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TR resumo

Fibrose cistica Entre 147 espécimes respiratérios (114 escarros e 33 swabs faringeos) coletados de 36 portadores de

Infecgdes respiratorias

Bacteriologia pulmonar

fibrose cistica durante consultas de rotina ou na exacerbagdo de seus sintomas respiratorios, no periodo
de dezembro de 2000 a dezembro de 2002, isolaram-se: Pseudomonas aeruginosa (65,3%), Staphylococcus
aureus (29,9%), Burkholderia cepacia (29,2%) e Haemophilus influenzae (20,4%). Entre os isolados de
S. aureus e H. influenzae, 6,8% foram resistentes a oxacilina e 6,7% foram produtores de B-lactamase,
respectivamente. Das 96 linhagens de P. aeruginosa encontradas, 59,4% foram do fenétipo mucéide.
Em 12 espécimes, ambos os bidtipos, mucéide e ndo-mucéide, estiveram presentes. Bactérias gram-
negativas emergentes, tais como Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter xylosoxidans, foram
isoladas em pequeno ndmero. Com excecdo do H. influenzae, mais freqliente nas criancas entre seis e
12 anos, néo se encontrou diferenca entre espécie bacteriana isolada e grupo etério.

abstract IS

Of 147 respiratory specimens (114 sputum and 33 pharyngeal swabs) collected from 36 cystic fibrosis patients
during routine visits or exacerbation of their respiratory symptoms, from December 2000 to December 2002, the
following bacterial species were recovered: Pseudomonas aeruginosa (65.3%), Staphylococcus aureus (29.9%),
Burkholderia cepacia (29.2%), and Haemophilus influenzae (20.4%). Among the S. aureus and H. influenzae
isolates, 6.8% were oxacillin resistant and 6.7% were B-lactamase producers, respectively. Of 96 isolates of P.
aeruginosa, 59.4% belonged to the mucoid phenotype. Both mucoid and non-mucoid morphotypes were simul-
taneously found in 12 specimens. Emerging gram-negative bacteria, such as Stenotrophomonas maltophilia
and Achromobacter xylosoxidans, were present at a low number. H. influenzae was more prevalent in the cystic
fibrosis children between six and 12 years old. Concerning the other bacterial species there was not preference
for age groups.
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Introducgéo

Fibrose cistica (FC) € uma doenca genética autossomica
recessiva resultante de mutacdo no gene regulador do
transporte do fon cloro através das membranas epiteliais®@".
No aparelho respiratério, ocasiona espessamento das
secrecdes, o que dificulta o movimento mucociliar. Isso
propicia infec¢bes cronicas recorrentes, bronquiectasias e
progressivo declinio da funcéo pulmonar, com cor pulmonale
e 6bito* 2,

Apesar da grande susceptibilidade, a rvore respiratéria
dos portadores de FC é geralmente colonizada ou infec-
tada por variedade relativamente pequena de espécies
bacterianas, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa e membros do complexo Burkhol-
deria cepacia® 22, Esse complexo é um grupo taxonémico
ainda em crescimento, incluindo, na atualidade, nove dife-
rentes espécies ou variedades genémicas® ). Nos Gltimos
anos, entretanto, outros microrganismos, especialmente
gram-negativos nao-fermentadores da glicose, vém sendo
apontados como capazes de colonizar a arvore respiratéria
de portadores de FC@ 22,

Neste estudo relata-se a prevaléncia de espécies
bacterianas potencialmente patogénicas encontradas
em espécimes respiratorios, escarro e swabs faringeos de
fibrocisticos do Recife.

Material e método

Participantes

Foram incluidos no estudo 147 espécimes respiratérios,
114 escarros e 33 swabs faringeos, coletados de 36 porta-
dores de fibrose cistica durante consultas de rotina ou na
exacerbacdo de seus sintomas respiratérios, no periodo de
dezembro de 2000 a dezembro de 2002. O niimero de
espécimes fornecido por cada paciente variou amplamen-
te, de um a 12, mediana de quatro. Os portadores de FC
foram previamente diagnosticados através de dosagem
de cloreto no suor® e/ou método molecular, pelo teste da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), realizado pela Dra.
Mayana Zatz, Instituto de Biologia da Universidade de Sao
Paulo. Os pacientes foram acompanhados no Servico de
Doencas Respiratérias do Instituto Materno Infantil de Per-
nambuco (IMIP). A idade variou entre 0,7 e 28 anos, com
mediana de dez anos. Os participantes ou seus responsaveis
foram orientados conforme o protocolo da instituicdo:
comparecer ao ambulatério a cada trés meses, ou quando
houvesse exacerbacdo da infeccéo respiratéria. Entretanto,

por motivos diversos, as consultas ocorreram a intervalos
variaveis, o que se refletiu na discrepancia entre o nimero
de espécimes examinados por paciente.

A cada consulta, como parte do protocolo de aten-
dimento, coletou-se uma amostra de escarro em frasco
esterilizado. Nos pacientes incapazes de fornecer escarro,
coletou-se secrecéo faringea com a ajuda de um swab de
haste de madeira com ponta de poliéster, acondicionado
apos a coleta em meio de Stuart.

Os espécimes foram enviados em seguida ao Laboratério
Marcelo Magalhdes, em caixas térmicas sob resfriamento.

Isolamento bacteriano

Aproximadamente 0,5ml da por¢éo purulenta do escar-
ro foi adicionada a 1ml de solug@o salina estéril, em tubo de
ensaio, e homogeneizada em agitador durante 30s. Apenas
0S escarros que ao exame microscopico, apés coloragdo de
Gram, mostraram pelo menos 75% de leucécitos polimor-
fonucleares em relacdo a células epiteliais pavimentosas
foram considerados. O homogeneizado foi entdo inoculado
consecutivamente com a ajuda de uma al¢a de ago-niquel
de Tul em duas placas de Petri contendo dgar sangue de
carneiro (ASC), uma placa contendo agar chocolate (ACH)
suplementado com 0,1% de extrato de levedo (Oxoid)
e com 20ug/ml de nicotinamida adenina dinucleotideo
(Sigmay), uma placa contendo o meio &gar eosina azul de
metileno (EMB) e uma Ultima contendo meio seletivo para
"B. cepacia” (BCSA)®. Uma das placas de ASC e a de ACH
foram incubadas na auséncia de oxigénio (sistema GasPak,
Becton Dickinson) para impedir eventual crescimento de
bactérias aerdbias estritas. As placas restantes foram incuba-
das em aerobiose a 35°C, examinadas apds 48h, mantidas
a temperatura ambiente, e reexaminadas apds outras 48h.
As secrecdes faringeas foram inoculadas nos mesmos meios
de cultivo, obedecendo-se a ordem acima descrita.

Identificacao das culturas bacterianas

As colonias bacterianas crescidas nos meios ASC, ACH
e EMB foram identificadas usando-se metodologia conven-
cional, como descrito previamente('®. As que apareceram
no BCSA e que, ao serem transferidas para o meio triplice
acUcar ferro, cresceram apenas na parte inclinada do meio,
isto é, mostraram-se nao-fermentadoras da glicose, foram
identificadas usando-se uma bateria simples de testes
bioquimicos tradicionais®. As culturas que apresentaram
fenétipo compativel com "B. cepacia” foram enviadas ao
Professor Anthony Hart, da Faculdade de Medicina de
Liverpool, para confirmacéo diagnéstica através da analise
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molecular do gene recA, como anteriormente publicado®.
As culturas de S. aureus foram testadas para resisténcia a
oxacilina e vancomicina pelo método rotineiro da difuséo
em 4gar, segundo as normas da NCCLS(", e as culturas de
H. influenzae, avaliadas para produgdo de B-lactamase pelo
teste da cefalosporina cromogénica, usando-se discos de
nitrocefin (Becton Dickinson).

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pes-
quisas do IMIP.

Resultados

As espécies bacterianas mais freqlientemente isoladas
foram: P. aeruginosa, S. aureus, H. influenzae e "B. cepacia’.
Alguns dados referentes a esses organismos, a fonte dos
espécimes examinados e ao grupo etario dos pacientes
estdo condensados nas Tabelas 1 e 2.

P. aeruginosa, a bactéria mais freqlientemente en-
contrada, foi obtida de 96 espécimes (65,3%). Entre

esses isolados, 57 (59,3%) foram da variedade mucdi-
de. Em 12 espécimes ambos os fenétipos, mucéide e
nao-mucéide, estiveram presentes. A seguir, em ordem
decrescente de frequéncia, vieram: S. aureus (29,9%),
"B. cepacia" (29,2%) e H. influenzae (20,4%). Das 44
linhagens de S. aureus isoladas, apenas trés (6,8%) foram
resistentes a oxacilina, e nenhuma, a vancomicina. Entre
os isolados de H. influenzae, 6,7% foram produtores
de B-lactamase. O esquema de identificacéo fenotipica
utilizado® permitiu incluir determinada cultura no
complexo "B. cepacia”. Porém néao foi capaz de distin-
guir as vérias espécies dentro do complexo (resultados
nao-apresentados).

Microrganismos detectados em menor freqiiéncia
foram: Achromobacter xylosoxidans (sete; 4,8%),
Streptococcus pneumoniae (cinco; 3,4%), Stenotrophomonas
maltophilia (quatro; 2,7%), Proteus mirabilis (quatro;
2,7%), Cryseobacterium meningosepticum (trés; 2%),
Acinetobacter baumannii (trés; 2,3%), Klebsiella pneumoniae
(trés; 2%), Streptococcus pyogenes (trés; 2%), Enterococcus
faecalis (um; 0,7%) e Sphyngobacterium multivorans (um;
0,7%).

Freqiiéncia de isolamento de patogenos respiratorios de 36 fibrocisticos, em relacdo ao

Tabela 1 NIRRT
Niimero de S. H. P. P. aeruginosa B.
pacientes aureus influenzae aeruginosa mucoide cepacia
Grupoetirio n (%) no (%) n (%) n (%) no (%) n (%)
0-5 anos 12 (33,3) 5 (41,7) 5 (41,7) 9 (75) 5 (41,7) 5 (41,7)
6-12 anos 11 (30,6) 6 (54,5) 8 (72,7) 3 (27,3) 2 (18,2) 4 (36,4)
> 12 anos 13 (36,1) 5 (38,5) 5 (38,5) 6 (46,1) 9 (69,2 5 (38,5)
Total 36 (100) 16 (44,4) 18  (50) 18 (50) 16 (44,4) 14 (38,9)

De trés pacientes ndo foram isoladas bactérias patogénicas.

Espécies bacterianas patogénicas mais freqiientes em 147 espécimes respiratorios obtidos de

Tabela 2 EEIRID(IUHITE
Nimero de Nenhum v H. P B.
exames patogeno aureus influenzae aeruginosa cepacia
Espécime n (%) n (%) n (%) n o (%) n o (%) n (%)
Escarro 114 (77,6) 4 (35) 38 (333) 29 (254) 77 (67,5) 31 (27,2)
Faringeo 33 (22,4) 8 (242) 6 (182) 1 (3) 19 (57,6) 12 (36,4)
Total 147 (100) 12 (82) 4 (29,9) 30 (204) 96 (653) 43 (29,2)

“Cingtienta e sete linhagens foram do fendtipo mucdide.

225



226

MAGALHAES, M. et dl. Prevaléncia de bactérias potencialmente patogénicas em espécimes respiratdrios de fibrocisticos do Recife « | Bras Patol Med Lab ¢ v. 40 ¢ n. 4 # p. 223-7  agosto 2004

Nossos resultados mostraram que as espécies bacteria-
nas e respectivas prevaléncias, encontradas nos espécimes
obtidos de fibrocisticos do Recife, durante consultas de
rotina ou na exacerbacéo de infecgdes respiratérias, estédo
de acordo com os dados obtidos em outras populacdes® "
2.0 S. aureus, entretanto, foi isolado em freqiiéncia mais
baixa que a observada nos registros da Fundagdo Norte-
Americana de Fibrose Cistica (FC)®@?: 29,9% versus 37,5%,
porém, ainda assim, ligeiramente superior a encontrada em
inquérito realizado na Bahia: 28,9%®. A menor prevaléncia
do S. aureus no Recife provavelmente decorreu da ndo-utili-
zacdo de um meio de cultura seletivo. Recentes instrucoes da
Fundacao Norte Americana de Fibrose Cistica recomendam
a necessidade de se usar o meio dgar sal manitol na rotina
bacteriolégica de espécimes de fibrocisticos”.

Embora a cultura de espécimes faringeos seja recomen-
dada como uma alternativa a cultura para os fibrocisticos
incapazes de fornecer escarro”, alguns estudos compara-
tivos mostram que os espécimes faringeos séo inferiores ao
escarro ou lavado bronco-alveolar no diagnéstico bacterio-
l6gico de infeccdes pulmonares naqueles pacientes!-'9. No
presente trabalho, a avaliacdo da acuracia das culturas de
faringe ndo foi possivel ja que ndo se submeteu 0 mesmo
participante, apés a coleta do swab faringeo, a controle
pela realizacdo de lavado bronco-alveolar.

Dado preocupante observado nesta investigacao, confir-
mando o que se encontrou na Bahia(®, foi a elevada preva-
léncia da P. aeruginosa entre criangas menores de seis anos,
sinal que indica prognéstico mais reservado; ademais,
como visto, a P. aeruginosafoi o organismo mais comumente
isolado das vias respiratérias de nossos fibrocisticos.

No que concerne a "B. cepacia", a prevaléncia en-
contrada neste estudo (29,2%) é maior que a observada
em Sdo Paulo, 11 (4,2%) isolados em 257 espécimes
cultivados em meio seletivo®?. Surpreendentemente, no
estudo realizado na Bahia, ndo ha mencdo ao isolamento
de Burkholderia®.

U

O elevado percentual de positividade para "B. cepacia’
independeu de o espécime cultivado ser escarro ou swab
faringeo. A esse respeito, a faringe parece ser excelente
habitat para bactérias do complexo "B. cepacia”, permitindo
sua colonizagdo por longos periodos. Um dos nossos partici-
pantes, por exemplo, com dois anos de idade, forneceu em
sua primeira cultura de orofaringe duas diferentes variantes
gendmicas do complexo, B. cenocepacia (variedade geno-
mica lIl) e B. vietnamiensis'?. No presente estudo, somente
este paciente contribuiu com seis culturas positivas para B.
cenocepacia; a linhagem de B. vietnamiensis ndo persistiu nas
culturas subsequentes. Um outro participante, menor de um
ano, teve trés culturas positivas. Portanto, das 12 linhagens
de "B. cepacia” isoladas de swabs faringeos nove (75%) fo-
ram fornecidas por apenas dois pacientes. Provavelmente,
o grande nimero de espécimes cultivados e o pequeno
nimero de pacientes incluidos no estudo, associados a
longa persisténcia da "B. cepacia", podem ter contribuido
para a elevada prevaléncia do organismo.

De interesse aos laboratérios clinicos, que ndo dispdem
de metodologia molecular para a identificacdo de isolados
pertencentes ao complexo "B. cepacia”, foi a constatacdo do
bom desempenho do esquema de identificacdo fenotipica
empregado®. Esse esquema foi capaz de incluir no ou de
excluir do complexo bactérias gram-negativas nao-fermen-
tadoras, porém sem determinar a espécie.

Na FC a interpretacao clinica de uma cultura bacterio-
l6gica de espécimes respiratérios é problematica. Mesmo
o isolamento repetido de determinada espécie bacteriana
nos episédios de exacerbacdo de infeccbes respiratdrias
ndo implica responsabilidade etiolégica. Assim, por
exemplo, na maioria dos espécimes agora examinados foi
comum o isolamento simultaneo de duas ou trés espécies
bacterianas consideradas potencialmente patogénicas.
A persistente colonizacdo da arvore respiratéria torna
praticamente impossivel relacionar isolamento bacteriano
a doenca®. Além disso, a tendéncia a prolongada persis-
téncia de certas espécies bacterianas complica ainda mais
o problema.
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