estaveis (oxacilina) estdo sendo

reconhecidas com alta freqiiéncia nos pacientes com FC (Brooks et al., 2000).

Estudos moleculares epidemioldgicos mostram que pacientes com S. aureus
oxa-resistente (MRSA), freqlientemente adquirem o microrganismos quando sao
hospitalizados, provavelmente devido as diferencas na idade, severidade da doenca,
exposicdo a antibidticos, e aquisi¢do associada a tratamentos profilaticos (Miller e Gilligan,

2003).

Nos ultimos anos, S. aureus oxa-resistente foi considerado a causa do crescente
nimero de infecgdes oportunistas (pacientes com FC, freqlientemente internados para

descolonizagdo, com septicemia e ao uso de cateteres) (Murray et al., 2004).

Portanto, a importancia clinica tem variado ao longo dos anos, particularmente,
devido ao aumento na ocorréncia de infecgdes hospitalares graves causadas por amostras

multirresistentes (Trabulsi e Alterthum, 2005).

Segundo Saiman e Siegel (2004), alguns pacientes tornam-se cronicamente
infectados com estes microrganismos enquanto outros podem ser somente portadores,

e segundo Madigan et al. (2004) os estafilococos podem formar biofilmes.
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1.4.1.2- Patogenia e imunidade

A patogenia e imunidade estdo ligadas aos fatores de viruléncia especificos de

cada microrganismo em seu hospedeiro (Koneman et al., 2001).

Os fatores especificos relacionados as infecgdes estafilococicas na FC sdo
pouco compreendidos. A crescente viscosidade das secrecdes aéreas e o reduzido
“cleareance” mucociliar podem ser significativos, mas ndo explicam necessariamente a

seletividade do S. aureus (Kroll e Terra, 1999).

Segundo Trabulsi e Alterthum (2005), os principais fatores de viruléncia do
S. aureus sdo os componentes de superficie celular e toxinas. Algumas evidéncias sugerem

que determinadas enzimas também podem estar ligados a patogenia.

Foi descoberto, além disso, que o S. aureus na FC, também se liga mais
intensamente as células epiteliais escamosas nasais e bucais. Esses resultados
aparentemente indicam a existéncia de cepas de S. aureus que aumentaram a capacidade de
afinidade em atingir as células de FC, e ndo que as células de FC tenham receptores

seletivos para S. aureus (Barth e Pitt, 1998).

Além da aderéncia, S. aureus dispde de uma variedade de outros fatores de
viruléncia, assim como leucocidinas, catalase e proteina A, que sugerem evadirem a
resposta do hospedeiro, bem como as hemolisinas, coagulase e vérias outras toxinas que

contribuem para a sua patogenicidade (Gilligan, 1991).

Os fatores de viruléncia implicados na patogenia do S. aureus podem ser
visualizadas na Figura 06, que incluem pelo menos cinco (5) toxinas citoliticas ou
produtoras de lesdo de membrana (leucocinas alfa, beta, delta, gama e Panton-Valentine
[P-V]), duas enzimas esfoliativas, oito enterotoxinas, ¢ a toxina 1 da sindrome do choque

toxico (TSST-1) (Murray et al., 2004).

O fator clumping é um componente da parede celular dos S. aureus que permite

a ligacdo ao fibrinogénio e formar agregados que dificultam a fagocitose (Sentry, 2002).
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Figura 6- Diagrama baseado no modelo proposto por Brooks et al., 2004. A estrutura
antigénica do S. aureus ¢ um importante fator de viruléncia — barreira seletiva

da camada peptideoglicano, membrana plasmatica e parede celular

1.4.1.3- Transmissao e vias de aquisi¢ao

A transmissdo paciente-a-paciente pode ocorrer com S. aureus. Tanto a
transmissdo das cepas oxa-sensiveis (MSSA) ou das cepas oxa-resistentes (MRSA) se da
entre pacientes com FC ou até mesmo sem FC, principalmente MRSA entre pacientes

hospitalizados (Saiman e Siegel, 2004).
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Segundo Brooks et al. (2004) pacientes com S. aureus ativo e portadores de
cepas multiresistentes aos antibidticos, deveriam ser tratados separadamente, afastados de
centros de tratamento intensivo, e areas hospitalares de grande risco como: neonatal, UTI,

centro cirurgico, e centros de quimioterapia ao cancer.

1.4.2- Pseudomonas aeruginosa

As bactérias do género pseudomonas sdo aerobias, nao formadoras de esporos,
bacilos Gram-negativos retos ou levemente curvos. Sao moéveis devido a presenca de um ou
mais flagelos polares. Os microrganismos nao sdo fermentadores e utilizam relativamente
poucos carboidratos (por ex., glicose, ribose, gliconato) durante o metabolismo oxidativo

(Koneman et al., 1997, 2001; Kiska e Gilligan, 2003).

A maioria das espécies ¢ mesofila com crescimento 6timo em temperaturas

entre 30 e 37°C (Barth e Pitt, 1998).

A P. aeruginosa ¢ o patogeno humano mais importante do género
pseudomonas. Os pacientes com FC uma vez infectados por esse patdgeno, raramente sao
descolonizados. Os membros do grupo fluorescente do género pseudomonas, entre eles
P. aeruginosa, produzem pioverdina, um pigmento amarelo-esverdeado ou amarelo ambar
soluvel em agua que ¢ fluorescente em um curto comprimento de onda UV (Kiska e

Gilligan, 2003; Miller e Gilligan, 2003).

A maioria dos isolados de P. aeruginosa sao reconhecidos em isolamento
primario com base na morfologia e caracteristicas coloniais, producdo de pigmentos

difusiveis e odor de uva (Madigan et al., 2004; Trabulsi e Alterthum, 2005).

A P. aeruginosa produz outros pigmentos além da pioverdina, dentre eles,
a piocianina, principal pigmento e unico apresentado somente por P. aeruginosa € a
piorrubina. Essa espécie pode ser identificada através da reacdo da oxidase positiva,
crescimento a 42°C e produg¢dao de pigmento em agar-Mueller-Hinton (Madigan et al.,

2004).
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Com o advento da antibioticoterapia estafilococica, P. aeruginosa emergiu

como o principal patdgeno em doengas pulmonares de pacientes com FC (Gilligan, 1991).

A presenca de anticorpos antipseudomonas pode sugerir que a bactéria esta
presente no trato respiratorio do paciente com FC. Existe uma boa correlagdo entre culturas

respiratdrias e altos niveis de anticorpos anti-P. aeruginosa (Ferkol, et al., 2006).

Segundo estes autores, por outro lado, um nivel normal de anticorpos sugere
que nao houve invasdo tecidual por P. aeruginosa e, conseqiientemente, ndo houve resposta
imune. Nestas circunstancias, se as culturas sao negativas, ¢ pouco provavel que
P. aeruginosa esteja contribuindo com os problemas respiratérios, ou seja, com a

exacerbagdo pulmonar do paciente, caso contrario, seria indicativo de colonizacdo invasiva.

Estudos demonstraram que as infecgdes por P. aeruginosa em pacientes com

FC podem ser verificadas desde a infancia (Miller e Gilligan, 2003).

A infec¢do cronica das vias aéreas por P. aeruginosa € o acompanhamento da
resposta inflamatoria sdo hoje claramente os maiores problemas clinicos para o paciente
com FC. Durante a ultima década, a proeminente contribui¢do da inflamacdo para a
destrui¢do tecidual e perda da funcdo tem sido observada em numerosos estudos (Govan e

Deretic, 1996).

Existe producdo pronunciada de anticorpos pelo sistema imune do paciente com
FC em resposta a colonizagdo inicial por P. aeruginosa. A resposta imune humoral dos
pacientes com FC ¢é normal, pois formam anticorpos eficientes contra ambas as proteinas e
antigenos polissacarideos de P. aeruginosa. A resposta imune humoral aumentada em

alguns pacientes com FC estd associada a um pior prognostico (Barth e Pitt, 1998).

Segundo os autores, varios fatores do hospedeiro que representam componentes
do sistema imune inato sdo estimulados por P. aeruginosa no pulmio com FC,
mas eventualmente eles falham. A falha na defesa atribuida ao hospedeiro pode estar

relacionada aos alelos mutantes do gene CFTR.

No entanto, fatores da bactéria também contribuem aparentemente para a

resposta imune inata inadequada na eliminagdo de P. aeruginosa do trato respiratorio.
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Barth e Pitt (1995) investigaram o fendmeno de auxotrofia (deficiéncia
nutricional) em cepas de P. aeruginosa. Neste estudo, entre os pacientes com FC,
a prevaléncia e cepas nutricionalmente deficientes foram estabelecidas conforme suas
capacidades de crescimento em meios de cultura complexos ¢ minimos. Foi possivel isolar
cepas autotroficas em 50% pacientes com FC e apenas em 0,5% de pacientes nao

fibrocisticos.

Foi determinado, através da técnica de cromatografia em camada delgada,
que as diferengas quantitativas entre o conteudo de aminoacidos de escarros de diferentes
pacientes com FC, ndo se devia a presenca ou auséncia de um unico aminoacido. Foi usada
a técnica de satelitismo para se demonstrar a possivel origem dos aminodcidos livres no

escarro de pacientes com FC (Barth e Pitt, 1995).

Neste estudo, observou-se que além de uma variedade de aminoacidos
requeridos, bem como a heterogeneidade fenotipica da P. aeruginosa auxotréfica de
pacientes com FC, sugeriu-se que o mecanismo de sele¢do destas formas nutricionalmente

deficientes ¢ muito complexo.

No entanto, sugeriu-se que a emergéncia de cepas auxotroficas in vivo se deva a
um mecanismo adaptativo o qual, provavelmente, foi iniciado e mantido devido ao excesso

de aminoacidos livres nos pulmdes dos fibrocisticos (Barth, 1995).

1.4.2.1- Epidemiologia e impacto clinico

A P. aeruginosa ¢ também o patdégeno mais comum e clinicamente importante
em pacientes com FC, do género pseudomonas. Na idade adulta, mais de 80% dos
pacientes estdo infectados ou colonizados com este patdogeno, afetando a funcdo pulmonar

(Mims, 1995).

Segundo Brooks et al. (2004) o P. aeruginosa ¢é invasiva e toxica, causando
infeccoes graves em pacientes com FC, reconhecido também como um importante

patdgeno nosocomial.
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Criangas infectadas com P. aeruginosa possuem funcao pulmonar deficiente,

piores escores radiologicos e tempo de sobrevida menor do que criangas ndo infectadas.

A maioria dos pacientes carrega o mesmo clone de P. aeruginosa durante sua
vida. Porém, um unico paciente pode possuir mais de um clone. Pacientes que sao tratados
com terapia antibiotica para erradicar P. aeruginosa podem ter infec¢des recorrentes com a

cepa inicial apos supressao transitoria (Saiman e Siegel, 2004).

Porém, recentemente, relatos de Ferkol et al. (2006) e Aaron et al. (2004),
demonstraram que as exacerbacdes em pacientes cronicamente infectados com
P. aeruginosa, sdo provenientes de mais de uma expansdo clonal das colonias dos

microrganismos presentes nos pacientes estaveis, do que a aquisi¢ao de novas colonias.

Microrganismos como a P. aeruginosa, podem crescer sobre as superficies no
interior de biofilmes. Os biofilmes correspondem a microcolonias de células bacterianas
aderidas a uma superficie e envoltas por polissacarideos adesivos excretados pelas células

(van Ewijk et al., 2005).

Os biofilmes aprisionam os nutrientes necessarios ao crescimento da populagao
bacteriana e dificultam o destacamento das células das superficies em sistemas de fluxo

coerente (demonstrado através microscopia a laser de varredura confocal) (Yan et al,

2001).

A comunicagdo intercelular € critica para o desenvolvimento e manutengao de
um biofilme. Em P. aeruginosa, um microrganismo notério formador de biofilmes,
na qual as principais moléculas sinalizadoras correspondem a compostos denominados

homoserina lactonas (Tortora et al., 2003; Trabulsi e Altherthum, 2005).

Segundo os autores, a medida que estas moléculas se acumulam, elas agem
como agentes quimiotaticos, recrutando células de P. aeruginosa presentes nas adjacentes

(mecanismo denominado sensor de quorum), desenvolvendo assim um biofilme.

Biofilmes de P. aeruginosa implicados na doenga da FC, possuem propriedades
altamente coesivas provocando os sintomas da pneumonia. As bactérias situadas no interior
de um biofilme estdo protegidas do ataque pelo sistema imune, e, freqiientemente,

os antibioticos e outros agentes antimicrobianos (Madigan et al., 2004).
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A grande maioria dos estudos epidemioldgicos de P. aeruginosa tem como

objetivo prover informagdes em trés maiores topicos:
* aorigem da aquisi¢do das cepas,
* 0 mecanismo da persisténcia das cepas e,

» aexisténcia de infec¢do cruzada entre os pacientes.

1.4.2.2- Patogenia e imunidade

As pseudomonas possuem numerosos fatores estruturais e toxinas que
aumentam a sua viruléncia (adesinas, produc¢do de alginato, exotoxina A, exotoxina S,
atividade elastolitica, fosfolipase C, e piocianina), além de torna-las resistentes aos

antibioticos mais comumente utilizados.

Outras estruturas antigénicas sao fatores importantes de viruléncia, como o Pili

(fimbriae) sobre a superficie da célula que promove a agregacao (Brooks et al., 2004).

Sobre o Pili, Trabulsi e Alterthum (2005) acrescenta que a P. aeruginosa
produz uma fimbria do tipo 4 que media sua adesdo as células epiteliais, considerada como

a principal adesina associada a viruléncia (90% capacidade adesdo).

A camada de lipopolissacarideo com multiplos imunotipos, também ¢
responsavel por muitas das propriedades endotoxicas do microrganismo (Brooks et al.,

2004).

A viruléncia da P. aeruginosa ¢ multifatorial (componentes estruturais, toxinas
e enzima) (Trabulsi e Altherthum, 2005), e a gravidade das infec¢des das vias aéreas
inferiores por P. aeruginosa pode variar desde uma colonizacdo ou traqueobronquite

benigna até a ocorréncia de broncopneumonia necrosante ou fibrosante grave.

Segundo Murray et al. (2000) a infec¢do pulmonar em pacientes com FC tem
sido associada a exacerbagdo da doenga subjacente, bem como a doenca invasiva no
parénquima pulmonar. As cepas mucdides estdo comumente associadas nestes pacientes,

e sua erradicagdo ¢ dificil com antibioticoterapia.
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Portanto, a P. aeruginosa ¢ resistente a maioria dos antibioticos,
sendo dominante e importante quando a flora normal ¢ suprimida pela susceptibilidade

antimicrobiana (Brooks et al., 2004).

Para Murray et al. (2000), pelas caracteristicas especificas da P. aeruginosa,
¢ surpreendente como nao seja considerada como o patdégeno mais comum, € Sim como
basicamente oportunistas (i.e, restrita a pacientes com comprometimento das defesas do

hospedeiro).

Isto ilustra a importancia da capacidade do hospedeiro de impedir a colonizagao

e invasdo por pseudomonas.

Abaixo, na Figura 7, podemos visualizar os principais fatores de viruléncia da

P. aeruginosa.
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Fatores de viruléncia
___Pseudomonas aeruginosa

o8 |

Citoplasma

homogéneo, material claro
viscoso (80% H,0,20% enzimase
nutrientes) preenchendo a célula.

Cromosomo

fita longa contendo informagées
hereditarias, genes e DNA
(seqliencias de nucleotideos).

Ribossomo

organela composta de
proteians e rRNA (RNA
ribossémico).

Plasmideo
molécula contendo dupla
hélice de DNA circular.

Enzimas*

adesinas,

alginato,

fosfolipase C,

piocinina,

atividade elastolitica, e outros #.

+Canais
~— (membrana)
Porinas,

néo especificos,

e especificos

Toxinas
exotoxinas A,
exotocinas S e,
Lopopolissacarideos.

Flagelo

organela unica Fimbrias

que a Pa fimbria da Pa tipo IV (comtém aminoacido
locomocgéo _— terminal fenilalanina metilada pili),

Capsula . formacédo complexa (proteinas "chaperones")

capsula camada protetora (aderéncia) numerosas, promove agregacéo (adesinas),
adere ao tecido hospedeiro.

Parede Celular

parede celular semi rigida,
ambas envolvem a célula, e
barreira protetora da célula

Membrana celular *
uma fina camada fosfolipidica
e proteinas moleculares que

Pili ( Pilus)

mais longo do que fimbria,

composta por uma unica subunidade proteica,
promove agregacao (adesinas),

seletividade Galb1-4GIcNAc disaccharide

promovendo aderéncia aos asialo-GM1(aGM1) and aGM2

envolvem a célula. Camada lipopolissacarideo da . ¢ as :
Fungao: barreira seletiva membrana celular: (o que confere resistente a muitos antimicrobianos)
Enzimas* multiplos imunotipos

~Algumas bactérias como a P. aeruginosa, tem uma estrutura external,

com componentes especiais que aumentam sua chance de sobrevivéncia, AWL(ZL'F" LM, 2007
como capsula, flagelo, fimbria, "pilus" e construgdes de biofilme. made with a trial copy of
#Invasinas (elastase, protease alcalina; hemolisinas, citotoxinas, 'sideroporos). Smartdraw healthcare v.2008.

Figura 7- Diagrama baseado no modelo proposto por Brooks et al., 2004. Toda estrutura
antigénica da P. aeruginosa ¢ importante fator de viruléncia. Figura central
meramente ilustrativa de uma bactéria P.a.. O Flagelo neste género de
pseudomonas ¢ TUnico, € no caso da Burkhoderia cepacia, outro género

importante na FC, sdo trés. Pa=Pseudomonas aeruginosa

1.4.2.3- Transmissdo e vias de aquisi¢ao

As pseudomonas sdo microrganismos ubiquos encontrados no solo, na matéria
organica em decomposicdo, na vegetacdo e na agua. Encontrados também em todo o
ambiente hospitalar em reservatorios umidos, como alimentos, flores cortadas, pias,
sanitarios, esfregdes para piso, equipamento de tratamento respiratorio, didlise,
e até mesmo solugdes desinfetantes e assoalhos de hospital. Sdo capazes de tolerar uma

ampla faixa de temperatura (4 a 32°C) (Aaron et al., 2002, 2004).
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A persisténcia do estado de portador nos seres humanos ¢ rara como parte da
flora microbiana normal, a ndo ser que o individuo esteja hospitalizado, ou seja,

um hospedeiro imunocomprometido ambulatorial (Murray et al., 2000).

A ampla distribui¢do ambiental das pseudomonas ¢ assegurada por suas
exigéncias simples para o crescimento. Muitos compostos organicos podem ser utilizados
como fonte de carbono de nitrogénio, e algumas cepas podem até mesmo crescer em agua

destilada, utilizando diminutas quantidades de nutrientes (Murray et al., 2000).

Grupo de alto risco: fibrose cistica com tratamento anterior com antibidticos de
amplo espectro, comprometimento respiratorio, hospitalizagdo prolongada, infeccao
cruzada (paciente-a-paciente) e comprometimento da funcdo imunologica (Barth e Pitt,

1996, 1998, 1999; Robinson, 2003).

1.4.3- Morfotipo mucoide

Uma das caracteristicas clinicamente mais importantes da infeccado por
P. aeruginosa ¢ a tendéncia dessa bactéria de mudar para um morfotipo colonial mucdide,

provavelmente iniciando um estagio cronico-infectante da doenga (Lyczak et al., 2002).

O morfotipo mucoide resulta da producdo bacteriana em grande escala de
polissacarideos que cercam a célula. Esse material foi designado como “mucoid

exopolyssacaride” ou MEP (exopolissacarideo mucoide) (Mims et al., 2005).

O material a que se referem os estudos ¢ um polimero composto por acido
D-manurénico acetilado e acido Lglucurdnico e ¢ comumente chamado alginato. Estudos
com técnicas imunoquimicas comprovam que todas as cepas de P. aeruginosa isoladas de
pacientes com FC produzem MEP, at¢é mesmo aquelas classificadas como ndo mucoides.

(Gilligan, 1991).

Este polissacarideo faz um grande papel na evasao bacteriana da resposta imune

do hospedeiro (Lyczak et al., 2002).
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Um dos estudos teoricos sugere que a maior fungdo do alginato pode ser a
formagdo de microcolonias em biofilme (Govan e Deretic, 1996, Aaron et al., 2002),

que ¢ um aspecto da patogénese da infec¢do pulmonar cronica em FC.

A habilidade de P. aeruginosa crescer como um biofilme aumenta a resisténcia

bacteriana frente a fagocitose e aos antibioticos (Lyczak et al., 2002, Aaron et al., 2002).

As cepas mucodides de P. aeruginosa podem freqiientemente ndo produzir
pigmento. Para estas cepas, o achado de colonias mucoides, ndo fermentadoras da glicose e
constituidas de bacilos Gram-negativos pode complementar a identificacdo preliminar

(Kiska e Gilligan, 2003).

Novos estudos sugerem a utilizagdo de vacina em recém-nascidos,
diagnosticados através da triagem neonatal, antes do inicio da infec¢do por P. aeruginosa

mucoide, para retardar a aquisi¢ao destes microrganismos (West et al., 2002).

No estudo de West et al. (2002) foram observados pacientes diagnosticados
pela triagem neonatal, com infecgdes por P. aeruginosa mucoide que ocorreram de

6 a 12 meses antes do organismo isolado nas secre¢des pulmonares.

Observou-se, através de monitoramentos longitudinais com vacina de anticorpo
de P. aeruginosa, a melhora no tratamento de infeccdo por P. aeruginosa mucdide em

criangas com FC.

1.4.3.1- Patogenia e imunidade

Os isolados de P. aeruginosa produzem numerosos fatores de viruléncia,
incluindo exotoxina A, exoenzima S, elastase, protease alcalina, pioverdina, dois tipos de

hemolisinas, lipopolissacarideos, Pili e MEP (Gilligan, 1991).

A aderéncia da P. aeruginosa ao epitélio respiratdrio e/ou a mucosa respiratoria
parece ser a principal responsavel pelo papel no processo inicial de colonizagdo. O epitélio,
prejudicado por infeccao viral ou colonizagdo prévia por outra bactéria, predispde a fixacao

da bactéria ao tecido. Acredita-se que P. aeruginosa adere ao epitélio primdrio por meio de
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Pili, mas a exoenzima S e o alginato também possuem propriedades aderentes

(Ferkol et al., 2006).

P. aeruginosa na sua forma mucoéide ¢ a mais virulenta, podendo ser encontrada
em pacientes com infec¢des graves, muitas vezes no mesmo paciente, onde ja existe na sua

forma nao mucoide (Doring, 2000).

Novos estudos revelaram que a distingao destas formas da bactéria é importante
para o modo do tratamento. Muitas vezes a forma mucoide ¢ nao mucodide podem ser
originadas da mesma cepa, porém podem apresentar perfil bioquimico e de suscetibilidade

a antibioticos muito diferentes. (Miller e Gilligan, 2003).

A producdo do alginato em P. aeruginosa também ¢ responsavel por reduzir a
quimiotaxia dos leucocitos polimorfonucleares (PMN) nos pulmdes e por si propria inibe a

ativacdo do sistema complemento (Doring, 2000)

Como ja mencionado, as células de P. aeruginosa mucoide sdo inerentemente
resistentes a fagocitose por ambos PMN e macréfagos, comparando-se com cepas nio
mucdide. Tal situagdo pode ser exacerbada pela ligacdo da bactéria aos fatores do
hospedeiro como mucinas respiratdrias ou pelo crescimento em forma de biofilme

(Lyczak, et al., 2002).

Alguns pacientes com FC podem sobreviver até a idade adulta sem se tornarem
cronicamente colonizados ou infectados com P. aeruginosa mucoide (Barth e Pitt, 1996,

1998).

Estudos demonstraram que estes pacientes possuem  anticorpos
opsonofagociticos especificos para o MEP. Os pacientes colonizados também possuem esse
tipo de anticorpo, mas nao sdao especificos para MEP. Essas informacdes sugerem que,
se uma resposta imune pudesse ser montada especificamente para o MEP, os pacientes com
FC poderiam ser protegidos da infec¢do por P. aeruginosa. Essa observacdo teve
implicagdes importantes para o desenvolvimento de vacinas contra este morfotipo

(Gilligan, 1991, Govan e Deretic, 1996).
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A principal hipotese para a falha da resposta imune ¢ que esta se constitui de
anticorpos especificos para o MEP que falham na mediacdo da opsonizacgdo (Lyczak et al.,

2002).

1.4.3.2- Transmissao e vias de aquisi¢ao

Os pacientes de FC podem adquirir a bactéria através de uma variedade de
fontes ambientais até mesmo de piscinas para hidroterapia e, apesar da infec¢do cruzada ser
a maior preocupacdo entre os pacientes de FC, o grau de segregacdo de P. aeruginosa em
pacientes ndo infectados e infectados varia de acordo com o centro de tratamento
(Gaspareto et al., 2007).

A recente habilidade de identificar pela tipagem do DNA a transmissdo de
patdgenos, particularmente P. aeruginosa mucdide entre pacientes com FC, tem levado a
um maior cuidado na pratica clinica em varios centros de tratamento, principalmente em
sessoes de fisioterapia. Isso deve envolver todos os grupos de pacientes respiratorios
(Robinson et al., 2003).

A transmissdo paciente-a-paciente geralmente resulta de um contato prolongado
entre eles. Foi documentado por varios pesquisadores que os pacientes com FC podem

inclusive carregar a mesma cepa de P. aeruginosa (Saiman e Siegel, 2004).

1.4.4- Complexo Burkholderia cepacia

A Burkholderia cepacia foi primeiramente descrito como um patdogeno
significante entre os pacientes com FC, em meados dos anos 80. Estudos subseqiientes
mostraram que B. cepacia inclui pelo menos nove variantes gendOmicas ou espécies
genOmicas, todas referentes ao complexo B. cepacia, conforme o Quadro 1.

Sao bacilos Gram-negativos aerobios estritos, anteriormente denominados de
Pseudomonas, que apresentam resisténcia as polimixinas (Trabulsi e Alterthum, 2005).

As bactérias deste género tém sido isoladas em inumeras fontes de agua e
superficie umida, incluindo solugdes detergentes como a clorohexidina, bem como fluidos
intravenosos e anestésicos. E uma das unicas bactérias ndo fermentadora que sdo lisina

descarboxilase positiva, juntamente com S. maltophilia (Trabulsi e Alterthum, 2005).
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A utilizagdo de um meio seletivo para o isolamento primario desses
microrganismos ¢ muito importante para ndo descartar totalmente a presenca de B. cepacia
no escarro do paciente com FC (Saiman e Siegel 2001, 2004; Silva Filho, 2002;
Barth, 2005).

Segundo Coenye (2007), o erro de identificagdo como complexo B. cepacia

pode ter um importante impacto médico, social e psicologico.

As infecgdes das vias respiratorias em pessoas com FC sdo caracterizadas por
exacerbagdes intercorrentes e agudas, com febre, perda de peso, tosse aumentada, alteracao
do volume, cor e aparéncia do escarro, taxa respiratoria aumentada e surgimento de
infiltragdes nas radiografias de peito. Tipicamente, periodos de relativo bem estar sdo
seguidos por episodios destas exacerbagdes pulmonares, que resultam em uma progressiva

deterioragdo da funcdo pulmonar (Coenye, 2007).

Em 1984 a crescente prevaléncia da infeccdo por B. cepacia entre pacientes
recebendo cuidados no centro de FC de Toronto (Canadd) e a ocorréncia de uma

deterioragdo de rapida progressao na fungao respiratdria de alguns pacientes foi descrita.

Esta assim chamada ‘sindrome cepacia’ ¢ caracterizada por pneumonia e sepsia,
e foi observada em 20% dos pacientes infectados. Aumentos similares da infecg¢@o do trato
respiratorio pela B. cepacia foram subsequentemente percebidos em outros centros de

tratamento da FC na América do Norte e na Europa (Coenye, 2007).

Os pacientes de FC parecer ser especialmente propensos a infecgdes por este
organismo. Ainda assim, comparada a B. cepacia, a prevaléncia da infeccao por B. gladioli

na populacao CF ¢ bastante reduzida (Coenye, 2007).

Ainda segundo o autor, ocasionalmente, outras espécies de Burkholderia
também podem ser encontradas em pacientes de FC. Elas incluem a Burkholderia
pseudomallei (o agente causador da doenca tropical melioidose) € a Burkholderia fungorum

(uma bactéria do solo ocasionalmente também encontrada em amostrar clinicas humanas).

A fibrose cistica representa, nos paises desenvolvidos, a principal indicacao de
transplante pulmonar, dada a maior prevaléncia da doenga entre os anglo-saxdes

(Camargo, 2002).
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Alguns critérios de exclusao de potenciais candidatos ndo sao consensuais,
como, por exemplo, a colonizacdo por Burkholderia cepacia, que alguns servigos
consideram um elemento de alto risco, a ponto de descartar a indicagdo de transplante,
enquanto outros centros, igualmente experientes, ndo conseguem demonstrar nenhuma
diferenca significativa na evolugdo em func¢do da presenca desse colonizante. Uma situagao

idéntica se observa em relag@o a colonizacao por Aspergillus (Camargo, 2002).

Quadro 1- Variantes gendmicas do complexo Burkholderia cepacia e distribuicdo de
espécies entre os isolados de complexo B. cepacia encontrados em pessoas

com FC nos Estados Unidos, Canada e Italia (em %).

VARIANTE GENOMICA | DESIGNACAO ESPECIE EUA | CA | ITA
I Burkholderia cepacia 2.6 0.2 4.1
I Burkholderia multivorans 37.8 9.3 5.4
111 Burkholderia cenocepacia 50.0 80.0 | 86.5
v Burkholderia stabilis 0.2 3.8 4.1
Vv Burkholderia vietnamiensis 5.1 1.6 -
VI Burkholderia dolosa 2.0 - -
VII Burkholderia ambifaria 0.7 - -
VIII Burkholderia anthina - - -
XIX Burkholderia pyrrocinia . - -
OUTRAS 1.6 1.8 -

FONTE: Miller e Gilligan, (2003); Coenye”, (2007).
EUA: Estados Unidos da América, CA: California, ITA: Italia.

(-) Nao informado.

*http://www.cfww.org/pub/edition_3/Portuguese/New and_Emerging Respiratory Tract_Infections
Portuguese.html 2007.
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1.4.4.1- Epidemiologia e impacto clinico

O primeiro caso de coloniza¢do pulmonar por B. cepacia em pacientes com FC

apareceu nos anos 70 (Govan e Deretic, 1996).

Nas ultimas décadas tem ocorrido um aumento da incidéncia de colonizagdo
por esta bactéria em pacientes com FC e surtos t€ém ocorrido em alguns centros

(Henry, 1997).

A colonizagdo pulmonar por B. cepacia em pacientes com FC ¢ geralmente
refrataria ao tratamento antibiotico, levando aproximadamente 30% desses pacientes a uma
rapida evolugdo clinica fatal no periodo de um ano da aquisicdo desses microrganismos

(Campbell, 1995; Chen, 2001).

Muitos pacientes sucumbiam pela sindrome de B. cepacia que se caracterizava
por pneumonia necrotizante com febre, bacteremia, elevacdo da média de sedimentagdo de
eritrocitos e leucocitose, que culminavam em uma rapida e fatal deterioragdo clinica

(Govan e Deretic, 1996).

A epidemiologia de B. cepacia em FC parece ser diferente do padrdo aceitavel
para P. aeruginosa. Pacientes com espécies posteriores sdo geralmente colonizados por
cepas unicas. Ha evidéncias da existéncia de uma cepa epidémica de B. cepacia em alguns

centros de FC (Barth e Pitt, 1998).

O rapido crescimento de P. aeruginosa, nos meios de cultura, pode dificultar o
isolamento de outros microrganismos, incluindo B. cepacia, que contribuem para o

progresso da doenga pulmonar em pacientes com FC (Gilligan et al., 2006).

Eventualmente, o isolamento de B. cepacia no escarro de pacientes colonizados
por longo tempo ndo tem sido efetivo, causando controvérsias na padronizagdo do
tratamento dos pacientes. Dai a necessidade da utilizacdo de um meio de cultura seletivo

para isolamento destes microrganismos (Campbell, 1995; Cunha, 2004; Barth, 2005).

As técnicas de diagnostico molecular também sdo importantes para diferenciar
Burkholderia cepacia (Barth, 2005) e de Burkholderia gladioli, um microrganismos dificil
de diferenciar e recentemente implicado em infecgdes respiratorias graves em pacientes

com FC (Campbell, 1995; Silva Filho 2005).
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1.4.4.2- Patogenia e imunidade

As cepas de B. cepacia produzem uma variedade de fatores de viruléncia que
incluem lipase, protease e hemolisinas, mas ndo estd claro como esses fatores estdo

relacionados com a patogénese da bactéria na FC (Barth e Pitt, 1998).

Embora os fatores que permitem a colonizagdo pulmonar sejam pouco
entendidos, as proteinas de membrana externa associada aos Pili na superficie da bactéria

tém um papel importante na adesdo de B. cepacia ao trato respiratorio

Essa bactéria ¢ capaz de invadir o epitélio aéreo e pode também causar
bacteremia disseminada. E intrinsecamente resistente a varios antibidticos pela presenca de
porinas, e a existéncia de anticorpos especificos antiporinas esta correlacionada a um bom

prognostico (Lyczak et al., 2002).

Essa resisténcia esta relacionada também a permeabilidade seletiva da parede
celular, alteracdo da célula-alvo e a inativagdo enzimatica de antibioticos (Miller e

Gilligan, 2003; Gilligan et al., 2006).

1.4.4.3- Transmissdo e vias de aquisi¢ao

Bactérias do complexo B. cepacia sdao encontradas no solo e nas plantas.
Espécies diferentes do complexo aparentemente ocupam varios nichos no ambiente natural,
mas sao necessarios mais estudos para esclarecer esse ponto. O risco da presenca dessas

cepas no ambiente natural permanece incerto (Saiman e Siegel, 2004).

Acredita-se que a infeccdo por B. cepacia dissemina-se por contato direto
paciente-a-paciente, por transmissao nosocomial ou por aquisi¢do a partir do meio ambiente
(Chen, 2001), ou seja, ¢ transmissivel tanto dentro como fora do ambiente hospitalar

(Lyczak et al., 2002).

Infecgdes por B. pseudomallei em pacientes de FC parecem ser em sua maior
parte associadas a viagens, uma vez que as infec¢des por este organismo sao normalmente
associadas a viagens ao sudeste da Asia, uma area onde a B. pseudomallei ¢ freqlientemente

encontrada (Coenye, 2007).
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1.4.5- Stenotrophomonas maltophilia e Alcaligenes ‘Achromobacter’ xylosoxidans

Stenotrophomonas maltophilia ¢ um bacilo Gram-negativo aerdbio estrito de
vida livre, Unica espécie do género Stenotrophomonas denominada anteriormente de

Pseudomonas maltophilia ¢ Xantomonas maltophilia (Trabulsi e Alterthum, 2005).

Tem emergido como importante patégeno oportunista adquirido em hospital,
e ¢ o terceiro bacilo ndo fermentador mais freqlientemente encontrado em laboratorio

clinico (Trabulsi e Alterthum, 2005).

E resistente a maioria dos antibidticos usados comumente contra pseudomonas
(aminoglicosideos e B-lactamicos), e € susceptivel ao cloranfenicol. Tem sido isoladas em

secrecoes colhidas no escarro (Coenye, 2007).

Segundo o autor, este organismo foi isolado pela primeira vez em pacientes de
FC no meio dos anos 70, e sua prevaléncia vem crescendo desde entdo. H4 grandes
diferengas regionais na prevaléncia deste organismo, com a prevaléncia na América do
Norte (1.8 —10.3%) sendo menor que aquela percebida na maior parte dos paises europeus

(até 25%).

A duracdo do periodo de hospitalizacdo, ventilagdo mecanica, uso de
nebulisadores e a quantidade de antibidticos recebida parecem ser importantes fatores de

risco para a aquisi¢do de S. maltophilia (Coenye, 2007).

Apresentam-se moveis, hidrolisam a esculina e caracterizam-se pela reagdo de

oxidacao de glicose fraca e fortemente positiva de OF maltose e OF lactose.

O Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter xylosoxidans estdo sendo
encontrados com maior freqiiéncia na FC, principalmente na populagdo adulta. O papel de
qualquer desses microrganismos na doen¢a pulmonar, porém, ndo foi ainda determinado

(Miller e Gilligan, 2003).
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1.4.5.1- Epidemiologia e impacto clinico

Ambas as bactérias podem ser patogenos emergentes em pacientes com FC,
por isso ¢ critico estabelecer a transmissibilidade desses microrganismos. A prevaléncia
desses microrganismos tem sido freqlientemente relatada, porém com diferencas entre os

entros de tratamento de pacientes com FC (Trabulsi e Alterthum).

A patogenicidade de S. maltophilia e Alcaligenes xylosoxidans em FC nao foi
ainda estabelecida, embora a associagdo destes microrganismos com as exacerbagdes

pulmonares ja tenha sido relatada (Saiman e Siegel, 2004).

Em alguns casos, os médicos estdo interessados em saber se estes
microrganismos estdo presentes para erradica-los através de terapia antibidtica. Testes de
suscetibilidade a antimicrobianos devem ser realizados pelo CIM ou MIC (concentragdo
inibitéria minima) porque varias falhas no método de disco-difusdo ja foram relatadas,
considerando que estes microrganismos sao normalmente resistentes a uma ampla

variedade de antimicrobianos (Miller e Gilligan, 2003).

1.4.5.2- Transmissao

Estudos epidemioldgicos foram realizados para observar a transmissibilidade
desses patogenos potencialmente transmissiveis. Concluiu-se que a transmissao de
S. maltophilia pode ocorrer principalmente entre pacientes com FC através do meio
ambiente, dos centros de tratamento e, até mesmo nos lares de pacientes colonizados e nao
colonizados foram identificadas fontes de transmissdo. Para Alcaligenes xylosoxidans a
fonte de transmissdo ainda nao foi identificada, mas os pacientes avaliados tinham sido

hospitalizados ao mesmo tempo (Saiman e Siegel, 2004).

1.4.6- Haemophilus influenza e parainfluenzae

Os microrganismos do género Haemophilus sdo pequenos bacilos
Gram-negativos, algumas vezes pleomorficos, pertecentes a familia Pasteurellaceae,
e o Haemophilus influenzae ¢ a espécie mais comumente associada a doencgas

(Murray et al., 2004).
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A maioria das espécies de Haemophilus (da palavra grega que significa “amigo
do sangue”) requer meios de cultivo suplementados com os fatores de crescimento (1)

hematina (fator X) e NAD (fator V) (Murray et al., 2004).

Podem ser capsulados ou ndo, e pode ser também dividido em oito (8) bidtipos
com base no comportamento das amostras em uma série de testes bioquimicos,
e ¢ responsavel por muitas infec¢des invasivas e ndo invasivas, inclusive a meningite

(Trabulsi e Alterthum, 2005).

O Haemophilus influenzae nao-capsulado e parainfluenzae, colonizam as vias
aéreas de praticamente todos os individuos nos primeiros meses de vida. Ao contrario,

0 H. influenzae sorotipo b, sao mais raros.

O Haemophilus ¢ a terceira bactéria mais isolada do trato respiratorio de
pacientes com FC e normalmente pode ndo ser recuperada em pacientes adultos
(Miller e Gilligan, 2003). Essa bactéria ¢ primariamente, mas nao exclusivamente,

encontrada em criancas com FC (Gilligan, 1991).

1.4.6.1- Epidemiologia e impacto clinico

H. influenzae ndo ¢é persistente por longos periodos nos pulmdes. Embora sua
colonizagao tenha sido relacionada com exacerbagdes pulmonares, nao héa evidéncia de que
possa ter ocorrido uma infec¢do primaria com declinio pulmonar relacionada a FC

(Gilligan, 1991).

A epidemiologia da doenga por Haemophilus mudou drasticamente. Antes da
introducao da vacina conjugada contra o H. influenzae tipo b, existia uma estimativa anual
de 20.000 casos de doencga invasiva por esse microrganismo em criancas com idade inferior

a 5 anos.

Portanto, desde a introdugdo das vacinas conjugadas, em dezembro de 1987,

a incidéncia da doenca sistémica em criangas diminui em 95% (Murray et al., 2005).
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O isolamento dessa espécie das secregdoes de pacientes com FC ¢ desafiador,

especialmente em pacientes co-infectados com P. aeruginosa.

Trés estratégias podem ser propostas para o isolamento do H. influenzae:
a utilizacdo de AC suplementado com bacitracina, incubagdo das placas anaerobicamente
para diminuir o crescimento de P. aeruginosa ou o uso de técnica de cultura quantitativa.

(Miller e Gilligan, 2003).

Os fatores de viruléncia incluem capsulas, LPS (LOS — lipooligossacarideo),
peptidoglicano, fimbrias, proteinas de membrana, e at¢é o momento ndo foram detectadas

produgdo de toxinas por esta espécie (Trabulsi e Alterthum, 2005).

1.4.6.2- Transmissao vias de aquisi¢do

Muitas vezes, H. influenzae comega colonizando, primariamente, o trato
respiratério superior. Dados relacionados ao potencial patogénico dessa bactéria,
virtualmente ndo existem, mesmo assim muitos clinicos consideram a possibilidade desses
microrganismos colonizarem os pulmdes, de maneira significativa o bastante para justificar

a terapia (Lyczak, et al., 2002).

1.4.7- Klebsiella pneumoniae

Os membros do género Klebisella pertencente da grande familia
Enterobacteriaceae, também conhecida como bacilo de Frielander (Trabulsi e Alterthum,

2005).

Faz parte da microbiota comensal normal, podendo causar infecc¢des
oportunistas, principalmente aos pacientes com FC (Murray et al., 2004d), também pode ser
encontrada nas fezes de criancas, e depois do uso de antibidticos a freqliéncia ¢ mais

elevada (Trabulsi e Alterthum, 2005).
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A Klebsiella pneumoniae reage de maneira cruzada com Streptococcus
pneumoniae (microrganismo muito isolado em CRD de pacientes com FC), e sdo

fermentadoras de lactose (teste para diferenciar a espécie no género) (Murray et al., 2004).

A auséncia de atividade citocromo oxidase constitui em uma caracteristica
importante, uma vez que esta atividade pode ser determinada rapidamente por um teste

simples e ¢ utilizada para distinguir a familia.

A K. pneumoniae ¢ a Unica do género que possui uma capsula proeminente,
que ¢ responsavel pela aparéncia mucodide das coldnias isoladas e pela viruléncia

aumentados dos microrganismos in vivo (Murray et al., 2004).

Segundo os autores, os pacientes com FC apresentam maior risco de
desenvolver pneumonia devido a sua incapacidade de remover secre¢des orais aspiradas

das vias aéreas inferiores.

A pneumonia devida a espécie da K. pneumoniae freqiientemente envolve a
destruicao necrotica dos espacgos alveolares, a formagao de cavidades (fibrose) e a producao

de escarro sanguinolento (Murray et al., 2004; Trabulsi e Alterthum, 2005).

1.4.8- Fungos

O principal microrganismo fungico responsavel pela infeccdo pulmonar em
pacientes com FC ¢ Aspergillus spp. Os fungos filamentosos sdo freqiientemente
recuperados de amostras respiratdrias de pacientes com FC, especialmente com o aumento
do uso de agar seletivo para B. cepacia que auxilia no crescimento de fungos.
O Aspergillus fumigatus tem sido reconhecido como associado aos sintomas pulmonares

em pacientes com FC (Miller e Gilligan, 2003).
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1.4.8.1- Epidemiologia e Impacto clinico

Por ser o fungo ubiquo na natureza, casos de aspergilose, nas mais variadas
formas clinicas, tém sido descrito em todo o mundo. Casos de aspergilose associados a FC,
devem ser bem mais freqlientes. Em alguns centros do Brasil, tem surgido trabalhos

importantes chamando atencdo para o problema de fungos assciados a FC.

Especificamente estes microrganismos causam aspergilose broncopulmonar
alérgico (ABA) em pacientes com FC. A aspergilose e o aspergiloma invasivo ndo sdo
comuns nessa populacdo. Esse microrganismo também aparece em exacerbagdes

pulmonares e geralmente o prognostico é ruim (Gilligan, 1991).

O diagnostico dessa entidade ¢ baseado mais no critério clinico do que na

recuperagdo do microrganismo (Miller e Gilligan, 2003).

1.4.8.2- Transmissao

Infecgdes por Aspergillus fumigatus sao adquiridas por exposicdo ambiental e
ndo podem ser totalmente prevenidas. Altas concentragdes de esporos podem se tornar
aerossois durante construgdes ou em jardinagem, ao cortar grama. Vazamentos de agua
também pode ser fonte de Aspergillus spp. no ambiente. Cuidados corretos devem ser
tomados com a exposicao de pacientes vulneraveis, principalmente pacientes com FC que

realizaram transplantes de 6rgdos solidos. (Saiman e Siegel, 2004).

1.4.9- Micobactérias e virus

O género Mycobacterium ¢ constituido por bacilos aerobios, imoveis,
nao formadores de esporos, e uma vez corados, ndo podem ser descorados com solugdes

acidas, dai a denominagao bacilos acido-resistentes.

As micobactérias sdo ainda uma causa de mortalidade e morbidade,
particularmente em paises com recursos médicos limitados, como em alguns estados do

Brasil (Brasil, 2003).
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As micobactérias ndo tuberculosis sao os microrganismo do género que tem
sido relacionado a FC, e ¢é considerada como microrganismo emergente e oportunista,
mas ¢ necessario que avancem estudos microbiologicos na inter-relagdo entre o

microrganismo e a FC (Trabulsi e Alterthum, 2005).

O papel das micobactérias na doenca pulmonar cronica, ainda nao foi bem
estabelecido. As micobactérias atipicas sdo as mais encontradas. Como a expectativa de
vida dos pacientes com FC tem aumentado a coloniza¢do por micobactérias atipicas pode
se tornar proeminente e, em alguns casos, podera causar deterioragdo pulmonar

(Gilligan, 1991).

Com relagdo aos virus e micobactérias nao tuberculosas, autores como
Ester et al. (2005) e van Ewijk et al. (2005), recomendam para pacientes com sinais e
sintomas refratirios, mesmo bebés, que amostras respiratorias devem ser inoculadas

também para estes microrganismos.

Novos estudos sdo necessarios para elucidar as micobactérias relacionada a

doenga FC, portanto ndo foram incluidos estes microrganismos em nosso estudo.

1.5- Tratamento

Apesar dos avancos no conhecimento da doenca, ainda nao existe tratamento
especifico para a FC. Devido ao seu carater multissistémico e cronico, o tratamento deve
ser realizado em centros de referéncia com equipe multidisciplinar. Deve-se estabelecer um
programa de tratamento continuo, visando a profilaxia das infec¢des e das complicagdes.
Deve ser iniciado logo que possivel, e ser individualizado levando-se em conta a gravidade
e os orgaos acometidos. O tratamento precoce retarda a progressdo das lesdes pulmonares,

melhora o prognostico e aumenta a sobrevida (Ribeiro JD et al., 2002).

Segundo os autores, os principais objetivos do tratamento da FC s3o:
* A educagdo continuada do paciente e dos familiares em relagdo a doenga;
 aprofilaxia das infecgdes com um programa de vacinagdo completa;

» adetecgdo precoce e o controle da infec¢do pulmonar;
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» a fisioterapia respiratoria e melhora da obstrugao bronquica;

» acorrecdo da insuficiéncia pancreatica através da administragdo de enzimas;

* 0 apoio nutricional, com orientagdes em relacdo a dieta e suplementagdo de vitaminas;
* 0 monitoramento da progressao da doenca;

* 0 monitoramento de complicagdes;

* o aconselhamento genético familiar;

* 0 apoio psicoldgico para o paciente e seus familiares;

* 0 acesso irrestrito as medicacgoes;

* ¢, manter os pacientes e familiares informados sobre os avancos nos conhecimentos da

FC (preservando uma atitude otimista em relacdo a doenga).

1.5.1- Antibioticoterapia

Os antimicrobianos ou antibioticos sdo substancias quimicas produzidas por
microrganismos ou de forma sintética com capacidade de inibir ou matar microrganismos.

(Rossi e Andreazzi, 2005)

O tratamento com antibidticos €, provavelmente, o fator mais importante
responsavel pela melhora dos pacientes com FC, tanto em termos de sobrevida como em
qualidade de vida. Os antibidticos sao muito efetivos na reducdo da infeccdo das vias

aéreas, preservando a saude pulmonar (Orenstein, 1996).

Segundo Ddoring (2000) a antibioticoterapia pode ser realizada através:
antibioticoterpia de demanda (quando o uso de antibidticos ocorre somente quando houver
sinais de exacerbacdes agudas da doenga pulmonar); como antibioticoterapia profilatica
(uso de antibioticos antes que P. aeruginosa seja detectada); para prevenir colonizagdo e
infeccdo; como antibioticoterapia de manutencdo e; quando ha uso de antibidticos por

tempo prolongado (continua ou intermitentemente).

Os antimicrobianos sdo agrupados em classes, de acordo com sua estrutura
quimica e mecanismo de a¢do. A estrutura molecular define os mecanismos de agao.
Dois grandes grupos podem ser divididos em beta-bactamicos e nao-beta-lactdmicos

(Rossi e Andreazzi, 2005).
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Segundo Manrique e Galvao, a estrutura quimica (derivados de aminoacidos,
derivados de actcares, derivados de acetatos e propionatos e outro), tipos de

microrganismos sobre 0s quais atuam ou ainda, efeito provocado no microrganismo.

Para o estudo epidemioldgico da FC, o consenso Europeu preconiza a maioria
dos pacientes com FC sucumbem as infecgdes cronicas respiratorias, de patogenos
oportunistas como a P. aeruginosa. Portanto o fator determinante para a escolha do
antibiotico, a dosagem e a duragdo do tratamento, e o estudo de novos antimicrobianos,
devem seguir o contexto da infec¢ao pulmonar pela P. aeruginosa, pelo fato da importancia

clinica e epidemiologia nessa patologia (Doring et al., 2000).

Os mecanismos de acdo antimicrobiana versus P. aeruginosa, inserido no
contexto foram descritos, considerando: a interferéncia na sintese da parede celular;
as alteracdes na permeabilidade da membrana citoplasmatica; a interferéncia da replicacdo

do cromossomo e¢; a interferéncia na sintese protéica (Ferreira, 2005).

Um importante grupo de antimicrobianos que agem interferindo na sintese da
parede celular ¢ o grupo dos B-lactdmicos, que constituem uma familia de substancias
caracterizadas pela presenca de um grupamento quimico heterociclico azetidiona
denominado anel p-lactdmico. Este grupamento é o responsavel pela atividade
antimicrobiana deste grupo de antibidticos e seu rompimento em qualquer ponto resulta na

perda completa da agdo antibiotica da droga (Livermore, 1995).

Ao grupo dos B-lactdmicos pertencem duas das mais importantes classes de
antibioticos: as penicilinas (que podem ser naturais ou sintéticas) e as cefalosporinas.
O desenvolvimento da quimica e da farmacologia permitiu a descoberta de novos
B-lactamicos que vém sendo descritos, entre os quais se destacam as Cefamicinas e

Carbapenémicos (Hancock, 1998).

Pode-se definir resisténcia bacteriana como um conjunto de mecanismos de
adaptacao das bactérias contra os efeitos nocivos ou letais aos quais estas estdo sendo
submetidas. No caso da resisténcia intrinseca, 0 microrganismo possui naturalmente uma

determinada estrutura que lhe confere resisténcia aquele antimicrobiano (Livermore, 1995).
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Segundo o autor, até a década de 1960, dentre os antimicrobianos existentes,
a P. aeruginosa so se mostrava sensivel a acdo das polimixinas, sendo reconhecida por sua
resisténcia natural as diferentes classes de antimicrobianos disponiveis. Posteriormente,
com a descoberta de novas substancias antimicrobianas, verificou-se a sensibilidade desta
bactéria a alguns Aminoglicosideos (gentamicina, amicacina, tobramicina € metilmicina),
as carboxipenicilinas e ureidopenicilinas, a algumas cefalosporinas de terceira geracgdo,
sobretudo a ceftazidima, as cefalosporinas de quarta geracdo, aos Carbapenémicos,

ao aztreonam e as Fluoroquinolonas, especialmente a ciprofloxacina.

No entanto, a facilidade deste microrganismo em adquirir resisténcia,
por fenomeno de mutacdo, conjugagdo, transposicdo e indugdo, tornou a acdo dos
antimicrobianos obsoleta, como no caso da carbenicilina, ou imprevisivel, como no caso da

ceftazidima ou da gentamicina.

A existéncia de genes de resisténcia intrinseca habitualmente confere pequena
permeabilidade da parede celular a penetragdo das drogas antimicrobianas. Somadas a isso
a aquisicdo de novos genes de resisténcia, p. ex., determina a producdo de B-lactamases
inativadoras de antibidticos P-lactamicos através da hidrolise do anel heterociclico;
determina também a producdo de enzimas inativadoras de Aminoglicosideos e a producao
de um mecanismo de efluxo que retira as drogas do meio intracelular como ocorre com as

quinolonas (Hancock, 1998).

A emergéncia de resisténcia aos agentes antimicrobianos, detectada logo apos a
introducdo de cada um deles, esta relacionada a pressdo seletiva exercida pelo uso intenso
indiscriminado desses medicamentos e a fatores relacionados as bactérias (Friedrich et al.,

1999).

Entre os vérios B-lactamicos, os Carbapenémicos principalmente o imipeném e
o meropeném apresentam largo espectro de atividade bactericida (Livermore, 1992) e sdo
estaveis a hidrolise pela acdo da maioria das P-lactamases, produzidas por estes
organismos, incluindo B-lactamases de espectro estendido, as ESBL (Jacoby e Medeiros,

1991; Yan et al., 2001).
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Estes antimicrobianos atravessam rapidamente a membrana externa bacteriana
por apresentarem alta afinidade por proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) em bactérias
Gram-negativas, o Imipeném apresentando afinidade por PBPs do tipo 2 e o meropeném

por PBPs do tipo 3 (Cornaglia et al., 1995).

Apesar destas caracteristicas, o numero de isolados clinicos Carbapenémicos-
resistente, pertencentes a familia Pseudomonadaceae véem crescendo (Watanabe et al.,

1991; Marumo et al., 1995).

A resisténcia aos Carbapenémicos ¢ normalmente observada em baixos niveis
(CMI, 8 a 32pg/mL), nesses casos a resisténcia ao imipeném ocorre em conseqiiéncia da
baixa expressdo de porinas OprD, sendo este mecanismo dependente da expressao

continuada da B-lactamase AMPc cromossomal.

A resisténcia a0 meropeném e ndo ao imipeném pode aumentar através da alta

expressao do sistema de efluxo MexA-MexB-OprM (Poole et al., 1993; Livermore, 1995).

A B-lactamase do tipo AMPc, ¢ produzida por todas as cepas de P. aeruginosa
e ¢ codificada por genes cromossomicos, € sua expressdo ¢ induzida (Livermore, 1992).
Agentes como benzilpenicilinas, ampicilina e a maioria das cefalosporinas de 1* geracao
sdo fortes indutores da producdo desta enzima, sofrendo rapidamente a hidrélise por sua

acao.

A hidrélise de B-lactdmicos constitui um mecanismo adicional de resisténcia
aos antimicrobianos, que aumenta seus efeitos na resisténcia a a¢do dos sistemas de efluxo

(Poole, 1995) e da baixa permeabilidade celular (Livermore, 1992).

A disseminacao de P. aeruginosa, resistente aos Carbapenémicos, tem sido
confirmada em varios locais, como: Japao, Italia, Cingapura, Inglaterra, Portugal, Grécia,
Taiwan e Franga (Yan et al.,, 2001). No Brasil, foram isoladas as primeiras cepas no
Hospital Universitario do Rio de Janeiro, havendo registros também na regido nordeste,

na cidade de Jodao Pessoa e em Sao Paulo (Pellegrino et al., 2004; Santos et al., 2002).
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1.6- Estudos de susceptibilidade antimicrobiana

O laboratorio de Microbiologia Clinica tem por finalidade bésica fornecer
informagdes sobre a presenga ou auséncia de microrganismos que possam estar
relacionados a processos infecciosos e a doenga FC, e realizar testes de sensibilidade dos
microrganismos, isoladas das amostras (CRD), para orientar a terapéutica antimicrobiana

segundo padrdes analiticos referendados (Rossi e Andreazzi, 2005).

Segundo as autoras, a precisa identificagdo do agente causal nos processos
infecciosos tem se tornado, cada vez mais, um importante fator para determinar terapéuticas

individualizadas e agdes epidemiologicas mais amplas.

A importancia para se indicar o teste de sensibilidade, avalia nao s6 o padrao de
resposta da bactéria, diante de concentracdes preestabelecidas de antibioticos,
correlacionadas com niveis séricos atingidos apos doses usuais em pacientes em condigdes

de normalidade (Gilligan et al., 2006).

Segundo os autores, o antibiograma reflete, basicamente, duas variaveis:
a droga e a bactéria, sem considerar outros aspectos importantes como (idade, local de
infeccdo, aspectos especificos da FC); assim seu resultado precisa ser interpretado pelo

médico especialista nessa doenga.

O Brasil ndo possui, at¢ o0 momento, normas definidas para nossa realidade.
A maioria dos laboratorios, como o do HC/Unicamp, adota o NCCLS — “National
Committee for Clinical Laboratory Standards”. Este comité preconiza padronizagdes
multidisciplinares que anualmente publica recomendacdes e atualizacdes de técnicas

analiticas (Rossi e Andreazzi, 2005)

1.7- A informatica nas pesquisas cientificas

Autores de pesquisa, com uso de dados eletronicos, analisaram e discutiram a
insercao nos hospitais e ambulatorios médicos assistenciais e/ou de ensino, os prontudrios

clinicos e laboratoriais de pacientes. (Wechsler et al., 2006).
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Foi analisado o impacto do uso e experiéncia pratica de um ambulatério de
ensino em Pediatria, com a introducdo das ferramentas de informatica para a pesquisa

cientifica (Wechsler et al., 2006).

1.7.1- Registro eletronico do paciente (REP)

O registro eletronico do paciente (REP), também conhecido como prontudrio
eletronico do paciente (PEP), fonte de informacgdes clinicas e laboratoriais sdo atualmente

as ferramenta mais importantes em pesquisas cientificas

Segundo os estudos de Wechsler et al. (2006) e Costa (2001) o prontuario do
paciente, criado inicialmente para documentar as informacdes da satde e da doenga do
paciente, tornou-se mais complexo, passando a ter um papel extremamente importante na

sociedade moderna:

» Como subsidio de manuteng¢do da satide do paciente;

» No compartilhamento de informagdes entre diferentes profissionais;
* Como base legal para as agdes médicas;

* Como fonte de pesquisa clinica, de estudos epidemioldgicos, de avaliagdo a qualidade do

cuidado e de vigilancia a reacdes adversas de drogas;
* Como fonte de educacdo e reciclagem médica continuada;

» Para a identificag@o de grupos de pacientes especificos.

1.7.1.1- Sigilo ético de pesquisa com arquivos eletronicos

As sociedades normatizadoras e reguladoras das atividades dos profissionais da
saude, como o Conselho Federal de Medicina e o CREMESP, entre outras, recomendam a

integridade das questdes éticas e legais do Registro Eletronico do Paciente. O CREMESP,
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em seu Manual de Principios Eticos para Sites de Medicina e Saude, recomenda:
"da mesma forma que os prontudrios em papel, os prontudrios eletronicos, que armazenam
dados sobre os pacientes em clinicas, hospitais e laboratérios de andlises clinicas devem

estar protegidos contra eventuais quebras de sigilo” (Wechsler et al., 2006).
Neste contexto nossas perguntas do estudo:

- Qual o perfil microbioldgico dos pacientes do HC/Unicamp, e as cepas que apresentam

maior resisténcia aos antimicrobianos freqiientemente utilizados no tratamento de FC?

- Quais os antimicrobianos que apresentam maior eficiéncia terapéutica, e qual
aplicabilidade do REP em pesquisa cientifica envolvendo uma grande base de dados, ao

longo de 10 anos?
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O

Objetivo geral

Descrever a prevaléncia dos principais microrganismos encontrados nas secrecoes
respiratdrias (escarro e ‘“‘swabs’ faringeos) em pacientes do ambulatério de fibrose
cistica do HC/Unicamp, de acordo com a susceptibilidade antimicrobiana e importancia

epidemioldgica.

Objetivos especificos

Determinar a prevaléncia do Staphylococcus aureus, Haemophylus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa mucéide e ndo mucéide, Klebsiella pneumoniae, presentes nas

secrecoes respiratorias dos pacientes com FC.

Determinar a prevaléncia dos microrganismos emergentes: Burkholderia cepacia,
Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes (Achromobacter) xylosoxidans e de fungos

como Aspergillus fumigatus, presentes nas secrecoes respiratorias dos pacientes com FC.

Analisar a evolugdo da freqii€ncia destes microrganismos ao longo do periodo e por

faixa etaria, por meio da base de dados REP.

Verificar se o perfil delineado, por meio de registros eletronicos (REP) é coerente com
os dados anotados nos cadernos de microbiologia (ALM) e arquivados nos prontudrios

dos pacientes (PP).
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METODO: Estudo descritivo (retrospectivo) com analise em base de dados eletronicos.

CASUISTICA: Registro eletronico do paciente (REP).

A casuistica faz parte do ambulatorio de assisténcia e tratamento da fibrose
cistica do HC/Unicamp, sendo que as trés bases de dados descritas abaixo (REP, ALM e

PP) fazem parte da mesma casuistica.

Foram resgatados do Registro Eletronico do Paciente (REP) ou prontuario
eletronico do paciente (PEP), 38.480 registros, referentes a 975 exames de CRD’s (cultura
de rotina diagnostica) de 100 pacientes, cujos resultados das culturas foram cadastrados

com o codigo especifico do ambulatoério de FC (32045) no SIH.

O periodo dos dados coletados do REP foi do més de fevereiro de 1997 a
fevereiro de 2006, arquivados eletronicamente no REP, e que faz parte do Sistema
Informatizado de Gestdo Hospitalar (SIH/SH) (Mv 2000 i tecnologia ORACLE),
gerenciada pelo ntcleo de informatica do HC/Unicamp (NIHC).

Utilizando o numero de registro hospitalar (RG/HC), o cddigo definido no SH
para os resultados das CRD’s, e o cddigo especifico do ambulatorio de FC, foi possivel
resgatar as informagdes sobre o perfil microbiologico dos pacientes com diagndstico
definido de FC, que passaram pelo atendimento especializado, e que realizaram pelo menos

um exame CRD que tenha sido arquivado eletronicamente.

Um banco de dados foi formatado no Nucleo de Informatica do HC/Unicamp
(NIHC), de acordo com as variaveis pertinentes ao estudo. As variaveis foram copiadas da

linguagem ORACLE e transportada para o formato de Acess (Microsoft Office v.2003).

3.1- REP - critérios de inclusao

Foram incluidos os pacientes com diagndstico confirmado de FC (dois testes do
suor anormais e/ou estudo genético com mutagdes identificadas nos dois alelos) e
analisados a prevaléncia dos microrganismos freqlientemente relacionados na literatura

especializada, com a doenca respiratoria da FC: Pseudomonas aeruginosa dos morfotipos
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mucdéide e nao mucoéide, Staphylococcus aureus, Haemophylus influenzae € parainfluenzae,
Klebsiella  pneumoniae, Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas (Xantomonas)

maltophilia, Aspergiillus fumigatus e Alcaligenes (Acromobacter) xylosoxidans.

3.1.1- Variaveis

O banco de dados no Acess (Microsoft Office, v.2007), resume uma grande
quantidade de dados rapidamente, ou os combina com tabelas diferentes. Foi possivel girar
suas linhas e colunas para ver resumos diferentes dos dados de origem, foi utilizada a
ferramenta filtro, os dados exibindo paginas diferentes ou exibir os detalhes das areas de
interesse. O banco de dados Acess foi utilizado como ferramenta filtro para as variaveis

escolhidas, para posterior submissao a analise estatistica (Quadro 3 e 4).

Quadro 2- Tela interativa do software Acess, selecionando as variaveis deste estudo

Variaveis de resultados das culturas de rotina diagndstica CRD

Paciente: "HC (registro de atendimento no Hospital das Clinicas Unicamp),

documento paciente (RG) ou do responsavel, "sexo, 'idade,

Material Tipo do material colhido (‘escarro ou ' swab), ‘data coleta,

exame data resultado,

Descric¢ao "microrganismos incluidos no estudo e isolados no CRD (REP, ALM ¢

resultados | PP)

Descricido P. | fantimicrobianos testados para os microrganismos isolados (‘resisténcia

Ativo e "sensibilidade)

nome variaveis selecionadas em negrito
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Quadro 3- Ferramenta de consulta do Acess, utilizando a ‘ferramenta filtro’ para

selecionar as varidveis escolhidas (total de exames CRD por paciente,

utilizando a variavel data de coleta).

Microsoft Access

_ Editar  Exibir  Insetir Consulta Ferramentas  Janela  Ajuda

H=RAN = K NEE REN=A R REER; - S RN = RN N2 Pl s

= db1 : Banco de dados (formato de arquivo do Access 2000)

= Consultal : Consulia selegao

Id Mes
Id Dia

Dk Coleta
Dt Resulkado
Material

&1/ |

Campo: [HC Mome Paciente Ct Coleta
Tabela: [CRD CRD CRD
Tatal: |Agrupar por Agrupar por hat
Classificagdo:
Mostrar:
Critérios:
o

<) |
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No Quadro 4, modelo do uso da ferramenta de consulta do Acess, usando a
ferramenta filtro para as variaveis escolhidas (total de exames CRD por paciente, utilizando

a variavel data de coleta como parametro).

Quadro 4- Exemplo da ferramenta consulta filtro, para contar a quantidade ‘total CRD por

paciente’

] Microsoft Access
Faavo Etw B v Conate Femagentas el Ads
L0 BRI TS DB 8 [SE s = N B A @

Digits uma perquata -

< a2
Campo: |HC Mome Paciente 1d Ano Dt Coleta DescricBo Resultadt  |Exame Sigla P Ativa
Tabela: |CRD CRD CRD CRD CRD CRD CRD CRD E |
Total: |Agrupar por Agrupar por Agrupar por Agrupar por Agrupar por Agrupar por Agrupar por Agrupar por
Classificago:
Mostrer:
Critérios: "Pseudomonas aerugin

154
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Quadro 5- Tela interativa com o resultado da pesquisa do Quadro 4, apresentando a
distribuicdo de exames CRD’s realizados por paciente ao longo do periodo

estudo (REP).

r Exibir Inserir Ecrmaktar Registros Ferramentas darvela Feg T B
=" T o [ = e Y O R T 13 0 ¥ e T - . LS e - )

HBance de dados (formaito de arquivo do Access Z2000) -

> Mome Paciente ContarDelt Coleta

T==E
240127
252530
A3EI24
559955
B4 1999
D27 0SS
307700
447633
B7SZ210
§Ts2T
722556 . .
BIB0EE TSigilo
O2E0E0

125628
195372
195863
S048516
B4G400
B 3261
S0E0E0
SRTFO29
D407 28
052713
199620
247758
288928
I 3210
52a8E59

D < IT]
E =

Blalala)s

-
ry =%

“Nslw8B o8- wl-E285.8-

" ZR projetomicroCEP - Mec... | 2R htto:ffwersw.pas.com.... | e dbl : Banzo de dados. .. B PACIEMTES : Tasels)

+Sigilo ético de pesquisas com arquivos eletronicos

As sociedades normatizadoras e reguladoras das atividades dos profissionais da saide, como o Conselho Federal de Medicina e o
CREMESP, entre outras, recomendam a integridade das questdes éticas e legais do Registro Eletronico do Paciente, como determinado
no projeto desse estudo, segundo descrito nas normas para o sigilo em pesquisas com seres humanos (consideragdes éticas aprovados
CEP FCM/Unicamp Anexo 1)

3.1.2- Vantagens e limites encontrados no resgate das variaveis do REP
e Vantagens:

Sdo numerosas as vantagens de um prontudrio eletronico em relagdo ao baseado
em papel, que vao desde questdes ligadas ao melhor acesso, até maior seguranca e,
principalmente, oferta de novos recursos, os quais sdo impossiveis de existir no prontuario

em papel, tais como:
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e Apoio a decisao.
e Uso da ferramenta ‘filtro’ para selecionar rapidamente somente as variaveis do estudo.
e Troca eletronica dos dados entre institui¢des, etc.

E importante destacar que, ao contrario do que se imagina, o REP ¢ muito mais

seguro e tem maior possibilidade de manter a confidencialidade do que os prontudrios em

papel, no qual o risco de um acesso nao autorizado ocorrer € maior que num sistema. Este

estudo foi autorizado pelo Diretor Clinico do HC/Unicamp e aprovado pelo CEP FCM

(Anexo 1).

e Limites:

¢ Falta de entendimento das capacidades e beneficios do REP: ¢ de suma importancia que

todos os usudrios do sistema, bem como a diretoria da instituicdo, estejam cientes de

todos os recursos que o REP pode oferecer, bem como todos os beneficios que ele pode

proporcionar.

e Padronizacdo: a falta de padronizagdo nos sistemas de REP provocou a perda ou

inviabilizou muito dos recursos que poderiam ser oferecidos, tais como: falta de

digitacdo de alguns dos microrganismos deste estudo, multiplos codigos de Acesso ao

ambulatorio especializado (pacientes do ambulatério de FC foram indevidamente

cadastrados em outras especialidades como pneumopediatria, gastropediatria, pediatria

geral), impossibilitando o Acesso a todos pacientes e os devidos resultados de seus

exames CRD.

e Interface com o usudrio: para que os dados sejam armazenados de forma estruturada,

que ¢ um dos requisitos necessarios para o REP, inclusive para a propria codificacdo, ¢

necessario que a entrada dos dados seja feita de forma estruturada e rigorosamente

correta. Nao se pode realizé-la na forma de texto livre, o que causa certo "desconforto"

para os profissionais de saide acostumados ao método tradicional em papel. Nao pode

haver erros de digitagdo na transcrigdo de resultados, causa de ‘viés’ na pesquisa.
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e Contetido do REP: ainda ndo ha um consenso sobre o conteudo que um banco de dados,
para laboratério de Microbiologia Hospitalar, deveria possuir. No Brasil, o responsavel

pelo servigco € o comité Padronizagao do Registro Clinico (DATASUS, 2001).

OBS.: Novos dados foram coletados (descritos abaixo), nos arquivos do laboratério de
microbiologia (ALM) e nos prontuarios dos pacientes (PP), para avaliar se o perfil
delineado através dos dados do REP ¢ coerente aos laudos (resultado original)
arquivados nos prontudrios dos pacientes (PP) e anotados nos cadernos de
microbiologia (cinco cadernos com anotagdes detalhadas de profissionais do

laboratoério).

3.2- Arquivos do Laboratério de Microbiologia (ALM)

Foram resgatados os resultados referentes aos exames CRD’s, de anotacdes
realizadas no laboratorio de microbiologia (especialmente para os pacientes FC), durante o
periodo de um(1) ano (fevereiro de 2001 a fevereiro de 2002), no total de cinco(5) cadernos
recolhidos do sotdo dos laboratorios. Para a coleta de dados, formatou-se uma planilha no
Excel (Apéndice 1 e 2), e a planilha tabulada foram transportadas também para o Acess da
Microsoft (v.2007). Os dados tabulados foram organizados e selecionados pela ferramenta
‘filtro” do modo de consulta do banco de dados Acess (v.2007) e salvos nas duas versoes
para amenizar conflitos da linguagem do Office da Microsoft, instalado em diversos setores

da Unicamp.

Em seguida os dados foram abertos no SPSS 15 (SPSS for Windows, Rel.
11.0.1. 2007. Chicago: SPSS Inc., Evaluation version). Os critérios de inclusdo e varidveis
seguiram os mesmos critérios para o REP, acrescentando as variaveis para o estudo de
susceptibilidade antimicrobiana (Staphylococcus aureus versus Oxacilina) e (Pseudomonas
aeruginosa mucoide e ndo mucdide para os antibioticos da classe dos Aminoglicosideos:
Gentamicina, Amicacina, ¢ outros como: Ciprofloxacin, Imipenem e Ceftazidima (codigos

para coleta de dados no Apéndice 1).
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o Limitacio:

Como em qualquer estudo retrospectivo, encontramos dificuldades em obter
estas informagdes, ja que ndo hd espaco suficiente para anotar e armazenar todos os
resultados de exames de cada laboratorio, em um hospital publico. Atualmente, todas as
informagdes e resultados sdo cadastrados no SH, portanto as anotagdes das CRD, guardados
em ‘cadernos especiais’ para mucovisidose, foram encaixotados com demais laudos de cada
ano (sendo o ultimo caderno no ano de 2003), e armazenados no s6tdo do conjunto de
laboratérios, junto com os demais arquivos de exames de todo complexo laboratorial do

HC/Unicamp.

3.3- Analise de prontuarios de pacientes (PP)

Foram analisados resultados de CRD registrados em prontudrios de nove
pacientes com FC (10% amostra do REP), que sdo acompanhados hd mais de 10 anos em
nosso centro de referéncia (daqueles que foi possivel resgatar o historico completo). Para a

coleta de dados, formatou-se uma planilha no Excel (Apéndice 2).

Para a coleta de dados, formatou-se uma planilha no Excel (Apéndice 1 € 2), e a
planilha tabulada foi transportada também para o Acess da Microsoft (v.2007). Os dados
foram organizados e selecionados pela ferramenta ‘filtro’ do modo de consulta do banco de
dados Acess (v.2007) e salvos nas duas versdes para amenizar conflitos da linguagem do

Office da Microsoft, instalado em diversos setores da Unicamp.

Em seguida os dados foram abertos no SSPS 15 (SPSS for Windows, Rel.
11.0.1. 2007. Chicago: SPSS Inc., Evaluation version).

Os critérios de inclusdo e varidveis foram os mesmos para o REP e ALM,
acrescentando as varidveis para o estudo de susceptibilidade antimicrobiana
(Staphylococcus aureus versus Oxacilina) e Pseudomonas aeruginosa mucdide e nao
mucdide para os antibidticos da classe dos Aminoglicosideos: Gentamicina, Amicacina,
outras classes mais utilizadas na FC como: Ciprofloxacina, Imipenem e Ceftazidima

(Apéndice 1 e 2).
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o Limitacao:

Como em qualquer estudo retrospectivo, encontramos problemas para obter os
dados como: agendar no SAME com antecedéncia, e, pela quantidade de pastas de
pacientes com FC com mais de 10(dez) anos de acompanhamento, foi necessario um
periodo de espera para a busca das pastas em outras cidades e setores. Outros limites
encontrados: desvio de pastas (2% via: causa de viés, criando uma lacuna entre os dados
perdidos), falta de laudos de CRD’s apenas anotados nas planilhas de consultas, dificuldade

de manuseio, tempo para vasculhar cada pasta.

3.4- Metodologia Estatistica
3.4.1- REP

Para descrever o perfil da amostra, segundo as varidveis em estudo, foram feitas
tabelas de freqiiéncia das variaveis categoricas (faixa etaria, microrganismos) os valores de

freqiliéncia absoluta (n) e percentual (%).

Para analisar a associagdo entre variaveis categoricas foi utilizado o teste Qui-
Quadrado ou, quando necessario, o teste exato de Fisher (presenca de valores esperados

menores que cinco).

Para analisar o efeito de tendéncia ou evolucao do microrganismo ao longo dos
anos e por faixa etdria foi utilizada a Andlise de Regressdao Linear, e feito o céalculo do
coeficiente de correlagdo de Pearson. O nivel de significancia adotado para os testes

estatisticos foi de 5%, ou seja, p<0.05

Esta analise foi realizada no setor estatistica da FCM/Unicamp. Os programas
utilizados pelo setor de estatistica FCM/Unicamp foram o SAS for Windows (v.7.0) e
Microcal ORIGIN. 3.0 para os graficos.

Toda metodologia estatistica realizada pelo setor de estatistica da

FCM/Unicamp, foi descrita nos relatorios Anexo 2.
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3.4.2- ALM

Foram utilizados os mesmos calculos estatisticos das analises descritivas e

varidveis categoricas para tracar o perfil microbiologico nesta base de dado.

Para o estudo de susceptibilidade antimicrobiana (estudo de resisténcia e
sensibilidade dos antibidticos freqiientemente utilizados versus microrganismos isolados),
utilizamos a Anadlise descritiva para as varidveis categdricas (microrganismo versus
antimicrobianos incluidos no estudo), e para cruzar os dados foi utilizada a ferramenta
“crosstable” for SPSS 15 (SPSS for Windows, Rel. 11.0.1. 2007. Chicago: SPSS Inc.,

Evaluation version). e Epi Info.

As estatisticas nessa base de dado foram realizadas pelo autor, e conferidas pelo

estatistico da FCM/Unicamp.

3.4.3- PP

Como para as variaveis do ALM, foram utilizados os mesmos célculos
estatisticos das analises descritivas e para as variaveis categoricas, tragando o perfil

microbiolégico também desta base de dado.

Para o estudo de susceptibilidade antimicrobiana (estudo de resisténcia e
sensibilidade dos antibioticos freqiientemente utilizados versus microrganismos isolados),
utilizamos a andlise descritiva para as varidveis categoricas (microrganismo versus
antimicrobianos incluidos no estudo), e para cruzar os dados foi utilizada a ferramenta

“crosstable” for SPSS 15 e Epi Info.

Analises realizadas pelo autor, posteriormente conferidas pelo estatistico da

FCM/Unicamp.

3.5- Amostra laboratorial

Os dados obtidos dos registros eletronicos, referentes aos resultados do exame
de CRD dos pacientes com FC, foram processados pelo laboratério de microbiologia do

HC/Unicamp.
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De uma maneira geral, sdo solicitados dois tipos de exames ao laboratério de
microbiologia: pesquisa e cultura. A pesquisa de microrganismos ¢ realizada através de
microscopia e deve ser realizada a partir do material a fresco. As técnicas microscopicas
sdo variadas e permitem a avaliacdo de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e
bioquimicas. A cultura permite o isolamento dos microrganismos infecciosos e sua
posterior identificagdo. Abaixo, a descricdo de CRD padronizado pelo laboratorio de
microbiologia para o SH “on-line”, para descrever a rotina do laboratdrio de microbiologia

do HC/Unicamp.

3.5.1- Cultura de Rotina Diagnostica (CRD)*

e Comentario e Interpretacdao: Avaliar e identificar a presenca de bactérias em diversos

espécimes clinicos.

e Material e Coleta: Qualquer espécime clinico, como escarro por tosse espontinea, ou

swab tosse induzida. Imprescindivel indicar o material ou o sitio de coleta.

e Condi¢des do Paciente: Coletar antes de medicagdo antibidtica ou suspender, se

possivel, por trés dias.
e Interferentes: Antibioticos.

e Me¢étodo: Bacterioscopia, apds coloragdo pelo método de Gram. e cultura em meios

apropriados, conforme o material a ser analisado.

3.5.1.1- Pesquisa de germes multirresistentes’
e Comentario e Interpretacdao: Diagndstico de colonizagdo de pacientes ou seus contatos.

e Material e Coleta: Secrecdo de orofaringe, nasofaringe, traqueal feita através de swab

estéril.

e Condig¢des do paciente: Sem preparacdo prévia.

*http://www.hc.Unicamp.br/labpatologia.shml
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e Interferentes: Nenhum.

e M¢étodo: Cultura em meios seletivos para isolamento de: Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, e outros.

e Valor de referéncia: Cultura negativa.

3.5.1.2- Coleta*

As amostras foram devidamente identificadas com o nome, idade e nimero de
registro do paciente, origem (enfermaria, ambulatdrio), especialidade, tipo de material
coletado, nome do médico, data e hora da coleta. O rotulo, com a identificagdo, foi

colocado no frasco de coleta e ndo na tampa.

Em pacientes adolescentes, as amostras foram coletadas em frasco estéril de
boca larga, com volume de cerca de 3 a 5 ml. As amostras de escarro foram obtidas por

esforco de tosse, com ou sem nebulizacao, utilizando solugado de cloreto de sodio a 4,5%.

Em pacientes pediatricos e com dificuldade de expectorar, as amostras foram
colhidas de orofaringe por swab poés-tosse induzida, ou, provocada com técnicas
fisioterapicas. O swab ¢é removido cuidadosamente e colocado no meio de transporte

adequado.

3.5.1.3- Transporte4

O transporte das amostras foi feito de maneira que se mantivessem as mais
proximas possiveis de seu estado original, com o minimo de deterioragdo para que nao
houvesse riscos de contaminagdo durante o manuseio. As amostras foram transportadas
rapidamente ao laboratorio de Microbiologia do HC/Unicamp, acondicionadas em caixas
de isopor. O swab foi removido cuidadosamente e colocado no meio de transporte

adequado em frasco plastico, seco ou em meio semi-solido, como o Stuart ou Amies.
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3.5.1.4- Periodicidade das coletas

As amostras sdo coletadas com periodicidade de 2 a 4 meses, dependendo da

freqii€éncia as consultas dos pacientes no ambulatorio de FC.

3.5.1.5- Armazenamento das bactérias isoladas

As bactérias isoladas das culturas de amostras de escarro e orofaringe foram
armazenadas em caldo BHI com 15% de glicerol no “freezer” a -80°C para posterior

analise.

3.6- Coloracao de Gram e microscopia

O exame microscopio no HC/Unicamp foi realizado de duas maneiras: a partir
do material a fresco (exame direto) ou a partir de coldnias isoladas. O exame direto pode
ser realizado com ou sem coloracdo e ¢ uma etapa fundamental no diagndstico
microbioldgico, pois permite a verificagdo da viabilidade da amostra, visualizacdo da
presenga leucocitos e de microrganismos (bactérias, fungos filamentosos ou leveduras), de
maneira que se possa estabelecer um diagnostico presuntivo e imediato. Além disso, a
avaliacdo microscopica permite determinar quais serdo os meios de cultura mais adequados
para a semeadura do material, de acordo com as caracteristicas morfologicas e tintoriais dos
microrganismos visualizados. A microscopia, a partir de colonias isoladas, foi util como

etapa preliminar da identificagdo dos microrganismos.

A coloragao de Gram baseou-se na capacidade que algumas bactérias possuem
de reter o cristal violeta no interior da célula, mesmo quando submetidas a uma solucao
descolorante, em virtude da natureza quimica de sua parede celular. As diferengas na
estrutura da parede celular das bactérias dividem-nas em dois grandes grupos, de acordo
com o seu comportamento frente a coloragdo de Gram, em bactérias Gram-positivas e
bactérias Gram-negativas. As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular com
cerca de 80nm de espessura, composta de varias camadas de glicopeptideos, proteinas,

polissacarideos e acido teicdico.
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As bactérias Gram-negativas ndo conseguem reter o cristal violeta, em razao da
espessura € composi¢do de sua membrana celular. Sendo assim, quando submetidas a
solugdo descolorante (dlcool — acetona), sofrem descoloragdo e, em seguida, coram-se com

a Fucsina, apresentando coloragdo avermelhada.

Para a realizagdo da bacterioscopia, o contetdo do swab foi diluido em uma
solugdo salina, estéril, e homogeneizado no vortice. A partir da suspensdo obtida, foi
retirada uma aliquota, com o auxilio de uma pipeta conta-gotas, para a realizagdo do

esfregaco e posterior coloragdo pelo método de Gram.

Com a cooperagdo do pessoal do laboratorio de microbiologia do HC/Unicamp,
foi possivel descrever, através de relatorios de pesquisadoras, dados de amostras viaveis

como no (Quadro 6).

Quadro 6- Amostras que requerem tratamento prévio antes da coloracao de Gram

AMOSTRA COLETADA COM "SWAB"

O swab pode ser rolado sobre a lamina, para evitar a destruicdo dos elementos celulares e dos
grupamentos. Também podera ser preparada uma suspensdo com solucdo salina estéril (0,4 ml) e
agitar (vortice). Neste caso, devera ser retirada uma aliquota com uma pipeta Pasteur estéril, para
evitar a contaminagdo do restante do material. A mesma suspensdo podera ser utilizada para a

cultura.

AMOSTRA ESCARRO

Com auxilio de alga bacterioldgica ou um palito de madeira, devera ser selecionada uma porgao
purulenta do escarro que seja representativa. Rolar esta por¢do na parede do frasco para separar do
material salivar. Em seguida, deve-se colocar o material na extremidade de uma lamina limpa,

confeccionando um esfregaco delgado.

FONTE Prof. Dr. Carlos Emilio Levy - Relatério de Procedimentos Microbiologia HC/Unicamp

3.7- Culturas

As amostras de escarro sem tratamento prévio foram submetidas ao cultivo
bacteriano, inoculando, primeiramente, com al¢a apropriada em agar-sangue de carneiro

(AS), agar-chocolate suplementado (AC) e agar de MacConkey (MC) em semeadura por
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esgotamento, com, no minimo, quatro estrias. As culturas em AS e AC foram incubadas em
estufa de CO,, a temperatura de 37° C, por um periodo de 24 — 72 horas, as culturas em MC
sdo incubadas em estufa de aerobiose. Apos este periodo, foi realizada uma avalia¢do do
crescimento, em que sdo avaliados os crescimentos, a partir da 1* estria, em casos de

bronquietasia e FC.

As culturas em meio de meio seletivo especifico para Burkholderia cepacia
foram utilizadas somente no ano de 2003, durante uma pesquisa realizada por Dr. Barth
(2005). As placas de BCSA foram incubadas a temperatura de 32°C a 33°C por até cinco

dias.

3.7.1- Pesquisa de fungos

Para a pesquisa de fungos, realizou-se a fluidificacdo do escarro com 1 ml de
dithiotreitol a 0,1% e, apds a centrifugacdo, foi semeada uma aliquota do sedimento desta
amostra em agar glicose de Sabouraud (SAB), e incubado a temperatura ambiente, por até
30 dias. Também foi usado, seguindo o manual “CUMITECH 43” (2006), o 4gar- Mycosel

que contém antibidticos para inibir o crescimento de bactérias.

3.8- Caracterizacio fenotipica por microrganismos

Os microrganismos foram caracterizados fenotipicamente, através de suas
respectivas provas bioquimicos que sdo utilizadas rotineiramente no laboratorio de

bacteriologia do HC/Unicamp CUMITECH 43 (v.2006).

3.9- Automaciao microbiolégica

A identificagdo bacteriana foi realizada com o Sistema Vitek (bioMérieux Vitek
Inc., St. Louis, MO). Testes bioquimicos adicionais para identificagdo bacteriana foram

realizados, quando necessarios.
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3.10- Procedimentos para a identificacio

Todos os procedimentos para a deteccao e identificacdo sdo realizados seguindo
as normas e técnicas preconizadas no "CUMITECH" 43 (v. 2006) e o manual de

identificacdo de bactérias de Importancia Médica ANVISA (v.2004).

3.10.1- Identificacdo de bacilos nao fermentadores

Os bacilos Gram-negativos classificados como ndo fermentadores (BNFs) sao
microrganismos aerdbios, ndo esporulados, que se caracterizam pelo fato de serem
incapazes de utilizar carboidratos como fonte de energia através de fermentacdo,

degradando-os pela via oxidativa.

Quadro 7- Principais BNFs e testes aplicados

BNFs de importincia clinica’ e testes para a identificacio dos BNFs

Achromobacter spp Tubo de OFglicose (com ou sem vaselina)
Alcaligenes spp. Tubo com polimixina
Burkholderia cepacia Tubo com TSI

Pseudomonas aeruginosa | Tubo com caldo NaCL 6,5%

(mucoide e ndo mucoide) Disco de oxidase
Disco de PYR
Stenotrophomonas spp. Placa MC

FONTE: ANVISA, 2004

. , * . ~
%incluidos em nosso estudo; bacilos ndo fermentadores

No Quadro 8, algumas das provas para ilustrar a complexidade e especificidade
de provas microbiologicas. O laboratorio de microbiologia do HC/Unicamp, seguem as
normas técnicas preconizadas pelo ANVISA e CUMITECH 43, similar aos melhores

centros de referencias laboratorial em outros paises (Gilligan et al., 2006).
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Quadro 8- Provas, semeaduras, leitura e interpretacao dos BNFs:

PROVAS | SEMEADURAS LEITURA E INTERPRETACAO
Disco de Retirar 2-3 colonias com alga. A leitura ¢é feita em 15 a 20 segundos. A cor violeta forte
Oxidase Esfregar sobre a fita ou disco teste; aparece rapidamente. Apos este intervalo, cores violeta-palido
pode umedecer o papel com 1 gota sdo falsos positivos. A Burkholderia cepacia pode dar reacdo
de salina estéril. fraca.
Tubo de OF Picar com agulha até o fundo do Fermentador: dois tubos ficam amarelos (acido)
glicose tubo. -Oxidativo: tubo sem vaselina amarelo /tubo com vaselina
(com e sem verde.
vaselina) -Inerte ou alcalino: dois tubos ndo mudam de cor (inerte) ou o
tubo sem vaselina fica azulado (alcalino). Aguardar, no
minimo, 72 h para definir como inerte, pois pode ocorre a
oxidac¢do tardia ou lenta.
Citrato Semear com agulha na superficie do | -A cor azul forte aparece no pico, e, com maior incubagio,
meio. estende-se a todo o meio.
Caldo TSB Semear 2 coldnias no caldo. -Ocorre turbidez no meio ou ¢ nitido o aumento da densidade
crescimento bacteriana. Ideal comparar com controle mantido a
42°C temperatura ambiente.
Caldo TSB Semear 2 coldnias no caldo. -Agitar o tubo ¢ com uma pipeta com ponteira estéril ou alga
motilidade bacteriologica estéril.

-Retirar uma gota e depositar sobre uma lamina.

-Cobrir a gota com uma laminula e levar ao microscopio.
Observar com aumento de 400 vezes (ocular 10 x e objetiva
40). A presenca de bactérias cruzando o campo em diferentes
dire¢des ¢ significativa de motilidade positiva; movimentos
vibratérios fracos = negativo (movimento browniano).
Quando o movimento de todas as bactérias é numa mesma
dire¢do, provavelmente ¢ o movimento do liquido entre a
lamina e a laminula. Verificar a motilidade em temperaturas

de 37°C e 20°C (ambiente).

Tubo com caldo

NacCl 6,5%

Tubo com

agar-esculina

-Semear 2 a 3 colonias no caldo.

-Semear 2 a 3 colonias na superficie

do meio.

A presenca de turbidez e mudanca de cor indicam o

crescimento.

-Ocorre precipitado negro intenso nas provas positivas a partir
de 6 horas de incubagdo até 48 h.

-Cor castanho-escura ¢ prova negativa.
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Disco de

Polimixina

Disco de PYR

Placa de
Mac Conkey

TSI

-Fazer antibiograma em

Mueller Hinton. - Colocar o disco.

-Colocar o disco sobre coldnias de
crescimento recente ou fazer
suspensao densa. -Depositar 3 a 4

gotas sobre o disco de PYR.

-Semear com alga, 1 coldnia isolada.

-Semear com agulha, picando até o
fundo do tubo e na superficie do

agar inclinado.

-Qualquer halo em torno do disco significa sensibilidade.

-Incubar durante 4 horas numa placa vazia com umidade.
-Colocar o disco teste em contato com o crescimento
bacteriano. -Coloca-lo sobre uma lamina. Depositar uma gota
do reagente que acompanha o teste. -A presenca de cor
alaranjada ¢ prova positiva; mantendo a cor amarela ¢ prova

negativa. -Recomenda-se testar controles positivo e negativo.

-Crescimento deve ocorrer entre 1 a 3 dias.

-Fermentador: presenga de cor amarela apenas na base ou no
apice e na base.

-Com ou sem H2S e gés: precipitado preto e bolhas.

-Ndo fermentador: permanece vermelho (alcalino) no apice e

na base.

FONTE: ANVISA, 2004

Proximas etapas resumidas nos quadros Quadro 9, Quadro 10 e Quadro 11

formatados para facilitar a identificagdo, pelo responsavel pelo laboratorio de microbiologia

do HC/ Unicamp.

amarelo ou rosa.

Da coldnia isolada, fez-se Gram e Oxidase, observou se a coldnia ¢ pigmentada:
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Quadro 9- Procedimento para a identificacdo Gram-negativos

Bacilos Gram-negativos:

*Fazer motilidade em caldo e OF Glicose

OXIDASE MOTILIDADE OFGlicose TABELA OBS.
Negativo Positivo Oxidativo/inerte I *
Positivo Positivo Oxidativo I *
Positivo Positivo Inerte ou Alcalino IIla e I1Ib *
FONTE: Prof. Dr. Carlos Emilio Levy
oo Tabelas se encontram no Laboratério de Microbiologia do HC/Unicamp
Quadro 10- Provas bioquimicas para identificagdo Gram-negativos
Bacilos Gram-negativos Oxidase negativo, motilidade positivo
OF Glicose Oxidativo ou inerte.
Microrganismos | ARGININA | DNASE | LISINA | POLIMIXINA* | ESCULINA | IMIPENEM*
P. lutela (PYR +) positivo negativo | negativo Sensivel positivo sensivel
Burkholderia negativo negativo 80%+ Resistente variavel variavel
cepacia (PYR-)
S. Maltophilia negativo positivo 93% Sensivel variavel resistente
(PYR)

FONTE: Prof. Dr. Carlos Emilio Levy — Laboratorio de Microbiologia HC/Unicamp
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Quadro 11- Provas bioquimicas para identificagado Gram-negativos

Bacilos Gram-negativos: Oxidase positivo motilidade positivo e OF Glicose oxidativo
Microrganismos | ARGININA | NaCl LISINA | POLIMIXINA | ESCULINA* | GELATINA
6,5%
Pseudomonas Positivo Negativo Sensivel negativo 82%+
aeruginosa
Alcaligenes Negativo Negativo | Negativo Sensivel negativo variavel
xilosoxidans
Burkholderia Negativo 80% Resistente variavel 20%+
cepacia

FONTE: Prof. Dr. Carlos Emilio Levy — Laboratério de Microbiologia HC/Unicamp *Provas esculina e

PYR uteis apenas para diferenciar bactérias lisina e arginina negativas

Quadro 12 — Provas bioquimicas para identificagdo Gram-negativos

Microrganismos Crescimento 42°C PYR*
Pseudomonas aeruginosa Positivo negativo
Alcaligenes xilosoxidans Negativo negativo

Burkholderia cepacia Negativo Positivo

FONTE: Prof. Dr. Carlos Emilio Levy — Laboratério de Microbiologia HC/Unicamp

3.10.2- Identificacao Staphylococcus aureus

A 1identificacdo dos estreptococos e estafilococos ¢ baseada na morfologia que
apresentam em meios liquidos. Os estafilococos, mostrando-se em forma de cocos aos
pares, em cachos de uva ou agrupados.

A identificagdo presuntiva comeg¢a com a inoculacido primaria na placa de AS
que deve ser incubada em 5% de tensdo de CO? As coldnias de estafilococos sao
geralmente maiores, convexas, de coloragdo variando do branco-porcelana a amarelo,
podendo apresentar hemolise ou ndo. Note-se que o desenvolvimento da cor amarelada no
Staphylococcus aureus ocorre somente apos incubagdo prolongada (72 h), a temperatura

ambiente.
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3.10.2.1- Prova da Catalase

Com a alga bacterioldgica ou com um palito coleta-se o centro de uma colonia

suspeita e esfrega-se em uma lamina de vidro. Colocar sobre este esfregaco uma gota de

agua oxigenada a 3% e observar a formagao de bolhas.

Quadro 13 - Provas diferenciais Staphylococcus aureus dos géneros Catalase positivo

Género Motilidade | NaCl 5% | Oxidase | Aerdbio estrito tétrade
Staphylococcus negativo positivo | negativo nao variavel
Fonte: ANVISA, 2004.

Quadro 14 - Provas diferenciais Staphylococcus de maior importancia clinica
Espécie DNAse PYR Novob. Uréia | Polimixina Outras
o . ) ] Pigmento
Staphylococcus aureus | positivo | negativo | sensivel | variavel | resistente
amarelo

Fonte: ANVISA, 2004.

A forma mais simples de identificar o Staphylococcus aureus € a prova da

coagulase em lamina ou tubo.

3.10.2.2- Teste da coagulase em lamina

A maioria das cepas de Staphylococcus aureus possui a coagulase ligada (ou

fator aglutinante) “clumping factor” na superficie da parede celular, que reage com o

fibrinogénio do plasma, causando a coagulagdo do mesmo.

Nao se pode executar este teste a partir de um meio de cultura com grande

concentragdo de sal como agar de sal manitol (AM).
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3.10.2.3- Teste da coagulase em tubo

Este teste baseia-se na presenga da coagulase livre que reage com um fator

plasmatico, formando um complexo que atua sobre o fibrinogénio formando a fibrina.

3.10.2.4- Outros testes:

DNASE, endonuclease e agar de sal manitol.

3.11- Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O laboratorio de microbiologia clinica, no HC/Unicamp, tem um grande desafio
com relag@o a padronizagdo dos antibiogramas em relacdo a FC, e vem desenvolvendo um
trabalho de exceléncia, fazendo-se os testes de susceptibilidade antimicrobiana, seguindo as

normas técnicas do NCCLS “National Committee for Clinical Laboratory Standards".

O antibiograma ¢ uma importante ferramenta na orientacao da terapéutica, e a
adequacdo de suas metodologias, bem como o conhecimento de sua interpretagao,
proporciona ao profissional que trata as infec¢des bacterianas elementos criticos na escolha
do antibidtico mais adequado. Os dados locais nos permitem, também, acompanhar
tendéncias das diferentes espécies, bem como parametrizar a evolucao dessas resisténcias
aos agentes antimicrobianos. Informagdes epidemioldgicas qualificadas ajudam a definir

planos de a¢do voltados a realidade local sem perda da perspectiva global.

As orientagdes com relagao a determinacao e analise de resisténcias bacterianas
abordadas nesta dissertagdo, seguem as normas do laboratério de Microbiologia e de
Comissoes de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) do HC/Unicamp. Métodos de
difusdo de disco em meio de cultura ou E-test foram utilizados para o teste de

susceptibilidade segundo o CUMITECH 43 (Gilligan et al, 2006).
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3.11.1- Pelo método de difusdo de disco

O método de difusao de discos em meio de cultura foi realizado segundo Kirby
e Bauer em 1996, e descrito pelo “National Commite for Clinical Standards” (NCCLS,
2003), atualmente denominado “Clinical and Laboratory Standard Institute” (CLSI),
responsavel por estabelecer os critérios e a padronizagdo de ‘“breakpoints” para os

diferentes antimicrobianos.

Preparou-se uma suspensdo bacteriana em caldo Mueller-Hinton (MH),
contendo 10°UFC/mL. Com o auxilio de um swab esterilizado, realizou-se uma semeadura
continua em trés a quatro dire¢cdes (horizontal, vertical e diagonal), de forma a obter um
crescimento uniforme em toda superficie da placa de agar-Mueller-Hinton (OXOID).
Passados aproximadamente 15 minutos, os discos de antimicrobianos foram depositados
sobre o meio de cultura com o auxilio de um “disc dispenser” (OXOID) e incubados a 35°C
por 18-24 horas. Apos este periodo, com o auxilio de um paquimetro, mediu-se 0s
diametros dos halos de inibigdo (em mm) do crescimento bacteriano presentes ao redor dos

discos de antimicrobianos, comparados aos valores de referéncia fornecidos pelo NCCLS.

Como controle da qualidade, execucdo e confiabilidade, cepas padrio de
Escherichia coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC27953) e Staphylococcus aureus

(ATCC 25923), foram testadas sob as mesmas condi¢des de meio de cultivo e incubagao.

A escolha dos antimicrobianos foi baseada em dados da literatura de acordo

com a importancia clinica e epidemiologia (Ribeiro AF et al., 2005)

Quadro 15- Antimicrobianos selecionados nesse estudo e suas respectivas concentragdes

Antibidtico (cédigo) Antibidtico (cédigo) Antibidtico (cédigo)
Oxacilina (1)§ Gentamicina 10pg (3)§ Imipenem 10pg (13)§
Ceftazidima3Opg (21)§ Amicacina 30ug (19)§ Ciprofloxacin Sug (14)§

§Vide codigos antimicrobianos Apéndice 1.
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Neste perfil foram incluidos o S. aureus versus a Oxacilina (MRSA/MRSSA
Oxa-Resistente ou Oxa-Sensiveis), e P. aeruginosa mucdide e ndo mucodide multidroga-
resistente versus Aminoglicosideos (Amicacina e Gentamicina), Fluoroquinolonas

(Ciprofloxacina), Cefalosporinas 3a. geragdo (Ceftazidima) e Carbapenémicos (Imipenem).

3.11.2- Pelo método da fita de E-teste

Em caldo Muller-Hinton (MH), promoveu-se uma suspensdo bacteriana
contendo 106UFC/mL. Com o auxilio de um swab esterilizado, realizou-se uma semeadura
continua em trés a quatro dire¢des (horizontal, vertical e diagonal), de forma a se obter um
crescimento uniforme em toda superficie da placa de dgar-Mueller-Hinton (OXOID), onde
se aplicou a fita ao centro com a face voltada para cima. Incubaram-se as placas a 35°C por
18 horas. Apds o tempo de incubagdo, procedeu-se a leitura do valor do MIC, determinado

pela tangéncia da elipse formada com a inibi¢do do crescimento, visualizado na fita.

Como controle da qualidade, usaram-se as cepas padrao de Escherichia coli
(ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC27953). Realizou-se este teste com fitas contendo os

antimicrobianos Polimixina B e Imipeném.
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4.1- Dados obtidos do Registro Eletronico do Paciente (REP)

Dos 38.480 registros resgatados do REP foram referentes a 975 resultados de
CRD’s, das multiplas coletas de secre¢des respiratorias, relativas a 100 pacientes FC,
cadastrados no REP com o coédigo especifico para Ambulatorio de FC (32045),
567 (58.15%) foram de escarro obtido por coleta espontanea e 408 (41.85%) foram de
“swabs’ de cavum pos-tosse induzida. A média das CRD’s resgatadas por ano foi de
98 (Tabela 1), enquanto a média de CRD’s por paciente ano foi de 1,1 CRD’s por

paciente/ano (Tabela 2).

Tabela 1- Analise descritiva das variaveis CRD’s resgatadas do REP por ano

ANO Freqiiéncia Percentagem
1997 48 4.92
1998 49 5.03
1999 31 3.18
2000 125 12.82
2001 199 20.41
2002 154 15.79
2003 139 14.26
2004 142 14.56
2005 84 8.62

Tabela 2- Calculo das variaveis das CRD’s por paciente ano

VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIAN MAX

CRD/ 975/ 9.75 9.94 1.00 5.00 40.00

Paciente 100 1,08 CRD paciente/ano
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No banco de dados formatado para o estudo observamos a baixa freqiiéncia de
CRD no REP. 1 a 5 exames (51%) por paciente, seguido de 16 a 20 exames (13%) por

paciente, enquanto que apenas 3% dos pacientes tiveram mais de 30 CRD’s resgatadas.
(Tabela 3).

Tabela 3- Analise descritiva da quantidade de exames CRD’s realizados por paciente

(n=100) resgatadas do REP

N°de CRD Qtdade Porcentagem

1-5 51 51.00
6-10 9 9.00
11-16 10 10.00
16-20 13 13.00
21-25 10 10.00
26-30 4 4.00
>30 3 3.00

Dos 100 pacientes, 55 eram do género masculino e 45 femininos, sendo que a
faixa de idade variou de 1 més a 46 anos, com uma media de idade de 10 anos e dois meses

e mediana de 9 anos (Tabelas 4 ¢ 5).
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Tabela 4- Analise descritiva da faixa etaria dos pacientes (n=100)

IDADE Freqiiéncia Porcentagem
0-1 12 12.00
2-3 18 18.00
4-6 12 12.00
7-10 17 17.00
11-14 14 14.00
15-18 13 13.00
19-21 4 4.00
22-25 5 5.00
>25 5 5.00

Tabela 5- Calculos das varidveis em relacdo a faixa etaria dos pacientes (REP)

VARIAV N MEDIA D.P. MIN MEDIAN MAX
IDADE 100 10.15 8.46 0.1 9.00 46.0

A prevaléncia da Pseudomonas aeruginosa foi de 789 (80,91%) sendo de 369
(37,85%) morfotipo mucoide e 420 (43,08%) ndo mucdide, seguida do Staphylococcus
aureus (50,15%), Haemophylus. influenzae (30,38%), complexo Burkholderia cepacia
(3,69%), Klebsiella pneumoniae (2,15%), Alcaligenes (Acromobacter) xylosoxidans
(1,23%), Aspergillus. fumigatus (1,44%) e Stenotrophomonas maltophilia em 2,95 CRD
(Tabela 6), sendo que a média de isolamento dos microrganismos de maior importancia
clinica e epidemioldgica por CRD foi de 1,8 microrganismo por exame, entre os

1747 selecionados no total.
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Tabela 6- Analise descritiva dos microrganismos isolados e registrados no REP, sobre o

total de CRD’s (n=975)

DESCRICAO DO RESULTADO Freqiiéncia Percentagem
Alcaligenes xylosoxidans 12 1.23
Aspergillus fumigatus 14 1.44
Burkholderia cepacia 36 3.69
Haemophylus influenzae 151 15.49
Haemophylus parainfluenzae 145 14.89
Klebsiela pneumoniae 21 2.15
Pseudomonas aeruginosa 420 43.07
Pseudomonas aeruginosa mucdide 389 39,90
P. aeruginosa mucédide e ndo mucdide 389 39,90
Staphylococcus aureus 489 50.15
Stenotrophomonas maltophilia 29 2,95

A figura 08 apresenta os resultados das andlises de tendéncia ou evolucdo da
freqiiéncia dos principais microrganismos no periodo de estudo (S. aureus, P. aeruginosa,
H. influenzae, B. cepacia, A. xylosoxidans, K. pneumoniae), através da Analise de

Regressdo Linear e do calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson, visualizando os

resultados através de graficos de séries temporais ou tendéncia, considerando apenas os
resultados do REP. Pelos resultados, foi observado um aumento de P. aeruginosa ao longo
dos anos, e reducdo de S. aureus. Verificou-se redugdo significativa de

Haemophylus influenzae (p=0.020) e Klebsiela pneumoniae (p=0.016).

A figura 09 apresenta os graficos da distribuicdo de freqiiéncia dos

microrganismos nas diferentes faixas etdrias.

Observou-se uma alta incidéncia de colonizacdo por Pseudomonas aeruginosa
no primeiro ano de vida (57%), ¢ uma intersec¢cdo entre os morfotipos mucoide e nao
mucoéide na faixa etdria de 11 a 14 anos, ou seja, elevagdo da prevaléncia do morfotipo

mucoide em contraposi¢cdo com a diminui¢do prevaléncia do morfotipo ndo mucéide.
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Figura 8- Evolucao da freqiiéncia dos microrganismos durante o periodo de estudo (REP).
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Figura 9- Evolugdo da freqiiéncia dos microrganismos de acordo com a faixa etaria (REP).

4.2- Dados obtidos dos Arquivos do Laboratério de Microbiologia (ALM)

No periodo de fevereiro de 2001 a fevereiro de 2002 foram realizadas
402 CRD’s relativas a 100 pacientes com diagndstico de FC, arquivados em anotagdes do
Laboratorio de Microbiologia (5 cadernos). A média de CRD resgatada foi de 3,3 exames

por paciente no ano (Tabela 7).
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Tabela 7- Andlise descritiva das CRD’s resgatadas dos Arquivos do Laboratério de

Microbiologia por paciente ano (n=402)

VARIAV N MEDIA MIN MEDIAN MAX
CRD/ 402/ 4 1 5 14
Paciente 100

Tabela 8- Andlise descritiva das varidveis em relacdo a faixa etaria dos pacientes (n=96)

registrados nos ALM
VARIAV N MEDIA MIN MAX
IDADE 96 12 3 33

A prevaléncia dos microrganismos cadastrados nos arquivos do laboratério de
microbiologia (ALM) durante um ano foi de 296 cepas em 402 amostras para a
Pseudomonas aeruginosa (73,7%), sendo de 112 (27,8%) para o morfotipo mucoide e
184 (42,8%) nao mucoide. Foram 193 isolamentos de Staphylococcus aureus (48%),
128 Haemophylus influenzae ¢ H. parainfluenzae (31,84%), 4 para o complexo
Burkholderia cepacia (1,00%), 9 Klebsiela pneumoniae (3,50%), 4 Alcaligenes
(Acromobacter)  xylosoxidans (1,00%), 6 Aspergillus fumigatus (1,50%) e
8 Stenotrophomonas maltophilia (2,73%) (Tabela 8); sendo que a média de
microrganismos (incluidos neste estudo) foram isolados em 1,9 por CRD,

dos 896 microrganismos encontrados.
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Tabela 9- Analise descritiva da distribuicao dos microrganismos isolados e cadastrados nos

arquivos ALM, calculado sobre o total de CRD’s (n=402)

DESCRICAO DO RESULTADO Freqiiéncia Percentagem
Alcaligenes xylosoxidans 4 1,00
Aspergillus fumigatus 6 1,50
Burkholderia cepacia 4 1,00
Haemophylus influenzae e parainfluenzae 128 31,84
Klebsiella pneumoniae 14 3,50
Pseudomonas aeruginosa 184 45,77
Pseudomonas aeruginosa mucoéide 112 27,86
Pseudomonas aeruginosa mucoide e ndo mucoide 97 24,12
Staphylococcus aureus 193 48,10
Stenotrophomonas maltophilia 11 2,73

Tabela 10- Analise descritiva dos principais microrganismos resgatados dos ALM

calculado sobre o total de pacientes (n=100)

DESCRICAO DO RESULTADO Freqiiéncia Percentagem
Pseudomonas aeruginosa 68 68,00
Pseudomonas aeruginosa mucoide 48 48,00
Staphylococcus aureus 71 71,00

4.3- Dados obtidos dos resultados de CRD referentes aos Prontuarios de Pacientes

(PP)

Foram analisados os resultados das CRD’s arquivadas em prontudrios de
9 pacientes com FC acompanhados ha mais de 10 anos em nosso Centro, dos quais foi
possivel resgatar todos os seus prontudrios, encontrados no servigo de arquivo médico
(SAME) do HC/Unicamp. Foram resgatados dados de 371 CRD’s com a média de

4,1 exames paciente/ano (Tabela 11).
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Tabela 11- Analise descritiva das CRD’s resgatadas dos PP’s (n=9) com mais de 10 anos

de acompanhamento ambulatorial, sobre o numero de exames (n=370)

VARIAV N MEDIA MIN DP MEDIAN MAX
CRD/ 370/ 41,22 25 11,35 39 58
Paciente 9 4,1 2,5 1,35 3,9 5,8

A média de idade destes pacientes foi de 16 anos, sendo que a idade minima

atual destes pacientes ¢ de 12 anos e a maxima de 33 anos (Tabela 11).

Tabela 12- Analise descritiva das variaveis em relagdo a faixa etaria dos pacientes relativos

a CRD’s resgatados PP’s (n=9)

VARIAV NPAC MEDIA (idade) DP MEDIANA MIN MAX
IDADE 9 16 3,99 16,10 12 33

A prevaléncia dos microrganismos cadastrados e resgatadas nos prontudrios dos
pacientes (PP) com mais de 10 anos de acompanhamento pelo ambulatorio de FC,
sdo referentes a 370 CRD’s sendo que o perfil dos microrganismos cadastrados nos
resultados dos exames de CRD’s foi de 60,64% para as Pseudomonas aeruginosa (isolados
em 225 amostras de 370 CRD’s e 191 (51,48%) para o morfotipo mucdide. Foram
205 isolamentos de Staphylococcus aureus (55% das culturas), 99 Haemophylus. influenzae
(26,68%), 3 para o complexo Burkholderia cepacia (0,9%), 9 Klebsiella pneumoniae
(2,8%), 4 Alcaligenes (Acromobacter) xylosoxidans (1,25%) e 8 Aspergillus. fumigatus
(2,5%) (Tabela 12); sendo que a média de microrganismos isolados (dos incluidos estudo)

por CRD foi de 2,42 microrganismo por exame, entre os 1747 selecionados no total.
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Tabela 13- Analise descritiva de microrganismos isolados, sobre o numero de exames

realizados (n=370), registrados em laudos arquivados nos PP’s dos pacientes

com FC (n=9)
DESCRICAO DO RESULTADO Freqiiéncia Percentagem
Alcaligenes xylosoxidans 10 2,60
Aspergillus fumigatus 14 3,70
Burkholderia cepacia 13 3,50
Haemophylus influenzae e parainfluenzae 99 26,70
Klebsiella pneumoniae 2 0,50
Pseudomonas aeruginosa 225 60,60
Pseudomonas aeruginosa mucoéide 191 51,50
P.aeruginosa mucoéide e ndo mucoide 133 35,94
Staphylococcus aureus 205 55,00
Stenotrophomonas maltophilia 6 1,6

Tabela 14- Analise descritiva dos microrganismos por paciente (n=9) registrados em

laudos dos CRD’s arquivados nos prontuarios dos pacientes (PP)

DESCRICAO DO RESULTADO Freqiiéncia (%)
Pseudomonas aeruginosa 9(9)
Pseudomonas aeruginosa mucoide 8(9)
Staphylococcus aureus 9(9)

4.4- Perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos microrganismos isolados (ALM e
PP)

Resultados referentes aos Quadros 16-21.
Foram encontradas 13 cepas de P.aeruginosa multidroga resistente aos
5 antibidticos incluidos neste estudo (3,23% das CRD’s), em 3 pacientes dos 9 pacientes

resgatados dos PP’s (33%), sendo que os mesmos pacientes apresentaram as mesmas cepas

multidroga-resistente no ALM’s em 3,3 % das CRD’s.
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13.4% das P.aeruginosa foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados

nos ALM.

As cepas de Staphylococcus aureus apresentaram elevada sensibilidade MSSA
a Oxacilina (72,7% ALM e nos 9 pacientes do PP) em comparagdo aos estudos publicados
(Saiman et a 1991; Smith, 2006). Apenas 3 pacientes em 100 (0,03%) do ALM
apresentaram-se Oxa-Resistente (MRSA).

Os Staphylococcus aureus infectaram 60 dos 96 pacientes, sendo que 11 cepas

apresentaram resisténcia a Oxacilina (6%).

Quanto a susceptibilidade referente a resisténcia antimicrobiana pelas
Pseudomonas aeruginosa, 163 cepas foram hébeis para realizar o teste de susceptibilidade
em 184 isolados em ALM e em 222 dos isolados nos PP, sendo que 57 cepas (31% ALM e
17,1% PP) desenvolveram resisténcia a Amicacina. Em relagdo a Gentamicina
(46,7% ALM e 21,2% PP) das cepas P. aeruginosa desenvolveram resisténcia. Em relagao
aos antibioticos como Ceftazidima, Ciprofloxacina e Imipenem (16% ALM, 5% PP;
22% ALM e 7,7% PP; e 13% ALM e 8,6% PP consecutivamente) das cepas desenvolveram

resisténcia.

Quanto a suscetibilidade das Pseudomonas aeruginosa mucoide aos
antimicrobianos observamos que 30,4% ALM e 18,5% PP desenvolveram resisténcia a
Amicacina. Em relacdo a Gentamicina (50% ALM e 24,9 PP) desenvolveram resisténcia.
Em relagdo a Ceftazidima, Ciprofloxacina e Imipenem (14,3% ALM e 5,8% PP;
26,8% ALM e 3,2% PP; 12,5% ALM e 13,2% PP consecutivamente) desenvolveram

resisténcia.

Quando isoladas ambas as cepas de Pseudomonas aeruginosa (mucdide e ndo
mucoide), os antibioticos que apresentaram elevada sensibilidade foram o Ceftazidima e o

Imipenem (55,4% ALM e 66,9% PP; 63,5% ALM e 52,3% PP consecutivamente).

Resultados

155



Quadro 16- Perfil de susceptibilidade P. aeruginosa versus Aminoglicosideos

Amicacina GRUPO: (ALM)
amica  Frequency Percent Cum Perc

0 21 11,4% 11.4% 95% Conf Limits

1 53 28.8% 40.2% 0 5.2% 14.1%
2 57 30,9% 71.1% 1 23.0% 36.9%
*3 9 4,9% 75.9% 2 25.1% 39.2%
*4 44 23.9% 100.0% 3 2.3% 9.3%
Total 184 100.0%  100.0% 4 18.5% 31.6%

Amicacina GRUPO (PP)
amica  Frequency Percent  Cum Percent

0 22 9.9% 9.9% 95% Conf Limits

1 55 24.7% 34.6% 0 0.0% 1.8%
2 38 17.1 51.7% 1 21.4% 34.2%
3 23 10.2% 62.6% 2 13.8% 25.1%
4 84 37.80%  100.0% 3 7.4% 16.8%
Total 222 100.0%  100.0% 4 35.1% 49.2%

Gentamicina, GRUPO=(ALM),
genta  Frequency Percent Cum Perc

0 16 9.0% 9.0% 95% Conf Limits

1 39 21.9% 30.9% 0 52% 14.2%
2 86 48.3% 79.2% 1 16.1%  28.7%
3 11 6.2% 85.4% 2 40.8%  55.9%
4 26 14.6% 100.0% 3 3.1% 10.8%
Total 178 100.0%  100.0% 4 9.8% 20.7%

Gentamicina GRUPO=(PP)
genta  Frequency Percent Cum Perc

0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits
1 56 27.6% 27.6% 0 0.0% 1.8%
2 47 23.2% 50.7% 1 21.6% 34.3%
3 40 19.7% 70.4% 2 17.5%
4 60 29.6% 100.0% 3 14.5%
Total 203 100.0%  100.0% 4 23.4%
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Quadro 17- Perfil de susceptibilidade P. aeruginosa mucdéide versus Aminoglicosideos

Amicacina, GRUPO= (ALM) P.aeruginosa mucoide
amica Frequency Percent Cum Percent

0 7 6.3% 6.3% 95% Conf Limits

1 17 15.3% 21.6% 0 2.6% 12.6%
2 34 30.6% 52.3% 1 9.2% 23.4%
3 9 8.1% 60.4% 2 222% 40.1%
4 44 39.6% 100.0% 3 3.8% 14.8%
Total 111 100.0%  100.0% 4  30.5% 49.4%

Amicacina, GRUPO=(PP) versus P.aeruginosa mucaide
Frequency  Percent Cum Perc

amica

0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits

1 43 23.0% 23.0% 0 0.0% 2.0%
2 35 18.7% 41.7% 1 17.2% 29.7%
3 23 12.3% 54.0% 2 13.4% 25.1%
4 86 46.0% 100.0% 3 8.0% 17.9%
Total 187 100.0% 100.0% 4 38.7% 53.4%

Gentamicina GRUPO= (ALM) versus P.aeruginosa mucoéide
genta  Frequency Percent Cum Perce

0 7 6.4% 6.4% 95% Conf Limits

1 11 10.0% 16.4% 0 2.6% 12.7%
2 56 50.9% 67.3% 1 5.1% 17.2%
3 10 9.1% 76.4% 2 41.2% 60.6%
4 26 23.6% 100.0% 3 4.4% 16.1%
Total 110 100.0%  100.0% 4 16.1% 32.7%

Gentamicina GRUPO= (PP) versus P.aeruginosa mucoide
genta  Frequency  Percent Cum Pert

0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits

1 37 19.7% 19.7% 0 0.0% 1.9%

2 47 25.0% 44.7% 1 14.3% 26.1%

3 40 21.3% 66.0% 2 19.0% 31.8%

4 64 34.0% 100.0% 3 15.7% 27.8%

Total 188 100.0%  100.0% 4 27.3% 41.3%
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Quadro 18- Perfil de susceptibilidade P. aeruginosa e P. a. mucdéide versus Cefalosporina

Ceftazidima GRUPO=(ALM) versus P. aeruginosa
cefta  Frequency Percent Cum

0 33 1791% 17.9% 95% Conf Limits

1 57 30.9% 48.0% 0 6.0% 15.7%
2 31 16.8% 64.8% 1 26.8%  41.6%
3 10 5.4% 70.23% 2 12.9%  25.2%
4 51 21.7% 100.0% 3 2.9% 10.7%
Total 184 100.0%  100.0% 4 24.6%  39.2%

Ceftazidima GRUPO=(PP) versus P. aeruginosa
cefta  Frequency Percent Cum Perc

0 27 12,1% 12.1% 95% Conf Limits

1 86 44.1% 44.1% 0 0.0% 1.9%
2 11 5.6% 49.7% 1 37.0% 51.4%
3 4 2.1% 51.8% 2 2.8% 9.9%
4 94 48.2% 100.0% 3 0.6% 52%
Total 222 100.0%  100.0% 4 41.0% 55.5%

Ceftazidima GRUPO=(ALM) versus P. aeruginosa mucdide
cefta  Frequency Percent Cum Perc

0 9 8.4% 8.4% 95% Conf Limits

1 19 17.8% 26.2% 0 3.9% 15.4%
2 16 15.0% 41.1% 1 11.0% 26.3%
3 11 10.3% 51.4% 2 8.8% 23.1%
4 52 48.6% 100.0% 3 52% 17.7%
Total 107 100.0%  100.0% 4 38.8% 58.5%

Ceftazidima GRUPO=(PP) versus P. aeruginosa mucdide
cefta  Frequency Percent Cum Perc

0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits
1 85 45.7% 45.7% 0 0.0% 2.0%
2 11 5.9% 51.6% 1 38.4% 53.1%
3 2 1.1% 52.7% 2 3.0% 10.3%
4 88 47.3% 100.0% 3 0.1% 3.8%
Total 186 100.0%  100.0% 4 40.0% 54.7%
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Quadro 19- Perfil de susceptibilidade P.aeruginosa e P.a. mucdéide versus Fluoroquinolona

Ciprofloxacina, GRUPO=(ALM) versus P.aeruginosa
cipro  Frequency Percent Cum Perc

0 16 8.9% 8.9% 95% Conf Limits

1 65 36.1% 45.0% 0 52% 14.0%
2 42 23.3% 68.3% 1 29.1%  43.6%
3 13 7.2% 75.6% 2 17.4%  30.2%
4 44 24.4% 100.0% 3 3.9% 12.0%
Total 180 100.0%  100.0% 4 184%  31.4%

Ciprofloxacina, GRUPO=(PP) versus P.aeruginosa
cipro  Frequency Percent Cum Perc

0 18 8.1% 8.1% 95% Conf Limits

1 90 40.5% 48.6% 0 0.0% 1.8%
2 17 7.6% 56.2% 1 37.2% 51.2%
3 1 0.5% 56.7% 2 4.9% 13.0%
4 96 43.2% 100.0% 3 0.0% 2.7%
Total 222 100.0%  100.0% 4 40.1% 54.2%

Ciprofloxacina, GRUPO=(ALM) versus P.aeruginosa mucdide
cipro  Frequency Percent Cum Perc

7 6.3% 6.3% 95% Conf Limits
1 19 17.1% 23.4% 0 2.6% 12.6%
2 30 27.0% 50.5% 1 10.6% 25.4%
3 12 10.8% 61.3% 2 19.0% 36.3%
4 43 38.7% 100.0% 3 5.7% 18.1%
Total 111 100.0%  100.0% 4 29.6% 48.5%

Ciprofloxacina, GRUPO=(PP) versus P.aeruginosa mucdide
cipro  Frequency Percent Cum Perc

0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits

1 92 48.9% 48.9% 0 0.0% 1.9%

2 6 3.2% 52.1% 1 41.6% 56.3%

3 0 0.0% 52.1% 2 1.2% 6.8%

4 90 47.9% 100.0% 3 0.0% 1.9%

Total 188 100.0%  100.0% 4 40.5% 55.3%
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Quadro 20- Perfil de susceptibilidade P.aeruginosa e P.a. mucdoide versus Carbapenémicos

Imipenem, GRUPO=(ALM) P.aeruginosa
imipe  Frequency Percent Cum Percent

0 16 8.9% 8.9%

95% Conf Limits
1 68 - 53 38.0% 46.9% 0 52% 14.1%
2 25-57 14.0% 60.9% 1 30.9% 45.5%
3 7-9 3.9% 64.8% 2 92% 19.9%
4 63 -44 35.2% 100.0% 3 1.6% 7.9%
Total 179 100.0%  100.0% 4  282% 42.7%

Imipenem, GRUPO=(PP) P.aeruginosa
imipe  Frequency Percent Cum Perc

0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits

1 79 - 55 38.7% 38.7% 0 0.0% 1.8%
2 19 -38 9.3% 48.0% 1 32.0% 45.8%
3 31-23 15.2% 63.2% 2 5.7% 14.2%
4 75 -84 36.8% 100.0% 3 10.6% 20.9%
Total 204 100.0%  100.0% 4 30.1% 43.8%

Imipenem, GRUPO=(ALM) P.aeruginosa mucdide
imipe  Frequency Percent Cum Perc

0 7 6.3% 6.3% 95% Conf Limits

1 21 18.9% 25.2% 0 2.6% 12.6%
2 14 12.6% 37.8% 1 12.1% 27.5%
3 6 5.4% 43.2% 2 7.1% 20.3%
4 63 56.8% 100.0% 3 2.0% 11.4%
Total 111 100.0%  100.0% 4 47.0% 66.1%

Imipenem, GRUPO=(PP) P.aeruginosa mucdide

imipe Frequency Percent  Cum Perc

0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits

1 55 29.3% 29.3% 0 0.0% 1.9%

2 25 13.3% 42.6% 1 22.9% 36.3%

3 32 17.0% 59.6% 2 8.8% 19.0%

4 76 40.4% 100.0% 3 11.9% 23.2%

Total 188 100.0%  100.0% 4 333% 47.8%
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Quadro 21- Perfil de susceptibilidade Staphylococcus aureus versus Penicilina

Oxacilina versus Staphylococcus aureus isolados GRUPO=2 (ALM)

Frequency  Percent  Cum Percent
oxa
0= fi fez antibiograma 39 21.3% 21.3%
1= sensivel 133 72.7% 94.0%
2= resistente 11 6.0% 100.0%
Total 183 100.0%  100.0%

Oxacilina versus Staphylococcus aureus isolados GRUPO=3 (PP)

Frequency  Percent Cum Percent
oxa
0= i fez antibiograma 0 0.0% 0.0%
1= sensivel 195 100.0%  100.0%
2= resistente 0 0.0% 100.0%
Total 195 100.0%  100.0%

k

Resultados

161




Quadro 22- Estudo de Susceptibilidade Antimicrobiana aos 2 morfotipos P. aeruginosa e
P. a. mucdide, quando isoladas concominamente no mesmo CRD, versus
Cefalosporinas 3a. geracdo (Ceftazidima), Carbapenémicos (Imipenem),

Fluoroquinolonas (Ciprofloxacina) .

Ceftazidima, GRUPO=2(ALM) versus Pa, PaM
cefta  Frequency Percent Cum Percent

0 6 6.5% 6.5% 95% Conf Limits

1 10 10.9% 17.4% 0 2.4% 13.7%
2 15 16.3% 33.7% 1 5.3% 19.1%
3 10 10.9% 44.6% 2 9.4% 25.5%
4 51 55.4% 100.0% 3 5.3% 19.1%
Total 92 100.0%  100.0% 4 44.7% 65.8%

Ceftazidima, GRUPO=2(PP) versus Pa, PaM
cefta  Frequency Percent Cum Percent

0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits

1 34 26.2% 26.2% 0 0.0% 2.8%
2 7 5.4% 31.5% 1 18.8% 34.6%
3 2 1.5% 33.1% 2 22% 10.8%
4 87 66.9% 100.0% 3 0.2% 5.4%
Total 130 100.0%  100.0% 4 58.1% 74.9%

Imipenem, GRUPO=2(ALM) versus Pa, PaM
Imipe Frequency Percent Cum Percent

0 4 4.2% 4.2%
95% Conf Limits
1 12 12.5% 16.7% 0 1.1% 10.3%
2 13 13.5% 30.2% 1 6.6% 20.8%
3 6 6.3% 36.5% 2 7.4% 22.0%
4 61 63.5% 100.0% 3 2.3% 13.1%
Total 96 100.0%  100.0% 4 53.1% 73.1%
Imipenem, GRUPO=2(PP) versus Pa, PaM
imipe  Frequency Percent Cum Percent
0.0% 0.0% 95% Conf Limits
1 22 16.7% 16.7% 0 0.0% 2.8%
2 12 9.1% 25.8% 1 10.7% 24.1%
3 29 22.0% 47.7% 2 4.8% 15.3%
4 69 52.3% 100.0% 3 15.2% 30.0%
Total 132 100.0% 100.0% 4 43.4% 61.0%
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Quadro 23- Estudo de Susceptibilidade Antimicrobiana aos 2 morfotipos P. aeruginosa e
P. a. mucdide, quando isoladas concominamente no mesmo CRD, versus

Aminoglicosideos (Amicacina e Gentamicina).

Gentamicina, GRUPO=2(ALM), versus Pa, PaM
Frequency  Percent  Cum Percent

0 4 4.2% 4.2% 95% Conf Limits
1 6 6.3% 10.5% 0 1.2% 10.4%
2 50 52.6% 63.2% 1 2.4% 13.2%
3 10 10.5% 73.7% 2 42.1% 63.0%
4 25 26.3% 100.0% 3 52% 18.5%
Total 95 100.0%  100.0% 4 17.8% 36.4%
Gentamicina, GRUPO=3(PP), versus Pa, PaM
Frequency Percent Cum Percent
0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits
1 14 10.6% 10.6% 0 0.0% 2.8%
2 24 18.2% 28.8% 1 5.9% 17.2%
3 37 28.0% 56.8% 2 12.0% 25.8%
4 57 43.2% 100.0% 3 20.6% 36.5%
Total 132 100.0%  100.0% 4 34.6% 52.1%
Amica, GRUPO=2(ALM), pa=1, pam=1
Frequency Percent Cum Percent
0 4 4.2% 4.2% 95% Conf Limits
1 11 11.5% 15.6% 0 1.1% 10.3%
2 29 30.2% 45.8% 1 5.9% 19.6%
3 9 9.4% 55.2% 2 21.3% 40.4%
4 43 44.8% 100.0% 3 4.4% 17.1%
Total 96 100.0%  100.0% 4 34.6% 55.3%
Amica, GRUPO=3(PP), pa=1, pam=1
Frequency Percent Cum Percent
0 0 0.0% 0.0% 95% Conf Limits
1 13 9.9% 9.9% 0 0.0% 2.8%
2 19 14.5% 24.4% 1 5.4% 16.4%
3 20 15.3% 39.7% 2 9.0%
4 79 60.3% 100.0% 3 9.6%
Total 131 100.0%  100.0% 4 51.4%
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4.5- Resultados das trés bases de dados (REP, ALM e PP)

Os resultados abaixo estdo plotados em mesma tabela e grafico, para melhor
visualizacdo dos resultados das trés bases (Tabela 12 e Figura 09), sendo que o ultimo
grafico Erro Bar, verificou a coeréncia entre os bases dados (médias intervalo de confianga

95 % IC).

Tabela 15- Analise descritiva dos diferentes microrganismos resgatados das trés bases de
dados analisadas, sobre o numero de CRD (las. colunas), como por paciente

(2as. colunas) (REP, ALM e PP)

Analise descritiva Analise descritiva Analise descritiva

REP ALM PP
MICRORGANISMO

N CRDY N PACf N CRDY N PACf N CRDY N PACY

975 % 100 % 402 % 100 % 370 % 9 %
Staphylococcus aureus 489 50,1 76 76 193 48 71 71 205 55 9 100

Pseudomonas
420 43 59 59 184 458 68 68 225 60,6 8 88,90
aeruginosa

Pseudomonas
389 40 54 54 112 278 48 48 191 51,4 9 100
aeruginosa mucoide

P.aeruginosa e
389 40 61 61 97 24,1 43 43 133 35,9 8 88,90
P.a. mucédide

Haemophylus
influenzae e 296 30,5 69 69 128 31,8 65 65 99 26,6 9 100
parainfluenzae
Burkholderia cepacia 36 3,7 11 11 4 1 3 3 13 3,5 4 44,44
Kilebsiella pneumoniae 21 2,2 15 15 14 34 10 10 15 4,1 6 66,66
Stenotrophomonas
29 3 16 16 11 2,7 9 9 6 1,6 1 11,11
maltophilia
Aspergillus fumigatus 14 1,5 8 8 6 L5 6 6 14 3,7 5 55,00
Alcaligenes
12 1,2 6 6 3 0,7 2 2 10 2,6 3 3333
xylosoxidans

Y denominador total de CRD em cada base dado;

+ denominador total de pacientes em cada base dado
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70,00%
60,00%
50,00%

40,00%
30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

PP
REP ALM PP
W Staphylococcusaureus 50,15% 48,00% 55,00%
B Pseudomonas aeruginosa 43,07% 45,77% 60,64%
E Pseudomonas aeruginosa mucoide 37,85% 27,86% 51,48%
WPae Pam 39,90% 24,12% 35,98%
B Haemophylus influenzae e parainf. 30,38% 31,84% 26,68%
m Burkholderia cepacia 3,69% 1,00% 3,50%
[ Stenotrophomonas maltophylia 3,60% 2,73% 1,60%
HKlebsiela pneumoniae 2,15% 3,48% 4,06%
[ Aspergillus fumigatus 1,44% 1,49% 3,70%
H Alcaligenes xylosoxidans 1,23% 0,73% 2,60%

tDenominador CRD: 975 REP, 402 ALM e 370 PP.

Figura 10- Perfil microbiologico de pacientes com FC nas trés bases dados (REP, ALM e
PPY).
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Figura 11- Grafico ‘bidimensional Error Bar Plot’ - interactive Graph, para analise das

médias das freqiiéncias dos microrganismos, utilizando a média do intervalo de

confianga IC 95 % no REP, ALM e PP.
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5- DISCUSSAO
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A morbidade e mortalidade nos pacientes com FC resultam principalmente das
manifestagdes pulmonares (Ferkol et al., 2006). Acredita-se que as exacerbagdes
pulmonares sejam conseqiiéncias da interacdo entre o epitélio respiratorio, a presenca de
células imunes (inflamatdrias) e a presenca de microrganismos, normalmente ausentes nos
individuos sadios (Ordonez, 2003; Smith, 1999). Corroborando esta hipdtese, tem sido
descrito que nas exacerbacOes pulmonares dos pacientes cronicamente infectados com
Pseudomonas aeruginosa, geralmente resultam de uma expansdo clonal das col6nias dos
microrganismos presentes (biofilme) nos pacientes estiveis do que aquisicio de novas

coldnias (Aaron et al., 2002; Saiman et al., 2004).

A identificacdo acurada e sistematica dos microrganismos no trato respiratorio
dos pacientes FC e sua variacdo ao longo do tempo permite uma abordagem profildtica e

terapéutica mais adequada no manuseio destes pacientes (Connet et al., 2006).

No atendimento ambulatorial de nossos pacientes FC, seguimos o protocolo de
solicitar um CRD’s a cada consulta (3 a 4 vezes/ano) naqueles pacientes ndo infectados
cronicamente com Pseudomonas e pelo menos uma CRD’s a cada 6 meses naqueles ja

cronicamente infectados e/ou frente a toda exacerbag@o pulmonar.

Nossos resultados mostraram que a prevaléncia dos microrganismos
encontrados nas secrecdes, coletadas durante consultas ambulatoriais de rotina ou nas
exacerbagdes pulmonares, estio de acordo, com pequenas variacdes, com os achados
anotados nos cadernos de microbiologia (ALM) e arquivados nos prontudrios dos pacientes

(PP), e com os achados em outros centros de atendimento aos pacientes com FC.

Trés hipdteses explicariam as pequenas variacOes entre os percentuais dos
microrganismos resgatados dos PP’s em relacdo as bases REP e ALM e suas caracteristicas
como: pacientes com mais de 10 anos de acompanhamento e com maior média de idade
(16 PP, 10 REP e 12 ALM) e a média de exames realizados por ano (1,8 REP, 3,3 ALM
enquanto que a média de exames realizados no PP foi de 4,4 exames/ano). Ocorreu a
distribuicdo de microrganismo esperada nas bases de dados, onde os periodos de
acompanhamento versus idade avancada e evolu¢do dos microrganismos estdo geralmente
correlacionados a maior da doenca (Ferkol et al., 2006, Smith A 2006, Aaron et al 2005,
Magalhaes et al., 2005).
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Em nosso estudo calculamos a prevaléncia (%) de microrganismos selecionados
através de duas varidveis principais (independentes) como descritos em alguns estudos
internacionais (Saiman et al., 2005, Govan and Deretic 1996):

* em relagdo ao numero total de CRD’s (utilizado em estudos de prevaléncia durante
longos periodos, para Andlise de evolucao por ano e por faixa etdria, somando cada
microrganismo isolado) .

* em relacdo aos pacientes (casuistica) (foi utilizado no estudo de acometimento dos
pacientes por determinado microrganismo e Anélise de incidéncia conta-se uma sé vez
para cada microrganismo).

A prevaléncia dos microrganismos foi calculada por estes dois denominadores
(CRD e pacientes), com o propdsito de haver maior comparabilidade entre os estudos,

evitando o viés da diferenca de denominador.

Pelos resultados, verificou-se uma reducdo significativa de Haemophylus
influenzae (p=0.020) e Klebsiela pneumoniae (p=0.016), ja discutidos em alguns estudos
especificos (Gilligan, 1991).

Em relacdo a prevaléncia da Burkholderia cepacia, devemos considerar que
apenas durante o ano de 2003 foi utilizado o meio seletivo para seu cultivo no
HC/Unicamp, elevando a prevaléncia de isolados para 13% (Barth, 2005). Ao longo do
periodo do estudo dos resultados das CRD’s REP, este valor se aproximou aos relatos
publicados pelo Registro Americano e Cystic Fibrosis Foundation Consensus Conference,
e o observado em Sao Paulo 4,2%, no Parana 4,4%, mas muito inferior que o observado em
Pernambuco (29,2%). (Saiman et al., 2005; Silva Filho, 2002; Souza, 2005, Saiman, 2003).

Em nosso estudo verificamos que as criancas foram colonizadas precocemente
pelas P.aeruginosa em nosso Centro (57%) durante o primeiro ano de vida (0-5),
semelhante ao estudo anterior de Barth (2005) e aos de outros centros no Brasil, como
Pernambuco em (75%), com o diferencial que os estudos relatam a freqii€éncia durante os
5 primeiros anos de vida (Magalhaes et al., 2001).

Segundo dados da Cystic Fibrosis Fundation (Saiman et al., 2004), em um
estudo semelhante com um n=25.000 CRD’s, a idade de acometimento da infec¢do por
P.aeruginosa ocorreu em 20% dos pacientes americanos nos primeiros 5 anos de vida,

o mesmo também por centros Europeus descrito por Doring et al (2000).
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A hipétese provavel para a diferenca entre prevaléncia encontrada em criangas
de 0-5 anos em Recife, € o denominador utilizado no calculo estatistico ndo descrito na
metodologia. Neste estudo, para o calculo da prevaléncia geral dos microrganismos foi
utilizado como denominador o n=espécimes (total de CRDs), e para o percentual calculado
por faixa etdria, o denominador foi o n=paciente. O estudo também de outros estados nao
sd0 comparaveis com este quesito em nosso estudo, porque utilizamos o método estatistico
para analisar a evolugdo da freqii€éncia dos microrganismos de acordo com a faixa etdria,
aonde hd uma aproximacao entre os pontos (regressdo linear) para diminuir os vieses de
uma curva. Estudos compardveis aos resultados da evolucdo por faixa etdria sdo os
descritos por Saiman et al (2005) na Cystic Fibrosis Fundation e Consenso Europeu por

Doring et al. (2006).

Mais um aspecto observado em questdo a distribuicdo dos microrganismos a
faixa etdria, foi um ponto de interseccdo (11-14 anos) entre os morfotipos de P. aeruginosa
(elevagao da freqiiéncia do morfotipo mucdide e diminui¢do da freqii€éncia do morfotipo

nao mucdide) (Saiman et al., 1995, Ribeiro AF, 2005).

A prevaléncia do Staphylococcus aureus por paciente: (76% no REP / 71% nos
ALM e 100% nos prontudrios) foi proxima a descrita por Alvarez et al em 2004 e Barth em

2005 com 80% (n=96) e 92% (n=76) respectivamente.

A prevaléncia do Staphylococcus aureus por CRDs: (50,15% no REP / 42,5%
no ALM e 55% nos prontudrios). Foi mais alta que a encontrada em outros centros
brasileiros (Pernambuco 29,9%, Bahia 28,9%, e Parand 39,3%) (Magalhaes, 2004; Silva
Filho, 2002; Santana, 2003; Souza, 2005, e que o relatado pela Registro Americano de
fibrose cistica 37,5% (Saiman et al., 2003).

A prevaléncia da Pseudomonas aeruginosa por paciente: (59% no REP / 68%
nos ALM e 100% nos prontudrios) foi proxima a descrita por Alvarez et al em 2004 e

Barth em 2005 com 76% (n=96) e 88,2% (n=76) respectivamente.

A prevaléncia da Pseudomonas aeruginosa por CRDs: (43,7% no REP / 47,8%
no ALM e 60,6% nos prontudrios) foi comparavel com 65,3% em Pernambuco, 48,5% no
Parand e 58,7%, no relato do Registro Americano de fibrose cistica (Magalhaes, 2004;

Silva Filho, 2002; Santana, 2003; Souza, 2005, Saiman, 2003).
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A prevaléncia da Pseudomonas aeruginosa mucéide por paciente: (54% no
REP / 48% nos ALM e 89% nos prontudrios) foi proxima a descrita por Alvarez et al
(2004) e Barth (2005) com 53% (n=96) e 72,4% (n=76) respectivamente.

A prevaléncia da Pseudomonas aeruginosa mucéide por CRDs: (37,9% no REP

/27,86% no ALM e 51,5% nos prontudrios)

Nao encontramos relatos sobre a prevaléncia do morfotipo mucéide por CRDs

nos relatos dos estudos no Brasil.

A prevaléncia dos Pseudomonas aeruginosa em nosso centro é significante,
principalmente pela alta incidéncia na faixa etdria de 0 a 1 ano em nossos pacientes,

enquanto que outros centros relatam uma prevaléncia nos 5 primeiros anos de vida:

A infeccdo cronica por Pseudomonas aeruginosa tem sido relatada na literatura
como fator de progndstico para a sobrevida dos pacientes FC. (Ferkol et al 2006, Santana

et al 2003, Souza et al 2005).

Em relacdo a resisténcia antimicrobiana, ndo foi possivel analisd-la no REP por

nao ter selecionado as varidveis pertinentes a este estudo junto ao NIHC.

Na andlise dos dados resgatados dos arquivos do laboratério de microbiologia,
relativos ao periodo de 1 ano, e ao longo de mais de 10(anos) dos resultados advindos dos
PP’s, observamos uma elevacdo de resisténcia das Pseudomonas aeruginosa
principalmente para os antibidticos freqiientemente utilizados como a Gentamicina,
Amicacina e de maneira menos acentuada para a Ceftazidima e o Imipenem, similar a
literatura. O que se observou diferente da literatura foi a baixa incidéncia da resisténcia do

Staphylococcus aureus a Oxacilina apesar de uma incidéncia elevada e persistente (MSSA).

Foi possivel observar resisténcia das cepas P. aeruginosa aos antibioticos
freqiientemente utilizados como a Gentamicina (50%) e Amicacina (31%). As mesmas
cepas foram sensiveis a Ceftazidima (45%), Ciprofloxacina (48,7%). Em 389 CRD’s
(ALM), ambos morfotipos foram isolados (mucéide e ndo mucéide) apresentando elevada

sensibilidade ao Ceftazidima, Imipenem e Amicacina (66,9, 56,3% e 60% respectivamente)
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e dentre eles o que apresentou maior eficdcia e menor resisténcia foi a Ceftazidima (5,4%).
As cepas de S. aureus apresentaram elevada sensibilidade (72,7% ALM e100% PP) sendo
que apenas 11 cepas de 183 amostras (6% ALM) em 5(1,2%) pacientes.

Para atingirmos o objetivo geral do nosso estudo que foi definir o perfil
microbiolégico das secrecdes respiratrias de nossos pacientes com FC, tendo em vista a
importancia desse fato na evolugdo destes pacientes, buscamos o Registro Eletronico de
Prontudrios. As dificuldades encontradas para o aproveitamento das informag¢des podem
estar relacionadas com uma baixa transferéncia dos resultados das CRD’s para o banco
eletrobnico devido a selecdo de varidveis pelo codigo de especialidade de atendimento
diferente do ambulatério de FC (32045). Também o uso de diferentes critérios e codigos de

plotagem dos dados além da falta de avaliacao do sistema.

Nos Arquivos dos registros do Laboratério de Microbiologia s6 pudemos
resgatar as informacdes de um ano, mas seguramente corresponderam a totalidade dos
exames realizados no periodo com todas as informagdes registradas, porém hd limitacoes

descritas na literatura como furto, desvio, falta espaco, demora para a coleta de dados.

E nos prontudrios, fonte mais completa de informagdes sobre o paciente,
buscamos cerca de 10% dos pacientes (9 pacientes com mais de 10 anos de seguimento)
que compuseram a casuistica do REP (100) e dos arquivos do laboratério de microbiologia

(100).

Abaixo os limites encontrados e as a¢oes detalhadas para evitar os vieses:
 Falta padroniza¢do no cadastramento de resultados,
* Limite de espécies de microrganismos que podem ser cadastrados por laudo CRD,
¢ Pedidos de CRD’s cadastrados em ambulatérios diferentes ao da FC,

* Registros de microrganismos na vertical, onde cada espécie repetida (plotado) quantas

vezes forem os testes antibiograma,

* Falta planejamento com as equipes interesse: laboratorio, clinico e profissionais da

informatica,
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Acdes que evitaram alguns dos ‘vieses’ REP:

Interpretacdo dos dados digitados (profissionais do laboratério e orientador) e para
corrigir foi utilizado s as ferramentas localizar e substituir (Acess e Excel) para tabular

dados corretamente (Welcher et al., 20006),

Foram incluidos os microrganismos de maior importancia clinica para a fibrose cistica
de acordo com a literatura (Ribeiro JD 2002, Ribeiro AF 2005), o que coincidiu com as

espécies cadastradas no REP,

Foram coletadas as mesmas varidveis em ALM e PP (mesma casuistica), foram
resgatados dados para verificar coeréncia entre as bases de dados com os laudos
arquivados nos prontudrios e anotados nos cadernos especiais de microbiologia

(% microrganismos),

Formatamos um novo banco de dados REP, auditado pelo estatistico da FCM de acordo
com a base dado REP original (NIHC), eliminando as varidveis repetidas

(nao pertinente) em um mesmo CRD, sem interferir nas varidveis do estudo,
Limites observados nas outras bases de dados ALM e PP:

Os PP’s sdo arquivos dos laudos originais das CRD’s, e os ALM sdo anotagdes dos
profissionais com todo detalhamento de cada resultado CRD, mesmo assim encontramos
varios problemas conhecidos e descritos literatura em estudos retrospectivos (Welcher

et al., 20006),

Algumas das causas de possiveis vieses encontradas: perda, desvio, falta espaco e
demora em acessar todas as pastas pertencentes aos 9 pacientes, compondo todo o

historico de cada um deles,

Vieses dificeis de corrigir em comparagdo ao uso do REP que podem se amoldar as

perspectivas de futuras pesquisas cientificas na drea de saide, sugerindo:

Novos estudos baseados em grandes bases de dados como registros eletronicos versus
resultados laboratoriais desde que envolva maior planejamento, correcdo vieses,
treinamento e maior interacdo entre as equipes. Registros eletrOnicos dos pacientes
podem colaborar para estudos que envolvem longos periodos, estudos multicéntricos e

com grandes bases de dados.
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6- CONCLUSAO
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Da andlise dos resultados deste estudo podemos concluir que o perfil
microbiolégico das secregcdes respiratorias dos pacientes com FC avaliados tem como

caracteristicas principais:

1- Infec¢do muito precoce e progressiva dos pacientes pela Pseudomonas aeruginosa.

2- Prevaléncias mais elevadas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus nas
secrecOes respiratdrias dos pacientes, quando comparadas com outros centros de

referéncia.

3- Niveis elevados de resisténcia antimicrobiana dos Pseudomonas aeruginosa aos
antibidticos freqiientemente utilizados no tratamento da FC e baixos niveis de resisténcia

antimicrobiana dos Staphylococcus aureus a Oxacilina.

4- A Prevaléncia dos microrganismos emergentes variou de acordo com a existéncia de

meios seletivos e especificos.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem. unicamp br/pesquisa/ctica/index.html

CEP, 24/10/06.
(Grupo IIT)

PARECER PROJETO: N° 648/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0524.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “PERFIL MICROBIOLOGICO DOS PACIENTES DE FIBROSE CISTICA
DO HC UNICAMP: REGISTROS DE UMA DECADA™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Liliam Machado Amalfi

INSTITUIGAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 20/10/2006

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/10/07 (O formulério encontra-se no sife acima)

I1- OBJETIVOS

Descrever os resultados arquivados eletronicamente de microbiologia, referente ao exame
de CRD (cultura de rostina diagnostica) dos pacientes atendidos no ambulatorio de fibrose cistica
do HC/UNICAMP.

111 - SUMARIO

Sera feito um levantamento em banco de dados do periodo de fevereiro de 1994 a agosto
de 2006, com relagdo ao teste de cultura microbiologica de escarro.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Projeto bem elaborado. TCLE pode ser dispensado por tratar-se de estudo retrospectivo
em banco de dados.

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado todos os anexos incluidos na
Pesquisa supracitada.

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

Comité de ¥tica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (419) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13084-971 Campinas - SP ceprafem.unicamp. br
ails
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index html

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Ttem IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apoOs analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1 ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 24 de outubro de 2006.

Profa. Drf%@;(n’rg( Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilin Vieira de Camargo, 126 FONE ((119) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13084971 Campinas - SP ceprafem.unicamp.br
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De: Camara de Pesquisa — Servico de Estatistica — FCM — Unicamp
Para: Liliam Machado Amalfi / Dr Antonio Fernando Ribeiro — Pediatria
Data: 18 de outubro de 2006.

Perfil microbiolégico dos pacientes com
fibrose cistica no HC/Unicamp.

Objetivos:

1. Descrever o perfil microbiologico dos pacientes com fibrose cistica, internados no
HC/Unicamp, através de n=38.040 culturas de rotina diagnéstica (CRD’s).

2. Analisar as relagdes de interesse entre determinadas varidveis, conforme os objetivos da
pesquisadora.

3. Analisar a existéncia do efeito de tendéncia do percentual de resisténcia de um
determinado microorganismo a uma determinada droga ao longo do periodo estudado.

Metodologia Estatistica:

Para descrever o perfil da amostra segundo as varidveis em estudo, foram feitas
tabelas de freqgii€ncia das varidveis categoricas (agentes etioldgicos, faixas etdrias, ...), com
os valores de freqiiéncia absoluta (n) e percentual (%), para cada microorganismo e cada
droga utilizada.

Para analisar a associacdo entre varidveis categoricas foi utilizado o teste Qui-
Quadrado ou, quando necessdrio, o teste exato de Fisher (presenca de valores esperados
menores que 5).

Para analisar o efeito de tendéncia do percentual de resisténcia ao longo dos anos foi
utilizada a Andlise de Regressdo Linear, e feito o calculo do coeficiente de correlacdo de
Pearson.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,
p<0.05.
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De: Camara de Pesquisa — Servico de Estatistica — FCM — Unicamp
Para: Liliam Machado Amalfi / Dr. Antonio Fernando Ribeiro — Pediatria

Data: 24 de novembro de 2006.

Perfil microbiolégico dos pacientes com fibrose cistica no

HC/Unicamp.

Resultados (continuacao - parte III):

Anadlise Descritiva Geral (revisada)

e a tabela 16, a seguir, apresenta as tabelas de freqiiéncia das varidveis para caracterizacdo da
amostra de estudo, apds revisdo, considerando apenas o 1° exame por data de cada paciente,

totalizando n=975 exames (CRD) em n=100 pacientes.

Tabela 16- Andlise descritiva das varidveis coletadas, amostra total (1997-2006), por CRD.

CRD / ANO DE COLETA DESCRICAO GERAL DOS RESULTADOS
ANO Frequency Percent
(RESPOSTAS MULTIPLAS / PERCENTUAL CALCULADO SOBRE TOTAL DE CRD (n=975))
1997 48 4.92
1998 49 5.03 DESCRICAO Frequency Percent
1999 31 3.18
2000 125 12.82 ALCALIGENES XYLOSOXIDANS 12 1.23
2001 199 20.41 ASPERGILLUS FUMIGATUS 14 1.44
2002 154 15.79 ASPERGILLUS SP 5 0.51
2003 139 14.26 BRANHAMELLA CATARRALIS (MORAXELLA CATARRALIS 2 0.21
2004 142 14.56 BURKHOLDERIA (PSEUDOMONAS) CEPACIA 36 3.69
2005 84 8.62 CANDIDA TROPICALIS 1 0.10
2006 4 0.41 ESCHERICHIA COLI 1 0.10
HAEMOPHYLUS AEGYPTIUS 1 0.10
IDADE (ANOS) HAEMOPHYLUS HAEMOLYTICUS 1 0.10
IDADE Frequency Percent HAEMOPHYLUS INFLUENZAE 151 15.49
HAEMOPHYLUS PARAINFLUENZAE 145 14.89
0-1 16 1.64 HAEMOPHYLUS SP 3 0.31
2-3 75 7.69 KLEBSIELLA OXYTOCA 1 0.10
4-6 208 21.33 KLEBSIELLA PNEUMONIAE 21 2.15
7-10 288 29.54 NEGATIVO 10 1.03
11-14 177 18.15 NEISSERIA SICCA 2 0.21
15-18 111 11.38 NEISSERIA SP 2 0.21
19-21 52 5.33 OUTROS NAO INCLUIDOS ESTUDO 57 5.85
22-25 25 2.56 PSEUDOMONAS AERUGINOSA 420 43.08
>25 23 2.36 PSEUDOMONAS AERUGINOSA MUCOIDE 369 37.85
PSEUDOMONAS FLUORESCENS 2 0.21
MATERIAL STAPHYLOCOCCUS AUREUS 489 50.15
MATERI Frequency Percent STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 2 0.21
STAPHYLOCOCCUS SP (COAGULASE NEG.) 91 9.33
ESCARRO 567 58.15 STREPTOCOCCUS GRUPO "MILLERI"™ 1 0.10
SWAB 408 41.85 STREPTOCOCCUS SP (GRUPO VIRIDANS) 5 0.51
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PSEUDOMO Frequency Percent SAUREUS Frequency Percent KPNEUMON Frequency Percent
NAO 423 43.38 NAO 489 50.15 NAO 954 97.85
SIM 552 56.62 SIM 486 49.85 SIM 21 2.15
PANAOMUC Frequency Percent HINFLUEN Frequency Percent AFUMIGAT Frequency Percent
NAO 556 57.03 NAO 686 70.36 NAO 961 98.56
SIM 419 42.97 SIM 289 29.64 SIM 14 1.44
PAMUCOSA Frequency Percent BCEPACIA Frequency Percent AXYLOSOX Frequency Percent
NAO 607 62.26 NAO 939 96.31 NAO 963 98.77
SIM 368 37.74 SIM 36 3.69 SIM 12 1.23

Anadlise Descritiva Geral por Paciente (revisada)

e seguir, apresenta as estatisticas descritivas das varidveis por paciente, apds revisdo dos dados.

Tabela 17- Andlise descritiva das varidveis coletadas, por paciente.

ANALISES DO 1° BANCO DE DADOS (N=975 CRD’) ANO Frequency Percent IDADE Frequency Percent
1997 31 31.00 0-1 12 12.00

IDADE E NUMERO DE CRD P/ PACIENTE 1998 15 15.00 2-3 18 18.00
1999 8 8.00 4-6 12 12.00

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX | 2000 14 14.00 | 7-10 17 17.00
2001 7 7.00 11-14 14 14.00

IDADE 100 10.15 8.46 0.00 9.00 46.0 | 2002 4 4.00 15-18 13 13.00
CRD 100 9.75 9.94 1.00 5.00 40.0 2004 1 1.00 19-21 4 4.00
2005 18 18.00 22-25 5 5.00

2006 2 2.00 >25 5 5.00

CRDS Frequency Percent

1-5 51 51.00

6-10 9 9.00

11-15 10 10.00

16-20 13 13.00

21-25 10 10.00

26-30 4 4.00

>30 3 3.00
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Andlise dos Principais Microrganismos

e astabelas 18 e 19, a seguir, apresentam as tabelas de freqiiéncia dos principais microrganismos,

com as andlises por ano de coleta e por faixa etdria, para os n=975 CRD.

Tabela 18- Anélise descritiva dos principais microrganismos, por ano de coleta do CRD.

ANO PSEUDOMO (PSEUDOMONAS ANO PANAOMUC (P A NAO MUCOIDE) ANO PAMUCOSA (P A MUCOIDE)
AERUGINOSA) Frequency, Frequency,
Frequency, Row Pct ,NAO ,SIM , Total Row Pct ,NAO , SIM , Total
Row Pct ,NAO ,SIM , Total + + + + + +
+ + + 1997 , 25 , 23, 48 1997 , 28 , 20 , 48
1997 , 16 , 32, 48 , 52.08 , 47.92 , , 58.33, 41.67 ,
, 33.33 , 66.67 , + + + + + +
+ 1998 , 14 , 35, 49 1998 , 24, 25, 49
1998 , 12, 37, 49 , 28.57 , 71.43 , , 48.98 , 51.02 ,
, 24.49 , 75.51 , + + + + + +
+ 1999 , 12, 19, 31 1999 , 13, 18 , 31
1999 , 8 , 23, 31 , 38.71, 61.29, , 41.94 , 58.06 ,
, 25.81 , 74.19 , + + + + + +
+ 2000 , 65 , 60 , 125 2000 , 61 , 64 , 125
2000 , 48 , 77, 125 , 52.00 , 48.00, , 48.80 , 51.20
, 38.40 , 61.60 , + + + + + +
2001 , 115 , 84 , 199 2001 , 128 , 71, 199
2001 , 102 , 97 , 199 , 57.79 , 42.21 , , 64.32 , 35.68
, 51.26 , 48.74 , + + + + + +
2002 , 90 , 64 , 154 2002 , 108 , 46 , 154
2002 , 74, 80 , 154 , 58.44 , 41.56 , , 70.13 , 29.87 ,
, 48.05 , 51.95,
2003 , 83 , 56 , 139 2003 , 107 , 32, 139
2003 , 65 , 74, 139 , 59.71 , 40.29 , , 76.98 , 23.02
, 46.76 , 53.24 ,
2004 , 97 , 45 , 142 2004 , 85 , 57 , 142
2004 , 59 , 83 , 142 , 68.31 , 31.69 , , 59.86 , 40.14
, 41.55 , 58.45 ,
+ + + 2005 , 53 , 31, 84 2005 , 52, 32, 84
2005 , 38 , 46 , 84 , 63.10 , 36.90 , , 61.90 , 38.10
, 45.24 , 54.76 ,
; ; ; 2006 , 2, 2, 4 2006 , 1, 3, 4
2006 , 1, 3, 4 , 50.00 , 50.00, , 25.00 , 75.00
, 25.00 , 75.00 ,
+ + + Total 556 419 975 Total 607 368 975
Total 423 552 975
ANO SAUREUS STAPHYLOCOCCUS AUREUS | ANO HINFLUEN (H INFLUENZAE) ANO BCEPACIA  BURKHOLDERIA CEPACIA
Frequency, Frequency, Frequency,
Row Pct ,NAO ,SIM , Total Row Pct ,NAO ,SIM , Total Row Pct ,NAO , SIM , Total
1997 , 19 , 29 , 48 1997 , 28 , 20 , 48 1997 , 47 , 1, 48
, 39.58 , 60.42 , , 58.33, 41.67 , , 97.92 , 2.08 ,
1998 , 19 , 30 , 49 1998 , 33, 16 , 49 1998 , 47 , 2, 49
, 38.78 , 61.22 , , 67.35, 32.65, , 95.92 , 4.08 ,
1999 , 12, 19 , 31 1999 , 21, 10 , 31 1999 , 31, o, 31
, 38.71 , 61.29 , , 67.74 , 32.26 , , 100.00 , 0.00
2000 , 55 , 70 , 125 2000 , 76 , 49 , 125 2000 , 123, 2, 125
, 44.00 , 56.00 , , 60.80 , 39.20, , 98.40 , 1.60 ,
2001 , 89 , 110 , 199 2001 , 131, 68 , 199 2001 , 197 , 2, 199
, 44.72 , 55.28 , , 65.83 , 34.17 , , 98.99 , 1.0l ,
2002 , 72, 82 , 154 2002 , 92 , 62 , 154 2002 , 149 , 5, 154
, 46.75 , 53.25, , 59.74 , 40.26 , , 96.75, 3.25,
2003 , 87 , 52 , 139 2003 , 119 , 20 , 139 2003 , 124 , 15 , 139
, 62.59 , 37.41 , , 85.61 , 14.39, , 89.21 , 10.79
2004 , 90 , 52 , 142 2004 , 125 , 17, 142 2004 , 134 , 8, 142
, 63.38 , 36.62 , , 88.03 , 11.97 , , 94.37 , 5.63
2005 , 45 , 39 , 84 2005 , 57 , 27, 84 2005 , 83 , 1, 84
, 53.57 , 46.43 , , 67.86 , 32.14 , , 98.81 , 1.19,
2006 , 1, 3, 4 2006 , 4, o, 4 2006 , 4, o, 4
, 25.00 , 75.00 , , 100.00 , 0.00 , , 100.00 , 0.00
Total 489 486 975 Total 686 289 975 Total 939 36 975
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ANO KPNEUMON  (KLEBSIELA PNEUMONIAE) ANO AFUMIGAT  ASPERGILLUS FUMIGATUS ANO AXYLOSOX (A. XILOSOXIDANS)
Frequency, Frequency, Frequency,
Row Pct ,NAO , SIM , Total Row Pct ,NAO ,SIM , Total Row Pct ,NAO ,SIM , Total
1997 , 44 4, 48 1997 , 48 , o, 48 1997 , 47 , 1, 48
, 91.67 , 8.33 , , 100.00 , 0.00 , , 97.92 , 2.08 ,
1998 , 48 , 1, 49 1998 , 49 , o, 49 1998 , 48 , 1, 49
, 97.96 , 2.04 , , 100.00 , 0.00 , , 97.96 , 2.04 ,
1999 , 30 , 1, 31 1999 , 31, o, 31 1999 , 31, o, 31
, 96.77 , 3.23 , , 100.00 , 0.00 , , 100.00 , 0.00 ,
2000 , 122, 3, 125 2000 , 120 , 5, 125 2000 , 125 , o, 125
, 97.60 , 2.40 , , 96.00 , 4.00 , , 100.00 , 0.00 ,
2001 , 196 , 3, 199 2001 , 196 , 3, 199 2001 , 199 , o, 199
, 98.49 , 1.51, , 98.49 , 1.51, , 100.00 , 0.00 ,
2002 , 151 , 3, 154 2002 , 151 , 3, 154 2002 , 149 , 5, 154
, 98.05 , 1.95, , 98.05 , 1.95, , 96.75 , 3.25 ,
2003 , 135 , 4, 139 2003 , 138 , 1, 139 2003 , 136 , 3, 139
, 97.12 , 2.88 , , 99.28 , 0.72 , , 97.84 , 2.16 ,
2004 , 141 , 1, 142 2004 , 140 , 2, 142 2004 , 140 , 2, 142
, 99.30 , 0.70 , , 98.59 , 1.41 , , 98.59 , 1.41 ,
2005 , 83 , 1, 84 2005 , 84 , o, 84 2005 , 84 , o, 84
, 98.81 , 1.19 , , 100.00 , 0.00 , , 100.00 , 0.00 ,
2006 , 4, o, 4 2006 , 4, o, 4 2006 , 4, o, 4
, 100.00 , 0.00 , , 100.00 , 0.00 , , 100.00 , 0.00 ,
Total 954 21 975 Total 961 14 975 Total 963 12 975
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Tabela 19- Andlise descritiva dos principais microrganismos, por faixa etdria do CRD.

IDADE PSEUDOMO IDADE PANAOMUC IDADE PAMUCOSA
Frequency, Frequency, Frequency,

Row Pct ,NAO ,SIM Total Row Pct ,NAO , SIM Total Row Pct ,NAO ,SIM Total
0-1 , 7., 9 16 0-1 , 7, 9 16 0-1 , 12, 4 16
, 43.75, 56.25 , 43.75, 56.25 , 75.00 , 25.00
2-3 , 35, 40 75 2-3 , 37, 38 75 2-3 , 51, 24 75
, 46.67 , 53.33 , 49.33 , 50.67 , 68.00 , 32.00
4-6 , 80 , 128 208 4-6 , 102 , 106 208 4-6 , 128 , 80 208
, 38.46 , 61.54 , 49.04 , 50.96 , 61.54 , 38.46
7-10 , 136 , 152 288 7-10 , 165 , 123 288 7-10 , 198 , 90 288
, 47.22, 52.78 , 57.29 , 42.71 , 68.75 , 31.25
11-14 , 75 , 102 177 11-14 , 104 , 73 177 11-14 , 102 , 75 177
, 42.37, 57.63 , 58.76 , 41.24 , 57.63 , 42.37
15-18 , 58 , 53 111 15-18 , 79 , 32 111 15-18 , 66 , 45 111
, 52.25, 47.75 , 71.17 , 28.83 , 59.46 , 40.54
19-21 , 26 , 26 52 19-21 , 34, 18 52 19-21 , 34, 18 52
, 50.00 , 50.00 , 65.38 , 34.62 , 65.38 , 34.62
22-25 , 3, 22 25 22-25 , 12, 13 25 22-25 , 9, 16 25
, 12.00 , 88.00 , 48.00 , 52.00 , 36.00 , 64.00
>25 , 3, 20 23 >25 , 16 , 7 23 >25 , 7, 16 23
, 13.04, 86.96 , 69.57 , 30.43 , 30.43 , 69.57
Total 423 552 975 Total 556 419 975 Total 607 368 975
IDADE SAUREUS IDADE HINFLUEN IDADE BCEPACIA

Frequency, Frequency, Frequency,

Row Pct ,NAO ,SIM Total Row Pct ,NAO ,SIM Total Row Pct ,NAO ,SIM Total
0-1 , 8, 8 16 0-1 , 11, 5 16 0-1 , 16 , 0 16
, 50.00 , 50.00 , 68.75, 31.25 , 100.00 , 0.00
2-3 , 28 , 47 75 2-3 , 54, 21 75 2-3 , 75 , 0 75
, 37.33, 62.67 , 72.00 , 28.00 , 100.00 , 0.00
4-6 , 84 , 124 208 4-6 , 138 , 70 208 4-6 , 203 , 5 208
, 40.38 , 59.62 , 66.35, 33.65 , 97.60 , 2.40
7-10 , 134 , 154 288 7-10 , 200 , 88 288 7-10 , 275 , 13 288
, 46.53 , 53.47 , 69.44 , 30.56 , 95.49 , 4.51
11-14 , 109 , 68 177 11-14 , 126 , 51 177 11-14 , 174 , 3 177
, 61.58 , 38.42 , 71.19 , 28.81 , 98.31, 1.69
15-18 , 66 , 45 111 15-18 , 71, 40 111 15-18 , 107 , 4 111
, 59.46 , 40.54 , 63.96 , 36.04 , 96.40 , 3.60
19-21 , 31, 21 52 19-21 , 43, 9 52 19-21 , 41, 11 52
, 59.62 , 40.38 , 82.69 , 17.31 , 78.85 , 21.15
22-25 , 12, 13 25 22-25 , 24, 1 25 22-25 , 25 , 0 25
, 48.00 , 52.00 , 96.00 , 4.00 , 100.00 , 0.00
>25 , 17, 6 23 >25 , 19 , 4 23 >25 , 23, 0 23
, 73.91, 26.09 , 82.61, 17.39 , 100.00 , 0.00
Total 489 486 975 Total 686 289 975 Total 939 36 975
IDADE KPNEUMON IDADE AFUMIGAT IDADE AXYLOSOX

Frequency, Frequency, Frequency,

Row Pct ,NAO ,SIM Total Row Pct ,NAO ,SIM Total Row Pct ,NAO ,SIM Total
0-1 , 12, 4 16 0-1 , 16 , 0 16 0-1 , 16 , 0 16
, 15.00 , 25.00 , 100.00 ,  0.00 , 100.00 , 0.00
2-3 , 70 , 5 75 2-3 , 75 , 0 75 2-3 , 75, 0 75
, 93.33, 6.67 , 100.00 ,  0.00 , 100.00 , 0.00
4-6 , 205 , 3 208 4-6 , 207 , 1 208 4-6 , 204 , 4 208
, 98.56 , 1.44 , 99.52 ,  0.48 , 98.08 , 1.92
7-10 , 281 , 7 288 7-10 , 283 , 5 288 7-10 , 285 , 3 288
, 97.57, 2.43 , 98.26 , 1.74 , 98.96 , 1.04
11-14 , 177 , 0 177 11-14 , 177 , 0 177 11-14 , 177, 0 177
, 100.00 , 0.00 , 100.00 ,  0.00 , 100.00 , 0.00
15-18 , 109 , 2 111 15-18 , 108 , 3 111 15-18 , 106 , 5 111
, 98.20 , 1.80 , 97.30 , 2.70 , 95.50 , 4.50
19-21 , 52 , 0 52 19-21 , 48 , 4 52 19-21 , 52 , 0 52
, 100.00 , 0.00 , 92.31, 7.69 , 100.00 , 0.00
22-25 , 25, 0 25 22-25 , 25, 0 25 22-25 , 25 , 0 25
, 100.00 , 0.00 , 100.00 ,  0.00 , 100.00 , 0.00
>25 , 23, 0 23 >25 , 22, 1 23 >25 , 23, 0 23
, 100.00 , 0.00 , 95.65, 4.35 , 100.00 , 0.00
Total 954 21 975 Total 961 14 975 Total 963 12 975
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Anadlise de Tendéncia da Freqiiéncia de Microrganismos

As tabelas acima foram utilizadas para apresentar os resultados das andlises de tendéncia ou
evolucdo da freqiiéncia dos principais microrganismos no periodo de estudo por faixa etdria,

através da Andlise de Regressdo Linear e do calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson,

visualizando os resultados através de graficos de séries temporais ou tendéncia. (resultado destas

tabelas estdo inseridos nos resultados da dissertagéo
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CODIGOS: PARA COLETA DADOS PRONTUARIOS SAME HC/UNICAMP

1 Staphylococcus aureus 1 Ampicilina
2  Pseudomonas aeruginosa 2  Ampicilina Sulbactan/ ou Sédica + Inibidor (021)
3  Pseudomonas aeruginosa (mucosa) 3  Gentamicina
4  Staphylococcus sp 4  Ofloxacina/ Pe4 — Pefloxacina
§  Neisseria sicca 5  Ripampicina
6  Streptococcus sp 6  Sulfametaxazol + Trimetoprim
7  Céndida Albicans 7  Penicilina Cristalina
8  Klebsiela pneumoniae 8  Cefazolina
9  Klebsiela oxytoca 9  Clindamicina
10 Alcaligenes xylosoxidans 10 Nitrofurantoina
11 Aspergillus fumigatus 11 Oxacilina
12  Aspergillus sp 12 Tetraciclina
13  Burkholderia cepacia 13 Ciprofloxacina
14  Haemophylus parainfluenzae 14  Imipenem Clilast. Sddica
185  Haemophylus influenzae 16 Cefotaxina
16  Enterobacter cloacae 16 Vancomicina
17  Acinobacter baumanei 17  Eritromicina
18  Serratia marcescens 18 Ticarciclina + Ac Clavulanico
19  Neisseria sp 19  Amicacina
20 Flavimonas oryzihabitans 20 Meropenem
21  Stenotrophomonas (xantthomonas) maltophilia 21  Ceftazidima
22  Acinobacter lwoffi 22 Cefepima
23  Einkenella corrodens 23 Netilmicina
24 Kingella endologenes 24  Tobramicina
25 E.Coli 25 Ceftriaxona
26 Penicilina Benzatina
27 Levo

28 Pipe + Tazomicina

29 Cloranfenicol

30 Carbenicilina

31 Teicomicina

32 Amoxacilina clavulanato

#* CORRECAO DAS PASTAS ATUALIZADAS DE TODOS OS PRONTUARIOS REVISTOS MES 01 E 02 DE 2007
COD [ NOME PI V PII v PIII v PIL. V PV V OBS

1 """ OK FAC K ok A ok - - - - - - completo
2 7" OK HB K ok F* ok - - - - - - completo
3 7 oK DC K ok F* ok - - - - - - completo
4 777 OK MB K ok A ok A ok A ok completo
5 " OK VA 6 ok F - - - - - - - completo
6 " OK TP K ok K ?2 A ok A ok - - completo
7 " 0K WP K ok A ok - - - - - - completo
8§ " OK JA A ok A ok - - - - - - completo
9 " N TB A #- - - - - - - - - Nachou
10 7™ N JS A & A A - - - N achou
11 ™ D PS S n S K ok K #a K 1@ O Devolvido
12 " OK DA A ok 6o ok o ok - - - - completo
13 OK THA A ok completo

F-FORA (PEDIDO EM SOUZAS); K-CAGEDI (PEDIDO); A-ATIVO; oSII- S.A.Il (SEGUNDO ANDAR —
PEDIDO) O — OBITO; D-DEVOLUCAO POR FALTA DE PASTAS COMPLETAS
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