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Resumo

A etiologia da otite média com efusao (OME) niao é comple-
tamente conhecida, mas agentes infecciosos podem contribuir
para sua patogénese. O conhecimento sobre a epidemiologia
bacteriana da OME em dreas geograficas distintas é essencial para
a implementacao de tratamentos racionais, quando indicados.
Objetivo: Determinar a prevaléncia do Streptococcus pnermoniae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrbalis e Alloiococcus
otitidis nas efusdes da orelha média de crian¢as com otite média
recorrente (OMR) e otite média com efusao cronica (OMEC) que
foram submetidas 2 miringotomia e comparar os resultados obti-
dos por cultura e PCR. Forma de estudo: Estudo clinico com
coorte transversal. Material e Método: 128 efusdes obtidas por
timpanocentese de 75 criancas entre 11 meses e 10 anos de idade
foram analisadas por cultura e PCR simultinea. Resultados: Cul-
tivaram-se bactérias em 25,1% das amostras e os patogenos prin-
cipais foram encontrados em 19,6%. O A.otitidis nao foi isolado
em cultura. A PCR identificou bactérias em 85,9%, com os seguin-
tes resultados individuais: A.otitidis, 52,3%; H.influenzae, 39,1%;
S.pneumoniae, 12,5% e M.catarrhalis, 10,2%. A PCR foi significati-
vamente mais sensivel que a cultura (P<0,01). O S.pneumoniae foi
mais encontrado em OMR do que em OMEC (P=0,038). Conclu-
soes: A prevaléncia das bactérias na OME em um grupo de crian-
cas brasileiras é semelhante aquelas relatadas em outros paises,
sendo o H.influenzae o mais encontrado dentre os patégenos
principais da orelha média. O Spneumoniae foi mais freqiiente
em OMR do que em OMEC. A PCR ¢ mais sensivel na deteccao
de bactérias na efusio da orelha média, comparada com cultura,
e € essencial para a identificacao do A.otitidis. O elevado percentual
de deteccao do A.otitidis sugere mais investigacdes sobre sua
atuacdo no inicio e no prolongamento de doencas da orelha
média.
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Summary

he etiology of otitis media with effusion (OME) is unclear
but infective agents may contribute to its pathogenesis. The
knowledge of the bacterial epidemiology of OME in different
geographical areas is crucial for the implementation of rational
treatment, when indicated. Aim: To determine the prevalence
of Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrbalis and Alloiococcus otitidis in the middle
ear effusion of children with recurrent otitis media (ROM)
and chronic OME undergoing miryngotomy and to compare
the results obtained by culture and PCR. Study design: Clinical
study with transversal cohort. Material and Method A total of
128 effusions recovered by tympanocentesis from 75 children
aged 11 months to 10 years were analyzed by culture and
multiplex PCR. Results: Bacteria were cultured in 25.1% and
the major pathogens were found in 19.6%. A.otitidis was not
detected by culture. PCR yielded positive for bacteria in 85.9%
of the samples and the individual results were: A.otitidis, 52.3%;
H.influenzae, 39.1%; S.pneumoniae, 12.5%, and M.catarrbalis,
10.2%. PCR was significantly more sensitive than culture
(P<0.01). S.pneumoniae was more frequently found in ROM
when compared to chronic OME (P=0.038). Conclusions:
The prevalence of bacteria in OME in a group of Brazilian
children is similar to those reported from other countries, and
H.influenzae was the most frequently found microorganism
among the main middle ear pathogens. Spneumoniae was
more prevalent in ROM when compared to chronic OME.
PCR is more sensitive in detecting bacteria in the middle ear
effusion, compared to conventional culture methods, and is
essential for the detection of A.otitidis. The high recovery rate
of A.otitidis warrants further investigation of its role in initiating
or prolonging middle ear disease.
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INTRODUCAO

A otite média com efusio (OME) é uma inflamacao
da orelha média em que existe uma colecio de liquido retro-
timpanica, sem sinais ou sintomas de infec¢ao aguda e com
membrana timpanica integra. Os termos otite média
secretora, otite média nao-supurativa, otite média serosa e
otite média mucoide sao empregados como sindnimos de
otite média com efusio, mas nio possuem a mesma preci-
sdo. A caracterizacio do tipo de efusio pode ser dificultada
pela opacificacio e edema da membrana timpanica'.

A OME ¢ geralmente considerada uma continuacio
direta do processo inflamatério que ocorre durante episodi-
os prolongados ou recorrentes de otite média aguda (OMA),
o que fica comprovado nio s6 pelo fato de quase todos os
casos de OME sucederem episodios de OMA, como tam-
bém por estudos experimentais em animais®?.

A origem infecciosa da OME é apoiada pelo acima
referido. Por outro lado, apenas 20-40% dos casos de OME
apresentam culturas positivas. O Streptococcus pneumoniae,
o Haemopbhilus influenzae e a Moraxella catarrbalis sao os
germes mais detectados®’. Recentemente, técnicas de Rea-
¢ao em cadeia da polimerase (PCR) foram adaptadas para
deteccao de DNA bacteriano nas efusoes de orelha média,
e sua utilizacdo elevou para perto de 80% a freqiiéncia com
que se encontrou positividade para estes microrganismos
nas amostras examinadas®!!.

O Alloiococcus otitidis foi recentemente apontado
como bactéria envolvida na génese da OME. Este germe
apresenta crescimento lento e dificil nos métodos culturais
convencionais, mas foi identificado em 20-50% dos aspira-
dos de orelha média de pacientes com OME quando se uti-
lizaram técnicas de PCR'*'2.

A necessidade de definir previamente quais germes
a serem buscados pela PCR e as prevaléncias acima menci-
onadas determinaram a op¢ao pela investigacio do S.
pneumoniae, H. influenzae, M. catarrbalise A. otitidis.

A identificacao da prevaléncia dos microrganismos
responsaveis ou envolvidos nos casos de OME pode auxiliar
na escolha mais apropriada dos antimicrobianos eventual-
mente prescritos, minimizando assim, as complicacoes que
requeiram cirurgias. Dessa maneira, buscou-se determinar a
prevaléncia das bactérias anteriormente referidas, na efusio
da orelha média de criancas com OME (portadoras de otite
média recorrente e otite média com efusio cronica), por
meio das técnicas de cultura e PCR.

MATERIAL E METODO

Realizou-se um estudo transversal, observacional,
contemporaneo, com dados sub-individuais (orelhas). A partir
de uma prevaléncia esperada de positividade bacteriana na
PCR de 65%, e de 25% para o exame cultural, com uma
margem de erro de 10%, estimou-se um tamanho minimo

de amostra de 72 efusoes. Considerando-se que se buscava
comparar as distribui¢oes de freqiéncia das positividades
bacterianas entre otite média recorrente (OMR) e otite mé-
dia com efusao créonica (OMEC), optou-se por aumentar o
tamanho da amostra para 120 efusoes. Isso permitiu a com-
paracio de diferencas de pelo menos 20% entre grupos,
fixando-se a = 0,05 e 3 = 0,20.

Setenta e cinco criancas com diagnéstico de OME,
provenientes de clinica de otorrinolaringologia infantil de
Porto Alegre, foram admitidas no estudo durante o periodo
de junho de 2001 a outubro de 2002. Incluiram-se pacien-
tes que estivessem no intervalo de 11 meses a 10 anos de
idade, que tinham efusao na orelha média por seis semanas
ou mais (OME), com um diagnéstico de OMR (trés ou mais
episodios de OMA em seis meses) ou de OMEC (persistén-
cia da efusio por mais de trés meses) e que apresentavam
indicacao de miringotomia e coloca¢ao de tubo de ventila-
¢do. O investigador principal acompanhou clinicamente to-
dos os casos selecionados por um periodo minimo de seis
semanas antes da cirurgia. A imitanciometria foi realizada,
quando necessaria, para confirmacao da presenca da efusao
nos casos de otite média recorrente (OMR) e todos os paci-
entes com diagndstico de otite média com efusao cronica
(OMEC) foram avaliados com audiometria e imitanciome-
tria. Efetuou-se otoscopia pneumatica sob visio video-
endoscopica em todos os pacientes, 24 horas antes do pro-
cedimento cirdrgico, para confirmar a auséncia de sinais ou
sintomas de infeccao aguda. Pacientes que, no momento da
cirurgia, apresentassem OMA, outras infec¢des das vias aé-
reas superiores, uso vigente de antibioticos ou histéria de
término de tratamento ha menos de sete dias foram exclu-
idos.

Realizou-se ato cirtrgico sob anestesia geral. O mate-
rial analisado foi aspirado da orelha média com um coletor
de Alden Senturia (Alden-Senturia collector®, Storz
Instruments, St. Louis, USA), apds limpeza e remocao do
cerimen do meato acustico externo (MAE), antissepsia do
MAE com dlcool a 70% e timpanocentese no quadrante
antero-inferior da membrana timpanica. Nao houve indica-
¢ao do emprego de meios de transporte, pois o material
obtido foi enviado para a realizacio de exame cultural e
analise pela PCR no prazo maximo de quinze minutos apos
a coleta.

A PCR utilizada nesta pesquisa é um método para
deteccao simultinea (multiplex PCR) de S. pneumoniae,
H. influenzae, M. catarrbalis e A. otitidis®. O gene 16S
rRNA, que contém tanto seqiiéncias variaveis quanto se-
qiiéncias constantes, foi escolhido como alvo da amplifica-
¢do pela PCR. As sequiéncias constantes sio comuns a varias
bactérias e as sequiéncias varidveis sao especificas para cada
espécie. A amostra de efusao previamente congelada era
posteriormente descongelada e o DNA era extraido utili-
zando-se o kit comercialmente disponivel QIAamp® (Qiagen,
Valencia, EUA). Para cada reacio, adicionou-se 1,25 U de
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polimerase Taqg (GeneAmp®, Applyed Biosystems,
Branchburg, EUA) em tampao apropriado, conforme instru-
¢coes contidas no kit. Os produtos amplificados eram entao
separados em gel de agarose a 3% e visualizados com luz
ultravioleta. Relatou-se o resultado como positivo ou nega-
tivo para cada uma das bactérias'®!!.

Para a cultura, o material foi semeado em placas con-
tendo o meio de agar sangue de carneiro e agar chocolate
(biolab-Mérieux, Rio de Janeiro, Brasil) e incubado, em
aerobiose, durante 24 horas, a 37°C. A identificacio bacteriana
foi realizada por automacio (Vitek®, bioMérieux S.A., Marcy-
I'Etoile, Franca). Nao havendo crescimento bacteriano neste
periodo de tempo, as placas foram reincubadas por mais 96
horas antes de serem liberadas com resultados definitiva-
mente negativos.

Os resultados do exame cultural e da PCR foram des-
critos por freqiiéncia absoluta e percentuais. O impacto da
contribuicio da PCR sobre os resultados do exame cultural
foi avaliado por meio do delta percentual (A%), definido
como:

A% = valor final — valor inicial x 100
valor inicial

As associacoes de observacdes emparelhadas foram
avaliadas pelo teste qui-quadrado (X?) de McNemar e aque-
las entre observagdes independentes pelos testes do X* com
correcao de Yates e exato de Fisher. O nivel de significancia
adotado foi de a = 0,05.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisa e P6s-Gradua-
¢ao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Consentimento
pos-informado escrito foi obtido de todos os pais ou respon-
saveis. A indicacao do procedimento cirdrgico antecedeu a
admissao do paciente no estudo, sendo, inclusive, condicao
para inclusao na amostra.

RESULTADOS

Analisaram-se 128 efusdes de orelha média (EOM).
Todas as 75 criancas incluidas na pesquisa forneceram ma-
terial para analise. Suas idades variaram de 11 meses a 9
anos e 4 meses (média = desvio padrio = 34,7+18,5 me-
ses), 60% eram meninos e todos da raca branca.

Cinquenta e trés (70,7%) dos 75 pacientes fornece-
ram secrecio de ambas as orelhas e em 29 (54,7%) encon-
traram-se bactérias diferentes em cada orelha, quando da
andlise pela PCR. Diagnosticou-se OMR em 69,3% e OMEC
em 30,7% dos pacientes. Os pacientes com OMR tinham
uma média de 5,3x1,4 episddios de otite por semestre e
aqueles com OMEC apresentavam um tempo médio de
efusdo na orelha média de 4,8+1,1meses.

O exame cultural identificou bactérias em 32 (25,1%)
das 128 EOM, e os patdgenos principais (S. pneumoniae,

H. influenzae e M. catarrbalis) foram isolados em 25
(19,6%). O A. otitidis ndo foi detectado por meio da cultura
e bactérias geralmente consideradas de pouca importancia
clinica ou ndo-patogénicas na orelha média foram encontra-
das em sete (5,5%) efusodes (Tabela 1).

A PCR foi positiva para uma ou mais das bactérias
estudadas em 110 (85,9%) das 128 EOM. Em 76 amostras
houve identificacio de um Gnico germe e, em 34 efusdes
encontraram-se misturas de DNA bacteriano. Juntando-se
estes dados, o A. otitidis foi encontrado em 67 (52,3%), o
H. influenzae em 50 (39,1%), o S. pneumoniae em 16
(12,5%) e a M. catarrbalis em 13 (10,2%) das 128 EOM
(Tabelas 2 e 3).

Houve um desempenho superior da PCR quando
comparada ao exame cultural na deteccio de bactérias nas

Tabela 1. Exame cultural de amostras das 128 efusbes de
orelha média

Resultado/espécie f %
H. influenzae 12 9,4
S. pneumoniae 8 6,3
M. catarrhalis 4 3,1
H. influenzae + M. catarrhalis 1 0,8
Outras * 7 5,5
Negativo 96 75,0
TOTAL 128 100,0

f: frequéncia
* Staphylococcus epidermidis (1), Streptococcus oralis (2),
Brevibacterium sp (2) e Corynebacterium auris (2).

Tabela 2. PCR em amostras de 128 efusfes de orelha média

Resultado/espécie f %
A. otitidis 37 28,9
H. influenzae 24 18,8
S. pneumoniae 8 6,3
M. catarrhalis 7 5,5
A. otitidis + H. influenzae 20 15,7
A. otitidis + S. pneumoniae 6 4,7
A. otitidis + M. catarrhalis 2 1,6
A. otitidis + H. influenzae + M. catarrhalis 2 1,6
H. influenzae + S. pneumoniae 2 1,6
H. influenzae + M. catarrhalis 2 1,6
Negativo 18 14,1
TOTAL 128 100

f: freqiiéncia
PCR: Reacéo em cadeia da polimerase
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amostras estudadas. A diferenca entre a propor¢ao de efusoes
positivas na PCR e na cultura foi estatisticamente significati-
va para todas as bactérias estudadas, individual e coletiva-
mente (Tabela 3). O aumento observado na propor¢io de
efusdes com testes positivos no exame cultural, provocado
pela PCR (A%) estd apresentado na Tabela 4. O acréscimo
dos dados obtidos pela PCR representa um aumento de 340%
do nimero total de efusdes identificadas como positivas para
um dos germes estudados, ou um aumento de 192% quan-
do se excluem os testes de PCR positivos para o A. otitidis.

Das 128 efusdes incluidas na pesquisa, 87 (68,0%)
foram obtidas de pacientes com OMR, e 41 (32,0%) de cri-
ancas com OMEC. Na PCR, 78 (89,7%) das 87 efusdes de
pacientes com OMR e 32 (78,0%) das 41 efusdes de paci-
entes com OMEC foram positivas para uma ou mais das
quatro bactérias estudadas. Nao houve diferenca estatistica
entre esses indices de positividade (Tabela 5).

Procedeu-se também a andlise dos resultados obtidos
pela PCR em efusoes de criancas de dois grupos etarios
diferentes, menores e maiores de dois anos de idade, e esta
mostrou uma freqiiéncia semelhante de todas as bactérias
nos dois grupos, excetuando-se o H. influenzae, encontra-
do em 52,4% das efusoes de crian¢as menores de dois anos,
e em 32,6% das efusdes de crian¢as maiores (P=0,049) (Ta-
bela 6).

DISCUSSAO

No passado, a OME era tida como um processo estri-
tamente inflamatoério, e sua efusio era considerada estéril.
Contudo, em 1958, Senturia et al."® encontraram bactérias
em amostras de efusao de OME e provocaram uma mudan-
¢4 nos conceitos até entao vigentes.

A falta de uniformidade na definicio de OME e do
tempo de existéncia da EOM e a inexisténcia de critérios
relacionados ao uso de antibidticos por parte dos pacientes
que forneciam as efusdes impodem obstaculos para a correta
valorizac¢ao das informacdes presentes na literatura e para a
comparag¢ao com os dados gerados pela presente pesquisa.
Entendemos que a dificuldade na interpretaciao dos dados
bacteriologicos das efusodes da orelha média resulta, em
muitas ocasioes, da quase impossibilidade de determinar em
qual estagio do continuum da otite média se encontravam
os pacientes dos quais foram obtidas as referidas secrecoes.
Sabe-se que os trabalhos que investigam as caracteristicas
das efusdes prolongadas da orelha média fazem-no com
material aspirado por ocasiao da miringotomia e posterior
implantacio de tubo de ventilacao. Os critérios para a reali-
zacdo deste procedimento cirdrgico com aspiracao das
efusdes sao relativamente uniformes, mas poucas publica-
¢oes informam com clareza sobre o tempo em que a efusio

Tabela 3. Comparacgédo de cultura e PCR em 128 amostras de efusdes

Total (%) deefusdescultura (+) Total (%) deefus6esPCR (+) p *
A. otitidis 0 (0) 67 (52,3) -
H influenzae 13 (10,2) 50 (39,1) < 0,01
S. pneumoniae 8 (6,3) 16 (12,5) < 0,01
M. catarrhalis 5 (3,9) 13 (10,2) < 0,01
Uma ou mais das espécies-alvo 25 (19,6) 110 (85,9) < 0,01

Os dados sd@o apresentados como numeros absolutos e percentuais.
* teste de McNemar.
PCR: Reacdo em cadeia da polimerase

Tabela 4. Comparagédo dos resultados do exame cultural e da PCR, por germe estudado

Cultura (%)

Bactéria PCR (+) ) n A%

A. otitidis (+) - 67(52,3) 67 -
) - 61(47,7) 61

H. influenzae (+) 13(100,0) 37(32,2) 50 285
“) - 78(67,8) 78

S. pneumoniae (+) 8(100,0) 8(6,7) 16 100
) - 112(93,3) 112

M. catarrhalis (+) 5(100,0) 8(6,5) 13 160
) - 115(93,5) 115

TOTAL (+) 25(100,0) 85(82,5) 110 340
) - 18(17,5) 18

Os dados séo apresentados como valores absolutos, com percentuais calculados em relagdo ao exame cultural.

n: nimero de efusdes.

A%: aumento percentual na positividade do exame cultural, proporcionado pelo acréscimo informativo da PCR

PCR: Reacdo em cadeia da polimerase.
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esteve presente e sobre a eventual utilizacao concomitante
de antibidticos.

O acompanhamento regular de uma crianca, pelo
mesmo investigador, com o objetivo de caracterizar da me-
lhor maneira possivel o tipo de OM e acompanhar o tempo
de permanéncia da efusio, € tarefa dificil em ambulatérios
de instituicoes de satde. Neste aspecto, a pesquisa por nos
realizada teve a vantagem de incluir somente pacientes da
clinica de otorrinolaringologia pediatrica do investigador prin-
cipal, sendo este o unico responsavel pelas avaliacodes inici-
ais e pelo seguimento que incluia otoscopia pneumatica
sob visao endoscopica em cada consulta.

O exame cultural forneceu resultados semelhantes
aqueles relatados na literatura internacional, quanto ao tipo
e a freqiiéncia das bactérias presentes nas efusodes proveni-
entes de pacientes com OME (20 — 40%)*7. A maior
prevaléncia do H. influenzae, seguido do S. pneumoniae e
da M. catarrbalis repete, na presente amostra, informacoes
de outros estudos, que também mostram uma inversiao de
ordem entre o pneumococo e o hemofilo, quando esses
dados sao comparados com aqueles obtidos de pacientes
com OMA®. Os percentuais individuais para H. influenzae
(10,2%), S. pneumoniae(6,3%) e M. catarrbalis (3,9%) sao

muito semelhantes aos detectados recentemente por Sutton
et al.” ao analisarem amostras de OMR e OMEC, que foram
12,1%, 9,6% e 5,6%, respectivamente.

Ja a comparacio dos dados desta pesquisa com aque-
les referidos em estudos brasileiros mostra alguma discre-
pancia. Os resultados variaram desde a negatividade em todos
os exames culturais até 33,6% de positividade por este
método!'*'®. Entre os germes predominantes, além do H.
influenzae, S. pneumoniae e M. catarrbalis (nem sempre
nesta ordem), também o S. aureus, o S. epidermidise a P.
aeruginosa colocaram-se entre os mais prevalentes'>'°, E
muito provavel que diferencas em critérios de inclusio,
metodologia microbiologica, variacdes geograficas e varia-
bilidade influenciada por tamanho reduzido de amostra se-
jam responsaveis pelas disparidades observadas ao se com-
pararem os dados desses trabalhos entre si e em relaciao ao
presente estudo.

N2o se conseguiu isolar o A. otitidis por meio da cul-
tura, confirmando suas caracteristicas de crescimento lento e
dificil e em consonancia com estudos realizados na Europa e
Japao, nos quais foi também impossivel identificar este ger-
me por exame cultural'®'>'718, E importante citar que o BHI
(brain beart infusion), meio de cultura tido como o mais

Tabela 5. Frequiéncia das bactérias em 128 efuses de OMR e OMEC na andlise por PCR

Indicacédo Cirdrgica

PCR (+) OMR n = 87 OMEC n =41 Total p*

A. otitidis 47 (54,0%) 20 (48,8%) 67 0,719
H. influenzae 32 (36,8%) 18 (43,9%) 50 0,566
S. pneumoniae 15 (17,2%) 1 (2,4%) 16 0,038
M. catarrhalis 11 (12,6%) 2 (4,9%) 13 0,302

Os dados sdo apresentados como ndmeros absolutos e percentuais.
OMR: otite média recorrente; OMEC: otite média com efus&o crdnica
PCR: Reacéo em cadeia de polimerase

n: nimero de efusdes

* X2 com corregdo de Yates

Tabela 6. Comparacgéo dos resultados da PCR em 128 efusBes de criangcas menores e maiores de dois anos

PCR (+) ldade

< 2anosn =42 >2anos N =286 Total P
A. otitidis 21 (50,0) 46 (53,5) 67 0,855 *
H. influenzae 22 (52,4) 28 (32,6) 50 0,049 *
S. pneumoniae 8 (19,0) 8 (9,3) 16 0,200 *
M. catarrhalis 3(7,1) 10 (11,6) 13 0,544 **

Os dados séo apresentados como numeros absolutos e percentuais.
PCR: Reacdo em cadeia da polimerase

* X2 com correcdo de Yates

** teste exato de Fisher

n: nimero de efusbes

Obs: a soma das efusdes positivas para cada germe & maior que o numero total de efusdes (n),
e a soma de seus percentuais € maior que 100 em virtude da ocorréncia de associacdes

bacterianas numa mesma efuséo.
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adequado para a deteccao do A. otitidis, nao foi utilizado no
presente estudo em virtude de dificuldades técnicas, o que
pode significar uma limitacao. De outro lado, os meios de
cultura empregados foram os mesmos que propiciaram o cres-
cimento “acidental” que permitiu a Faden e Dryja”, em 1989,
identificarem pioneiramente este microrganismo.

Quanto a PCR, esta aumentou significativamente a
freqiiéncia de identificacao bacteriana (85,9%) e esta de
acordo com a literatura, na qual esse percentual variou en-
tre 50 e 94,5%% 1218, A freqiiéncia com que cada bactéria foi
identificada apontou uma prevaléncia maior do A. otitidis
(52,3%), seguido do H. influenzae (39,1%), S. pneumoniae
(12,5%) e M. catarrbalis (10,2%). Ao se compararem esses
dados com aqueles apresentados pelos autores ja citados,
verifica-se que eles se enquadram nos intervalos descritos
para o H. influenzae (12,5 —70,2%) e para o S. pneumoniae
(6,4 — 35,0%). Por outro lado, os percentuais, obtidos no
presente estudo, sao pouco mais elevados do que aqueles
referidos para o A. otitidis (20 — 50%) e pouco mais baixos
do que os apontados para a M. catarrbalis (16,0 — 63%),
sem, no entanto, caracterizar uma diferenca significativa.
Entendemos que as pequenas diferencas observadas po-
dem ser explicadas facilmente pela variabilidade das amos-
tras. Deste modo, nao ha indicadores de que os achados da
presente pesquisa sejam efetivamente diferentes dos da-
dos da literatura. Por ultimo, como nao se encontrou no Bra-
sil investigacio que analisasse as EOM de OME por meio da
técnica da PCR, julga-se pertinente a realizagio de mais es-
tudos, especialmente por tratar-se de um pais de dimen-
soes continentais e diferentes grupos populacionais.

A comparagio de resultados mostra que todas as
amostras com resultado positivo no exame cultural também
foram positivas para a mesma bactéria por meio da PCR, e a
diferenca entre as proporgoes de efusdes positivas na cultu-
ra (19,6%) e na PCR (85,9%) foi estatisticamente significati-
va para as bactérias incluidas na pesquisa, individual e cole-
tivamente (P<0,01). Estes resultados sao semelhantes e com
igual significancia estatistica aos relatados na literatura inter-
nacional®'*12%8 O acréscimo dos dados obtidos pela PCR
representou, em relacdo ao mesmo exame cultural, um au-
mento de 340% no nimero total de efusdes identificadas
como positivas para um dos germes estudados, resultado
semelhante ao aumento de 268% descrito por Post et al.?, e
de 260% relatado por Hendolin et al*.

A possibilidade da positividade na PCR representar
fragmentos de DNA residual, nao sendo necessariamente
indicativa da presenca de bactérias patogénicas viaveis, €
arguiida por alguns autores®. Trabalhos em animais esclare-
ceram, a0 NOSSO ver, este que € o questionamento principal
acerca da aplicabilidade da PCR na investigaciao da origem
infecciosa das doencas da orelha média. Usando o modelo
de OM em chinchilas, Post et al.*! demonstraram que DNA
bacteriano purificado e DNA de bactérias inativadas pelo
calor nao persistiam numa forma amplificavel por mais de

trés dias apos a inoculacdo. Além disso, bactérias sensiveis a
antibidticos tornaram-se nao-cultivaveis apos o terceiro dia
de tratamento, mas o DNA permaneceu amplificavel por
trés semanas. Aul et al.*?, auxiliados pelo mesmo modelo
animal, mostraram que cepas de hemofilos resistentes a
ampicilina permaneciam identificaveis, tanto pela PCR quanto
por cultura, por mais de um més, ao passo que DNA de
pneumococos inoculados em baixo nimero de colonias fo-
ram amplificados por 21 dias, apesar de nao serem mais
isolados culturalmente apds o terceiro dia. Como na pesqui-
sa anterior, DNA purificado de hemofilos e DNA de
moraxelas inativadas pelo calor ndo persistiram além de dois
dias. Evidéncias adicionais foram oferecidas por Rayner et
al.?, que identificaram mRNA do H. influenzae, uma molé-
cula com vida média de segundos a minutos, em EOM hu-
manas culturalmente negativas para o mesmo germe. Mais
do que isso, demonstraram que o DNA do mesmo microrga-
nismo so era identificado nas amostras em que o mRNA
também foi amplificado, sugerindo que a técnica de identi-
ficacao do primeiro, mais comum, mais simples e mais eco-
némica seja suficiente para fins diagnosticos. E nosso enten-
dimento que esses resultados sugerem que as EOM possu-
am mecanismos eficientes para a remocao de bactérias nao-
viaveis, além de um processo rapido de degradacao do DNA.
Por outro lado, esses achados levantam algumas hipéteses
quanto ao relacionamento complexo que possa estabele-
cer-se na orelha média, entre o micrébio e o hospedeiro,
incapaz de ser detectado pelas técnicas de cultura tradicio-
nais. Bactérias metabolicamente ativas teriam a capacidade
de persistir na orelha média e a menor frequiéncia de iden-
tificacdo bacteriana pelo exame cultural, quando compara-
da com a PCR, seria explicada por uma ou mais das seguin-
tes hipdteses: (a) a quantidade de microrganismos seria mais
baixa que os limites de detec¢ao cultural, usualmente apon-
tados como 10* CFU/ml*; (b) os germes assumiriam formas
L, variantes de bactérias que perderam a capacidade de sin-
tetizar a camada peptidioglicana da sua parede e que, por
isso, mudam sua forma original, tornam-se resistentes aos
antibioticos Z-lactimicos e impdem restricdes ao seu culti-
vo®; (¢) as bactérias estabelecer-se-iam sob a forma de
biofilme, uma comunidade bacteriana em que estas aderem
a uma superficie ou umas as outras, resultando em menor
atividade metabdlica e maior capacidade de resisténcia aos
antimicrobianos®. Com auxilio da microscopia eletrdnica,
Ehrlich et al.?® recentemente demonstraram a formacio de
biofilme na mucosa da orelha média em modelo animal de
otite média, e sugeriram que este mecanismo pode ser um
fator importante na patogénese da otite média com efusio
cronica. As trés situagdes acima citadas poderiam ser causa-
das pelo tratamento com antibidticos e pela resposta imune
do hospedeiro. Além disso, os microrganismos em formas L
ou agrupados em biofilmes, possuidores de menor ativida-
de metabdlica e reprodutiva, quando comparados as bacté-
rias planctdénicas, seriam a0 menos parcialmente responsa-
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veis pela inflamacao crénica e pela persisténcia da efusio
na orelha média de criangas, sem a inducao de sintomatologia
exuberante®??, Evidentemente, a confirmacido dessas hi-
péteses depende do prosseguimento das investigacoes.

O A. otitidis tem merecido atencdo daqueles que
investigam as possiveis causas bacterianas das otites médi-
as. Sua frequiente localiza¢io intracelular e a presenca asso-
ciada de muitas células inflamatérias sugerem um papel
patogénico para o microrganismo'*##, Também sua identi-
ficacio em efusdes de maior duraciao e de aparéncia mucoéide
estaria associada a estigios mais cronicos de OME™. Desde
a publicacio pioneira de Faden e Dryja' e a classificacio do
germe por Aguirre e Collins®, um nimero expressivo de
pesquisas demonstrou uma prevaléncia importante do A.
otitidisna EOM de pacientes com OME, considerando-a tam-
bém uma evidéncia para sua classificacio como um patégeno
da orelha média'®'2'8,

O emprego de técnicas de biologia molecular, como
a PCR, removeu a limitacao dos métodos culturais e permi-
tiu a melhor caracterizacao de bactérias recentemente
identificadas ou nao isoladas por métodos convencionais.
Uma das justificativas para o baixo indice de isolamento
bacteriano em amostras de efusdes de OME ¢ a existéncia
de germes de crescimento lento e dificil, e este € o caso do
A. otitidis, possivelmente explicando por que nio foi des-
crito ha mais tempo?-#.

Das 128 EOM estudadas, 68,0% provinham de paci-
entes com OMR e 32,0% com OMEC. Um dos poucos traba-
lhos a definir com clareza a inclusio de pacientes com as
duas formas de OME foi o de Sutton et al.”, que apontou
percentuais de 57,2% (OMR) e 42,8% (OMEC). Na anilise
pela PCR, o A. otitidis e o H. influenzae apresentaram dis-
tribuicao semelhante nos dois grupos. O primeiro confir-
mou sua maior prevaléncia em todo o estudo e o segundo
concordou com a literatura que o aponta, dentre os trés
principais patdgenos da orelha média, como o germe mais
prevalente na OME. Por outro lado, o S. preumoniae foi 7,2
vezes mais freqliente na OMR do que na OMEC, o que atin-
giu significancia estatistica.

A literatura nao € uniforme na apresentacao de dados
que possam ser cotejados com os da nossa pesquisa, mas ao
passo que Hendolin et al."! ndo referiram uma distribuicao
diferente do A. otitidis, Jero et al.*® e Leskinen et al.”® en-
contraram-no mais freqiientemente em efusdes com mais
de trés meses de duracio (OMECQ). Brook et al.*' encontra-
ram mais pneumococos (mas também hemofilos) em quem
tinha menos tempo de efusio. E licito inferir que aqueles
com OMR apresentavam efusdes de menor duracio e ti-
nham uma histéria mais recente de episédios agudos, po-
dendo exibir um pertfil bacteriolégico semelhante aquele
encontrado na OMA, onde o pneumococo predomina. Brook
et al.? ja afirmaram que “estd comprovado que as EOM de
criangas com OME de menor duragdo, quando geram exa-
mes culturais positivos, apresentam os patégenos usual-

mente encontrados na OMA, e isto pode ter implicacoes
para o tratamento, se acreditamos que as bactérias de-
sempenbem um papel nesta patologia’. Entende-se que —
excluindo-se as informacdes quanto a prevaléncia do A.
otitidis, cuja importancia na etiopatogénese da doenga da
orelha média ainda deve ser comprovada — os dados obti-
dos sugerem que se valorize o tempo de permanéncia da
efusio na orelha média e o intervalo de tempo em relacao
ao ultimo episoédio de OMA para a tomada de decisoes vin-
culadas 2 antibioticoterapia, quando esta se fizer necessaria.

Apesar de nao configurar objetivo do estudo, compa-
raram-se os dados obtidos de criancas de dois grupos etarios
diferentes. O grupo das crianc¢as maiores de dois anos con-
tribuiu com o dobro das amostras das crian¢as menores. Nao
houve diferenca entre as freqiiéncias das bactérias nos dois
grupos, excetuando-se o H. influenzae, que foi mais en-
contrado em criangas menores de dois anos (P=0,049). Brook
etal.? e Jero e Karma*, empregando métodos bacteriol6gi-
cos convencionais, encontraram, de maneira estatisticamen-
te significativa, uma maior incidéncia de H. influenzaee S.
pneumoniae nas efusdes de criancas menores de dois anos
com OME, o que, no presente estudo, s6 foi confirmado em
relacio ao hemofilo. Ja Leskinen et al.'®, utilizando a técnica
da PCR, descreveram uma prevaléncia maior do S.
pneumoniae no grupo das criancas menores de dois anos
(P=0,04), sem confirmar este achado para as outras bactéri-
as estudadas. Por outro lado, Riding et al.* ndo identificaram
qualquer diferenca relacionada a idade. Aceitando-se como
verdade a maior incidéncia de complicacoes da otite média
em criancas menores de dois anos, e entendendo-se que
seu pico de incidéncia situa-se ao final do primeiro ano de
vida, permanece justificada a preocupaciao em identificar e
caracterizar de forma eficiente e completa a doenca neste
grupo etario, apontando suas semelhancas e eventuais dife-
rencas quando comparada com criangas maiores e adultos,
incluindo-se ai os aspectos bacteriol6gicos.

Ao que se pode constatar, o presente estudo € o
primeiro realizado no Brasil em que a prevaléncia do A.
otitidis foi estudada especificamente. Aqui também essa
bactéria pode estar relacionada a etiopatogénese da OME,
pois foi o microrganismo mais detectado nesta pesquisa e
identificado em 88% das 34 amostras em que os germes
estudados apareceram em associacao uns com os outros,
reforcando o conceito de elemento auxiliar que essa bacté-
ria pode ter no efeito patogénico de outras bactérias, possi-
velmente pela capacidade de estimulaciao da colonizagio
na orelha média'®®®. Além disso, justifica a efetivacao de
estudos acerca dos seus sitios de colonizacio e de suas ca-
racteristicas de resisténcias aos antimicrobianos.

CONCLUSOES

A prevaléncia das bactérias na OME em um grupo de
criangas brasileiras € semelhante aquelas relatadas em ou-
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tros paises, sendo o H. influenzae o mais encontrado den-
tre os patdgenos principais da orelha média. O S.
pneumoniaefoi mais freqiientemente detectado em efusoes
de OMR do que em efusdes de OMEC, de forma estatistica-
mente significativa, o que nao aconteceu com as outras bac-
térias estudadas. A maior freqiiéncia do pneumococo na OMR
sugere que a bacteriologia da OME de menor duracio guar-
de alguma semelhang¢a com aquela encontrada na OMA.
Os resultados mostram que a PCR € mais sensivel
que o exame cultural na deteccao de bactérias na efusao da
orelha média, e € essencial para a identificacao do A. otitidis.
O elevado percentual de deteccio do A. otitidis su-
gere mais investigacdes sobre sua atuacdo no inicio e no
prolongamento de doencas da orelha média.
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