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RESUMO

Introducio: A etiologia da otite média com efusdo ainda nao estd completamente estabelecida, mas
agentes infecciosos podem contribuir para sua patog€nese. Demonstrou-se que a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) ¢é superior ao exame cultural para detectar espécies bacterianas. O
conhecimento sobre a epidemiologia bacteriana da otite média com efusdo em areas geograficas
distintas ¢ essencial para a implementagao de tratamentos racionais, quando necessarios.

Objetivos: Determinar a prevaléncia do Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis e Alloiococcus otitidis nas efusdes de orelha média de criangas com otite
média recorrente e otite média com efusdo cronica que foram submetidas & miringotomia, comparar
os resultados obtidos por cultura e PCR, comparar os achados bacterioldgicos em criangas menores
e maiores de dois anos e determinar o perfil de resisténcia a penicilina dos germes isolados.
Métodos: Analisaram-se 128 amostras de efusdes de orelha média de 75 criancas entre 11 meses e
9 anos ¢ 4 meses de idade (média = 34,7 meses). Pacientes com otite média recorrente tinham
efusdo documentada por > 6 semanas e aqueles com otite média com efusdo cronica, por >3 meses.
Os pacientes ndo tinham sinais de otite média aguda ou infecc¢do do trato respiratdrio e ndo estavam
sob antibioticoterapia no momento do procedimento. A aspiracdo do material foi realizada por
timpanocentese, utilizando-se um coletor de Alden-Senturia. Os estudos bacteriologicos foram
iniciados em menos de 15 minutos apds a obtencdo da efusdo e uma parte da amostra foi
armazenada a -20°C para andlise posterior pela PCR. Utilizou-se um método de PCR simultinea
para a detecgio de quatro patogenos. A analise estatistica foi efetivada com o teste y* de McNemar,
teste y° com corregdo de Yates e teste exato de Fisher, quando apropriados.

Resultados: Cultivaram-se bactérias em 32 (25,1%) das 128 amostras e os patogenos principais
foram encontrados em 25 (19,6%). O A. otitidis nao foi isolado em cultura. A PCR identificou
bactérias em 110 (85,9%) das amostras, e os resultados positivos foram: 67 (52,3%) para 4. otitidis,
50 (39,1%) para H. influenzae, 16 (12,5%) para S. pneumoniae ¢ 13 (10,2%) para M. catarrhalis.
Todas as amostras positivas por cultura foram positivas pela PCR, mas 85 (77,2%) das efusdes com
resultado positivo pela PCR foram negativas por cultura, para os germes estudados. A PCR foi
significativamente mais sensivel que a cultura (P<0,001). O S. preumoniae foi encontrado mais
freqlientemente em otite média recorrente do que em otite média com efusdo cronica (P=0,038) e o
H. influenzae foi encontrado mais vezes em criangas menores de dois anos (P=0,049). Quanto ao
perfil de resisténcia, 100% das M. catarrhalis, 62,5% dos S. pneumoniae e 23% dos H. influenzae
eram resistentes a penicilina.

Conclusdes: A prevaléncia das bactérias na otite média com efusdo em um grupo de criangas
brasileiras ¢ semelhante aquelas relatadas em outros paises, sendo o H. influenzae o mais
encontrado dentre os patégenos principais da orelha média. Essa prevaléncia sugere que bactérias
podem desempenhar um papel na patogé€nese da otite média com efus@o. Os resultados mostram
que a PCR ¢ mais sensivel na deteccdo de bactérias na efusdo da orelha média, comparada com
cultura, e é essencial para a identificagdo do A. ofitidis. O elevado percentual de deteccdo do 4.
otitidis sugere mais investigacdes sobre sua atuagdo no inicio e no prolongamento de doengas da
orelha média. O S. pneumoniae foi mais freqiiente em otite média recorrente do que em otite média
com efusdo cronica ¢ o H. influenzae foi mais encontrado em criangas menores de dois anos. A
resisténcia a penicilina por parte do pneumococo e da moraxela ¢ semelhante a relatada em outros
paises, ao passo que a producdo de B-lactamase pelo hemofilo € mais baixa que aquela referida em
bactérias isoladas em amostras de efusdes de otite média com efusio.

Descritores: Otite média; Otite média secretora / microbiologia; Orelha média / microbiologia;
Alloiococcus otitidis; PCR; Estudos de prevaléncia; Crianga.
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SUMMARY

Background: The etiology of otitis media with effusion is still unclear but infective agents may
contribute to its pathogenesis. Polymerase chain reaction (PCR) has been shown to have a superior
ability in detecting bacterial species, when compared to conventional culture methods. The
knowledge of the bacteriological epidemiology of otitis media with effusion in different
geographical areas is crucial for the implementation of rational treatment in selected cases.
Objectives: To determine the prevalence of Streprococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis and Alloiococcus otitidis in the middle ear effusion of children with recurrent
otitis media and chronic otitis media with effusion undergoing miryngotomy, to compare the results
obtained by culture and PCR, to compare the bacteriological findings in children younger and older
than two years of age, and to determine the susceptibility to penicillin of the bacterial isolates.
Methods: A total of 128 middle ear effusion samples from 75 children aged 11 months to 9 years
and 4 months (mean = 34.7 months) were analyzed. Patients with recurrent otitis media had
documented middle ear effusion for > 6 weeks, and chronic otitis media with effusion for > 3
months. Patients had no signs of acute otitis media or respiratory tract infection and were not on
antibiotics. Aspiration was done through tympanocentesis with an Alden-Senturia trap.
Bacteriological studies were initiated in less than 15 minutes after acquisition of the effusion and a
part of the sample was stored frozen at -20°C for latter PCR analysis. Multiplex PCR methods for
the detection of four pathogens were used. Statistical analyses were done using McNemar's ” test,
y* test with Yates’ correction, and Fisher’s exact test, when appropriate.

Results: Bacteria were cultured in 32 (25.1%) of the 128 samples and the major pathogens were
found in 25 (19.6%). A. otitidis was not detected by culture. PCR yielded positive for bacteria in
110 (85.9%) of the samples and these positive PCR results were: 67 (52.3%) for A. otitidis, 50
(39.1%) for H. influenzae, 16 (12.5%) for S. pneumoniae, and 13 (10.2%) for M. catarrhalis. All
the culture-positive samples were PCR-positive but 85 (77.2%) of the PCR-positive specimens were
culture-negative. PCR was significantly more sensitive than culture (P<0.01). S. pneumoniae was
more frequently found in samples from recurrent otitis media when compared to chronic otitis
media with effusion (P=0.038) and H. influenzae was more prevalent in children younger than two
years when compared to the older group (P=0.049). The resistance to penicillin was: M. catarrhalis
=100%; S. pneumoniae = 62.5% and H. influenzae = 23% of the isolates.

Conclusions: The prevalence of bacteria in otitis media with effusion in a group of Brazilian
children is similar to that reported from other countries, and H. influenzae is the most frequently
found microorganism among the main middle ear pathogens. This prevalence suggests that bacteria
may play a role in the pathogenesis of otitis media with effusion. Also PCR is more sensitive in
detecting bacteria in the middle ear effusion, compared to conventional culture methods, and is
essential for the detection of A. ofitidis. The high recovery rate of A. otitidis warrants further
investigation of its role in initiating or prolonging middle ear disease. S. prneumoniae was more
frequently found in recurrent otitis media compared to chronic otitis media with effusion and H.
influenzae was more prevalent in children younger than two years of age. Pneumococcal and
moraxella’s resistance to penicillin is similar to but hemophillus’ B-lactamase production is lower
than that reported from other countries when bacteria isolated from middle ear effusion samples of
otitis media with effusion were analyzed.

Key words: Otitis media; Otitis media with effusion/microbiology; Ear, middle/microbiology;
Alloiococcus otitidis; PCR; Prevalence studies; Child.
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1 INTRODUCAO

A otite média é definida como um processo inflamatorio, infeccioso ou nao,
localizado focal ou generalizadamente na fenda auditiva (JUHN et al, 1977;
PAPARELLA, 1980; COSTA et al., 2000b). Ea segunda doencga mais comum da infincia,
atras apenas das infecgdes virais do trato respiratorio superior. Além disso, ¢ a doenca que
mais freqlientemente leva criangas a serem examinadas por um médico,e suas complicac¢des
e seqiielas podem persistir até a idade adulta (GIEBINK, 1989a; HADDAD JR., 1994). Nos
Estados Unidos da América (EUA), acontecem anualmente aproximadamente 25 milhdes
de visitas a consultorios relacionadas a otite média (SCHAPPERT, 1992).

A maioria (90%) das criancas apresenta um episodio de otite média até os sete
anos de idade, sendo que 75% experimentam trés ou mais episodios, e 33% desenvolvem
episodios recorrentes (TEELE et al., 1989).

Efusdo (ou liquido) na orelha média pode perdurar durante semanas a meses
apds um episodio de otite média aguda e, dependendo do tempo de permanéncia, provocar

uma hipoacusia condutiva leve a moderada, flutuante ou persistente, podendo produzir
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repercussoes no desenvolvimento da fala, da linguagem e de habilidades cognitivas
(BLUESTONE et al., 2002).

O diagnéstico de otite média é o que mais freqlientemente leva a recomendagao
de antibioticoterapia na clinica pediatrica. Estima-se que 20% das 120 milhdes de
prescri¢cdes anuais de antibidticos orais nos EUA destine-se ao tratamento desta doenga. Ja
a miringotomia com colocacdo de tubo de ventilagdo é o procedimento cirtirgico mais
comum em criangas, entre aqueles que exigem anestesia geral (STOOL e FIELD, 1989;
SCHAPPERT, 1992; BLUESTONE, 1997). A despeito da utilizagdo liberal de antibidticos,
complicacdes da otite média com morbidade significativa ocorrem freqiientemente (JUNG
e RHEE, 1991). Percebe-se que a enfermidade constitui-se num problema de satde
importante, especialmente na faixa etaria pediatrica, e seus impactos médicos, sociais €
econdmicos sdo extremamente significativos (DALY, 1991; JUNG e RHEE, 1991).

A otite média ¢ uma doenca dindmica. Sempre que diagnosticada, devera ser
considerada como um evento que faz parte de um processo continuo de doenca. De acordo
com a teoria do continuum da otite média, postulada por PAPARELLA (1976, 1980), as
diferentes formas de otites sdo a expressdao clinica de um continuo de alteragdes
histopatologicas epiteliais e sub-epiteliais da orelha média. As limitacdes da nomenclatura
sdo reflexos deste comportamento dindmico da doenca e de suas diferentes possibilidades
de evolugdo. A confusdo entre os termos utilizados no passado deveu-se, em grande parte, a
incapacidade de distinguir conceitualmente o processo patologico, que € a otite média, e
uma das manifestacdes desse processo, a otite média com efusdo (SENTURIA et al., 1980).

Ha, no momento, uma tentativa de atingir um consenso sobre a terminologia e

as definigdes empregadas para descrever os varios estadgios da otite média. Em 2002, foi




Introducdo 4

publicado um relatério da Sétima Conferéncia sobre Avangos Recentes da Otite Média
acerca das defini¢des, classificagdes e quadros clinicos desta doenca (BLUESTONE et al.,
2002). Essa terminologia, juntamente com a utilizada por GATES et al. (1989),
BLUESTONE e KLEIN (1995a) e BLUESTONE (1999), foi por nés adotada no decorrer
desta pesquisa e esta descrita a seguir.

Otite média (OM) ¢ uma inflamacdo da orelha média sem referéncia a
etiologia ou patogénese.

Otite média sem efusdo ¢ um estigio da otite média marcado por uma
inflamacao da mucosa da orelha média e da membrana timpanica, com auséncia de efusao.
Pode ocorrer na fase inicial ou de resolugdo da otite média, ou na doenga cronica.

Otite média aguda (OMA) ¢ uma infec¢do aguda da orelha média, com inicio
rapido de sinais e sintomas tais como otalgia, febre e irritabilidade.

Otite média recorrente (OMR) ¢ definida como trés episddios de OMA em
seis meses ou quatro episodios em doze meses.

Otite média com efusio (OME) ¢ uma inflamacao da orelha média em que
existe uma cole¢do de liquido retro-timpanica, sem sinais ou sintomas de infec¢do aguda e
com membrana timpanica integra. Os termos otite média secretora, otite média ndo-
supurativa, otite média serosa e otite média mucoide sdo empregados como sindnimos de
otite média com efusdo, mas ndo possuem a mesma precisdo. A freqiiente opacificagdo e
edema da membrana timpanica podem impedir a caracterizagao do tipo de efusao.

Otite média com efusdo cronica (OMEC) ¢ aquela em que a efusdo

permanece por mais de trés meses, sem sinais inflamatérios agudos. Na pratica clinica, o




Introducio 5

r

tempo de existéncia da efusdo nem sempre ¢ conhecido, e os médicos baseiam-se na
presencga da efusdo sem outros sinais e sintomas inflamatorios para definir o diagndstico.

Otite média cronica (OMC) ¢ uma doenga inflamatoria da orelha média
caracterizada pela presenca de alteragdes teciduais irreversiveis: tecido de granulacao,
granuloma de colesterol, colesteatoma, alteracdes ossiculares e timpanoesclerose, que
coexistem com uma membrana timpanica perfurada ou integra.

Efusio de orelha média (EOM) ¢ a presenca de liquido na orelha média, mas
o termo nao designa etiologia, patogénese, patologia ou dura¢do. A efusdo pode ser serosa
(aquosa), mucdide (viscosa e espessa), purulenta ou a combinagdo dessas, e pode resultar
de uma otite média aguda ou de uma otite média com efusao.

E relevante lembrar que a timpanocentese é a aspiragio da efusdo da orelha
média através de agulha, para a obtencdo de material a ser utilizado em investigacao
microbiolégica e, quando indicada, deve preceder a miringotomia. Esta consiste numa
incisdo radial da membrana timpanica no quadrante antero-inferior, com aspiracido e
colocacdo de tubo de ventilagdo nos casos em que se faz necessaria uma ventilagdo mais
prolongada da orelha média e células da mastéide (BLUESTONE e KLEIN, 1996).

As bactérias associadas a OM sdo, primordialmente, comensais da nasofaringe.
Ainda assim, ao invadirem a orelha média através da tuba auditiva, comportam-se como
patogenos oportunistas, produzindo uma resposta imunoldgica ativa. Infecgdes virais
prévias podem diminuir a eficiéncia dessa resposta. As diversas formas de apresentagdo da
OM dependem, em grande parte, da variagdo que a reacao do hospedeiro apresenta frente a

diferentes infecg¢des virais e bacterianas (STOOL et al., 1994).
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A OME chegou a ser considerada uma patologia nao-infecciosa, mas,
atualmente, o papel das bactérias na sua etiologia ¢ um assunto que recebe muita atencao
(SENTURIA et al., 1958; LIM e DeMARIA, 1982; FADEN e DRYJA, 1989;
BLUESTONE et al., 1992; POST et al., 1995; HENDOLIN et al., 1997; RAYNER et al.,
1998; FRAISE et al., 2001; LESKINEN et al., 2002).

Tentativas de cultivo das efusdes de orelha média (EOM) tém, ocasionalmente,
fornecido informagdes imprecisas acerca da etiologia microbiana da OM. A utilizacao
prospectiva de técnicas de cultura, tanto em estudos em seres humanos como em modelos
experimentais de OM em animais, auxilia na compreensdao mais clara dessa etiologia
(GIEBINK et al., 1979; CHONMAITREE et al., 1994; SUZUKI e BAKALETZ, 1994).
Além disso, o advento da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) permitiu
avangos significativos e mostrou de maneira clara que o grau de envolvimento bacteriano e
viral nas varias apresentagdes de OM vinha sendo grosseiramente subestimado
(VIROLAINEN et al., 1994; POST et al., 1995; UEYAMA et al., 1995; LIEDERMAN et

al., 1998; PITKARANTA et al., 1998; HENDOLIN et al., 1999; GOK et al., 2001).




2 REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia e Fatores de Risco

2.1.1 Prevaléncia e Incidéncia

As trés ultimas décadas registraram mudancas significativas na epidemiologia
da OM e nos seus fatores de risco (PELTON, 2002). Em 1975, HOWIE et al. empregaram
o termo otitis-prone (predisposto a otite) para qualificar criangas que apresentavam seis ou
mais episodios de OMA antes dos seis anos de idade, e um percentual de 11,6% dos
pacientes acompanhados em seu estudo mereceu a referida classificacdo. TEELE et al.
(1989), ao realizarem um estudo de coorte em que acompanharam criangas desde o
nascimento até sete anos de idade, verificaram que 30% delas apresentaram OMA antes de
seis meses de idade e 17% tiveram mais de trés episodios antes de completarem um ano de

vida. J4 BLOCK et al. (2001) observaram que 60% das criangas tinham um primeiro
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episodio de OMA até seis meses e 31% tiveram mais de trés diagnosticos antes de
completarem um ano. A cronologia desses estudos sugere um aumento na incidéncia de
OM em criangas pré-escolares e uma ocorréncia mais precoce do primeiro evento de OMA.
Estudos populacionais sobre OMR nos EUA e sobre OMA na Finlandia relataram
elevagdes de 39% e 68% respectivamente, na incidéncia destas doencas (LANPHEAR et
al., 1997; JOKI-ERKKILA et al., 1998). Embora o crescimento na incidéncia de OM seja
consistente com o aumento na freqii€ncia as creches, essa tendéncia devem ser interpretada
com cautela. Fatores com potencial para interferir no diagnostico da doenga, tais como
mudangas nos sistemas de saude, acesso e uso destes cuidados e mais conhecimento sobre a
OM e seus fatores de risco por parte dos pais e dos médicos podem ter ocorrido no mesmo
periodo. Além disso, melhoraram os equipamentos para o exame do paciente, resultando
hoje, em um nimero maior de casos de OM diagnosticados, em relagdo aos anos anteriores
(DALY et al., 2002).

A ocorréncia mais precoce da OMA e o aumento das recorréncias em criangas
pré-escolares t€ém implicagdes importantes no tratamento da patologia. Falhas clinicas e
bacteriologicas sdo mais freqlientemente observadas em criangas com menos de 18 meses
de idade (CARLIN et al., 1991).

O pico de incidéncia da OMA ocorre na segunda metade do primeiro ano de
vida (PUKANDER et al., 1984; SIPILA et al., 1987; TEELE et al., 1989; ALHO et al.,
1993). Essa incidéncia diminui com a idade, de tal forma que, acima dos sete anos, poucas
criangas ainda desenvolvem OMA (TEELE et al., 1989).

Ja a incidéncia real da OME ¢ de dificil determinagdo, pois, na maioria das

vezes, esta patologia ¢ assintomatica. Além disso, pode resolver espontaneamente no
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decorrer de um més em até 65% das criancas entre dois e sete anos de idade (LOUS et al.,
1981; CASSELBRANT et al., 1985). E importante lembrar que muitos estudos referem a
presenga de efusdo na orelha média sem fazer a diferenciagdo entre otite média aguda e
otite média com efusdo (CASSELBRANT e MANDEL, 1999).

A prevaléncia de OME e OMC em escolares e pré-escolares foi descrita em
paises desenvolvidos e ndo-desenvolvidos. Os nimeros variam muito, e as comparagdes
diretas sdo dificeis em virtude de diferencas nos delineamentos e nas populagdes. Apesar
disso, geralmente confirmam que a prevaléncia de OME diminui com a idade (DALY et al.,

2002).

2.1.2 Fatores de Risco ou Protecdo

Os fatores de risco ou protecdo para as diversas formas de OM sao similares, e
seu reconhecimento pode auxiliar na determinacdo de intervengdes que visem a reducao da
incidéncia da doenca (PARADISE et al, 1969; WHITE et al., 1984). Serdo considerados,
aqui, os fatores idade e género, raca, freqiiéncia a creche, amamentagdo ao seio, exposicao

passiva ao fumo, predisposi¢ao genética e outros.

Idade e género
O primeiro episdédio de OMA antes de seis meses de idade € um fator preditivo
de recorréncia da OMA (TEELE et al., 1989). Criangas que desenvolvem o primeiro

episodio de efusdo na orelha média antes dos dois meses de idade apresentam maior risco
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de efusao persistente na orelha média durante o primeiro ano de vida (MARCHANT et al.,
1984).

Assim como acontece com outras doencgas infecciosas, o sexo masculino ¢ um
fator de risco independente para otite média. PUKANDER et al. (1982) e TEELE et al.
(1989) mostraram que criangas do sexo masculino apresentavam maior risco de
desenvolverem doenga da orelha média e nenhum estudo mostrou incidéncia maior em
meninas.

Estudos clinicos e populacionais mais recentes tém confirmado que a idade do
primeiro episodio, pouca idade e género masculino sdo fatores de risco significativos para
OMR, para OME, para tempo cumulativo com OME e para tratamento com tubo de
ventilacao (ALHO et al., 1996; PARADISE et al., 1997; JERO ¢ KARMA, 1997b;
SASSEN et al., 1997, APOSTOLOPOULOS et al., 1998; MAC TURK et al., 1999;

ENGEL et al., 1999).

Raca

Nos EUA, algumas analises apontaram uma menor freqiiéncia de OMA, OMR
e OME entre criangas negras quando comparadas com criangas brancas (MAC TURK et
al., 1999). Contudo, CASSELBRANT et al. (1995) e PARADISE et al. (1997) mostraram
taxas semelhantes tanto de OMA quanto de EOM em criangas negras e brancas
acompanhadas mensalmente até dois anos de idade. Além disso, dados norte-americanos do
Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES III), que usou

timpanometria com curva B de Jerger para confirmar a existéncia de OME, mostraram que
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pré-escolares brancos e negros tém taxas semelhantes de OME, ao passo que criangas
hispanicas apresentam taxas mais elevadas (HOFFMAN et al., 1999).

Criangas aborigines australianas e esquim6s da Groenlandia e do Canada
apresentam mais episodios de OM e taxas cinco a dez vezes maiores de OMC do que outras
populagdes da mesma faixa etaria (BOSWELL e NIENHUYS, 1995, 1996; HOMOE et al.,

1996; KRAMER ¢ McCULLOUGH, 1998).

Freqiiéncia a creche

A maioria dos estudos que avaliou a relagdo entre creche e OM relatou que a
exposicdo a outras criangas em casa ou numa creche aumenta o risco de OMA, OMR e
OME. Este risco se eleva a medida que aumenta o nimero de criangas no ambiente,
particularmente entre aquelas com menos de dois anos de idade (ALHO et al., 1996;
KVAERNER et al., 1996a; PARADISE et al., 1997; ENGEL et al., 1999; NAFSTAD et al.,
1999; DALY et al., 1999a). POSTMA et al. (1997) mostraram um risco significativamente
maior de colocacgdo de tubo de ventilagdo em criangas de creche quando comparadas com
grupo controle. Contrariamente, HARSTEN et al. (1989) e STENSTROM e
INGVARSSON (1997b) ndo encontraram uma relacdo significativa entre freqiiéncia a
creche e OMR.

Uma pesquisa norte-americana que utilizou dados do Child Health Supplement
de 1998 relatou que o tipo de cuidado na creche e o numero de criangas no ambiente
estavam fortemente associados com episodios freqiientes de OM, mas a importancia dessa
associacdo diminuia com a idade (HILDESHEIM et al., 1999). ZEISEL et al. (1999),

estudando criancas afro-americanas que freqiientavam creche relataram que a prevaléncia
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de OME bilateral diminuiu de 12% entre 2 a 2,5 anos para 4% entre 4,5 a 5 anos de idade.
Estes achados sugeriram que o risco de OME associado com a freqiiéncia a creche diminui
a propor¢ao que a crianga chega proxima da idade escolar.

Estudos demonstraram que a freqiiéncia a creche também aumenta o risco de
infecgdes das vias aéreas superiores (IVAS), infecgdes das vias aéreas inferiores (IVAI) e
OM nos primeiros dois anos de vida (SASSEN et al., 1997; ROVERS et al., 1998). Tanto a
creche quanto as infec¢des respiratorias sdo fatores de risco independentes para OM de
inicio precoce, provavelmente porque a creche facilita tanto a coloniza¢do da nasofaringe

quanto a infec¢dao (DALY et al., 1999a).

Amamentacgdo ao seio

Inumeros estudos sugerem o efeito benéfico do aleitamento materno na
diminuicdo da incidéncia de OMA, OMR e OME nos primeiros meses de vida (PARADISE
etal., 1997; DUFFY et al., 1997; APOSTOLOPOULOS et al., 1998; KLEIN et al., 1998).

DUNCAN et al. (1993) e ANIANSSON et al. (1994) mostraram que o
momento do primeiro episddio de OMA foi retardado e o numero de episdédios de OMA foi
menor nas criancas amamentadas ao seio. UHARI et al. (1996) publicaram uma meta-
analise de fatores de risco para otite média mostrando que o aleitamento materno até os trés
meses de idade reduzia o risco de OMA. DUFFY et al. (1997) ¢ FADEN et al. (1997)
evidenciaram que a taxa de colonizagdo da nasofaringe com seis meses de idade era
significativamente mais baixa em criangas alimentadas exclusivamente ao seio do que
naquelas alimentadas exclusivamente com mamadeira, e que a colonizagdo antes de trés

meses de idade estava relacionada com OM de inicio precoce. Por outro lado, pesquisas de
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ALHO et al. (1995), STENSTROM e INGVARSSON (1997a), SASSEN et al. (1997),
KVAERNER et al. (1997a), ROVERS et al. (1998), MAC TURK et al. (1999) ¢ YANG et

al. (1999) nao concordam com o efeito benéfico do aleitamento.

Exposicao passiva ao fumo

Estudos com varios delineamentos apontam uma relacdo diretamente
proporcional entre a exposi¢do ao fumo e OM (COLLET et al., 1995; PARADISE et al.,
1997; APOSTOLOPOULOS et al., 1998). Por outro lado, existe também um nimero
grande de estudos com resultados que ndo apdiam esta relagio (ALHO et al., 1995;
STENSTROM e INGVARSSON, 1997b; SASSEN et al., 1997; KVAERNER et al., 1997a;
ROVERS et al., 1998; MAC TURK et al., 1999 e YANG et al., 1999).

Alguns destes estudos podem ndo ter poder estatistico suficiente para
demonstrar relagdes significativas e, em outros, a inter-relagcdo entre fumo-amamentagao ao
seio e fumo-classe social pode confundir as analises. Além disso, a exposi¢cdo ao fumo,
geralmente avaliada pelo relato materno, pode ndo medir adequadamente a real exposicao

da crianga a0 mesmo.

Predisposicdo genética

Diferencgas raciais e familiares sugerem uma predisposicdo genética a OM
(STENSTROM e INGVARSSON, 1997a; HOFFMAN et al., 1999; DALY et al., 1999a;
HOMOE et al, 1999). Estudos em gemelares na Noruega e em Pittsburgh (EUA)
forneceram evidéncias de que a OM tem um componente hereditario importante

(KVAERNER et al,, 1997b; CASSELBRANT et al.,, 1999). O estudo noruegués
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demonstrou que fatores genéticos contribuem fortemente para OM, pois a hereditariedade
foi significativa para 74% das meninas e 45% dos meninos que tiveram episddios de OM.
A pesquisa norte-americana confirmou a variabilidade genética da OM e relatou uma
hereditariedade de 72%, sem diferenca entre sexos.

Os efeitos da idade em que ocorre o primeiro episédio de OM e da
predisposicdo a doenga em individuos do sexo masculino podem estar relacionados a
variagdes anatomicas ou fisioldgicas determinadas geneticamente (HOMOE et al., 1996;
KVAERNER et al., 1997a; PARADISE et al., 1997; MAC TURK et al., 1999; HOMOE et
al., 1999). Evidéncias de que algumas criangas sejam particularmente suscetiveis a
infecgdes do trato respiratorio superior também sugerem um defeito na imunocompeténcia

geneticamente determinado (KVAERNER et al., 1996b).

Outros fatores de risco ou de prote¢cdo

Fenda palatina, outras anomalias cranio-faciais e a sindrome de Down estdo
fortemente associadas ao aumento da prevaléncia de OM (PARADISE et al., 1969; WHITE
et al., 1984).

Evidéncias recentes sugerem que prematuridade, baixo peso ao nascer
(PN<1500g) e crescimento intra-uterino retardado aumentam o risco de OM (ENGEL et al.,
1999).

A incidéncia de OM aumenta nas estagdes frias ¢ diminui nos meses quentes,
guardando paralelismo com a incidéncia de infecgdes das vias aéreas superiores

(CASSELBRANT et al., 1985; CASTAGNO e LAVINSKY, 2001).
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Alguns estudos mostraram que o uso de chupetas ¢ um fator de risco para OM
(NIEMELA et al., 1995; UHARI et al., 1999b). Contrariamente, BROOK e GOBER (1997)
mostraram que as chupetas de criancas com OMA nd3o carreavam uma quantidade
significativa de microrganismos, concluindo que essas provavelmente ndo desempenhavam
um papel importante na transmissao de patogenos.

Nivel socio-econdmico mais baixo (PARADISE et al., 1997; CASTAGNO e
LAVINSKY, 2001) e menor grau de instru¢ao materna (APOSTOLOPOULOS et al., 1998)
foram associados com uma maior incidéncia de OMA e OME.

Em estudo randomizado com criangas freqiientadoras de creche, o uso de
xilitol, sob a forma de goma de mascar ou xarope, diminuiu o risco de OMA, mas nao

auxiliou na resolu¢do da efusdo da orelha média (UHARI et al., 1998, 1999a).

2.2 Etiopatogénese da Otite Média

A etiopatogénese da otite média ¢ multifatorial, e numerosos estudos propiciam
um entendimento mais acurado e completo da histéria natural da doenca. Disfuncao
anatOmica ¢ funcional da tuba auditiva e infec¢des virais ou bacterianas do trato
respiratdrio superior sdo os principais fatores envolvidos no desenvolvimento da patologia.
Conforme citado na se¢do anterior, diversos fatores ligados ao hospedeiro e fatores
ambientais estdo relacionados a uma maior incidéncia de OMA e OME. (GIEBINK, 1992;

BLUESTONE e KLEIN, 1995b; BLUESTONE, 1997).
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A OME e a rinite alérgica sdo comuns em criang¢as pequenas €, por isso, sao
ocasionalmente encontradas no mesmo paciente. Estudos clinicos e experimentais nao
confirmaram uma relacdo entre alergia e OME, mas reagdes alérgicas do tipo I no nariz
levam a obstrugdo tubaria, sem produgcdo de EOM. Por outro lado, estudos em animais
mostraram que essa obstrucdo da tuba compromete significativamente a remoc¢do de
secrecdo preexistente na orelha média (MOGI e SUZUKI, 1997).

A disfuncdo da tuba auditiva parece ser o fator mais importante na patogénese
da doenga da orelha média em qualquer grupo etério, hipétese apresentada por Politzer em
1862, citado por BLUESTONE (1997). Conforme SADE (1966), estudos posteriores,
contudo, sugeriram que a otite média era uma doenca da membrana mucosa da orelha
média e era causada por infec¢do ou reagdo alérgica neste tecido, ao invés de uma
disfungdo da tuba. Pesquisas mais recentes, envolvendo seres humanos e animais,
mostraram que a teoria do hAydrops ex vacuo ¢ o mecanismo patogénico primario em muitos
pacientes e, além disso, a disfungdo da tuba auditiva pode promover a entrada de virus e
bactérias na orelha média, o que resulta em otite média. (BLUESTONE et al., 1972;
DOYLE et al., 1994; SWARTS et al., 1995; DALY et al., 1999D).

A OME ¢ encontrada, freqiientemente, ap6és um episodio de OMA, que
habitualmente ¢ precedido por uma IVAS. Pode apresentar-se de forma silenciosa, sem
sintomatologia aparente, ¢ involuir espontaneamente, ou pode dar origem a episodios de
OMR ou OMEC. Isso se explica porque os diferentes tipos de otite média fazem parte de
um continuum de uma unica doenga (GIEBINK, 1992). A infec¢do das vias aéreas
superiores leva a congestdo da mucosa respiratoria da nasofaringe ¢ da tuba auditiva,

resultando em obstrugdo desta ultima e conseqiiente pressdo negativa da orelha média,
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decorrendo dai a aspiragdo de patogenos (virus e bactérias) desde a nasofaringe até a
cavidade da orelha média. A OME pode também se desenvolver através da teoria do
hydrops ex vacuo, que propde que a obstrucao da tuba auditiva induz trocas gasosas entre a
orelha média e a microcirculagdo da mucosa, levando a uma pressdo negativa prolongada
dessa orelha média e ao aparecimento de transudato (efusdo serosa), por extravasamento de
plasma dos vasos submucosos. A manutencdo dessa pressdo negativa induz alteragdes
histopatologicas caracterizadas por uma metaplasia epitelial que resulta na produgdo de um
exsudato (efusdo mucoide), material com maior conteudo proteico e maior viscosidade.
(BLUESTONE, 1998; COSTA et al., 2000a).

A patogénese da persisténcia da efusdo apds uma infeccdo aguda de origem
viral e/ou bacteriana da orelha média ou depois de uma transudacdo de efusdo quando ha
pressdo negativa elevada na cavidade da orelha média é, provavelmente, semelhante. Ha
estimulagdo de citocinas, como as IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8, de TNF-a e interferon-gama a
partir de células inflamatérias da membrana mucosa da orelha média, seguida por dois
caminhos inflamatérios: (a) otimizagdo de receptores na submucosa, principalmente
seletinas e integrinas, que aprisionam os linfocitos na mucosa, a qual também produz
citocinas ¢ mediadores inflamatdrios e (b) estimulacdo dos mediadores inflamatorios, tais
como leucotrienos, prostaglandinas, tromboxane, prostaciclina e fator de ativacio
plaquetaria, os quais, por sua vez, promovem extravasamento de liquido da mucosa. Neste
momento, hd um aumento no fluxo sangiiineo da mucosa, ocasionado por engurgitamento
vascular, o que resulta numa pressao negativa ainda maior, devido ao aumento da perfusao
de N, para dentro da microcirculagdo da mucosa. Além disso, a efusdo produzida fica

aprisionada na orelha média em virtude da anatomia local, ou seja, um espago fechado no
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qual hd uma passagem muito pequena, a tuba auditiva. Também o sistema mucociliar ¢ a
acdo de abertura e fechamento da tuba estdo comprometidos, tudo levando a persisténcia da
efusdo no local (BLUESTONE, 1998).

Como ja referido anteriormente, a OME foi caracterizada por Politzer em 1862,
mas somente recebeu mais atencao apds o advento da antibioticoterapia, depois da Segunda
Guerra Mundial. O aumento da incidéncia da OME, coincidindo com o aumento da
utilizagdo de antibioticos, levou alguns autores a sugerirem que o tratamento incompleto da
OMA fosse uma das causas da OME (DeWEESE e SAUNDERS, 1973). Outros
pesquisadores propuseram que o aumento acima citado deveu-se a melhora dos meios
diagnésticos e do atendimento médico (LIU et al., 1975).

A otorrinolaringologia ainda ndo atingiu um consenso quanto a conduta
terapéutica padrdo na OME, em virtude da dificuldade em definir a etiopatogénese da

afeccdo (SCHWARTZ, 2001).

2.2.1 Papel dos Virus

A contribui¢do dos virus respiratérios para a patogénese da doenga da orelha
média foi avaliada em algumas pesquisas. Os resultados indicam trés papéis importantes
que os virus desempenham na otite média: (a) virus sdo, algumas vezes, a Unica causa de
otite média e representam aproximadamente 20% dos episddios de OMA; (b) a infeccao
viral do trato respiratdrio superior inicia uma cascata de eventos que predispdem a infecgio

bacteriana da orelha média, pois induzem a liberagdo de mediadores inflamatorios na
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nasofaringe, aumentam a colonizacdo e aderéncia de bactérias e t€ém efeito supressivo nos
mecanismos de defesa do hospedeiro; (c) os virus respiratorios na orelha média interferem
com a resposta bacteriana a terap€utica antimicrobiana (CHONMAITREE et al., 1990;
KLEIN, 1994; HEIKKINEN e CHONMAITREE, 2000;). Utilizando técnicas de
isolamento e detec¢do antigénica, investigadores demonstraram que os virus respiratorios
estdo presentes na nasofaringe de 42% dos pacientes com otite média, sendo que o virus
sincicial respiratorio (VSR) e o rinovirus foram os mais encontrados, mas adenovirus,
influenza e parainfluenza também sao identificados freqiientemente (AROLA et al., 1990;
REZENDE et al., 1999; VESA et al., 2001).

O VSR, em particular, ¢ um causador importante de doenca na orelha média.
Observou-se uma clara associacdo entre epidemias de VSR e OM. Utilizando a técnica da
PCR, pesquisadores estudaram a efusdo da orelha média de pacientes em meio a um surto
de infecgao pelo VSR e detectaram-no em 64% das amostras (OKAMOTO et al., 1993).

O adenovirus parece associar-se com a continuidade dos sintomas na otite
média, mesmo apos a utilizagdo de antibidticos. Estudos demonstraram que a associacao
entre infec¢do viral e bacteriana da orelha média é causa de OMA refrataria ao tratamento,
com culturas bacterianas continuadamente positivas (CHONMAITREE et al., 1990). Em
1994, SUZUKI ¢ BAKALETZ desenvolveram em chinchilas um modelo de otite média no
qual demonstraram que animais co-infectados com adenovirus e H. influenzae
apresentaram doenca da orelha média mais grave do que animais que foram infectados
somente com o virus ou somente com a bactéria. Estes dados embasam a associagao,
amplamente reconhecida, entre co-infec¢do por virus e bactéria e curso prolongado de otite

média em criancas. Em outro estudo, que tinha como objetivo definir os mecanismos por
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meio dos quais a infeccdo viral facilitava a infeccdo bacteriana da orelha média,
demonstrou-se que a infec¢do de uma célula carcinomatosa pulmonar por adenovirus
aumentava a aderéncia de cepas de S. pneumoniae a essas mesmas células. Os resultados
sugerem que a infeccdo pelo virus estimulou receptores para o pneumococo, € 0s autores
propuseram que este possa ser um dos mecanismos pelos quais os virus condicionam a

mucosa respiratoria a infec¢do bacteriana (HAKANSSON et al., 1994).

2.2.2 Papel das Bactérias

A colonizagdo da nasofaringe parece ser o pré-requisito para que determinadas
bactérias exer¢am a capacidade de infectar a orelha média. A flora bacteriana comensal da
nasofaringe engloba muitas espécies ndo-patogénicas, aerdbicas e anaerdbicas. Bactérias
potencialmente patogénicas, tais como o Streptococcus pneumoniae, o Haemophilus
influenzae (a maioria deles sorologicamente ndo identificaveis, os NTHi), a Moraxella
catarrhalis e, em menor escala, o Streptococcus pyogenes, sao freqiientemente encontradas,
especialmente nas faixas etarias mais baixas (BLUESTONE e KLEIN, 1995b; FORSGREN
etal., 1997).

A quase totalidade das criangas ¢ colonizada pelo S. preumoniae pelo menos
uma vez, nos primeiros dois anos de vida. O H. influenzae inicia sua colonizagdo com
poucos meses de vida e alcanga 30% aos dois anos de idade. A colonizagdo com germes
potencialmente patogénicos diminui com a idade do hospedeiro ¢ menos de 10% dos

adultos sdo portadores de bactérias na nasofaringe (FORSGREN et al., 1997). No comego
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da década passada, SHIMAMURA et al. (1990) sugeriram que diferencas na colonizagao
da nasofaringe podem explicar por que certos individuos tém sua orelha média infectada e
outros nao. Estes pesquisadores mostraram que cepas de S. pneumoniae ¢ de NTHi
aderiram melhor as células epiteliais da nasofaringe de criangas do que de adultos. Além
disso, a aderéncia foi significativamente maior em pacientes com otite média quando
comparados com grupo controle. Também a presenca de imunoglobulina A (IgA) secretora
dirigida especificamente contra determinado patdégeno associou-se com uma aderéncia
menor deste, sugerindo que fatores adicionais do hospedeiro sdo também potencialmente
importantes (SHIGEMI et al, 1993). Aqui cabe lembrar que o efeito protetor do leite
humano contra a otite média parece ser mediado pela IgA secretora nele contida, que
inibiria a colonizagao da nasofaringe pelo NTHi (HARABUCHI et al., 1994).

As taxas elevadas de colonizagdo em criangas com menos de cinco anos de
idade devem-se, provavelmente, a imaturidade do sistema imune. Ainda ¢ discutido se o
padrdo de colonizagdo da nasofaringe dos individuos que apresentam infecgdes freqiientes
difere daquele de individuos sadios. FREIID et al. (1984) e FADEN et al. (1991) relataram
que o H. influenzae foi encontrado de duas a sete vezes mais freqiientemente em criangas
predispostas a otite média do que em criangas sadias.

A M. catarrhalis coloniza a nasofaringe de até 50% das criangas ¢ de 7,4% dos
adultos (CALDER et al., 1986). A colonizacdo da nasofaringe por esta bactéria €, portanto,
um evento comum ao longo da infancia e uma taxa de coloniza¢do mais elevada que o
usual parece estar associada com um risco aumentado de OM (FADEN et al., 1994a).

Bactérias patogénicas prendem-se a mucosa respiratéria através de

componentes especificos de sua superficie. Para obter esse resultado, elas expressam
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estruturas de adesdo, as adesinas, que prendem o microrganismo a receptores das células
epiteliais das mucosas. Estas adesinas bacterianas podem ser representadas por estruturas
filamentosas (fimbrias ou pélos) ou por sitios moleculares da parede celular (BLUESTONE
e KLEIN, 1996; MAY PEREIRA, 1997).

Os pneumococos invadem o hospedeiro através da nasofaringe, onde se
prendem as células epiteliais da mucosa respiratoria. Embora a natureza das adesinas do S.
pneumoniae ainda esteja sendo estudada, a parede da célula bacteriana parece ser um
importante mediador da interagdo bactéria-hospedeiro (GEELEN et al., 1993).

Viérios estudos analisaram as moléculas que contribuem para a aderéncia do
NTHi ao tecido epitelial do hospedeiro. BARENKAMP e St GEME (1994) mostraram que
uma familia de proteinas imunogénicas de elevado peso molecular (HMW) que se
comportam como moléculas de aderéncia importantes é expressa pela maioria dos NTHi e
desempenham um papel significativo na colonizagdo por estes organismos.

A contribuicao das fimbrias encontradas em todos os H. influenzae isolados da
orelha média e das proteinas da membrana externa dessa bactéria e da M. catarrhalis para
os processos de aderéncia bacteriana e colonizacdo da nasofaringe também parece ser
significativa. Cepas mutantes ndo-portadoras de fimbrias mostraram menor viruléncia em
modelos de otite média em chinchilas. As proteinas da membrana externa do NTHi,
denominadas P2 e P35, e algumas proteinas da membrana externa da M. catarrhalis ligam-se
a glicoproteinas presentes nas secrecdes da orelha média de seres humanos (SIRAKOVA et
al, 1994; REDDY et al., 1996).

A detecgdo de citocinas por imunohistoquimica no tecido adenoideano indicou

uma correlagdo positiva entre IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e TNF-o e taxas de
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colonizagao da nasofaringe por H. influenzae, S. pneumoniae € M. catarrhalis, o que sugere
haver um papel para a acdo dessas citocinas na manuten¢do de um equilibrio imunolégico
na mucosa nasofaringea, ja que as amostras foram obtidas em um periodo livre de infec¢des
(FORSGREN et al., 1996).

A parede celular do S. pneumoniae €, provavelmente, a principal responsavel
pelo dano inflamatorio que acontece na OMA (RIPLEY-PETZOLD et al., 1988). O
tratamento com penicilina ocasiona a lise da parede celular e, conseqiientemente, a
liberagdo de fragmentos desta, especialmente peptidioglicano. Estes fragmentos estimulam
a cascata inflamatoria induzida por este germe na orelha média (KAWANA et al., 1992).

Componentes da parede celular do NTHi podem induzir inflamagdo da orelha
média em chinchilas. A injecdo de peptidioglicano causou alteragdes marcantes na mucosa
local, pressao anormal e leucocitose, sugerindo que a parede celular do NTHi pode
contribuir para a patogénese da otite média causada por esse microrganismo (LEAKE et al.,
1994).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro podem eliminar de forma pouco
eficiente as endotoxinas de microrganismos Gram-negativos, como o H. influenzae e a M.
catarrhalis, presentes na orelha média. Essas endotoxinas sdo encontradas na efusdo da
orelha média de um niimero significativo de pacientes com OMA e OME, sabendo que, em
animais, elas induzem alteragdes inflamatorias graves no mucoperiosteo (DeMARIA et al.,

1984, 1988).




Revisdo da Literatura 25

2.3 Imunologia e Microbiologia da Otite Média

2.3.1 Mecanismos de Defesa na Otite Média

A orelha média ¢ formada pela por¢ao timpanica da tuba auditiva, cavidade
timpanica, antro e células aeradas da mastoide. A mucosa de revestimento da orelha média
¢ uma extensao da mucosa da nasofaringe via tuba auditiva, e pode ser considerada uma
mucosa do tipo respiratério modificada. Cinco tipos de células podem ser normalmente
encontrados: células ndo-secretdrias e nao-ciliadas, células secretérias ndo-ciliadas
(incluindo ai células caliciformes), células ciliadas, basais e intermedidrias. Embora
linfocitos, células plasmaticas, macréfagos, neutréfilos e outras células inflamatorias se
acumulam na mucosa inflamada, apenas algumas células imunocompetentes sao
encontradas na mucosa normal da orelha média (PATEL e¢ OGRA, 1997; COSTA e
SOUZA, 2002).

Virias citocinas quimiotaticas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a. IFN-y, MIP-1-a e
MCP-1) tém sido detectadas nas efusdes da orelha média durante infeccdes agudas
causadas por bactérias e virus, e provavelmente sdo sintetizadas na mesma area. (YELLON
et al., 1991; OKAMOTO et al., 1993; JOHNSON et al., 1994; BIKHAZI ¢ RYAN, 1995;
PATEL et al., 1996). Recentemente, PILTCHER et al., (2002), empregando um modelo
experimental de OM em ratos, avaliaram o perfil das citocinas em diferentes fases do
continuum da doenga. Concluiram que a obstrugdo tubaria nas fases iniciais do processo,

sem bactérias patogénicas, determina uma expressao e liberacdo de citocinas maior do que
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em animais sadios, mas significativamente menor do que nos animais obstruidos e
infectados. Ja na fase cronica da doenga, a presenga anterior de bactérias patogénicas nao
exerceu influéncia sobre a expressdo e a liberagdo daquelas citocinas, nem sobre a
histologia local ou a celularidade da efusdo, contrariando a hipdtese sobre a importancia das
bactérias neste momento da doenca, e reforgando a obstruc¢do tubaria como principal fator
na patogénese da doencga nessa fase.

As fontes iniciais das citocinas sdo, provavelmente, células epiteliais,
fibroblastos ¢ macrofagos. Moléculas de adesdao, como a ICAM-1, a molécula de adesdo
celular vascular e a E-seletina, que aumentam a migracao leucocitaria e as interagdes entre
leucdcitos, encontram-se também aumentadas durante a fase aguda da infeccdo
(OKAMOTO et al., 1993). Além disso, complementos e mediadores inflamatérios, como a
histamina, os leucotrienos e as prostaglandinas estdo aumentados na infec¢do da orelha
média. Todas essas substincias induzem a migracdo ¢ liberagdo de mediadores dos
neutrofilos, linfocitos, eosinofilos, macrofagos, basofilos e mastocitos. Essas células tomam
parte na eliminagdo de patogenos através da fagocitose, citotoxicidade e neutralizagdo
mediada por anticorpos (JUNG e LINDA, 1988; JUNG et al., 1990; NONOMURA et al.,
1991; CHONMAITREE et al., 1994).

Os anticorpos produzidos na orelha média sdo das classes IgA, IgG e IgM. Os
anticorpos especificos contra virus encontrados na efusdo da orelha média sdo
predominantemente da classe IgA, mas os que agem contra antigenos bacterianos
pertencem as classes IgG, IgM e IgA (OGRA et al., 1974; SLOYER et al., 1975).

A freqiiéncia com que bactérias sdo isoladas nas efusdes da orelha média ¢é

inversamente proporcional ao aumento dos niveis de IgG e IgA nestas mesmas efusdes que
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ocorre com o aumento da idade das criangas. Varios estudos demonstram a necessidade da
cooperagdo existente entre a imunidade local e a sistémica. Analisando criangas com otite
média recorrente, encontrou-se que os titulos de IgG especifica contra determinada cepa de
H. influenzae sao muito mais elevados do que os de IgM e IgA. Embora os niveis dos
anticorpos na efusdo da orelha média declinem com o passar do tempo, 0 mesmo nao
acontece com os niveis dos anticorpos séricos. De outro lado, criangas sdo capazes de
desenvolver IgG, IgM e IgA especificos contra cepas de M. catarrhalis na orelha média,
mas nao conseguem desenvolver uma resposta sistémica da mesma maneira (FADEN et al.,
1989, 1992, 1994b).

Ha evidéncia suficiente para afirmar que a otite média aguda pode resolver
espontaneamente, sem o emprego de antibidticos. As taxas de cura espontanea variam de
acordo com o patdgeno especifico, sendo apenas 19% no caso do S. preumoniae, 48% para
o H. influenzae e até 75% com a M. catarrhalis. As razdes para essa resolu¢do sio
desconhecidas, mas provavelmente incluem mecanismos humorais e celulares, bem como

remocao através do sistema reticuloendotelial (KLEIN, 1993; BARNETT e KLEIN, 1995).
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2.3.2 Identifica¢do Bacteriana

2.3.2.1 Exame cultural

Muitos estudos acerca da bacteriologia da OMA foram realizados, ¢ os
resultados demonstram claramente a importancia do Streptococcus pneumoniae, do
Haemophilus influenzae e da Moraxella catarrhalis. Estas trés bactérias sdo responsaveis
por aproximadamente 85% das infec¢des agudas da orelha média. Estudos em criangas com
OME indicam que esses microrganismos também podem estar presentes na efusdo,
sugerindo que tém um papel no desenvolvimento e persisténcia daquela (BLUESTONE e
KLEIN, 1996).

Em 1942, na era pré-antibiotica, Richardson, citado por KLEIN (2000), efetuou
cultura da efusdo de orelha média de 665 criangas com OMA e encontrou Streptococcus [3-
hemolitico em 25%, S. pneumoniae em 27%, Staphylococcus aureus em 11% e M.
catarrhalis em 1% das vezes.

Os resultados de doze estudos bacteriologicos na OMA, realizados na Suécia,
Finlandia e EUA nos periodos de 1952-81 e 1981-87, foram similares entre si, coincidiram
na apresentacdo das bactérias mais prevalentes e demonstraram um aumento na incidéncia
das infecgdes por elas causadas, a saber: S. pneumoniae, de 33 para 39%, H. influenzae, de
21 para 27% e M. catarrhalis, de 3 para 10% (BLUESTONE e KLEIN, 1996). Segundo
KLEIN (2000), as razdes para essas modificagdes ndo sdo inteiramente conhecidas, mas

estdo provavelmente associadas a alteragdes da ecologia das espécies bacterianas.
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SIH (2001), estudando efusdes da orelha média obtidas de 300 criancas
brasileiras com OMA, identificou microrganismos em 192 (64%) desses pacientes. Os
cinco germes mais prevalentes foram o S. pneumoniae (16%), H. influenzae (7%), M.
catarrhalis (5%), Pseudomonas aeruginosa (2%) e S. aureus (1%). Resisténcia
intermediaria a penicilina foi detectada em 56,2% dos isolados de S. pneumoniae, sendo
que 14,2 % dos H. influenzae e 100% das M. catarrhalis foram produtoras de f-lactamase.

Quanto a OME, o insucesso nas tentativas de identificacdo bacteriana nas
efusdes sugeria que estas fossem estéreis. Entretanto, apos examinarem 130 EOM obtidas
de 105 pacientes, predominantemente criangas, SENTURIA et al. (1958) publicaram um
estudo que modificaria o conceito, entdo vigente, de que as otites médias com efusdo
fossem puramente de origem alérgica. Embora as defini¢cdes atuais dos diversos tipos de
otite ndo fossem entdo empregadas, a leitura do relato permite entender que efusdes de
OMA, OMR e OME foram incluidas no estudo, mas analisadas separadamente. As efusdes
relatadas como de aspecto seroso ou mucdide renderam um percentual de mais de 30% de
positividade no exame cultural, aliado a um numero significativo de leucocitos e a auséncia
de eosindfilos na avaliagdo microscopica. Isso levou os pesquisadores a afirmarem que os
dados sugeriam um papel importante das bactérias na génese das otites com efusdo, ao
mesmo tempo em que diminuiam a importancia de um processo alérgico na etiopatogénese
da doenca, apesar de ndo descarta-lo como fator predisponente.

LIU et al. (1975) avaliaram 102 efusdes de 100 pacientes com OME,
encontrando exame bacterioscopico positivo em 77% delas e uma positividade em cultura
de 53%. O estudo mostrou uma prevaléncia bem maior de culturas positivas em criangas

menores de seis anos de idade e determinou que as taxas de isolamento bacteriano eram
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inversamente proporcionais ao aumento dos niveis de IgA, IgG e lisozimas na efusdo que
ocorria com o avangar da idade. Essa pesquisa também mostrou que a produgdo de
imunoglobulinas é baixa até os dois anos ¢ aumenta posteriormente, alcangando, aos oito
anos de idade, niveis séricos semelhantes aos do adulto. Os autores afirmaram que a
presencga de bactérias em aproximadamente dois tercos das efusdes indicava a possibilidade
do envolvimento daquelas na génese da OME, e que o declinio da incidéncia dessa
patologia apos oito anos de idade era devido ao amadurecimento do sistema imunologico
do hospedeiro.Também contestaram pesquisadores que entendiam deverem-se os achados
culturais citados a contaminacdo da amostra de efusdo com bactérias oriundas do meato
acustico externo, por ocasido da coleta do material, afirmando que a flora bacteriana deste
meato ¢ diferente da populacdo bacteriana encontrada nas efusoes.

RIDING et al. (1978), estudando as efusdes de orelha média de 274 criangas
com OMR e OMEC, encontraram bactérias em 45% das amostras e referiram que, em 11%
das vezes, tratava-se de germes provavelmente patogénicos, como o S. pneumoniae, H.
influenzae e S. pyogenes.

GIEBINK et al. (1979), realizando exame cultural em amostras de 144 efusdes
de orelha média de criangas com otite média serosa ¢ mucoide, encontraram 30% de
positividade para bactérias aerdbias, com predominio do H. influenzae nas efusdes serosas ¢
do Staphylococcus epidermidis nas efusdes mucoides. Concluiram que seus achados
sugeriam uma participacdo das bactérias aerobicas na patogénese da otite média serosa e
mucoide.

LEWIS et al. (1979) analisaram a efusdo de 25 pacientes com OME utilizando

cultura e imunofluorescéncia indireta. Esta também foi empregada para detectar a presenga
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de anticorpos especificos no soro. H. influenzae e S. pneumoniae foram os germes mais
encontrados e documentou-se a presenca de anticorpos especificos em todas as efusdes
onde a cultura foi positiva. Um total de 80% das efusdes e 86% dos soros apresentaram
anticorpos especificos para esses microrganismos (IgG e IgA secretora), levando os autores
a concluirem que as bactérias isoladas ndo eram contaminantes, ¢ deveriam estar
envolvidas na génese da doenca.

SUNDBERG et al. (1981) estudaram 76 criancas com OME e isolaram
bactérias em 79% do material obtido da nasofaringe ¢ em 18% das efusdes de orelha média.
Os germes encontrados nas secrecdes de orelha média também foram identificados na
nasofaringe, o que levou os autores a sugerir que existe uma correlacdo forte entre a
colonizacdo da nasofaringe por patégenos respiratdrios e a ocorréncia de OME.

Novamente GIEBINK et al. (1982) avaliaram amostras de EOM de 729
criancas com OMEC e encontraram um percentual de 35% de culturas positivas,
predominando H. influenzae, S. pneumoniae, Neisseria sp € S. epidermidis. Nesta pesquisa,
17% das efusdes com exame cultural negativo tinham exame bacterioscopico positivo. A
identificacdo de bactérias diferentes nas orelhas de pacientes com otite média bilateral
ocorreu em 32% destes casos.

FADEN e DRYJA (1989) realizaram 320 miringotomias em 200 crian¢as com
OME e, com a utilizagdo de meios de cultura com agar sangue de carneiro e dgar chocolate,
encontraram uma positividade em cultura de 23% para o H. influenzae, 14% para o S.
pneumoniae, 11% para a M. catarrhalis e 30% para outros microrganismos. Entre estes
ultimos, 16 isolados obtidos de efusdes de orelha média de 10 criangas foram cocos Gram-

positivos, com crescimento em aerobiose, que apareceram sob forma isolada em 11
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amostras e junto com outras bactérias em cinco ocasides. Esse germe ndo foi encontrado no
meato acustico externo das criangas estudadas e sua localizagdo intracelular freqiiente,
aliada a presenga de muitas células inflamatorias, levou os autores a sugerir um papel
patogénico para ele. Também o fato da bactéria ndo ter sido identificada em efusdes de
criangas com OMA reforgaria a importancia da mesma na génese da doenga cronica da
orelha média. O germe em questdo foi mais tarde identificado como Alloiococcus otitis por
AGUIRRE e COLLINS (1992b), e teve sua nomenclatura modificada para Alloiococcus
otitidis por VON GRAEVENITZ (1993).

STENFORS e RAISANEN (1989) buscaram determinar o periodo de
sobrevivéncia de determinadas bactérias, em efusées mucodides de orelha média. Para isso,
utilizaram 28 amostras de efusdes espessas, hidrofilicas e viscosas, obtidas de 17 pacientes
com OME e nao contendo bactérias. Essas amostras foram divididas em cinco grupos, nos
quais se injetaram colonias de H. influenzae, S. pneumoniae, M. catarrhalis, S. aureus e
Staphylococcus coagulase-negativa obtidas de amostras de efusdo de criangas com OMA. O
H. influenzae e o S. pneumoniae sobreviveram apenas dois dias em amostras incubadas a
37°C, ao passo que a M. catarrhalis e os estafilococos permaneceram vidveis durante 18-24
dias. O estudo permmitiu concluir que a efusdo mucodide ¢ um meio de cultura pobre para
H. influenzae e S. pneumoniae, provavelmente por conter pouca quantidade de didxido de
carbono e que sua composi¢do também deve ter a funcdo de impedir a ascensdo de
bactérias provenientes da nasofaringe.

Um estudo finlandés realizado por QVARNBERG et al. (1990) envolveu 2575
criancas com OMEC e OMR que foram submetidas a miringotomia e forneceram 4952

amostras de efusdes de orelha média. Os resultados mostraram um percentual de 22,1% de
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positividade em cultura para bactérias potencialmente patogénicas e identificaram o S.
pneumoniae como a bactéria mais prevalente em criangas menores de um ano ¢ o H.
influenzae como a bactérias mais encontrada em criangas acima desta idade.

BLUESTONE et al. (1992) publicaram um grande estudo que utilizou dados
coletados num periodo de 10 anos (1980-1989), por um dos grupos mais respeitados e
ativos em otorrinolaringologia pediatrica, reunido sob a denominagdo The Pittsburgh Otitis
Media Research Center. Este levantamento envolveu 7396 amostras de efusdes de orelha
média, das quais 4589 foram coletadas de criangas com OME. Bactérias foram
identificadas por cultura convencional em dois ter¢os das 4589 amostras de efusdes e, em
32% das vezes, as bactérias foram idénticas as identificadas nas efusdes de criangas com
OMA, mas em proporg¢oes diferentes, a saber: H. influenzae = 15%, M. catarrhalis = 10% e
S. pneumoniae = 7%. A conclusdao do estudo apontou para um aumento da prevaléncia do
S. pneumoniae na OMA e para um aumento nas cepas de H. influenzae e M. catarrhalis
produtoras de B-lactamase, tanto na OMA quanto na OME.

Em 1992, SIH et al. avaliaram as EOM de 100 criangas norte-americanas com
OME e OMR, sem sintomas de infec¢do aguda, e em 3% delas obtiveram crescimento do
A. otitidis, utilizando cultura em agar infuso de cérebro e coragdo + sangue de coelho a 5%.
Esse crescimento ocorreu somente apds 72 horas e a confirmagdo foi realizada através da
PCR. Os autores concluiram pela necessidade de definir a prevaléncia e a distribuicao
geografica do 4. otitidis, elucidar seu papel na génese da OME e na OMR, buscar sua
presenga na efusdo da orelha média de pacientes com OMA e estabelecer a

antibioticoterapia ideal para este germe multirresistente.
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BOSLEY et al. (1995) estudaram 19 amostras de EOM de criangas com OMR,
provenientes de quatro regides geograficas distintas, sendo uma delas, Sdo Paulo, Brasil. As
amostras haviam sido enviadas ao Center for Disease Control and Prevention (CDC), em
Atlanta, EUA, rotuladas como material em que o exame bacterioscopico demonstrara a
existéncia de germes, sob a forma de cocos, Gram-positivos, nao-identificados. No CDC,
os germes cresceram somente em BHI — brain heart infusion (infuso de cérebro e coragdo),
nao sendo isolados em outros meios convencionais. O crescimento inicial ocorreu apos trés
dias de incubag¢do a 37°C, e a bactéria foi identificada como o 4. otitidis. Os achados foram
confirmados com a técnica da PCR, tendo os autores questionado se as baixas taxas de
culturas positivas nas EOM de OME e OMR aconteciam porque as efusdes eram
verdadeiramente estéreis ou porque ocorria falha no cultivo de microrganismos de
crescimento lento, como o A. otitidis.

Também no CDC, MILLER et al. (1996) procuraram estabelecer as condigdes
atmosféricas para o crescimento do 4. otitidis, sob o argumento de que o germe teria uma
importancia na etiopatogénese da OME, e confirmaram as necessidades aerobicas desta
bactéria.

No Brasil, SAFFER et al. (1996) estudaram, com cultura convencional, 94
amostras de efusdes obtidas da orelha média de 47 criangas com diagnéstico de OMEC,
tendo havido crescimento de S. epidermidis em apenas uma ocasido, o que foi considerado
resultante de contamina¢do da amostra. Em todas as outras amostras, tanto os resultados
bacterioscopicos quanto os culturais foram negativos. Os autores sugeriram que a
discordancia de seus dados com os da literatura internacional poderia ser explicada por

diferengas na temporalidade da execugdo da miringotomia.
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JERO e KARMA (1997a) analisaram a bacteriologia da efusao na OME de
criangas em quem essa efusdo permaneceu por um periodo que variou de um a 12 meses.
Identificaram exames culturais positivos em 41% das criangas menores de dois anos e em
17% daquelas maiores de dois anos (P<0,001), com H. influenzae, S. pneumoniae, M.
catarrhalis e S. pyogenes aparecendo em ordem decrescente. A propor¢do de H. influenzae
(38%) e de S. pneumoniae (25%) foi maior nas criangas com menos de dois meses de
persisténcia da efusdo do que naquelas em quem a secrecao permaneceu por tempo mais
longo (3% e 8%, respectivamente), com um P<0,01.

Novamente no Brasil, FILIZZOLA et al. (1998) avaliaram com cultura 51
aspirados obtidos da orelha média de 29 criancas com OMEC e obtiveram crescimento em
23,5% das amostras, com predominancia do S. aureus (41,7%), seguido do S. pneumoniae
(25,0%), S. epidermidis (16,7%), H. influenzae (8,3%) e P. aeruginosa (8,3%). Nao houve
isolamento de bactérias anaerdbicas.

Ainda no pais, REZENDE et al. (1999) analisaram a secre¢do da orelha média
de 30 criangas com OMEC, buscando a presenga de bactérias por cultura convencional e de
virus por cultura de células e imunofluorescéncia indireta. Encontraram 33,6% de
positividade bacteriana e 16,6% de positividade viral, ao passo que, simultaneamente, na
nasofaringe, esses numeros foram 66,4% para a positividade bacteriana ¢ 16,6% para a
viral. Os germes mais freqiientemente encontrados nas efusdes da orelha média foram S.
pneumoniae (13,3%), H. influenzae (6,6%), S. aureus (6,6%), M. catarrhalis (3,3%) e S.
epidermidis (3,3%). Houve crescimento concomitante de bactérias na orelha média e na

nasofaringe em 16,6% dos casos.
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HADDAD JR. et al. (2000) realizaram um estudo de coorte que incluiu 300
criangas submetidas a miringotomia por OMR e OMEC, no qual avaliaram a incidéncia ¢ a
suscetibilidade do S. pneumoniae por meio da analise de amostras de EOM e de secregdo de
nasofaringe. Pouco mais de um ter¢o das amostras permitiu o isolamento de H. influenzae
(27,3%), S. pneumoniae (7,6%) ou M. catarrhalis (10,6%). Do total de amostras com
exame cultural positivo para a bactéria em estudo, 12 (52,2%) apresentaram S. pneumoniae
resistente a penicilina. Adicionalmente, 41,5% dos H. influenzae e 90,6% das M.
catarrhalis foram identificados como produtores de B-lactamase. Entre os fatores de risco
apontados para a existéncia de pneumococo resistente a penicilina, apenas a pouca idade
esteve associada com um estado de portador para este germe.

BROOK et al. (2000) estudaram a bacteriologia aerdbica e anaerdbica de
criangas com OMEC e rinossinusite maxilar cronica. Cingiienta EOM foram obtidas de 32
pacientes, sendo que em 18 destes a aspiragdo foi realizada em ambas as orelhas. H.
influenzae (9 isolados), S. pneumoniae (7), S. aureus (5) e M. catarrhalis (4) foram as
bactérias aerébicas mais freqlientemente encontradas e Prevotella sp (8),
Peptoestreptococcus sp (6) e Fusobacterium nucleatum (3) os germes anaerdbicos mais
prevalentes. Seus resultados apontaram uma concordancia entre os achados culturais das
efusdes de orelha média e aspirados de seios maxilares em 69% das vezes. Os autores
afirmaram que o estudo foi o primeiro a demonstrar uma concordancia nos achados
microbiologicos entre secre¢des de orelha média e de seios da face e que essa identificagdo
simultanea embasa a hipdtese de uma etiologia bacteriana comum para 0s processos

infecciosos em ambos os locais.




Revisdo da Literatura 37

SUTTON et al. (2000) buscaram determinar a prevaléncia de S. pneumoniae, H.
influenzae e M. catarrhalis resistentes a penicilina ao estudarem 355 efusdes de orelha
média de criangas submetidas a miringotomia por apresentarem OMEC (42,8% dos casos)
e OMR (57,2%). Bactérias foram isoladas em 29,6% das amostras de EOM, nas seguintes
proporgoes: H. influenzae = 12,1%, S. pneumoniae = 9,6%, M. catarrhalis = 5,6% e outras
bactérias, geralmente ndo-patogénicas (Staphylococcus sp, Pseudomonas sp ¢ Neisseria sp),
em 2,3% das vezes. O S. pneumoniae mostrou-se resistente a penicilina em 38,2% e o H.
influenzae e a M. catarrhalis produziram B-lactamase em 65,1% ¢ 100% das amostras em
que foram isolados, respectivamente. Os autores sugeriram que pouca idade era um fator
preditivo para a ocorréncia de cepas resistentes das bactérias estudadas.

Poucos estudos buscaram um papel causal para as bactérias anaerobicas na
OME. JOKIPPI et al. (1977) identificaram microrganismos anaerobios em 30% das efusdes
de OMEC, mas esses eram sempre parte de uma flora mista, composta, em média, por
quatro germes por efusdo. BROOK et al. (1983) isolaram anaerdbios em 17% de 57 EOM
oriundas de pacientes com OMEC, mas também ai havia predominio de culturas onde o
germe estava junto com microrganismos aerobios. GIEBINK et al. (1979) e TEELE et al.
(1980) ndo encontraram germes anaerdbios em mais de 170 amostras de efusdes de OMEC,
sendo que GIEBINK (1989b) afirmou existir um consenso de que bactérias anaerdbias nao
desempenham um papel primordial na patogénese da OMEC. Recentemente, BROOK et al.
(2001) correlacionaram os resultados da analise microbiologica das amostras de EOM de
114 criangcas com OME com a idade destes pacientes e o tempo de permanéncia da efusio.
O exame cultural foi positivo em 41% das amostras, sendo que 57% destes isolados se

constituiram exclusivamente de bactérias aerdbicas, 15% de anaerdbicas e 28% de flora
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mista. A identifica¢do geral de bactérias foi mais freqiiente em amostras obtidas de criangas
menores de dois anos de idade. O H. influenzae ¢ o S. pneumoniae foram mais encontrados
em efusodes de criangas menores de dois anos (P< 0,05) e, quanto ao tempo de existéncia da
efusdo, estes patdégenos foram mais isolados no grupo em que a permanéncia documentada
era de 3-5 meses do que no grupo em que a efusdo ja existia por 6-13 meses (P<0,05). Ja os
germes anaerdbios foram identificados mais freqiientemente em pacientes que
apresentavam efusdo na orelha média por mais de seis meses e naqueles com mais de dois
anos de idade. Os autores consideraram uma possivel ocorréncia de transicdo de flora

aerdbica para anaerobica na OME.

2.3.2.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida na década de 80 e
consiste na amplificagdo in vitro de fragmentos de DNA ou RNA de uma seqiiéncia
nucleotidica predeterminada (SAIKI et al., 1985, 1986; MULLIS ¢ FALOONA, 1987;
KWOK et al., 1987; SAIKI et al., 1988; ABBOTT et al., 1988; BHAGAVATI et al., 1988;
EHRLICH et al., 1989).

A PCR surgiu como uma técnica muito poderosa para a detec¢do de
quantidades pequenas de DNA e RNA de virus e bactérias. E rapida, sensivel e especifica,
encontrando crescente aplicacdo na identificagdo de agentes infecciosos (PITKARANTA et

al., 1998; OGRA et al., 1998).
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Quanto as bactérias, a técnica foi inicialmente utilizada para o estudo de germes
de crescimento lento ¢ nao-cultivaveis (WILSON et al., 1990; RELMAN et al., 1990;
WILSON et al., 1991; FRY et al., 1991). Posteriormente, foi empregada para detectar
acidos nucléicos de bactérias que ndo costumam impor dificuldades no cultivo, em
amostras que se mostravam estéreis pelas técnicas de cultivo tradicionais ou que nao
permitiam cultura. (VAN KETL et al., 1990; HYKIN et al., 1994; LIEBLING et al., 1994).

A PCR vem sendo utilizada para a amplificagdo do DNA de varios
microrganismos potencialmente patogénicos para o trato respiratdrio, como Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Chlamydia pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophilla e Pneumocystis carinii (RUDOLPH et
al., 1993; FRITSCHER, 1993; POST et al.,, 1995; RAMIREZ et al., 1996; IEVEN e
GOOSSENS, 1997; MENENDEZ et al., 1999; ZETTLER, 2000).

Recentemente, essa técnica de biologia molecular vem sendo empregada com
freqiiéncia no estudo da efusdo da orelha média, mais especificamente em amostras
culturalmente estéreis. Algumas pesquisas, como a de VIROLAINEN et al. (1994),
estudaram amostras de ecfusdes oriundas de criangas com OMA e, mesmo nestas,
demonstraram aumentos de até 154% na identifica¢do bacteriana, ao ser a PCR comparada
com o exame cultural. J4 as efusdes presentes nas OME, que permitem identificaciao
bacteriana por cultura convencional em somente 20-40% das vezes, t€ém sido objeto de
varios estudos com a PCR.

AGUIRRE E COLLINS (1992a), apds a identificacdo do Alloiococcus otitidis
por meio de cultura convencional, e tendo reconhecido a dificuldade de seu isolamento,

desenvolveram uma técnica rapida de PCR que amplificou seqiiéncias especificas de bases
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no gene 16S rRNA do germe e que eram depois detectadas por meio da eletroforese em gel.
Os autores justificaram o desenvolvimento da técnica tendo em vista o potencial papel
patogénico do microrganismo na génese da OME.

Em 1993, no Japao, HOTOMI et al. estudaram amostras de 27 EOM de 25
criangas (idade média de 5,4 anos) com OME de mais de um més de duragdo e sem
sintomas de infec¢do aguda. O objetivo da pesquisa era comprovar a utilidade da PCR na
detec¢do do H. influenzae nas efusdes de orelha média, pois a técnica poderia mostrar-se
superior a cultura na identificagdo de germes potencialmente envolvidos na génese das
doencgas cronicas da orelha. Usaram-se aspiradores descartaveis e classificaram-se as
efusdes em mucdides (21), serosas (3) e seromucdides (3). DNA do microrganismo foi
detectado em 55,6% das efusdes e nao houve resultado positivo por meio do exame cultural
concomitante, com meios de agar sangue e agar chocolate. Os autores sugeriram que a
bactéria ndo foi encontrada pela bacteriologia convencional devido a pequena quantidade
de coldnias, a limitagdes técnicas e a multiplicacdo bacteriana dificultada pela ligacdo com
IgA secretora. Concluiram afirmando que o trabalho demonstrava um envolvimento do H.
influenzae na etiopatogénese da OME bem maior do que o considerado até entdo, e
comprovava a alta sensibilidade e especificidade da PCR.

Confirmando a contribuicdo de grupos de Pittsburgh (EUA) para o estudo das
doencgas da orelha média em criangas, POST et al. (1995) realizaram um estudo cego e
comparativo de métodos diagndsticos para determinar se a PCR poderia identificar DNA
bacteriano em EOM eventualmente estéreis pela cultura convencional. Uma técnica de PCR
para deteccdo de H. influenzae, S. pneumoniae ¢ M. catarrhalis e cultura em meios de agar

sangue, agar chocolate e agar sangue de carneiro foram utilizadas para avaliar 97 EOM de
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criancas entre nove a 172 meses (média de 42 meses), portadoras de OMEC, com um
minimo de trés meses de permanéncia da secre¢do e que tiveram indicagdo de miringotomia
e colocagdo de tubo de ventilagdo. Os pacientes haviam sido submetidos a varios cursos de
antibidticos, mas ndo foi referido o periodo transcorrido desde a ultima utilizagdo. Das 97
amostras de efusdes, 28,9% foram simultaneamente positivas por cultura e PCR para uma
ou mais das bactérias estudadas, e 48,4% foram positivas somente por PCR. Assim, 77,3%
das EOM foram positivas para DNA bacteriano pela técnica da PCR. Essa técnica
aumentou em 892% a identificacdo da M. catarrhalis, em 253% a do H. influenzae ¢ em
575% a do S. pneumoniae, ou um aumento geral de 268% na identificagdo de um ou mais
dos trés germes testados, quando comparada com o exame cultural. Isso levou os autores a
concluirem que os dados gerados sugeriam, mas ndo provavam, que bactérias viaveis
estariam presentes nas EOM de pacientes com OME num percentual muito maior do até
entao suposto.

No Japdo, UEYAMA et al. (1995), coletaram amostras de secrecdo de
nasofaringe de 102 pacientes com OME e de 111 pessoas saudaveis. Também obtiveram
amostras de secre¢do da orelha média de 65 individuos, dentre os com OME. Nao
especificaram a idade dos sujeitos, o tempo de permanéncia da efusdo na orelha média e
tampouco informaram acerca do uso de antibioticos. Analisaram as amostras através da
cultura em meios de agar sangue e agar chocolate e da PCR especifica para amplificar um
segmento de DNA da membrana externa do H. influenzae. A PCR identificou o germe com
freqliéncia duas vezes maior do que a cultura quando analisaram amostras da nasofaringe e

cinco vezes maior quando estudaram EOM, com diferencgas estatisticamente significativas.
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Todas as amostras com positividade no exame cultural foram PCR (+) e todos os pacientes
que apresentavam a bactéria na EOM também a possuiam na nasofaringe.

Numa carta ao editor, CANTEKIN (1996) fez criticas a pesquisa de Post e
colaboradores citada anteriormente, referindo-se a presenga de DNA bacteriano em
amostras de EOM como “meros restos fossilizados”, sem, no entanto, comprovar sua teoria.

Como se respondesse a Cantekin, POST et al. (1996a) buscaram determinar se
o achado de DNA bacteriano em efusdes de orelha média culturalmente estéreis indicaria a
presenga de germes viaveis ou apenas a persisténcia de DNA residual. Usando o modelo de
otite média experimental em chinchilas, as orelhas médias de um grupo de animais foram
inoculadas com coldnias de H. influenzae vivos, colonias de M. catarrhalis inativadas pelo
calor e DNA purificado de S. preumoniae. Um segundo grupo teve as orelhas inoculadas
com coldnias de S. pneumoniae vivos, colonias de M. catarrhalis inativadas pelo calor e
DNA purificado de H. influenzae. Sendo as cepas de H. influenzae e S. pneumoniae
sensiveis a ampicilina, os animais foram tratados com esta droga durante cinco dias, a partir
do terceiro dia da inoculagdo, com a presenca da efusdo comprovada desde o dia anterior. A
M. catarrhalis inativada e as preparacdes de DNA purificados foram previamente testadas
para demonstrar a capacidade de suportar a amplificacdo pela PCR. O DNA de bactérias
vivas foi identificado até o dia 21, apesar de todas as amostras de EOM terem se mostrado
negativas por cultura apos o inicio do tratamento com antibidtico. J& o DNA oriundo das
bactérias inativadas pelo calor ¢ o DNA purificado foram identificados somente até o
terceiro dia do experimento. Os autores afirmaram que os dados sugeriam que as EOM
possuiam mecanismos muito eficientes para a remog¢ao de bactérias inativadas, bem como

um processo rapido de degradacdo de DNA e que a persisténcia de bactérias vivas, mas nao
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cultivaveis, poderia ser um dos fatores a contribuir para a manuten¢do da efusao na orelha
média. Concluiram dizendo que os resultados mostravam que DNA purificado e DNA de
germes intactos, mas inativados, ndo persistem na EOM, mesmo apos a inoculagdo em
grande quantidade, contrariando a teoria do “DNA residual ou fossilizado” e que tal fato
sugeria fortemente que os achados de DNA bacteriano amplificaveis pela PCR era
indicativo de infecgao ativa.

JERO et al. (1996) compararam um método de PCR para detectar o S.
pneumoniae com o exame cultural em 123 amostras de EOM de criancas com OME, as
quais haviam sido submetidas a miringotomia e ndo haviam recebido antibidticos na
semana anterior ao procedimento. A PCR empregou um método de extragdo comercial do
DNA, denominado QIAamp®. A cultura foi positiva para o germe em 11% das vezes, e o
PCR identificou DNA bacteriano em 46% das EOM. Todas as amostras que tiveram cultura
positiva também apresentaram PCR positiva. A positividade, tanto por cultura quanto por
PCR, foi maior nas EOM de criangas com menor duragdo da OME e com menos de dois
anos de idade.

O desenvolvimento de técnicas de PCR simultaneo (multiplex PCR) foi
comunicado por POST et al. (1996b) e pelo grupo finlandés de HENDOLIN et al. (1997),
para identificagcdo de H. influenzae, S. pneumoniae, M. catarrhalis ¢ A. otitidis. A escolha
dos germes foi justificada pela sua prevaléncia nas diversas formas de otite média e pela
provavel importancia do 4. otitidis na génese da OME. O trabalho de Hendolin e
colaboradores estudou 25 amostras de EOM obtidas em 16 criangas com OME, com idade
média de trés anos, sem excluir o uso de antibioticoterapia. A comparagdo com oS

resultados de cultura convencional mostrou que a PCR aumentou em 225% o namero de
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amostras positivas para um dos germes estudados. A técnica proposta pelos finlandeses,
baseada na amplificagdo de seqiiéncias do gene 16S rRNA das bactérias ¢ de execugdo mais
rapida e foi a unica que incluiu o 4. otitidis, germe de dificil cultivo.

Virios artigos relacionados a8 PCR e OME foram publicados em 1998. Em
Pittsburgh (EUA), RAYNER et al. (1998), prosseguindo no caminho de esclarecer se o
DNA bacteriano encontrado na EOM pela PCR indicaria a presenca de germes viaveis,
buscaram determinar se 0 RNA mensageiro (mRNA) da bactéria, que tem vida média de
segundos a minutos, estaria presente nas amostras de EOM que contém DNA mas sdo
negativas na cultura. Para isso, estabeleceram um estudo cego ¢ comparativo de 93
amostras de EOM de criangas submetidas a miringotomia ¢ a colocagdo de tubo de
ventilagdo por OMEC. A PCR por transcriptase reversa (RT-PCR) foi desenvolvida para
buscar o mRNA de um componente essencial do metabolismo do H. influenzae. Um total
de 29 (31%) das amostras foi positivo para o DNA bacteriano pela PCR, mas negativo por
cultura, tendo todas essas sido também positivas para 0o mRNA do germe, por meio da RT-
PCR. Houve uma tendéncia altamente significativa (P<0,001) para que as amostras
negativas no exame cultural fossem positivas para a bactéria quando testadas com a RT-
PCR. O método estudado aumentou em 264% o numero de amostras com resultado positivo
para o H. influenzae, quando comparado com a cultura convencional. Argumentando que o
mRNA ¢ uma molécula rapidamente degradada, com uma vida média medida em segundos
e minutos, entenderam os autores que todos as amostras que foram positivas pela RT-PCR
continham bactérias intactas e metabolicamente ativas. Além disso, como todos os

resultados de PCR positivos para o DNA do germe também foram positivos para o mRNA
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através da RT-PCR, existiria ai forte evidéncia de que a identificagdo do DNA bacteriano
indicaria a existéncia de microrganismos metabolicamente viaveis.

No Libano, MATAR et al. (1998) utilizaram uma técnica de PCR simplificada,
com primers especificos para H. influenzae, S. pneumoniae ¢ M. catarrhalis, semelhante
aquela empregada por Hendolin e colaboradores em 1997. Aliando essa técnica ao exame
cultural, estudaram 47 EOM de 36 criancas com OME de mais de dois meses de duragdo
que haviam sido submetidas a miringotomia e a colocagdo de tubo de ventilagdo. Os
resultados mostraram um total de 74,5% de amostras de EOM com positividade na PCR ¢
21,3% com positividade na cultura. Todas as amostras com resultados culturais positivos
também foram positivas pela PCR para a mesma bactéria. O H. influenzae, a M. catarrhalis
e o S. pneumoniae foram identificados pela PCR em 70,2%, 21,3% e 6,4%,
respectivamente, ao passo que somente em 19,1%, 4,3% e 0% pelo exame cultural. Os
autores sugeriram que a baixa freqiiéncia de identificacdo pelo exame cultural poderia ser
explicada pelo numero pequeno de coldnias bacterianas (< 10* CFU/ml) encontradas nas
efusdes de OME, situagdo esta ja documentada por STENFORS ¢ RAISANEN (1990).

AUL et al. (1998), usando uma vez mais o modelo de otite média em Chinchilla
laniger, delinearam pesquisa para determinar a persisténcia de positividade por cultura e
PCR apo6s uma infecgdo experimental, bem como para estudar de que forma um inoculo de
bactérias vivas e em baixo numero afetaria a duragdo dessa positividade. Para isso, 155
chinchilas foram divididas em dois grupos. O primeiro grupo teve as orelhas médias
inoculadas com H. influenzae resistentes a penicilina, e o segundo recebeu um indculo
triplo de S. pneumoniae sensivel a penicilina em baixa contagem de CFU (unidades

formadoras de colonias), M. catarrhalis inativada pelo calor e DNA puro de H. influenzae.
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Todos os animais foram tratados com ampicilina por trés dias a contar do terceiro dia do
experimento. O primeiro grupo mostrou positividade por cultura e PCR até o dia 35, com
concordancia muito boa entre os métodos, inclusive na diminuicdo do percentual de
positividade que aconteceu ao longo do tempo. No segundo grupo, os DNA da M.
catarrhalis inativada ¢ os DNA puros de H. influenzae nao foram identificados pela PCR
além do dia trés. J4 o DNA amplificado dos S. pneumoniae em baixa contagem persistiu,
sendo identificado pela PCR até o dia 21, apesar de o exame cultural ndo ser positivo além
do dia trés. Os autores concluiram afirmando que os dados demonstravam que DNA
bacteriano puro ¢ DNA de bactérias intactas mas inativadas ndo persistem na efusdo de
orelha média sob forma amplificavel por mais de trés dias, reiteradamente contrariando a
teoria do “DNA residual ou fossilizado”, ao passo que bactérias vivas, mesmo nio mais
cultivaveis apds tratamento com antibidtico, persistem em estado viavel por algumas
semanas.

DINGMAN et al. (1998), partindo do principio de que a identificagio de DNA
bacteriano nas EOM representa a presenga de bactérias viaveis e metabolicamente ativas,
buscaram comparar a presenca da endotoxina, um complexo lipossacaridico localizado na
superficie externa da maioria das bactérias gram-negativas, com a presenga de H.
influenzae ¢ M. catarrhalis viaveis. Para isso, estudaram amostras de 106 EOM de
pacientes entre trés meses e 13 anos que haviam sido submetidos & miringotomia por
apresentarem persisténcia da efusdo por mais de trés meses (OMEC). A endotoxina foi
encontrada em 76% das amostras de EOM e, destas, 82% foram também positivas pela
PCR para uma das duas bactérias. Por isso, entenderam os autores que bactérias viaveis,

mas nao-cultivaveis, podem ser a origem das endotoxinas, ¢ concordaram com a idéia de
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que estas ultimas sao fortemente responsaveis pela efusdo na OME, como ja demonstrado
por DeMARIA et al. (1984).

As contribui¢cdes provenientes da Finlandia retornam, em 1999, com dois
estudos. HENDOLIN et al. (1999) aperfeigoaram sua técnica de PCR simultaneo para
quatro bactérias e analisaram 67 amostras de EOM de 48 criancas (idade média de trés anos
e oito meses), com OME (duragdo média da efusdo de 2,5 meses), sem sintomas
respiratorios agudos, mas eventualmente usando antibidticos, que haviam sido submetidas a
miringotomia. A PCR identificou uma ou mais bactérias em 85,1% das EOM, sendo que o
A. otitidis foi encontrado em 46,3% ocasides, a M. catarrhalis em 37,3%, o S. pneumoniae
em 20,9% e o H. influenzae em 17,9%. A técnica foi significativamente mais sensivel que a
cultura, sendo que o A. otitidis ndo foi isolado culturalmente. Entre as 19 amostras de
efusdes de criangas que estavam usando antibidticos ou tinham-nos utilizado recentemente,
14 foram PCR (+), mas apenas uma foi positiva por cultura. O A. otitidis foi identificado
em associagdo com uma das outras trés espécies mais freqlientemente do que as outras
espécies entre si (P<0,001). Os autores concluiram que os achados confirmavam a maior
capacidade da PCR em identificar bactérias na EOM, quando comparada com o exame
cultural, apontaram uma etiologia bacteriana para a OME e indicaram que a freqiiente
associacdo do A. otitidis com outras bactérias sugeriria uma capacidade para aumentar a
colonizacdo da orelha média. J4 JERO et al. (1999) buscaram aumentar o conhecimento
sobre o papel do A. otitidis no continuum da otite média, tendo, para isso, estudado com
PCR efusdes da orelha média de criangas com OMA e OME. Encontraram o germe em
18% das amostras de EOM de OMA e em 20% daquelas provenientes de criangas com

OME. Nio evidenciaram qualquer correlacdo entre a presenca do A. ofitidis ¢ o quadro
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clinico da OMA e sua evolucao. Quanto a OME, a bactéria foi identificada em 8% dos
casos em que a EOM persistia por menos de trés meses € em 25% dos casos em que estava
presente por um periodo maior. Além disso, o germe foi mais freqiientemente identificado
em efusdes mucodides (30%) do que em serosas ou mucopurulentas (10%) e em amostras
colhidas de criangas maiores de dois anos de idade. Entenderam os autores que os
resultados sugeriam que o A. otitidis ndo tem significado importante na patogénese e
quadro clinico da OMA, mas deve atuar como iniciador e perpetuador dos quadros de
OME.

Na Inglaterra, BESWICK et al. (1999) confirmaram a alta prevaléncia do A.
otitidis (50%) em EOM ao estudar, com PCR, amostras de efusdo obtidas em 12 pacientes
com OMEC. O germe aparecia isoladamente ou em associagdo com outras bactérias, € o
exame cultural ndo rendeu resultado positivo em qualquer das EOM.

HENDOLIN et al. (2000), ao propor pequenas modificagdes na técnica do PCR
simultaneo para quatro patdgenos da orelha média, estudaram 73 amostras de EOM de
criangas com OME e voltaram a encontrar um percentual elevado (93,2%) de positividade
para A. otitidis, H. influenzae, S. pneumoniae ¢ M. catarrhalis. Parte das amostras de EOM
teve a extragdo do DNA efetivada com fenol e a outra fragdo teve este processo realizado
com o kit comercialmente disponivel QIAamp®. A extracio com fenol identificou mais
germes Gram-negativos (H. influenzae e M. catarrhalis) do que aquela obtida com o
QIAamp® (P<0,001), e o inverso aconteceu com as bactérias Gram-positivas (4. otitidis ¢
S. pneumoniae), quando, entdo, o QIAamp” foi superior (P<0,001). Apesar disso, os

autores concluiram que variagdes sazonais e de técnica podem influenciar os resultados.
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PEIZHONG et al. (2000), na Inglaterra, apds afirmarem que o DNA detectado
nas efusdes de orelha média poderia originar-se de “restos fossilizados” provenientes de
infecgdes anteriores, buscaram demonstrar que a efusdo estaria protegendo o DNA
bacteriano da degradagdo provocada por enzimas (DNAses). Usando um método de
avaliacdo da viscosidade nao detalhado, os autores concluiram que a EOM inibia a agdo das
enzimas citadas e, conseqiientemente, que o DNA bacteriano detectado pela PCR poderia
ndo representar bactérias viaveis.

Na Turquia, GOK et al. (2001) estudaram 37 amostras de EOM de 20 criangas
com OME que haviam sido submetidas & miringotomia. A técnica de PCR simultaneo foi
aplicada para detectar H. influenzae, S. pneumoniae ¢ M. catarrhalis, de forma ja descrita
por MATAR et al (1998). Obtiveram 24,3% de positividade por cultura convencional e
94,5% de positividade pela PCR (diferenga na positividade estatisticamente significativa,
P<0,001), com leve predominio do H. influenzae sobre o S. pneumoniae, ¢ menos
identificacao da M. catarrhalis. Em 17 (48,5%) das 35 amostras de EOM com resultados
positivos pela PCR, encontraram associagdes entre as bactérias estudadas.

Do Japao, com HARIMAYA et al. (2001), vem um dos dois Unicos relatos por
noés encontrados de identificagdo do 4. ofitidis em amostras de efusdo de OMA. Esses
pesquisadores analisaram 12 amostras de EOM provenientes de seis criancas com OMA e
de outras seis com OME. A PCR identificou o germe em 50% das amostras, sendo quatro
oriundas de efusdes de OMA e duas de OME. O exame cultural ndo identificou o
microrganismo em qualquer das amostras e a analise por Western blot detectou anticorpos

especificos contra o A. otitidis em todas as efusdes onde a PCR encontrou DNA da bactéria.
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LESKINEN et al. (2002) procuraram determinar a presenca ¢ o papel do A.
otitidis na OME. Para isso, avaliaram 123 amostras de EOM de criangas entre 7 meses e 12
anos de idade (mediana = 2,5 anos) com OME de mais de um més de duragdo (mediana =
3,5 meses), sem sinais de OMA ou outras infec¢des respiratérias agudas. Amostras de
efusdes purulentas foram excluidas da pesquisa. O exame cultural convencional isolou
bactérias em 45% das amostras de EOM ¢ H. influenzae, S. pneumoniae ¢ M. catarrhalis
foram encontrados em 33% das secrecdes. O A. otitidis ndo cresceu em cultura. A PCR
simultanea para quatro bactérias detectou DNA de um ou mais dos germes em 88% das
vezes, € 0 A. otitidis foi identificado em 25 (20%) do total de efusdes. As EOM que
persistiam por mais de trés meses tinham uma prevaléncia maior desta bactéria do que
aquelas de menor duracdo (P=0,03). Como informagdo adicional, o pneumococo foi mais
identificado em efusdes de criangas com menos de dois anos do que em criangas maiores
(P=0,04), sem que tivessem sido encontradas variagdes com significado estatistico nas
prevaléncias do hemofilos e da moraxela nos diferentes grupos etdrios. Os autores
concluiram que o A. otitidis, por ser de dificil isolamento pelo exame cultural, deve ser
pesquisado pela técnica da PCR e que, pelo fato de ter sido encontrado em efusdes de maior

duracdo, estd provavelmente associado a estagios mais cronicos de OME.

2.3.3 Resisténcia Bacteriana

O perfil de resisténcia dos microrganismos as drogas antimicrobianas tem

mudado nos ultimos anos, tornando-se uma preocupagdo mundial. Houve um aumento na
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prevaléncia do S. pneumoniae resistente a penicilina e no percentual de cepas de H.

influenzae e M. catarrhalis produtoras de B-lactamase (McCRACKEN JR., 1998).

Streptococcus pneumoniae

Os pneumococos resistentes a penicilina sio muito mais comuns em criangas e
passaram a ser causas importantes de fracasso terapéutico naquelas portadoras de otite
média. A resisténcia é produzida por modificacdes nas proteinas da membrana
citoplasmatica da bactéria as quais a penicilina normalmente se liga, resultando em menor
afinidade pelas drogas B-lactamicas. Quanto maior o numero de alteragdes nas proteinas
que se ligam a penicilina, maior é o nivel de resisténcia as penicilinas e cefalosporinas. A
resisténcia do pneumococo a outros antibidticos, particularmente a eritromicina e ao
sulfametoxazol-trimetoprim também tem aumentado nas regides em que prevalecem cepas
penicilino-resistentes, apesar de a resisténcia ai ocorrer por mecanismos diferentes. A
resisténcia a estes agentes e as cefalosporinas freqiientemente co-existe em cepas altamente
resistentes a penicilina (KLEIN, 1999).

Atualmente, a resisténcia do S. pneumoniae a penicilina ¢ subdividida em
resisténcia intermedidria (CIM entre 0,12 e 1,0 pg/ml) e resisténcia plena (CIM > 2,0
ng/ml). O conceito de concentragdo inibitéria minima (CIM) remete-nos a concentragdo
minima de um determinado antimicrobiano que inibe, in vitro, o crescimento de uma
bactéria. A habilidade de um antibacteriano erradicar bactérias da orelha média depende da
sua concentracdo na mucosa desse local. Ele precisa chegar até a orelha média em
concentragdes acima da CIM necessaria para eliminar determinada bactéria ¢ manter-se

acima destes valores por, no minimo, 40-50% do tempo entre os intervalos das doses
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administradas (CRAIG, 1998). A maioria das cepas de pneumococo penicilino-resistente
demonstra resisténcia intermediaria, sendo ainda sensivel a doses elevadas da droga
(McCRACKEN JR., 1998).

Os fatores de risco para colonizagdo e infec¢do por pneumococos resistentes
incluem a exposi¢do prévia a antibidticos, pouca idade, freqiiéncia a creche e historia de
hospitalizagdo. O desenvolvimento de resisténcia acontece por meio da transferéncia de
material genético a partir de estreptococos taxonomicamente relacionados que habitam a
nasofaringe (KLEIN, 1999).

A resisténcia a penicilina por parte do pneumococo foi inicialmente identificada
como um problema com repercussdes clinicas na década de 70, em criangas sul-africanas e
australianas (HANSMAN et al., 1971; JACOBS et al., 1978). Posteriormente, cepas de
pneumococo resistentes a penicilina foram reconhecidas em todo o mundo, e sdo
particularmente prevalentes em alguns paises.

Na Europa, a incidéncia do pneumococo penicilino-resistente ¢ preocupante,
principalmente na Espanha, onde houve um crescimento de 6%, em 1979, para 71%, em
1997 (FENOLL et al., 1991; GARCIA-MARTOS et al., 1997). Taxas elevadas,
ultrapassando 40%, também foram encontradas na Franca e Hungria (KLEIN, 1999). Na
Asia, a situacdo ¢ semelhante, com indices de 78% de germes resistentes a penicilina na
Cor¢ia e Extremo Oriente (KIM et al., 1996). J4 nos EUA, a incidéncia varia
consideravelmente de acordo com a época e as diferentes regides, apresentando niveis entre
10 e 62% (COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, AMERICAN ACADEMY OF

PEDIATRICS, 1997; JACOBS et al., 1999). Em contraste, a resisténcia a penicilina pelo
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pneumococo permanece em patamares muito baixos, entre 1-5%, em alguns paises
europeus, como a Suécia e a Holanda (HEDLUND et al., 1995; HERMANS et al., 1997).

JACOBS et al. (1999) mostraram como as variagdes geograficas, etarias e de
sitios de infec¢do podem influenciar as taxas de pneumococo penicilino-resistente. Em seis
diferentes regides dos EUA, os nimeros variaram entre 36 a 62%; em relacao a faixa etaria
as variagoes foram de 37% em criangas entre trés e dez anos de idade a 58% em menores de
dois anos; e, quanto ao sitio infeccioso, de 38% nas infecgdes oftalmologicas até 60% nas
otites médias e nas rinossinusites.

Estudando especificamente a prevaléncia de patégenos nas OMA, JACOBS et
al. (1998) utilizaram dados obtidos nos EUA, Europa Central e Leste e Israel, tendo
encontrado uma taxa de 30% de pneumococos resistentes a penicilina. Ja a analise de
efusdes de OMA realizada em Israel, em diferentes periodos, mostrou que a prevaléncia de
pneumococo penicilino-resistente aumentou de 10% em 1992, para 58% em 1998 ¢ 71%
em 1999 (GOLDBART et al.,, 1997; DAGAN, 2000; DAGAN et al., 2000). Estudos
especificos com efusdes de OME demonstraram taxas entre 38 e 70% de S. pneumoniae
resistentes (SUTTON et al., 2000; HADDAD JR. et al., 2000; SIH, 2002).

No Brasil, os primeiros relatos de resisténcia a penicilina por parte do S.
pneumoniae datam de 1988 (DE SOUZA MARQUES et al., 1988). Um dos primeiros
estudos que monitorizou a susceptibilidade do pneumococo em nosso pais, no periodo entre
1988-92, encontrou um percentual de 28,7% de germes resistentes (SESSEGOLO et al.,
1994). Em S3o Paulo, LEVIN et al. (1996) apontaram niveis semelhantes. O Programa
SENTRY de Vigilancia de Resisténcia, analisando informagdes de hospitais brasileiros e de

outros paises latino-americanos, encontrou niveis de resisténcia de 24% (SADER et al.,
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1998). Em contraste, a avaliacdo de dados provenientes de pacientes ambulatoriais do Rio
de Janeiro, S3o Paulo e Florian6polis, apontou um indice 40,4% de S. pneumoniae
resistente a penicilina (SADER et al.,, 1999). Estudo multicéntrico latino-americano,
realizado pelo Sireva Group no periodo de 1993-99, revelou uma taxa média de
pneumococo resistente de 22,3% em vérias cidades brasileiras (DiFABIO et al., 2001). A
analise exclusiva de efusdes de OMA em nosso pais detectou 56,2% de S. pneumoniae com
resisténcia intermediaria a droga (SIH, 2001).

Especificamente no estado do Rio Grande do Sul, CHATKIN et al. (1989),
avaliando dados de pacientes com pneumonia, identificaram 3,2% de pneumococos
resistentes ¢ ZETTLER (2000), analisando amostras de escarro, encontrou uma taxa de

22,8% de resisténcia.

Haemophilus influenzae

As cepas de H. influenzae nao identificaveis sorologicamente (NTHi)
apresentam-se como causas importantes de otite média, raramente invadindo a corrente
sanguinea. O mecanismo de resisténcia dessa bactéria a drogas P-lactdmicas reside na
produ¢do de uma enzima denominada B-lactamase, a qual hidrolisa a penicilina G e V, a
ampicilina e a amoxicilina. O anel B-lactdmico ¢ quebrado, o que torna a droga inativa. A
resisténcia causada pela produgdo de B-lactamase ¢ absoluta, diferentemente da resisténcia
do pneumococo a penicilina, que pode ser vencida pelo aumento da concentragdo da droga
no local da infecgdo. A resisténcia as penicilinas pode também dever-se a um defeito de
permeabilidade ou a alteragdo das proteinas que se ligam as penicilinas, mas a incidéncia

desse tipo de resisténcia ¢ atualmente muito baixa, ao redor de 5% (KLEIN, 1999).
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Cepas de NTHi resistentes foram inicialmente isoladas no comeco da década de
70 e, no periodo de 80-90, 20-30% dos hemofilos isolados de criangas com otite média
eram B-lactamase positivos (BLUESTONE et al., 1992). Num estudo multicéntrico (EUA,
Europa Central e Leste e Israel) realizado no periodo 1994-95, com efusdes de OMA em
criangas, 31% dos NTHi eram produtores de B-lactamase (JACOBS et al., 1998). Nos
EUA, estudando a microbiologia da OME, SUTTON et al. (2000) e SIH (2002) detectaram
NTHi B-lactamase positivos em 55 ¢ 65% do total de hemofilos isolados, respectivamente.
Em Paris, GEHANNO et al. (2001) encontraram taxas de resisténcia aos B-lactdmicos de
70% entre H. influenzae isolados de pacientes com otite média.

No Brasil, o Programa SENTRY detectou 11,8% de NTHi resistentes a
penicilina ao analisar amostras provenientes de infec¢des do trato respiratorio (SADER et
al., 1999). Estudo multicéntrico, que incluiu amostras do Rio Grande do Sul, apontou
10,6% de NTHi B-lactamase positivos (CRITCHLEY et al., 2001). A avaliacdo especifica
de efusdoes de OMA em nosso pais encontrou 14% de H. influenzae produtores de f-

lactamase (SIH, 2001).

Moraxella catarrhalis

As cepas de M. catarrhalis eram suscetiveis a penicilina até a década de 70,
mas atualmente mais de 90% s3o produtoras de [-lactamase, tornando-se, assim,
penicilino-resistentes (BAUMANN et al., 1968; WALLACE et al., 1990; GEHANNO et
al., 2001). O seu mecanismo de resisténcia da-se por meio da producdao da enzima -
lactamse, semelhante ao apresentado pelo H. influrenzae. Essas B-lactamases tém espectro

amplo, mas exercem seu maior efeito contra a penicilina e a ampicilina. Por outro lado, as
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cepas produtoras de [B-lactamase sdo inibidas por amoxicilina com acido clavulanico,
cefixime, cefuroxime e ceftriaxone e também por agentes ndo beta-lactamicos, como o
trimetoprim-sulfametoxazol, a ciprofloxacina e a eritromicina (VERGHESE, 1997).

Ha evidéncias de que a capacidade de produzir B-lactamase foi adquirida
recentemente na histdria deste microrganismo. A producdo dessa enzima foi relatada pela
primeira vez em 1977, na Suécia, Franc¢a e Inglaterra (VERGHESE, 1997). Na grande area
de Pittsburgh (EUA), a andlise das efusdes de criancas com OMA ¢ OME ja apresentava
uma prevaléncia de 100% de cepas penicilino-resistentes no final da década de 80
(BLUESTONE et al. 1992). Estudos especificos com amostras de efusdes de OME
demonstraram taxas entre 90% e 100% de M. catarrhalis  B-lactamase positivas
(HADDAD JR. et al., 2000; SUTTON et al., 2000; SIH, 2002).

No Programa SENTRY e no Projeto ALEXANDER, que reuniram dados
combinados de varios paises, incluindo o Brasil, as taxas de moraxela penicilino-resistentes
foram 89% e 91,6%, respectivamente (SADER et al, 1999; FELMINGHAM e
GRUNEBERG, 2000).

A avaliagdo especifica de efusdes de OMA em nosso pais encontrou 100% de

M. catarrhalis produtoras de -lactamase (SIH, 2001).

Alloiococcus otitidis

A resisténcia aos antimicrobianos por parte do 4. otitidis ainda ndo ¢ bem
conhecida, o que ¢ coerente com o recente papel a ele atribuido na génese das infecg¢des
cronicas da orelha média. O germe, apesar de ndo ter sido caracterizado como produtor de

B-lactamase, apresentou niveis intermedidrios de resisténcia aos agentes [-lactamicos,
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incluindo ai cefalosporinas de amplo espectro e mostrou-se resistente a eritromicina € ao

sulfametoxazol-trimetoprim (BOSLEY et al., 1995).
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3 JUSTIFICATIVA

A otite média com efusdo (OME) ¢ geralmente considerada uma continuagao
direta do processo inflamatorio que ocorre durante episddios prolongados ou recorrentes de
otite média aguda (OMA), o que fica comprovado ndo sé pelo fato de quase todos os casos
de OME sucederem episdédios de OMA como também por estudos experimentais em
animais (JUHN et al., 1977; GIEBINK, 1989a).

As observacdes acima sugerem que a OME tem uma origem infecciosa. Por
outro lado, as culturas de aspirados de orelha média sdo positivas em apenas 20-40% dos
casos de OME. As bactérias mais freqiientemente encontradas nessas culturas sdo o
Streptococcus pneumoniae, o Haemophilus influenzae e a Moraxella catarrhalis (RIDING
et al., 1978; GIEBINK et al., 1982; MEYERHOFF & GIEBINK, 1982; KRENKE et al.,
1988; GIEBINK, 1989b; BLUESTONE et al., 1992; SUTTON et al., 2000). H4 pouco
tempo, técnicas de PCR foram adaptadas para detecgdo de DNA bacteriano nas efusdes de
orelha média, e sua utilizagdo elevou para perto de 90% a freqiiéncia com que se encontrou

positividade para estes microrganismos nas efusdes examinadas (HOTOMI et
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al., 1993; POST et al., 1995; UEYAMA et al., 1995; JERO et al., 1996; HENDOLIN et al.,
1997; MATAR et al., 1998; LIEDERMAN et al., 1998; HENDOLIN et al., 2000).

O Alloiococcus otitidis foi recentemente apontado como bactéria envolvida na
génese da OME. Este germe apresenta crescimento lento e dificil nos métodos culturais
convencionais, mas foi identificado em 20-50% dos aspirados de orelha média de pacientes
com OME quando se utilizaram técnicas de PCR (HENDOLIN et al., 1997; BESWICK et
al., 1999; HENDOLIN et al., 1999; TARKKANEN et al., 2000; HENDOLIN et al., 2000).

As prevaléncias acima citadas e a necessidade de definir previamente quais os
microrganismos a serem identificados pela técnica da PCR determinaram a opg¢ao pela
investigacdo do S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis e A. otitidis.

Os conhecimentos acumulados sobre a prevaléncia dos microorganismos
responsaveis ou envolvidos nos casos de OME podem auxiliar na selecdo mais apropriada
dos antimicrobianos eventualmente prescritos ¢ podem, assim, minimizar as complicagdes
que requeiram cirurgias.

O estabelecimento de dados mais precisos e atualizados sobre a epidemiologia
bacteriana local podera ser util na defini¢do de tratamentos direcionados a nossa populagao,
na identificagdo dos niveis de resisténcia frente aos antimicrobianos e na diminui¢do de
possiveis maleficios vinculados as aplicagdes de regimes terapéuticos preconizados por
estudos realizados em outros paises.

As informagoes relativas a prevaléncia de bactérias na OME, obtidas mediante
a aplicagdo de técnicas microbiologicas convencionais, sdo escassas no Brasil, e nao
encontramos na revisdo de literatura realizada quaisquer pesquisas nacionais baseadas na

técnica da PCR, para os mesmos fins acima mencionados.




Justificativa 61

Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de aumentar nosso conhecimento
sobre a microbiologia da efusdo da orelha média de criangas com OMR e OMEC e

comparar os resultados obtidos pela cultura convencional com aqueles obtidos por PCR.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

e Determinar a prevaléncia de bactérias na efusdo da orelha média de

criancas com OME que foram submetidas a miringotomia.

4.2 Especificos

o Comparar os resultados obtidos no exame cultural com aqueles obtidos
pela PCR, relativos ao Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis e Alloiococcus otitidis.

e Investigar a presenca do A. otitidis por meio da PCR e comparar sua

freqliéncia com a de outros patdgenos;
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Comparar a freqiiéncia e o tipo de germe encontrados em pacientes com
OMR e OMEC.

Comparar os achados bacterioldgicos em criangas menores € maiores de
dois anos.

Determinar a resisténcia a penicilina ou a produ¢ao de B-lactamase do S.
pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis e A. otitidis, quando isolados

pelo método cultural.




5 PACIENTES E METODOS
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5 PACIENTES E METODOS

5.1 Delineamento do Estudo

Estudo transversal, observacional, contemporaneo, com dados sub-individuais
(orelhas), para avaliar a prevaléncia dos principais microrganismos presentes nas efusdes de
criangas com OME.

O fator em estudo foi constituido pelas efusdes observadas na OME e o

desfecho foi a presenca ou ndo de bactérias.

5.2 Caracteristicas da Amostra Estudada

A seleg@o da amostra foi de conveniéncia e consecutiva. A amostra foi coletada

de criancas que apresentavam efusdo na orelha média, com diagnoéstico de OMR ou OMEC

e que foram submetidas a miringotomia e a colocagdo de tubo de ventilagdo, no
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periodo de junho de 2001 até outubro de 2002, todas provenientes de clinica de
otorrinolaringologia infantil de Porto Alegre, que atende pacientes particulares e

beneficiarios do sistema cooperativado UNIMED.

5.3 Critérios de Inclusao e Excluséo

5.3.1 Critérios de Inclusdo

Incluiram-se pacientes que estavam no intervalo de 9 meses a 12 anos de idade,
que apresentavam efusdo na orelha média por seis semanas ou mais, com diagnostico de
OMR (trés ou mais episodios de OMA em seis meses) ou OMEC (persisténcia da efusdo
por mais de trés meses) e que apresentavam indicagdo de miringotomia e colocagdo de tubo
de ventilagdo. Os critérios diagnésticos para OME incluiram alteragdes da translucidez,
variagdo na cor, retracdo, diminuicao da mobilidade e aumento da vascularizagdo radial da
membrana timpanica. Todos os casos selecionados deveriam ter sido acompanhados
clinicamente pelo investigador por um periodo minimo de seis semanas antes da cirurgia.

A imitanciometria foi realizada, quando necessaria, para confirmacdo da
presenga de efusdo nos casos de OMR, e todos os pacientes com diagnostico de OMEC

foram avaliados com audiometria e imitanciometria.
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A otoscopia pneumatica sob visdo video-endoscopica foi efetuada em todos os
pacientes, 24 horas antes do procedimento cirirgico, para confirmar a auséncia de sinais de

infec¢do aguda.

5.3.2 Critérios de Exclusdo

Excluiram-se pacientes que, no momento da cirurgia, apresentavam:
e OMA;
e outras infec¢des das vias aéreas superiores;
e otorréia;
e tratamento antibioticoterapico vigente ou concluido hd menos de sete

dias.

5.4 Logistica

5.4.1 Inclusao dos Pacientes no Estudo

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo tiveram seus dados

clinicos coletados e anotados em documento especificamente criado para o estudo, tendo os
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pais ou responsavel assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apds

exposicdo dos motivos para a realizagdo da pesquisa (Anexos 1 ¢ 2).

5.4.2 Coleta e Transporte do Material

O ato cirtrgico foi de natureza ambulatorial, e realizado, sob anestesia geral e
auxilio de microscopia, pelo proprio investigador, no centro cirurgico do Hospital Moinhos
de Vento, em Porto Alegre.

A secrecdo analisada foi coletada da orelha média, como segue:

e Limpeza e remog¢ao do cerumen do meato acustico externo (MAE).

e Antissepsia do MAE com alcool a 70% durante um minuto e posterior aspiracdo do
mesmo.

e Timpanocentese no quadrante antero-inferior da membrana timpanica e aspiragao
da efusdo com agulha calibre 18, conectada ao instrumento de suc¢do e coleta
Alden-Senturia (Alden-Senturia collector®, Storz Instruments, St. Louis, USA).
Empregou-se um segundo conjunto de coletor e agulha nos casos em que as duas
orelhas de um mesmo paciente foram puncionadas (Figura 1).

e Envio do material obtido para o Setor de Microbiologia e Biologia Molecular do
Laboratorio Weinmann, localizado no mesmo Hospital, para realizagdo de exame

cultural e analise pela PCR, no prazo méaximo de quinze minutos apos a coleta.
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A proximidade entre o Centro Cirtirgico do Hospital e o Laboratorio, aliada a
rapidez com que as amostras chegavam ao Setor de Microbiologia e Biologia Molecular
tornou desnecessaria a utilizagdo de meio de transporte, assim como a ado¢ao de sistemas

de manuten¢ao de temperatura constante.

Figura 1 — Instrumento de aspiragdo e coleta de Alden- Senturia.
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5.4.3 Andlise das Amostras de Efusdo

No laboratorio, cada amostra de efusdo foi dividida em duas aliquotas, uma das
quais serviu para a analise bacterioscopica e cultural, enquanto a outra foi destinada a
analise pela PCR. O estudo bacterioscopico e cultural teve seu inicio imediatamente apos
esta divisdo. A aliquota destinada a analise por PCR foi congelada a -20°C para testagem
posterior.

As analises culturais ¢ com a PCR eram efetivadas por microbiologistas
distintos, sem que um tivesse conhecimento dos resultados que estavam sendo obtidos pelo
outro.

A andlise cultural foi realizada com meios de cultura que permitissem o
isolamento das trés bactérias mais prevalentes nas otites médias, a saber: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae ¢ Moraxella catarrhalis, acrescidas do Alloiococcus
otitidis. O mesmo critério foi empregado para a analise por PCR, que utilizou iniciadores

(primers) especificos para cada um dos microrganismos acima citados.

5.4.3.1 Exame cultural

A andlise iniciava imediatamente apos a divisdo da amostra em aliquotas, como
citado acima. O exame bacterioscopico direto foi efetuado pela coloracdo de Gram.
Para a cultura, o material foi semeado em placas contendo o meio de agar

sangue de carneiro (biolab-Mérieux, Rio de Janeiro, Brasil) e agar chocolate (biolab-




Pacientes e Métodos 72

Meérieux, Rio de Janeiro, Brasil) e incubado, em aerobiose, durante 24 horas, a 37°C. Nio
havendo crescimento bacteriano neste periodo de tempo, as placas foram reincubadas por
mais 96 horas antes de serem liberadas com resultados definitivamente negativos.

A identificagdo bacteriana foi realizada por automacdo (Vitek™, bioMérieux
S.A., Marcy-1’Etoile, Franga), por meio da inoculagdo do microrganismo em painéis
proprios para germes Gram-positivos ou Gram-negativos.

A resisténcia a penicilina pelo S. pneumoniae foi determinada pela obtengdo de
concentragdes inibitorias minimas (CIM), empregando-se a técnica do E-teste (E test™, AB
BIODISK, Sohna, Suécia), e classificando-se como: CIM < 0,06 pg/ml = germe sensivel,
CIM entre 0,12 — 1,0 pg/ml = germe com resisténcia intermedidria ¢ CIM > 2,0 pg/ml =
germe com resisténcia plena, de acordo com critérios do NCCLS - National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS, 2000).

O teste com Nitrocefin (OXOID Ltd., Basingstoke, Inglaterra), recomendado
como teste alternativo pelo NCCLS, foi aplicado nas colonias de H. influenzae ¢ M.
catarrhalis para a determinagdo da capacidade de producao de B-lactamase, classificando-

as como capazes de produzir a enzima (p-lactamase +) ou ndo (B-lactamase -).

5.4.3.2 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR utilizada nesta pesquisa ¢ um método para detec¢do simultanea

(multiplex PCR) de S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis e A. otitidis e segue a
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técnica descrita por HENDOLIN et al. (1997). O gene 16S rRNA, que contém tanto
seqiiéncias variaveis quanto seqiiéncias constantes, foi escolhido como alvo da
amplificacdo pela PCR. As seqiiéncias constantes sdo comuns a varias bactérias e as
seqiiéncias varidveis sdo especificas para cada espécie.

Um iniciador ou primer comum, ¢ quatro iniciadores ou primers especificos
para cada uma das espécies foram empregados para gerar quatro produtos de PCR de
diferentes tamanhos. As seqiiéncias do gene 16S rRNA utilizadas nos iniciadores comuns e
nos especificos foram as mesmas empregadas por HENDOLIN et al. (1997).

O iniciador comum ¢ uma seqiiéncia de 20 pares de bases localizada nas
posicdes 676 a 696 do gene 16S rRNA no A. otitidis; nas posi¢cdes 679 a 699 do gene 16S
rRNA no H. influenzae; nas posi¢des 630 a 650 do gene 16S rRNA na M. catarrhalis; e nas
posicdes 567 a 587 do referido gene no S. pneumoniae.

Os iniciadores especificos foram os seguintes: para o 4. otitidis, uma seqiiéncia
de bases localizada nas posigoes 437 a 456 do gene 16S rRNA da bactéria; para o H.
influenzae, uma seqiiéncia de bases localizada nas posigdes 177 a 200; para a M.
catarrhalis, uma seqliéncia localizada nas posigdes 416 a 435; e para o S. pneumoniae, uma
seqiiéncia localizada nas posig¢oes 106 a 127 do gene.

A preparagdo dos reagentes foi realizada numa capela de fluxo laminar B2,
equipada com filtros HEPA ¢ luz UV, para impedir a entrada de microrganismos ¢ para
inativar moléculas de DNA que pudessem entrar na capela. Uma segunda area foi destinada
exclusivamente a extracdo do DNA, sempre com o emprego de avental e luvas. Uma
terceira area, utilizada para a amplificagdo e deteccdo do produto da PCR, ndo tinha contato

direto com as anteriores e também exigia o uso de luvas e aventais exclusivos desta area, de
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forma a impedir que o DNA amplificado entrasse em contato com amostras que estivessem
chegando ao laboratdrio ou que estivessem em processo de extragao do DNA.

A especificidade foi verificada com cepas padroes de H. influenzae, S.
pneumoniae € M. catarrhalis, sendo os resultados adequados. Como ndo havia cepa padrao
do A. otitidis, o produto da amplificagdo gerado foi submetido ao seqiienciamento direto, e
a seqiiéncia gerada foi comparada com seqii€éncias de DNA do germe depositadas no
GenBank®™ , do National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of
Medicine, Bethesda, USA (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2001). Exigiu-se 100% de homologia entre essas seqliéncias para
comprovar que se tratava realmente do A. otitidis.

A amostra de efusdo previamente congelada passava por um processo de
descongelamento e era transferida para um tubo de Eppendorf estéril. O DNA era extraido
utilizando-se o kit comercialmente disponivel QIAamp® (Qiagen, Valencia, EUA) e era
posteriormente eluido em 200 pl de uma solugdo-tampao, conforme instrugdes do
fabricante. O material obtido era entdo armazenado a -20°C e assim permanecia até o
momento da realizagdo da PCR.

As solucdes da PCR simultdnea continham 1,6 uM do iniciador para o A.
otitidis; 1,4 uM do iniciador para o H. influenzae; 0,2 uM do iniciador para a M.
catarrhalis; 0,04 uM do iniciador para o S. pneumoniae; ¢ 0,2 uM do iniciador comum.
Para cada reacdo, adicionou-se 1,25 U de polimerase Tag (GeneAmp®, Applyed
Biosystems, Branchburg, EUA) em tampao apropriado, conforme instru¢des contidas no
kit. Utilizou-se 5 pl da solucdo de DNA extraida das amostras, num volume final de reagao

de 50 pl. O perfil da reagdo era de trés minutos de desnaturagio inicial a 94°C, 38 ciclos de
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94°C por 30 segundos, 66°C por 45 segundos ¢ 72°C por um minuto, seguido de uma
extensdo final de 72°C durante cinco minutos. Os produtos amplificados eram entdo
separados em gel de agarose a 3% e visualizados com luz ultravioleta. (Figura 2)

O resultado era reportado como positivo ou negativo para cada uma das

bactérias, seguindo o proposto por HENDOLIN et al. (1997, 2000).

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

MP. Marcador de peso 6. Paciente 61 OD = M. catarrhalis OD: orelha direita
molecular 7. Paciente 62 OD = negativo OE: orelha esquerda

1. Controle negativo 8. Paciente 62 OE = S. pneumoniae

2. A. otitidis 9. Paciente 63 OE = H. influenzae ; M. catarrhalis

3. M. catarrhalis 10.Paciente 64 OD = A. otitidis

4. H. influenzae 11.Paciente 64 OE =M. catarrhalis

5. S. pneumoniae 12.Paciente 44 OD = H. influenzae

13.Paciente 44 OE = H. influenzae

Figura 2 — Visualizagao dos produtos de amplificagcdo pela PCR, sob luz ultravioleta.
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5.5 Calculo do Tamanho da Amostra

Partindo-se de uma prevaléncia esperada de positividade bacteriana na PCR de
75%, e de 25% para o exame cultural, com uma margem de erro de 10%, estimou-se um
tamanho de amostra de pelo menos 72 efusdes. Considerando-se os objetivos especificos do
estudo, que envolviam comparagdes das distribuicdes de freqiiéncia das positividades
bacterianas entre OMR ¢ OMEC e entre grupos etarios acima e abaixo de dois anos, optou-
se por aumentar o tamanho da amostra para 120 efusdes. Este tamanho de amostra permitiu
a comparagdo de diferencas de pelo menos 20% entre grupos, fixando-se a = 0,05 e f =

0,20.

5.6 Analise Estatistica

Os dados relativos a freqiiéncia dos achados positivos e negativos, tanto para o
exame cultural quanto para a PCR, foram descritos por freqliéncia absoluta e percentuais.

A comparagdo entre os achados do exame cultural e da PCR foi realizada por
meio da utilizacdo de uma tabela de contingéncia estratificada por tipo bacteriano,
apresentando freqiiéncias e percentuais.

O impacto da contribuicdo da PCR sobre os resultados do exame cultural foi

avaliado por meio do delta percentual (A%), definido como:

A% = Valor final — valor inicial 1o
valor inicial
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A avaliacdo de associagcdes entre subgrupos identificados no estudo foi
realizada pelo teste qui-quadrado (y°) de McNemar, no caso de observagdes emparelhadas.
Nas situagdes de observagdes independentes, utilizou-se o teste do y* com corregdo de
Yates, e o teste exato de Fisher, quando necessario (KIRKWOOD, 1988).

O nivel de significancia adotado foi de o = 0,05. Os dados da pesquisa foram
armazenados em um banco de dados programado para esse fim, utilizando-se o programa
Microsoft Excel®, versdo 2002, para Windows® XP (Anexo 3). O pacote estatistico
empregado foi o Statistical Package for Social Sciences (SPSS ), versdo 11.0 e o EPI-

INFO, versao 6 (SPSS FOR WINDOWS, 2001; DEAN et al., 1996).

5.7 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo de
Pesquisa e P6s-Graduagdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, através do processo de
numero 02-311.

O consentimento foi obtido dos pais ou responsavel, por meio da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, para utilizagdo anonima dos dados (Anexo
1).

A indicagdo da necessidade de realizagdo do procedimento cirurgico foi
exclusivamente médica e antecedeu a admissdo do paciente no estudo, sendo, inclusive,
condicdo para inclusdo na amostra. A aspiragdo da efusdo da orelha média é parte

compulsdria da cirurgia, e é desprezada quando ndo enviada para exames complementares.
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6 RESULTADOS

6.1 Resultados Gerais e Caracterizacao dos Pacientes

Num periodo de dezessete meses, analisaram-se 128 efusdes de orelha média
obtidas de 75 pacientes pediatricos submetidos & miringotomia e a colocagdo de tubo de
ventilagdo. A idade das criangas variou de 11 meses a 9 anos ¢ 4 meses, com uma média
(+ desvio padrdo) de 34,7+18,5 meses. No que se refere a distribui¢ao por género, 45 (60%)
delas eram meninos e 30 (40%) meninas. Todos os pacientes eram da raca branca.

Um total de 53 (70,7%) dos 75 pacientes forneceram secrecdo de ambas as
orelhas e em 29 (54,7%) desses 53 encontraram-se bactérias diferentes em cada orelha,

quando da analise pela PCR.
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Cingiienta e dois (69,3%) pacientes apresentavam OMR e 23 (30,7%) foram
incluidos por apresentarem OMEC. Os pacientes com OMR tinham uma média de 5,3+1,4
episodios de otite por semestre e aqueles com OMEC apresentavam um tempo médio de
efusdo na orelha média de 4,8+1,1meses. A distribui¢do por tipo de efusdo esta apresentada

na Figura 3.

Mucéide Serosa [ Mucopurulenta

Figura 3 — Tipos de efusdes que forneceram amostras para o estudo.
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A Figura 4 mostra a distribuicao dos pacientes de acordo com o tipo de cirurgia

realizado.

1%

44%

55%

B Miringotomia com tubo de ventilagio
B Miringotomia com tubo de ventilagido e adenoidectomia
E Miringotomia com tubo de ventilag@o e adenotonsilectomia

Figura 4 — Tipos de cirurgia realizados para a obtencao das 128 efusoes.

A histéria familiar de otite média estava presente em 34 (45,3%) dos pacientes
incluidos no estudo, e 15 criangas (20%) tinham um ou ambos os pais fumantes. Um total
de 41 (54,7%) pacientes foram amamentados ao seio por > 6 meses, 32 (42,7%) por < 6
meses e dois (2,6%) nao foram amamentados. A freqiiéncia a creche foi registrada em 67

(89,3%) das 75 criangas com otite média (Figura 5).
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Frequentavam creche Nao freqlientavam creche

Figura 5 — Freqiiéncia a creche dos pacientes incluidos no estudo.

O primeiro episoddio de otite média aguda dos pacientes incluidos na pesquisa
ocorreu em média com 12,9+9,2 meses. Todas as criancas com OMEC apresentaram uma
curva B de Jerger na imitanciometria. Destas, 22 demonstraram um gap médio de 30+7,2
dB na audiometria tonal e uma foi submetida ao exame de potencial evocado auditivo de

tronco cerebral, apresentando limiares auditivos em 90 dB.

6.2 Exame Cultural

Identificaram-se bactérias em 32 (25,1%) das 128 EOM, e os patogenos
principais (S. pneumoniae, H. influenzae ¢ M. catarrhalis) foram isolados em 25 (19,6%).
O A. otitidis nao foi detectado por meio da cultura. Outras bactérias, usualmente

consideradas de pouca importancia clinica ou ndo-patogénicas na orelha média, foram
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encontradas em sete (5,5%) efusdes. A tabela 1 apresenta os dados de freqiiéncia

individuais das bactérias citadas.

Tabela 1 — Exame cultural de amostras das 128 efusdes de orelha média

Resultado/espécie f %
H. influenzae 12 9.4
S. pneumoniae 8 6,3
M. catarrhalis 4 3.1
H. influenzae + M. catarrhalis 1 0,8
Outras * 7 5,5
Negativo 96 75,0
TOTAL 128 100,0

f : freqiiéncia

* Staphylococcus epidermidis (1), Streptococcus oralis (2), Brevibacterium sp (2) e

Corynebacterium auris (2).
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6.3 Exame PCR

Encontraram-se DNA de uma ou mais das quatro bactérias estudadas em 110
(85,9%) das 128 amostras de efusdes. A Figura 6 ilustra a freqiiéncia com que os

microrganismos foram identificados, isolados ou em associagao.

14,1%

59,4%

Isoladas Associadas I PCRnegativo

Figura 6 — Freqiiéncia de identificagdo das bactérias, de forma isolada ou em associagdo, na
analise por PCR de 128 amostras de efusdes.

Em 76 amostras de EOM, houve identificagdo de um tnico germe por efusdo.
Os resultados individuais estdo apresentados na Tabela 2.

Em 34 efusdes positivas, encontraram-se misturas de DNA bacteriano. O A4.
otitidis foi identificado em associagdo com outras bactérias em 30 (88%) dessas efusdes. Ja
o H. influenzae foi identificado em 26 (77%) das 34 EOM junto com outras bactérias. A

Tabela 2 mostra os resultados dessas associagoes.
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Tabela 2 — PCR em amostras de 128 efusoes de orelha média

Resultado/espécie I %
A. otitidis 37 28,9
H. influenzae 24 18,8
S. pneumoniae 8 6,3
M. catarrhalis 7 55
A. otitidis + H. influenzae 20 15,7
A. ofitidis + S. pneumoniae 6 4,7
A. otitidis + M. catarrhalis 2 1,6
A. otitidis + H. influenzae + M. catarrhalis 2 1,6
H. influenzae + S. pneumoniae 2 1,6
H. influenzae + M. catarrhalis 2 1,6
Negativo 18 14,1
TOTAL 128 100

f: freqliéncia
PCR: Reagdo em cadeia da polimerase

Juntando-se os dados de identificagdo isolada com os de associacao de

bactérias, o A. otitidis foi encontrado em 67 (52,3%), o H. influenzae em 50 (39,1%), o S.
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pneumoniae em 16 (12,5%) e a M. catarrhalis em 13 (10,2%) das 128 EOM. A Figura 7

ilustra esta prevaléncia.

8 128 1
“%112-
S 96 |

80 -

64
48
32
16

10,2% ’

A. otitidis H.influenzae  S.pneumoniae M. catarrhalis

Os percentuais individuais somam mais de 100% em virtude da ocorréncia de
associac¢des bacterianas em uma mesma amostra de efuséo.

Figura 7 — Prevaléncia das quatro bactérias estudadas nas 128 amostras de efusdes de
orelha média, quando analisadas pela reagdo em cadeia da polimerase.
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6.4 Comparaciao Entre os Dados do Exame Cultural e da PCR

A tabela 3 apresenta o cruzamento dos resultados obtidos pelo exame cultural e

pela PCR, salientando o impacto da contribuicdo da PCR sobre o aumento da positividade

do exame cultural (A%).

Tabela 3 — Comparacao dos resultados do exame cultural e da PCR, por germe estudado

Cultura (%)

Bactéria PCR () ) n A%

(+) - 67(52,3) 67 -
A. otitidis

Q) - 61(47,7) 61

(+) 13(100,0) 37(32,2) 50 285
H. influenzae

) - 78(67.8) 78

(+) 8(100,0) 8(6,7) 16 100
S. pneumoniae

) - 112(93,3) 112

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

) - 115(93,5) 115

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

) - 18(17,5) 18

Os dados sdo apresentados como valores absolutos, com percentuais calculados em relagdo ao exame cultural.
n: numero de efusdes.

A%: aumento percentual na positividade do exame cultural, proporcionado pelo acréscimo informativo da PCR;
PCR: Reagdo em cadeia da polimerase.
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6.4.1 Andlise para o Alloiococcus otitidis

Das 128 amostras de EOM que foram negativas na cultura, 67 (52,3%)
encontraram DNA dessa bactéria pela PCR, isoladamente ou em associagdo com DNA de

um ou mais dos outros germes estudados (Tabela 3).

6.4.2 Analise para o Haemophilus influenzae

Todas as efusdes em que a cultura foi positiva produziram um resultado
também positivo pela PCR. Um total de 13 (10,1%) das 128 amostras estudadas foi
simultaneamente positivo para esta bactéria através da cultura e da PCR. Das 115 amostras
de EOM que foram negativas na cultura, 37 (32,2%) foram positivas para esta bactéria pela
PCR. Dessa maneira, somando-se as informagdes da cultura ¢ do PCR, encontrou-se H.
influenzae num total de 50 (39,1%) efusdes, o que proporcionou um aumento de 285% na

positividade inicialmente indicada pelo exame cultural (Tabela 3).

6.4.3 Andalise para o Streptococcus pneumoniae

Identificou-se a bactéria pela PCR em todas as efusdes em que se isolou o

germe pelo exame cultural. Oito (6,3 %) das 128 efusdes analisadas apresentaram cultura e

PCR simultaneamente positivos para o germe. De 120 EOM negativas na cultura, 8 (6,7%)
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deram origem a um resultado positivo pela PCR. Assim sendo, ao adicionarmos os dados
de PCR aos do exame cultural, temos que o S. pneumoniae foi identificado num total de 16

(12,5%) das 128 efusoes estudadas (Tabela 3).

6.4.4 Analise para a Moraxella catarrhalis:

Todas as efusdes em que a cultura foi positiva também produziram resultado
positivo pela PCR. Cinco (3,9%) das 128 efusdes foram simultaneamente positivas pela
cultura e pela PCR. Das 123 efusdes negativas na cultura, 8 (6,5 %) resultaram positivas
pela PCR. Portanto, o total de efusdes positivas para a M. catarrhalis, juntando-se os dados

de cultura e PCR, foi 13 (10,2%). Estes dados estdo apresentados na Tabela 3.

6.4.5 Analise Conjunta

Um total de 25 (19,6%) das 128 efusdes apresentou um exame cultural positivo
para uma ou mais das bactérias estudadas. Em comparagdo, 110 (85,9%) das 128 amostras
de EOM foram positivas para um ou mais dos patdégenos avaliados pela PCR. Nenhuma das
efusdes com PCR negativo foi detectada como positiva pelo exame cultural. Do total de
103 amostras de efusdes com culturas negativas para as bactérias estudadas, 85 (82,5%)

foram positivas pela PCR (Tabelas 3 ¢ 4).
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A PCR demonstrou um desempenho superior ao exame cultural na deteccao de
bactérias nas amostras estudadas. A diferenga entre a propor¢do de efusdes positivas na
cultura ¢ na PCR foi estatisticamente significativa para todas as bactérias estudadas,
individual e coletivamente (Teste McNemar, P<0,01). A Tabela 4 apresenta os dados

comparativos.

Tabela 4 — Comparacdo de cultura e PCR em 128 amostras de efusdes

Total (%) de Total (%) de

efusoes efusoes P*
cultura (+) PCR (+)
A. otitidis 0(0) 67 (52,3) -
H influenzae 13 (10,2) 50 (39.,1) <0,01
S. pneumoniae 8 (6,3) 16 (12,5) <0,01
M. catarrhalis 5@3,9) 13 (10,2) <0,01
Uma ou mais das 25 (19,6) 110 (85,9) <0,01

espécies-alvo

Os dados sdo apresentados como nimeros absolutos e percentuais.
* teste de McNemar.
PCR: Reagdo em cadeia da polimerase

O aumento observado na propor¢ao de efusdes com testes positivos no exame
cultural, provocado pela PCR, foi: 4. otitidis - indeterminado, pois este ndo foi isolado em
cultura; H. influenzae - 285%; S. pneumoniae - 100%; M. catarrhalis - 160%. O acréscimo

dos dados obtidos pela PCR representa um aumento de 340% do numero total de efusdes
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identificadas como positivas para um dos germes estudados, ou um aumento de 192%

quando se excluem os testes de PCR positivos para o A. otitidis (Tabela 3).

6.5 Freqiiéncia das Bactérias Encontradas em OMR e OMEC

Das 128 efusdes incluidas na pesquisa, 87 (68,0%) foram obtidas de pacientes
com OMR, ¢ 41 (32,0%) de criangas com OMEC.

Na PCR, 78 (89,7%) das 87 efusdes de pacientes com OMR e 32 (78,0%) das
41 efusdes de pacientes com OMEC foram positivas para uma ou mais das quatro bactérias
estudadas. Nao houve diferenca estatistica entre esses indices de positividade (P=0,136). A
analise dos dados mostra que o 4. otitidis ¢ o H. influenzae apresentaram distribui¢des
semelhantes nos dois grupos. O mesmo ndo pode ser dito para o S. pneumoniae ¢ a M.
catarrhalis, uma vez que o S. pneumoniae foi 7,2 vezes mais freqliente na OMR do que na
OMEC, atingindo significancia estatistica, e a M. catarrhalis também foi mais freqliente na
OMR, sem, no entanto, alcangar significancia estatistica. Os dados obtidos com a PCR
estdo apresentados na Tabela 5.

Os dados obtidos com o exame cultural mostraram distribui¢do diferente entre
os grupos de OMR e OMEC somente para o S. pneumoniae, situagdo em que se obteve uma

significancia limitrofe (P=0,054). Os resultados da cultura aparecem na Tabela 6.
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Tabela 5 — Freqiiéncia das bactérias em 128 efusdes de OMR e OMEC na analise por PCR

Indicacio Cirurgica

PCR () OMR " OMEC ot p

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

Os dados sdo apresentados como numeros absolutos ¢ percentuais.
OMR: otite média recorrente; OMEC: otite média com efusdo cronica
PCR: Reagdo em cadeia de polimerase

n: nimero de efusdes

* «* com corre¢io de Yates

Tabela 6 — Freqiiéncia das bactérias em 128 efusdes de OMR e OMEC na analise pelo exame

cultural
Indicacio Cirtrgica
Cultura (+) ’(1)2/1;27 31\;[553 Total .
A. otitidis 0 0 0 -
H. influenzae 9 (10,3%) 4 (9,7%) 13 0,999
S. pneumoniae 8(9,2%) 0 8 0,054
M. catarrhalis 4 (4,6%) 1(2,4%) 5 0,999

Os dados sdo apresentados como numeros absolutos e percentuais.
OMR: otite média recorrente; OMEC: otite média com efusdo cronica
n : namero de efusdes

* teste exato de Fisher
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6.6 Comparacio dos Resultados Obtidos pela PCR em Efusoes de Criancas Menores e

Maiores de Dois Anos

A comparacao dos resultados obtidos pela PCR em efusdes de criangas de dois

grupos etarios diferentes, menores ¢ maiores de dois anos de idade, mostrou freqiiéncia

semelhante de todas as bactérias nos dois grupos, excetuando-se o H. influenzae, que foi

encontrado em 52,4% das efusdes de criancas menores de dois anos, ¢ em 32,6% das

efusdes de criancas maiores. Isso produziu uma diferenca estatisticamente significativa

(P=0,049). A comparagdo dos resultados completos encontra-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Comparacdo dos resultados da PCR em 128 efusoes de criancas menores ¢ maiores de

dois anos
PCR (4) Idade
<2 anos >2 anos Total P
n=42 n=386

A. otitidis 21 (50,0) 46 (53,5) 67 0,855 *
H. influenzae 22 (52,4) 28 (32,6) 50 0,049 *
S. pneumoniae 8 (19,0) 8(9,3) 16 0,200 *
M. catarrhalis 3 (7,1) 10 (11,6) 13 0,544 **

Os dados sdo apresentados como numeros absolutos e percentuais.
PCR: Reagdo em cadeia da polimerase

2 ~
* v° com correcdo de Yates
** teste exato de Fisher
n : numero de efusoes

Obs: a soma das efusdes positivas para cada germe ¢ maior que o numero total de efusdes (n),
e a soma de seus percentuais ¢ maior que 100 em virtude da ocorréncia de associagdes
bacterianas numa mesma efusdo.
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6.7 Perfil de Resisténcia das Bactérias Isoladas pelo Exame Cultural

Os germes isolados no exame cultural em 25 (19,6%) das 128 EOM foram
submetidos a testes para determinar seu perfil de resisténcia a penicilina. O S. pneumoniae
foi classificado como sensivel, com resisténcia intermediaria ou resistente a penicilina, de
acordo com a CIM determinada pelo E-teste, ¢ o H. influenzae ¢ a M. catarrhalis como
capazes ou nao de produzir f-lactamase. O A. otitidis ndo foi encontrado em cultura, e os
outros microrganismos identificados (Streptococcus oralis, Staphylococcus epidermidis,
Brevibacterium sp e Corinebacterium auris) nao foram testados.

Os resultados estdao apresentados na Tabela 8. Se consideramos a capacidade de
produzir B-lactamase como sinonimo de resisténcia a penicilina e a outros agentes [-
lactdmicos, vemos na Figura 8 que o S. pneumoniae foi considerado com resisténcia
intermediaria em trés (37,5%) culturas e plenamente resistente em duas (25,0%) das oito
vezes em que foi identificado. Ja o H. influenzae, isolado em 13 oportunidades, mostrou-se
resistente a penicilina em trés (23,0%) delas e a M. catarrhalis mostrou-se resistente em
100% das vezes em que foi isolada (5/5).

Quanto a distribuicao por grupos, 10 (11,5%) das 87 EOM de OMR e duas
(4,9%) das 41 EOM de OMEC apresentaram bactérias resistentes a penicilina. Na andlise
por grupo etario, sete (16,7%) das 42 EOM de criancas menores de dois anos, e cinco
(5,8%) das 86 EOM de criangas maiores também possuiam isolados bacterianos resistentes.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os dados mencionados.
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Tabela 8 — Perfil de resisténcia a penicilina (*) em 26 isolados bacterianos de amostras de efusdo

de otite média com efusdo

Sensivel Intermediaria Resistente
Cultura (+) f (%) /(%) J (%)
S. pneumoniae (n=8) 3 (37.5) 3(37,5) 2 (25)
H. influenzae (n=13) 10 (77) - 3(23)
M. catarrhalis (n=5) 0 (0) - 5 (100)

Os dados sdo apresentados como nimeros absolutos e percentuais.
(*) Avaliagdo do S. pneumoniae pelo E-teste.
Produgédo de B-lactamase pelo H. influenzae ¢ M. catarrhalis: (-) = sensivel
f: freqiiéncia
n: nimero de isolados bacterianos

(+) = resistente

100%
0% +—— 2 3 —_—
80% +—— —
70% +—— —
60% +——— 3 —_—
50% +——— 5 —
40% 4+—— 10 —
30% +—— —
20% +—— 3 —_—
10% +—— —
0% T T
Sp Hi Mc
Sensivel Intermediaria Resistente

Figura 8 — Representacdo grafica do perfil de resisténcia a penicilina das bactérias estudadas.

Sp: S. pneumoniae Hi: H. influenzae Mc: M. catarrhalis
Os numeros dentro das barras representam isolados bacterianos.




7 DISCUSSAO




Discussdo 97

7 DISCUSSAO

Este estudo foi realizado visando a aperfeigoar e aumentar nosso conhecimento
sobre a bacteriologia da otite média com efusdo.

No passado, a OME era tida como um processo estritamente inflamatorio, e a
efusdo nela existente era considerada estéril. Contudo, em 1958, SENTURIA et al.
encontraram bactérias em amostras de efusdo de OME e provocaram uma mudanga nos
conceitos até entdo vigentes. Desde entdo, estudos foram desenvolvidos em varias regides
do mundo, com o objetivo de identificar e caracterizar a bacteriologia da OME,
aperfeicoando o entendimento acerca do seu papel na patogénese da doenga.

Apenas 20 — 40% das EOM obtidas de criancas com OME fornecem resultado
positivo para alguma bactéria, quando da realizacdo de exames culturais (GIEBINK et al.,
1982; KRENKE et al.,, 1988; GIEBINK, 1989b; BLUESTONE et al., 1992). Mais
recentemente, varios estudos que empregaram a PCR revelaram a presenca de DNA
bacteriano numa quantidade significativa de efusdes negativas através da cultura,

reforcando a hipotese da etiologia bacteriana da OME (HOTOMI et al., 1993; POST et al.,
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1995; UEYAMA et al., 1995; JERO et al., 1996; HENDOLIN et al., 1997; MATAR et al.,
1998; RAYNER et al., 1998; LIEDERMAN et al., 1998; HENDOLIN et al., 2000; GOK et
al., 2001; LESKINEN et al., 2002).

O objetivo geral do presente estudo foi determinar a prevaléncia de trés
bactérias comuns do trato respiratorio superior, acrescidas do A. otitidis, na efusdo da
orelha média de criangas que apresentavam OME, por meio do exame cultural e da PCR. A
inclusdo do A. otitidis deveu-se ao fato de que sua localizacao intracelular, sua identificacio
em cultura pura e sua presenga associada com um numero significativo de células
inflamatorias nas EOM sugerem fortemente um papel patogénico para o mesmo.

Duas caracteristicas dos estudos pertinentes ao tema impdem, a nosso ver,
algum obstaculo para a correta valorizacdo de suas informagdes e para a comparagdo com
os dados gerados pela presente pesquisa. Estas sdo (a) a ndo-uniformidade da definicao de
OME e do tempo de existéncia da EOM; e (b) a inexisténcia de critérios relacionados ao
uso de antibioticos por parte dos pacientes que forneciam as efusdes. Entendemos que a
dificuldade na interpretagao dos dados bacteriologicos das efusdes da orelha média resulta,
em muitas ocasides, da quase impossibilidade de determinar em qual estagio do continuum
da otite média se encontravam os pacientes dos quais foram obtidas as referidas secrecdes.
Sabe-se que os trabalhos que investigam as caracteristicas das efusdes prolongadas da
orelha média fazem-no com material aspirado por ocasido da miringotomia e posterior
implantacdo de tubo de ventilagdo. Os critérios para a realizagdo deste procedimento
cirirgico com aspiracao das efusdes sao relativamente uniformes, mas poucas publicagdes
informam com clareza sobre o tempo em que a efusdo esteve presente e sobre a eventual

utilizacao concomitante de antibioticos.
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A AHCPR (Agency for Health Care Policy and Research) norte-americana
definiu a permanéncia minima de seis semanas da efusdo na orelha média, sem
sintomatologia aguda, como condi¢do para que a patologia fosse denominada OME e este
foi o parametro por nos utilizado (STOOL et al., 1994). De outro lado, as criangas incluidas
em nosso estudo ndo poderiam estar sob tratamento antibacteriano desde uma semana antes
da coleta do material, e tiveram a indicagdo de miringotomia com colocagdo de tubo de
ventilacdo por apresentarem OME. A permanéncia da secre¢do na orelha média deveria ser
documentada por um minimo de seis semanas para aquelas que tinham o diagnoéstico de
OMR e por um minimo de trés meses para as que desenvolveram OMEC. Alguns estudos
empregaram exatamente os mesmos parametros por nés adotados (RIDING et al., 1978;
QVARNBERG et al., 1990; HADDAD JR. et al., 2000; SIH, 2002), outros envolveram
pacientes com menos tempo de persisténcia da EOM e alguns somente individuos com
OMEC. O uso concomitante de antibidticos foi tolerado por alguns autores, prazos
diferentes desde o ultimo tratamento foram relatados e, em outras ocasides, a informagao
nao se fez presente.

Também ¢ digno de nota que o acompanhamento prolongado de uma crianga,
por um mesmo médico ou investigador, com o objetivo de caracterizar da melhor maneira
possivel o tipo de OM e acompanhar o tempo de permanéncia da efusdo, ¢ tarefa dificil em
ambulatérios de instituigdes de saude. Neste aspecto, a pesquisa por nds realizada teve a
vantagem de incluir somente pacientes da clinica de otorrinolaringologia pediatrica do
investigador, sendo este o unico responsavel pelas avaliagdes iniciais e pelo seguimento

que incluia otoscopia pneumatica sob visdao endoscopica em cada consulta.
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7.1 Caracteristicas Gerais dos Pacientes

A andlise das caracteristicas mais importantes da amostra estudada e seu
cotejamento com dados ja publicados, mesmo nao sendo objetivo primordial da pesquisa,
pode facilitar e valorizar a comparacdo dos achados principais com aqueles obtidos em
outros estudos.

A idade média das criangas que forneceram amostras de efusdo da orelha média
(34,7 £18,5 meses) condiz com dados de SIH (2002), que relatou uma idade média de 34,5
meses, ¢ ndo difere muito das idades médias de 29,0 meses referidas por LESKINEN et al.
(2002). Ja SUTTON et al. (2000) e BROOK et al. (2001) obtiveram médias de 40,7 e 42
meses, respectivamente, para a realizacdo de miringotomia e colocacdo de tubo de
ventilagdo, numeros que se colocam dentro da faixa coberta pelo amplo desvio-padrao
encontrado.

Os pacientes incluidos nesta pesquisa eram todos da raga branca.
CASSELBRANT et al. (1995) mostraram que criangas afro-americanas e brancas,
acompanhadas mensalmente até dois anos de idade, apresentavam taxas semelhantes de
OMA e de OME. PARADISE et al. (1997) e HOFFMAN et al. (1999) referiram as mesmas
conclusdes ao analisarem especificamente criangas com OME. Somente esquimés da
Groenlandia e do Canada e aborigenes australianos demonstram uma incidéncia de OMA e
OME documentadamente maior do que a registrada em outras populagdes (BOSWELL e
NIENHUYS, 1995; HOMOE et al., 1996; KRAMER ¢ McCULLOUGH, 1998). Entende-

se, portanto, que a inexisténcia de representantes de outras racas prevalentes em nosso pais,
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no grupo de criangas que forneceu amostras de EOM, nao limita a interpretacdo dos dados
de maneira significativa.

Sessenta por cento dos pacientes desta pesquisa eram meninos. PUKANDER et
al. (1982) e TEELE et al. (1989) mostraram que criangas do sexo masculino apresentavam
risco maior de desenvolverem otite média, e ndo encontramos estudo que mostrasse
incidéncia maior de doen¢a da orclha média em meninas. Trabalhos recentes confirmaram
que o género masculino é fator de risco significativo para OMR, OME, OMEC e para
tratamento com tubo de ventilagdo (ALHO et al., 1995 e 1996; PARADISE et al., 1997;
JERO e KARMA, 1997; SASSEN et al., 1997, APOSTOLOPOULOS et al., 1998; MAC
TURK et al., 1999; ENGEL et al., 1999). A diferenca na propor¢do de meninos € meninas
em nossa pesquisa ndo € estatisticamente significativa, mas o nimero maior de meninos
estd de acordo com a literatura citada.

A idade média em que ocorreu o primeiro episodio de OMA nos pacientes do
presente estudo foi de 12,9+9,2 meses. Segundo PUKANDER et al. (1984), SIPILA et al.
(1987), TEELE et al. (1989) e CASSELBRANT (1995), a maior incidéncia de OMA ocorre
entre 6-12 meses de idade. TEELE et al. (1989) também afirmam que a ocorréncia deste
primeiro episddio antes de seis meses ¢ um fator preditivo de recorréncia da OMA. Outros
estudos (ALHO et al., 1996; JERO e KARMA, 1997b; SASSEN et al., 1997; PARADISE
et al., 1997; APOSTOLOPOULOS et al., 1998; MAC TURK et al., 1999; ENGEL et al.,
1999) confirmaram que a pouca idade e a idade em que ocorre o primeiro episddio sao
fatores de risco significativos para OMR, OMEC e para tratamento com tubo de ventilagao.
Isso quer dizer que, quanto mais baixa a idade em que acontece o primeiro episdédio de

OMA, e quanto mais baixa a idade em que outros episoddios sdo diagnosticados, maior o
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risco de evolucao para otite média recorrente, otite média com efusao e maior a necessidade
de interven¢do cirurgica. A idade média das criangas com indicagdo de colocagdo de tubo
de ventilagdo arroladas nesta pesquisa (34,7+18,5 meses) corrobora a ocorréncia de
episodios anteriores de otite média com pouca idade, e a idade média do primeiro episddio
de OMA esta de acordo com as observagoes encontradas na literatura.

A historia familiar de otite média esteve presente em quase metade (45,3%) dos
pacientes incluidos em nossa pesquisa. KVAERNER et al. (1997b) demonstraram que a
hereditariedade foi significativa para 74% das meninas e 45% dos meninos que
desenvolviam otite média. CASSELBRANT et al. (1999), num estudo prospectivo,
confirmaram uma histdria familiar positiva nos sujeitos do estudo, sem distingao de género.
Dessa forma, a freqliéncia com que uma historia familiar positiva para otite média foi
encontrada no grupo de criangas de quem coletamos as efusdes ndo ¢ significativamente
diferente daquela referida na literatura.

Quanto ao fumo, 15 (20%) dos pequenos pacientes tinham um ou ambos os pais
fumantes. Estudos sobre a relagdo da exposi¢do ao fumo com otite média dividem-se entre
os que apontam uma relagdo dose-resposta (COLLET et al., 1995; EY et al., 1995;
PARADISE et al., 1997; APOSTOLOPOULOS et al., 1998) ¢ os que nao confirmam esta
relagdo (ALHO et al., 1995; STENSTROM e INGVARSSON, 1997b; SASSEN et al.,
1997; KVAERNER et al., 1997a; ROVERS et al., 1998; MAC TURK et al., 1999; YANG
et al., 1999). Infelizmente, estes estudos apresentam delineamentos diferentes e podem nao
ter poder estatistico para demonstrar relagdes significantes. De qualquer maneira, os dados

obtidos por ndés nao permitem conclusdes relevantes a este respeito.
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A historia de amamentagdo ao seio materno estava presente na quase totalidade
das criangas incluidas no estudo (72/75 pacientes). Quarenta ¢ uma delas (54,7%) foram
amamentadas ao seio por mais de seis meses. Inimeros estudos sugerem um efeito benéfico
do aleitamento materno sobre a diminui¢do da incidéncia de otite média nos primeiros
meses de vida (DUNCAN et al., 1993; ANIANSSON et al., 1994; UHARI et al., 1996;
DUFFY et al., 1997; FADEN et al., 1997; KLEIN et al., 1998). Por outro lado, ALHO et al.
(1995), STENSTROM e INGVARSSON (1997a), SASSEN et al. (1997), KVAERNER et
al. (1997a), ROVERS et al. (1998), MAC TURK et al. (1999) ¢ YANG et al. (1999) nao
concordam com tal afirmacdo. A presente pesquisa ndo foi desenhada para avaliar o papel
da amamenta¢do ao seio sobre a incidéncia de infecgdes da orelha média e, dessa maneira,
os dados obtidos apenas sugerem uma postura favoravel a amamentacdo por parte da
populacdo estudada.

Sessenta e sete (89,3%) das 75 criangas de quem coletamos efusdo de orelha
média freqiientavam creches. A maioria dos estudos que avaliou a relagdo entre freqiiéncia
a creche e otite média relatou que a exposi¢do a outras criangas aumentou o risco de OMA,
OMR e OME (KVAERNER et al., 1996a; ALHO et al., 1996; PARADISE et al., 1997;
ENGEL et al., 1999; NAFSTAD et al., 1999; DALY et al., 1999a). Criangas que eram
cuidadas em creches tinham um risco significativamente maior de colocacdo de tubo de
ventilagdo quando comparadas com um grupo controle (POSTMA et al., 1997). A
freqliéncia a creche das criancas arroladas em nossa pesquisa estd de acordo com a
literatura que, aponta esta freqiiéncia como um fator de risco, tanto para IVAS quanto para
OM. Contudo, ndo se pode deixar de notar que o delineamento por nés utilizado ndo ¢

adequado para estudar tal relagdo, ja que ndo avaliamos a freqiiéncia a creches ou maternais




Discussdo 104

de pacientes sem otite média. Assim como ocorreu com a amamentagdo ao seio, o elevado
comparecimento a creche observado entre os pacientes deste estudo, pode apenas refletir

uma caracteristica comportamental da sociedade de onde provém.

7.2 Prevaléncia das Bactérias nas Efusoes

7.2.1 Exame Cultural

Os resultados obtidos pelo exame cultural quanto ao tipo e a freqiiéncia das
bactérias presentes nas efusdes provenientes de pacientes com OME sido semelhantes
aqueles relatados na literatura internacional. O percentual geral de crescimento bacteriano
(25,1%) e de identificagdo das principais bactérias apontadas como patogénicas (19,6%) no
exame cultural estdo de acordo com essa literatura, que refere isolamento bacteriano em 20
a 40% das efusdes existentes neste tipo de otite, quando submetidas as técnicas
microbioldgicas convencionais. A maior prevaléncia do H. influenzae, seguido do S.
pneumoniae ¢ da M. catarrhalis repete, em nossa amostra, informacdes de outros estudos,
que também mostram uma inversdo de ordem entre o pneumococo ¢ o hemofilo, quando
esses dados sdo comparados com aqueles obtidos de pacientes com OMA (BLUESTONE et
al., 1992). Os percentuais individuais para H. influenzae (10,2%), S. pneumoniae (6,3%) e

M. catarrhalis (3,9%) sao muito semelhantes aos detectados recentemente por SUTTON et
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al. (2000) ao analisarem amostras de OMR ¢ OMEC, que foram 12,1%, 9,6% ¢ 5,6%,
respectivamente.

Ja a comparacdo dos dados desta pesquisa com outros, obtidos em estudos
feitos em nosso pais mostra discrepancias. SAFFER et al. (1996) ndo encontraram bactérias
nas 94 efusdes de OME (25% delas com duragdo entre seis semanas e trés meses, € 0O
restante enquadrando-se na definicdo mais atual de OMEC), exceto por um unico
isolamento de Staphylococcus epidermidis. FILIZZOLA et al. (1998) analisaram 51 efusdes
de OMEC, obtendo um percentual de positividade bacteriana (23,5%) muito semelhante ao
encontrado na presente pesquisa. Por outro lado, a analise individual mostra que o S. aureus
predominou, seguido do S. pneumoniae, S. epidermidis, P. aeruginosa ¢ H. influenzae, nao
tendo sido isolada M. catarrhalis. Por ultimo, REZENDE et al. (1999), estudando efusdes
de 30 criangas com OMEC, encontraram bactérias em 33,4% dos casos, ai predominando o
S. pneumoniae, seguido do H. influenzae, S. aureus, M. catarrhalis e S. epidermidis. E
muito provavel que diferencas em critérios de inclusdo, metodologia microbioldgica,
variagOes geograficas e variabilidade influenciada por tamanho reduzido de amostra sejam
responsaveis pelas disparidades observadas ao se compararem os dados desses trabalhos
entre si e em relacdo ao presente estudo.

Nao se conseguiu isolar o A. otitidis por meio da cultura, confirmando suas
caracteristicas de crescimento lento e dificil e em consonancia com estudos realizados na
Europa e Japao, nos quais foi também impossivel identificar este germe por exame cultural.
E importante citar que o BHI, meio de cultura tido como o mais adequado para a detecgio
do A. otitidis, ndo foi utilizado no presente estudo em virtude de dificuldades técnicas, o

que pode significar uma limitagdo. De outro lado, os meios de cultura empregados foram os
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mesmos que propiciaram o crescimento “acidental” que permitiu a FADEN e DRYJA

(1989) identificarem pioneiramente este microrganismo.

7.2.2 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR aumentou significativamente a freqiiéncia de identificagdo bacteriana
nas EOM dos diversos tipos de otite média. Técnicas com diferentes métodos de extracao
do DNA e métodos de PCR simultaneo (multiplex PCR) ou individuais apresentaram
resultados muito semelhantes.

Encontrou-se DNA de uma ou mais das quatro bactérias estudadas em 85,9%
das amostras de EOM, estando de acordo com a literatura, na qual esse percentual variou
entre 50 ¢ 94,5% (HOTOMI et al.,, 1993; POST et al., 1995; JERO et al., 1996;
HENDOLIN et al., 1997; MATAR et al., 1998; HENDOLIN et al., 1999; BESWICK et al.,
1999; HENDOLIN et al., 2000; GOK et al., 2001; LESKINEN et al., 2002). A frequéncia
com que cada bactéria foi identificada apontou uma prevaléncia maior do A. ofitidis
(52,3%), seguido do H. influenzae (39,1%), S. pneumoniae (12,5%) e M. catarrhalis
(10,2%). Ao se compararem esses dados com aqueles apresentados pelos autores ja citados,
verifica-se que eles se enquadram nos intervalos descritos para o H. influenzae (12,5 —
70,2%) e para o S. pneumoniae (6,4 — 35,0%). Por outro lado, os percentuais, obtidos no
presente estudo, sdo pouco mais elevados do que aqueles referidos para o A. otitidis (20 —
50%) e pouco mais baixos do que os apontados para a M. catarrhalis (16,0 — 63%), sem, no

entanto, caracterizar uma diferenca significativa. Entendemos que as pequenas diferengas
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observadas podem ser explicadas facilmente pela variabilidade das amostras. Deste modo,
nao ha indicadores de que os achados da presente pesquisa sejam efetivamente diferentes
dos dados da literatura. Esta também foi a opinido de HENDOLIN et al. (1999) e
LESKINEN et al. (2002) quando compararam suas pesquisas com trabalhos até entdo
publicados. Por ultimo, como ndo se encontrou no Brasil investigagdo que analisasse as
EOM de OME por meio da técnica da PCR, julga-se pertinente a realizacdo de mais
estudos, especialmente por tratar-se de um pais de dimensdes continentais e diferentes

grupos populacionais.

7.3 Comparacao Entre os Dados do Exame Cultural e da PCR

O exame cultural identificou uma ou mais das quatro bactérias estudadas em
19,6% das efusodes, enquanto a PCR detectou DNA dessas mesmas bactérias em 85,9% das
amostras. Todas as amostras com resultado positivo no exame cultural também foram
positivas para a mesma bactéria por meio da PCR, e a diferenga entre as proporgdes de
efusdes positivas na cultura e na PCR foi estatisticamente significativa para as bactérias
incluidas na pesquisa, individual e coletivamente (P<0,01). Resultados semelhantes e com
igual significancia estatistica foram relatados por HOTOMI et al. (1993), POST et al.
(1995), HENDOLIN et al. (1997), MATAR et al. (1998), BESWICK et al. (1999), GOK et
al. (2001) e LESKINEN et al. (2002).

O acréscimo dos dados obtidos pela PCR representou, em relagdo ao mesmo

exame cultural, um aumento de 340% no numero total de efusdes identificadas como
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positivas para um dos germes estudados, resultado semelhante ao aumento de 268%
descrito por POST et al. (1995), e de 260% relatado por HENDOLIN et al. (1997).

A PCR representa a técnica de identificacdo de acido nucléico mais conhecida e
bem sucedida até o momento, sendo capaz de detectar agentes infecciosos com rapidez,
sensibilidade e especificidade maiores do que os métodos microbioldgicos convencionais
(NISSEN e SLOOTS, 2002). A medida que a etiologia infecciosa da OME foi tornando-se
mais aceita e reconhecida, a hipotese de que alguns dos episddios dessa patologia pudessem
ser causados por microrganismos ndo-cultivaveis foi aventada e estudada com mais
freqliéncia. Em fungdo disso, a utilizagdo de métodos baseados na identificacdo do DNA
passou a merecer mais atengao por parte de muitos investigadores.

O emprego da PCR para a investigacdo das amostras de EOM poderia ser visto
como insatisfatorio, porque a deteccdo de genes isolados ndo seria necessariamente
indicativa da presenca de bactérias patogénicas viaveis, havendo a possibilidade de
representarem apenas fragmentos de DNA residual ou “restos fossilizados” de bactérias,
como referido por CANTEKIN (1996). Essa possibilidade serviu de justificativa para
alguns trabalhos em animais, os quais esclareceram, ao nosso ver, este que ¢ o
questionamento principal acerca da aplicabilidade da PCR na investigacdo da origem
infecciosa das doengas da orelha média e na clinica otorrinolaringoldgica em geral. Usando
o modelo de OM em chinchilas, POST et al. (1996a) demonstraram que DNA bacteriano
purificado ¢ DNA de bactérias inativadas pelo calor ndo persistiam numa forma
amplificavel por mais de trés dias apos a inoculacdo. Além disso, bactérias sensiveis a
antibioticos tornaram-se nao-cultivaveis apos o terceiro dia de tratamento, mas o DNA

permaneceu amplificavel por trés semanas. AUL et al. (1998), auxiliados pelo mesmo
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modelo animal, mostraram que cepas de hemofilos resistentes a ampicilina permaneciam
identificaveis, tanto pela PCR quanto por cultura, por mais de um més, ao passo que DNA
de pneumococos inoculados em baixo nimero de colonias foram amplificados por 21 dias,
apesar de ndo serem mais isolados culturalmente apos o terceiro dia. Como na pesquisa
anterior, DNA purificado de hemofilos e DNA de moraxelas inativadas pelo calor ndo
persistiram além de dois dias. Evidéncias adicionais foram oferecidas pelo elegante estudo
de RAYNER et al. (1998), no qual identificaram mRNA do H. influenzae, uma molécula
com vida média de segundos a minutos, em EOM humanas culturalmente negativas para o
mesmo germe. Mais do que isso, demonstraram que o0 DNA do mesmo microrganismo sé
era identificado nas amostras em que o mRNA também foi amplificado, sugerindo que a
técnica de identificagdo do primeiro, mais comum, mais simples € mais econdmica seja
suficiente para fins diagnosticos. E nosso entendimento que esses resultados sugerem que
as efusdes de orelha média possuam mecanismos eficientes para a remog¢do de bactérias
nao-viaveis, além de um processo rapido de degradagdo do DNA. Por outro lado, esses
achados abrem um leque de hipdteses quanto ao relacionamento complexo que possa
estabelecer-se na orelha média, entre o microbio e o hospedeiro, incapaz de ser detectado
pelas técnicas de cultura tradicionais. Bactérias metabolicamente ativas teriam a capacidade
de persistir na orelha média e a menor freqiiéncia de identificagdo bacteriana pelo exame
cultural, quando comparada com a PCR, seria explicada por uma ou mais das seguintes
hipoteses: (a) a quantidade de microrganismos seria mais baixa que os limites de deteccao
cultural, usualmente apontados como 10* CFU/ml (STENFORS ¢ RAISANEN, 1990;
MATAR et al., 1998); (b) os germes assumiriam formas L, variantes de bactérias que

perderam a capacidade de sintetizar a camada peptidioglicana da sua parede e que, por isso,
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mudam sua forma original, tornam-se resistentes aos antibidticos B-lactamicos e impdem
restri¢des ao seu cultivo (ATAOGLU et al., 1994; GOKSU et al., 1996; GOK et al., 2001);
(c) as bactérias estabelecer-se-iam sob a forma de biofilme, uma comunidade bacteriana em
que estas aderem a uma superficie ou umas as outras, resultando em menor atividade
metabodlica e maior capacidade de resisténcias aos antimicrobianos (COSTERTON et al.,
1995; RAYNER et al., 1998; DINGMAN et al., 1998). As trés situacdes poderiam ser
causadas pelo tratamento com antibidticos e pela resposta imune do hospedeiro. Além
disso, os microrganismos em formas L ou agrupados em biofilmes, possuidores de menor
atividade metabolica e reprodutiva, quando comparados as bactérias planctonicas, seriam
ao menos parcialmente responsaveis pela inflamagdo cronica e pela persisténcia da efusdo
na orelha média de criancas, sem a indu¢do de sintomatologia exuberante.
Indubitavelmente, investigagdes tornam-se necessarias para a confirmagao dessas hipoteses.

Por fim, a detec¢cdo dos microrganismos associados as diferentes apresentagdes
da otite média ¢ dificil e pouco fidedigna quando empregados apenas métodos culturais. As
razdes para o ndo-crescimento de germes efetivamente presentes sdo, como se discutiu,
complexas, e a microbiologia moderna raramente considera a auséncia de colonias
bacterianas como indicagdo de uma efusdo verdadeiramente estéril. Por outro lado, se o
emprego de técnicas de biologia molecular aumenta a identificacdo de germes tidos como
atipicos e melhora a detec¢do daqueles ja conhecidos por sua capacidade patogénica,
estimula, paralelamente, o aperfeicoamento do exame cultural, fazendo com que a
combinagdo de técnicas de PCR e cultura venha a ser cada vez mais utilizada nos

laboratorios clinicos.
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7.4 Presenca do Alloiococcus otitidis nas Efusoes de Orelha Média

Ao que se pdde constatar, o presente estudo é o primeiro realizado no Brasil em
que a prevaléncia do A. otitidis foi estudada especificamente. A identificagdo de DNA desta
bactéria em 67 (52,3%) das 128 amostras de EOM tornou-a a mais encontrada nesta
pesquisa, 0 que sugere que, também aqui, esse microrganismo pode estar relacionado a
etiopatogénese da OME. Mais ainda, o A. ofitidis foi identificado em 88% das 34 amostras
em que os germes estudados apareceram em associagdo uns com os outros, reforcando o
conceito de elemento auxiliar que essa bactéria pode ter no efeito patogénico de outras
bactérias, possivelmente pela capacidade de estimulagdo da coloniza¢do na orelha média,
conforme sugerido por HENDOLIN et al. (1999) e LESKINEN et al. (2002). E importante
frisar que o A. otitidis foi a bactéria mais identificada pela PCR, tanto nas EOM
provenientes de criangcas com OMR quanto naquelas de criangas com OMEC, prevalecendo
igualmente, como se discutird adiante, entre as criangas maiores de dois anos, ¢ sendo
identificado apenas uma vez a menos do que o H. influenzae nas efusdes daquelas com
idade inferior a dois anos.

O A. otitidis tem merecido especial atengdo daqueles que investigam as
possiveis causas bacterianas das otites médias. A freqiiente localizagdo intracelular ¢ a
presenca associada de muitas células inflamatorias sugerem um papel patogénico para o
microrganismo (BOSLEY et al., 1995; HENDOLIN et al., 1997; 1999). Também sua
identificagdo em efusdes de maior duragdo e de aparéncia mucodide estaria associada a
estagios mais cronicos de OME (LESKINEN et al., 2002). Desde a publicagdo pioneira de

FADEN e DRYJA (1989) e a classificacao do germe por AGUIRRE e COLLINS (1992b),
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um nimero expressivo de pesquisas demonstrou uma prevaléncia importante (20 a 50%) do
A. otitidis na EOM de pacientes com OME, considerando-a também uma evidéncia para
sua classificacdo como um patdégeno da orelha média (HENDOLIN et al., 1997; 1999;
BESWICK et al., 1999; JERO et al., 1999; LESKINEN et al., 2002). Como citado
anteriormente, o crescimento deste germe em meios de cultura € dificil, e s6 foi obtido nos
EUA. No entanto, varios pesquisadores tém identificado o A. otitidis através da PCR, na
América do Norte, Europa e Japdo. A partir da contribui¢do de Sih, uma amostra coletada
no Brasil foi incluida num desses estudos e resultou positiva para o germe, tanto por cultura
quanto pela PCR (BOSLEY et al., 1995).

O emprego de técnicas de biologia molecular, como a PCR, removeu a
limitacdo dos métodos culturais e permitiu a melhor caracterizagdo de bactérias
recentemente identificadas ou nao isoladas por métodos convencionais. O A. otitidis ¢ um
bom exemplo desse grupo e foi até agora encontrado somente em amostras de efusdo de
OME, exceto em dois estudos, de JERO et al. (1999) e HARYMAIA et al. (2001), que
identificaram o microrganismo em amostras de efusdo de OMA. Uma das justificativas
para o baixo indice de isolamento bacteriano em amostras de efusdes de OME ¢ a
existéncia de germes de crescimento lento e dificil, e este é o caso do A. otitidis,
possivelmente explicando por que ndo foi descrito ha mais tempo (BOSLEY et al., 1995).
O trabalho elegante de TARKKANEN et al. (2000) demonstrou que o germe tem potencial
imunoestimulatorio, induzindo a ativagdo de linfocitos T CD8+ supressores da
citotoxicidade, o que poderia sugerir a capacidade de suprimir a sintese de anticorpos,
resultando numa eliminag¢do ineficiente da bactéria na caixa timpanica. Segundo os mesmos

autores, a ja comprovada menor competéncia da imunidade mediada por anticorpos de
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algumas criangas com OMEC e OMR explicaria o efeito patogénico do A. otitidis nessas
formas de otite média.

A freqliéncia com o que o 4. otitidis foi identificado no presente estudo alinha-
se entre as mais altas descritas na literatura e pode representar uma variagdo geografica, o
que sugere a necessidade da realizacdo de outras investigagdes em nosso pais. Além disso,
justifica a efetivacdo de estudos acerca dos seus sitios de colonizagdo e de suas
caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos. Por fim, a presenca tdo prevalente desta
bactéria na EOM de pacientes com OME, referida na literatura internacional e também
encontrada nesta pesquisa, merece justa valorizacdo, e seu possivel efeito patogénico, que
pode expressar-se no prolongamento da persisténcia da efusdo na orelha média, deve ser

estudado mais profundamente.

7.5 Comparacio da Freqiiéncia e Tipo de Germe Encontrados em Pacientes com

OMR e OMEC

Das 128 EOM estudadas, 68,0% provinham de pacientes com OMR e 32,0%
daqueles com OMEC. Um dos poucos trabalhos a definir com clareza a inclusdao de
pacientes com as duas formas de OME foi o de SUTTON et al. (2000), que apontou
percentuais de 57,2% (OMR) e 42,8% (OMEC), guardando semelhanca com os dados da
presente pesquisa.

Na analise pela PCR, o 4. otitidis ¢ o H. influenzae apresentaram distribuicao

semelhante nos dois grupos. O primeiro confirmou sua maior prevaléncia em todo o estudo
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e o segundo concordou com a literatura que o aponta, dentre os trés principais patogenos da
orelha média, como o germe mais prevalente na OME. Por outro lado, o S. preumoniae foi
7,2 vezes mais freqiiente na OMR do que na OMEC, o que atingiu significancia estatistica.
A literatura nao ¢ uniforme na apresentacao de dados que possam ser cotejados
com o0s da nossa pesquisa, mas ao passo que HENDOLIN et al. (1999, 2000) nao referiram
uma distribuicdo diferente do A. oftitidis, JERO et al. (1999) e LESKINEN et al. (2002)
encontraram-no mais freqiientemente em efusdes com mais de trés meses de duragdo
(OMEC). Ja JERO e KARMA (1997a) detectaram mais pneumococos (mas também
hemofilos) em efusdes com menos de dois meses de duragdo, incluindo, portanto criangas
com OMR e excluindo aquelas com OMEC. BROOK et al. (2001) também encontraram
mais pneumococos (mas também hemofilos) em quem tinha menos tempo de efusdo, mas
seu ponto de corte foi cinco meses. Percebe-se aqui a falta de uniformidade na apresentacao
dos dados e a dificuldade na adocao de defini¢des dos diversos tipos de otite média. Mesmo
que se leve isso em consideragdo, deve-se lembrar que os pacientes incluidos na presente
pesquisa deveriam ter efusdo por mais de seis semanas e auséncia de sintomatologia aguda
da orelha média (OME), subdividindo-se entre aqueles que tivessem apresentado trés ou
mais episddios de OMA em seis meses (OMR) e os que persistiam com efusdo por mais de
trés meses (OMEC). E licito inferir que aqueles com OMR apresentavam efusdes de menor
duracdo e tinham uma histdria mais recente de episddios agudos, podendo exibir um perfil
bacteriologico semelhante aquele encontrado na OMA, onde o pneumococo predomina.
Isto pode explicar, neste estudo, o achado no exame cultural, onde o S. pneumoniae foi
identificado somente uma vez a menos do que o H. influenzae nas amostras de OMR, sem

ter nunca sido isolado em efusdes de OMEC.
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BROOK et al. (2001) ja afirmaram que “estd comprovado que as EOM de
criancas com OME de menor duragdo, quando geram exames culturais positivos,
apresentam os patdgenos usualmente encontrados na OMA, e isto pode ter implicagdes para
o tratamento, se acreditamos que as bactérias desempenhem um papel nesta patologia”.
Entende-se que - excluindo-se as informagdes quanto a prevaléncia do A4. otitidis, cuja
importancia na etiopatogénese da doenga da orelha média ainda deve ser comprovada - os
dados obtidos sugerem que se valorize o tempo de permanéncia da efusdo na orelha média
e o intervalo de tempo em relagdo ao ultimo episdédio de OMA para a tomada de decisdes

vinculadas a antibioticoterapia, quando esta se fizer necessaria.

7.6 Comparacio dos Achados Bacteriolégicos Obtidos pela PCR em Criancas

Menores e Maiores de Dois Anos

A escolha dos resultados obtidos pela PCR para esta comparagdo justifica-se
pela maior habilidade demonstrada por este método para detectar a presenca de bactérias
nas amostras de EOM. Além disso, a ordenagdo dos germes em fun¢do da sua prevaléncia
ndo se altera em relagdo aquela apontada pelo exame cultural, excecdo feita ao A. otitidis.

O grupo das criangas maiores de dois anos contribuiu com o dobro das amostras
das criangas menores (86 x 42). Isso era esperado, ja que a idade das criangas incluidas no
estudo variou de 11 meses a 9 anos e 4 meses (média = 34,7 meses) e que, apesar do
periodo de maior incidéncia de OM ser o primeiro ano de vida, os pacientes eram

portadores de OME, tentaram outras formas de tratamento e foram acompanhados
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atentamente até que a miringotomia com colocagdo de tubo de ventilagio mostrasse ser a
melhor opg¢ao terapéutica.

Apesar da discrepancia acima citada, ndo houve diferenca entre as freqiiéncias
das bactérias nos dois grupos, excetuando-se o H. influenzae, que foi mais encontrado em
criancas menores de dois anos de uma forma estatisticamente significativa (P=0,049). Mais
evidéncia para esse comportamento dos hemofilos deriva do fato de ser esta a unica
comparagdo em que sua freqii€ncia é maior do que a do A. ofitidis, tornando-o o germe
mais prevalente entre as criangas menores de dois anos incluidas neste estudo. JERO e
KARMA (1997a) ¢ BROOK et al. (2001), empregando métodos bacteriologicos
convencionais, encontraram, de maneira estatisticamente significativa, uma maior
incidéncia de H. influenzae e S. pneumoniae nas efusdes de criangas menores de dois anos
com OME, o que, no presente estudo, s6 foi confirmado em relacdo ao hemofilo. Nao se
pode esquecer, porém, de que os resultados desta pesquisa mostraram que o0 pneumococo
foi identificado em 19,0% das criangas menores ¢ em somente 9,3% daquelas maiores de
dois anos, sem que, no entanto, esses numeros alcangassem significancia estatistica. Ja
LESKINEN et al. (2002), utilizando a técnica da PCR, descreveram uma prevaléncia maior
do S. pneumoniae no grupo das criangas menores de dois anos (P=0,04), sem confirmar este
achado para as outras bactérias estudadas. Por outro lado, RIDING et al. (1978) nao
identificaram qualquer diferenca relacionada a idade. JERO et al. (1996), JERO e KARMA
(1997a) e BROOK et al. (2001) mostraram uma freqiiéncia geral de isolamento e
identificagdo bacteriana maior em criangas com menos de dois anos de idade, o que ndo se
confirmou nesta pesquisa. LIU et al. (1975), estudando pacientes com OME, relataram que

as taxas de isolamento bacteriano diminuiam proporcionalmente ao aumento dos niveis de
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IgA, IgG e lisozimas na efusdo da orelha média que ocorria com o avancar da idade,
salientando a baixa concentra¢do de anticorpos em pacientes com menos de dois anos de
vida. O significado de todos esses achados ndo estd completamente esclarecido, até porque
alguns sdo parcialmente discordantes. Por outro lado, aceitando-se como verdade a maior
incidéncia de complicacdes da otite média em criangas menores de dois anos, e
entendendo-se que seu pico de incidéncia situa-se ao final do primeiro ano de vida,
permanece justificada a preocupagdo em identificar e caracterizar de forma eficiente e
completa a doenga neste grupo etario, apontando suas semelhangas e eventuais diferengas
quando comparada com criangas maiores e adultos, incluindo-se ai os aspectos

bacteriologicos.

7.7 Determinacao da Resisténcia a Penicilina

Um total de 26 isolados das bactérias consideradas patogénicas para a orelha
média (S. pneumoniae, H. influenzae ¢ M. catarrhalis) foram submetidos aos testes
escolhidos para avaliar seus perfis de resisténcia a penicilina, e este nimero reduzido
certamente restringe o valor das observagoes.

A auséncia de crescimento do A. otitidis em qualquer das amostras de EOM
encaminhadas para cultura impediu a efetivacdo de exames que buscassem elucidar o perfil

de resisténcia aos antimicrobianos apresentado por este germe, ainda pouco conhecido.




Discussdo 118

Streptococcus pneumoniae

Os pneumococos resistentes a penicilina sdo muito mais comuns em criangas, €
passaram a ser causa importante de fracasso terapéutico nas portadoras de otite média. O
aumento nas taxas de S. pneumoniae penicilino-resistente tem dificultado ndo apenas o
tratamento empirico da doenga, como provocado uma reavaliacdo dos antibacterianos de
escolha e renovado o interesse nas pesquisas de monitorizagdo microbioldgica. No presente
estudo, o S. pneumoniae mostrou-se resistente a penicilina em 62,5% das vezes, juntando-
se os dados de resisténcia intermediaria (37,5%) com os de resisténcia plena (25%).

Sabe-se que as taxas de pneumococos resistentes a penicilina variam muito de
uma regido para outra, podendo ser de 1-5% na Suécia e 71% em Israel, mas € evidente que
ha um aumento na incidéncia ao longo do tempo, com lugares como a Espanha, onde se
registra uma alteracdo de 6% em 1979 para 71% em 1997 (FENOLL et al., 1991;
HEDLUND et al., 1995; GARCIA-MARTOS et al., 1997; DAGAN et al., 2000). Por outro
lado, estudos especificos de amostras de EOM oriundas de pacientes com OME
demonstraram taxas entre 38 ¢ 70% (SUTTON et al., 2000; HADDAD JR. et al., 2000;
SIH, 2002).

Em nosso pais, estudos de monitorizacdo da susceptibilidade do pneumococo,
que ndo incluiram amostras de EOM, encontraram taxas de resisténcia entre 3,2 ¢ 40%,
sendo os percentuais mais baixos relatados nas pesquisas mais antigas (CHATKIN et al.,
1989; SESSEGOLO et al., 1994; SADER et al., 1999; ZETTLER, 2000; DiFABIO et al.,
2001).

Os fatores de risco para infec¢do por pneumococos resistentes apresentados por

KLEIN (1999) estavam todos presentes na populagao desta investigagdo, exceto histéria de
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hospitalizagdo. Os pacientes tinham pouca idade, freqiientavam creches e tinham uma
historia exuberante de exposi¢do prévia a antibidticos, pois certamente apresentaram varios
episoddios de OM tratados com esses medicamentos. JACOBS et al. (1999) mostrou que as
taxas de S. pneumoniae penicilino-resistente variavam muito quanto ao sitio infeccioso,
desde 38% em infec¢des oftalmoldgicas até 60% nas otites médias, o que também pode até
explicar as taxas elevadas aqui obtidas. JA McCCRACKEN JR. (1998) afirmou que a maioria
das cepas de pneumococo penicilino-resistente demonstra resisténcia intermedidria, o que

também aconteceu com a pequena amostra aqui estudada.

Haemophilus influenzae

Comprovando-se a produgdo de B-lactamase, e entendendo esta capacidade
como sindénimo de resisténcia a penicilina e a outros agentes f-lactdmicos, encontraram-se
23% de H. influenzae resistentes a esses antimicrobianos. J4 na década de 80,
BLUESTONE et al. (1992) identificaram 20-30% dos hemofilos encontrados em criangas
com OM como produtores de B-lactamase, ¢ a analise especifica de efusdes de OME
revelou 41,5 a 65% de H. influenzae resistentes (HADDAD JR., 2000; SUTTON et al.,
2000; SIH, 2002). No Brasil, o Programa SENTRY detectou 11,8% de hemofilos
penicilino-resistentes em amostras provenientes do trato respiratorio (SADER et al., 1999),
e uma importante contribuicdo de SIH (2001) encontrou 14% de producdo da enzima em
germes detectados em efusdes de OMA. Esses relatos sugerem que os indices de H.
influenzae produtores de B-lactamase sejam um pouco mais baixos no Brasil do que em

outras regides, o que poderia explicar o nimero por nos encontrado (23%). Uma vez mais,
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o reduzido numero de isolados de H. influenzae (13) pode limitar o significado destas

observagoes.

Moraxella catarrhalis

J& a interpretagao dos dados sobre a capacidade de produgao de B-lactamase por
parte da M. catarrhalis ¢ mais facil e provavelmente sofre menos a limitagdo naturalmente
imposta pelo pequeno nimero de vezes em que a bactéria foi isolada pelo exame cultural
(5). Todas as moraxelas identificadas neste estudo eram resistentes a penicilina e a outros
agentes -lactamicos, pois produziam B-lactamase. Estudos norte-americanos com amostras
de efusdes de OMA e OME ja apontavam indices de 100% de produ¢do da enzima no final
da década de 80 (BLUESTONE et al., 1992). Mesmo ao serem incluidas apenas amostras
de EOM de OME, as taxas de resisténcia a penicilina foram muito elevadas, entre 90 —
100% (HADDAD JR. et al., 2000; SUTTON et al., 2000; SIH, 2002). No Brasil, SIH
(2001), ao estudar criangas com OMA, igualmente encontrou M. catarrhalis produtoras de
B-lactamase em 100% das vezes, permitindo sugerir que, em nosso meio, 0 comportamento

do germe repete o referido na literatura nacional e internacional.

Os achados do presente estudo, acerca da distribui¢do dos germes resistentes,
indicaram que estes foram mais freqiientemente identificados em amostras de OMR e em
efusdes provenientes de criancas menores de dois anos de idade, sem, no entanto, alcangar
significancia estatistica. DOWELL et al. (1999) referiram que o risco de infec¢do por cepa
resistente associava-se a exposicao repetida e freqiiente a antibioticos e a idade abaixo de

dois anos, com o que os dados desta pesquisa aparentemente concordam. E indiscutivel que
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o reduzido ntimero de isolados bacterianos avaliados impede conclusdo de maior
relevancia, mas sugere, por outro lado, que o aumento do nimero de amostras permitiria o
achado de informagdes com significancia estatistica, corroborando o ja apontado nas
publicagdes internacionais.

A literatura tem-se mostrado prodiga no registro do aumento evidente e
continuado da incidéncia de cepas bacterianas resistentes aos antibioticos usualmente
utilizados. Varios fatores tém sido descritos como co-responsaveis por esta ocorréncia, € o
uso freqliente e algumas vezes abusivo, de antimicrobianos recebe destaque entre eles
(BLUESTONE et al., 1992; McCRACKEN JR., 1998). A miringotomia com aspira¢ao e
colocagdo de tubo de ventilagdo oferece uma oportunidade, ao nosso ver excelente, para a
coleta de material que possibilite a monitorizagdo da microbiologia das otites médias, o que
permitiria, dessa forma, apontar tendéncias locais de resisténcia a determinados antibioticos
e eventualmente identificar uma populagdo com maior risco de infec¢do por germes pouco
suscetiveis.

Esfor¢os dirigidos a prevengdo das otites médias devem associar-se a
intervengdo nos fatores de risco e a reducdo do emprego de antibidticos, esta ultima por
meio da defini¢do de critérios mais rigorosos ¢ apoiados em evidéncias, para a prescrigao

dos antimicrobianos.
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1.

8 CONCLUSOES

A prevaléncia geral das bactérias em amostras de efusdes da orelha média de
criangas com OME submetidas a miringotomia foi 25,1% (19,6% para as quatro
bactérias estudadas) por cultura e 85,9% pela PCR. Os resultados individuais foram:
H. influenzae, 10,2% e 39,1%; S. pneumoniae, 6,3% e 12,5%; M. catarrhalis, 3,9%
e 10,2%, por cultura e pela PCR, respectivamente. O H. influenzae foi o germe mais
prevalente entre os patdgenos principais da orelha média, confirmando sua maior
ocorréncia em OME. O A. otitidis nao foi identificado por cultura, mas foi detectado
em 52,3% das efusdes pela PCR, tornando-se o germe mais prevalente na analise
por este método. Os dados ndo diferem significativamente daqueles referidos na
literatura especifica, e sugerem que bactérias podem desempenhar um papel na
patogénese da OME.

A diferenca entre as efusdes positivas na cultura e na PCR foi estatisticamente
significativa para as bactérias incluidas na pesquisa, individual e coletivamente,
fazendo com que a PCR mostrasse maior detec¢do de positividade do que o exame

cultural. O acréscimo dos dados obtidos pela PCR representou, em relagdo ao
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exame cultural, um aumento de 340% no numero total de efusdes identificadas
como positivas para um dos germes estudados. A PCR parece ser essencial para a
deteccao do A. otitidis.

3. O A. otitidis foi o germe mais encontrado nas efusdes da orelha média de pacientes
com OME por meio da analise com a PCR, ¢ essa elevada prevaléncia sugere mais
investigagdes sobre sua atuacio nas doengas da orelha média.

4. O S. pneumoniae foi mais freqlientemente detectado em efusdes de OMR do que em
efusdes de OMEC, de forma estatisticamente significativa, o que ndo aconteceu
com as outras bactérias estudadas. A maior freqliéncia do pneumococo na OMR
sugere que a bacteriologia da OME de menor duragdo guarde alguma semelhanca
com aquela encontrada na OMA.

5. A distribuicdo das bactérias foi semelhante nas efusdes de criangas menores ¢
maiores de dois anos de idade, excetuando-se o H. influenzae, cujo percentual de
detecgdo foi superior nas criangas menores, de forma estatisticamente significativa.

6. Os percentuais de resisténcia a penicilina do S. pneumoniae (62,5%) na presente
amostra s3o mais elevados do que os referidos no Brasil, mas semelhantes aqueles
encontrados em criancas com otite média de outros paises. O percentual de H.
influenzae produtores de pB-lactamase (23%) ¢ mais baixo que aqueles relatados na
literatura internacional, mas mostra-se similar aos encontrados em nosso pais,
concordando com a existéncia de variagdes geograficas nos padrdes de resisténcia
aos antimicrobianos. O percentual de M. catarrhalis produtora de B-lactamase ¢

100%, e coincide com dados nacionais e internacionais.
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ANEXO 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DETERMINACAO DA PREVALENCIA DE BACTERIAS NA ORELHA MEDIA DE CRIANCAS SUBMETIDAS A
MIRINGOTOMIA

Sobre o estudo:

O médico otorrinolaringologista diagnosticou otite média recorrente ou otite média com efusdo cronica em seu (sua) filho (a) e indicou a
realizagdo de miringotomia com colocacgdo de tubo de ventilagdo. Vocé ja recebeu explicagdes detalhadas sobre o tratamento cirtrgico
indicado para seu filho e concordou com sua realizagdo.

Nesta pesquisa gostariamos de identificar quais os germes que podem ser encontrados na secre¢do da orelha média, por ocasido da
realizagdo da miringotomia. Para isto, a secre¢do que € aspirada serd enviada para exame cultural no laboratorio do hospital onde o
procedimento cirurgico esta sendo realizado. Esta aspiragdo da secregdo faz parte dos procedimentos normais na cirurgia.

O estudo tera a duragdo aproximada de doze meses. Um total de 70 pacientes entre 9 meses e 12 anos participara deste estudo.

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagdo do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre com o nimero 02-311.

Qual sera seu papel neste estudo?

Nos ficariamos gratos se vocé concordar em permitir que seu filho participe do estudo. Se o fizer, a secregdo aspirada da orelha média
sera enviada para exames microbiologicos. Todos os cuidados poés-operatorios sdo determinados e prestados pelo médico
otorrinolaringologista de seu filho e ndo sofrem modificagdes pela inclusdo no estudo.

Voceé pode negar-se a participar do estudo?
Sim, tanto a sua participagdo quanto a de seu filho sdo inteiramente voluntarias. Seu filho continuara a receber todos os cuidados
necessarios e aos quais tem direito.

Existem riscos na participacio no estudo?

A participag¢@o no estudo ndo modifica os riscos do procedimento cirirgico a ser realizado no seu filho e com o qual vocé ja concordou.
Como ja foi dito, a aspiragdo da secre¢do que existe atrds do timpano é um procedimento normal nesta cirurgia e este material ¢
normalmente descartado.

Quais sdo os beneficios associados a este estudo?
Seu filho e outras pessoas podem beneficiar-se no futuro de uma pesquisa como esta. Tais beneficios incluem a possibilidade de melhores
esquemas de tratamento.

Os registros de seu filho permanecerio confidenciais?
Tanto a sua participa¢do com a de seu filho neste estudo serdo tratadas como estritamente confidenciais. A sua identidade e a de seu filho
permanecerdo confidenciais.

E quanto as despesas?

Todas as despesas da realizagdo dos exames laboratoriais da secre¢do sdo de responsabilidade do pesquisador.

Os honorarios do procedimento cirurgico e do acompanhamento médico otorrinolaringologico sdo de responsabilidade do paciente ou de
seu responsavel.

Se vocé tiver quaisquer outras perguntas referentes a este estudo, o médico pesquisador tera prazer em discuti-las com vocé.

Numero do paciente no estudo:

Eu, , li e compreendi todas as informagdes anteriores descrevendo esta pesquisa
clinica, e todas as perguntas foram respondidas satisfatoriamente. Consinto voluntariamente na participagdo de meu filho neste estudo.

Nome do paciente:

Assinatura do paciente: /1 (se apto a fornecer seu consentimento)

Nome e assinatura dos pais ou guardido: /!

Nome e assinatura do Pesquisador: Maria Beatriz Rotta Pereira (telefone p/contato: 3222-8909)

Assinatura do Professor Orientador:




Anexos

Anexo 2 — Instrumento de coleta de dados: protocolo de pesquisa

Projeto de pesquisa: Bacteriologia da orelha

média

FICHA CLINICA:
Nome
Ne do paciente

Data de nascimento/idade
Fones
Data da cirurgia

ANAMNESE:

Historia familiar de OM
Pais fumantes

Creche ou escola
Tempo de leite materno
Primeira ofite média

SINAIS E SINTOMAS:
Otalgia

Sensagéo orelha tapada
| Audicédo
Irritabilidade

Mao na orelha

Dorme mal
Alimentacéo

Febre

Obstrugdo nasal
Adendides

Rinite alérgica

Diarréia

REVISOES POS-OPERATORIAS:

RESULTADO:
PCR
Bacterioscopico
Cultura

Sexo: M D

| Indicagdo OMR

Cirlrgica

i

OMEC

meses

Tempo de efusdo | Idias

N°/semestre

Tipo de Cirurgia:

T

TT+Ad
TT+Ad+T

MICROSCOPIA TRANS-OPERATORIA

N EXAMES AUDIOMETRICOS:
N [ Audiometria:
N [lImitanciometria:
HISTORIA PREVIA:
Atopia S MT retraida
Cirurgia otologica S Secrecéo na orelha média
Ultimo antibiotico S Hiperemia MT
Qual: Abaulamento MT
Quando: Timpanosclerose
CONDIGOES DE CO-MORBIDADE: Tipo de secregéo:

oD

Fenda palatina ou submucosa

Sindrome ou malformagdes craniofaciais

Retardo no desenvolvimento

Hiperatividade ou deficit de atengéo

Retardo na linguagem e fala
Hipoacusia neurossensorial

OE

serosa
mucopurulenta
mucoide

oD OE
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