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RESUMO

A Fibrose Quistica (FQ) é a doenca genética hereditaria mais frequente em
caucasianos. A infecdo pulmonar por Pseudomonas aeruginosa € a principal causa de
morbilidade e mortalidade, podendo ser dificil diagnosticar a infecdo precoce em
criancas. Dado que a determinacéo de anticorpos (Ac) apresenta elevada capacidade
preditiva na detecdo desta infecdo, pretendeu-se neste trabalho realizar uma
avaliacdo do método serolégico em doentes do grupo pediatrico do Centro de FQ do

Hospital de Santa Maria.

Realizou-se um estudo retrospetivo transversal entre 2010-2011. Procedeu-se a
determinacdo de Ac anti-P. aeruginosa utilizando um teste seroldgico de
imunoglobulina G que inclui trés proteinas de P. aeruginosa (protease alcalina,
elastase, exotoxina A), considerando a cultura como referéncia. Analisaram-se 0s

dados microbiolégicos e clinicos dos 12 meses prévios a entrada no estudo.

Foram incluidos 37 doentes (género feminino 59,5%; idade mediana 10,8 anos). A
determinacao de Ac anti-P. aeruginosa foi positiva em 10 doentes e negativa em 27.
Todos os doentes com infecdo cronica apresentaram determinacdo de Ac positiva,
que foi negativa em todos os doentes livres de infecdo. Dos 15 doentes com infecao
intermitente, dois apresentaram determinacao positiva. Na detecdo da infecdo global
por P. aeruginosa, o método serolégico revelou especificidade e valor preditivo do
positivo de 100%, sensibilidade de 43,5% e valor preditivo do negativo de 51,9%
(exatidao: 64,8%). Na detecdo da infecdo cronica, a especificidade, a sensibilidade, o

valor preditivo do positivo e do negativo foram todos de 100% (exatiddo: 100%). Os
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doentes com determinacao positiva de Ac apresentaram z-score de indice de massa

corporal significativamente inferior e pior funcéo respiratoria.

Este é o primeiro trabalho realizado em Portugal, de que temos conhecimento, que
avalia a determinacéo de Ac na infecdo por P. aeruginosa. O método serolégico pode
ser considerado como um teste adjuvante ao exame cultural, para avaliar a infecao

por P. aeruginosa num grupo de criancas e jovens com FQ.

Palavras-chave: Fibrose quistica, Pseudomonas aeruginosa, infecdo pulmonar,

serologia, criangas
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ABSTRACT

Cystic Fibrosis (CF) is the most frequent hereditary genetic disease in caucasians.
Pulmonary infection by Pseudomonas aeruginosa is the main cause of morbidity and
mortality, but early infection in children may be difficult to diagnose. Antibody
measurements present high predictive capacity to diagnose this infection. The aim of
this study was to evaluate serology in patients followed in the pediatric group of the

specialized CF centre of Hospital de Santa Maria.

A cross sectional retrospective analysis was performed between years 2010-2011.
Antibodies against three P. aeruginosa antigens were measured (alkaline protease,
elastase, exotoxin A) using an immunoglobulin G commercial serologic test. Culture
was considered as reference standard. Microbiologic and clinical parameters were

analyzed in the 12 months previous to serology.

This study included 37 patients (59,5% girls; median age of 10,8 years). Antibody

measurements against P. aeruginosa were positive in 10 patients and negative in 27.

All the patients with P. aeruginosa chronic infection showed positive serology, and it
was negative in all the patients free of infection. Serology was positive in two of the 15

patients with intermittent infection.

Serology had 100% specificity, 43,5% sensitivity, 100% positive predictive value,
51,9% negative predictive value (accuracy: 64,8%) for global P. aeruginosa infection.
For the detection of chronic infection, serology revealed 100% of specificity, sensitivity,
positive predictive value, and negative predictive value (accuracy: 100%). Patients with
positive serology had significant lower median body mass index z-score and worse

pulmonary function.
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This is the first study in Portugal, that we know so far, concerning serology evaluation
for the diagnosis of P. aeruginosa infection. Serology may be considered as an
adjuvant to culture to evaluate P. aeruginosa infection in children and young patients

with CF.

Key-words: Cystic fibrosis, Pseudomonas aeruginosa, pulmonary infection, serology,

children.



ABREVIATURAS

Ac - Anticorpo

Ag — Antigénio

ADP - Adenosina-5'-difosfato

AMPc - Adenosina-5-monofosfato ciclico

AP - Protease alcalina

ARN - Acido ribonucleico

ATP — Adenosina-5'-trifosfato

BCC - Complexo Burkholderia cepacia

CFTR — Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CHLN - Centro Hospitalar Lisboa Norte

CVF - Capacidade vital forcada

Ela - Elastase

ENaC - Canal epitelial de sédio

EX0A - Exotoxina A

FEF 25-75 - Fluxo expiratério forgado entre 25% e 75% da CVF
FQ - Fibrose Quistica

HSM - Hospital de Santa Maria

IgG — Imunoglobulina G

IMC — indice de massa corporal

LBA - Lavado bronco-alveolar

LepA - Large extracellular protease

MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina
MSSA - Staphylococcus aureus sensivel a meticilina
NF-kappaB - Fator nuclear kappa B

VEMS - Volume expirado maximo por segundo

VPN - Valor preditivo do negativo

VPP - Valor preditivo do positivo

T3SS - Efetor do sistema de secrecéo tipo Il
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INTRODUCAO

1 - INTRODUCAO

1.1 - A doenca: Fibrose Quistica

A Fibrose Quistica (FQ), descrita pela primeira vez como entidade nosoldgica em

1938 por Dorothy Hansine Andersen °, é a doenca genética hereditaria

12 A triade sintomatica

potencialmente letal mais frequente entre caucasianos
classica consiste em doenca sinopulmonar crénica, insuficiéncia pancreatica, e
infertilidade masculina, associados a niveis elevados de ibes cloreto no suor (> 60
mEg/L) *°.

Tipicamente, a FQ afeta as vias respiratérias por obstrucdo com muco espesso e
infecbes cronicas, principalmente por Pseudomonas aeruginosa, conduzindo a
insuficiéncia respiratéria; e provoca também malnutricdo por disfuncdo pancreatica,
intestinal e hepatica *°. A apresentacao clinica pode ser atipica em 10-15% dos casos,
sendo possivel o predominio de apenas uma manifestacdo, designadamente
alteracdes eletroliticas, pancreatite, doenca hepdética, sinusite ou azoospermia

obstrutiva *% %6 115,

A FQ é uma doenca monogénica autossomica recessiva causada por mutacdes do
gene Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR (ATP-binding
cassette sub-familia C, membro 7) localizado no cromossoma 7 que codifica a sintese
da proteina transmembranar CFTR ' °* 19 A CFTR é constituida por 1480

aminoécidos e localiza-se na superficie apical das células epiteliais 1°°. Esta proteina
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funciona como um canal anido-seletivo, com predominancia para os ides cloreto,

regulado pela adenosina-5’-monofosfato ciclico (AMPc) *°.

Atualmente existem 2001 mutacdes descritas #°. A mutacdo mais frequente a nivel
mundial é a F508del ** 1%, que corresponde a 2/3 de todos os alelos do gene CFTR
de individuos com FQ, apresentando uma prevaléncia decrescente do noroeste para
o sudeste europeu. O restante terco de alelos é heterogéneo *°. A F508del
corresponde a uma delecéo de trés pares de base no exdo 10, que leva a perda do
aminoécido de fenilalanina na posicdo 508 * 3. Em Portugal, sdo reconhecidas 15
mutacOes do gene CFTR como as mais frequentes, correspondendo estas a 81,6%
das mutacées na populagéo portuguesa *°.

As varias mutacdes do gene CFTR levam a diferentes consequéncias funcionais
dentro da célula, o que permite agrupa-las em 6 classes funcionais, de | a VI " %% 122,
As mutacdes de classe | originam coddes stop prematuros que formam proteinas
instaveis, truncadas ou que bloqueiam mesmo a sua expressdo >°. A classe Il inclui
todas as mutacdes que provocam um processamento pés-transcricional inadequado,
resultando numa proteina defeituosa que € retida no reticulo endoplasmatico, com
degradacdo subsequente no proteassoma e falha no transporte da proteina até a
membrana, como é o caso da F508del 2. As mutacBes de classe Ill permitem a
producédo e transporte intracelular da proteina, mas afetam a ativacdo e regulacdo na
membrana celular, mediadas pela AMPc. A classe IV inclui mutagdes que provocam
reducdio da condutancia de cloreto pelo canal, apesar da sua adequada regulacéo °.
As mutacdes de classe V provocam uma reducao significativa do acido ribonucleico

(ARN) mensageiro ou dos niveis de CFTR, embora com funcdo normal, enquanto as
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mutacdes de classe VI implicam um aumento do turnover da CFTR na superficie

celular 2.

A expressao do gene é observada numa grande variedade de tecidos, com maior
predominancia nos pulmdes, criptas intestinais, pancreas, figado, sistema
hepatobiliar, mucosa nasal, glandulas sudoriparas e sistema reprodutivo. As varias
mutacdes apresentam como consequéncia, e em ultima analise, a auséncia ou 0 mau
funcionamento da proteina CFTR na membrana apical das células epiteliais

secretoras a nivel destes tecidos !,

A grande variabilidade na presenca e gravidade de mutacdes do gene CFTR
evidencia a grande diversidade de mutacdes do gene '?. Existe correlacdo entre o
genatipo e o fenodtipo relativamente a insuficiéncia pancreatica (associada a mutacoes

das classes I, Il e Ill) o que n&o se verifica, em geral, na doenca pulmonar .

A gravidade e progndstico da FQ s&o avaliados através de varios parametros. O
genotipo pode ser preditor de progndstico, na medida em que as mutacdes de classe
[, 11 e lll originam geralmente um fendtipo grave de FQ, estando associadas a
insuficiéncia pancreética e, por sua vez, ao declinio mais rapido da fungéo respiratoria

22

No entanto, os principais fatores de progndstico sdo a funcéo respiratoria e o estado

nutricional % 12,

Os parametros do estudo funcional respiratério mais valorizados sdo o volume
expirado maximo por segundo (VEMS), a capacidade vital forcada (CVF) e o fluxo
expiratorio forgado entre 25% e 75% da CVF (FEF25-75), medidos em percentagem
do previsto para a idade e género **. As modificaces destes parametros traduzem o

estadio da doenca e podem ser critérios de agudizacdo pulmonar, através da reducao
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de 15-20% do VEMS . A doenca caracteriza-se, inicialmente, por um padréo
obstrutivo das pequenas vias aéreas, quantificavel precocemente atravées do FEF25-
75 e posteriormente através do VEMS e, numa fase de maior destruicdo pulmonar,
pela CVF. O VEMS apresenta diminuicdo progressiva ao longo do tempo de evolucao
da doenca, sendo indicadores de gravidade os valores de VEMS inferiores a 30% do
previsto e/ou declinios anuais superiores a 4% (em doentes até aos 18 anos) ou de

2% (em adultos) .

O estado nutricional é geralmente avaliado pelo indice de Massa Corporal, IMC, que

se correlaciona com o prognéstico da doenca ** .

A presenca de infecdo por determinados microrganismos, como Staphylococcus
aureus e Haemophylus influenzae sdo comuns em criancas pequenas % 8. A infecéo
cronica causada por varios microrganismos confere mau prognaéstico, principalmente

481 ‘mas também por S. aureus °, S. aureus resistente & meticilina

por P. aeruginosa
(MRSA) 2 complexo Burkholderia cepacia (BCC) % ® H. parainfluenzae,

micobactérias atipicas e Aspergillus fumigatus >3.

A idade do doente ao diagndstico tem impacto no prognéstico a longo prazo **. De
acordo com séries internacionais, doentes com FQ cujo diagnéstico foi feito numa
idade precoce através do rastreio neonatal, apresentaram peso e estatura superiores
no momento do diagndstico do que doentes com diagnésticos mais tardios. Estas
diferencas mantiveram-se a longo prazo, demonstrando que a estatura e peso
superiores, e como tal IMC superior, correlacionam-se com melhor funcéo respiratéria
4 Estes achados reforcam o valor dos testes de rastreio, pois contribuem para a
melhoria do prognostico da doenca ao permitirem um diagnéstico mais precoce e,

consequentemente, um inicio de tratamento antecipado ** “%,
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1.1.1 — Epidemiologia

A incidéncia global da FQ, em caucasianos, é de 1:3 500 nascimentos por ano *°. De
acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, na Unido Europeia a incidéncia global
da doenca é de 1:2 000 a 1:3 000. Além da Europa, existe uma incidéncia elevada na

populacéo da América do Norte e da Australia *#’.

Em Portugal, a incidéncia anual estimada em 2004 era de 1:6 000 *°. Os primeiros
dados analisados do projeto de rastreio neonatal de FQ em Portugal revelaram que,
entre outubro de 2013 e de 2014, foram diagnosticados 10 doentes correspondendo a
uma incidéncia anual no nosso pais de 1:8 000 *'*. Este projeto de rastreio, existente
em Portugal desde outubro de 2013, é oferecido a todos os recém-nascidos nascidos

em maternidades portuguesas, realizando-se entre o 3° e 6° dia de vida ***,

Tem-se verificado, nas ultimas décadas, um aumento significativo da esperanca
média de vida dos doentes com FQ %* *2. Tal pode ser atribuido a fatores como a
melhor compreensdo da doenca, introducdo atempada de antibioticoterapia e de
reabilitacdo respiratdria, melhor nutricdo, diagnostico mais precoce e ao seguimento
em centros especializados *2. De acordo com os dados da Cystic Fibrosis Foundation,
em 1985 a esperanca média de vida era de 27 anos de idade e em 2012 foi de 40,7
anos nos Estados Unidos da América ?°. Na Europa, a idade mediana de sobrevida

relatada foi variavel entre 9,5-38,8 anos 2* %,

Em Portugal ndo ha dados oficiais nacionais, no entanto, de acordo com o calculado
para uma populacdo de doentes em seguimento, entre 1969 e 2008, na consulta de

FQ do Centro Especializado de FQ do Hospital de Santa Maria (HSM), Centro
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Hospitalar Lisboa Norte (CHLN), a sobrevida média era de 30,7 anos [20,1;41,3] *".

1.1.2 — Fisiopatologia

A proteina CFTR apresenta como funcdo a regulacdo do transporte de ides cloreto
em células epiteliais *** e a reducéo da atividade do canal epitelial de sédio, ENaC *
17 Apontam-se outras possiveis funcbes, designadamente o transporte de
bicarbonato e a regulacédo de outros canais idnicos, designadamente canais de cloreto
e célcio *%°.

Como consequéncia do defeito genético, a deplecdo de CFTR e a diminuicdo da
repressdo de ENaC implicam um transporte inadequado de cloreto e de 4gua através
da superficie epitelial de todo o organismo, originando, assim, concentracdes
anormais de cloreto nas membranas apicais das células epiteliais dos 6rgaos
referidos '°®. Esta anomalia despoleta varias manifestacdes que incluem doenca
pulmonar progressiva (com infecdo cronica das vias aéreas e bronquiectasias),
insuficiéncia pancreética exdcrina com mal nutricdo, infertiidade masculina, funcao

anormal das glandulas sudoriparas com aumento de eletrélitos no suor, ileus

meconial e cirrose biliar multifocal %3,

Nas vias areas dos doentes com FQ, ocorre perda de secrecdo de cloreto e de agua,
bem como aumento do aporte de sédio nas células epiteliais secretoras *'.
Consequentemente, existe reducdo da espessura da camada da superficie liquida,
formacdo de muco mais espesso, estase ciliar (ou ciliostase), diminuicdo da

drenagem mucociliar e pior funcionamento dos mecanismos de controlo de infecdes

(opsonizacdo, fagocitose e penetracdo de antibidticos) ?°. O ambiente pulmonar
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alterado origina um cenario favoravel para infe¢cdes bacterianas, principalmente
causadas por P. aeruginosa, ocorrendo a instalacado precoce de infecado crénica com
progressiva destruicdo pulmonar. A infecdo mantida pode originar um ciclo de
inflamacé&o continua, destruicdo pulmonar e controlo da infecdo cada vez mais dificil

12 por sua vez, este ciclo de inflamacdo-infecdo pode conduzir a insuficiéncia

respiratéria progressiva °° .

1.1.3 — Critérios de diagnéstico da FQ

Para estabelecer o diagnostico de FQ s&do necessarias duas condicbes, que
consistem na presenca de critérios clinicos e na evidéncia laboratorial de disfuncéo de
CFTR. Um diagndstico positivo depende da presenca de um quadro clinico com uma
das caracteristicas (A) ou (B ou C) e um teste laboratorial confirmatério (D, E ou F), tal

como descrito de seguida 2% 109 115

A) Caracteristicas fenotipicas: Doenca sinopulmonar cronica. Alteracfes
gastrointestinais ou nutricionais. Sindrome da perda de sal. Anormalidades

urogenitais.

B) Historia de FQ num irm&o.

C) Teste de rastreio neonatal positivo.

D) Concentragéo de cloreto no suor elevada.

E) Identificagdo de 2 mutagdes do gene CFTR conhecidas como causadoras de FQ.
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F) Demonstracao in vivo da alteracdo tipica do transporte ionico através do epitélio
nasal na FQ ou in vitro de diminuicdo da secrecdo de cloreto a nivel do epitélio de

bidpsias retais.

Apesar dos sintomas, sinais e achados laboratoriais caracteristicos, o
estabelecimento do diagnostico atempado permanece um dos maiores desafios,
podendo a sua falha causar atrasos consideraveis em termos de intervengao no curso

da doenca *°.

1.2 - O agente patogénico: Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € uma bactéria de Gram negativo (ndo fermentadora, aerdbia),

8, 60

ubiquitaria e oportunista com versatilidade metabdlica P. aeruginosa foi

identificada pela primeira vez em 1872 por Schroeter, tendo sido denominada

65

inicialmente por Bacterium aeruginosum Posteriormente, em 1900, Migula

descreveu a espécie P. aeruginosa ***. No ano 2000 foi publicada a sua sequenciacéo

genémica completa **°.

As infecbes ocorrem, geralmente, em doentes com imunossupressao, com infecoes
associadas a hospitalizacdo (nosocomiais), bem como associadas a lesédo epitelial
nos olhos, ouvidos ou pele. P. aeruginosa constitui, também, uma causa frequente de
bacteriémia em doentes queimados e de infecbes do trato urinario resultantes de
cateterizagao 16,124 A infecdo pulmonar por P. aeruginosa € comum em doentes com
FQ, com outras doencas pulmonares obstrutivas crénicas ou com pneumonia

associada a ventiladores ¢ 24,

Em doentes com FQ existe um ambiente favoravel ao estabelecimento da infe¢cdo por
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P. aeruginosa, essencialmente devido ao espessamento do muco, a reducdo da

espessura da superficie liquida nas vias aéreas e a estase ciliar %.

1.2.1 — Estabelecimento e manutenc¢ao da infecao

O pulm&o é o 6rgdo alvo da infecdo por P. aeruginosa em doentes com FQ %. Esta
bactéria apresenta multiplos fatores de viruléncia, que conferem elevada resisténcia a
antibioticos e permitem ultrapassar as defesas fisiolégicas do hospedeiro, incluindo
fatores secretados e celulares ?° como exotoxinas (Exo) (dos tipos A, S, T, U, Y),
citotoxinas, elastase (Ela; ou pseudolisina), protease alcalina (AP), fosfolipase C,

8, 60, 71

fenazinas, biofilmes , entre outros. Os fatores de motilidade e adesao celular

englobam os flagelos, pili e lipossacéaridos > .

P. aeruginosa secreta varias proteases que estdo implicadas na sua patogenicidade

2 incluindo endopeptidases como Ela e AP ",

"L.87 secretada como

Ela trata-se de uma metaloendopeptidase de zinco com 33-kDa
preproenzima, clivada em propeptido na sua passagem pela membrana celular e
rapidamente ativada por autoprotedlise que, por sua vez, funciona como inibidor da

enzima Ela .

AP tem uma especificidade de clivagem alargada, no entanto ndo é tdo potente como
a Ela e ndo tem atividade elastolitica * "*. Outra protease, large extracellular protease

(LepA), ativa o fator nuclear kappa B, NF-kappaB, e aumenta a reacao inflamatoria &

P. aeruginosa evidencia ainda a capacidade de suprimir a expressao proteica das

células epiteliais e lisar as células hospedeiras através de exotoxinas como exotoxina
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A (ExoA), uma proteina adenosina-5'-difosfato-ribosilante (ADP-ribosilante) 2% 8 126,

Os efetores do sistema de secrecao tipo Il (T3SS) sao reconhecidos como chave

para estabelecer a infecdo ** #

, e incluem exotoxina S e exotoxina T, ambos com
atividades ADP-ribosiltransferase e ativadores de guanosina-5'-trifosfato-hidrosilase
(GTP-hidrolase). Os efetores T3SS atuam em conjunto para inibir a polimerizagcéo da
actina, prevenir a fagocitose e migracao celular, e, ainda para promover a apoptose °.
Um outro efetor T3SS € a exotoxina Y que altera a polimeriza¢do da actina e aumenta
a permeabilidade da membrana **. Quanto a exotoxina U, sendo uma fosfolipase,

podera provocar lesées da membrana e lise celular, e ainda modular a resposta

inflamataéria * 2°.

Em conjunto, estas proteinas alteram a superficie epitelial do pulméo, provocando
disrupgéo da polaridade e leséao celulares, e prevenindo a endocitose e clearance de

P. aeruginosa “?, o que contribui para o estabelecimento da infecéo a este nivel.

A estase ciliar € também promovida por ramnolipidos, uma mistura de surfactantes
secretados '°°. As fenazinas, moléculas com potencial redox, contribuem na defesa
de P. aeruginosa contra o hospedeiro e como parte da cadeia respiratéria terminal.
Estas moléculas tém um impacto negativo nos processos das células eucaribticas,
tais como na respiracéo, transporte celular e expressdo génica °* e estdo descritas a

sua relagdo com um pior prognéstico em FQ °°.

Além dos fatores acima descritos, ocorre ainda uma diminuicdo da producéo do oxido
nitrico, uma das moléculas antibacterianas do hospedeiro, 0 que pode contribuir para
a suscetibilidade pulmonar e o inicio da infecdo bacteriana. Nas células epiteliais das
vias aéreas de doentes com FQ, existe também o aumento dos locais de ligagcao

bacterianos (ex. asialo GM1) >* %,
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Apéds a invasdo do pulmdo por P. aeruginosa, e consequente inibicdo da clearance
pulmonar, ocorrem alteracbes que induzem a reducdo da ativacdo imune e dos
mecanismos de obstrucdo a clearance. Por outro lado, para facilitar a penetragdo no
muco, P. aeruginosa utiliza as enzimas secretoOrias, exoproteinas, para travar a

imunidade do hospedeiro ** 4> 77,

Apébs o doente ser infetado, a resposta inflamatéria excessiva do pulméo de doentes
com FQ contribui para a incapacidade do hospedeiro em erradicar a infecdo. Em
resposta ao aumento da producdo de interleucina-8 e leucotrieno B4, os neutrofilos
infiltram o pulm&o onde libertam mediadores como a Ela, que inibem ainda mais as
defesas do hospedeiro, interferem com a opsonofagocitose, alteram a clearance
mucociliar, e danificam a arquitetura da parede das vias aéreas. A combinacdo destes

eventos favorece a persisténcia das bactérias nas vias aéreas > .

Até existir uma cura para a doenca, a melhor esperanca para limitar a lesdo aos
tecidos hospedeiros e prolongar a sobrevida é a investigacdo de terapias que aliviem

a obstrucao, controlem a infecdo e atenuem a inflamacao % *°.

Um dos fatores patogénicos mais importantes de P. aeruginosa € a sua capacidade
de formar biofilme na superficie pulmonar do hospedeiro com FQ 2! e sobre-expressar

alginato, transformando as estirpes em mucoides .

Na figura 1 podem-se observar estirpes mucoides de P. aeruginosa '*.

11
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,%\' " e

Figura 1 — Imagem a esquerda: preparagdo com coloracdo de Gram de estirpe mucoide de
P. aeruginosa, obtida a partir da expetoracdo de um doente com FQ, demonstrando
caracteristicas distintivas de material de alginato alaranjadas que rodeiam e separam cada
bacilo de Gram negativo (imersédo de 6leo x 1 000). Imagem a direita: placa de agar de
MacConkey com crescimento de uma estirpe mucoide classica de P. aeruginosa. Apos
alguns dias, este material iria preencher a placa de Petri e espalhar-se para as porgdes
dependentes da placa, tal como a tampa, quando armazenado com a face do agar para
cima (Adaptado de Pritt et al. lOl).

O biofilme surge a partir do aumento de producdo do mucopolissacarido alginato, o
que, por sua vez, estimula a producdo de mucina e forma uma barreira que limita o

21

reconhecimento imune e clearance da bactéria “~. Deste modo, confere protecéo

contra a penetracdo das defesas do hospedeiro, bem como contra a penetracdo de
antibiéticos 3 %,

A expressdo de todos os fatores de viruléncia é critica para o estabelecimento e
manutencdo da infecdo pulmonar por P. aeruginosa, bem como para evitar a sua
clearance no processo de infecdo precoce, permitindo evolugcédo da primoinfecao para
infec&o intermitente, e posteriormente, para infe¢do cronica 3.51 purante o processo
de infecdo pulmonar crénica em doentes com FQ, muitos destes fatores sdo perdidos,
36,93,120.

em parte, para evitar o reconhecimento e reduzir a ativacdo do inflamassoma

Esta perda reflete a adaptagéo da bactéria ao ambiente pulmonar e a transicao para a
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cronicidade ** ®. Consequentemente, na infecdo pulmonar crénica, os isolamentos de
P. aeruginosa ndo apresentam as caracteristicas inflamatérias bacterianas mais

comuns como flagelos e pili, e inibem mecanismos de viruléncia como o T3SS .

Recentemente, foram identificados amiloides funcionais de P. aeruginosa que estéo
associados ao aumento de agregacao e formacao de biofilme na superficie pulmonar.
Para além de funcionarem como componentes estruturais do biofilme, a sua presenca
induz alteracBes major na conformacédo do proteoma bacteriano, incluindo a menor

quantidade de fatores de viruléncia classicos, como Ela B e secrecéo de AP *°.

1.2.2 - Infec&o pulmonar de P. aeruginosa em doentes com FQ

A doenca pulmonar cronica é a principal responséavel pela morbilidade e mortalidade
na FQ, caracterizando-se pela obstrucdo das vias aéreas, infecdo bacteriana crénica

e resposta inflamatdria excessiva *°.

Os doentes com FQ podem ser infetados precocemente na vida, por um espectro
limitado de bactérias *. Em regra, S. aureus é o primeiro agente patogénico a
colonizar o trato respiratério % % Este microrganismo é o mais frequentemente

identificado nas secrec¢des bronquicas de lactentes e criangcas que nao estejam sob

34, 53, 110

profilaxia antiestafilocécica , atingindo uma prevaléncia superior a 50% aos 10

anos de idade * % 1% Na era pré-antibidtica, S. aureus fora responsavel pela morte

34,110

da maioria das criangcas com FQ , € atualmente a persisténcia da infecéo cronica

pode levar a lesdo pulmonar progressiva ®. A coinfecdo de P. aeruginosa com S.

aureus, bem como com outros microrganismos, é comum 2% >,
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Atualmente, o agente patogénico mais frequente que causa infecdo pulmonar cronica
em doentes com FQ é P. aeruginosa, contribuindo para o ciclo de inflamacéo-infecéo
ja descrito 37 3% %,

A colonizagcédo por um agente pode ser definida como a presenga do microrganismo
no hospedeiro sem que provoque uma resposta imune especifica, infecdo ou efeito
adverso *. A infecdo pode ser definida como a deposic&o, colonizacéo e multiplicacdo
de um microrganismo num hospedeiro, geralmente acompanhada por uma resposta
do mesmo *. Apesar da controvérsia existente entre a definicdo de colonizacdo e
infecdo por P. aeruginosa em FQ, optou-se neste trabalho por considerar estes

conceitos como sobreponiveis, o que é sustentado também por outros autores ° 2%,

A infecdo pulmonar por P. aeruginosa inicia-se precocemente na infancia, ocorrendo
em 10 a 30% dos doentes com um ano de vida '® °* 8 A prevaléncia desta infecéo

aumenta progressivamente durante a infancia, sobretudo a partir dos 6-10 anos 2* >,

e atinge os 70-80% na adolescéncia e idade adulta % %3 81,

Ap6s uma média de 11 anos a partir da infeco inicial por P. aeruginosa *, as estirpes
nao mucoides, que sao responsaveis pela infecdo intermitente, sofrem transformacao
em estirpes mucoides que provocam infecdo cronica. Esta infecdo, virtualmente,
poderd nunca ser erradicada. Tal deve-se as caracteristicas do pulmdo de doentes
com FQ e as mutacbes e aos mecanismos de adaptacdo do microrganismo a este
tipo de pulméo, incluindo a formacao de biofilme dificil de penetrar pelos antibioticos
6. 81 'O estabelecimento da infecdo crénica esta associado a agravamento clinico,

radiologico e da fungéo respiratoria, o que confere mau progndéstico para o doente 81,

A prevencgdo, detecdo e terapéutica precoces da infecdo por P. aeruginosa sao,

assim, cruciais. Para atingir estes objetivos sdo necessarios uma monitorizacao
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clinica e microbiologica regular, drenagem de secrecdes e uso precoce de antibioticos

34

Atualmente, a terapéutica antibitica atempada na infe¢cdo precoce, na tentativa de a
erradicar, é o tratamento de referéncia, visto que a profilaxia antibiética ndo esta
recomendada 3. E possivel prevenir a infecdo crénica por P. aeruginosa em 80% dos
doentes com infecdo intermitente através da implementacdo de regimes antibiéticos
adequados “* '®. A infecdo crénica podera apenas ser controlada com o uso de
antibiéticos a longo prazo, permitindo controlar a funcdo pulmonar e melhorar o
prognéstico 849190

A detecéo rapida da infecdo precoce € da maior importancia para o prognostico dos
doentes com FQ, na medida em que o tratamento atempado pode prevenir ou atrasar

a lesdo pulmonar irreversivel *°.

1.2.3 - Resposta imunitaria do hospedeiro com FQ

A infecdo por P. aeruginosa induz uma rapida producédo de anticorpos (Ac) relativa a
um grande nimero de antigénios (Ag) bacterianos ®. A resposta imune humoral
contra P. aeruginosa depende de vérios fatores, como o estado imunitario do
hospedeiro, uso de corticoides, uso de terapéutica antibiética dirigida e fatores

relacionados com o préprio microrganismo 7 467,

A marcada variabilidade individual '®°, na resposta aos Ag de P. aeruginosa, podera
também estar relacionada com os mecanismos de regulacdo imunitaria resultando em
diferentes razdes entre as células T ajudantes do tipo 1 e as células T ajudantes do

89

tipo 2 (Thl/Th2), que determinam os niveis de Ac Como consequéncia da
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presenca de P. aeruginosa ou dos seus produtos nas vias aéreas de doentes com
FQ, surge uma reacao de hipersensibilidade tipo Ill, que se caracteriza pela producao
de Ac especificos contra varios Ag bacterianos, formacéo de imunocomplexos e fluxo
de neutréfilos do sangue para o limen das vias aéreas 3" ®. Esta reacéo leva a
destruicdo tecidular endobrénquica consequente e contribui para a inflamacéo

pulmonar crénica *’.

Dada a cronicidade da infecdo pulmonar bem como as infe¢cdes recorrentes, ha
hipergamaglobulinémia °® e existe formac&o de Ac citoplasmaticos antineutrofilicos 2.
Num estudo realizado em criancas com FQ, cujo diagnéstico havia sido realizado
através de rastreio neonatal, foi detetada uma ordem temporal de aparecimento dos
Ac contra os Ag especificos testados em doentes infetados: Ac anti-ExoA, seguidos
de Ac antilisados celulares e posteriormente Ac anti-Ela. Esta evolugao temporal pode
representar a producdo sequencial destes antigénios durante a evolug¢do da infecédo

pulmonar por P. aeruginosa 2.

1.2.4 - Detecéo da infecéo por P. aeruginosa

O exame microbiolégico (cultura) das secrecBes respiratorias das vias aéreas
inferiores (lavado bronco-alveolar, LBA; ou expetoracdo) realizado regularmente é

usado como método de referéncia para o diagndstico da infecéo por P. aeruginosa **

119

O exame microbiolégico pode também ser realizado em secrec¢des orofaringeas em
criancas pequenas, nas quais é dificil obter expetoracéo **. No entanto, as culturas

destas secrecdes ndo predizem com fiabilidade a presengca de microrganismos
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patogénicos nas vias aéreas inferiores de criancas pequenas com FQ ° %8 Devido a
problemas de amostragem, mesmo a cultura negativa de um LBA, para um
determinado microrganismo, ndo garante que este ndo esteja presente no pulméao do
doente com FQ *’. Surge, assim, a necessidade de utilizar diferentes marcadores de

infecdo que auxiliem a definir o estado de infe¢céo por P. aeruginosa.

Existem outros métodos disponiveis, que permitem detetar a infecdo por P.
aeruginosa, como o0 meétodo serolégico que ja € utilizado na pratica clinica nos
Estados Unidos e nalguns paises europeus %" ®" 123 Mais recentemente, tém sido
realizadas técnicas de amplificacdo genética para detetar P. aeruginosa a partir de
amostras respiratorias de doentes com FQ, e que cujos dados revelam variada

sensibilidade e especificidade 3 8 83,

O método serolégico deteta Ac anti-P. aeruginosa, que podem estar presentes
mesmo antes do primeiro exame microbiolégico positivo 2" & 123 Os diferentes testes
serologicos existentes utilizam diferentes Ac anti-P. aeruginosa e o painel ideal de Ag
a utilizar permanece incerto *®. Os métodos serolégicos possuem valores geralmente
elevados, embora variaveis, de sensibilidade (66,2-95,6%) bem como de

especificidade (55,7-95,6%) 2/ 69 100. 121,

Na pratica clinica, o valor preditivo do positivo e o valor preditivo do negativo sdo os

parametros mais relevantes para avaliar a capacidade preditiva do método

relativamente & presenca da infecdo °°

, pois dependem da prevaléncia de P.
aeruginosa numa determinada populacdo e da idade dos doentes. Na maioria dos
estudos recentes que utilizam diferentes Ac, o valor preditivo do positivo é elevado

(até 97,1%) tal como o valor preditivo do negativo (até 99%) 27 5% 1%
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Como vantagens, o método serologico permite detetar a infecdo precoce por P.
aeruginosa ', distinguir doentes néo infetados de doentes infetados **, determinar o
risco de evolucdo para infecdo crénica *° 2!, distinguir infecdo intermitente de

cronica na maioria dos doentes *

% e correlaciona-se com a gravidade da doenca

105 A ; : I~ 4 86, 100
pulmonar ~°. Dado que este método permite estabelecer infecdo provavel ,
perante titulo elevado de Ac deve-se considerar iniciar terapéutica de erradicacéo,
mesmo se o exame cultural for negativo numa fase inicial ® **. Por outro lado, ao
detetar a evolucdo da infecdo intermitente para crénica, permite a prescricdo de

48

terapéutica antibGtica atempada para evitar esta evolucéo ou a prescricdo de

terapéutica de manutencao no caso de cronicidade 3 48 49100,

Os trés antigénios de P. aeruginosa, AP, ELA e EXo0A, possuem elevada

imunogenicidade e sdo expressos por quase todas as estirpes de P. aeruginosa .

O exame seroldgico comercial atualmente mais utilizado baseia-se no método
desenvolvido por Déring e Haiby ** e possui elevada sensibilidade (86,1%), elevada
especificidade (95,6%), elevado valor preditivo do positivo (97,1%) e elevado valor

preditivo do negativo (80,2%) e apresenta baixa variabilidade intra e interensaio ®°.

Dada a elevada capacidade discriminativa e preditiva da determinacdo de Ac na
detecdo da infecdo precoce por P. aeruginosa e, tendo em conta que este método
nao tem sido utilizado em Portugal, pretendeu-se neste estudo fazer uma avaliacao

do método seroldgico em doentes com FQ.

Optou-se, neste trabalho, por adotar o teste seroldégico comercial desenvolvido por
Déring e Haiby *° por permitir detetar Ac IgG contra as trés proteinas extracelulares

major de P. aeruginosa, AP, Ela e Ex0A.
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Este € o primeiro estudo realizado em Portugal, ao que julgamos saber, que deteta a

infecdo por P. aeruginosa através da determinacdo de Ac em doentes com FQ.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi avaliar o método seroldgico para diagnéstico de
infecdo por P. aeruginosa em criangas e adolescentes com FQ, considerando o
exame cultural como teste diagnostico de referéncia, avaliando a capacidade
discriminativa do método serolégico através do calculo da sensibilidade e da
especificidade, e a sua capacidade preditiva através do valor preditivo do positivo e do

valor preditivo do negativo.

Pretendeu-se, também, realizar a comparacdo de caracteristicas clinicas, incluindo
fatores de gravidade clinica associados a infe¢do por P. aeruginosa, em doentes com

FQ com determinacéo de Ac positiva e negativa para P. aeruginosa.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Populacgéo-alvo

No presente estudo foram avaliados doentes do grupo pediatrico do Centro
Especializado de FQ do HSM, com diagndstico estabelecido de FQ com idade inferior

ou igual a 18 anos.

O Centro Especializado de FQ do HSM é o maior centro de referéncia em Portugal e
segue anualmente cerca de 100 doentes. Esta subdividido numa consulta pediatrica e

numa outra de adultos.

A opcao de realizar este trabalho com criangas e adolescentes com FQ prendeu-se
com a importancia do inicio da infe¢do por P. aeruginosa na infancia, atingindo taxas
de prevaléncia na adolescéncia semelhantes as dos adultos, como anteriormente

I‘Efel’ldO 12, 18, 26, 50, 53, 81.

Obteve-se o consentimento informado por escrito dos pais (em doentes com idade
inferior a 14 anos) ou dos pais e dos doentes (se idade igual ou superior a 14 anos),
relativamente a todos os individuos incluidos no estudo. O estudo foi aprovado pela

Comisséo de Etica do HSM - CHLN.
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Os critérios de inclusdo foram os seguintes:

- Doentes com diagnostico de FQ com seguimento clinico regular, incluindo consultas
com frequéncia minima de trés em trés meses, no grupo pediatrico do Centro

Especializado de FQ do HSM ha pelo menos um ano;

- Realizacdo de exames microbioldgicos regulares no HSM, com frequéncia minima

de trés em trés meses;
- Consentimento informado escrito;

- Pelo menos uma amostra de soro colhida na consulta de revisdo anual, momento

em que se deu a entrada no estudo.

Os critérios de exclusdo foram os seguintes:
- Realizagcdo de exames microbioldgicos fora do HSM;
- Seguimento clinico irregular no HSM;

- Doentes imunodeprimidos, incluindo doentes recetores de transplante pulmonar ou

hepatico, sob imunossupressao.

3.2 - Desenho do estudo

Nesta avaliacéo foi realizado um estudo retrospetivo transversal, cujos doentes foram
incluidos em 2011. Durante este ano realizou-se a recolha de amostras de soro para

determinacao de Ac anti-P. aeruginosa (uma amostra por cada doente).

A entrada no estudo ocorreu, para cada doente, no momento em que foi dado

consentimento informado escrito e, simultaneamente, foi colhida a amostra de soro
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para determinacdo de Ac anti-P. aeruginosa, 0 que ocorreu maioritariamente na

consulta de revisao anual.

Foram analisados os resultados dos exames microbiolégicos das secrecbes
respiratérias dos 12 meses prévios a entrada no estudo, constituidos em média por
quatro amostras por cada doente (de acordo com o protocolo clinico do Centro de FQ

do HSM).

Os dados clinicos, do ano anterior ao da colheita de amostras para exame seroldgico,

foram recolhidos através da consulta do processo clinico dos doentes.

3.3 - Amostragem e recrutamento

No presente estudo foi utilizada uma amostra de conveniéncia constituida por todos
os doentes com diagndstico de FQ, seguidos regularmente no grupo pediatrico do
Centro Especializado de FQ do HSM entre 2010 e 2011, com e sem infecao por P.

aeruginosa, e que satisfizeram os critérios de incluséo.

A amostra ficou constituida por 37 doentes, correspondendo a 66,1% dos 56 doentes

com FQ do grupo pediatrico do HSM em seguimento no periodo de estudo.

O recrutamento foi efetuado através do esclarecimento e pedido de entrada no estudo
realizado em colaboracdo com o médico assistente durante a consulta de revisdo

anual no Centro de FQ.
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3.4 - Serologia

O soro para determinacdo de Ac anti-P. aeruginosa (2-3 mL) foi obtido através de
sangue colhido por puncédo venosa na altura das analises de vigilancia dos doentes
com FQ, que fazem parte dos cuidados assistenciais regulares e que sé&o
requisitados, no minimo, uma vez por ano na consulta de revisdo anual (de acordo

com o protocolo de seguimento do Centro de FQ do HSM).

O exame serologico foi realizado recorrendo ao teste comercial Mediagnost anti-

Pseudomonas aeruginosa IgG EIA, E15 (Mediagnost®, Reutling, Alemanha).

3.4.1 - Breve descricao do teste

O teste comercial Mediagnost anti-Pseudomonas aeruginosa IgG EIA, E15, € um
imunoensaio enzimatico de imunoglobulina G (IgG) (Protocolo acessivel em

http://mediagnost.de/wp-content/uploads/2014/02/E15 de.pdf).

As amostras de soro foram diluidas e adicionadas aos Ag de P. aeruginosa AP, Ela
ou Exo. Os Ac especificos na amostra ligaram-se aos Ag presentes durante a
incubacao de 2 horas a 37°C. Apoés lavagem, o conjugado (IgG anti-humana marcada
com peroxidase) foi adicionado e incubado novamente (2 horas a 37°C). Apds a
lavagem final, o substrato foi adicionado e incubado por mais 30 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo foi terminada com a adicdo da solugcdo stop

acompanhada pela alteracdo da cor azul para amarela, sendo o resultado
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posteriormente lido por espectrofotometria (Microplate Reader, Model 680, Bio-Rad®).

A intensidade da cor da reacédo correspondeu a concentracdo dos Ac na amostra.

Para cada doente foi testada uma amostra de soro, tendo-se procedido a uma analise
qualitativa e semiquantitativa. A dete¢cdo semiquantitativa do método subdividiu-se
nas seguintes categorias de acordo com os titulos obtidos: negativa se titulo <1:500;
borderline se titulo de 1:500 até 1:1250; positiva se titulo superior a 1:1250; crénica

positiva se titulo superior a 1:10000.

Os titulos considerados borderline e elevados foram diluidos e novamente testados,
de acordo com as instrucbes do fabricante, de modo a obter determinacdo de Ac

considerada nas categorias negativa, positiva ou cronica positiva.

De acordo com a analise semiquantitativa, considerou-se um resultado positivo para
Ac anti-P. aeruginosa quando na presenca de pelo menos uma determinacéo positiva
para um dos Ac contra AP, ELA ou ExoA, de acordo com os valores de cut-off
recomendados pelo fabricante. A determinacdo de Ac foi considerada negativa

guando nao foi detetado qualquer Ac.

3.5 - Exame microbioldgico de secrecdes respiratérias

A colheita de secrecdes respiratorias (expetoracdo ou secrecdes nasofaringeas
profundas/aspirado laringeo nas criangas ndo produtoras de expetoracdo) foi
executada regularmente nas consultas de seguimento habituais destes doentes, com
uma regularidade minima de trés em trés meses (de acordo com o protocolo do
Centro de FQ do HSM). As amostras bioldgicas foram transportadas no proprio dia e

inoculadas, entre outros, em meio cultural de agar MacConkey e de agar cetrimida, no
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laboratorio de Microbiologia do HSM, realizando-se o exame cultural de acordo com a

técnica de referéncia internacional % %4,

Foram analisados os resultados dos exames culturais dos 12 meses anteriores a
colheita da amostra de soro usada para o teste seroldgico. De acordo com a
avaliacdo dos resultados culturais, foram definidos trés grupos de doentes
relativamente ao estado de infecdo por P. aeruginosa, de acordo com Critério de

Leeds modificado " &

- Doentes com infe¢&o cronica: isolamento de P. aeruginosa em mais de 50% dos

exames culturais;

- Doentes com infecdo intermitente: isolamento de P. aeruginosa em 50% ou menos

dos exames culturais;

- Doentes livres de infecdo: auséncia de isolamento de P. aeruginosa nos exames
culturais. Neste grupo, devido a dimensédo da amostra, foram incluidos doentes em
cujos exames culturais nunca haviam sido identificados P. aeruginosa, bem como
doentes que ja haviam tido isolamentos de P. aeruginosa previamente ao periodo do

estudo.

3.6 - Dados clinicos

Os dados clinicos, referentes aos 12 meses prévios a entrada no estudo, foram

recolhidos através da consulta do processo clinico dos doentes.
Os dados recolhidos e analisados, incluiram:

- Género;
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- Idade (anos);
- Idade (anos) ao diagnéstico de FQ;

- Genotipo — homozigotia F508del/F508del, heterozigotia F508del/outra mutacéo,

outras mutacoes;
- indice de massa corporal (IMC) (Kg/m?) em z-score de acordo com idade e género;

- Funcdo pancredtica — grupo de doentes com insuficiéncia pancreatica (valor de
elastase fecal inferior a 200 pg/g fezes) e doentes sem insuficiéncia pancreética

(elastase fecal superior ou igual a 200 ug/g fezes);

- Funcéo pulmonar — VEMS, CVF e FEF 25-75, em percentagem do previsto (%P) de

acordo com idade e género;
- Infec&o pulmonar por outros microrganismos;
- Duracgéao do tratamento de FQ (em anos);

- Medicacgéo com antibiéticos anti-P. aeruginosa por via inalatéria, ha pelo menos trés

meses (colistina ou tobramicina);

- Numero de internamentos e numero de dias de internamento (nos 12 meses prévios

a entrada no estudo).

3.7 - Andlise estatistica

O processamento dos dados obtidos foi suportado pelos métodos de analise

estatistica adequados através do programa informatico IBM® SPSS® versao 20.

A analise estatistica apoiou-se em estatistica descritiva e grafica, simples e

comparativa e estatistica inferencial e ensaios de hipoteses. Os valores foram
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representados em percentagem em variaveis categoriais e em mediana com intervalo
de valores entre minimo e maximo em variaveis em escala de medida métrica.

Para informacdo em tabelas de contingéncia foram usados o0s testes néo-
paramétricos: Qui-quadrado, Exato de Fisher e Exato de Fisher-Freeman-Halton
(extensé@o do teste Exato de Fisher a tabelas de dimensé&o superior a 2x2). Quando as
variaveis se apresentavam em escala de medida métrica aplicou-se o teste de Mann-
Whitney ou o teste da Mediana, conforme a distribuicdo dos dados. Quando a
significancia de um teste foi inferior a 0,05 as diferencas amostrais foram

consideradas estatisticamente significativas.

Neste trabalho, considerou-se infecdo por P. aeruginosa no global quando este
microrganismo foi detetado pelo menos uma vez nas secregdes respiratorias atraves

do exame microbiolégico, durante os 12 meses prévios & entrada no estudo .

A capacidade discriminativa inclui a sensibilidade e a especificidade do teste
serologico (sensibilidade: probabilidade de detetar Ac anti-P. aeruginosa num doente
que esta infetado; especificidade: probabilidade de ndo se detetar Ac anti-P.

aeruginosa num doente nao esta infetado por esta bactéria ).

A capacidade preditiva do teste inclui o valor preditivo do positivo e o valor preditivo
do negativo (valor preditivo do positivoprobabilidade de um doente com determinacgéo
de Ac positiva estar realmente infetado por P. aeruginosa; valor preditivo do negativo:
probabilidade de um doente com determinacdo de Ac negativa ndo estar infetado por
P. aeruginosa ).

Os resultados da determinacao de Ac anti-P. aeruginosa foram comparados com 0s

resultados do exame cultural, para avaliar as propriedades diagndsticas do teste
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serologico relativamente ao estado de infecdo no global, infecéo intermitente e infecéo
cronica (comparando com doentes sem infecdo, neste Ultimos dois grupos).
Estimaram-se, pontualmente, a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo do
positivo e o valor preditivo do negativo, a exatiddo (accuracy) e a concordancia

(kappa).
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4 - RESULTADOS

4.1 - Caracterizacdo da amostra

Dos 37 doentes incluidos no estudo, 59,5% eram doentes do género feminino. A
mediana de idade foi de 10,8 anos [1,98;16,5 anos]. Da distribuicdo de doentes por
idade, obteve-se 0 seguinte: cinco doentes apresentavam idade entre um ano e cinco
anos; 13 doentes entre os seis e 0s 10 anos; 19 doentes entre os 11 e os 16 anos. Na

amostra estudada, ndo houve nenhum doente com 17 anos nem com 18 anos.

Os doentes foram agrupados de acordo com o tipo de infecdo por P. aeruginosa,

pesquisada nas secrecdes respiratorias, obtendo-se o seguinte:
- Infecéo crénica por P. aeruginosa em oito doentes (21,62%);
- Infecdo intermitente por P. aeruginosa em 15 doentes (40,54%);

- Foram considerados livres de infecdo por P. aeruginosa 14 doentes (37,84%) (trés
dos quais nunca haviam tido infecdo documentada e 11 estavam livres de infecdo nos

altimos 12 meses).

A prevaléncia da infecdo global por P. aeruginosa na amostra em estudo foi de

62,16%.

A distribuicdo do tipo de infecdo por grupo etéario, esta representada no quadro 1.
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Quadro 1 - Tipo de infecéo por P. aeruginosa de acordo com grupo etario.

Grupo etario

Tipo de infecao 1-5 anos 6-10 anos 11-16 anos

Livre de infec&o (n=14) 40% (2/5) 38,5% (5/13) 36,8% (7/19)
Infecdo intermitente (n=15) 60% (3/5) 46,1% (6/13) 31,6% (6/19)
Infec&o crdnica (n=8) 0 15,4% (2/13) 31,6% (6/19)

4.2 - Método seroldgico

De acordo com o teste usado, 10 doentes apresentaram determinacao positiva de Ac
anti-P. aeruginosa e 27 apresentaram determinacdo negativa. Ndo houve nenhum

doente com detecdo de Ac considerada cronica positiva.

Nos 8 doentes com infe¢&o cronica, a determinacédo de Ac foi positiva para os Ag AP,
ELA e ExoA em 100%, 62,5% e 62,5%, respetivamente (Quadro 2). Os doentes com
infecdo intermitente apresentaram determinacdo de Ac positiva para ELA e ExoA em
6,7% para cada um destes Ag e nenhum apresentava para AP (Quadro 2). Em todos

os doentes livres de infecdo néo foram detetados quaisquer Ac anti-P. aeruginosa.

Quadro 2 - Detecédo de Ac postiva de acordo com os diferentes Ag, por tipo de infecao.

Ac anti-P. aeruginosa, por Ag

Tipo de infegéo AP ELA ExoA
Infecdo cronica (n=8) 100% (8) 62,5% (5) 62,5% (5)
Infec&o intermitente (n=15) 0 6,7% (1) 6,7% (1)
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A distribuicdo global do tipo de infecdo de acordo com o teste serolégico encontra-se
representada no Quadro 3. Todos os doentes com infecdo cronica apresentaram
determinacao positiva de Ac. Quanto aos doentes com infecdo intermitente, verificou-
se que 86,7% apresentaram determinacao positiva de Ac. Os doentes considerados
livres de infecdo por P. aeruginosa apresentaram na totalidade determinacdo negativa

de Ac.

Quadro 3 - Determinacédo de Ac de acordo com o tipo de infe¢&o por P. aeruginosa.

Tipo de infec&o por P. aeruginosa

Determinacédo de Ac Infecdo crénica Infecdo intermitente Livres de infecéo
Positiva (n=10) 100% (8) 13,3% (2/15) 0
Negativa (n=27) 0 86,7% (13/15) 100% (14)

Do ponto de vista seroldgico, a maioria dos doentes com determinacao positiva de Ac
apresentou infecdo cronica por P. aeruginosa (80%) e 20% apresentou infecdo
intermitente. Dos doentes com determinacdo de Ac negativa, cerca de metade

apresentou infecéo intermitente e 51,9% eram livres de infecdo (Quadro 4).

Quadro 4 - Tipo de infegéo por P. aeruginosa de acordo com determinacéo de Ac.

Determinacéo de Ac

Positiva Negativa
Infecdo crénica (n=8) 80% (8/10) 0
Infec&o intermitente (n=15) 20% (2/10) 48,1% (13/27)
Livres de infecdo (n=14) 0 51,9% (14/27)
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As propriedades diagndsticas do método seroldgico foram analisadas relativamente a
presenca de infegdo por P. aeruginosa no global (intermitente e crénica) (Quadro 5),

infecdo intermitente (Quadro 6) e infecdo cronica (Quadro 7).

Relativamente a detecéo de infecdo global por P. aeruginosa, e no total dos trés Ac, o
método serologico apresentou especificidade de 100% e sensibilidade de 43,5%
(concordéancia=0,368) (Quadro 5). O valor preditivo do positivo foi de 100% e o valor
preditivo do negativo foi de 51,9% para infecdo por P. aeruginosa. A exatiddo do
método foi de 64,8%. Discriminando individualmente pelos trés Ac especificos
detetados, os valores de sensibilidade e valor preditivo do negativo sdo inferiores.
Estes parametros estdo discriminados no Quadro 5, de acordo com Ag analisado e na

globalidade dos testes.

Quadro 5 - Exatidao diagnéstica do método seroldgico na infecdo global por P. aeruginosa.

Sensibilidade Especificidade Concordéancia VPP VPN Exatidao
AP 34,8% 100% 0,288 100% 48,3%  59,4%
ELA 30,4% 100% 0,249 100% 46,7%  56,7%
ExoA 26,1% 100% 0,211 100% 452%  54%
Total 43,5% 100% 0,368 100% 51,9% 64,8%

VPP=valor preditivo do positivo, VPN=valor preditivo do negativo.

Na detecédo da infecdo intermitente por P. aeruginosa, no total o método serologico
apresentou especificidade de 100% e sensibilidade de 13,3% (concordancia=0,129)
(Quadro 6). O valor preditivo do positivo foi de 100% e o valor preditivo do negativo foi

de 51,9%. A exatidao do método foi de 55,2%.
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Quadro 6 - Exatidao diagnéstica do método serolégico nos doentes com infecdo intermitente.

Sensibilidade Especificidade Concordéancia VPP VPN Exatidao
AP - 100% 0,00 - 48,3% -
ELA 6,7% 100% 0,065 100% 50% 51,7%
ExoA 6,7% 100% 0,065 100% 50% 51,7%
Total 13,3% 100% 0,129 100% 51,9%  55,2%

VPP=valor preditivo do positivo, VPN=valor preditivo do negativo.

Na detecdo da infecdo cronica por P. aeruginosa, no total o método seroldgico
apresentou especificidade de 100% e sensibilidade de 100% (concordancia=1,0)
(Quadro 7). Os valores preditivos do positivo e do negativo foram ambos de 100%,

com exatiddo de 100%.

Quadro 7 - Exatidao diagnéstica do método seroldgico nos doentes com infecao crénica.

Sensibilidade Especificidade Concordéncia VPP VPN Exatidéo
AP 100% 100% 1,0 100% 100% 100%
ELA  75% 100% 0,792 100% 87,5%  90,9%
ExoA 62,5% 100% 0,68 100% 82,4%  86,3%
Total 100% 100% 1,0 100% 100% 100%

VPP=valor preditivo do positivo, VPN=valor preditivo do negativo.

34



RESULTADOS

4.3 - Caracteristicas clinicas de acordo com a determinacédo de Ac

Das caracteristicas analisadas, verificou-se que a distribuicdo de doentes por género
foi semelhante entre doentes com determinacéo de Ac positiva e negativa, sendo que
cerca de 60% dos doentes eram do género feminino em ambos 0sS grupos, nao

havendo diferencas significativas (Quadro 8).

Quadro 8 - Caracteristicas clinicas de acordo com a determinagéo de Ac.

Determinacéo de Ac

Positiva Negativa p

Género (n=37) 1,0*

- Feminino 60% (6/10) 59,3% (16/27)

- Masculino 40% (4/10) 40,7% (11/27)
Idade (anos) (n=37) 11,7 [3,9;16,3] 10,7 [1,98;16,5] 0,837 ***
Duracédo do tratamento (anos) (n=37) 11,4 [1,4;14,3] 8,8 [1,95;16,25] 0,431 ***
Genotipo (n=37) 0,857 **

- F508del/F508del (n=23) 70% (7/10) 59,3% (16/27)

- F508del/outra mutagéo (n=11) 30% (3/10) 29,6% (8/27)

- Outras mutacdes (n=3) 0 11,1% (3/27)
Insuficiéncia pancreatica (n=31) 100% 77,8% (21/27) 0,162 *
IMC (z-score) (n=37) -0,95 [-2,3;0,3] -0,17 [-2,8;1,6] 0,045 **+
Doentes internados (n=8)

- N° total de dias de internamento 33,5 [6;118] 15,5 [6;34] #
Antibiético anti-P. aeruginosa (n=18) 40% (4/10) 53,8% (14/16) 0,457 ****

IMC=indice de Massa Corporal; * Teste exato de Fischer; ** Teste de Fischer-Freeman-Halton; *** Teste de Mann-

Whitney; **** Teste do Qui-quadrado; # amostra insuficiente para analise comparativa.

35



RESULTADOS

A mediana de z-score de IMC foi significativamente inferior nos doentes com
determinacdo de Ac positiva: z-score de -0,95 [-2,3;0,3] versus -0,17 [-2,8;1,6] nos
doentes com detecao negativa (p=0.045). No grupo de doentes com determinacéo de
Ac negativa, os dois doentes com menor z-score de IMC estavam livres de infecéo

por P. aeruginosa (Quadro 8, Figura 2).

IMC (z-score)

T

Livre de infegdo
(o]

Livre de infegdo
o]

T T
MNegativo Positivo

Determinagdo de Ac positiva e negativa

Figura 2 - IMC de acordo com determinacgao seroldgica.

Quanto a outras caracteristicas clinicas, verificou-se relativamente a duracdo do
tratamento, genotipo e funcdo pancreatica (Quadro 8) nao existirem diferencas
significativas entre os dois grupos. No entanto, o numero total de anos de tratamento
foi superior nos doentes com determinacédo de Ac positiva. Todos os doentes com
determinacdo de Ac positiva apresentavam insuficiéncia pancreatica. A maioria dos

doentes apresentava, em ambos 0s grupos, homozigotia para a mutacdo F508del
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(70% no grupo com determinacdo positiva e 59,3% no grupo com determinacdo
negativa). Dos doentes com determinagao positiva de Ac anti-P. aeruginosa, nenhum

apresentava outras mutacdes de CFTR (Quadro 8).

Durante o periodo em estudo foram internados 8 doentes (21,6%) (Quadro 8).
Verificou-se que 8,1% (n=3) dos doentes foram internados uma vez e 13,5% (n=5)
foram internados pelo menos duas vezes. Os quatro doentes com determinagéo de
Ac positiva que foram internados, registaram em conjunto 13 internamentos, com
mediana do numero de dias de internamento de 33,5 dias [6;118]. Os doentes
internados com determinagdo de Ac negativa totalizaram 10 internamentos e
apresentaram uma mediana do numero total de dias de internamento de cerca de
metade (15,5 dias [6;34]).

Dos doentes incluidos no estudo, 18 estavam medicados ha pelo menos trés meses
com antibiéticos anti-P. aeruginosa por via inalatéria, ndo se verificando diferenca

significativa entre doentes com determinacao de Ac positiva ou negativa.

Relativamente aos parametros da funcdo respiratdria analisados, verificou-se que a
mediana do VEMS (%P) foi significativamente inferior nos doentes com determinagao
de Ac positiva (64,3%P [32,4;87,2] versus 92,4%P [36,9;127,6]; p=0,049) (Quadro 9;
Figura 3). A mediana de FEF25-75 (%P) foi também significativamente inferior em
doentes com determinagcdo de Ac positiva: 36,6%P [7,6;86,4] versus 76,6%P
[10;135,4] (p=0,034). Nao se verificaram diferencas significativas relativamente a
CVF. Os dois doentes com menor valor de VEMS e de CVF no grupo com detecao de

Ac negativa, pertenciam ao grupo de doentes livres de infe¢cdo por P. aeruginosa.
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Quadro 9 - Funcao respiratoria de acordo com a determinacdo de Ac (n=32).

Determinacédo de Ac

Parametros da funcéo respiratéria Positiva Negativa p
VEMS (%P) 64,3 [32,4,87,2] 92,4 [36,9;127,6] 0,049 *
CVF (%P) 80,5 [51,8;113,5] 91,6 [48,6-120,6] 0,126 **
FEF25-75 (%P) 36,6 [7,6-86,4] 76,6 [10-135,4] 0,034 **

CVF=Capacidade vital forcada; FEF 25-75=Fluxo expiratério forcado entre 25% e 75% da CVF; VEMS=Volume

expirado maximo por segundo; * Teste da mediana; ** Teste de Mann-Whitney.

1254 |
100+
? ‘
Livre'de infegd
(o]

W EMS_perc_P
E CvF_perc_P
CIFEF25_75_percP

%P
9

507

Livre de infegdo
o]

257

| T
Megativo Positivo

Determinagdo de Ac positiva e negativa

Figura 3 - Funcao respiratoria de acordo com serologia.

Quanto a avaliagdo da infecdo cronica por outros microrganismos, nos doentes em

estudo, os agentes encontrados com maior frequéncia foram S. aureus e H.

influenzae (Quadro 10). Em cada grupo com determinacdo de Ac positiva e negativa
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verificou-se um doente com infecdo cronica por MRSA. A distribuicdo entre grupos
nao foi significativamente diferente. Apenas se verificou infecdo crénica por BCC e por

H. parainfluenzae no grupo de doentes com determinagédo de Ac negativa.

De acordo com o0s exames culturais analisados, nenhum dos doentes em estudo
apresentava infecdo cronica por outras bactérias, por Aspergillus spp ou por

micobactérias.

Quadro 10 - Coinfecéo cronica, de acordo com a determinacéo de Ac (n=37).

Determinacéo de Ac

Infecdo crénica Positiva Negativa p

S. aureus 40% (4/10) 51,9% (14/27) 0,714 *
H. influenzae 0 29,6% (8/27) 0,079 *
MRSA 10% (1/10) 3,7% (1/27) 0,473 *
H. parainfluenzae 0 7,4% (2/27) 1,0*
BCC 0 7,4% (2/27) 1,0 *

BCC=complexo Burkholderia cepacia; MRSA=S. aureus resistente a meticilina; * Teste exato de Fischer.
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5 - DISCUSSAO

A FQ é uma doenca multissistémica rara '*

, Cujo prognostico depende
principalmente da inflamagéo e infecdo pulmonares cronicas *” % 1%, P, aeruginosa
trata-se do agente patogénico crénico mais frequente a partir da adolescéncia %° que
causa leséo estrutural e deterioracéo funcional do pulmé&o, conferindo ao doente mau
prognéstico "8,

O avanco nas opcOes terapéuticas disponiveis contribuiu para a melhoria do

26, 75, 104. Pela

prognéstico da FQ, incluindo a existéncia de novos antibidticos
necessidade de utilizar outro método de diagndstico para detetar a infecdo precoce
por P. aeruginosa em doentes com FQ, foi desenvolvido o teste serologia que ja é
utilizado a nivel internacional *" ®" %, para além das vantagens descritas na
introducdo, a determinacédo positiva de Ac pode ser usada para a definicdo de infecédo

67, 99

cronica por P. aeruginosa pois reflete a resposta imune do hospedeiro a

presenca deste organismo patogénico.

Na detecdo da infecdo por P. aeruginosa no global, os nossos resultados de
especificidade e valor preditivo do positivo (ambos de 100%) revelaram ser superiores
aos de estudos semelhantes que utilizaram o mesmo teste seroldgico. O nosso valor
obtido de especificidade, apesar de superior foi quase sobreponivel ao de Kapler et al

% e aproximadamente o dobro do valor obtido por Daines et al 2’. O valor preditivo do

|69

positivo foi sobreponivel no estudo de Kapler et al °, embora ligeiramente inferior ao

27
|

nosso, e Daines et al ' obtiveram um valor cerca de 1/4 do nosso.
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No entanto, os nossos valores obtidos de sensibilidade (43,5%) e de valor preditivo do
negativo (51,9%) foram inferiores aos dos estudos referidos 2 ®°. O nosso valor de
sensibilidade correspondeu a cerca de metade do valor obtido por Kapler et al ®° e a
2/3 do valor de sensibilidade no estudo de Daines et al ?’. O valor preditivo do
negativo obtido no nosso estudo revelou ser inferior em cerca de 1/3 relativamente
aos valores obtidos nestes dois estudos ?" . O estudo de Kapler et al ® envolvia
doentes com um grupo etario mais alargado (0-40 anos), enquanto que no estudo de
Daines et al ?’ a dimensdo da amostra era muito superior (n=582) e constituida por

doentes somente até aos 12 anos de idade, inclusivé .

Num estudo prospetivo, utilizando o mesmo teste seroldgico comercial, obtiveram-se
resultados de especificidade e valor preditivo do positivo sobreponiveis aos do
presente trabalho, embora também ligeiramente inferiores em cerca de 10% '®. O
valor de sensibilidade e o valor preditivo do negativo revelaram ser aproximadamente
92%, correspondendo ao dobro dos nossos *%°. Tal facto pode dever-se ao desenho
do estudo, bem como a amostra de doentes, incluindo diferencas no grupo etario
analisado (idades compreendidas entre um e 52 anos) e na dimensdo da amostra que

foi superior (n=375) %

. Outro estudo recente, que também analisou amostras
serologicas de criancas e jovens, revelou inferior valor preditivo do positivo,
correspondendo a 3/4 daquele por nds obtido, e valor preditivo do negativo superior

ao nosso em 1/3 "°. No entanto, a metodologia utilizada foi dispar por se tratar de um

estudo prospetivo °.

Noutros trabalhos foram descritos valores de especificidade e valor preditivo do
positivo também inferiores aos nossos, respetivamente uma especificidade de 66%

a 87% % da nossa, bem como valores preditivos do positivo de 37%  a 84% ' do

41



DISCUSSAO

nosso. Nestes estudos, os valores de sensibilidade e os valores preditivos do negativo
foram igualmente superiores aos nossos. A sensibilidade obtida no trabalho de
Pressler et al *® foi mais do dobro da nossa, e Douglas et al *® obteve um valor
superior em 2/3. O valor preditivo do negativo por nos obtido correspondeu a cerca de
metade dos valores destes mesmos estudos ** . Mais uma vez, os dois ultimos
trabalhos ndo sdo comparaveis com o presente estudo, pois neles foram utilizados
outros métodos seroldgicos, diferentes Ag de P. aeruginosa e doentes de grupos

etarios dispares %1% bem como diferentes amostras de secre¢des respiratérias *°.

A existéncia de uma metodologia, aplicada ao nosso estudo em particular, e a
presenca de doentes pertencentes a uma determinada faixa etaria dificultam a
generalizagcdo dos nossos resultados a outras populagdes, com prevaléncia de

infec&o e idades diferentes.

Na pratica clinica, a questdo mais importante € determinar a capacidade preditiva do
teste, que tem em consideracdo a prevaléncia da infecdo pelo microrganismo na
populacdo estudada e que por sua vez esta relacionada com a idade dos doentes. Ou
seja, perante um doente com detecdo de Ac positiva, qual a probabilidade de este
doente estar realmente infetado por P. aeruginosa; bem como, perante um doente

com determinacdo de Ac negativa, qual a probabilidade do doente ndo estar infetado

69

Os resultados obtidos no grupo de doentes com infecao intermitente, no que se refere
a capacidade discriminativa e preditiva do método seroldgico na detecédo da infecado
intermitente por P. aeruginosa, mostraram elevada especificidade (100%) e elevado

valor do preditivo do positivo (100%), mas baixa sensibilidade (13,3%) e baixo valor
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preditivo do negativo (51,9%). Neste grupo, mais de metade dos doentes com infecao
intermitente ndo apresentou Ac anti-P. aeruginosa. De um modo semelhante, no

| ® metade dos doentes com

estudo transversal patente no trabalho de Kapler et a
infecdo intermitente apresentaram determinacdo de Ac negativa. Na avaliacdo
prospetiva também realizada pelo mesmo autor, nove desses doentes mantiveram-se

sem infecao e trés apresentaram infecéo crénica por P. aeruginosa *°.

Assim, no presente estudo o método serolégico apresentou valores baixos de
sensibilidade e de valor preditivo do negativo na detecéo da infecdo por P. aeruginosa
no global e na infecdo intermitente. Tal pode dever-se, em parte, ao fato de nos

termos baseado apenas num estudo transversal.

Por outro lado, e como ja referido, pode ser dificil obter amostras de secrecfes
respiratorias adequadas em criancas com FQ de modo a realizar a dete¢éo de infecao

por P. aeruginosa utilizando o método de referéncia 3* 4% >"- 119,

Ao utilizar a determinacdo de Ac na pratica clinica, seria desejavel poder distinguir
doentes com infecdo intermitente de doentes com infecao crénica e de doentes livres
de infecdo. Com o intuito de realizar uma avaliacdo mais adequada do valor do
método seroldgico no diagndstico da infecdo precoce por P. aeruginosa em doentes
com infecdo intermitente, seria necessario proceder a um seguimento microbiolégico,
serologico e clinico. A determinacdo positiva de Ac pode determinar o risco de
evolucdo para a infecdo cronica por anti-P. aeruginosa, tal como demonstrado em
estudos prévios “® 1% Assim, se no nosso estudo tivesse havido um seguimento, nos
dois doentes com determinacdo de Ac positiva e infegcdo intermitente, poder-se-ia,

talvez, ter verificado infecdo cronica por P. aeruginosa no ano imediatamente
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posterior a determinacédo de Ac. Se tal facto se verificasse, poderia permitir ponderar

a introducdo ou intensificacdo de antibioticoterapia anti-P. aeruginosa % 48 49100,

No grupo de doentes com FQ com infecdo crénica por P. aeruginosa, a capacidade
diagnoéstica do método seroldgico demonstrou valor de 100% para os parametros de
especificidade, sensibilidade, valor preditivo do positivo e valor preditivo do negativo,
com exatiddo de 100%. Estes valores sdo superiores aos previamente descritos

relativamente & detecéo da infec&o por P. aeruginosa no global 2" 38 69. 70,105

Relativamente a um trabalho que se refere especificamente a este método de detecéo
na infecdo cronica por P. aeruginosa, 0s nossos resultados apresentaram valores de
ordem superior, quer em sensibilidade, quer em especificidade, como se pode
verificar no estudo de Tramper-Stranders et al *** em que a sensibilidade foi de 96% e

a especificidade foi de 79%.

No nosso grupo de doentes com infecdo cronica, todos os individuos apresentaram
determinacdo de Ac positiva. Destaca-se o facto de que foi detetado Ac anti-AP em
todos estes doentes, 0 que ndo se verificou nos estudos prévios que utilizaram os

mesmos Ag no método seroldgico 27+ 9 70 105121

Por outro lado, no presente estudo, a maioria dos doentes com infecédo intermitente
por P. aeruginosa (88,7%) apresentou determinacdo de Ac negativa. Em apenas dois
doentes (13,3%) foram detetados Ac anti-P. aeruginosa e em nenhum destes foi
detetado Ac anti-AP. Apesar da dimensao da amostra ser pequena, o Ac AP foi o
mais especifico na infecdo cronica e ndo foi detetado nos doentes com infecédo
intermitente com determinacdo de Ac positiva, 0 que pode significar que AP talvez

seja 0 Ag mais imunogénico na nossa populacdo em estudo.
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No grupo de doentes livres de infecdo por P. aeruginosa, foram incluidos trés doentes
que nunca haviam tido infe¢&o por P. aeruginosa e 11 doentes com infegéo prévia por
P. aeruginosa (que ocorrera antes dos 12 meses que antecederam a entrada no
estudo). No entanto, e apesar do seu estado prévio de infecdo, todos os doentes
deste grupo apresentaram determinacdo de Ac negativa. Este facto vem reforcar a
importancia da serologia no seguimento clinico dos doentes, pois mesmo o0s doentes
com infecdo prévia por P. aeruginosa, e que no estudo estavam livres de infecéo,
apresentaram determinacdo negativa de Ac. Perante um doente com determinacédo de
Ac negativa, é provavel que o estado livre de infecdo o seja, de facto, nessa altura (e

nao apenas um estado de infecao intermitente, por exemplo).

Os resultados do método seroldgico, por si s6, ndo permitem determinar se a detecao
de Ac positiva corresponde a infecéo residual por P. aeruginosa, ou se é precursora
de infecéo °, podendo ser necessario um seguimento microbioldgico e seroldgico em

conjunto para avaliar esta questao.

BN Y

Relativamente a avaliacgdo de fatores clinicos, associados a infecdo por P.
aeruginosa, 0s nossos resultados mostraram que a maioria dos doentes com
determinacdo de Ac positiva apresentou significativamente pior funcéo respiratoria
(valores significativamente inferiores de VEMS e FEF25-75, e inferior CVF) e pior
estado nutricional (menor z-score de IMC). Todos os doentes com determinacdo de
Ac positiva apresentaram insuficiéncia pancreatica bem como presenca da mutacéo
F508del, sendo a maioria deles homozigoticos para esta mutacdo. O numero total de

dias de internamento foi também superior neste grupo.
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Estes resultados pareceram-nos espectaveis, visto que a maioria (88,2%) dos
doentes com determinacdo positiva de Ac apresentava infecdo cronica por P.
aeruginosa. Tal como descrito na literatura, estes doentes apresentaram fatores de
gravidade clinica, incluindo maior nimero de internamentos, e evidenciaram pior
funcao respiratéria ** e pior estado nutricional, avaliado através do z-score do IMC ®
8{

Relativamente a outros fatores que podem influenciar o curso clinico da doenga, como
a idade mais avancada dos doentes, 0 niumero de anos de tratamento, ou a presenca

44, 45, 53, 68, 84

de coinfecdo por outros microrganismos patogénicos , Ndo se verificaram

diferencas entre os grupos de doentes com determinagao de Ac positiva ou negativa.

No que diz respeito ao método serolégico comercial, utilizado no estudo, este engloba
trés Ag que sdo expressos por gquase todas as estirpes de P. aeruginosa e que

8 O teste esta devidamente validado e

possuem elevada imunogenicidade
padronizado, e disponivel para aquisicdo a nivel internacional. Apesar de ser
dispendioso, pode ser facilmente executado por profissionais com treino em testes
serologicos e fornece resultados mais rapidos do que o isolamento em cultura. Deste

modo, pode ser facilmente adotado por laboratérios clinicos nacionais, o que se torna

vantajoso na pratica clinica.

Apesar das vantagens previamente descritas, existem alguns resultados controversos
relativos ao método seroldgico. Alguns autores referem que uma avaliagao serologica

negativa ndo pode excluir infecdo futura *

, € nalguns estudos prévios nao foram
detetados Ac anti-P. aeruginosa em doentes com infecdo precoce '® 2! 123 Estes

resultados, opostos a outros ja referidos, podem, eventualmente, ser explicados pelas

46



DISCUSSAO

diferencas entre ensaios, entre tipo de secrecfes respiratorias analisadas e entre

niveis de cut-off para determinar a positividade do método .

Atualmente, e apesar das suas vantagens, ndo esta recomendado o diagnéstico da
infecdo por P. aeruginosa, unicamente, através do método seroldgico ** **1. A
avaliacao laboratorial anual, englobando a determinacdo de Ac anti-P. aeruginosa,
como exame complementar a avaliacdo da infecdo pelo método cultural, tem sido

utilizada nos Estados Unidos da América onde faz parte do padrdo de cuidados de

saude nos doentes com FQ .
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6 - CONCLUSOES

O presente trabalho pretendeu caracterizar o estado serologico e a capacidade
discriminativa e preditiva do método serolégico no diagnostico da infecdo por P.
aeruginosa em doentes com FQ, seguidos no grupo pediatrico do Centro

Especializado de FQ do HSM durante um ano.

Tendo em consideracdo que a determinacdo de Ac anti-P. aeruginosa é uma
metodologia que ndo tem sido utilizada em Portugal, e dada a sua elevada
sensibilidade e especificidade na detecdo da infecdo precoce por P. aeruginosa,
pretendeu-se neste estudo fazer uma avaliacdo do método serolégico em doentes

com FQ.

Este trabalho é o primeiro realizado em Portugal, de que temos conhecimento até ao
momento, que avalia a infecdo por P. aeruginosa através do método seroldgico em
doentes com FQ. No grupo estudado, o método serologia revelou elevada
especificidade e valor preditivo do positivo para diagnéstico da infecdo global por P.
aeruginosa, com baixa sensibilidade e valor preditivo do negativo. Na detecdo da
infecdo cronica, este método revelou elevados valores de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo do positivo e do negativo. Tal como demonstrado
noutros centros de FQ, pode revelar-se util se usado regularmente durante o
seguimento clinico da nossa populacdo de doentes, em conjunto com o método de

referéncia para detecdo da infe¢édo por P. aeruginosa.

Por fim, os nossos resultados sugerem que a determinacdo de Ac é uma metodologia

adequada para diagnosticar infecdo cronica por P. aeruginosa, e que podera ser
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considerada como adjuvante ao exame cultural na avaliagdo da infe¢cao global por P.

aeruginosa, num grupo de criancas e adolescentes com FQ.
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7 - LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPETIVAS FUTURAS

No presente estudo identificaram-se como limitacbes a pequena dimensdo da
amostra, a inexisténcia de um grupo de controlo e o facto se tratar de um estudo
retrospetivo e transversal. Além do mais, os resultados ndo poderdo ser alvo de
comparacao com os de outros ensaios seroldgicos que utilizem outros tipos de Ac (ex

imunoglobulina M ou imunoglobulina A) ou Ac contra Ag diferentes.

Identificaram-se, ainda, como limitacdes, o facto de ndo se ter realizado o seguimento
clinico e microbioldgico dos doentes, apds a realizacéo do teste serolégico, bem como
a nao realizacdo de doseamentos de Ac, em mais momentos, ao longo do tempo de

seguimento.

No sentido de realizar uma avaliacao da evolu¢do microbiolégica dos doentes com FQ
utilizando o método serologia, seria importante repetir a determinacédo de Ac anti-P.
aeruginosa ao longo do tempo no nosso grupo de estudo. Deste modo seria possivel
correlacionar os resultados da serologia com os exames culturais e com a evolucao
clinica, para verificar se a seroconversao € indicadora de evolucdo para infecéo
cronica por P. aeruginosa. Também seria relevante monitorizar a resposta ao
tratamento com antibiGticos através da evolucdo do titulo de Ac anti-P. aeruginosa ao
longo do tempo, em conjunto com o exame cultural, o que permitiria avaliar a eficacia

da terapéutica de erradicacdo ou de manutencdo (no caso de doentes com infecdo

intermitente ou cronica).
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Em Portugal, seria pertinente realizar um estudo multicéntrico em doentes com FQ,
para melhor avaliar a capacidade discriminativa e a capacidade preditiva do método
serologico. Este estudo, idealmente, seria composto por uma amostra de dimensao
superior e implicaria um adequado seguimento para verificar a correlacdo da
seroconversao com a evolucao clinica e microbioldgica, e para avaliar a resposta a

terapéutica especifica anti-P. aeruginosa.
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