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Resumo

CARRARO DS. Colonizacdo por Burkholderia cepacia complex em
pacientes com doenca pulmonar supurativa submetidos ao transplante
pulmonar: impacto na sobrevida e analise de genomovar. [Tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2016.

INTRODUCAO: Em contraste aos bons resultados do transplante pulmonar no
tratamento de pacientes com doenca supurativa pulmonar avancada, a
colonizagéo por Burkholderia cepacia complex (BCC), sobretudo o genomovar
lll, vem sendo relacionada a pior progndstico e, por conseguinte, uma
contraindicacéo ao procedimento em alguns centros transplantadores. O objetivo
deste estudo foi avaliar o impacto em sobrevida apds o transplante pulmonar de
pacientes com doenca pulmonar supurativa colonizados por BCC, além de
determinar a incidéncia da colonizagao e suas variantes genomicas no Instituto
do Coracédo/HC-FMUSP.

METODOS: Foram analisados prospectivamente dados clinicos e amostras de
culturas do trato respiratorio dos pacientes que realizaram transplante pulmonar
por doenga supurativa entre janeiro de 2008 e dezembro de 2013. A tipagem
molecular para estudar os diferentes genotipos da BCC foi realizada a partir de
janeiro de 2012 por método de sequenciamento genético e analise do gene
RecA.

RESULTADOS: Foram realizados 132 transplantes pulmonares, 62 pacientes
com doenca pulmonar supurativa, sendo 28 em pacientes com Bronquiectasias
e 34 com Fibrose Cistica. Observou-se a colonizagcédo por BCC em 16 pacientes;
em 7 amostras identificados os seguintes subtipos: trés cepas B. metallica e
guatro cepas B. cenocepacia. A incidéncia de BCC nos pacientes com Fibrose
Cistica foi de 38,2%, enquanto nos pacientes com Bronquiectasias foi 10,7%.
Dentre os 16 pacientes colonizados por BCC, ocorreram 2 6bitos, nenhum deles
relacionados a infeccdo pelo agente. Um o6bito foi atribuido a sepse por
Acinetobacter baumannii resistente a multiplas drogas e o outro, a disfungéo
organica multipla. O estudo desenvolvido demostrou que a colonizagéo por BCC
nao gerou impacto em mortalidade nos pacientes apds o transplante pulmonar,
mesmo quando colonizados pelo subtipo B. cenocepacia.

Descritores: Bukholderia cepacia, Bukholderia cenocepacia, Fibrose Cistica,
Bronquiectasias, Transplante de pulmé&o.
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Abstract

Carraro DS. Burkholderia Cepacia Complex colonization in patients with
suppurative lung disease undergoing lung transplantation: impact on
survival and genomovar analysis [Thesis]. Sdo Paulo: —Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Pauloll; 2016.

INTRODUCTION: Notwithstanding the good results of lung transplantation for
treatment of patients with advanced lung suppurative disease, colonization by
Burkholderia cepacia complex (BCC), especially genomovar lll has been related
to a worse prognosis in these patients and therefore contraindication to the
procedure certain centers.

The aim of this study was to evaluate the impact on survival after lung
transplantation in patients with suppurative lung disease colonized with BCC to
determine the incidence of colonization and its genomic variants at the Heart
Institute / HC -FMUSP.

METHODS: We prospectively analyzed clinical data and respiratory tract
samples of suppurative lung disease patients that performed lung transplantation
from January-2008 through November-2013. From January-2012 through
December-2013, we also subtyed the different B. cepacia genotypes by DNA
sequencing primers of the gene RecA.

RESULTS: 132 lung transplantation were performed, 62 patients with
suppurative lung disease, 28 patients with Bronchiectasis and 34 with Cystic
Fibrosis. BCC was observed in 16 patients; in 7 samples we identified the
following subtypes: three strains B. metallica and four strains B. cenocepacia.
The incidence of BCC in patients with Cystic Fibrosis was 38.2% while in patients
with Bronchiectasis was only 10.7%. Among the 16 patients colonized with BCC,
there were two deaths, none of them related to infection by the agent. One death
due to sepsis Acinetobacter baumannii resistant to multiple drugs and the other,
multiple organ dysfunction. The study demonstrated that colonization by BCC
developed no impact on the mortality rate of patients after lung transplantation,
even when colonized by the subtype B. cenocepacia.

Descriptors: Bukholderia cepacia, Bukholderia cenocepacia, cystic fibrosis,
bronchiectasis, Lung Transplantation
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O transplante pulmonar oferece melhores sobrevida e qualidade de vida
aos pacientes com doenca pulmonar avancada e baixa expectativa de vida; por
isso, atualmente é uma opcao terapéutica consolidada para o tratamento destes
pacientes em mais de 136 centros no mundo?.

O registro de 2014 da International Society for Heart and Lung
Transplantation (ISHLT) relatou a realizagdo de 47.647 transplantes de pulméo
e 3.772 transplantes combinados coracao-pulméo em todo mundo até junho de
2013. Sao, aproximadamente, 3.700 transplantes realizados por ano,
predominando o procedimento bilateral'.

De acordo com a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos
(ABTO), atualmente no Brasil, existem apenas 5 centros atuantes para realizar
o transplante pulmonar no pais (2 centros no Rio Grande de Sul, 2 centros em
Sé&o Paulo, 1 centro no Ceard)?.

Entre os anos de 2005 e 2014, foram realizados 578 transplantes
pulmonares no Brasil, um numero ainda bem inferior em relacdo ao de outros
transplantes de 6rgéos sélidos?.

No primeiro trimestre de 2015, apesar do aumento de 19% no numero
de cirurgias realizadas no Brasil, a taxa de utilizacdo dos pulmdes doados foi de
4,1%, com uma taxa de mortalidade em lista de 10% no ano de 2014°.

A taxa de aproveitamento do 6rgdo ainda continua muito baixa em
relacdo a maior parte do mundo que aproveita pelo menos 20% dos pulmdes dos
doadores”.

A elevada complexidade do procedimento cirdrgico e dos recursos
necessarios para se cuidar de pacientes transplantados de pulméo, aliada ao

processo extenso de treinamento de equipe médica altamente especializada,
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dificultam a criagdo de centros transplantadores e impedem que mais pacientes
se beneficiem deste procedimento®. Por isso, critérios de contraindicacdo ao
transplante, tais como idade avancada, multiplas comorbidades, ou infeccfes
por micro-organismos de dificil tratamento tém sido levados em consideracéo
para selecdo dos candidatos.

Segundo os dados da ISHLT publicados no ultimo registro em 2014%, a
doenca pulmonar supurativa constitui a terceira principal indicacdo de
transplante pulmonar e, neste grupo de pacientes, a infec¢éo crénica pulmonar
intratavel pode representar um dos critérios para inclusao em fila de transplante.

Pacientes portadores de doenca pulmonar supurativa avancada s&o

frequentemente  colonizados por diferentes bactérias®’®. As baixas
concentracbes de oxigénio no epitélio bronquico predispdem a colonizacao
bacteriana e, apesar de apresentar baixa prevaléncia, a colonizacdo por BCC é
a mais grave por estar associada a sindrome Burkholderia cepacia que ocasiona:
febre elevada, bacteremia, pneumonia necrotizante rapidamente progressiva e
morte 101,

Baseado em analises fenotipicas e genotipicas, o complexo Burkholderia
cepacia é composto por vinte espécies genémicas: B. cepacia (genomovar ),
B. multivorans (genomovar Il), B. cenocepacia (genomovar IlIA, 1B, HIIC, IIID),
B. stabilis (genomovar 1V), B. vietnamiensis (genomovar V), B. dolosa
(genomovar V1), B. ambifaria (genomovar VIl), B. anthina (genomovar VIil) e B.
pyrrocinia (genomovar IX). Mais recentemente foram descritas as espécies:
B.ubonensis, B.latens, B.diffusa, B.arboris, B.seminalis, B.metallica,

B.contaminanse B.lata, B. pseudomultivorans, B. stagnalis, B. territorii*?*>*4,
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A vasta maioria destas infeccdes sdo causadas pelo genomovar Il
(Burkholderia multivorans), Il (Burkholderia cenocepacia) e V (Burkholderia
vietnamiensis). Apesar de haver excecdes, as infec¢cdes mais graves relatadas
foram associadas ao genomovar I11*°.

A partir de 2001, estudos foram publicados demonstrando uma menor
sobrevida ap0s o transplante pulmonar em pacientes colonizados/infectados por
BCC. Aris et al.'® relataram sobrevida de 50% versus 83% no primeiro ano apés
transplante de pacientes infectados por BCC e ndo-infectados, respectivamente
(p=0,006). Chaparro et al.!’ avaliaram a mortalidade em um periodo de
seguimento médio de 3 anos, e corroborando os dados anteriores, encontraram
uma maior mortalidade apods o transplante em paciente com FC (Fibrose Cistica)
e colonizados por BCC em comparacéo aos pacientes nao colonizados (54%
vs 16%). Dos 15 6bitos no grupo colonizado por BCC, catorze foram precoces
e relacionados a sepse pelo agente.

Posteriormente, outros estudos avaliaram mais especificamente a

evolucéo clinica de pacientes colonizados por BCC de acordo com o genatipo, e

associaram a presenca do genomovar lll (B. cenocepacia) a pior sobrevida apés

o transplante pulmonar'®'®*?°_ Devido a esta constatacéo, e tendo em vista a
escassez de doadores e elevada mortalidade em lista, alguns centros optaram
por ndo incluir pacientes colonizados por B.cenocepacia em lista de espera para
transplante pulmonar.

Martins et al.?*

descreveram, numa populacéo de pacientes na cidade
de Sao Paulo, as caracteristicas genotipicas das cepas de BCC isoladas em
pacientes com FC, sendo a B.cenocepacia 0 subtipo mais frequentemente

encontrado neste grupo de pacientes (53%). Entretanto, ainda néo foi possivel
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correlacionar estes achados demograficos com a evolugéo clinica de pacientes
antes ou apos o transplante pulmonar.

Portanto, faz-se de extrema importancia a descricdo das cepas de BCC
em candidatos ao transplante pulmonar no Brasil e o0 impacto desta
colonizacéo/infeccdo em sua evolugdo clinica, para definir estratégias de

controle e estabelecer critérios de inclusdo em lista de espera para o transplante.
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O presente trabalho teve como objetivos:

Principal

e Avaliar o impacto da colonizagao por BCC na sobrevida dos pacientes

com doenca pulmonar supurativa apés transplante pulmonar

Secundarios

e Determinar a incidéncia da colonizacédo de BCC em pacientes portadores
de doenca pulmonar supurativa avaliados para transplante pulmonar no
Instituto do Coracdo/HCFMUSP;

e Analisar a distribuicdo de genomovares das cepas de BCC isoladas
(tipagem molecular);

e Correlacionar a resisténcia aos antimicrobianos das cepas de
Burkholderia cepacia complex com a evolugéo clinica dos pacientes apos
transplante pulmonar;

e Correlacionar a colonizacéo/infeccdo por cepas Burkholderia cepacia
complex com a evolucdo clinica dos pacientes apds o transplante
pulmonar.

e Comparar desfechos clinicos entre os grupos de pacientes portadores de
Fibrose Cistica e portadores de Bronquiectasias colonizados/infectados

por BCC.
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3.1 Transplante Pulmonar

3.1.1 Histérico

O primeiro transplante pulmonar descrito na literatura foi em 1963,
realizado por James Hardy®??®. Tratava-se de um paciente de 58 anos com
doenca pulmonar obstrutiva cronica e carcinoma espinocelular do pulméo
esquerdo, insuficiéncia respiratdria e comprometimento da fungéo renal. Apds o
transplante unilateral esquerdo, houve melhora da funcdo pulmonar, mas o
paciente faleceu apds 18 dias por insuficiéncia renal progressiva®*.

Nos 15 anos seguintes, foram efetuados cerca de 40 transplantes de
pulm&o. Todos tiveram resultados ruins, com a maioria dos pacientes morrendo
nas duas primeiras semanas em consequéncia de disfuncdo primaria do enxerto,
sepse ou rejeicdo aguda. A causa de Obito mais comum apds a segunda semana

era a deiscéncia da anastomose bronquica, considerada um dos principais

limitantes ao sucesso da cirurgia nesse periodo?>.

Somente na década de 80 o sucesso nessa modalidade terapéutica foi
alcancado pela equipe da Universidade de Toronto, liderada pelo Dr. Joel
Cooper, que realizaram o primeiro transplante de pulmé&o isolado?.

Ainda em 1986 foi relatado o primeiro transplante pulmonar bilateral e em
1990 foi descrita a técnica que é a mais utilizada até hoje, o transplante pulmonar
bilateral sequencial®’.

No Brasil, o primeiro transplante pulmonar foi realizado em Porto Alegre

no ano 1989 por Camargo et al.?®.
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Desde entdo, observamos um aumento do numero de transplantes
realizados, assim como da qualidade dos resultados.

Atualmente, o registro da Associacdo Brasileira de Transplantes de
Orgéos (ABTO) mostrou um total de 619 transplantes de pulmao realizados entre

2005 até junho de 2015 e 5 centros atuantes em 3 estados brasileiros (figura 1)>.

MNumero anual
80

/\ / 76 falecido
70

9 &0 /
E
-
_E' [
5 =0 W 48 bilatera
=
g
= 40 =
: /\\ ; /ﬁ\
S 30 ks i /
W \\__r,r- 28 Unilatersl
i /—//f-
10 —
& wivo
o — e ;H’*‘hﬁ_/‘f}
2005 2006 2007 2008 2002 2010 2011 2012 2013 2014 2015*
Falecido 42 45 43 52 S8 (1] 48 63 76 &6 38
Bilateral B 12 14 24 23 i7 24 41 40 41 24
Unilateral 20 26 27 2 34 23 24 ¥ 3B 25 14
Vivo 3 4 1 1 1 1 1 1 1 1 3
Total 45 a5 46 53 58 61 4 69 BD &7 41

2015* grafico com projegdo anual

Entre oz anos 2005 & 2009 - informagio incompleta quanto ao tipo de transplants

FONTE: Extraido de Registro Brasileiro de Transplantes - ano XXI n°2

Figural- Numero de transplantes pulmonares realizados no Brasil
entre os anos 2005 até junho de 2015

O desenvolvimento das técnicas cirdargicas e anestésicas, além de

melhores estratégias de preservacao pulmonar, tornou o transplante de pulméao
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uma terapia bem estabelecida para pneumopatias crénicas em estagio

terminal.

3.1.2 Transplante Pulmonar: indicacfes e contraindicacdes

O transplante pulmonar € indicado aos pacientes que esgotam o0s
recursos terapéuticos clinicos convencionais sem resultados satisfatorios no
curso de suas pneumopatias®®>%3!,

As principiais doengas de base com indicagéo de transplante pulmonar
no mundo séo: Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), com 38,2%; FPI,
com 24,3%; Fibrose Cistica (FC), com 16,4%; Deficiéncia de Alfa-1-antitripsina
(alfa-1), com 5,6%; Hipertensdo Arterial Pulmonar Idiopatica (HAPI), com 3,8%;
Fibrose Pulmonar (ndo FPI), com 3,9%; Bronquiectasias, com 2,7%; e
Sarcoidose, com 2,5%".

Os tipos de transplante disponiveis séo: transplante pulmonar unilateral,
transplante pulmonar bilateral, transplante lobar intervivos e transplante
combinado coracdo-pulmao. A principal modalidade cirdrgica envolvendo o uso

de enxerto pulmonar é o transplante pulmonar bilateral, responsavel por mais
de 70% dos transplantes realizados anualmente e com tendéncia de aumento
nos Ultimos anos'. Cada modalidade tem suas indicacdes em situacdes
especificas com vantagens e desvantagens.

A sobrevida dos pacientes submetidos ao transplante pulmonar depende
de diversos fatores, tais como: idade do receptor, idade do doador, doenca de

base, necessidade de circulagcdo extracorporea no intraoperatorio,



Revisdo de Literatura 12

condi¢cao funcional do paciente antes do transplante, sendo sua chance de
sobrevida imediata e a longo prazo relacionada a estes fatores.

A adequada avaliacdo das contraindicacbes contribui para menor
ocorréncia de desfechos clinicos desfavoraveis nao relacionados ao enxerto,
beneficiando os pacientes com maior chance de sucesso e, assim, melhorando
a sobrevida geral com o tratamento*°>?,

Pacientes com FC e Bronquiectasias constituem a terceira maior
indicacao de transplante pulmonar, sobretudo aqueles com diagnostico de FC.
Devido a escassez de dados na literatura a respeito das outras causas de
Bronquiectasias (discinesia ciliar priméaria, imunodeficiéncias), os critérios de
indicagao ao transplante pulmonar séo baseados em estudos nos pacientes com
FC para todas as causas™°.

Apesar da FC ser uma doenca de acometimento multiorganico, com
caracteristicas que poderiam ser agravantes de morbimortalidade apos o
transplante pulmonar (colonizacdo de vias aéreas superiores por micro-
organismos multirresistentes, doencga hepatica progressiva, diabetes mellitus,

34,35

osteoporose)”™ ™, estes pacientes apresentam as melhores taxas de sobrevida

apos o transplante quando comparados a todos os outros tipos de indicacao

(figura 2) 2303,
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Alfa-1 AT (N=2,764) FC(N=6,766) DPOC (N=13,973)
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FONTE: extraido do registro da International Society for Heart and LungTransplantation — ano 2014.
JHLT.2014 Oct; 33(10): 1009-1024

Figura 2- Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para as doencas de base que
mais frequentemente levam ao transplante. Alfa-1. Deficiéncia
de Alfa-1-antitripsina; FC: Fibrose Cistica; DPOC: Doenca
Pulmonar Obstrutiva Crdnica; FPI: Fibrose Pulmonar
Idiopatica; HAPI: Hipertenséo Arterial Pulmonar Idiopética

As principais caracteristicas consideradas para indicacdo do transplante
nestes pacientes séo: VEF1 < 30% ou em rapido declinio sobretudo em mulheres
com menos de 20 anos, hospitalizagdo com necessidade de terapia intensiva,
hipoxemia, hipercapnia, hemoptise nao controlada com embolizacéo,
necessidade de ventilagéo ndo invasiva e hipertensdo pulmonar >*'. A indicacéo
do transplante sempre sera baseada na avaliacado do conjunto de caracteristicas
clinicas e funcionais.

O transplante pulmonar € uma terapia complexa com elevada taxa de

mortalidade e um risco elevado de morbidade perioperatorio, portanto devemos
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lembrar que o candidato ideal ao transplante é o paciente jovem, com doenca

pulmonar avangada e auséncia de doencas em outros 6rgaos e sistemas, tendo

sua chance de sobrevida imediata e a longo prazo otimizada *’.
As contraindicagfes absolutas ao transplante pulmonar de acordo com

ISHLT séao:

- Neoplasias malignas ativas (exceto neoplasias cutaneas né&o-

melanoma);

- Disfuncdo cardiaca nao relacionada a doenca pulmonar, caracterizada
por disfuncdo ventricular esquerda significativa ou insuficiéncia
coronariana nao passivel de tratamento percutaneo;

- Disfuncao organica significativa de qualquer outro 6rgao nobre aferida
por historia clinica e exames de avaliacdo especifica de cada 6rgéo.

- Infeccbes pelos virus B e C da hepatite sem controle com o tratamento
especifico;

- Tuberculose pulmonar ativa;

- Adicao ao tabaco, alcool, narcoticos, substancia psicoativas ou cessacao
h& menos de seis meses

- Doenca psiquiatrica grave sem controle ou nao passivel de tratamento,
gue possa interferir com a aderéncia ao tratamento;

- Diatese hemorragica incorrigivel;

- Falta de aderéncia ao tratamento médico proposto;

- Classe Il ou Ill de obesidade (IMC> 35.0 kg/m2);

- Falta de suporte social e familiar;

- Deformidade grave de caixa toracica.
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Especialmente em pacientes com FC, a coloniza¢ao por determinados
agentes infecciosos esta relacionada a piores desfechos de mortalidade apos o
transplante, podendo representar uma contraindicacdo ao procedimento.
Dentre estes se destaca a B.cenocepacia, considerada por diversos
grupos como um fator de ndo inclusdo em lista de espera para o

procedimento®®#

. Segundo o ultimo consenso da ISHLT para selecdo de
candidatos, os centros que admitam transplantar estes pacientes devem

investir em estratégias para reduzir a recorréncia da infeccdo apos a cirurgia.
Vale aqui ressaltar que os outros genoétipos da BCC nao estéo relacionados com

este aumento de risco, fazendo-se assim fundamental a identificacdo destes

subtipos no processo de selecdo e listagem dos candidatos®.

3.2 Fibrose Cistica

A FC é uma doenca autossdmica recessiva de acometimento
multissistémico®®. Sua primeira descricdo como uma doenca foi em 1938, por
Dorothy Andersen. E uma das condi¢cbes genéticas letais mais comuns em
descendentes europeus™°.

No Brasil varias incidéncias ja foram relatadas nos diferentes Estados; em
Santa Catarina 1:6.000, Parana 1:8.000 Minas Gerais 1:10.000, no entanto
acredita-se que o nimero de pacientes ndo diagnosticados seja grande™.

O gene da FC localiza-se no braco longo do cromossomo 7, no locus
g31, sendo formado por 250 quilobases de DNA, com 27 exons, e tem a

propriedade de codificar um RNAm de 6,5 quilobases, que transcreve uma
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proteina transmembrana, reguladora de transporte i6nico, composta por 1.480
aminoacidos, conhecida como CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator)*'. A CFTR é essencial para o transporte de fons através
da membrana celular, estando envolvida na regulagcdo do fluxo de

cloro, sddio e agua. Algumas centenas de mutacdes foram descritas no gene da
FC, porém a mais frequente delas ocorre por uma delecdo de trés pares de
bases, acarretando a perda de um aminoacido (fenilalanina) na posicdo 508
(AF508) da proteina CFTR, o que impede seu funcionamento adequado®?.

Pacientes com FC tém subgrupos genéticos distintos. Estas diferencas
no fendtipo também estdo relacionadas com a classificagdo funcional de
gendtipo CFTR*. Portanto, a FC se manifesta com diferentes graus de
expressdo clinica e depende da mutacdo genética, da carga genética do
individuo e de fatores ambientais.

A proteina CFTR participa da regulacdo do transporte de ions,
aminoacidos e bactérias. Dentre as fun¢gbes da CFTR estd a regulacao, via
AMPc, de canal idnico de cloro que regula o balanco hidrico e ibnico. Esse canal
se localiza na membrana apical das células epiteliais de alguns 6rgaos,
como intestino, pancreas, vias biliares, aparelho respiratorio, aparelho

reprodutor, glandulas sudoriparas e ttbulos renais®.

A anormalidade da CFTR produz uma constelagdo complexa de
alteracdes que incluem defeitos na homeostasia eletrofisiolégica através do
epitélio das vias aéreas, uma propensdo aumentada a aderéncia de
determinadas bactérias patogénicas nas células do epitélio respiratorio e um
aparente desequilibrio dos mecanismos inflamatérios nas superficies epiteliais.

As alteracdes da homeostasia levam a producdo de muco espesso e
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desidratado nos epitélios respiratorios e as secrec¢des viscosas resultam em
obstruc&o dos dutos intrapancreaticos, canaliculos biliares e vasos deferentes*.

Nas vias respiratérias, associada a obstrucéo ha infeccdo por bactérias
especificas e processo inflamatério crénico, aléem da producdo de um suor
excessivamente salgado pelas glandulas sudoriparas. Um elenco de bactérias
oportunistas pode passar a colonizar as vias aéreas inferiores, tais como
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae e
Burkholderia cepacia complex. Atualmente com a cultura especifica para
bactérias e utilizacdo de métodos moleculares para identificacdo das mesmas,
nossa compreensao sobre a microbiota das vias aéreas dos pacientes com FC
expandiu e se destacaram varias areas de oportunidade para reconsiderar a
gestdo de infeccdo e melhora da antibioticoterapia nesses pacientes*>*®47,

A fisiopatologia da FC inclui, portanto: infeccdes pulmonares,
insuficiéncia pancreatica e diabetes, desordens biliares e infertilidade. A doenca
pulmonar € a maior causa de morbimortalidade em pacientes portadores de FC.

S&o0 os achados clinicos que levam a suspeita da doenca, e o diagnostico
€ confirmado por duas dosagens elevadas de cloro no teste do suor.
Alternativamente, podem ser identificadas duas mutacdes para a fibrose cistica
em amostra de sangue, lembrando que o Ultimo exame sé auxilia quando o
resultado for positivo*®. Assim, um teste negativo ndo exclui a doenca

principalmente em presenca de sintomas sugestivos.
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O diagnodstico de FC pelo teste do suor (iontophoresis pilocarpina
quantitativa) é positivo quando a concentragdo do ion Cl é maior que 60 meq/L.
Dois testes em tempos distintos sdo necessarios para o diagnéstico**°.

A triagem pelo teste do pezinho é adotada em todo nosso pais; sendo
um Programa Nacional de Triagem Neonatal, implantado pela Portaria n°
822/2001 do Ministério da Saude, que garante o direito ao exame a todos 0s
recém-nascidos. No teste do pezinho esta incluida a realizacdo da pesquisa da
imunotripsina reativa (ITR). O teste é utilizado como screening neonatal para

FC. Os recém-nascidos com ITR positivo devem ter o diagndstico confirmado

pelo teste do suor. O valor do teste do pezinho é possibilitar o diagnostico

precocemente, antes do aparecimento de sinais e sintomas clinicos da doenca>".
O diagnoéstico precoce, a instituicdo do tratamento multidisciplinar e

individualizado ja sdo bem estabelecidos como fatores que contribuem para

diminuicdo da morbidade da doenca®**3,

Acredita-se que as vias respiratorias dos pacientes com FC nao estéo
infectadas no momento do nascimento, as bactérias patogénicas oportunistas
penetram nas vias aéreas inferiores a partir do ambiente. E sabido também que
na FC existe uma relacéo entre idade do paciente e predisposi¢ao a colonizacao
por micro-organismo. Staphylococcus aureus € a bactéria mais frequente em
criancas e a infecgcdo por Pseudomonas aeruginosa tende a prevalecer em
adolescentes e se tornar cronica**>**°,

Esses pacientes também séo suscetiveis as infec¢des cronicas do trato

respiratorio por bactérias oportunistas: Stenotrophomonas maltophilia,

Achromobacter xylosoxidans, Burkholderia cepacia complex, Staphylococcus
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aureus meticilina resistentes, espécies de Ralstonia e bactérias do género

Pandoraea®®. (Figura 3)

Prevalence of Respiratory Microorganisms, 1988-2013
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FONTE: Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry: annual data report — 2013.

Figura 3- Prevaléncia das infeccdes bacterianas respiratdrias por agente
em pacientes portadores de Fibrose Cistica. MRSA:
Staphylococcus aureus meticilino-resistente; MDR-PA:
Pseudomonas aeruginosas multidroga resistente

Apesar da baixa incidéncia, a BCC faz parte de um grupo de agentes de
grande risco na FC, associado a pior progndstico e aumento significativo de
morbidade e mortalidade, resultante de uma bacteremia rapida, progressiva,

invasiva e fatal *

. O tratamento de doencga pulmonar para reduzir o impacto da
infeccdo, inflamacdo e subsequente lesdo pulmonar €, portanto, de grande
importancia®’.

Atualmente o transplante pulmonar tem se tornado uma valiosa
ferramenta que proporciona uma maior expectativa e melhor qualidade de vida
aos pacientes com FC com grave comprometimento pulmonar. Fatores como

adequada selecdo dos candidatos ao transplante, preservacédo do 6rgéao a ser

transplantado, drogas imunossupressoras e profilaxia de infec¢des oportunistas
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possibilitaram melhores taxas de sobrevida aos pacientes transplantados***. O

sucesso do transplante pulmonar e o periodo de sobrevida dos pacientes com

FC estdo relacionados a indicacdo do transplante pulmonar no momento

adequado, ao tratamento agressivo das infeccdes e a deteccdo precoce de

rejeicao®.

3.3 Bronquiectasias

O diagnéstico de Bronquiectasias engloba uma série de enfermidades
com etiologias e mecanismos fisiopatologicos distintos sob um diagndstico
sindrdmico — clinico e radiol6gico — comum, caracterizado por tosse produtiva
diaria associada ao achado tomografico de espessamento de paredes e
dilatac&o luminal brénquica®>®*.

Os dados epidemiolégicos atuais sdo imprecisos para definir a real
prevaléncia na populacao; tal fato é atribuido ao subdiagnéstico por diversos
motivos, principalmente por maior incidéncia entre populacdes de baixa renda e
menos acesso aos servicos de saude. Existe uma tendéncia de aumento de
incidéncia em faixas etarias mais elevadas com predominio no sexo feminino.
Estudos populacionais realizados na América do Norte e Europa evidenciam um
aumento importante do custo destes pacientes apos o diagndstico da doenca,
com aumento do numero de consulta médicas, exames complementares e
internacdes hospitalares, mostrando que apesar de pouco frequentes, estes

casos tém impacto relevante em custos ao sistema de saude®*®.
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Na fisiopatologia encontramos caracteristicas comuns, independente do
insulto inicial, que envolvem um estimulo infeccioso crénico, inflamacéo
recorrente das vias aéreas com recrutamento de células inflamatorias, liberacéo
de mediadores inflamatorios diversos, alteracdo da composicdo do muco, e
consequente edema, ulceracéo e dilatacdo crbnica das paredes de brénquios e
bronquiolos. Além disso, outros fatores como imunodeficiéncia local, falta de
ativacdo adequada de células inflamatérias e fatores genéticos podem estar
envolvidos como contribuintes na génese da resposta inflamatéria
arK_.’rma|64,65,66,67.

As doencas ou agravos que podem estar relacionados com a génese
das Bronquiectasias sdo diversos, e variam desde sindromes de
imunodeficiéncia sistémica, doencas de etiologia autoimunes, obstrucéo
brénquica, doencas genéticas que afetam diretamente o transporte mucociliar
(Doenca dos cilios iméveis) ou apds doencas infecciosas virais, bacterianas,
micobacterianas e fungicas. Apesar de inUmeras etiologias possiveis, as séries
de casos publicadas mostram uma parcela majoritaria de casos sem causa
definida ou idiopatica, variando de 35 a 45% do total. Em uma grande parte
das situacbes ndo existe uma percepcdo do agravo inicial, e o diagnostico
etiologico é mais tardio, ndo se conseguindo intervir na evolucéo
clinica dos pacientes®°°.

O diagnostico clinico deve ser suspeitado sempre que na avaliacdo de
tosse cronica, sobretudo na ocorréncia de puruléncia diaria ou frequente ou
recorrente; outros sintomas como dispneia e sibilancia também sé&o frequentes,
além de outros menos comuns como hemoptise, fadiga ou quadro consumptivo.

Frente a suspeita clinica o exame radiolégico de escolha para definicao e
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a tomografia computadorizada de térax com cortes finos’®"*. A radiografia simples
€ imprecisa sobretudo nos casos menos graves, podendo evidenciar as dilatacdes
brénquicas, por vezes com preenchimento por liquido. Testes laboratoriais podem
ser Uteis para definicdo da etiologia (p. ex. deficiéncia de imunoglobulinas, doenca
reumatoide). Os testes funcionais pulmonares mostram caracteristicamente um
distirbio ventilatorio obstrutivo a espirometria e aprisionamento aéreo a
pletismografia. Outros achados como alteracfes da capacidade pulmonar total,
reducdo da capacidade vital forcada podem variar de acordo com a etiologia e

sobretudo a gravidade da doenca®™ ",

Atualmente a tomografia de alta resolugdo do térax constitui o principal
exame para o0 diagndstico das bronquiectasias, com alguns achados
caracteristicos para o diagnéstico, que seguem: dilatacdo das vias aéreas
(didametro maior que 1,5 em relagdo a artéria adjacente), micronddulos
centrilobulares compativeis com espessamento e/ou impactacdo de muco em

pequenas vias aéreas (padrédo de arvore em brotamento), e dilatagbes cisticas

das paredes brénquicas por vezes em formatos de cachos de uva’.

Assim como nos pacientes com FC existe uma tendéncia de colonizacao
das vias aéreas inferiores crbnica, sendo que o0s principais agentes que se
destacam em frequéncia sdo Haemophilus influenza, Pseudomonas aeruginosa e
Streptococcus pneumoniae; além dos agentes bacterianos a infeccéo crbénica por
fungos filamentosos e micobactérias n&do tuberculosas também podem ser causa
de agravamento clinico®. Destes agentes a Pseudomonas aeruginosa se
correlaciona com maior producdo de escarro, maior extensdo das lesbGes a

tomografia de alta resolucdo, aumento do niumero de hospitalizacdes e reducao
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da qualidade de vida™. Ao contrario da populacdo de pacientes com FC, neste
grupo nao se sabe o real impacto e frequéncia da colonizacao pela Burkholderia
cepacia complex; mais estudos populacionais sdo necessérios para avaliacao
do seu impacto nesta populacéo de pacientes com caracteristicas fenotipicas de
lesdo pulmonar semelhantes aqueles com FC, aonde tal agente infeccioso ja tem
papel bem definido.

O tratamento envolve uma abordagem multiprofissional, cuidados na
prevencdo e tratamento de exacerbacgles infecciosas, higiene adequada de
secrec¢des pulmonares, além de busca ativa do diagndstico etiologico para o seu
tratamento especifico quando disponivel. Ressecc¢des pulmonares

cirurgicas localizadas podem ser indicadas em situagfes especificas, porém

atualmente constituem uma terapia de excecao. Beirne et al.

publicaram uma
analise retrospectiva com 22 pacientes selecionados hum periodo de 13 anos de
seguimento, mostrando sobrevida em 5 anos e valores de funcdo pulmonar
alcancados semelhantes no seguimento pdés transplante aos pacientes com FC.

O transplante pulmonar representa uma terapia jA bem consolidada para

este grupo de pacientes, habitualmente seguindo os critérios de indicacdo dos

pacientes com FC, visto a sua semelhanca de caracteristicas clinicas da doenca.

3.4 Burkholderia cepacia complex

O Burkholderia cepacia complex representa um grupo de espécies

relacionadas de bactérias que, embora ndo sejam patogénicas para pessoas
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saudaveis, podem causar infec¢cdes cronicas e risco de vida aos
imunossuprimidos e afeccdes de trato respiratério em pneumopatas (em
especial os portadores de FC). Sabe-se que a mesma trata de uma bactéria
ubiqua cujo nicho ambiental exato n&o é conhecido.

A incidéncia de BCC em pacientes com FC de acordo com Cystic
Fibrosis Foudation Patiente Registry de 1998-2013 variou de 2,5-3,5%°.

Taxonomicamente esse complexo € composto por diversos tipos de
BCC, ou seja, diversos genomovares, baseando-se nas semelhancas
fenotipicas e filogenéticas entre elas. Posteriormente houve a identificacdo de
caracteristicas fenotipicas suficientes para denominacdo de certos
genomovares em espécies-especificas que receberiam a nomeacao formal pelo
binbmio identificador. Atualmente séo vinte espécies descritas que representam
o chamado Burkholderia cepacia complex: B. cepacia (genomovar |), B.
multivorans (genomovar 1), B. cenocepacia (genomovar IlIA, 1B, IlIC E 11ID), B.
stabilis (genomovar 1V), B. viethnamiensis (genomovar V), B. dolosa (genomovar
VI), B. ambifaria (genomovar VIl), B. anthina (genomovar VIIl), B. pyrrocinia
(genomovar IX), B. ubonensis; B. lattens; B. difusa, B. arboris, B. seminalis, B.
metallica, B. contaminans, B. lata, B. pseudomultivorans, B. stagnalis, B.
territorii**">.
Em 2013, em um estudo realizado pelo laboratério de Burkholderia
cepacia Research Foundation da Universidade de Michigan, 662 pacientes
tiveram cultura positiva para Burkholderia: foram confirmados BCC em 94,3%
dos pacientes®. A distribuicdo das espécies da BCC mostrou o predominio de

B.cenocepacia e B.multivorans, semelhantes a outros estudos™*. (Figura 4)
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Espécies de BCC identificadas no B. cepacia Research Lab em 2013.
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FONTE: Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry: annual data report — 2013.

Figura 4- Distribuicdes de genomovares de BCC em pacientes com FC

de acordo com Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry.
Os dados ndo sdo mutuamente exclusivos. Alguns pacientes tém mais de uma espécie.

Pacientes com FC sé&o vulnerdveis ao longo das suas vidas a varias
infeccdes bacterianas que sdo, em sua maioria, ocasionadas por patdgenos
oportunistas. Embora a infecgdo por BCC esteja associada a mau prognostico,
a B. cenocepacia (genomovar Ill) é considerada a mais ameacadora das
diferentes espécies do complexo Burkholderia cepacia e frequentemente esta
associada a menor sobrevida e ao maior risco de desenvolver a sindrome
cepacia fatal 137677,

A identificacdo precisa do BCC nos pacientes fibrocisticos tem grande
impacto, seja em nortear o esquema de antibioticoterapia usado nas
exacerbacbes, seja na elegibilidade do paciente para transplante pulmonar,

baseado em estudos anteriores de alguns centros transplantadores, que
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evidenciaram aumento da morbimortalidade apos o transplante nos pacientes
colonizados previamente, sobretudo com o genomovar [11192°3.

Por isso, apesar da baixa incidéncia de colonizacdo de BCC, muitos
centros nao listam esses pacientes para transplante de pulméo.

A infeccdo por BCC em pacientes com bronquiectasias ndo FC é
limitada e esporadica, mais comumente nosocomial e sua epidemiologia € mal
compreendida’®"®.

A evidéncia anterior de maior mortalidade relacionada a infeccdes
recorrentes pela B.cenocepacia motivou os transplantadores, no consenso de
2014 da Sociedade Internacional de Transplante Coracdo e Pulméo
(International Society for Heart and Lung Transplantation — ISHLT), a incluir uma
recomendacao de vigilancia constante e desenvolvimento de novas estratégias

para prevencao de recidiva destas infec¢des, além de atencdo ao maior risco

de mortalidade e disfuncdo do enxerto, nos centros que considerarem

aceitar estes grupos de pacientes para o transplante®’.



4. Materiais e Métodos
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O presente estudo teve aprovacio da Comissdo de Etica para Anélise
de Projetos de Pesquisa (CAPPesp) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas
e da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o numero:
0046/11: trata-se de estudo de coorte prospectivo, realizado no Hospital das

Clinicas/InCor-HCFMUSP.

4.1 Selecao dos pacientes

Foram incluidos no estudo os pacientes com doenca pulmonar
supurativa (Fibrose Cistica e Bronquiectasias) submetidos ao transplante
pulmonar consecutivamente entre janeiro de 2008 e dezembro de 2013 e
analisadas todas as amostras de culturas do trato respiratorio (escarro e lavado
broncoalveolar) coletadas.

Todos os pacientes foram submetidos ao procedimento de transplante

pulmonar via toracotomia bilateral (incisdo de clamshell).

4.2 Amostras

As amostras de trato respiratorio foram as mesmas solicitadas pela
rotina assistencial do servico de transplante pulmonar InCor — HCFMUSP,
Servi¢co de Pneumologia do HCFMUSP.

A coleta de cultura de escarro ocorria a cada 4 meses em pacientes em

lista de transplante pulmonar. A cultura de secrecéo brénquica foi coletada no
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pré e intraoperatério, e nas broncoscopias com coleta de lavado broncoalveolar
(LBA) com 2 semanas, 6 semanas, 3 meses, 6 meses, 9 meses e 12 meses apos

o transplante pulmonar ou piora clinica em todos os pacientes.

421 Coletade amostras

Desta forma, as amostras do trato respiratorio foram coletadas, como
descrito abaixo:
e pacientes em lista de transplante pulmonar (avaliacdo pré-
operatoria).
e pacientes ja submetidos ao transplante pulmonar (avaliacdo pos-
operatoria).
e pacientes em lista de transplante que foram transplantados

durante o estudo (avaliagcéo intraoperatoria).

4.2.2 Grupos de estudo

No presente estudo acompanhamos a evolucao clinica dos seguintes
grupos de pacientes apdés o transplante pulmonar:
Grupo FC: pacientes com FC sem BCC e pacientes com FC com BCC; dentre
este sera subdividido em pacientes com B.cenocepacia, BCC genomovares
(exceto B.cenocepacia) e BCC ndo genotipados.

Grupo Bronquiectasias: pacientes com Bronquiectasias sem BCC e com BCC.
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O estudo procedeu conforme o seguinte fluxograma em relacdo as amostras e

exames laboratoriais (figura 5):

Laboratério de Microbiologia
ICHC

Paciente com doenca
supurativa em lista de Tx,
intraoperatorio, pos-Tx:
InCor/ Pneumo-HC

Identificag@o Burkholderia
cepacia complex em escarro ou
LBA (agar seletivo para BCC)

| Y,

v

Teste de sensibilidade
(E-test e microdilui¢céo)

Biologia Molecular — tipagem

molecular (sequenciamento do
gene RecA)

Figura 5- Fluxograma da coleta de amostras do trato respiratério da
populacdo do estudo e exames de resisténcia antimicrobiana
e tipagem molecular a serem realizados apés identificacdo da
Burkholderia cepacia complex

A genotipagem da BCC somente iniciou na nossa instituicdo em janeiro
2012 ap6s a aprovacdo do protocolo desse projeto de pesquisa e apoio
financeiro da FAPESP. As amostras passaram a ser identificas através do
carimbo PR-931.

O estudo de resisténcia e genotipagem bacteriana foi realizado no
laboratorio de microbiologia e biologia molecular do Instituto Central do

HCFMUSP, respectivamente.
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4.3 Microbiologia

ldentificacdo de BCC: amostras de trato respiratorio foram semeadas
em agar seletivo para BCC (Oxoid, Columbia, Estados Unidos da América) e
incubadas a 37°C por 72 horas. Identificacdo fenotipica foi realizada por
metodologia automatizada VITEK2® com cartdes GNI (BioMerieux, Marcy-
L’Etoile, Franca).
Sensibilidade: teste de sensibilidade para Meropenem, ceftazidime,
sulfametoxazol-trimetoprima foi realizado por metodologia automatizada
VITEK2® com cartdes GN AST 104 (BioMerieux, Marcy-L'Etoile, Franga) e por
técnica de gradiente difusdo Etest®. A interpretacdo seguiu os padrdes
internacionais do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)®.
Denominamos como BCC MR as cepas resistentes as 3 drogas testadas, PR

resistentes 1 ou 2 drogas e NR nenhuma resisténcia as drogas.

4.4 Biologia Molecular

Genotipagem por sequenciamento eletroforese de capilar: o estudo

molecular para identificacdo genotipica da BCC foi realizado por

sequenciamento de DNA a partir de primers do gene RecAll, previamente

descritos 8.
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Extracdo de DNA

O DNA das amostras foi extraido a partir de uma suspensao de bactérias
retiradas da placa de cultivo e colocadas em tubos estéreis contendo solucao
fisiologica estéril. Apos centrifugacdo a 50009 durante 5 minutos, os sedimentos
foram submetidos a de extracdo de DNA, utilizando o kit QlIAamp DNA mini kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha). Todo procedimento foi realizado de acordo com o

protocolo do fabricante e o material mantido a -20°C até o momento do uso.

Determinacdo dos genomovares das cepas do complexo Burkholderia cepacia.

A determinacéo dos genomovares do complexo Burkholderia cepacia foi
realizada por meio do sequenciamento capilar automatizado de Sanger,
utilizando segmentos especificos do gene RecA, a partir dos oligonucleotideos
iniciadores, previamente descritos (Payne et al., 2005): BUR3 F-%
GAAGAAGCAGTTCGGCAA e BUR4 R-5 GAGTCGATGACGATCAT, gerando
um fragmento de 469pb e BUR1 F-5 GATCGAAGAAGCAGTTCGGCAA e BUR2

R-5 TTGTCCTTGCCCTGAGCCGAT, gerando um fragmento de 869pb.

Amplificacdo dos fragmentos de DNA

A técnica de PCR foi realizada utilizando 20 ng de DNA em um volume total de
50uL, contendo 1U Tag DNA polimerase, 25 mM dNTP, 1,5 mM de MgCI2, 5,0uL

tampéao 10x, 10 pmol de cada primer.
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A reacdao foi realizada utilizando um termociclador eppendorf (Bio-Rad,
Mississauga, Ontario, Canada) durante 30 ciclos de, 30 segundos a 94 °C, 45s
a temperatura de hibridizacéo e 60s a 72 °C, com uma extensao final de 10 min
a 72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de

agarose, purificados e quantificados para serem usados no sequenciamento.

Purificacao produtos de PCR

Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se o kit QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instrucdes

do fabricante.

Quantificacdo DNA

Os DNAs amplificados purificados foram quantificados por
espectrofotometria, utilizando-se o equipamento Nanodrop.

Foram pipetados 2,0ul de tampéao de eluicdo para fazer a calibragéo do
equipamento e, em seguida, 2,0ul de DNA. Foram utilizadas as amostras que
apresentaram razao entre as absorbancias A260/A280 entre 1,7 — 1,9 (193).

VariacOes fora deste intervalo indicam presenca de impurezas na amostra.
As amostras com boa qualidade de pureza foram utilizadas numa concentracao
de final de 20-40ng em até 6,5uL. Aquelas com concentracéo inferior a 10ng em

6,5ul foram repetidas para serem utilizadas na reagao de sequenciamento.
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Reacdo de Sequenciamento

Foram utilizados os mesmos oligonucleotideos da PCR e o kit Big Dye
Terminator (Applied Biosystems Incorporation, Foster City, California). Esse
método utiliza dideoxinucleotideos marcados com substancias fluorescentes
diferentes, permitindo a leitura concomitante no sequenciador capilar ABI 3700
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia). Cada reacéo foi preparada com
volume total de 10ul: foram adicionados 2uL do tamp&o, 1ul de cada primer a
5pmol, 0,5 ul do Big Dye, 20/40ng de DNA em volume de 6,5uL, sendo o volume
completado com de H-O MilliQ. As reacdes foram realizadas individualmente
para cada primer. As condi¢cdes de amplificacdo foram, inicialmente um ciclo de
desnaturacao a 94°C, por 2 minutos e 95°C por 20 segundos. Em seguida foram
realizados 35 ciclos a 60°C por 15 segundos e extensao a 72C, por 2 minutos.

Apos os 35 ciclos a reagcao permaneceu a 4°C.

Precipitacdo da placa para o sequenciamento

Apbs essa amplificacdo a placa de reacéo foi precipitada pelo método do

Isopropanol. Foram adicionados 40uL de isopropanola 70% (preparado na

hora). A placa envolvida em papel aluminio e incubada por 15min a temperatura
ambiente. ApGs essa incubacao a placa foi centrifugada por 45 min a 4000rpm
em centrifuga refrigerada. Todo o volume foi entdo retirado, invertendo a placa

sobre um papel absorvente com muito cuidado.

Posteriormente, acrescentou-se 200uL de etanol a 70% (recém preparado) e a

placa centrifugada por 5min a 4000rpm.
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Novamente todo o volume foi retirado e a placa foi invertida com um papel toalha
e centrifugada por 1min a 800rpm e colocada em termociclador a 95°C por 2min.
Apos esfriar em lugar escuro, a placa foi tampada e envolvida com papel aluminio

e mantida a -20°C até ser colocada no sequenciador ABI 3700.

Analise resultado do sequenciamento

Os cromatogramas foram analisados individualmente para cada iniciador
utilizado. Verificou-se em cada cromatograma o perfil e altura dos picos, a
presenca de ruidos e contaminacédo por meio de picos duplos. As sequéncias
com bons resultados foram utilizadas para montagem dos contingentes,

utilizados para a analise do genomovares.

A analise dos genomovares

Os resulatdos obtidos a partir do sequenciamento foram montados usando o
software Sequencher version 4.1.4. Estas sequencias foram entdo alinhadas
através do programa ClustalX utilizando-se outras referéncias obtidas no

banco de dados publico do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), e estédo listadas

abaixo: &


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Materiais e Métodos 36

Burkholderia arboris HE981731.1; Burkholderia multivorans HE981730.1,
HM598379.2, |AF456013.1, AF143776.1; Burkholderia pseudomultivorans
HE963747.1; Burkholderia cepacia BCU70431, AY099311.1, GQ306216.1
FJ897558.2, FJ897561.1, FJ897553.1; Burkholderia cenocepacia CP000958.1,
AM747720.1, AF456024.1, AF456056.1, AY951899.1,

JF916680.1, JF261105.1; Burkholderia seminalis AM748098.1, AM748096 |,
AM748096.1, AM748102.1; Burkholderia stabilis HM598395.1, GU938625.1,
GU938640.1; Burkholderia pseudomallei NC_021884.1, NC_018527,
HM598368.1, HM598372.1; Burkholderia pyrrocinia JQ658434.1, DQ360828.1,
AY951904.1, AY951905.1; Burkholderia ambifaria EU079012.1, EU079013.1;
Burkholderia anthina JF824701.1, JF806422.1; Burkholderia arboris
JF824702.1, HM446326.1, HM598391.1; Burkholderia caledonica AJ550304.1
; GQ306219.1; Burkholderia diffusa JF806423.1, JF806424.1; Burkholderia
gladioli HM598365.1; Burkholderia glumae AJ551324.1; Burkholderia latens
AM748099.1; Burkholderia metallica AM748094.1; Burkholderia plantarii
AJ551323.1; Burkholderia ubonensis AY780511.1; Burkholderia vietnamiensis
AF456027.1, AY950449.1.

Inicialmente, fora feita uma abordagem utilizando fragmentos pequenos
(469pb) para a reconstrucao filogenética. Para a escolha do melhor modelo
filogenético de substituicdo de DNA, foi utilizado o programa Modeltest v.3.7,
resultando no modelo HKY. Utilizando o método de verossimilhanca, foi feita uma

reconstrucao filogenética no programa PhyML3.0 com Bootstrap de 300

replicagbes. A busca da arvore Otima foi reconstruida usando o algoritmo

Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) 3.



Materiais e Métodos 37

Entretanto, apos a analise preliminar da arvore, constatou-se que 0s
valores de suporte ndo eram bons o suficiente, possivelmente devido ao
pequeno numero de sitios informativos contidos no fragmento de 469
nucleotideos. Dessa forma, decidiu-se expandir o sequenciamento para
fragmentos de 869 nucleotideos. Para essa reconstrucdo, a abordagem fora
modificada e o método bayesiano aplicado. Utilizando o programa BEAST
v.1.8.0%%. O arquivo de entrada (xml) foi preparado utilizado o programa Beauti
(ferramenta do pacote Beast), utilizando o modelo de coalescéncia com relogio
molecular relaxado. Vinte milhdes de corridas foram feitas, salvando as arvores
com informacbes de substituicdes de nucleotideos a cada 1000 corridas,
totalizando em 20 mil arvores finais. As arvores foram entdo sumarizadas no
programa TreeAnotator (pacote Beast) e a arvore consenso final de Maxima
credibilidade — MCC (com valores de probabilidade posterior para cada ramo)

foi visualizada no programa FigTree (http://beast.bio.ed.ac.uk/FigTree) .

4.5 Profilaxia da Infeccdo por BCC

Antimicrobianos foram escolhidos com base nos resultados das culturas
de escarros e do lavado broncoalveolar. Todos os pacientes infectados com BCC
foram tratados com pelo menos duas drogas (sulfametoxazol- trimetoprim e
meropenem) até que os testes de sensibilidade estivessem disponiveis.
Antibidtico inalatorio também foi utilizado para todos os pacientes com fibrose

cistica (tobramicina ou colistina).


http://beast.bio.ed.ac.uk/FigTree)
http://beast.bio.ed.ac.uk/FigTree)
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4.6 Protocolo de Imunossupressao para o Transplante Pulmonar

Para o tratamento de indug&o de imunossupresséao, todos os pacientes
receberam metilprednisolona (500 mg durante a cirurgia) e basilixmab (20 mg
durante a cirurgia e no quarto dia pés transplante). Para a manutencéo da terapia
imunossupressora: tacrolimus (0,15mg/kg/d), azatioprina (2mg/kg/d) e
prednisona (0,5 mg /kg /d) foi utilizada durante 1 més, com reducdes de dose ao
longo do seguimento. Depois de novembro / 2010, nosso protocolo
imunossupressor foi alterado para a ciclosporina (5 mg /Kg/d), micofenolato de
sédio (10mg /kg até 1440mg /d ) e prednisona ( 0,5 mg/Kg/d ) para todos os
pacientes com Fibrose Cistica devido ao menor efeito diabetogénico da
ciclosporina em relagcdo ao tacrolimus. O esquema para outras causas de

Bronquiectasias permaneceu 0 mesmo.

4.7 Monitorizagdo e Tratamento de episddios de Rejeicdo apos
Transplante Pulmonar

A broncoscopia de vigilancia foi realizada na segunda e sexta semana
apos o transplante, em seguida, nos meses 3, 6, 9 e 12, ou quando clinicamente
indicado. Os episodios de rejeicdo foram tratados quando as bidpsias foram
classificadas com graduacgéo A2 ou superior de acordo com os critérios definidos
por publicacdo da ISHLT em 2002, apds revisdo dos criterios iniciais de 1996,
para a padronizacdo de nomenclatura no diagndstico de rejeicdo do enxerto
pulmonar. A pulsoterapia de 3 dias com metilprednisolona (10 mg/kg/d de até 1

g/d) foi utilizada para o tratamento dos episédios de rejeigéao.
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4.8 Variaveis clinicas correlacionadas com colonizagdo/infeccdo por
cepas de BCC em pacientes do estudo ap0s o transplante pulmonar

Os dados clinicos foram coletados para correlacdo com o diagnéstico

laboratorial de BCC:

- Idade, Sexo, indice de massa corporal (IMC)

- Tempo de internacdo poés transplante imediato e tempo de internacéo
em Unidade de terapia intensiva

- Complicagdes: disfuncdo primaria do enxerto, rejeicdo aguda, disfungéo
cronica do enxerto, resisténcia bacteriana

- Desfechos: tempo de sobrevida, 6bito.

4.9 Avaliacdo da correlagdo das variaveis clinicas e laboratoriais (BCC)
com obito

Variaveis continuas e categoricas independentes foram analisadas:
idade, sexo, indice de massa corporal (IMC), a colonizacdo por BCC, disfuncéo
primaria do enxerto (PGD), episddios de rejeicdo aguda, disfuncdo crbnica do
enxerto, tempo de internacdo na unidade de terapia intensiva (UTI), dias de
internacao hospitalar apds o transplante pulmonar por um periodo de seguimento

6 meses e necessidade de pulsoterapia.
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4.10 Analise estatisticadescritiva

As analises descritivas para os dados quantitativos foram realizadas,
apresentando as médias acompanhadas dos respectivos desvios padrao (xdp) e
intervalo de confianca (IC) de 95%. As variaveis categoricas foram expressas

atraves de suas frequéncias e porcentagens.

411 Analise estatisticainferencial

As variaveis categoricas foram analizadas com o teste Qui Quadrado e
o risco relativo (RR) foi utilizado para a ponderacdo do risco inerente a cada
variavel.

Para avaliacdo de sobrevida foi utilizada a curva de Kaplan Meier e para
as comparac0des das curvas foi utilizado o teste de Log-rank.

A analise univariada por regressao de Cox foi utilizada para a exploracao
de correlacdo entre as variaveis preditoras e a variavel desfecho (6bito).

Foi utilizado o valor de significancia estatistica menor ou igual a 5%
(p = 0,05 para todas as analises com excecdo da analise univariada.

A modelagem estatistica e os testes foram realizados com o software

SPSS verséao 21.0.
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Entre 2008 e 2013, foram realizados 132 transplantes de pulmdo em
nossa instituicdo; 62 transplantes pulmonares foram realizados em pacientes
com doenca pulmonar supurativa, 34 pacientes portadores de fibrose cistica e
28 pacientes com Bronquiectasias, sendo destes: trés pacientes com Discinesia
Ciliar Priméria, um paciente com Deficiéncia de Imunoglobulina A, um paciente
com Doenca do Enxerto Versus Hospedeiro apés transplante de medula éssea,
um paciente com Sequela Pulmonar apdés pneumonite por Sarampo e 22
pacientes com Bronquiectasias de etiologia indefinida.

Observamos um nimero maior de pacientes com BCC em portadores de
FC. A incidéncia de BCC no grupo de estudo foi de: 38% (13/34) em pacientes

com FC e 10,7% (3/28) nos pacientes com Bronquiectasias. (Graficol)

Gréfico 1- Nomero de casos de pacientes colonizados por BCC em
pacientes com doenca pulmonar supurativa
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A analise do sequenciamento genético da BCC para avaliagdo dos
diferentes genomovares foi realizada em sete pacientes com FC, identificamos:
trés pacientes com B.metallica e quatro pacientes com B.cenocepacia.(Grafico

2)

Grafico 2- Caracterizacdo dos genomovares nos pacientes colonizados
por Burkholderia cepacia complex
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Com relagdo aos testes de sensibilidade, nos pacientes com
Bronquiectasias encontramos: 2 pacientes com BCC sensiveis a todas as drogas
testadas (NR) e 1 paciente com BCC resistentes a 2 drogas (PR).

Com relacdo a resisténcia antimicrobiana em pacientes com FC,
observamos dois casos de pacientes com BCC multiresistentes (MR), apenas
um paciente com BCC MR evoluiu para 6bito. Nos demais pacientes, quatro
foram classificadas como BCC PR e sete como BCC NR, ambos né&o
relacionados a ébito. O tratamento instituido nos pacientes com BCC MR foram
respectivamente: meropenem, sulfametoxazol-trimetoprima, amicacina e

meropenem, sulfametoxazol-trimetoprima, colestimetato.(Grafico 3)

Grafico 3- Resisténcia antimicrobiana dos isolados de Burkholderia
cepacia complex em pacientes com FC submetidos ao

transplante pulmonar
MR (MULTIRESISTENTE - TODAS AS DROGAS), PR
(PANRESISTENTE -1 ou 2 DROGAS), NR (SENSIVEL)
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Correlacéo das Variaveis Clinicas com colonizagdo/infec¢cdo por cepas de
BCC em pacientes do estudo apds transplante pulmonar
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As caracteristicas e medidas clinicas dos pacientes com FC e
Bronquiectasias correlacionado com o diagnostico laboratorial de BCC estéo
resumidos nas tabelas 1 e 2.

Foram incluidos, no grupo de pacientes com FC, vinte e um pacientes ndo
colonizados/infectados por BCC (8F/13M; idade média 22,52+ 7,06) e treze
pacientes colonizados/infectados por BCC (8F/ 5M; 27,9 £ 10,7). No grupo de
pacientes com Bronquiectasias foram incluidos vinte e cinco pacientes nao
colonizado/néo infectados por BCC (7 F/ 18 M; idade média 37,88 +13,36) e trés
pacientes colonizados por BCC (1F/2M; idade média 44,33 + 10,78). O IMC
variou conforme descrito nas tabelas 1 e 2.

Disfungéo primaria do enxerto foi observada em maior nimero em
pacientes com Bronquiectasias e a mortalidade também foi maior nesse grupo.

Tempo de internacdo, tempo de internacdo em unidade de terapia
intensiva, rejeicdo aguda, disfuncdo crbnica do enxerto, necessidade de

pulsoterapia estao descritos nas tabelas 1 e 2.
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Tabela-1- Andalise descritiva - Fibrose Cistica
. . _ : BCC

Nao colonizados B.cenocepacia B.metallica N30 genotipados

(n=21) (n=4) (n=3) (n =6)
IDADE 22,52 +7,06 27 £11,34 26,33 + 14,57 29,33 +10,38
SEXO 8F/13M 3F/1M 2F/1M 3F/3M
IMC 18,66 + 3,76 19,52 +5,10 19,5+2,16 19,77 3,95
TEMPO DE UTI (dias) 11,05 + 11,37 22,75+ 21,76 13 +13,86 10,5 + 4,50
Zﬁf’;’go DE INTERNAGAO 55 59 + 23 87 52,5+ 24,12 59,67 + 34,79 43,16 + 16,51
TEMPO DE TRANSPLANTE 36 43 + 23,87 17,75 + 10,90 48 +31,43 415+9,09
(meses)
- 0,
OBITO 5 (23%) 1 (25%) 0
PGD 4 (19%) 2 (50%) 1 (33,3%)
DISFUNGAO CRONICA DO 0 0 0 0
ENXERTO 2 (9,5%) 1 (25%) 2 (66,6%) 2 (33,3%)
REJEICAO AGUDA 11 (52,3%) 3 (75%) 1 (33,3%) 5 (83,3%)
PULSOTERAPIA 12 (57,1%) 3 (75%) 1 (33,3%) 5 (83,3%)
RESISTENCIA - 1 (25%) 2 (66,6%) 3 (50%)

AbreviagGes: IMC= indice de massa corporal; tempo de UTI= tempo de internagdo na unidade de terapia intensiva;
PGD= disfungao primaria do enxerto.
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Tabela 2- Andlise descritiva — Bronquiectasias

BCC (n = 3)

Nao colonizados

(n = 25)
IDADE 37,88 +13,36 44,33 +10,78
SEXO 7E/18 M 1F/2M
Me 21,49 + 591 2457 +1,71
TEMPO DE UT! (dias) 13,35 + 20,89 38,66 + 50,57
TEMPO DE INTERNACAO (dias) 33,96 33,84 61,66 £32,19
TEMPO DE TRANSPLANTE (meses) ~ 20:16%28,19 44 £36,75
. 0,
OBITO 13 (52%) 1 (33,3%)
PGD * 14 (56%) 0

2 (8%) 0
DISFUNCAO CRONICA DO ENXERTO
REJEICAO AGUDA 6 (24%) 0
PULSOTERAPIA 6 (24%) 0
RESISTENCIA - 1(33,3%)

Abreviag@es: IMC= indice de massa corporal; tempo de UTI= tempo de internacdo na unidade de terapia
intensiva; PGD= disfun¢éo priméria do enxerto.

Durante o seguimento, a mortalidade em pacientes com FC foi de 17,6%
(6/34). Ocorreram seis 6bitos e apenas um paciente colonizado por BCC, mas o
Obito foi atribuido a sepse devido a Acinetobacter baumannii multidroga
resistente. (Grafico 4)

Os pacientes com Bronquiectasias apresentaram maior mortalidade no
seguimento em comparacédo aos pacientes com FC. A mortalidade no grupo de
pacientes com Bronquiectasias foi de 50% (14/28), sendo que nos
colonizados/infectados por BCC ocorreu apenas 1 Obito. O paciente faleceu 97

dias apos o transplante pulmonar por pneumonia aspirativa e sangramento,
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levando a disfuncdo orgénica multipla. Permaneceu todo o tempo internado em

Unidade de terapia intensiva apés a cirurgia. (Grafico 4)

Grafico 4- Taxa de Sobrevida dos Pacientes com Doenga Pulmonar
Supurativa ap6s Transplante Pulmonar
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=OBITO ®VIVO

Avaliacdo da Correlacdo das Variaveis Clinicas e laboratoriais (BCC) com
Obito

Nenhuma variavel analisada pode ser associada ao maior risco de mortalidade

nos pacientes com FC na analise univariada de regressédo de COX. (Tabela3)
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Tabela 3- Regressao de COX - analise univariada (Fibrose Cistica)

VARIAVEL HR IC (95%) p

TEMPO DE INTERNACAO 1,017 0,970 - 1,066 0,487
TEMPO DE UTI 1,045 0,993 - 1,099 0,090
BCC (SIM/NAO) 0,312 0,036 - 2,674 0,288
PGD (SIM/NAO) 0,732 0,086 - 6,271 0,776
SEXO (FEMININO/MASCULINO) 0,459 0,083 -2,554 0,374
IMC (< = 18,5/> 18,5) 2,145 0,392 - 11,726 0,379
IDADE 0,990 0,904 - 1,085 0,832
gllsl\zt/Jll\l\lgé? CRONICA DO ENXERTO ) 0,073 - 5,449 0,675
REJEIGAO AGUDA (SIM/NAO) 0,581 0,116 -2,898 0,507

AbreviagGes: IMC= indice de massa corporal; tempo de UTI= tempo de internacdo na unidade de terapia
intensiva; PGD= disfungéo primaria do enxerto.

Disfuncao primaria do enxerto (PGD) foi a Unica variavel associada ao
desfecho &bito com significancia estatistica. A variavel disfuncdo crbnica do

enxerto ndo apresentou evento (6bito) (Tabela 4)
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Tabela 4- Regressao de COX - analise univariada (Bronquiectasias)

VARIAVEL HR IC (95%) P
TEMPO DE INTERNACAO 1,009 0,977 - 1,042 0,575
TEMPO DE UTI 1,01 0,990 - 1,030 0,337
BCC (SIM/NAO) 0,538 0,070 - 4,127 0,551
PGD (SIM/NAO) * 11,08 2,290-53,602 0,003
SEXO (FEMININO/MASCULINO) 1,535 0,513 - 4,591 0,444
IMC (< = 18,5/> 18,5) 2,541 0,562-11,478 0,226
IDADE 1,021 0,978 - 1,066 0,334
DISFUNCAO ~ CRONICA DO ENXERTO _ ) )
(SIM/NAO)

REJEICAO AGUDA (SIM/NAO) 0,224 0,029 - 1,722 0,150

Abreviag@es: IMC= indice de massa corporal; tempo de UTI=tempo de internacdo na unidade de terapia
intensiva; PGD= disfun¢éo priméria do enxerto.

Desfecho Clinico avaliado através da Curva de Sobrevida dos pacientes
com Doenca Pulmonar Supurativa

Observamos um aumento da mortalidade no grupo Bronquiectasias
principalmente no primeiro més apos o transplante. Este aumento pode estar
correlacionado com a alta incidéncia da disfuncdo primaria do enxerto nestes

pacientes. (Grafico 5)
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Gréafico 5- Kaplan-Meier curva sobrevida acumulada de pacientes com
doenca pulmonar supurativa submetidos ao transplante

pulmonar
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NUMERO DE PACIENTES EM RISCO
TEMPO (MESES) 0 20 40 60
Numero de pacientes com Fibrose Cistica 34 30 29 28
Numero de pacientes com Bronquiectasias 28 15 14 14

Durante o seguimento ocorreram 2 6bitos em pacientes com Doenca

Pulmonar Supurativa colonizados por BCC. BCC néo foi um fator relacionado a

Obito no grupo de estudo.(Gréfico 6)
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Gréafico 6- Kaplan-Meier curva sobrevida acumulada de pacientes com
doenca pulmonar supurativa colonizados ou n&o por

Burkholderia cepacia complex submetidos ao transplante

pulmonar
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NUMERO DE PACIENTES EM RISCO
TEMPO (MESES)
0 20 40 60
Nimero de pacientes com Doenca Pulmonar Supurativa
(N&o) 46 30 29 28
Numero de pacientes com Burkholderia cepacia complex
(Sim)) 16 14 14 14

Quando comparamos a colonizagdo por BCC em pacientes com FC e os

pacientes com FC néo colonizados, observamos que a colonizagao por BCC néo

gerou impacto na mortalidade (p=0,310). (Grafico 7)
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Gréfico 7- Kaplan- Meier Curva de sobrevida acumulada de pacientes com
Fibrose Cistica colonizados ou nao por Burkholderia cepacia
complex submetidos ao transplante pulmonar
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Pacientes com FC colonizados por BCC (Sim) 13 12 12 12
Pacientes com FC colonizados por BCC (N&o) 21 18 17 16

Na curva de sobrevida comparativa entre pacientes colonizados por BCC
e B.cenocepacia ndo encontramos diferenca estatisticamente significante.

(Gréfico 8)
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Gréfico 8- Kaplan- Meier - Curva de sobrevida acumulada de pacientes com
Fibrose Cistica submetidos ao transplante pulmonar de
acordo com o status de colonizagcéo por BCC

p = 0,269, Teste Log-Rank
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Pacientes colonizados por B. cenocepacia 4 3 - -
Pacientes colonizados por BCC 9 9 9 9
Pacientes n&o colonizados 21 18 17 16

Os pacientes que desenvolveram disfuncéo primaria do enxerto (PGD)

apresentaram elevada mortalidade. A PGD é um fator fortemente relacionado a

mortalidade no primeiro ano apos transplante pulmonar. (Grafico 9)



Resultados 55

Gréfico 9- Kaplan-Meier curva de sobrevida acumulada de pacientes com

Sobrevida Acumulada
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doencapulmonar supurativa apos o transplante pulmonar com
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Numero de Pacientes com PGD (Sim) 21 3 3 3

Disfuncé@o primaria do enxerto no presente estudo esta relacionada a

mortalidade nos primeiros meses pGés transplante pulmonar em pacientes com

Bronquiectasias. (Grafico 10)
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Gréfico 10- Kaplan-Meier curva de sobrevida acumulada de pacientes com
Bronguiectasias ap0s o transplante pulmonar com ou sem
diagnostico de Disfuncao primaria do Enxerto (PGD).
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Pacientes com Bronquiectasias sem PGD (Nao) 14 13 13 13
Pacientes com Bronquiectasias com PGD (Sim) 14 2 1 1

Quando analisamos a proporcao de disfuncéo cronica de enxerto nos
pacientes com Doenca Pulmonar Supurativa colonizados por BCC e
comparamos com 0s pacientes nao colonizados por essa bactéria, encontramos

um risco 3,6 vezes maior nos pacientes com Doenca Pulmonar
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Supurativa colonizados por BCC de apresentarem disfuncéo crénica do

enxerto. RR 3,6 IC 95% (1,09-11,75). (Grafico 11)

Grafico 11- Disfuncdo Crbnica do Enxerto Pulmonar nos pacientes com
Doenca Pulmonar Supurativa de acordo com o status
colonizacédo por Burkholderia cepacia complex
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Quando analisamos disfuncédo crénica de enxerto no grupo de pacientes
com FC, colonizados e néo colonizados por BCC, ndo observamos significancia

estatistica. RR 4,03 IC95% (0,91-17,86). (Grafico 12)

Grafico 12- Disfuncao Crbénica do Enxerto Pulmonar nos pacientes com
Fibrose Cistica de acordo com o status de colonizacédo por
Burkholderia cepacia complex
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Estudos prévios confirmam que a coloniza¢do por BCC genomovar lli
(B.cenocepacia) esta associada a menor sobrevida apoés transplante de pulméo
e maior mortalidade nos primeiros meses pés transplante pulmonar*®?%%. Assim,
considerando escassez de doadores e aumento da mortalidade em lista, alguns
centros tém optado por nédo incluir pacientes colonizados por B. cenocepacia da
lista de espera para transplante de pulmao.

No presente estudo foram realizados 132 transplantes pulmonares, 62
pacientes com doenca pulmonar supurativa.O transplante pulmonar bilateral foi
realizado em todos os pacientes do estudo e a colonizacdo por BCC foi
observada em 25,8% dos pacientes (16/64). Durante o seguimento, apenas 2
Obitos foram observados no grupo de pacientes com doenca pulmonar
supurativa e colonizados por BCC (2/16): 1 6bito em paciente com FC, 62 dias
apos o trasnplante pulmonar, o 6bito foi atribuido a choque séptico devido a
Acinetobacter baumannii multi droga resistente e 1 Obito em paciente com
Bronquiectasias, 97 dias ap0s o transplante pulmonar, por disfuncédo organica
multipla ( pneumonia aspirativa e sangramento).

A identificacdo de BCC em meio de cultura seletivo no Laboratério de
Microbiologia da nossa Instituicdo, tornou-se rotineiramente realizada em
todas as culturas de escarro e lavado broncoalveolar a partir do ano 2008, e a
identificacdo das espécies de BCC no Laboratério de Biologia Molecular
realizada através do método de sequenciamento do gene RecA, iniciou-se no
ano de 2012.

A primeira descricdo do sequenciamento do gene RecA foi descrita em

2000 por Mahenthiralingam et al.'®;esse gene modifica uma proteina
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multifuncional de mesmo nome que atua, dentre outras funcbes, na
recombinacdo e no reparo do DNA da bacteriano lesado, e tem sido explorado
como marcador filogenético em varios géneros de bactérias, apresentando
diferencas pontuais capazes de permitir a caracterizacéo das espécies®.

Ndo observamos durante o acompanhamento dos pacientes a
colonizacéo/infeccdo por BCC apoés o transplante pulmonar (TxP) no grupo de
pacientes com FC. Todos as culturas positivas para BCC ocorreram durante o
periodo pré e no intraoperatoério do TxP. Dos trés pacientes com Bronquiectasias
colonizados por BCC, dois tiveram crescimento da bactéria também apos o
primeiro ano de TxP.

O presente estudo mostrou que a distribuicdo dos genomovares da BCC
em nosso grupo de pesquisa teve o predominio de B. cenocepacia e B. metalica,
a incidéncia da colonizagé&o/infeccéo por BCC foi de 38% em pacientes com FC
(13/34) e 10,7% (3/28) nos pacientes com Bronquiectasias, valor este
significantemente maior que a incidéncia descrita atualmente para a populacéo
de pacientes americanos com FC que foi de 2,6%°. Dados sobre pacientes com
Bronquiectasias colonizados por BCC submetidos ao transplante pulmonar
Sa0 escassos.

Em um estudo descritivo realizado em nossa Instituicdo entre o ano de
2000 a 2011, 20% dos transplantes pulmonares foram realizados em pacientes
com FC, constituindo a segunda maior indicacao de TxP e de 30 pacientes com
FC apenas 4 pacientes estavam colonizados por BCC e, apesar de ser uma
doenca de envolvimento de multiplos 6rgdos com caracteristicas que podem
agravar a morbidade e mortalidade ap6s TxP, esses pacientes tiveram as

melhores taxas de sobrevida apds o transplante, quando comparado com todos

os outros tipos de indicac&o®.
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Alguns estudos retrospectivos de centros individuais mostraram taxas
de mortalidade proibitivas para o transplante em pacientes com FC colonizados
por B.cenocepacia, e por conseguinte, contraindicagdo para o0

procedimento®9%°,

A melhor evidéncia sobre o tema foi uma metandlise que reuniu
estudos publicados abordando a selecéo de pacientes com FC colonizados por
BCC. A concluséo desta foi que a colonizacdo por BCC néo teve impacto na
sobrevida apos TxP e, portanto, ndo deve ser uma contraindicacao a realizacao
do procedimento. Mesmo a colonizagcdo por B.cenocepacia ndo deve ser
considerada uma contraindicacédo absoluta ao TxP, mas sim ponderada como
um risco realista, dentre outros no processo de selecado de candidatos, para a
sobrevida a longo prazo apés TxP®’.

Nosso estudo ndo encontrou nenhuma diferenga na sobrevida apos TxP
entre pacientes colonizados ou ndo por BCC, mesmo quando B.cenocepacia foi
analisada separadamente. Apesar da limitacdo do tamanho da amostra,
sobretudo dos pacientes com analise de genotipagem (7/62), fato que nos
impossibilita uma conclusao definitiva sobre mortalidade, trata-se do primeiro
estudo realizado no Brasil que correlaciona a colonizacdo pela BCC com
evolucéo clinica dos pacientes.

A diferenca na mortalidade devidoa infeccdo B.cenocepacia
observado em nosso estudo pode estar relacionada com fatores do hospedeiro.
Determinantes genéticos da populagdo, a resposta imune do

hospedeiro, e a interagcdo entre B.cenocepacia e a microbiota respiratoria
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prevalente em pacientes com FC no Brasil ainda ndo foram amplamente

explorados; a interacdo hospedeiro - parasita pode ser diferente na populacéo

brasileira. Em relacdo ao estudo genético, Faucz e colaboradores®
demonstraram uma maior heterogeneidade das mutacdes do gene CFTR na
populacdo de pacientes com FC em varios estados brasileiros em comparacao
a outras populac¢des da Europa, estudos da microbiota pulmonar e das diferentes
mutacdes genéticas em pacientes com FC submetidos ao transplante pulmonar
estdo atualmente em curso na nossa instituicao.

Somente no ano de 2012, analise genética de BCC foi iniciada em nossa
instituicdo, e apesar da pequena amostra, nossa coorte teve grande importancia
no conhecimento dos pacientes submetidos a transplante de pulméao em relacéo
a infeccdo do BCC, bem como pelos diferentes subtipos BCC, e também a
evolucdo dos pacientes infectados.

Por um curto periodo de seguimento (5 anos e 1 ano para os desfechos
clinicos) encontramos 16 BCC e tivemos a oportunidade de analisar
geneticamente sete cepas e identificamos quatro B.cenocepacia. De Soyza et al,
20 em um centro de transplante pulmonar maior que o nosso, encontraram 22
BCC e 12 B. cenocepacia em um seguimento de 10 anos. Eles mostraram uma
mortalidade 9/12 (75%) e no presente estudo foram 01/04 (25%).

No atual trabalho, observamos uma maior incidéncia de disfuncdo primaria
do enxerto (PGD) no grupo de pacientes com Bronquiectasias (14/28) em
comparacao ao grupo de pacientes com FC (7/34); entretanto os pacientes com
Bronquiectasias colonizados por BCC néo apresentaram disfungcéo primaria do

enxerto.
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PGD esteve relacionada a uma maior mortalidade nos pacientes com
Bronquiectasias, o0 que ndo aconteceu com os pacientes com FC. Embora a PGD
seja causa conhecida de morbi-mortalidade precoce e de incidéncia de disfuncao
cronica do enxerto pulmonar®, neste estudo, tal aumento de mortalidade n&o
pode ser atribuido somente a PGD, ja que a causa imediata mais frequente do
Obito foi disfuncéo organica mdltipla, e ndo disfuncéo aguda do enxerto pulmonar
isolada.

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da disfungéo cronica
do enxerto pulmonar, infeccbes recorrentes por Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus sp e virus respiratérios sdo estabelecidas na literatura®. Quando
analisamos em conjunto os pacientes com Doenca Pulmonar Supurativa,
encontramos uma maior frequéncia da disfuncdo crbnica do enxerto nos
pacientes com infeccdo por BCC (5/16 vs. 4/46), porém esta associac¢do causal
entre infec¢ao por BCC e disfuncao cronica do enxerto necessita de estudos com
maior nimero de pacientes.

Uma analise mais adequada do impacto clinico da colonizacdo pela
BCC nos pacientes com outras causas de Bronquiectasias nao foi possivel
devido a muito baixa ocorréncia de eventos no presente estudo (3/28 pacientes).
Esta incidéncia muito baixa quando comparada ao grupo de pacientes com FC,
pode significar uma caracteristica clinica de interacdo entre hospedeiro e
microbioma distintos, ndo favorecendo a colonizacao pela BCC.

Concluindo, os pacientes colonizados por BCC nao tiveram um pior
prognostico em comparacao aos ndo colonizados, a taxa de mortalidade durante

0 seguimento desses pacientes foi baixa (2 6bitos em 16 infectados por BCC).
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Colonizacao/infeccdo por Burkholderia cepacia complex n&o teve
qualquer impacto sobre a taxa de mortalidade dos pacientes com FC apés o
transplante pulmonar, mesmo depois de realizada a genotipagem e observada
B.cenocepacia.

Portanto, apesar da limitacdo de tamanho de amostra, at¢ 0 momento,
nao consideramos adequado em nosso centro a contraindicacao ao transplante
de pacientes colonizados por BCC, mesmo nhaqueles colonizados por genomovar
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Nosso estudo nao observou pior prognostico ou maior mortalidade nos
pacientes com doenca pulmonar supurativa colonizados por BCC submetidos

ao transplante pulmonar

A incidéncia de colonizacéo do trato respiratorio por BCC nesta populagéo de

pacientes com doenca pulmonar supurativa foi 25,8% (16/62).

A analise do genomovar foi realizada em 7 pacientes, sendo B.cenocepacia

(4/7) e B.metallica (3/7) os subtipos encontrados.

A resisténcia antimicrobiana das cepas de BCC néo se correlacionou com

pior evolucéao clinica dos pacientes.

Disfuncéo primaria do enxerto foi a Unica variavel clinica relacionada com

mortalidade no grupo de pacientes com Bronquiectasias.

Pacientes com Bronquiectasias apresentaram maior mortalidade durante o

estudo comparado com o grupo de pacientes com Fibrose Cistica.
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Anexo 1- Tabela de valores absolutos- Fibrose Cistica
Staphylococcus Pseudomonas

ID IDADE SEXO IMC AUTEUS aeruginosa BCC
1 20 F 14,8 NAO SIM
2 20 F 17 SIM SIM B.metallica
3 25 F 19,1 NAO SIM N
4 19 F 17 NAO SIM N
5 22 M 17,4 NAO SIM N
6 11 M 20,7 SIM SIM N
7 35 M 24 NAO NAO N
8 20 M 18 SIM SIM N
9 31 F 21,2 SIM SIM BCC nao genotipado
10 27 F 18 SIM SIM N
11 43 F 20,8 SIM SIM B.metallica
12 20 M 13,8 SIM SIM N
13 19 M 19,2 SIM SIM N
14 36 M 23,9 SIM SIM BCC né&o genotipado
15 32 M 229 SIM SIM N
16 38 M 27,2  NAO SIM N
17 19 F 21,7 SIM NAO N
18 27 M 22,5 NAO SIM N
19 40 M 17,3 NAO SIM BCC nao genotipado
20 18 F 24 SIM SIM BCC nao genotipado
21 15 F 20 SIM SIM N
22 36 F 18,1 NAO SIM BCC n&o genotipado
23 24 M 14,1 NAO SIM N
24 15 M 14,1 SIM SIM BCC né&o genotipado
25 20 F 16,8 SIM SIM B.cenocepacia
26 18 F 13,7 NAO SIM B.cenocepacia
27 14 F 11,1 SIM NAO N
28 26 M 17,7 NAO SIM N
29 21 M 17,6 SIM SIM N
30 27 F 19,5 SIM SIM N
31 43 F 23,6 NAO SIM B.cenocepacia
32 27 M 24 NAO NAO B.cenocepacia
33 12 M 156  NAO NAO N
34 16 M 20,7 SIM NAO B.metallica

Abreviag@es: Id= identificacdo do paciente; IMC= indice de massa corporal;
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Anexo 1- Tabela de valores absolutos- Fibrose Cistica
DISFUNCAO N
- CRONICA REJEICAO
ID RESISTENCIA PGD  PULSOTERAPIA O AGUD%
ENXERTO
1 NAO SIM NAO SIM
2 NR SIM  SIM SIM SIM
3 NAO NAO NAO NAO
4 SIM NAO NAO NAO
5 NAO NAO NAO NAO
6 NAO SIM NAO SIM
7 NAO SIM NAO SIM
8 NAO SIM NAO SIM
9 PR NAO SIM SIM SIM
10 NAO NAO NAO NAO
11 PR NAO NAO SIM NAO
12 NAO SIM SIM SIM
13 NAO SIM NAO SIM
14 NR NAO NAO NAO NAO
15 NAO SIM NAO SIM
16 NAO NAO NAO NAO
17 NAO SIM NAO SIM
18 NAO SIM NAO SIM
19 NR NAO SIM SIM SIM
20 PR NAO SIM NAO SIM
21 NAO SIM NAO SIM
22 NR NAO SIM NAO SIM
23 SIM NAO NAO NAO
24 PR NAO SIM NAO SIM
25 PR SIM SIM NAO SIM
26 PR NAO SIM SIM SIM
27 SIM NAO NAO NAO
28 NAO SIM NAO SIM
29 NAO NAO NAO NAO
30 SIM  SIM SIM NAO
31 PR NAO SIM NAO SIM
32 MR SIM NAO NAO NAO
33 NAO NAO NAO NAO
34 MR NAO NAO NAO NAO

Abreviacdes: Id= identificagdo do paciente; MR (MULTIRESISTENTE- TODAS AS DROGAS), PR
(PANRESISTENTE -1 ou 2 DROGAS), NR (SENSIVEL) ;PGD= disfun¢do primaria do enxerto.
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Anexo 2- Tabela valores absolutos - Bronquiectasias
Staphylococcus  Pseudomonas

ID IDADE SEXO IMC aurgug neruginosa BCC
1 26 M 20 SIM SIM N

2 27 F 24,3  SIM NAO N

3 52 M 24,3 NAO SIM BCC n&o genotipado
4 53 M 21,6  NAO NAO N

5 28 F 19,6 NAO SIM N

6 30 M 18,6 NAO SIM N

7 38 M 20,2 SIM SIM N

8 49 M 23 SIM SIM BCC nao genotipado
9 55 F 24 NAO NAO N

10 46 M 25 SIM SIM N

11 32 F 26,4 SIM SIM BCC né&o genotipado
12 19 M 21,7 SIM SIM N

13 27 M 28,4 NAO NAO N
14 17 M 18,6 NAO NAO N

15 39 M 21,6  NAO SIM N

16 61 M 26,4 NAO SIM N

17 47 M 22,3 NAO NAO N

18 29 F 19,2 SIM NAO N

19 54 M 36 SIM SIM N
20 43 M 25 SIM SIM N
21 46 F 20 NAO NAO N
22 18 F 17,2 NAO NAO N
23 36 M 20,4 NAO NAO N
24 56 M 20,7 NAO NAO N
25 46 M 22 NAO NAO N
26 17 F 29,6 SIM NAO N
27 45 M 21,3 NAO NAO N
28 44 M 23,2 NAO NAO N

Abreviac¢@es: |d= identificacdo do paciente; IMC= indice de massa corporal;



Anexos 72

Anexo 2- Tabela valores absolutos — Bronquiectasias

DISFUNCAO X
ID RESISTENCIA PGD  PULSOTERAPIA CRONIC%\ DO EE‘LESEAO

ENXERTO
1 SIM NAO NAO NAO
2 NAO NAO NAO NAO
3 NR NAO NAO NAO NAO
4 NAO SIM NAO SIM
5 NAO NAO SIM NAO
6 NAO NAO NAO NAO
7 SIM NAO NAO NAO
8 NR NAO NAO NAO NAO
9 NAO NAO NAO NAO
10 NAO NAO NAO NAO
11 PR NAO NAO NAO NAO
12 NAO SIM NAO SIM
13 NAO NAO NAO NAO
14 NAO NAO NAO NAO
15 NAO SIM NAO SIM
16 SIM NAO NAO NAO
17 SIM NAO NAO NAO
18 SIM NAO NAO NAO
19 SIM SIM SIM SIM
20 SIM NAO NAO NAO
21 SIM NAO NAO NAO
22 SIM SIM NAO SIM
23 NAO NAO NAO NAO
24 SIM NAO NAO NAO
25 SIM SIM NAO SIM
26 SIM NAO NAO NAO
27 SIM NAO NAO NAO
28 SIM NAO NAO NAO

Abreviacdes: Id= identificagdo do paciente; MR (MULTIRESISTENTE- TODAS AS DROGAS), PR
(PANRESISTENTE -1 ou 2 DROGAS), NR (SENSIVEL) ;PGD= disfun¢do primaria do enxerto.
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Anexo 3- Tabela de valores absolutos- Fibrose Cistica (causa 6bito x
tempo internacao)
) ) TEMPO TEMPO TEMPO
ID OBITO CAUSA DO OBITO UTI INTERNACAO TRANSPLANTE
(DIAS)  (DIAS) (MESES)
SEPSE POR ASPERGILLUS
1 SIM APOS 7 109 54
TRANSPLANTE RENAL
2 NAO 29 74 76
3 NAO 16 74 76
4 NAO 11 40 72
TROMBOEMBOLISMO
5 SIM PULMONAR 7 0
6 NAO 24 73 63
7 NAO 9 41 61
8 NAO 12 73 57
9 NAO 11 50 55
10 SIM HEPATITE FULMINANTE 6 0
11  NAO 5 85 54
12 SIM 9 76 21
13  NAO 9 89 53
14 NAO 16 25 49
15 NAO 5 17 49
16 NAO 12 89 48
17  NAO 7 30 47
ACIDENTE VASCULAR
18 SIM CEREBRAL ISQUEMICO E 55 1
PNEUMONIA
19 NAO 5 40 42
20 NAO 15 52 38
TRANSFERIDA PARA OUTRO
21 SIM SERVICO 38
22  NAO 10 25 33
23 NAO 6 23 33
24 NAO 6 67 32
25 NAO 44 82 26
26 NAO 5 51 26
27 NAO 7 28 24
28 NAO 5 41 19
29 NAO 3 43 19
30 NAO 4 70 16
31 NAO 3 54 16
CHOQUE SEPTICO POR
32 SM ACIN(I%TOBACTER 39 23 3
33 NAO 7 24 14
34 NAO 5 20 14

Abreviag@es: tempo de UTI=tempo de internagdo na unidade de terapia intensiva.
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Anexo 4-  Tabela de valores absolutos- Bronquiectasias
(causa Obito x tempo internagéo)
] ] TEMPO TEMPO
OBITO CAUSA DO OBITO TEMPO UTI (DIAS) INTERNAC ~ TRANSPLANTE
AO (DIAS) (MESES)
DISFUNCAO ORGANICA
SIM MULTIPLA 2 0 0
NAO 13 38 75
NAO 7 34 74
NAO 6 27 74
NAO 8 30 74
NAO 6 19 73
SIM PERICARDITE 4 43 35
DISFUNGAO ORGANICA
SIM MULTIPLA 97 97 3
COMPLICACAO CIRURGICA
SIM 15 0 0
NAO 5 27 56
NAO 12 54 55
NAO 8 46 49
NAO 10 103 48
NAO 7 71 42
NAO 11 56 40
DISFUNCAO ORGANICA
SIM MULTIPLA 2 0 0
SIM SEPSE KLEBSIELA -KPC 72 0 2
SIM DISFUNCAO ORGANICA 7 0 0
MULTIPLA
NAO 12 71 27
COMPLICACAO CIRURGICA
SIM 2 0 0
ACIDENTE VASCULAR
SIM CEREBRAL HEMORRAGICO 23 0 0
SIM BRONCOASPIRACAO 7 43 13
NAO 10 78 24
CHOQUE SEPTICO
PESUDOMONAS E
ACINETOBACTER
SIM 11 98 3
NAO 8 16 19
SIM CHOQUE HEMORRAGICO 4 0 0
SIM CHOQUE HEMORRAGICO 3 0 0
DISFUNCAO ORGANICA
SIM MULTIPLA 2 0 0
Abreviagbes: tempo de UTI= tempo de internacdo na unidade de terapia intensiva
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QUE V.5.a PROVIDENCIE UM CARIMBO PARA IDENTIFICACAD DE SEU PROTOCOLO, conforme:

CARIMBADO EM TODOS 0S PEDIDOS DE EXAMES, DE PREFERENCIA, COM
TINTA VERMELHA.

No campo PESQUISA com carimbo vermelho:

Qualquer ddvida ou necessidade de esclarecimentos, contactar Dra. Flavia Rossi, relatora do projeto,
pelo telefone 2661-6348.

N2 total de pacientes no projeto — 200 pacientes, sendo 02 amostras por paclente,

Duragdo do Estudo: 24 meses,

Isolamento (meio de culiura especifico) de B.Cepacia em espécimes de trato
respiratério (lavado broncoalveolar, escarro e ou secre¢do brénquica)
Teste de sensibilidade [e-test] para meropenem, ceftazidimae
sulfametoxazol/trimetropim

Sequenciamento do Gene reca da B. Cepacia para genotipagem (Genomovar)

Os maleriais solicitados pela drea técnica para atendimento do solicitagdo deverdo ser farnecides pelo
pesquisador (Placas de Agar sangue e alpas de repique).

e
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Atenciosamente,

Profa. é%-x!u Antonangelo
Camissib-de fusine e Pesquisa

DLEC - HCFMUEP
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ree Hospital das Clinicas da FMUSP
A\t Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
CAPPesq

N° Protocolo: 00446/11
Titulo: ESTUDO DAS CEPAS DE Burkholderia cepacia complex EM PACIENTES

CANDIDATOS AC TRANSPLANTE PULMONAR: AVALIACAO DOS MARCADORES
DE VIRULENCIA E ANALISE DE GENOMOVAR

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Paulo Manuel Pégo Fernandes

Pesquisador Executante: Danila de Souza Carraro

Disclplina: Cirurgia Toracica

Departamento: COMISSAO CIENTIFICA

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesguisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de $&o Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA na sessdo datada de

14/09/2016, dols) documento(s) abaixo mencionado(s}):

«Carta dotada de 24.05.16 - Emenda ao profocolo, novo cronograma e
solicitacdo de prorrogagdo até setembro/2016; Relatério parclal do estudo

CAPPesq, 14 de Setembro de 2016

Prof. Dr.lAl!ledo José Mansur

["comissao CIENTIFICA

RECEBIDO
) el a6 Coordenador
Comissdo de Efica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq
T /

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administrag3o - 5° andar - CEP 05403-010 - S3o Paulo - SP
55 11 2661-7585 | e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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