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RESUMO

FOLESCU, Tania Wrobel. Complexo Burkholderia cepacia: impacto clinico em pacientes
com fibrose cistica acompanhados no Rio de Janeiro. 2016. 71 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2016.

As infeccOes respiratorias recorrentes sdo a maior causa de morbimortalidade na Fibrose
Cistica (FC). O aumento da sobrevida dos pacientes com FC e o uso de varios esquemas de
antibioticos favorecem a emergéncia de organismos resistentes, tais como bactérias do complexo
Burkholderia cepacia, que hoje conta com 20 espécies identificadas. A colonizagdo por bactérias
do complexo B. cepacia (CBc) tem sido associada a pior prognostico e infec¢do cruzada entre
pacientes com FC. O objetivo desta tese foi avaliar a repercussdo clinica da colonizacdo pelas
bactérias do CBc em pacientes com FC, acompanhados no Instituto Nacional de Saude da
Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira e no Hospital Universitario Pedro
Ernesto, colonizados por Pseudomonas aeruginosa e por CBc e avaliar seu impacto na
progressao da doenca pulmonar. Com base em culturas de secrecdes respiratorias realizadas de
rotina, foram identificados pacientes cronicamente colonizados por P. aeruginosa e por bactérias
do CBc de 2004 a 2013. Estes pacientes foram separados em 3 grupos: I- portadores de
colonizacdo intermitente (1 ou 2 culturas positivas em 12 meses); Il- portadores de colonizacdo
cronica (3 ou mais culturas positivas em pelo menos 12 meses) e Ill - nunca colonizados por
bactérias do complexo B. cepacia. Os pacientes dos trés grupos foram avaliados e comparados
quanto ao estado nutricional (indice de massa corporal - IMC) e a funcdo pulmonar (VEF; e
CVF). Dos 56 pacientes cronicamente colonizados por P. aeruginosa incluidos, 27 apresentavam
também colonizacdo por bactérias do CBc (13 intermitente/14 cronica). Os percentis de IMC
foram significativamente menores em pacientes cronicamente colonizados por P. aeruginosa e
bactérias do complexo B. cepacia. Os valores médios de VEF1% e CVF% também foram
significativamente menores nestes pacientes tanto no momento da colonizacdo crénica quanto
apos 24 meses de acompanhamento. A taxa média de queda anual de VEF1% e CVF% também
foi maior neste grupo. A colonizagdo cronica por bactérias do CBc estd associada a perda
significativa da funcdo pulmonar e IMC menor pode preceder e ser fator de risco para
colonizacao cronica por este grupo de bactérias.

Palavras-chave: Fibrose Cistica, Burkholderia cepacia. Testes de funcéo respiratoria. indice de

massa corporal.



ABSTRACT

FOLESCU, Tania Wrobel. Burkholderia cepacia complex: clinical course in cystic fibrosis
patients. 2016. 71 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Respiratory infections in cystic fibrosis (CF) are the main cause for morbidity and
mortality. Prolonged survival and frequent use of antibiotics has led to knowledge of emergent
pathogens in CF, Burkholderia cepacia complex (BCC), a group of 20 identified species. BCC
colonization has been associated to poor prognosis and cross-infection in CF patients. The aim of
this thesis was to investigate the clinical outcome of BCC colonization in CF patients chronically
colonized with Pseudomonas aeruginosa, who were followed at two CF reference centers in Rio
de Janeiro (Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes
Figueira and Hospital Universitario Pedro Ernesto). CF patients chronically colonized with P.
aeruginosa were divided into three groups: intermittent (1), chronic (1) and no colonization (l11)
with BCC. Body mass index (BMI) percentile and spirometric parameters were analyzed at three
different times in each group. Fifty-six patients chronically colonized with P. aeruginosa were
included. Of these, 27 also had evidence of BCC colonization (13 intermittent and 14 chronic).
BMI percentile was significantly lower among patients chronically colonized by both P.
aeruginosa and BCC. Mean values of FEV1% and FVC % were also significantly lower in these
patients, both at the time of chronic BCC colonization and 24 months forward. Mean annual rate
of decline of both FEV:% and FVC % was also higher for these patients. Chronic BCC
colonization is associated with significant loss of lung function. Lower BMI might be a risk
factor for chronic BCC colonization, preceding these events.

Keywords: Cystic fibrosis. Burkholderia cepacia. Respiratory Function Tests. Body mass index.
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) tem sido considerada a doenca congénita letal mais comum em
populacbes de origem caucasiana (Europa Central, América do Norte, Australia). A incidéncia
varia entre 0s paises e grupos étnicos, atingindo 1:2500 a 1:3500 caucasianos nascidos vivos na
Europa e América do Norte (GIBSON et al., 2003). Segundo as informacdes do registro norte-
americano de pacientes da Cystic Fibrosis Foundation (CFF PATIENT REPORT, 2014), mais de
28.000 pacientes recebem tratamento em Centros de Referéncia, sendo mais de 50% adulto. No
Brasil, ndo existem estudos epidemiol6gicos abrangentes que permitam estimar a incidéncia nas
diversas regides, porém um estudo nas regides Sul e Sudeste evidenciou a incidéncia de 1:7576
nascidos vivos (RASKIN, 2001) e dados do Registro Brasileiro de Fibrose Cistica (Registro
Brasileiro de Fibrose Cistica- REBRAFC, 2014) referem que, 3.511 pacientes haviam sido
registrados, dos quais, 3.327 (94,7%) tinham algum seguimento nos centros de referéncia para FC
em todo o Brasil e 25% tinham idade acima de 18 anos.

A base genética para FC é a existéncia de mutacbes em um unico gene do bra¢o longo do
cromossomo 7 (GIBSON et al., 2003). Em se tratando de doenca autossémica recessiva, 0s pais
dos individuos afetados por FC sdo ambos heterozigotos portadores de mutagdo. O que se espera
de um heredograma de FC a partir de pais heterozigotos é que 25% da prole seja de homozigotos
normais, 50% de heterozigotos fenotipicamente normais e 25% de homozigotos afetados pela
doenga. Segundo os dados da Cystic Fibrosis Mutation Database (CYSTIC FIBROSIS
MUTATION DATABASE, 2016), ja foram descritas 2009 mutacOes responsaveis pela
transmissdo da doenca. A mutagdo F508del é a mais frequente na populacdo mundial. Os dados
da World Health Organization (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004) evidenciam que
nas populacdes originarias do norte da Europa, a DF508 é responsavel por 70-75% das mutacoes,
e sua incidéncia diminui no centro e Sul da Europa). No Brasil, em um estudo realizado com
pacientes das regides Sul e Sudeste, a mutacdo DF508 foi encontrada em aproximadamente 47%
dos alelos (RASKIN et al.,1993). No estado do Rio de Janeiro observou-se frequéncia reduzida
de DF508 (30,68%) em relacdo as taxas mundiais e também a outros estados brasileiros como
Sdo Paulo (50%) e Rio Grande do Sul (47%) (CABELLO et al., 1999).
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O gene da FC codifica uma proteina que regula o transporte transmembrana de células
epiteliais, a CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator - proteina reguladora da
condutancia transmembrana da fibrose cistica), que se localiza na membrana apical de diversas
células epiteliais e cuja disfuncdo leva ao desencadeamento da sequéncia fisiopatoldgica da FC
(LUCZAK et al., 2002). A partir de sua sintese, a CFTR é “dobrada” e preparada para o
transporte até a membrana celular no reticulo endoplasméatico. Uma vez na membrana da célula,
ela é responsavel pela conducdo de cloro através da mesma e atua na regulacdo do contetdo de
ions e agua nas secrecOes luminais. O conhecimento dos mecanismos moleculares pelos quais as
mutacdes levam a expressdo da FC permitiu que elas fossem agrupadas em sete classes de acordo
com os efeitos funcionais na sintese e maturacdo da proteina CFTR (NISSIM-RAFINIA et al.,
2007;). As mutacBes de classe | interferem na producdo da CFTR, ou seja, esta proteina ndo é
sintetizada. Nas mutacdes de classe I, como a DF508, a CFTR é mal processada, sendo
degradada no reticulo endoplasmético. As muta¢des de classe Il codificam CFTR que chega a
membrana apical, mas que é incapaz de ser ativada. Nas mutacdes de classe IV, a CFTR chega a
membrana celular, é ativada, mas o canal de cloro ndo funciona adequadamente. As mutacdes de
classe V interferem na maturacdo da CFTR gerando uma quantidade menor de proteina, que, no
entanto, é funcionante. As mutacgdes de classe VI desestabilizam a proteina CFTR na superficie
das células, seja por aumento da endocitose ou por diminui¢do da reciclagem das mesmas de
volta para superficie das células. J& as mutacBes de classe VII geram proteinas CFTR
irrecuperaveis, pois ndo ha RNA mensageiro disponivel, interferindo na formacdo da proteina
(DE BOECK & AMARAL, 2016; ORENSTEIN et al.,2000). Assim, as mutacOes de classe I, Il e
Il estdo geralmente associadas a deficiéncia absoluta de atividade da CFTR, enquanto as
mutacdes de classe 1V, V e VI conferem atividade residual desta proteina. Essa classificacdo tem
sido Gtil no entendimento da correlagdo genotipo-fendtipo, principalmente no que se refere ao
comprometimento pancredtico: as mutagdes de classe I, Il e Il configuram um quadro clinico
mais completo com insuficiéncia pancreatica e doenca pulmonar; as mutacdes de classe IV e V
tendem a expressar formas mais brandas de deficiéncia da CFTR, que incluem desde quadros de
suficiéncia pancreatica até FC atipica, que se apresenta com comprometimento pulmonar leve
e/ou agenesia congénita de vasos deferentes em homens e até auséncia completa de sinais e
sintomas em mulheres (MOSKOWITZ et al., 2005). O entendimento dos efeitos moleculares e

celulares das mutacdes de CFTR sé&o informativos para estudos de estrutura e funcdo e também
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permitem estudos para terapias corretivas para mutacoes especificas (DE BOECK & AMARAL,
2016).

Desta forma, o defeito genético basico e a subsequente disfuncdo da CFTR resultam em
producdo de secrecdes hiperviscosas a partir de glandulas exdcrinas, que, por sua vez, leva as
diferentes expressdes clinicas da doenca, tais como: concentracdo de cloro elevada no suor,
comprometimento respiratorio caracterizado por infeccGes bacterianas e bronquiectasias,
insuficiéncia pancredtica, obstrucdo intestinal, cirrose biliar e agenesia congénita bilateral de
vasos deferentes, caracteristicas muitas vezes encontradas em combinacdo (ORENSTEIN et al.,
2000).

Na maioria dos pacientes com FC a insuficiéncia pancreatica estd presente desde o
periodo neonatal. Normalmente, a proteina CFTR presente na membrana apical das células dos
ductos pancreéaticos é responsavel pela secrecdo de bicarbonato, cloro e fluidos para sua luz,
mantendo a solubilidade das enzimas derivadas dos &cinos e transportando-as para o duodeno.
Nos pacientes com FC, a disfuncdo da CFTR leva a reducdo de bicarbonato e fluidos e ao
consequente aumento da viscosidade da secrecdo pancreédtica. Aparentemente 0
comprometimento pancreatico € subsequente a obstrucdo ductal por secrecOes espessas e
posterior substituicdo acinar por fibrose (NISSIM-RAFINIA et al., 2007). O resultado da
disfungdo pancredtica descrita € a mé absorcdo de nutrientes, desnutricdo e varios sintomas
relacionados ao trato gastrintestinal, tais como dor e distensdo abdominal, diarreia, constipacao,
anemia e edema (LUDWIG, 2008).

Para que o diagnostico de FC seja estabelecido é preciso que o paciente apresente pelo
menos uma caracteristica fenotipica compativel, tenha histéria familiar de irmdo com FC, ou,
ainda, tripsina imunorreativa sérica elevada detectada durante rastreamento neonatal pelo “teste
do pezinho” (ROSENSTEIN & CUTTING, 1998) bem como apresente caracteristicas
laboratoriais de disfuncdo da CFTR (FARRELL et al., 2008). Essas evidéncias podem incluir
teste do suor alterado ou medida da diferenca de potencial nasal/retal alterados ou presenca de
duas mutac6es conhecidas para FC no gene da CFTR. A anélise da concentracdo de eletrolitos no
suor tem sido a medida mais simples da funcdo da CFTR e é considerada padrdo ouro no
diagnostico da FC, desde que um procedimento padrdo conhecido como método de Gibson &
Cooke foi estabelecido em 1959. O cloreto € o ion primario a ser avaliado no teste do suor,

embora a concentracdo de sddio acompanhe o resultado do teste. Uma concentracdo de cloro
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>60mmol/L confirma o diagndstico de FC, valores entre 40 e 59 mmol/L sdo considerados
intermediérios e valores <40mmol/L s&o considerados normais. Para criangas menores de seis
meses, 0 Consenso da Cystic Fibrosis Foundation recomenda que os valores de cloreto no suor:
<29mmol/L sejam indicadores de FC improvavel; 30 a 59 mmol/L sdo valores intermediarios e
>60 mmol/L indicativo de FC (FARREL et al, 2008). A pesquisa de mutagdes para FC permite o
diagndstico de casos atipicos (com resultados de testes do suor normais), a identificacdo de
carreadores, o diagndstico pré-natal e aconselhamento genético, sendo que em alguns paises faz
parte do programa de triagem neonatal. A medida da diferenca de potencial nasal é um exame
complementar ao teste do suor para o diagnéstico de FC. Seu principal beneficio reside na
possibilidade de se realizar o diagnostico em pacientes nos quais o teste do suor tenha sido
negativo ou inconclusivo.

Sabe-se que o diagnostico precoce pode ter papel importante na sobrevida de pacientes
com FC e pesquisas apontam que os pacientes diagnosticados a partir da triagem neonatal tém
quadro nutricional e respiratorio melhores do que os diagnosticados a partir do quadro clinico, até
idade mais avancada. Segundo a Cystic Fibrosis Foundation (CFF PATIENT REGISTRY,
2014), a mediana de idade de sobrevida dos pacientes com FC tem aumentado nos ultimos 25
anos e, em 2014, chegou aos 39 anos nos Estados Unidos da América (EUA).

A principal causa de morte por FC é a doenca pulmonar, responsavel por mais de 80%
dos ébitos, seguida de complicacdes pelo comprometimento hepéatico. Alguns fatores parecem ter
efeito negativo na sobrevida: género feminino, comprometimento funcional respiratorio,
desnutricdo, diabetes, exacerbagdes respiratorias frequentes, além da presenca de mutagdo DF508
e condicdes sociais adversas que limitem o acesso a tratamento especializado (BUZZETT] et al.,
2009).

Existem evidéncias favoraveis a ideia de que a lesdo pulmonar em FC se deve a
mediadores inflamatdrios liberados por neutrofilos que migraram para os pulmdes em resposta a
infeccdo cronica. A concentracdo de neutrofilos em vias aéreas de pacientes com FC é dez vezes
maior que em individuos sadios e a neutrofilia verificada nas vias aéreas tem sido associada a
mediadores que recrutam mais células inflamatérias para o pulmao (interleucina 8 — IL8) e
também que aumentam a lesdo tissular (elastase derivada de neutrdfilos). Assim, a terapia
antimicrobiana, reduzindo o estimulo para a migracéo de neutrofilos deve atenuar a lesdo tecidual

pulmonar (RAO & GRIGG, 2006). No entanto, estudo a partir de lavado broncoalveolar em
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criancas com FC demonstrou que tanto os infectados quanto os nédo infectados apresentavam
maior nimero de neutrofilos em vias aéreas do que os individuos controle. Essa evidéncia sugere
que nas vias aéreas de pacientes com FC possa haver um estado “pro-inflamatério”, isto ¢,
predisposicdo para resposta inflamatdria excessiva e prolongada. Existem evidéncias a partir de
estudos em animais e humanos de que a inflamacdo na FC é desproporcional aos niveis de
infeccdo bacteriana, mas ainda permanece pouco claro se a inflamacéo precede a infec¢do nesses
pacientes (MOSKOWITZ et al., 2005).

De forma direta ou indireta, a infeccdo pulmonar cronica na FC esta envolvida na
sequéncia fisiopatoldgica que é responsavel pela morbimortalidade dos pacientes (MARQUES,
2011). As infecgdes bacterianas séo polimicrobianas e se estabelecem muito precocemente nesses
pacientes. Em geral, estdo associadas a um numero limitado de microrganismos. Staphylococcus
aureus e Haemophilus influenzae estdo relacionados a infecgbes em pacientes mais jovens. A
infeccdo por S. aureus pode ser crénica ou intermitente e seu impacto na sobrevida dos pacientes
com FC é controverso, porém as consequéncias das infeccBes cronicas por S. aureus parecem ser
menos graves do que as infec¢es por Pseudomonas aeruginosa.

Com o curso da doenca, P. aeruginosa coloniza cronicamente o trato respiratorio, e esse
microrganismo passa a produzir um polimero de polissacarideo denominado alginato,
caracterizando o fen6tipo mucoide (DAVIS, 2006). A infeccdo por este microrganismo suscita
uma resposta inflamatéria exuberante e os produtos bacterianos e neutrofilicos destroem as
paredes das vias aéreas. Além disso, existe hipertrofia das glandulas e células do epitélio, cujas
secregOes contribuem para a impactacdo mucoide. As bronquiectasias se instalam juntamente
com o crescimento de vasos sanguineos predispondo a hemoptises. O enfisema também ¢é
consequéncia de todo esse processo e a infeccdo bacteriana persistente exacerba-se
periodicamente, exigindo intervencdo clinica adequada (ORENSTEIN et al., 2000). A
colonizagdo cronica por P. aeruginosa estd associada a deterioracdo pulmonar e ao pior
prognostico clinico em pacientes com FC (KEREM et al., 1990). A colonizacao precoce (antes de
5 anos de idade) esta associada a um risco de morte 2,6 vezes maior e a um volume expiratorio
forcado no primeiro segundo (VEF;) 14% mais baixo quando comparado com pacientes ndo
colonizados (ROSENFELD et al., 2003), corroborando com a ideia da associacdo deste perfil

microbiologico com maior morbidade e mortalidade (NIXON et al., 2001).
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Muitas bactérias podem ser encontradas nas secrec@es respiratdrias de pacientes com FC e
técnicas moleculares tém demonstrado que a diversidade de microrganismos presentes no escarro
e no lavado broncoalveolar é bastante alta. A maioria desses patdgenos & composta por
Bastonetes Gram Negativos N&o Fermentadores (BGNNF), um grupo caracteristicamente
ambiental e raro em outros pacientes, sugerindo que o pulmao do paciente com FC seja um nicho
particular para o estabelecimento de microrganismos oportunistas. Destacam-se neste grupo:
bactérias do Complexo Burkholderia cepacia (CBc), Stenotrophomonas maltophilia,
Achromobacter xylosoxidans. Para os pacientes com FC, a correta identificacdo destas bactérias
tem implicagBes epidemioldgicas e terapéuticas (LUDWIG, 2008). As bactérias do CBc
constituem um grupo de patégenos que parecem interferir no curso da doenca pulmonar, e além
disso algumas cepas podem causar infeccdo cruzada em pacientes com FC. Com o0 objetivo de
minimizar a possibilidade de infeccdo cruzada, os pacientes cronicamente infectados por P.
aeruginosa e bactérias do CBc precisam ser segregados (SAIMAN et al., 2003). O convivio
social é evitado e cuidados no atendimento ambulatorial, bem como de isolamento durante as
internacOes devem ser respeitados. Com base na importancia das bactérias que colonizam o trato
respiratorio e o aumento de evidéncias de que o tratamento precoce € benéfico para o paciente
com FC, recomenda-se a realizacdo de culturas regulares das secrecdes respiratdrias (GIBSON et
al., 2003).

Como o curso da FC varia entre os pacientes, com o0 acompanhamento regular, pode-se
estabelecer terapia individualizada atendendo as necessidades de cada um. Nesse sentido séo
necessarias informacgdes que retratem claramente as condi¢cBes do sistema respiratorio e da
progressdo das lesdes estruturais pulmonares. Nos centros de referéncia, avaliagcGes clinicas
multidisciplinares séo feitas a cada dois ou trés meses e incluem exames complementares como
cultura de secrecdo de vias aéreas. AvaliacBes sanguineas (incluindo hemograma, bioquimica,
funcdo hepatica pancreatica e renal), e de imagem, como ultrassonografia abdominal, radiografia
de térax e ecocardiograma séo realizados uma ou duas vezes no ano. Este acompanhamento
constitui a “chave do sucesso” para a avaliacdo da condi¢do multissistémica do paciente e € usado
para acompanhar a progressdo da doenca e a resposta as intervencdes terapéuticas (GIBSON et
al., 2003).

A doenca pulmonar é a maior causa de morbidade e mortalidade em FC e cursa com

obstrucdo progressiva de vias aereas decorrente de menor clearance mucociliar, obstrucéo
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bronquiolar e brénquica, infecgdes endobronquicas recorrentes e inflamacéo persistente, bem
como destruicdo de vias aéreas. Os testes de fungdo pulmonar tém sido considerados instrumento
fundamental no monitoramento da funcdo pulmonar e constitui uma medida indireta e nédo
invasiva da estrutura pulmonar (JONG et al.,2004). Devido as frequentes exacerbacfes, ha um
declinio progressivo do VEF; por ano, e este parametro tem sido apontado como fundamental no
monitoramento da progressdo da doenca. Quanto menor for o VEF;, mais grave é a doenca
pulmonar (CFF PATIENT REGISTRY, 2014). Em geral, a presenca de um VEF; maior ou igual
a 90% do predito sugere funcdo pulmonar normal embora possa haver evidéncias de lesdo
pulmonar mesmo com espirometrias com valores normais; VEF; de 70 a 89% indica doenca
pulmonar leve; de 40 a 69%, doenca moderada e abaixo de 40% traduz doenca pulmonar grave®.
Devido aos avancos terapéuticos, a queda do VEF; tem sido mais lenta nas ultimas décadas, mas
ainda é uma caracteristica marcante da FC e um importante marcador da evolucdo da doenca
(CFF PATIENT REGISTRY, 2014).

O quadro nutricional de pacientes com FC é melhor atualmente do que era ha 10 anos,
porém, o investimento continuo nesta questdo € fundamental no acompanhamento desses
pacientes. Do ponto de vista nutricional, existem alvos especificos a serem atingidos e o indice de
massa corporal (IMC) tem sido apontado como o pardmetro mais importante a ser monitorado.
Para criancas e adolescentes com FC, o IMC é definido em percentis comparaveis com
individuos sem FC, e 0 objetivo é manter os pacientes 0 mais préximo possivel do percentil 50. A
associacdo de um melhor quadro nutricional com melhora da funcdo pulmonar estd bem
documentada, assim como a piora nutricional € um dos fatores de risco para perda de funcédo
pulmonar (ZEMANICK et al., 2010).

O desenvolvimento de estratégias antimicrobianas para patdgenos respiratorios em FC
tem sido um componente fundamental na melhora de sobrevida para esses pacientes e isso
depende da deteccdo e identificacdo apropriada desses agentes. Pode ser dificil saber quando um
microrganismo € verdadeiramente emergente ou quando o aumento de sua frequéncia é resultado
de melhorias nas tecnicas de biologia molecular que permitiram sua identificacdo (LUTZ et al.,
2011). A evolucdo do conhecimento em relagdo aos microorganimos emergentes pode trazer
impacto na luta contra a evolucgdo natural da doenga pulmonar na FC.

A espécie Burkholderia cepacia foi primeiramente isolada na década de 1940, por Walter

Burkholder, que descreveu uma patologia em bulbos de cebola, propondo na ocasido 0 nome
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Pseudomonas cepacia para o agente etiolégico (BURKHOLDER, 1950). Em 1992, ap6s estudos
de homologia do &cido nucleico em espécies do género Pseudomonas, algumas espécies foram
transferidas para o novo género Burkholderia, em homenagem ao pesquisador que descreveu o
microorganismo (VANDAMME & DAWYNDT, 2011). Mais tarde, estudos taxondmicos
utilizando técnicas mais refinadas como andlise da sequéncia 16S rRNA, acidos graxos e
hibridizacdo DNA-DNA, demonstraram que os microrganismos identificados inicialmente como
“B. cepacia” apresentavam similaridades fenotipicas ¢ eram distintos genotipicamente. Por
convenc¢do taxondmica esses microrganismos foram designados em ‘“variantes gendmicas”.
Atualmente essas variantes gendmicas foram formalmente reconhecidas como espécies do CBc e
20 receberam identificacdo binomial: B. ambifaria, B. anthina, B. arboris, B. cenocepacia, B.
cepacia, B. contaminans, B. difusa, B. dolosa, B. latens, B. lata, B. metallica, B. multivorans, B.
pyrrocynia, B. seminalis, B. stabilis, B. ubonensis, B. vietnamiensis, B. pseudomultivorans, B.
stagnalis e B. territorii (VANDAMME & DAWYNDT, 2011; PEETERS et al, 2013; DE SMET
et al., 2015). Embora quase todas as espécies (exceto a B. ubonensis) ja tenham sido isoladas em
pacientes com FC, as espécies mais prevalentes sdo a B. cenocepacia (Estados Unidos, Canada e
Franca), seguida de B. multivorans (CORREIA et al, 2008, DREVINEK &
MAHENTHIRALINGAM, 2010).

Através de analise da sequéncia do gene recA, é possivel subdividir o genomovar Il — B.
cenocepacia — em quatro grupos ou clusters filogenéticos: I1IA, I11B, HIIC, I1ID, porém a maioria
das amostras clinicas é dos grupos I11A e 1IB (VANDAMME & DAWYNDT, 2011).

Existe uma grande heterogeneidade na deterioragdo da funcdo pulmonar de pacientes
infectados por bactérias do CBc. A maioria dos estudos relata que a infeccdo por esse grupo de
bactérias pode estar associada tanto a quadros pouco sintomaticos quanto a formas progressivas
de deterioracdo da funcdo pulmonar, e também a quadros graves, com rapido declinio da funcéo
pulmonar e bacteremia fulminante (“sindrome cepacia”) (CORREIA et al., 2008). Estudos
descrevem a associagdo de colonizacdo por bactérias do CBc com declinio acelerado da funcéo
pulmonar e do indice de massa corporal (IMC), sendo mais evidente quando da colonizagéo por
B. cenocepacia (COURTNEY et al., 2004). Todo esse contexto sugere que a patogenicidade da
infeccdo pelas bactérias do CBc pode variar, porém a B. cenocepacia tem tido maior relevancia
porque tem sido associada a um aumento da mortalidade e alto risco de desenvolvimento de
sindrome cepacia (JONES et al., 2004; COUTINHO et al., 2011).
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As bactérias do CBc se caracterizam pela resisténcia intrinseca a varios antibioticos. Essa
resisténcia é causada por Varios mecanismos como: permeabilidade limitada, mudanca na
estrutura dos lipopolissacaridios, presenca de bombas de efluxo, beta-lactamases cromossémicas
induziveis e alteracdo de proteinas ligadoras de penicilina. Além disso, essas bactérias podem
adquirir resisténcia durante o uso frequente de antibioticos, o que contribui para as dificuldades
terapéuticas para esses pacientes (NZULA et al., 2002; RHODES & SCHWEIZER, 2016).

Outro fator de preocupacdo sobre as bactérias do CBc tem sido a possibilidade de sua
transmissdo entre os pacientes com FC através de contato social, contato proximo e partilha de
equipamentos de terapéutica inalatéria. Desta forma, a grande maioria dos centros de referéncia
em todo o mundo tem adotado medidas rigidas de higiene e segregacdo tanto hospitalar como
ambulatoriais entre os pacientes colonizados e ndo colonizados por bactérias do CBc (CORREIA
et al., 2008).

O reconhecimento do CBc e, em especial, a identificacdo das espécies do complexo é uma
tarefa bastante complexa no laboratério clinico devido a proximidade filogenética e a
similaridade fenotipica ndo s6 entre as espécies do CBc como também entre outras BGNNF, por
exemplo Ralstonia spp e Pandoraea spp. Em geral, os laboratdrios utilizam, na rotina,
procedimentos manuais e/ou automatizados que costumam ter bons resultados para bacilos Gram
negativos. No entanto, sdo comuns os erros de identificacdo do CBc, mesmo com a utilizacdo de
técnicas mais robustas como espectrometria de massa, recentemente introduzida para uso em
laboratdrio clinico. A acuraria da técnica é variavel de acordo com a espécie do CBc (SHELLY et
al., 2000; FEHLBERG et al., 2013). Até 0 momento, as técnicas moleculares sdo consideradas de
referéncia para a identificagdo das espécies do BCc (MAHENTHIRALINGAM et al, 2000). N&o
identificar ou identificar incorretamente o CBc representa um problema para as analises
epidemioldgicas e para o tratamento dos pacientes com FC.

A colonizagdo por bactérias do CBc, em geral, envolve apenas uma espécie de forma
transitoria ou crénica. No Brasil, poucos estudos fazem referéncia a frequéncia (SILVA FILHO
et al., 2002) e ao impacto clinico da colonizagdo por espéecies do CBc (CARVALHO et al.,
2007). Segundo o Registro Brasileiro de Fibrose Cistica, 10,3% dos pacientes cadastrados
apresentavam isolamento de bactérias do CBc em amostras de secrecao respiratoria pelo menos
uma vez ao ano (Registro Brasileiro de Fibrose Cistica- REBRAFC, 2014). Como a frequéncia,

viruléncia e transmissibilidade variam de uma espécie para outra, € fundamental que os estudos
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possam monitorar a repercussdo clinica em diferentes centros a fim de que se entenda a histdria
natural das infecgdes por bactérias do CBc e que este conhecimento possa repercutir na

abordagem assistencial e terapéutica dos pacientes com fibrose cistica.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar a repercussdo clinica da colonizacdo pelas bactérias do complexo B. cepacia em

pacientes com FC, cronicamente colonizados por P. aeruginosa.

1.2 Objetivos especificos

a) Descrever a populacdo envolvida no estudo de acordo idade, género, critérios
diagnosticos de FC e existéncia de insuficiéncia pancreatica, diabetes e hepatopatia.

b) Analisar evolutivamente a fun¢do pulmonar: VEF; e capacidade vital forcada (CVF),
além do quadro nutricional e intercorréncias de todos os pacientes incluidos no estudo, de

acordo com os grupos identificados
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos

O projeto obteve aprovacdo dos Comités de Etica e Pesquisa com Seres Humanos do
Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira —
FIOCRUZ (IFF/FIOCRUZ), e do Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ, conforme as
recomendages da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa/CONEP do Ministério da Satide sob
o registro CAAE: 02867612.1.0000.5269.

2.2 Instituicdes participantes

O estudo foi realizado em pacientes com Fibrose Cistica assistidos no Servico de
Pneumologia do Departamento de Pediatria do Instituto Nacional de Saude da Mulher, da
Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira — FIOCRUZ (IFF/FIOCRUZ) e no ambulatério de
Fibrose Cistica da Policlinica Piquet Carneiro (PPC)/Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE)/Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) (Anexos A e B).

As instituicOes sdo centros de referéncia para FC do Estado do Rio de Janeiro. Criangas e
adolescentes sdo acompanhados no IFF/FIOCRUZ, enquanto adultos (pacientes com 18 anos ou
mais) fazem o seguimento na PPC/UERJ.

A rotina assistencial ¢ semelhante em ambos os centros, com consultas realizadas
idealmente em intervalos de até trés meses. Nas consultas, 0s pacientes passam por avaliacdo
clinica, em equipe multiprofissional e séo realizadas culturas de secrecdo respiratéria (escarro ou,

no caso de criangas ndo expectorantes, swab de orofaringe).
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2.3 Desenho experimental

Trata-se de um estudo realizado a partir de uma coorte retrospectiva de pacientes
portadores de FC cronicamente colonizados por P. aeruginosa e vinculados as instituicoes

envolvidas entre janeiro de 2004 e dezembro de 2013.

2.3.1 Critérios de inclusdo da populacdo

Os critérios de inclusdo dos pacientes foram:

. Ter preenchido critérios diagnosticos de FC, segundo consenso
internacionalmente aceito pela Cystic Fibrosis Foundation (CFF) (ROSENSTEIN & CUTTING,
1998; FARREL et al, 2008), que correspondem a existéncia de uma ou mais caracteristicas
clinicas obrigatoriamente associadas a uma evidéncia de disfuncdo de CFTR.

o Ter recebido acompanhamento clinico e laboratorial regulares (pelo menos quatro
vezes ao ano) entre 2004 e 2013, nas duas institui¢cbes envolvidas, incluindo a coleta e cultura
secre¢Oes respiratorias nas consultas agendadas e realizacdo de exames funcionais de acordo com
o planejamento assistencial da equipe, em momento de estabilidade clinica.

o Ter preenchido critérios de colonizacdo cronica por P. aeruginosa até 2008: mais

de 50% das culturas obtidas nos ultimos 12 meses positivas para P. aeruginosa (LEE et al., 2003)

2.3.2 Critérios de exclusdo

o Evidenciar colonizacdo bacteriana exclusivamente por S. aureus ou apresentar
microbiota normal nas culturas de secrecdes respiratorias
o Estar sendo submetido a qualquer esquema antimicrobiano visando a erradicacdo

de P. aeruginosa.
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o Falta de acesso a documentos fonte para a coleta de dados (resultados das culturas

ou prontuarios medicos).

2.3.3 Desenho do estudo

Através de analise retrospectiva a partir de dados de prontuério de pacientes portadores de
FC, vinculados aos centros de assisténcia citados, foram selecionados aqueles que, no periodo
entre janeiro de 2004 e dezembro de 2008 apresentaram critérios de colonizacdo cronica por P.
aeruginosa e que tenham sido colonizados por bactérias do CBc em algum momento, exceto 0s
alocados no grupo Il1.

Esses pacientes foram alocados nos seguintes grupos:

Grupo | — pacientes com colonizacdo intermitente por bactérias do CBc (um ou dois
isolamentos por ano) (CORREIA et al, 2008)

Grupo Il — pacientes com coloniza¢do cronica por bactérias do CBc (trés ou mais
isolamentos por ano) (CORREIA et al, 2008)

Grupo Il — pacientes nunca colonizados por bactérias do CBc

Tais grupos foram analisados conforme descrito na figura 1 e os seguintes momentos
foram definidos para estudo:

o Momento 1: Colonizagdo cronica por P. aeruginosa foi definido a partir do inicio
do uso de tobramicina inalatoria em meses alternados.

o Momento 2: Colonizagdo crénica por CBc para o grupos Il. Como a mediana de
tempo para a colonizacdo cronica por CBc no grupo Il foi de trés anos, este intervalo de tempo
foi usado para avaliacdo dos grupos I e IlI.

o Momento 3: Cinco anos apds colonizacao cronica por P. aeruginosa

Os dados dos pacientes incluidos foram registrados e avaliados por até 5 anos apés a

inclusao



Figura 1- Esquema representativo do estudo: momentos de avaliagdo dos grupos
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2.3.4 Coleta de dados

Foi criada uma planilha especifica para este estudo no intuito de registrar os dados
clinicos e microbioldgicos. Os documentos fonte sdo os prontudrios médicos e os resultados de

culturas respiratorias armazenados no Laboratorio de Bacteriologia (LABACT/HUPE/UERJ)

2.3.5 Populacdo em estudo

Para cada paciente, foram avaliados dados demograficos e clinicos registrados em
prontuario, como género, idade, genotipo e critérios diagnosticos, estado de suficiéncia
pancredtica (gordura fecal ou elastase fecal ou necessidade de reposicdo exdgena de enzimas),
diabetes relacionado a FC (DRFC), caracterizado por presenca de glicemia jejum >126mg/dL e
teste de tolerancia oral a glicose com glicemia >200mg/dL (BLACKMAN & TANGPRICHA,
2016). A hepatopatia foi caracterizada pelos seguintes parametros: elevacGes persistentes das
transaminases acima de 1,5 vezes dos valores de referéncia ou de uma Unica elevacdo das
transaminases superior a trés vezes do valor da normalidade associado a alteragdes nas imagens
ultrassonograficas (STAUFER et al, 2014). A insuficiéncia pancreatica exdcrina foi definida pela
reposicdo exogena de enzimas pancreaticas. A existéncia de DRFC e de hepatopatia foram
baseadas no registro médico destes diagnosticos nos prontuarios.

Com objetivo de analisar o impacto clinico, foram feitas as seguintes avalia¢cGes para
todos os pacientes envolvidos no estudo: parametros espirométricos (VEF,%, CVF%) e IMC.
Quanto a evolucao clinica, foram verificados os seguintes parametros: numero de internacfes por

exacerbacao respiratoria e desfecho em relagéo a dbito.
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2.3.5.1 Avaliacgdo da funcdo respiratdria

A espirometria foi realizada a cada consulta para os pacientes adultos; as criancas foram
submetidas a espirometria habitualmente a partir de seis anos de idade, na dependéncia da
capacidade cognitiva de realizar o teste, sendo realizado aproximadamente a cada seis meses. Os
exames foram realizados em sistema computadorizado, modelo Collins Survey Il (Warren E.
Collins, Inc). As manobras realizadas produziram curvas volume-tempo e fluxo-volume que
devem passar por critérios de aceitabilidade e reprodutibilidade padronizados pela American
Thoracic Society (ATS) (MILLER et al, 2005). Os laudos de espirometria que ndo atendiam a
estes critérios ndo foram incluidos no estudo. Os valores absolutos foram convertidos em
percentuais do predito usando as equacbes de Knudson como referéncia (KNUDSON et al,
1983). Os maiores valores anuais de VEF;% e CVF% para cada paciente foram analisados
(KNUDSON et al, 1983).

2.3.5.2 Avaliagéo do estado nutricional

A avaliacdo nutricional foi realizada por meio do monitoramento do indice de massa
corporal (IMC) obtido por medidas antropométricas em cada consulta. O célculo do IMC foi
realizado pela relacéo entre peso (em quilos) dividido pelo quadrado da altura (em metros). Tais
resultados foram utilizados para calculo dos percentis correspondentes para cada paciente
utilizando a ferramenta disponivel em www.cdc.gov/healthyweight/assessing/bmi. A avaliacdo

dos percentis de IMC é possivel em pacientes de 2 a 19 anos.


http://www.cdc.gov/healthyweight/assessing/bmi
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2.3.5.3 Avaliagdo bacteriologica

As culturas de secrecdo respiratoria de ambos 0s centros (coletadas pelo menos a cada trés
meses) foram realizadas no Laboratorio de Bacteriologia (LABACT) do HUPE/UERJ, seguindo
protocolos padronizados estabelecidos para culturas em pacientes com FC (GILLIGAN et al,
2006). As amostras de secre¢des respiratoria foram semeadas em Agar sangue, Agar MacConkey
e Agar Mannitol (Difco Labs, Detroit, MI, USA) além do meio seletivo para Burkholderia
cepacia Selective Agar (BCSM-Oxoid, Basingstoke, England). Os microorganismos foram
caracterizados atraves de métodos fisioldgicos manuais (GILLIGAN et al, 2014).

Para a caracterizacdo das diferentes espécies do CBc (no grupo Il) foram empregadas
técnicas moleculares como reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento do gene rec
A realizados no laboratério de Bastonetes Gram negativos Ndo Fermentadores da Disciplina de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ de acordo com metodologia
previamente descrita (MAHENTHIRALINGAM et al, 2000; CARVALHO et al, 2005).

2.4 Analise estatistica

Analises estatisticas descritivas foram feitas por meio da construcdo de tabelas e gréaficos
e também de medidas-resumo apropriadas as escalas de mensuragdo das variaveis. O teste qui-
quadrado foi utilizado para a verificagdo das significancias estatisticas das associa¢fes de duas
variaveis categoricas.

Para a comparacdo entre variaveis numéricas e variaveis categoricas com duas ou trés
categorias foram utilizados, respectivamente, os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e
Kruskall-Wallis. Foram consideradas significativas as diferengas com p<0,05.

Para a andlise das significancias estatisticas das varia¢cdes temporais dentro de cada grupo,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. O software estatistico utilizado foi o Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS 17.0 for Windows).
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3. RESULTADOS

A partir dos dados de registro dos 193 pacientes vinculados e regularmente acompanhados
nos dois centros de referéncia para FC no Rio de Janeiro, no periodo de janeiro de 2004 a
dezembro de 2013, foram identificados 56 pacientes que preenchiam critérios de colonizagdo
crénica por P. aeruginosa. Destes, 27 apresentavam também evidéncias de colonizacdo por
bactérias do CBc: 13 pacientes apresentavam colonizacdo intermitente e 14 evidenciavam

critérios de colonizagdo cronica por bactérias do CBc (Figura 2).

Figura 2— Fluxograma do estudo

Grupo | (n=13)

Pacientes acompanhados

nos centros de referencia Pacientes incluidos no -
199 estudo (n= 56) Grupo Il (n=14)

Grupo Il (n=29)

Fonte: A autora, 2016.
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3.1 Caracteristicas da populacéo

Quanto as caracteristicas no momento do diagndstico de FC, a maioria (n=54; 96,4%)
apresentava manifestacdes clinicas sugestivas de FC, dois (3,6%), evidenciavam historia familiar
sugestiva e sete (12,5%) apresentaram rastreamento neonatal suspeito (dosagem de tripsina
imunorreativa elevada no Programa de triagem neonatal para FC). Dos 56 pacientes incluidos, 53
haviam sido submetidos a analise genética para um painel de 16 mutacGes e a mutacdo DF508
estava presente de forma homozigotica (13/53) ou heterozigética (20/53) em 62,2% dos casos
estudados.

Dos 56 pacientes envolvidos no estudo, com relagcdo a distribuicdo por género, houve
predominio do género feminino (n=38, 67,9%). A idade dos pacientes no momento da inclusdo
no estudo variou de 0 a 36 anos e a distribuicdo por faixa etaria demonstrou predominio de
criancas e adolescentes até 19 anos (n=52; 92,9%) (Tabela 1). N&do houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos quando se analisou a idade no momento da
incluséo no estudo (p>0,05).

Em relacdo a outras colonizagbes bacterianas concomitantes, os pacientes do estudo
apresentavam apenas isolamentos esporadicos de H. influenzae, Achromobacter spp e
Stenotrophomonas spp. A colonizacdo crénica concomitante foi observada apenas para S. aureus,
nas seguintes proporcées: S. aureus sensivel a oxacilina em 84,6% dos pacientes no grupo I,
28,5% no grupo Il e 92,6% no grupo IlI; S. aureus resistente a meticilina em 7,7% no grupo |,
0% no grupo Il e 7,4% no grupo I11.

Em relacdo aos indicadores de prognostico da doenca, comorbidades como hepatopatia e
diabetes mellitus relacionada a FC foram pouco frequentes (1,8% e 3,6%, respectivamente),
enquanto a insuficiéncia pancreética esteve presente na maioria da populagéo (94,6%).

Para a populacdo envolvida, verificou-se que a média anual de internagdes foi de 0,7.
Analisando os grupos em separado notou-se que sdo, em media, 1,2 internagdes/ano no grupo
com colonizacdo intemitente por bactérias do CBc, 0,7 internagcdes/ano no grupo cronicamente
colonizado por bactérias do CBc e 0,5 interna¢fes/ano no grupo nédo colonizado por bactérias do
CBc (Tabela 1). Em relacdo ao numero médio de internacdes, ndo houve diferencas

estatisticamente significativas entre os trés grupos (p-valor >0,05).
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Tabela 1- Caracteristicas da populacdo do estudo

Grupol Grupo Il  Grupo IlI p-valor

Género (n)

Masculino 4 8 6 x

. 0,056

Feminino 9 6 23
Idade
(idade media no momento 1, 9,2 11,1 9,4 0,744™
em anos)
gj’lﬁ)dla de internacdes por 12 0.7 0.5 0,601
Legenda: *Obtido por teste X% **Obtido por teste de Kruskall-Wallis; Nivel de significancia estatistica:

p-valor<0,05

Fonte: A autora, 2016.

A cada exacerbacdo infecciosa 0s pacientes receberam curso de trés antibidticos
endovenosos por 2 semanas. No primeiro isolamento de CBc todos 0s pacientes receberam curso
de trés antibidticos endovenosos (meropenem, ceftazidime e amicacina), por duas semanas,
seguido de trés meses consecutivos de tobramicina inalatéria (step 1). No caso de reisolamento de
bactérias do CBc, outro curso de antibiéticos semelhante ao step 1 foi administrado, porém para o
isolamento de CBc em culturas subsequentes, o tratamento foi discutido com equipe
multidisciplinar.

Durante o periodo do estudo, ocorreram 7 @bitos, sendo 2 no grupo com colonizacdo
intermitente e 5 no grupo com colonizacdo cronica pelo CBc. Nenhum paciente do grupo nao

colonizado veio a Ohito.

3.2 Colonizacao croénica por P. aeruginosa (momento 1)

Foram obtidos dados de espirometria (VEF;% e CVF%) nos trés momentos previamente
descritos de 49 dos 56 pacientes envolvidos no estudo: 10 dos 13 pacientes no grupo com
colonizacdo intermitente pelo CBc (grupo 1), 13 dos 14 no grupo com colonizagéo cronica pelo
CBc (grupo I1) e 26 dos 29 pacientes ndo colonizados por bactérias do CBc (grupo I11). O fator

limitante a realizacdo da espirometria na maioria destas situacGes (6 dos 56) foi idade inferior a
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seis anos, e um paciente ndo foi submetido a espirometria devido a problemas neurol6gicos com
incapacidade cognitiva para realizacdo do exame.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados para 0s
valores de VEF; (p-valor: 0,267) e para CVF (p-valor: 0,911) no momento da colonizacéo
cronica por P. aeruginosa (Tabela 2).

Em relagdo ao IMC, foram obtidos dados dos 56 pacientes no momento da colonizagéo
crénica por P. aeruginosa. Esses valores foram colocados em curvas de percentil de IMC e
avaliados. Dos grupos envolvidos no estudo, no momento do diagnostico de colonizacao cronica
por P. aeruginosa, foram avaliados as médias dos percentis nos trés grupos e houve diferenca
estatisticamente significativa (p-valor: 0,002) entre eles. Observou-se que no grupo que mais
tarde evoluiu com colonizagdo crénica por bactérias do CBc (grupo II), o percentil do IMC era
significativamente menor (média: 17,8) do que os demais grupos (médias: 41,1 e 53,9 para 0s

grupos | e 11, respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2- Dados espirométricos e percentil de IMC no momento 1

Paramétros Grupos Média Desvio-padriao p-valor
I 78,9 27,0
o II 70,6 17,2 0,267
VEF1% il 81,5 222
Total 78,2 21,8
I 85,5 242
o II 86,5 18,3 0,911
CVE% 111 89,3 19,2
Total 87,9 19,4
1 41,4 25.4
Percentil de I 17,8 19,5 0,002
IMC 1 53,9 30,3
Total 42,2 30,6
Legenda:
Grupo [ pacientes com infecgdo intermitente por bactérias do CBc (1 ou 2 isolamentos por ano)
Grupo 11 pacientes com infecgao crénica por bactérias do CBc (3 ou mais isolamentos por ano)
Grupo III pacientes nunca infectados por bactérias do CBc
VEF1% volume expiratdrio for¢ado no primeiro segundo % predito
CVF% capacidade vital forgada % predito

*p-valor obtido por teste de Wilcoxon (significancia estatistica: p-valor<0,05)

Fonte: A autora, 2016.
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3.3 Colonizacao croénica por bactérias do complexo B. cepacia (momento 2)

Para fins de comparacdo dos trés grupos estudados, foi avaliada a mediana de tempo entre
0 inicio do estudo e colonizacao cronica por CBc. Como a mediana de tempo para a colonizagao
crénica por CBc no grupo 1l foi de trés anos, este intervalo de tempo foi usado para avaliacdo dos
grupos | e I11. Os valores médios de VEF1% foram mais baixos no grupo Il (66,4%) do que nos
grupos 1 (82,9%) e 11l (72,6%). Os valores médios de CVF1% também foram mais baixos no
grupo 11 (80,8%) do que nos grupos | (88,9%) e Il (82,0%). No entanto, em relagdo aos dados
espirométricos descritos para os trés grupos, ndo houve diferencas estatisticamente significativas
(p-valor>0,05). Quando foram comparados os percentis de IMC, os valores médios também
forem menores no grupo Il (22,3) do que os do grupo I (43,5) e Il (45,7), sem diferenca
estatisticamente significativa (p-valor 0,082) (Tabela 3).
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Tabela 3- Dados espirométricos e percentil de IMC no momento 2

Paramétros  Grupos Média Desvio-padrao p-valor

I 82,9 27,9
o I 66,4 22,4 0,176
VEF1% I 72,6 223
Total 73,1 23,7
I 88,9 23,4
o II 80,8 18,7 0,426
CVEY I 82,0 19,4
Total 83,1 19,9
I 43,5 26,9
Percentil de I 22,3 20,5 0,082
IMC I 45,7 29,2
Total 39,8 28,1
Legenda:
Grupo | pacientes com infec¢do intermitente por bactérias do CBc (1 ou 2 isolamentos por ano)
Grupo 11 pacientes com infecg¢ao cronica por bactérias do CBc (3 ou mais isolamentos por ano)
Grupo 111 pacientes nunca infectados por bactérias do CBc
VEF1% volume expiratorio forgado no primeiro segundo % predito
CVF% capacidade vital for¢ada % predito

*p-valor obtido por teste de Wilcoxon (significancia estatistica: p-valor<0,05)

Fonte: A autora, 2016.

3.4 Evolucdo dados espirométricos e nutricionais (momento 3)

No final do estudo, cinco anos ap0s a colonizacdo cronica por P. aeruginosa, dados
evolutivos do ponto de vista dos trés grupos foram avaliados e comparados: pacientes do grupo Il
(cronicamente colonizados por bactérias do CBc) evidenciaram valores médios de VEF1%
menores (52,3%) do que os grupos | (86,6%) e Il (67,0%), com diferenca estatisticamente
significativa (p-valor 0,004). Valores médios de CVF% também foram significativamente
menores no grupo Il (67,8%) do que nos grupos | (93,6%) e Il (78,0%), com p-valor 0,032.
Surpreendentemente, valores médios de VEF1% e CVF % do predito do grupo com colonizagao
intermitente por CBc (grupo 1) foram significativamente maiores do que o grupo nunca

colonizado por bactérias do CBc.
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Neste momento, também foram analisados dados nutricionais, como o valor médio de
percentil de IMC para os trés grupos e, para o grupo Il (21,1), foi significativamente menor do
que os grupos I e 111 (45,4 e 45,6 respectivamente), com p-valor: 0,035 (Tabela 4).

Tabela 4- Dados espirométricos e percentil de IMC no momento 3

Paramétros  Grupos Média Desvio-padrao p-valor
1 86,6 22,3
o II 52,3 20,1 0,004
VEF1% I 67,0 18,8
Total 66,7 22,5
| 93,6 18,7
o II 67,8 21,2 0,032
CVEY I 78,0 16,7
Total 78,1 19,9
1 45,4 20,8
Percentil de 1I 21,1 15,0 0,035
IMC I 45,6 28,4
Total 39,8 26,1
Legenda:
Grupo | pacientes com infec¢do intermitente por bactérias do CBc (1 ou 2 isolamentos por ano)
Grupo 11 pacientes com infecgao cronica por bactérias do CBc (3 ou mais isolamentos por ano)
Grupo III pacientes nunca infectados por bactérias do CBc
VEF1% volume expiratério forgado no primeiro segundo % predito
CVF% capacidade vital forcada % predito

*p-valor obtido por teste de Wilcoxon (significancia estatistica: p-valor<0,05)

Fonte: A autora, 2016.

3.5 Evolucdo anual dos dados espirometricos

As taxas de queda anual do parametros espirométricos foram avaliadas e comparadas
entre os grupos do estudo e houve diferencas com significado estatistico. Enquanto pacientes do
grupos | (com infecgéo intermitente por CBc) e 111 (nunca infectados por CBc) apresentaram taxa

média de queda anual de VEF1% de 0 £2,9% e -2,6 £2,9% respectivamente, pacientes do grupo Il
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(cronicamente colonizados por CBc) apresentaram taxa de queda anual de VEF;% de -6 £6,0%.
Em relacdo ao CVF%, notou-se que valores médios de queda anual dos grupos | e Il foram 0,6
+2,5% e -2,2 £2,9% respectivamente, enquanto a taxa de queda anual de CVF% para paceintes

com colonizacéo crénica por CBc foi de -6 £7,9%. (Tabela 5).

Tabela 5- Dados espirométricos (Taxa de declinio anual: VEF1% e CVF% preditos)
P-valor Kruskall-

Médi Desvio- <
Grupo n édia esvio-padrio Wallis *
I 10 0,0 2,9
I 13 -6,0 6,6 0,002
VEF1 %
I 26 -2,6 2,9
Total 49 -3,0 4.6
I 10 0,6 2,5
I 13 -6,0 7,9 0,010
CVF %
m 26 22 2,9
Total 49 -2,6 5,2
Legend:
n namero de pacientes que fizerama espirometria

GrupoI  pacientes com infecgdo intermitente por bactérias do CBc (1 ou 2 isolamentos por ano)
Grupo Il  pacientes com infecg¢ao cronica por bactérias do CBc (3 ou mais isolamentos por ano)
Grupo III  pacientes nunca infectados por bactérias do CBc

VEF1%  volume expiratorio forcado no primeiro segundo % predito

CVF% capacidade vital forcada % predito

*SignificAncia estatistica: p-valor<0,05

Fonte: A autora, 2016.

3.6 Identificacdo das espécies do Complexo B. cepacia

Os dados dos pacientes cronicamente colonizados por CBc foram separados e analisados
de forma a verificar quais espécies do complexo B. Cepacia eram mais prevalentes. Esta
avaliacdo evidenciou que a maior parte dos pacientes era colonizada por B. cenocepacia (n=8) e
B. vietnamiensis (n=5). Analisando dados espirométricos (VEF; e CVF %) para esses pacientes

ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os pacientes colonizados por espécies
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diferentes, porém houve maior nimero de 6bitos em pacientes cronicamente colonizados por B.

cenocepacia (80% dos 6bitos de pacientes do grupo I1).
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4. DISCUSSAO

O cenario do diagnostico da FC mudou dramaticamente na Ultima década, desde a
implantacdo do teste de triagem neonatal para FC, através da dosagem da tripsina imunorreativa.
Atualmente, ao invés do diagndstico baseado em sintomas e sinais e ap0s um processo
diagnostico longo e dificil, muitos tém o diagnostico a partir da triagem neonatal positiva
(ROSENFELD et al, 2016). Dados da Cystic Fibrosis Foundation de 2013 descrevem que 62%
dos diagndsticos de FC nos Estados Unidos séo feitos a partir da triagem neonatal. O diagndéstico
precoce permite melhorar o prognostico a longo prazo, através do monitoramento regular e
intervencdo adequada, iniciando-se ainda antes mesmo da instalacdo de deficiéncias nutricionais
ou lesdo estrutural pulmonar irreversivel (ROSENFELD et al, 2016). No Brasil, o Sistema Unico
de Salde passou a incluir a dosagem de tripsina imunorreativa (TIR) no Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN) em 2001. No Rio de Janeiro esta inclusdo aconteceu a partir da
portaria 983/ 2011, de 27 de dezembro de 2011 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). No Brasil, 0
namero de diagndsticos novos a partir da triagem neonatal vem aumentando significativamente e
em 2014, dos 166 casos novos, 70% foram feitos a partir da dosagem de TIR elevada (Registro
Brasileiro de Fibrose Cistica- REBRAFC, 2014). Como o0 presente estudo teve inicio em 2004 no
Rio de Janeiro, num momento em que o PNTN ainda ndo permitia cobertura ampla para o
diagnostico precoce de FC, somente 12,5% dos pacientes foram diagnosticados a partir da
dosagem de TIR no periodo neonatal e estes foram provenientes da clinica privada.

Mais de 2000 mutacbes tém sido associadas a FC (CYSTIC FIBROSIS MUTATION
DATABASE, 2016). A mutacdo mais frequente em praticamente todas as popula¢fes do mundo
é a F508del e estd presente em mais de 70% dos alelos na populagdo caucasiana (CABELLO,
2011). Sabe-se que a presenga da mutacdo F508del em homozigose, geralmente, mas ndo
exclusivamente, produz um fendtipo mais severo em todos os o6rgdos afetados, quando
comparados com a presenca dessa mutacdo em heterozigose ou na sua auséncia (KEREM, 1990).

O Brasil permanece com menos de 50% dos pacientes apresentando resultados de
investigacdo genética e ainda ndo ha uniformidade na realizacdo dos testes genéticos para FC.
Alguns centros realizam apenas a pesquisa da mutacdo F508del, enquanto outros pesquisam

painéis de mutacdes ou sequenciamento do gene CFTR. Em 2014, dos 1.604 pacientes com
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mutacdo identificada, 1.118 (69,7%) apresentavam a mutacdo F508del, sendo 25% em
homozigose (Registro Brasileiro de Fibrose Cistica- REBRAFC, 2014). Em concordancia com 0s
dados da populacdo brasileira, no presente estudo, dos 53 pacientes submetidos a analise genética
para FC, 33 (62,2%) apresentavam a mutacéo F508del.

O numero de adultos (maiores de 18 anos) em acompanhamento nos centros de referéncia
para FC nos EUA vem aumentando e, em 2014, chegou a 50,7% (CFF PATIENT REGISTRY,
2014). No Brasil, 0 numero de adultos acompanhados em centros de referéncia corresponde a
24,6% e o de criancas e adolescentes corresponde a 75,4% (Registro Brasileiro Fibrose Cistica
em 2014). No presente estudo, houve predominio de pacientes com idade inferior a 20 anos
(92,9%) em relacdo ao nimero de adultos (7,1%) evidenciando que fatores progndsticos e de
sobrevida podem ter influéncia na distribuicdo por faixa etaria na populacdo estudada.

Dentre os fatores que negativamente afetam o prognostico em FC, inclui-se desnutricao,
diabetes mellitus, infeccdo por P. aeruginosa (NIXON et al., 2001; EMERSON et al, 2002) e por
bactérias do CBc e frequéncia de exacerbacBes. A mediana de sobrevida para pacientes do género
feminino com FC é aproximadamente trés anos menor que para individuos do género masculino
(DEMKO et al., 1995). Fatores socioecondmicos e ambientais também influenciam no
progndstico da doenga respiratoria em FC. Por outro lado, sabe-se que pacientes com suficiéncia
pancredtica apresentam declinio de funcdo pulmonar mais lento (KONSTAN et al., 2003). No
presente estudo, houve predominio de individuos do género feminino (67,9%) e a insuficiéncia
pancreatica estava presente em 94% dos pacientes e esses dados podem ter contribuido como
fatores progndsticos negativos para a populagéo estudada.

A repercussdo clinica da colonizacdo por bactérias do CBc é preocupante e estudos
descrevem impacto negativo em morbidade e mortalidade, associados com aumento do risco de
morte, aceleracdo no declinio da fungdo pulmonar e aumento no nimero de hospitalizagdes
(COURTNEY et al., 2004; CORREA-RUIZ et al., 2013). Mc Closkey et al. compararam trés
grupos de pacientes (n=190): colonizados por P. aeruginosa e CBc, colonizados somente por P.
aeruginosa e ndo colonizados pelas duas bactérias. Evidenciou-se que a coloniza¢do por CBc
estava associada a um declinio mais rapido porém varidvel da fungdo pulmonar, e que esta
variabilidade poderia estar relacionada a espécie de CBc envolvida. No entanto, em todos o0s

grupos estudados, ndo houve mencéo a cronicidade da colonizagéo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Correa-Ruiz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23528342
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Outro estudo conduzido com pacientes portugueses (CORREIA et al., 2008), avaliou
retrospectivamente 31 pacientes com FC colonizados por CBc e estes foram divididos em dois
grupos (I: isolamento intermitente e Il: isolamento crénico). Como esperado, no grupo com
isolamento cronico houve maior mortalidade, maior nimero de hospitalizacdes e valores de
VEF;:% menores. Alguns pacientes com colonizacdo crénica por CBc j& apresentavam piora da
funcdo pulmonar antes da colonizagdo por CBc, como resultado da colonizagdo por outros
agentes patogénicos em FC e também da progressdo da prépria doenca. Nao houve comparagéo
entre 0s grupos em relacdo a possiveis interacdes entre co-infecgbes e piora dos parametros
clinicos.

Em relagcdo a importancia da identificacdo de co-infecgBes sabe-se que a colonizacao
crénica por P. aeruginosa leva a resposta inflamatéria prolongada, a qual acredita-se ser
causadora de lesdo tecidual respiratoria e contribuir para subsequente perda de funcdo pulmonar
(DORING, 2012). E descrito também que a colonizagdo cronica por P. aeruginosa estd
diretamente associada a funcdo pulmonar alterada e menor sobrevida (EMERSON et al., 2002).
Na presente andlise, todos 0s pacientes eram cronicamente colonizados por P. aeruginosa, e este
fato € um fator de risco para maior morbidade. No entanto, como todos 0s pacientes incluidos
eram previamente colonizados cronicamente por P. aeruginosa, o acréscimo em morbidade foi
homogéneo para os trés grupos, sem haver aumento especifico na morbidade em relacdo aos
grupos. Este aspecto se torna relevante uma vez que a deterioracdo de qualquer dos critérios
clinicos ou laboratoriais ndo estaria associado a P. aeruginosa, uma bactéria reconhecida pelo
impacto na doenca respiratoria em FC (ZEMANICK et al., 2010).

Em relacdo a mortalidade, neste estudo, houve maior numero de Obitos no grupo
cronicamente colonizado por CBc, e este dado possivelmente esteve associado a repercussédo da
colonizagdo crénica por CBc. Quanto a repercussdo no quadro funcional pulmonar, verificou-se
que os pacientes que desenvolveram colonizagdo crénica por CBc apresentaram valores médios
de VEF; e CVF significativamente menores, evidenciando que a colonizacgdo crénica por CBc
pode ser um fator de risco para deterioracdo da funcdo pulmonar. Valores médios de VEF,% e
CVF% maiores foram encontrados em pacientes com colonizacdo intermitente por CBc e este
dado poderia estar relacionado a uma maior adesdo as propostas terapéuticas.

As andlises de taxas de queda de VEF,% tém sido estudadas em FC com objetivo de

avaliar a progressdo da doenga pulmonar e identificar grupos de risco para 0s quais intervengdes
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terapéuticas podem ser indicadas e também para avaliar tais intervengdes. Os fatores de risco
associados a quedas de VEF; incluem baixa idade, fungdo pulmonar preservada, sexo feminino,
genes modificadores, insuficiéncia pancreatica, diabetes mellitus, estado nutricional ruim e
colonizacdo por P. aeruginosa e CBc.

O Estudo Epidemioldgico de Fibrose Cistica (MORGAN et al, 1999) foi um estudo
prospectivo em uma grande populagdo (n= 24863) nos EUA e Canada, que permitiu o
entendimento da histéria natural da doenca pulmonar e se tornou base para estudo da queda de
VEF; em pacientes com diferentes faixas etarias. Outro estudo com criancas e adolescentes com
FC evidenciou que as taxas de queda anuais de VEF1% eram: -1,12, -2,39 e -2,34% em
pacientes 6 a 8 anos, 9 a 12 anos e 13 a 17 anos, respectivamente (KONSTAN et al, 2007).
Frangolias et al comparando dois grupos de pacientes adultos com FC (infectados ou nédo por
CBc), ndo encontraram diferencas significativas entre casos e controles (FRANGOLIAS et al,
1999). Em nosso estudo, as taxas de queda anuais de VEF;% foram estatisticamente diferentes
entre os grupos envolvidos, e 0s pacientes do grupo cronicamente colonizado por CBc
apresentaram taxa média de queda de VEF,% de -6% ao ano, o que é muito maior do que o
esperado em todas as faixas etarias descritas, evidenciando o impacto da colonizagdo cronica por
CBc na doenca respiratoria.

A associacdo de um bom estado nutricional com melhora da funcdo pulmonar tem sido
bem documentada (ZEMANICK et al, 2010), e a desnutrigdo se configura como fator de risco
para aceleracdo da queda de funcdo pulmonar. Konstan et al avaliaram a correlacdo entre
crescimento e estado nutricional e fungdo pulmonar em 931 criancas de trés a seis anos de idade.
Identificaram que a funcdo pulmonar (VEF;) era melhor aos seis anos em criangas com indices
nutricionais (peso para idade) acima do percentil 75 antes dos trés anos de idade, enquanto que
aqueles com indices nutricionais (peso para idade) abaixo do percentil 5 aos trés anos
apresentavam VEF; significativamente menor (KONSTAN et al, 2003)

No entanto ndo se sabe se a perda de IMC precede o declinio de VEF1%. Um estudo
retrospectivo (McPHAIL et al., 2008) comparou a fung@o pulmonar e o estado nutricional em
duas coortes de FC. Foram encontrados melhora da fungdo pulmonar e quadro nutricional em
pacientes de 6 a 12 anos. Havia taxa de declinio de funcdo pulmonar menor em pacientes com

IMC basal maior e com menor taxa de queda de IMC. No estudo atual, os pacientes cronicamente
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colonizados por CBc apresentavam IMC basal menor, o que pode ter sido um fator de risco para
colonizacdo cronica por CBc e progresséo da doenca.

Muitos estudos em FC tem evidenciado que apos colonizacdo por CBc, o desfecho pode
variar consideravelmente desde um declinio rapido e fatal da funcdo pulmonar e bacteremia, até
um estado de colonizacdo assintomatica, sugerindo que a patogenicidade das bactérias do CBc
varia (COURTNEY et al., 2004). No presente estudo, B. cenocepacia foi a espécie mais
frequente no grupo com colonizacdo crénica (8/14). Neste grupo, o numero de o6bitos foi maior e
associado a colonizacdo por B. cenocepacia em 80% dos casos. B. vietnamiensis foi isolado em
um paciente do grupo com colonizagdo cronica por CBc que veio a 6bito. O tempo médio entre
colonizagdo cronica por CBc e o6bito foi de 5,2 anos. Considerando somente 0s pacientes
colonizados por B. cenocepacia, esse tempo médio ficou reduzido para 4,7 anos.

O aspecto retrospectivo deste estudo, bem como o uso de critérios restritos de inclusao,
limitaram o tamanho da amostra. No entanto poucos estudos contemplam a colonizacéo
intermitente e crénica por CBc em criancas e adultos com FC. A compreensdo do impacto da
colonizacdo crénica por CBc nos pacientes com FC reforca a importancia do desenvolvimento de

possiveis medidas de erradicacdo e de segregacdo destes pacientes.
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CONCLUSAO

Os pacientes cronicamente colonizados por P. aeruginosa e que desenvolveram também
colonizacdo cronica por CBc evidenciaram evolutivamente maior comprometimento funcional
pulmonar e nutricional quando comparados a grupos com colonizacdo intermitente ou sem
colonizacdo por CBc. No entanto, valores mais baixos de IMC podem preceder os efeitos da
colonizacdo por CBc, podendo ser um fator de risco para colonizacdo crénica.

A progressdo da doenca se mostrou também mais rapida em pacientes colonizados

cronicamente por CBc, tanto do ponto de vista funcional quanto nutricional.
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Abstract

P. aeruginosa.

Background: Pulmonary deterioration after B.cepacia complex (BCC) colonization has a heterogeneous pattern.
The aim was to investigate the clinical outcome of BCC colonization in CF patients chronically colonized with

| Methods: CF patients chronically colonized with P. aeruginosa were divided into three groups: intermittent (1), |
| chronic (1) and no colonization (Ill) with BCC. Body mass index (BMI) percentile and spirometric parameters were |

| analyzed at three different times in each group.

| Results: Fifty-six patients chronically colonized with P. aeruginosa were included. Of these, 27 also had evidence
of BCC colonization (13 intermittent and 14 chronic). BMI percentile was significantly lower among patients |

chronically colonized by both P. aeruginosa and BCC. Mean values of FEV; and FVC % were also significantly |
lower in these patients, both at the time of chronic BCC colonization and 24 months forward. !

Conclusions: Chronic BCC colonization is associated with significant loss of lung function. Lower BMI might be

| arisk factor for chronic BCC colonization, preceding these events.

J Keywords: Cystic fibrosis, Burkholderia cepacia complex, Respiratory Function Tests, Body mass index

Key messages

o Chronic BCC colonization is associated with
significant loss of lung function

e Lower BMI might be a risk factor for chronic BCC
colonization

Background

Respiratory disease is the major cause of morbidity and
mortality in cystic fibrosis (CF) patients. The majority of
CF patients develop chronic infection by Pseudomonas
aeruginosa, which is associated with impaired lung func-
tion and decreased survival in CF [1].

Burkholderia cepacia complex (BCC) is now recognized
as a group of opportunistic pathogens in CF patients,
usually associated with poor prognosis and patient-to-
patient transmissibility. The exact pathophysiology of BCC
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colonization/infection remains unclear, and pulmonary de-
terioration has a heterogeneous pattern, leading to a ful-
minant development in almost 30 % of patients [2, 3].

Loss of lung function is still one of the main factor
that contribute to mortality in CF [4]. Therefore, spiro-
metric measurements — in particular, forced expiratory
volume in 1 s (FEV;) % predicted and forced vital cap-
acity (FVC) % predicted — are important surrogate mea-
sures of disease progression (4] Nutritional status has a
strong positive association with pulmonary function and
survival in CF. Attainment of normal body mass index
(BMI) is one of the major goals for CF treatment.

The aim of this study was to investigate the clinical
outcome of BCC colonization in CF patients who were
previously chronically colonized with P. aeruginosa.

Methods

This is a retrospective study performed in two CF cen-
tres in Rio de Janeiro, Brazil: Instituto Fernandes Fig-
ueira (Fundagio Oswaldo Cruz, Ministério da Satdde),
for children/adolescents, and Hospital Universitdrio
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Pedro Ernesto — HUPE (Universidade do Estado do Rio
de Janeiro — UER]), for adults. Approval was obtained
from the ethics committee on both institutions.

In both institutions, cultures of respiratory secretions
were conducted in the Bacteriological Laboratory of
HUPE/UER]J, according to standardized protocols estab-
lished for CF patients, and were performed at least on a
3- monthly basis throughout the study [5]. The clinical
samples were plated onto Sheep blood agar, MacConkey
agar, Mannitol salt agar (Difco Labs, Detroit, M1, USA)
and Burkholderia cepacia medium supplemented (Oxoid,
Basingstoke, England). The microorganisms were charac-
terized at the genus and species level by routine conven-
tional physiological methods [6]. In order to identify the
distinct genomovars, a 1043 bp PCR product correspond-
ing to the recA gene was amplified by PCR. DNA se-
quence was performed in both directions with the PCR
primers and the aid of two additional primers, BCR3 and
BCR, as previously described (7, 8].

Patients’ inclusion criteria were: CF diagnosis accord-
ing to Cystic Fibrosis Foundation consensus [9, 10];
regular clinical and laboratorial follow-up during the
study period; chronic colonization with P. aeruginosa
diagnosis (i.e., happened before the study period and
was diagnosed when P. aeruginosa was isolated in more
than 50 % of cultures of sputum or throat swabs taken
in the previous 12-month period) [11]. Subjects who
presented no respiratory colonization or solely S. aureus
colonization were excluded from the study, as well as
those who were being submitted to any kind of P. aeru-
ginosa eradication protocol.

These patients (all chronically colonized with P. aeru-
ginosa) were divided into the following groups:

Group I — patients with intermittent colonization with
BCC (1 or 2 isolates per year)

Group II — patients with chronic colonization with
BCC (3 or more isolates per year)

Group III — patients never colonized with BCC

Page 2 of 6

For each patient, medical record data was evaluated,
including gender, age, genotype and diagnostic criteria,
state of pancreatic insufficiency (fecal fat or fecal elastase
or need for exogenous replacement enzymes), CF-
related diabetes (CFRD) and liver disease. The clinical
outcome of each patient was also evaluated considering
the following parameters: spirometric parameters such
as forced expiratory volume in 1 s (FEV,) % predicted
and forced vital capacity (FVC) % predicted, and body
mass index (BMI) percentile for patients 2—19 y/o. These
data were recorded for all groups during three different
times (Fig. 1): Time 1: when patient was diagnosed as hav-
ing P. aeruginosa chronic colonization; Time 2: when
group Il was diagnosed as having chronic colonization with
BCC; since median time between the chronic colonization
with P. aeruginosa and the chronic colonization with BCC
was 3 years, this period of time was used to establish Time
2, for groups I and III; Time 3: all patients were also evalu-
ated 5 years after the P. aeruginosa chronic colonization.

Descriptive statistical analyses were performed through
construction of tables and charts. Non-parametric
Mann—Whitney and Kruskal-Wallis tests were used to
compare numerical and categorical variables with 2 or 3
categories respectively. The Wilcoxon test was used to
analyze statistical significance of temporal variations
within each group. The level of significance was set at
probability (p) less than 5 % (p < 0.05).

Results

From 2004 to 2013, 56 patients with chronic P. aerugi-
nosa colonization were identified. Of these, 27 also had
evidence of BCC colonization: 13 had intermittent
colonization and 14 had chronic colonization. Clinical
data is described in Table 1. Age of patients at the inclu-
sion time ranged from 0 to 36 years old, most of them
female (n = 38, 67.9 %); the majority were children or ado-
lescents (1#=52; 92.9 %). Diabetes mellitus (CFRD) and
liver disease related to CF were uncommon (3.6 and 1.8 %,
respectively), whereas pancreatic insufficiency was present

24 months

TIME 1 TIME 2
P. aeruginosa chronic
colonization

{

chronic B. cepacia
complex colonization

1

Fig. 1 Timeline
, N

60 months

52
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Table 1 Patient data
Group | Group Il Group Il B p-value
Gender (n) 0056
Male 4 8 6
Female 9 6 23
Age (mean age at time 1, in years) 92 11 94 0.744"
Mean annual hospital admissions per year 1.2 07 05 0601™

*Obtained by X test
**Obtained by Kruskall-Wallis test; Level of significance: p-value < 0.05

in most of the population (94.6 %). Regarding chronic
colonization, no patients were chronically colonized for H.
Influenzae, Achromobacter spp and Stenotrophomonas spp.
Chronic colonization with S. aureus was found in 84.6 % in
group I, 28.5 % in group II and 92.6 % in group III. Fur-
thermore, chronic colonization with methicillin-resistant S.
aureus was found in 7.7 % in group I, 0 % in group II and
7.4 % in group IIL

The average number of hospital admissions per year
was 0.7, with no statistical difference among the groups.
At each hospital admission, patients received intravenous
antibiotic treatment. All patients with new growths of
BCC were treated with a regimen of 3 intravenous antibi-
otics (meropenem + ceftazidime + amykacin) for 2 weeks,
followed by 3 consecutive months of nebulised tobra-
mycin. If BCC is isolated after initial colonization, patients
received another course of step 1. For further CBC isola-
tion, therapeutic management was discussed by the multi-
disciplinary team. Death occurred in 7 patients (2 in
group I and 5 in group II). No patient died in group III
during the 5 years of observation.

Spiromeric data (FEV; % and FVC % predicted) and
BMI percentile were evaluated for all groups in the three
different times previously described. Spirometric data
were obtained from 49 of the 56 patients involved in the
study: 10 of 13 patients in group I, 13 of the 14 patients
in group Il and 26 of the 29 patients in group III. The
limiting factors for spirometry performance were: age
less than six years old (6 patients), and neurological
problems (1 patient).

There was no statistically significant difference between
the groups for FEV; % predicted (p-value: 0.267) or FVC
(p-value: 0.911) at the time of P. aeruginosa chronic infec-
tion. However, at this time, patients of group II (who
would course with chronic colonization with BCC 3 years
later) already presented BMI percentiles significantly
lower (mean: 17.8) than the other groups (mean: 41.4 and
53.9), and p-value was 0.002 (Table 2).

Three years later, when patients from group II were di-
agnosed with chronic infection by BCC, mean values of
FEV; % predicted, FVC % predicted and BMI percentile
were lower in group II, without statistical significance
(p-value >0.05) (Table 2).

Five years later, mean values of FEV,; % predicted and
FVC % predicted were significantly lower in patients
chronically colonized with BCC (52.3 %; 67.8 %) when
compared with those with intermittent colonization by
BCC and those never colonized with BCC (p-values
0.004 and 0.032, respectively). Surprisingly, mean values
of FEV; % predicted and FVC % predicted for patients
with intermittent BCC colonization were higher than
those who were never colonized by BCC. At the end of
the study (5 years after the P. aeruginosa chronic
colonization), the mean value of the BMI percentile was
significantly lower in patients with chronic BCC (21.1)
than it was in groups I and IIl (45.4 and 45.6, respect-
ively) with p-value 0.035 (Table 2).

Mean annual rates of decline for spirometric data
(FEV, and FVC % predicted) were statistically different
between the groups. While group I (intermittent
colonization with BCC) and III (never colonized with
BCC) showed mean FEV; % predicted annual rates of
decline of 0+2.9 % and -2.6+2.9 % respectively, pa-
tients chronically colonized with BCC presented with a
mean FEV1 % predicted annual rate of decline of -6 +
6.0 %. When assessing FVC % predicted, mean annual
rates of decline in intermittent or never colonized pa-
tients with BCC were 0.6 £2.5 % and -2.2+2.9 %, re-
spectively, while patients chronically colonized with
BCC presented with -6 + 7.9 % (Table 3).

In a subanalysis restricted to patients chronically colo-
nized with B. cepacia complex bacteria, it was found that
most of them had B. cenocepacia (n=8) and B. vietna-
miensis (n =5). Analyzing spirometric data of FEV, and
FVC % predicted, there were no statistical differences
between species in this group of patients. However, we
noted a greater number of deaths in B. cenocepacia
chronically colonized patients.

Discussion

Previous studies have found that CF patients chronically
colonized with BCC have a greater deterioration of lung
function, require more frequent antibiotic therapy and
also display increased mortality compared to patients
colonized with P. aeruginosa [12, 13].
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Table 2 Espirometric and BMI percentile data
TIME 1 TIME 2 TIME 3
Parameters Groups Mean Standard P-value Mean Standard P-value Mean Standard P-value
values deviation values deviation values deviation
FEV; % | 789 270 0.267 829 279 0.176 86.6 223 0.004
Il 706 172 66.4 224 523 20.1
1l 815 222 726 223 67.0 188
Total 782 218 731 237 66.7 225
FVC % | 855 242 889 234 936 187 0032
Il 86.5 183 0911 80.8 187 0426 67.8 21.2
] 893 19.2 820 194 780 16.7
Total 879 194 83.1 199 78.1 199
BMI percentile | 414 254 435 269 454 208 0035
Il 178 195 0.002 223 205 0.082 211 150
I 539 303 457 292 456 284
Total 422 306 398 28.1 398 26.1

Group |: patients with intemittent colonization with 8. cepacia complex bacteria (1 or 2 isolates per year)
Group II: patients with chronic colonization with B. cepacia complex bacteria (>3 isolates per year)

Group lII: patients never colonized with B. cepacia complex bacteria
FEV, %: forced expiratory volume in 1 s % predicted

FVC %: forced vital capacity % predicted

BMI percentile: body mass index percentile

p-value obtained by Wilcoxon test (level of significance: p-value < 0.05)

Although the clinical outcome after chronic P. aerugi-
nosa colonization has been extensively analyzed and as-
sociated with deterioration of lung function, few studies
have been done with chronic BCC colonization. McClos-
key et al [14] assessed the impact of BCC infection in
adult CF patients by measuring changes in pulmonary
function and BMI in patients previously infected or
never infected with P. aeruginosa. They concluded that
infection with BCC results in a more rapid but variable
lung function decline, which may be related to the strain
involved. However, in all groups involved, there was no
mention about chronicity of infection.

Correia et al [2] carried out a retrospective study of 31
patients with BCC infection who were categorized into
two groups (L: intermittent isolations and II: chronic isola-
tions). As expected, in the chronic isolation group, pa-
tients had higher mortality and number of hospitalizations
and lower FEV; values, in line with patients’ major deteri-
oration. Some patients from the chronic isolation group
had already exhibited deteriorated lung function before
becoming infected with BCC, as a result of colonization
with other pathogenic agents and disease progression.
There was no comparative data between both groups re-
garding co-infection, lung function or BMI.

Table 3 Spirometric data (Annual rate of decline: FEV; % and FVC % predicted)

Group Number Mean Standard deviation P-value Kruskall-Wallis
FEV; % | 10 00 29 0.002
Il 13 -6.0 66
Il 26 -26 29
Total 49 -30 46
FVC % | 10 06 2.9 0010
] 13 -6.0 79
Il 26 522 29
Total 49 -26 52

Number: number of patients who performed spirometry

Group I: patients with intermittent colonization with B. cepacia complex bacteria (1 or 2 isolates per year)
Group I: patients with chronic colonization with B. cepacia complex bacteria (>3 isolates per year)

Group llI: patients never colonized with B. cepacia complex bacteria
FEV, %: forced expiratory volume in 1 s

FVC %: forced vital capacity

Level of significance p-value <0.05
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In our study, a higher number of deaths occurred in
the BCC chronically colonized group. All patients in our
study were previously diagnosed as having P. aeruginosa
chronic infection. This aspect is relevant because the de-
terioration of any criteria in all groups wouldn’t be associ-
ated with Pseudomonas aeruginosa, a bacteria currently
known to have impact on CF lung disease, and, therefore,
eliminating this possible bias [4].

Patients who developed chronic colonization with
BCC demonstrated significant lower FEV; and FVC at
this time, showing that B. cepacia complex chronic
colonization might be a risk factor for lung volume de-
cline. Higher mean values of FEV; and FVC were found
for patients with intermittent B. cepacia complex
colonization. This might be related to a better patient
and family adherence to treatment since first isolation of
B. cepacia complex. The knowledge of the decrease in
long-term survival and fear of progressive invasive
bacteremic disease associated with BCC colonization
might be responsible for this change in attitude regard-
ing CF treatment.

The rate of decline in FEV; % predicted has been stud-
ied in CF patients to better understand the progression
of lung disease, in order to identify high-risk groups in
whom aggressive therapy might be indicated and to as-
sess therapeutic interventions. Risk factors associated
with FEV; decline include but are not limited to young
age, high lung function, female gender, modifier genes,
pancreatic insufficiency, poor nutritional status, viral re-
spiratory infections, colonization with P. aeruginosa and
BCC, and diabetes mellitus. The Epidemiologic Study of
Cystic Fibrosis found that overall rates of FEV; % pre-
dicted decline were -1.12, -2.39 and -2.34 % per year in
6-8-year-olds, 9-12-year-olds and 13-17-year-olds, re-
spectively [15].

Frangolias et al [16], comparing two groups of adult
CF patients (infected and not infected with BCC), found
no significant differences in rates of FEV; and FVC %
predicted decline between cases and controls. In our
study, mean rates of FEV; % predicted decline were sta-
tistically different between the groups, and the group
chronically colonized with BCC presented with a mean
FEV; % predicted decline of -6 % per year, which was
much higher than expected in all ages. This shows the
negative impact of chronic BCC infection in CF lung
disease.

The association of better nutritional status with im-
provement of lung function is well documented, and poor
nutrition is a risk factor for accelerated decline in lung
function. However, it is not known whether BMI decline
predates FEV; decline. A retrospective study by Mc Phail
etal [17] compared lung function and nutritional outcome
in two CF birth cohorts. They found improvements in
lung function and nutritional status in patients from ages
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6-12, and a decreased rate of lung function decline associ-
ated with a higher baseline BMI (% predicted) and a
slower rate of BMI decline. In our study, the BCC chron-
ically colonized group had a lower baseline BMI, which
might be a risk factor for chronic BCC colonization and
disease progression.

Many studies have shown that in pulmonary colonization
with B. cepacia complex, the outcome varies considerably,
from a rapid fatal decline in lung function and bacteremia
to an acceleration of pulmonary function decline or to
chronic asymptomatic infection, suggesting that pathogen-
icity within B. cepacia complex varies [12]. In our study, B.
cenocepacia was more frequent in the chronically colo-
nized group (8/14). In this group, the number of deaths
was higher and associated with B. cenocepacia colonization
in 80 % of cases (4/5). B. vietnamiensis was isolated in
one patient of group II who died (1/5). Mean time of
death after chronic colonization with BCC was 5.2 years.
Considering only the four patients with B. cenocepacia
colonization, this time was reduced to 4.7 years.

Understanding functional consequences of CFTR mu-
tations is important not only for population screening
but also CF for management and treatment. McManus
et al [18] performed genotype analysis on 59 adult CF
patients and evaluated its correlation to P. aeruginosa
and BCC chronic infection. They concluded that pa-
tients homozygous or heterozygous for the deltaF508
deletion are more likely to suffer airway colonization
with BCC or P. aeruginosa. In our study, CF genotype
was not available for all patients. Further evaluation of
CF genotype will be useful to understand correlation of
CF genotype and BCC colonization.

The retrospective nature of the study and the strict in-
clusion criteria limited the sample size. However, there
are few studies contemplating BCC infection involving
children and adults with CF.

Conclusion

In conclusion, this study suggests that in patients previ-
ously identified as chronically colonized with P. aerugi-
nosa, chronic BCC colonization is associated with lower
spirometric data. However, lower BMI might preceed
spirometric effects of BCC, possibly being a risk factor
for chronic colonization.
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Abstract
Burkholderia cepacia complex is a group of opportunistic pathogens in CF patients believed to be
associated with poor prognosis and patient-to-patient transmissibility. Little is known about

clinical outcomes after B. vietnamiensis chronic colonization/infection. We report the case of a
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31yo male CF patient known to have chronic infection with B. viethamiensis for 26 years who
presented recent clinical and laboratorial deterioration. Microbiome analysis of respiratory
secretions was performed in 3 samples collected in 2014-2015. Clinical deterioration after 26 years
of stability overlapped with cystic fibrosis-related diabetes and microbiome composition revealed

no significant differences when compared microbiome results to culture dependent methods.
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1. Introduction

Burkholderia cepacia complex (Bcc) is a group of opportunistic pathogens, with at least 20
distinct genomovars/species (1), believed to be associated with poor prognosis and patient-to-
patient transmissibility in cystic fibrosis (CF). B. cenocepacia and B. multivorans are more
prevalent but in Brazil B. vietnamiensis colonization/infection, it was identified as the second
most prevalent species (2).

In comparison with B. cenocepacia, the clinical significance of infection with the other Bcc
species is much less clear. B. multivorans, for example, has not been associated with an increased
mortality or accelerated decline when compared with those associated with chronic Pseudomonas
aeruginosa infection (3,4,5). However, little is known about clinical outcomes after chronic
colonization with others species.

Based on these considerations we describe the clinical, laboratorial and microbiological
follow-up of a CF patient colonized with B. vietnamiensis during 26 years, who experienced
progressive clinical worsening in the last 3 years. This case raised several issues regarding factors
influencing clinical deterioration and the possible impact of changes in lung microbiome

composition.

2. Case history

A 31 yo male patient had his CF diagnosis by 7 yo: two positive sweat tests with chloride
136,6mEqg/L and 129,8mEg/L and homozygous for G85E. Before this time, he had recurrent
pneumonia during infancy and was submitted to lobectomy (left upper lobe) at 6yo.

After diagnosis, he presented chronic sinopulmonary disease characterized by chronic
cough, recurrent wheezing and gastrointestinal impairment with pancreatic insufficiency and
failure to thrive. P. aeruginosa was first isolated in sputum samples by 8yo (1990). Chronic
colonization (mucoid and non mucoid P. aeruginosa) was recognized at 10yo (1992). Three years
later (13yo - 1995), Bcc was first isolated, having fulfilled chronic colonization criteria (6) by
15yo0. In the following 16 years (1997-2013) there was intermittent isolation of P. aeruginosa and
continuous isolation of Bcc, identified as B. vietnamiensis (7) (Figure 1). Clinical and
laboratorial data were registered during each evaluation at the CF center including: body mass

index (BMI) and spirometric measurements (forced expiratory volume in 1s (FEV,) % predicted,

forced vital capacity (FVC) % predicted).
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At the moment of chronic P. aeruginosa colonization he presented a BMI:18, FEV1: 72%
and FVC: 87%. At the moment of the first isolation of Bcc he presented a BMI:16, FEV;: 70%
and FVVC: 85%. When chronic Bcc isolation was identified, a BMI:16,91, FEV;: 60,4% and FVC:
80% were recorded. From 1995 to 2013 he remained clinically stable, required annual hospital
admissions and presented BM1:16,9 — 18,1, FEV; (%) and FVC (%) annual rate of decline of
1,61% and 1,35%, respectively.

However, from 2013 to 2015, there was significant clinical and lung function
deterioration: FEV1% and FVC% annual rate of decline was 3% and 4.1%/year respectively
while BMI decreased from 18.1 to 17.1. Since June/2014, episodes of hemoptysis and respiratory
exacerbations (with hospital admissions) became more frequent. CF related diabetes (CFRD) was
diagnosed (fasting glicemia: 116mg/dL, oral glucose tolerance test: 305mg/dL). He was on
regular use of alpha dornase, short and long action inhaled bronchodilators, inhaled
corticosteroids, azithromycin, pancreatic enzymes and insulin replacement. By this time, the
patient showed poor adherence to treatment and received oral ciprofloxacin for 14 days (Jun/11-
25/2014) and 1V meropenem (September 3-16, 2014) during hospitalization.

Available high resolution computed tomography (HRCT) evaluation through modified
Bhalla score (8) presented the following total score: 9 in 1992, 17 in 2000 and 25 in 2015. The
last HRCT scan (2015) highlights the increase in severity of bronchiectasis, thickening of
bronchial walls, mosaic pattern, air trapping and detection of diffuse ground glass images (Figure
2).

Because of the severity of the disease in the last years (2014 — 2015), in addition to
traditional microbiological surveillance, microbiome analysis by next generation sequencing was
performed on respiratory secretions at three clinical visits (Jun/27/2014, Sep/26/2014 and
Jan/09/2015). Aerobic cultures from these sputum samples presented two main microorganisms
related to lung infection/colonization in the CF patient: P. aeruginosa and Bcc (identified as B.
vietnamiensis by PCR and sequencing of the recA gene). The first two samples presented Bcc
and P. aeruginosa (non mucoid type), while P. aeruginosa (non mucoid type) and Bcc with both
mucoid and non mucoid morphotypes were identified in the third sample.

Microbiome analysis of sputum samples was performed by sequencing the V4 region of
the 16S rRNA gene in an lllumina MiSeq instrument (9). The following data was obtained from

the three samples collected from June 2014 to January 2015 (six months period): 97% of the
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bacterial genera identified were attributed to genus Burkholderia (98.7%, 98.6% and 92.3% of
each sputum sample, respectively). Although Burkholderia was remarkably predominant, other
genera related to CF lung infections were also found: Pseudomonas (0.71%), Rothia (1.65%),
Staphylococcus (0.07%), Haemophilus (0.29%), Ralstonia (0.002%) (Table 1).

3. Discussion

Despite advances in Bcc taxonomy, predicting prognosis in infected CF patients is
challenging. Previous studies have shown that CF patients chronically colonized with Bcc present
greater deterioration of lung function, require frequent antibiotic therapy and display increased
mortality when compared to patients colonized with P. aeruginosa (10,11). However, no studies
have described the clinical evolution of CF patients chronically colonized with B. viethamiensis.
In our case, a CF patient chronically colonized with B. vietnamiensis remained in stable
conditions for 26 years and experienced significant clinical deterioration in the last 3 years.

For CF lung disease, risk factors associated with FEV; decline include (but are not limited to)
young age, high lung function, female gender, modifier genes, pancreatic insufficiency, poor
nutritional status, viral respiratory infections, colonization with P. aeruginosa and Bcc, and
diabetes mellitus (12). Mean rate of FEV1% predicted decline in CF patients chronically
colonized with Bcc was significantly higher than expected in all ages (6), although there was no
correlation to Bcc species. In our report, chronic Bec colonization and clinical stability had been
present over a long period. Lung function deterioration started over the last three years, when
CFRD was diagnosed. CFRD is an important cause of morbidity in CF since insulin
insufficiency and hyperglycemia, promoting oxidative stress, inflammation and infection,
negatively affect CF lung disease. Nutritional status and pulmonary function begin to decline in
CF patients several years before the actual diagnosis of CFRD, when minimal hyperglycemia is
present. Abnormal glucose tolerance relates to insulin insufficiency and insulin resistance (13).
Since insulin is an anabolic hormone, insulin insufficiency may reduce inspiratory and diaphragm
muscle function, further worsening lung function (14). The deterioration of the reported CF
patient lung function overlaps with CFRD diagnosis and, in fact, hyperglycemia may have started
before and strongly contributed to clinical deterioration.

In addition to all clinical factors that might justify clinical deterioration, culture-independent

techniques could be of use to allow a greater understanding of the respiratory microbiome in this
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CF patient. This analysis confirmed that Burkholderia was the predominant genus. Pseudomonas
appeared in low relative abundance in the three sputum samples, suggesting that the status of P.
aeruginosa on routine microbiological cultures, usually referred as the major CF pathogen, could
be overstated

In conclusion, clinical factors such as CFRD surely may have contributed to lung function
deterioration. Although the small number of samples used for culture- independent analysis limits
our understanding of the lung microbiome of this patient there was a good agreement with

sputum cultures that showed chronic colonization with Bcc.

Acknowledgments: This report didn’t receive any funding

Table 1 - Presence in aerobic cultures and microbiome analysis of collected sputum samples

June 27th 2014 September 26th 2014 January 9th 2015
Presence in Microbiome Presence in ~ Microbiome Presence in Microbiome
Culture Analysis Culture Analysis Culture Analysis
Burkholderia Yes 98,7%* Yes 98,6% Yes 92,6%
Rothia No 0,53% No 0,67% No 4,6%
Pseudomonas Yes 0,57% Yes 0,47% Yes 1,27%
Unclassified No 0% No 0% No 0,04%
Enterobacteriaceae
Unlcassified - 0% - 0,02% - 0%
Burkholderiaceae
Unclassified - 0% - 0% - 0,25%
Burkholderiales
Unclassified - 0% - 0,006% - 0,02%
Alcaligenaceae
Haemophilus No 0% No 0% No 1,12%
Staphylococcus No 0,08% No 0,04% No 0,13%

* Relative proportion

Figure 1- Timeline



P. aeruginosa

chronic
colonization
CF *BMI:18
diagnosi *FEV1: 72%
s (7yo) *FVC:87%
) 6 6
P.
aeruginosa
first
isolation

Figure 2- HRCT images

Figure 2 - HRCT images: 1992 (A), 2000 (B), 2015 (C)

Bcc chronic
colonization
*BMI: 16.91
«FEVL:
60.4%
*FVC: 80%
R
Bcc first
isolation
*BMI: 16
*FEV1:
70%
*FVC:
85%

*BMI: 18.1

* FEV1:
25.1%

*FVC: 39.1%

64

*BMI:17.1

*FEVL:
19.1%

*FVC:
30.5%




65

References

1. Smet BD, Mayo M, Peeters C, Zlosnik JEA, Spilker T, Hird TJ, LiPuma JL, Kidd TJ, Kaestli
M, Ginther JL, Wagner DM, Keim P, Bell SC, JAcobs JA, Currie BJ, Vandamme P.
Burkholderia stagnalis sp. nov. and Burkholderia territorii sp. nov., two novel Burkholderia
cepacia complex species from environmental and human sources. Int J Syst Bacteriol 2015; 65:
2265-2271.

2. Vicenzi FJ, Pillonetto M, Souza HAPHM, Palmeiro JK, Riedi CA, Rosario-Filho NA, Dalla-
Costa LM. Polyphasic characterisation of Burkholderia cepacia complex species isolated from
children with cystic fibrosis. Mem Inst Oswaldo Cruz 2016; 111(1); 37-42.

3. Courtney JM, Dunbar KEA, Mc Dowel A, Moore JE, Warke TJ, Stevenson M, et al. Clinical
outcome of Burkholderia cepacia complex in cystic fibrosis adults. J Cyst Fibros 2004; 3: 93-98.

4. Jones AM, Dodd ME, Govan JRW, Barcus V, Doherty CJ, Morris J, Webb AK. Burkholderia
cenocepacia and Burkholderia multivorans: influence on survival in cystic fibrosis. Thorax 2004;
59: 948-951.

5. Kalish LA, Waltz DA, Dovey M, Potter-Bynoe G, McAdam AJ, LiPuma JJ, Gerard C,
Goldmann D. Impact of Burkholderia dolosa on Lung Function and Survival in Cystic Fibrosis.
Am J Respir CritiCare Med2006; 173 (4): 421-425.

6. Folescu TW, Costa CH, Cohen RWF, Neto OCC, Albano RM, Marques EA. Burkholderia
cepacia complex: clinical course in cystic fibrosis patients. BMC Pulm Med 2015; 15: 158-163.

7. Carvalho GM, Carvallho AP, Folescu TX, Higa L, Teixeira LM, Plotkowski MC, et al.
Transient isolation of Burkholderia multivorans and Burkholderia cenocepacia from a Brazilian
cystic fibrosis patient chronically colonizes with Burkholderia vietnamiensis. J Cyst Fibros
2005; 4(4): 267-270.

8. Judge EP, Dodd JD, Masterson JB, Gakkagher CG. Pulmonary abnormalities on high-
resolution CT demonstrate more rapid decline than FEV1 in adults with cystic fibrosis. Chest
2006; 130(5): 1424-1432.

9.Caporaso JG, Lauber CL, Walters WA, Berg-Lyons D, Huntley J, Fierer N, Owens SM, Betley
J, Fraser L, Bauer M, Gromley N, Gilbert JA, Smith G, Knight R. Ultra-high-throughput
microbial community analysis on the lllumina HiSeq amd MiSeq platforms. ISME J 2012; 6(8):
1621-1624.

10. McCloskey M, McCaughan J, Redmond A, Elborn JS.Clinical outcome after acquisition of
Burkholderia cepacia in patients with cystic fibrosis. Ir J Med Sci 2001; 170 (1): 28-31.

11.Correia S, Nascimento C, Pereira L, Cunha MV, Sa-Correia I, Barreto C. The clinical course
of Burkholderia cepacia complex bacteria respiratory infection in cystic fibrosis patients. Rev.
port. pneumol. 2008; 14(1):5-26.



66

12.Konstan MW, Morgan WJ, Butler SM, Pasta DJ, Craib ML, Silva SJ et al. Risk factors for
rate of decline in forced expiratory volume in one second in children and adolsescents with cystic
fibrosis. J Pediatr 2007;151(2): 34-39.

13. Moran A, Becker D, Casella SJ, Gottlieb PA, Kirkman MS, Marshall BC, Slovis B.
Epidemiology, pathophysiology, and prognostic implications if cystic fibrosis-related diabetes.
Diabetes Care 2010; 33(12): 2677-2683.

14. Alves CAD, Aguiar RA, Alves ACS, Santana MA. Diabetes mellitus in patients with cystic
fibrosis. J Bras Pneumol 2007; 33(2): 213-221.



ANEXO A - Declaracdo de aprovacdo no comité de ética do Instituto Fernandes Figueira

INSTITUTO FERNANDES

FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - R/ W
MS

PROJETO DE PESGUISA

Trulo:  Coemplexo Burkholderta cepacia: Impacto cinko em pacdentzs com Nbrse clstica
Mﬂmﬂﬂﬁﬁﬂ!m

Area Tematica:
Versdao: 1

CAAF O2567E12.1.0000.5264
Peaquisador:  Tanla Wmobs Folescu

InstifuigAa:  Insttuto Femandes Figuei - IFF7 FIDCRUE -

Fulf NS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
HOmMEn o0 Pansce: 112,844
[rata da Relatoia Froasma2
Apresentacio do Projsto;

A fibrose Clsfica (FC) & Uma doenca auossimica recessiva muitisisizmica que atinge 1:2500 rescidos vivos
cAucasiancs. Mo Rio de Janelm, os
0inos esiudns estimam que 3 inciosncia estala em fomo de 1:6900. ApSEar dos progressos no amendimenta
ida basa molecular 2 Nskpatologia da
FiC, 35 Infecples respiratinas recomenties 530 3 Malor calsa de mortimonalidade d3 dosnga. A medida que
aumenia a sobrevida oS da
FC, cresce 0 NOmerD de padeniss que receheram vanos esquemas de antibiotices, favorecendo 3 emangénsia
de organismos resstentes, L como
bactenas do complenn Burkholdena cepacia (CBG), Stenotmphomaonas mafophilla & Achromooacter xyicsidans.
& colonizagio por backenas do CEo
iam sdo 3ss0ciada 3 plor nistico e Infecpdo cuzada anire pacientes com FC. Afuaiments ldenifoam-se
1T eEpecles mmgmmnum;
CEQECt, com prevadncas distintas em oemme de referdncla para FiC. Alem disso, 3 Tansmissdo das bachénias
o compiexno Burkholderia cepacia
fam sigo bem documentada & vem Nesuitanco am programas o8 contrmie de Infacglo. O obietvo principal desta
eEudo & conhecar 3 frequenda de
colonizagso por Dactenas do complexo Burkhoidena cepacia em pacientas com FC acompanhiados no Instiuto
Femanges Figusia e ng
Universitano Pedro Emesto & avallar s2u Impacto na progressao da goenca pulmonar. Com Dase em cullras
de sscaTD 2l de swab fe omofannge
resilzados de rolira serio ldentlicados packentes colonizadas por bacianas do complexo Burkholdena cepacta
no e 2004 e 2012, Estes

em 2 grupas: |- portadores de colonizac®o Intermitente (1 ou 2 culturas positivas em 12
mesas) & |- portadorss o2 colonzagso
orinica (3 ou mals cuturas poslTvas em pelo mencs 12 meses). 08 pacieni=s 0os oS grupos serdo avalados
2 COMEErados quanto ao esado
nuiricional {relagdo Pa&ﬂ-‘EEHI.EEH.I indice de massa corporal - IMC), fungdo pulmonar (WEF1 ), e alteraghes

gscore de Bhal
M'ﬂm El'aHIIﬂIn‘q:E{tﬂ dinico, 06 dados dos Indhiducs coonizatos por Easienas do compisxo
B nepadasa‘&:-:::rmaaﬂmamﬂe
T grupo confrole de colonizados crdnkcos por P. 3enainosa sem colonlzagdo por Dactenas do complexs B
cEpacia O pareamento dos gnipos
sera fafio por kade, génern, VEF1 {210%) 2 Indce de massa componal (IMC).

Endaiegnl  FLU BAEHBELDS

Baltma! FLAREMNGOD CEM. I Fiimd

I Hd Munbcipa: IO OE JAMEIRG

T'oleform. 27132417 Fax! 2115588 E-mall: canSEe Socrur br



INETITUTO FERMANDES
D 2a Fad quiek

FISUEIRA - IFF! FICCRUZ - R m""“
MS
sy Pricsieis:

Ayalar a frecpebrecls & 8 repcimElc clirka ds coorinagls ceEE cPaERIEE BEpEoED OO SompleaE
Insdchecbdsrm copacls 5 m b aries o P

il b e P o Figlebirs & ien Holsi Urissrbire Pasdes D

s 2P ST T

Aaliar & frecodrels oo coarbacgls palss -'lru'n-l.i.q:li-:lull b Bbmddnn o Th o pepaaglc
el acbiandn Sxalar o patll £

bzl zace N
MMMMNEWuuMMid“-M
|l el PR
el ik Svlar & ook o incs el Bo oot eI 30 sevde varckeral ok purreas (WTE D
& BEaR oS T A e e
Dl sy doa. dodn mm;--mmdannr. T AL
m-mmﬂ" * o
m-nuhnqlqﬂ-ﬂ_l-hmlm;

ol g B o P & Barefiod o

TINE-ad b STE PEAUEN BT proTLEd . Tl - e TR ks conm s paca saelic & TOLE Om
(ke EEL BT Fels el T o8 ciaden stk Bsblish Tabrsh oot Shera s did Sordaimea
- L R P BT R e TR BALE e e

Pt s oy TR R, TR R B S S T TS
[opes o8 oorli T Do Dokl S SR TR Bl b T bl e =l |

Daml G wpdeil B E0E ol THTRSE o st ales kgt
i S L

BTl el
emar £ cldmies 4 CEP s TOLE

Donc LS ol P b & LaLs o oo othels
0

el g Paracar
¥ L 15

Mesanis dprecepks du O OMIP
Mk

Damadl cerwpdeit Firil § 5 crindeis 2o CEP:
o

68



INSTITUTO FERMANDES
FIGUEIRA. - IFF FICCRLUEZ - RA
M3

Fl D  JSEIRRCS, 10 e T o 501 5

RY 55 TRIE R
b AT FgeAE MR

69



ANEXO B - Declaragdo de aprovacao no comité de ética do Hospital Pedro Ernesto

HOSPITAL UNIVERSITARIO
PEDRO ERNESTO! W
UNIVERSIDADE DO ESTADC
PARECER CONSUBSTANCLIADOD DO CEP

Elaborado pela Instiulgao Coparticipants
DADDE DO PROJETD DE PESGUIEA

Titulo da Pesquisa: Complexn Burkholdera cenacia: Impacto clinico em padentss com fbrose clstica
acompanhagos no Rlo de Jansiro

Pesquiaador: Tania Wobe] Folescu

Area Tematea: Area 9 A orfiéno do CER.

Versdo: 1

CAAE: O2BETS12.1.0000.5269

Ingtitul;ao Proponants: Instiuto Femandes Figuelra - IFF! FIDCRUZ - R MS

DaDOE DO PARECER

Miumaro oo Parecer: 120,539
Data da Relatoda: 104002012

Apresentagdo do Projeto:

Projeto bam astruturads, detalfaon & carn. £ um projeto oe doutorado & 0 SeU Projeto na Intsgra (anaxn)
BECIAMECs 10006 0F PONDE NECSESAN0E aEra sUa avalagio

Objativo da Pasquisa:

Awallar a frequencla e a repercussdo dinlca da colonlzagdo pelas dierentes espécles do complexo
Bumnoidena cepacia em pacientes com fibrose cistica

Avalksiao doa Riscos & Baneficios:

Henhum risco, Uma wez 527 um esiudo observacional. A colefa de dados para anallse s2rd fizfla no
prontuano do paciente de acondd com of laudos & descrigdes ewstentes, desontas pela equipe medica
asslstencial.

Beneficl: alem de aumentar o conhecimento sobre a doenga (FC) avallar a possiilidade de debarminaco
tipo e colonizagao bacteriana Infiensiar no prognicstico da FC

Comantanios & Consldaragies sobre 3 Pasquisa:

Heanhum

Conslderagies sobre 0a Termos de apressntagio obrigatoria:

Adequadd & bem estruturados

Recomendagiiss:
Hanhuma

Efdeiegn. Asenide IH da Selembra 7 F - Térea

Bairen! Vie headel CEF:. 4 g5

UF: Al NiifalEipha: RIOD DE JAMERD

Taleborm: [0 (PSR4 Fam: (20 pSaisss E-mali:  cor-hussioern be

70



HOSPITAL UNIVERSITARIO
PEDRO ERMESTO/ W
UNIVERSIDADE DO ESTADO

Concluses ou Pendénclas & Liata de Inadequegics:

Aprovado
SRuagio do Parecsr

AprOvED

Mocassita Apraclagio da COMEP:

gk ]

Conslderagies Finals a critério do CEP:

1. Comunicar f0da e qualguer ateragio do projeln & tenmo de consentimento Ihvie & esclarecido. Mestas
erunstncias 3 nciuso de pacientes deve ST leMporariaments Intaromplta abé a resposta do Comite,

aps anallse das Mudangas propostas.
2 Oe dacos Indviouals o8 toss a5 Sapas 03 PESQUIS 02Vam S8 Mantidos em iocal SegQUrD par § anos
para possivel audliona dos Grgdos compebentes.

3. O Comite de Elica solkdia a V. 5°., que 30 #ming da pesquisa encaminhe 3 esta cOMIBS3D UM SUMano
dices MesUitastios 4o projet,

RIC DE JANEIRO, 11 de Cububim de 2012

dgainador por.
WILLE OiGMAaN
(Coprdenador)
Erdetecn: Asvmsids IH da Sstembra 7 - Teem
Hairrn. Wi lesdel Ll e
UF: Hd Nunksipla: RID DE JANERD

Tabrborm: [0 [TESRET Fam: [20 oS 08ss E-mall: ootz b

71



