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1. RESUMO 

 

Introdução:  A fibrose cística (FC) é uma doença genética que predispõe os 

portadores a infecções crônicas recorrentes do trato respiratório. O 

complexo Burkholderia cepacia (CBC), formado por espécies bacterianas 

estreitamente relacionadas (genomovares), são bacilos Gram-negativos não 

fermentadores que causam graves infecções oportunistas em pacientes 

fibrocísticos. Dentre as espécies do complexo, B. cenocepacia (genomovar 

III) é considerada a mais virulenta e a que possui o maior potencial de se 

propagar entre os pacientes com FC. A macrorestrição de DNA seguida de 

eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é uma técnica de tipagem 

molecular que permite avaliar similaridade genética entre microrganismos e 

o grau de similaridade entre cepas isoladas de pacientes tratados no mesmo 

centro pode evidenciar transmissão interpessoal.  

Objetivo:  Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi realizar a tipagem 

molecular por PFGE de isolados de B. cenocepacia provenientes de 

pacientes fibrocísticos, com o intuito de avaliar o grau de similaridade 

genética entre eles.  

Materiais e Métodos:  Foram submetidos à técnica de PFGE 28 isolados de 

B. cenocepacia (19 isolados III A e 9 isolados III B) provenientes de 

pacientes com FC atendidos no HCPA no ano de 2008 e um isolado da cepa 

de B. cenocepacia III A ET12. Os perfis genotípicos gerados por PFGE 

foram analisados pelo software BioNumerics, que mostra o percentual de 

similaridade entre os isolados através da construção de dendrogramas. 
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Resultados:  Isolados do mesmo paciente, com períodos de isolamento 

diferentes, apresentaram o mesmo perfil genotípico (mesmo clone). Na 

análise de similaridade entre isolados de pacientes diferentes, os resultados 

mostraram a presença de alguns grupos clonais formados por mais de um 

isolado. Constatou-se também que os isolados de B. cenocepacia III A 

analisados possuem baixa similaridade com a cepa ET12.  

Discussão:  Os resultados obtidos sugerem a ocorrência de disseminação 

clonal de cepas de B. cenocepacia entre os pacientes fibrocísticos e a 

permanência de infecção no paciente pela mesma cepa após períodos 

prolongados de antibioticoterapia. 
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2. INTRODUÇÃO 

 

2.1. A Fibrose Cística 

  A fibrose cística (FC) é a doença genética de herança autossômica 

recessiva mais comum em populações caucasianas, com uma incidência de 

aproximadamente 1 em 2.500 nascidos vivos e uma frequência de 

portadores de 1 em 25 [1, 2]. No mundo, mais de 50.000 pessoas são 

afetadas e muitas mais carregam o gene defeituoso que resulta na FC [2]. 

Quando a doença foi descrita pela primeira vez em 1938, 80% dos bebês 

afetados morreram antes de completar o primeiro ano de vida. A melhor 

compreensão da doença e a melhoria das condições de tratamento nos 

últimos anos resultaram em um aumento dramático no tempo médio de 

sobrevida dos pacientes fibrocísticos [3]. 

  A FC é causada por mutações em um gene, localizado no braço longo 

do cromossomo 7, que é responsável pela codificação de uma proteína de 

1480 aminoácidos conhecida como CFTR (cystic fibrosis transmembrane 

condutance regulator) [4]. Já foram descritas 1521 mutações ao longo de 

todo o gene CFTR. A denominação das mutações descreve a alteração na 

sequência ao nível de DNA. A mutação ∆F508 é a mais prevalente, tendo 

sido a primeira identificada. O seu aparecimento é condicionado pela 

deleção da sequência CTT, causando perda da fenilalanina na posição 508. 

Na população mundial, cerca de 70% dos casos de FC correspondem a esta 

mutação [5]. 
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  A proteína CFTR constitui um canal de cloro na membrana apical das 

células epiteliais exócrinas, participando da regulação do transporte 

eletrolítico através das membranas celulares [4]. Esta proteína pertence a 

uma família de proteínas designada ABC (ATP-Binding Cassette), que inclui 

proteínas que participam da regulação do transporte transmembranar de 

íons, aminoácidos e bactérias [5]. O mecanismo preciso pelo qual a 

disfunção da CFTR leva ao fenótipo da FC é desconhecido, embora esteja 

claro que os efeitos da disfunção dessa proteína no epitélio das vias aéreas 

sejam responsáveis pelo aumento da viscosidade das secreções 

respiratórias e diminuição da habilidade do organismo em combater as 

infecções bacterianas [6]. 

 As manifestações clínicas da FC afetam órgãos que expressam a 

proteína CFTR. Em geral, a doença apresenta comprometimento 

multissistêmico, caracterizado pela perda progressiva da função pulmonar, 

insuficiência pancreática exócrina, doença hepática, perturbações da 

motilidade intestinal, infertilidade masculina (azoospermia obstrutiva) e 

elevadas concentrações de eletrólitos no suor [4]. As mudanças mais 

notáveis são observadas nas vias respiratórias, onde o defeito genético 

básico leva à instalação de infecções crônicas do trato respiratório causadas 

por patógenos bacterianos tipicamente isolados de pacientes fibrocísticos 

[7].  

 O diagnóstico da FC inclui a presença de pelo menos um achado 

fenotípico, história familiar de FC ou triagem neonatal positiva, 

acompanhada de evidência laboratorial de disfunção da CFTR (teste do suor 
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positivo ou diferença de potencial nasal (DPN) positivo), ou pela identificação 

de mutações conhecidas como causa de FC no gene da CFTR [4]. 

 O tratamento da doença é baseado no tratamento sintomático e na 

correção das disfunções orgânicas. O regime terapêutico padrão para a 

doença pulmonar inclui antibioticoterapia, higiene das vias aéreas, agentes 

mucolíticos, broncodilatadores, agentes antiinflamatórios, suporte nutricional 

e suplementação de oxigênio [4]. 

 

2.2. Infecções em Fibrose Cística 

 

   O defeito primário da FC, que compromete a proteína reguladora de 

condutância transmembranar da FC (CFTR), resulta em aumento da 

viscosidade das secreções glandulares exócrinas. Essas alterações 

acarretam, no epitélio das vias aéreas, diminuição da depuração mucociliar, 

alterações inflamatórias e predispõem à infecção do trato respiratório. Dessa 

forma, a FC é uma doença associada a infecções respiratórias recorrentes 

ou persistentes [8].  

   A colonização bacteriana crônica das vias aérias principais, que leva 

a exacerbações debilitantes da infecção pulmonar, é a principal causa de 

morbi-mortalidade em pacientes com FC [9]. O pulmão fibrocístico apresenta 

um ambiente único aos microrganismos patogênicos. Em indivíduos 

saudáveis, as bactérias inaladas são direcionadas ao revestimento das vias 

respiratórias principais contendo muco, movidas em direção à boca por 

depuração mucociliar e, em seguida, são engolidas e destruídas pelos 

ácidos do estômago; patógenos oportunistas capazes de superar a 

depuração mucociliar são confrontados com células fagocíticas auxiliadas 
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por mecanismos imunológicos, incluíndo anticorpos opsonizantes 

específicos. Em pacientes fibrocísticos, a depuração mucociliar de bactérias 

dos pulmões fica comprometida devido à natureza viscosa das secreções 

respiratórias [2].  

   As infecções em FC são provocadas por um conjunto único de 

bactérias que são adquiridas segundo uma sequência temporal 

relativamente conhecida [10]. Dentre os microrganismos envolvidos, os mais 

frequentes são Pseudomonas aeruginosa, Staphilococcus aureus e 

Haemophilus influenzae [11]. Nas crianças fibrocísticas, as infecções são 

mais comumente causadas por S. aureus e H. influenzae, os quais podem 

ser isolados em outras crianças com doenças crônicas e em adultos não-

fibrocísticos com bronquiectasias [10]. P. aeruginosa é uma das bactérias 

mais importantes na infecção crônica em pacientes fibrocísticos adultos. Sua 

ocorrência pode se dar muito precocemente na vida do paciente com FC e 

está associada com um declínio mais rápido da função pulmonar do que nos 

pacientes não infectados [8]. 

Com a melhora da sobrevida dos fibrocísticos, patógenos emergentes 

como bactérias do complexo Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas 

maltophilia e Achromobacter xylosoxidans também têm sido isolados de 

amostras respiratórias desses pacientes [4, 11]. Destas bactérias, o 

complexo B. cepacia é o que provoca o quadro clínico mais grave devido ao 

desenvolvimento de febre alta, bacteremia e rápida progressão de 

pneumonia necrotizante à morte [10]. 
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2.3. O Complexo Burkholderia cepacia (CBC) 

 

Burkholderia cepacia foi descrita pela primeira vez em 1950 por 

William Burkholder como Pseudomonas cepacia, um fitopatógeno 

responsável pela podridão bacteriana da escama da cebola [12, 13]. A 

análise taxonômica molecular de P. cepacia e espécies relacionadas 

oriundas de diversos ambientes, incluindo patógenos de plantas, animais e 

seres humanos, levou à sua inclusão no novo gênero Burkholderia [13]. 

B. cepacia foi primeiramente identificada como uma bactéria única, no 

entanto, estudos taxonômicos detalhados classificaram este microrganismo 

como um complexo de dez espécies estreitamente relacionadas (também 

chamadas de genomovares). Este complexo consiste nas espécies B. 

cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietnamiensis, B. 

dolosa, B. ambifaria, B. anthina, B. pyrrocinia e B. ubonensis (genomovares I 

ao X, respectivamente) [14, 15, 16]. Recentemente, sete novas espécies, 

incluindo B. latens, B. diffusa, B. arboris, B. seminalis, B. metallica, B. 

contaminans e B. lata foram propostas [17]. Na espécie B. cenocepacia, 

distinguem-se ainda quatro subgrupos filogenéticos designados por III A, III 

B, III C e III D [18]. Essa distinção de B. cenocepacia em subgrupos deve-se 

a sua alta heterogeneidade genética baseada no polimorfismo do gene recA 

[19].  

O CBC é formado por bactérias geneticamente distintas, mas 

fenotipicamente similares, que têm emergido como patógenos pulmonares 

de pacientes imunocomprometidos [20]. São bacilos Gram-negativos não 

fermentadores, nutricionalmente versáteis, que causam graves infecções 

oportunistas, particularmente, em indivíduos fibrocísticos [21]. Em geral, são 
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microrganismos encontrados no solo e na água, podendo ser também 

encontrados na rizosfera como simbiontes ou patógenos de plantas. 

Causam infecções oportunistas no homem nos casos clínicos que envolvem 

pacientes imunodeprimidos ou através da contaminação de instrumentos 

médicos. Somente causam infecção primária significativa em pacientes com 

FC ou doença granulomatosa crônica [12, 22]. 

Todas as espécies do CBC possuem genomas muito grandes, 

variando entre 6 e 9 Mb de tamanho, e separam seu DNA em dois ou mais 

replicons, o que proporciona grande flexibilidade na aquisição, perda e 

expressão de genes. Esta enorme capacidade genética é que sustenta a 

versatilidade do CBC em ambientes naturais e no organismo dos pacientes 

infectados [15].  

A infecção pelo CBC é especialmente problemática nos pacientes 

com FC devido à gravidade potencial das manifestações respiratórias, à fácil 

propagação interpessoal e à resistência intrínseca dessas bactérias a um 

amplo espectro de agentes antimicrobianos, desinfetantes e anti-sépticos   

[18, 20]. Alguns pacientes apresentam colonização transitória e outros 

colonização crônica ou assintomática. O desfecho clínico da infecção pelo 

CBC varia de colonização brônquica à deterioração dramática e fatal da 

função pulmonar, com pneumonia necrotizante e septicemia, quadro esse 

conhecido como “síndrome cepacia”. As taxas globais de mortalidade devido 

à colonização pelo CBC podem chegar a 50%, dependendo da espécie [14, 

21]. 
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2.3.1.  Burkholderia cenocepacia 

 

B. cenocepacia é o membro do CBC com maior prevalência entre os 

pacientes com FC, seguida por B. multivorans [16, 23]. É encontrada em 

solos agrícolas, na rizosfera do milho, em campos de plantio de cebola e, 

ocasionalmente, no solo de áreas urbanas [11]. 

B. cenocepacia é considerada mais virulenta do que as outras 

espécies do complexo e está envolvida na maioria dos casos de propagação 

interpessoal da infecção pelo CBC [1, 24]. Foram identificados nesta espécie 

fatores de virulência como proteases, fosfolipases e sideróforos. Sob 

condições de alta concentração de NaCl, cepas de B. cenocepacia 

expressam o gene cblA, que codifica o pili  bacteriano (estrutura que medeia 

a aderência da bactéria e invasão das células epiteliais respiratórias) [25, 

26]. Estes organismos também possuem BCESM (B. cepacia epidemic strain 

marker), que codifica um regulador transcricional de função ainda 

desconhecida [26]. 

É considerada a espécie do CBC responsável pela “síndrome 

cepacia” e está associada com a maior mortalidade dos pacientes infectados 

quando comparada às outras espécies do complexo [27]. Uma das 

características marcantes de infecção por B. cenocepacia é a dificuldade de 

erradicar a bactéria devido à sua resistência intrínseca a muitos antibióticos 

[28]. 

Pacientes infectados por B. cenocepacia apresentam um curso clínico 

variável e imprevisível, variando de assintomático a um quadro fatal. Os 

casos mais dramáticos de infecção pelo CBC foram relacionados a uma 

cepa altamente transmissível de B. cenocepacia III A, nomeada ET12 
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(eletrophoretic type 12), que se espalhou entre os pacientes fibrocísticos do 

Canadá, Inglaterra e Escócia na década de 80 e que levou à denominação 

da “síndrome cepacia” [29, 30]. A ET12 expressa o gene cblA, que é um 

marcador útil para a cepa e foi associado com a patogenicidade e com o 

comportamento epidemiológico da bactéria [26, 31]. Os pacientes infectados 

pela ET12 possuem elevado risco de mau prognóstico após transplantação 

pulmonar [32].  

 

2.3.2. Propagação interpessoal de cepas 

 

A propagação de cepas do CBC entre os pacientes fibrocísticos, tanto 

no contexto de cuidados de saúde como fora deste contexto, ocorre através 

do contato direto ou indireto com secreções infectadas e partículas 

infecciosas disseminadas [33]. Este contato ocorre por meio de internações 

hospitalares simultâneas ou por contato social fora do hospital [34]. No 

ambiente hospitalar, a aquisição do CBC está associada com hospitalização 

recente, higienização inadequada das mãos, uso de equipamento para 

terapia respiratória contaminado e, possivelmente, uso de chuveiros. No 

contato social fora do hospital, a propagação ocorre pela partilha de itens de 

uso pessoal (por exemplo, talheres), beijo, contato íntimo, aperto de mão, 

entre outras situações (Tabela 1) [11]. 

Até o momento, a estratégia mais eficaz adotada nos centros de FC 

para combater infecções pelo CBC tem sido a estrita segregação dos 

pacientes infectados. Embora bem sucedida, a política de segregação não 

previne a aquisição esporádica de organismos do CBC de ambientes 

naturais [35]. 
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Tabela 1. Fatores associados com a aquisição do CBC.* 

 

 

Fator de risco em contextos fora dos cuidados de sa úde 

     Participação em acampamento de verão de FC 

          Dormir na mesma barraca 

          Compartilhar itens de uso pessoal (por exemplo, talheres) 

          Dançar com ou abraçar um campista infectado com CBC 

     Participação em programa educativo de verão 

     Participação em um grupo de apoio para adultos com FC 

 

     Contato social 

          Beijar 

          Contato íntimo 

          Viagens prolongadas de carro 

          Aula em academia 

          Partilha do mesmo copo 

          Aperto de mão 

 

     Irmãos com CBC 

 

 

Fator de risco em contextos de cuidados de saúde 

     Riscos de internação 

          Hospitalização recente 

          Uso de chuveiro específico 

          Partilha de quarto hospitalar com outro paciente infectado com CBC 

          Ser cuidado por um estudante de medicina 

     Uso de equipamentos para terapia respiratória 

          Partilha de equipamento 

          Nebulizadores hospitalares   

          Espirômetro 

          Filtros do bocal 

 

 

*Adaptado de Saiman & Siegel, 2004 [11]. 
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2.4. Tipagem Molecular de Microrganismos 

 

 As técnicas moleculares são muito eficazes no monitoramento da 

propagação de infecções nosocomiais devido aos patógenos envolvidos 

serem, na maioria das vezes, geneticamente relacionados. Nos últimos 

anos, os métodos de genotipagem têm sido amplamente utilizados para 

analisar a relação entre os microrganismos, pois permitem determinar se 

organismos epidemiologicamente relacionados são também geneticamente 

relacionados [36]. 

A tipagem de microrganismos por métodos moleculares permite 

investigar clonalidade de cepas isoladas de um grupo de pacientes tratados 

no mesmo centro e o grau de similaridade dos isolados analisados pode 

evidenciar transmissão interpessoal. Desse modo, a vigilância 

epidemiológica das infecções respiratórias por cepas do CBC é de 

fundamental importância para os centros de tratamento de pacientes com 

FC [11]. 

As técnicas de biologia molecular ocupam posição de destaque entre 

as ferramentas de investigação epidemiológica, pois possibilitam a tipagem 

dos microrganismos com grande poder discriminatório. Entre os métodos 

utilizados, a macrorestrição de DNA seguida de eletroforese em gel de 

campo pulsado (PFGE) é considerado o padrão-ouro [37]. 
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2.5. A Técnica de Macrorestrição de DNA seguida de Eletroforese 

em Gel de Campo Pulsado 

 

  A restrição do DNA com enzimas de ação rara no genoma bacteriano 

seguida de eletroforese em gel de campo pulsado é a técnica mais utilizada 

para separar grandes fragmentos de DNA por meio da reorientação desses 

fragmentos no gel pela ação de campos elétricos alternados [38]. Esta 

técnica é reconhecida como padrão-ouro para tipagem molecular, pois 

possibilita a análise de um grande número de espécies bacterianas 

diferentes sendo considerado o método mais reprodutível e de maior poder 

discriminatório [36, 37]. 

 

2.5.1. Princípio da técnica 

 

 A eletroforese de DNA em gel é uma das técnicas mais utilizadas em 

biologia molecular [39]. Em uma eletroforese convencional com gel de 

agarose, é possível separar moléculas de DNA que se posicionam no gel em 

função do seu peso molecular, que pode variar de 0.1 a 60 kb. Acima desse 

tamanho, os fragmentos de DNA migram juntos, pois são maiores que os 

poros do gel, e sob um campo elétrico estão sujeitos a produzirem forças 

contrárias ao movimento [40]. 

 O problema da co-migração foi estudado inicialmente por Schwartz et 

al. (1982) e Schwartz & Cantor (1984). Baseados no fato de que o tempo de 

reorientação das moléculas de DNA está relacionado ao tamanho, 

empregaram a estratégia de desorganizar a orientação de um campo elétrico 

estabelecido e forçar as moléculas a processos de reorientação [40]. 
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Para esse fim, em 1983, os pesquisadores desenvolveram um 

sistema de eletroforese com dois campos elétricos perpendiculares em suas 

direções de migração de modo que, após um certo tempo de corrida (pulso), 

a direção era alterada, forçando as moléculas à migração em nova direção. 

As grandes moléculas de DNA que migram segundo um processo de 

reptação se reorientam quando da alteração do campo elétrico, até tomarem 

novamente a conformação esticada que permite sua passagem pelos poros 

do gel. O tempo dispendido neste processo de reorientação é proporcional 

ao tamanho da molécula, de modo que as menores se adiantam em relação 

às maiores e, portanto, podem ser separadas. O método foi denominado 

“eletroforese em gel de campo pulsado”, PFGE (Pulsed Field Gel 

Electrophoresis) [39, 40]. 

 

2.5.2. A metodologia 

 

A técnica de PFGE envolve várias etapas. As células bacterianas são 

incorporadas em agarose sob a forma de blocos (para manter a integridade 

do DNA) e são submetidas à lise celular in situ com enzimas que rompem a 

parede e a membrana celular bacterianas. Sucessivas lavagens são 

realizadas para a remoção dos restos celulares. Para a digestão do DNA 

cromossomal bacteriano, os blocos são incubados com uma endonuclease 

de restrição que cliva com baixa frequência (corte raro), reproduzindo perfis 

de macrorestrição de DNA. Como os fragmentos resultantes da restrição são 

muito grandes, são separados por uma eletroforese sob corrente elétrica 

aplicada em pulsos (direções alternadas) realizada de acordo com 

parâmetros pré-determinados. Os perfis genotípicos dos isolados analisados 
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são então comparados uns com os outros para determinar a sua 

similaridade [37]. 

 

2.5.3. Interpretação dos perfis genotípicos 

 

 Para a interpretação correta e epidemiologicamente relevante dos 

padrões de fragmentos de DNA gerados por PFGE, é necessário que se 

compreenda como os eventos genéticos aleatórios podem vir a alterar os 

perfis genotípicos obtidos pela técnica. Idealmente, isolados bacterianos 

envolvidos em surtos de infecção apresentam perfis genotípicos 

indistinguíveis um dos outros e perfis distintos daqueles isolados não-

relacionados ao surto. No entanto, eventos genéticos aleatórios como 

mutações, inserções e deleções de DNA podem alterar os padrões gerados 

por PFGE durante o curso de um surto (Figura 1). Neste contexto, a 

compreensão da influência dos eventos genéticos sobre os padrões de 

PFGE permite classificar os isolados envolvidos em uma das seguintes 

categorias: padrão indistinguível daquele do surto, padrão estreitamente 

relacionado ao do surto, padrão possivelmente relacionado ao do surto, ou 

padrão não-relacionado ao surto [37].  

 A análise de similaridade genética entre isolados bacterianos pode 

ser realizada não apenas nos casos de surtos de infecção hospitalar, mas 

também para avaliar a propagação de patógenos entre pacientes tratados 

em um mesmo centro, como ocorre na FC. Ao invés de comparar os perfis 

genotípicos dos isolados que se quer analisar com uma cepa índice (como 

ocorre em surtos monoclonais), em casos de propagação interpessoal 

específica (restrita à um grupo particular de pacientes) os isolados são 
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comparados entre si e alocados em grupos clonais de acordo com o grau de 

similaridade genética [30]. 

Bactérias envolvidas em um surto (ou propagação interpessoal 

específica) devem apresentam padrões indistinguíveis e aquelas não 

envolvidas devem apresentar padrões genotípicos distintos. Considera-se 

que um mínimo de dez fragmentos de DNA, que representam dez bandas no 

gel, devem ser obtidos para que a técnica tenha poder discriminatório alto 

[37]. 

Quando isolados bacterianos têm seus padrões de bandas gerados 

por PFGE comparados, é possível detectar a relação genética entre eles. Os 

isolados são considerados geneticamente indistinguíveis se seus padrões de 

restrição tiverem o mesmo número de bandas e as bandas correspondentes 

tiverem o mesmo tamanho aparente; a interpretação epidemiológica, neste 

caso, é que os isolados representam a mesma cepa. Os Isolados são 

considerados estreitamente relacionados se a diferença entre seus padrões 

de restrição for compatível com um único evento genético, ou seja, uma 

mutação de ponto, uma inserção ou uma deleção de DNA; essas alterações 

genéticas tipicamente resultam em diferença de duas a três bandas no gel. 

Os isolados são considerados possivelmente relacionados se a diferença 

entre seus padrões de restrição for compatível com dois eventos genéticos 

independentes; essas alterações são resultantes de inserções ou deleções 

de DNA ou da criação ou da perda de sítios de restrição e causam uma 

diferença de quatro a seis bandas no gel. Os isolados são considerados 

diferentes (não-relacionados) se a diferença entre seus padrões de restrição 

for compatível com três ou mais eventos genéticos; em geral, essas 
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alterações causam uma diferença de sete bandas ou mais no gel (Tabelas 2 

e 3) [37]. 

A análise dos perfis genotípicos pode ser realizada utilizando um 

software como o BioNumerics, que permite analisar os dados contidos nas 

imagens dos géis. O software tem a vantagem de conseguir comparar um 

grande número de isolados, já que tem a capacidade de normalizar os 

padrões de bandas de vários géis e armazenar as informações em um 

banco de dados. Além disso, contém algoritmos que permitem a análise 

filogenética dos isolados, através da construção de dendrogramas pelo 

método de agrupamento usando média aritmética não-ponderada (UPGMA). 

Nesta análise por dendrogramas, em geral, isolados são considerados 

idênticos se apresentarem 100% de similaridade e possuem relação clonal 

se a similaridade entre eles for maior do que 80% [36, 37]. 
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Figura 1. Esquema de padrões de PFGE.* Canaletas 1 e 2 representam 

isolados com padrões indistinguíveis. Canaleta 3, um dos fragmentos 

recebeu uma inserção de DNA e aumentou de tamanho. Canaleta 4, um dos 

fragmentos sofreu uma deleção de DNA e diminuiu de tamanho. Canaleta 5, 

uma mutação criou um sítio de restrição, aumentando o número de 

fragmentos. Canaleta 6, uma mutação alterou um sítio de restrição e dois 

fragmentos foram perdidos, surgindo um de maior tamanho. Canaleta 7, 

isolado com padrão diferente, não relacionado ao padrão do surto (canaletas 

1 e 2). 

 

 

*Adaptado de Magalhães et al,. 2005 [38]. 
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Tabela 2. Efeitos de eventos genéticos sobre os padrões de fragmentos de 

PFGE.* 

 

Tipo de evento genético 
Mudanças resultantes no padrão de PFGE em 

comparação ao padrão do surto 

 

 

Mutação de ponto resultando na 

criação de um sítio de restrição 

 

O padrão alterado terá falta de um fragmento e 

adição de dois novos fragmentos menores em 

comparação ao padrão do surto. A soma dos 

tamanhos dos dois fragmentos menores deve se 

aproximar do tamanho do fragmento maior 

substituído. Esta é considerada uma diferença de 

3 fragmentos. 

 

Mutação de ponto resultando na  

perda de um sítio de restrição 

O padrão alterado terá adição de um novo 

fragmento maior e perda de dois fragmentos 

menores em comparação ao padrão do surto. 

Esta é uma diferença de 3 fragmentos. 

 

 

Inserção de DNA em um fragmento 

de restrição existente (o novo DNA  

não possui um sítio de restrição) 

 

 

 

 

Deleção de DNA de um fragmento 

(o material deletado não possui 

um sítio de restrição) 

 

 

O padrão alterado terá o mesmo número de 

fragmentos, porém perderá um fragmento menor 

e apresentará um novo fragmento de tamanho 

maior. Esta diferença de dois fragmentos é 

referida como mudança de fragmento. 

 

 

O padrão alterado apresentará um novo 

fragmento de tamanho menor e perderá um 

fragmento maior. Esta é uma diferença de 2 

fragmentos. 

 

 

*Adaptado de Tenover et al., 1995 [37]. 
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Tabela 3. Critérios para a interpretação dos padrões de fragmentos de 

PFGE.* 

 

Categoria 

 

N° de diferenças genéticas 

em comparação à cepa do 

N° de fragmentos diferentes 

em comparação ao padrão 

Interpretação 

epidemiológica 

Indistinguível 

 

0 0 Isolado relacionado 

ao surto 

Estreitamente 

relacionado 

1 2-3 Isolado 

provavelmente 

Possivelmente 

relacionado 

2 4-6 Isolado 

possivelmente 

Diferente 

 

≥3 ≥7 Isolado não 

relacionado ao surto 

 

*Adaptado de Tenover et al., 1995 [37]. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

• Objetivo Geral 
 

Realizar a tipagem molecular, através da técnica de PFGE, de 

isolados de Burkholderia cenocepacia provenientes de pacientes 

fibrocísticos atendidos no HCPA no ano de 2008. 

 

• Objetivos Específicos 

 

�  Através da análise dos perfis genotípicos obtidos por PFGE: 

 

 Avaliar o grau de similaridade genética existente entre isolados de B. 

cenocepacia de um mesmo paciente. 

Avaliar o grau de similaridade genética existente entre isolados de B. 

cenocepacia provenientes de pacientes diferentes.  

 Comparar os perfis genotípicos dos isolados III A em estudo com o 

perfil genotípico de um isolado da cepa de B. cenocepacia ET12. 
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RESUMO 

Introdução: Burkholderia cenocepacia é uma bactéria que causa graves infecções 
oportunistas em fibrocísticos e possui grande potencial de se propagar entre os pacientes. A 
técnica de PFGE permite avaliar similaridade genética entre microrganismos e o grau de 
similaridade entre os isolados bacterianos pode evidenciar transmissão interpessoal. 

Objetivo: O objetivo deste estudo foi realizar a tipagem molecular por PFGE de isolados de 
Burkholderia cenocepacia (III A e III B) provenientes de pacientes fibrocísticos, com o intuito 
de avaliar similaridade genética.   

Métodos: Foi realizada a tipagem molecular de 28 isolados de B. cenocepacia (19 de III A e 
9 de III B) e de um isolado da cepa de B. cenocepacia III A ET12 (cepa associada a quadros 
clínicos graves). Os perfis genotípicos gerados por PFGE foram comparados para avaliar 
similaridade genética entre os isolados. 

Resultados: A análise de isolados do mesmo paciente mostrou que eles são 
geneticamente indistinguíveis. Na análise de isolados de pacientes diferentes, observamos 
a presença de alguns grupos clonais formados por mais de um isolado. Constatamos 
também que os isolados III A analisados possuem baixa similaridade com a cepa ET12. 

Discussão: Nossos resultados sugerem a ocorrência de disseminação clonal de cepas de 
B. cenocepacia entre os pacientes com FC analisados e a permanência de infecção no 
paciente pela mesma cepa após períodos prolongados de antibioticoterapia. 

Palavras-chave: Fibrose cística, Burkholderia cenocepacia, PFGE, similaridade genética. 

 

ABSTRACT 

Introduction:  Burkholderia cenocepacia is an opportunistic agent that may cause serious 
infections in fibrocystic patients and has great potential to spread among them. The PFGE 
technique allows the evaluation of the degree of similarity among the bacterial isolates may 
what evidence interpersonal transmission. 

Objective:  The aim of this study was to perform the molecular typing by PFGE of 
Burkholderia cenocepacia isolates (III A and III B) from fibrocystic patients, searching for 
genetic similarity. 

Methods:  We performed molecular typing of 28 B. cenocepacia isolates (19 III A and III B 9) 
and one isolate of B. cenocepacia III A ET12 strain (associated with severe clinical 
conditions). The genotypic profiles generated by PFGE were compared in order to check 
genetic similarity among isolates. 

Results:  Analysis of isolates from same patient showed that they are genetically 
indistinguishable. In the analysis of isolates from different patients, we observed the 
presence of some clonal groups formed by more than one isolate. We also reported low 
similarity between III A isolates and ET12 strain.  

Discussion:  Our results suggest the occurrence of clonal spread of B. cenocepacia strains 
among the CF patients and the persistence of infection in patients by the same strain after 
long periods of antibiotic therapy. 

Keywords: Cystic fibrosis, Burkholderia cenocepacia, PFGE, genetic similarity. 
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INTRODUÇÃO 

 

A fibrose cística (FC) se manifesta como uma síndrome clínica caracterizada por 
infecção sinopulmonar crônica, desordens gastrointestinais, nutricionais, além de outras 
anormalidades. A base genética para FC é bem caracterizada; uma doença monogênica 
recessiva grave, encontrada predominantemente em populações caucasianas, que surge a 
partir de mutações no gene que codifica a proteína CFTR (cystic fibrosis transmembrane 
condutance regulator) [1]. A disfunção desta proteína no epitélio das vias aéreas é 
responsável pelo aumento da viscosidade das secreções respiratórias e diminuição da 
habilidade do organismo em combater as infecções bacterianas [2]. 

 Na FC, a infecção crônica ou recorrente do trato respiratório, que leva à 
deterioração progressiva da função respiratória, é a principal causa de morte. [3]. O 
complexo Burkholderia cepacia (CBC) é um grupo de bactérias Gram-negativas 
estreitamente relacionadas que têm emergido como patógenos oportunistas de fibrocísticos, 
estando associadas com um declínio dramático no quadro clínico destes pacientes. [4]. Este 
complexo consiste nas espécies B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. 
vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria, B. anthina, B. pyrrocinia e B. ubonensis 
(genomovares I ao X, respectivamente) [5, 6]. Na espécie Burkholderia cenocepacia, 
distinguem-se ainda quatro subgrupos filogenéticos designados por III A, III B, III C e III D 
[7].  

Dentre as espécies do complexo, B. cenocepacia é a bactéria clinicamente mais 
importante, estando associada com a rápida deterioração da função pulmonar pelo 
desenvolvimento de pneumonia necrotizante e sepse, resultando em morte precoce [8]. 
Esse quadro clínico dos pacientes foi denominado “síndrome cepacia”. O termo foi adotado 
pela primeira vez na década de 80, quando um clone altamente transmissível de B. 
cenocepacia, nomeado ET12, se espalhou entre os fibrocísticos do Canadá, Inglaterra e 
Escócia e os conduziu a esse quadro debilitante [9]. Além disso, B. cenocepacia é 
considerada a espécie mais virulenta e a que possui o maior potencial de se propagar entre 
os pacientes com FC [10]. Essa propagação interpessoal pode ocorrer através de 
internações hospitalares simultâneas ou por contato social fora do hospital [11]. Desse 
modo, políticas de segregação dos pacientes infectados vêm sendo adotadas nos centros 
de FC como medidas de prevenção contra a aquisição de cepas do CBC [12].  

 A tipagem molecular de microrganismos permite investigar clonalidade de cepas 
isoladas de um grupo de pacientes tratados no mesmo centro e o grau de similaridade 
genética entre os isolados analisados pode evidenciar transmissão interpessoal [10]. As 
técnicas de biologia molecular ocupam posição de destaque entre as ferramentas de 
investigação epidemiológica, pois possibilitam a tipagem dos microrganismos com grande 
poder discriminatório. Entre os métodos utilizados, a macrorestrição de DNA seguida de 
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é considerada o padrão-ouro [13]. Com base 
nisso, o objetivo deste estudo foi realizar a tipagem por PFGE de isolados de B. 
cenocepacia provenientes de pacientes fibrocísticos atendidos no HCPA no ano de 2008, 
com o intuito de avaliar similaridade genética. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Características das amostras 

As amostras utilizadas neste estudo são isolados bacterianos que foram 
armazenados durante o ano de 2008 e são provenientes de pacientes com FC, 
conhecidamente, colonizados por cepas de B. cenocepacia. Estas amostras foram enviadas 
à Unidade de Microbiologia do HCPA para o acompanhamento dos pacientes. Foram 
incluídos no estudo 28 isolados de B. cenocepacia; destes 19 pertencentes ao genomovar 
III A e 9 pertencentes ao genomovar III B.   

 

Tabela 1.  Dados gerais referentes aos isolados de B. cenocepacia incluídos no estudo. 
 

N° do 
isolado 

Paciente Data de 
Nascimento  

Data de 
isolamento  

Genomovar 

638 C. M. L. 10/05/2002 26/02/2008 III A 
642 D. M. 03/10/1994 05/03/2008 III B 
650 A. L. F. 15/08/2007 09/04/2008 III A  
654 N. P. O. 19/03/1973 09/04/2008 III A 
656 A. L. F. 15/08/2007 29/04/2008 III B 
657 L. H. M. 02/07/1999 30/04/2008 III A 
660 C. Z. 06/12/1986 30/04/2008 III B 
665 L. S. 18/05/1985 06/05/2008 III A 
671 E. I. B. 30/11/1994 06/05/2008 III A 
674 B. R. P. 19/03/2000 06/06/2008 III A 
675 O. W. J. 30/05/1994 09/06/2008 III B 
682 R. G. 03/04/1998 03/06/2008 III A 
688 M. Z. F. 11/06/1988 21/07/2008 III A 
702 K. K. 23/06/2001 31/07/2008 III A 
706 D. S. M. 05/11/1994 08/08/2008 III B 
710 E. R. S. 23/06/1981 03/09/2008 III B 
724 L. F. M. 10/04/2003 17/09/2008 III A 
725 L. K. B. 19/12/2001 17/09/2008 III B 
728 E. I. B. 30/11/1994 02/10/2008 III A 
734 V. G. N. 24/10/2002 21/10/2008 III A 
738 G. B. 19/05/1999 07/11/2008 III A 
741 M. Z. F. 11/06/1988 07/11/2008 III A 
742 L. S. 18/05/1985 07/11/2008 III A 
748 E. R. S. 23/06/1981 11/11/2008 III A 
760 G. A. 30/08/1995 05/12/2008 III A 
762 R. G. 03/04/1998 09/12/2008 III A 
766 O. W. J. 30/05/1994 16/12/2008 III B 
768 L. M. 06/03/1996 22/12/2008 III B 
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Identificação genotípica  

As amostras foram submetidas à técnica de PCR nested para confirmação do CBC, 
da espécie (Burkholderia cenocepacia) e dos subgrupos filogenéticos (IIIA e IIIB).  

Para a extração de DNA, foram realizados lise térmica (incubação a 100°C por 15 
minutos e congelamento a -20°C logo em seguida) e uso do kit comercial QIAmp (Qiagen, 
Valencia, USA), conforme instruções do fabricante. 

Foram realizadas 3 reações de PCR, sendo 2 para a confirmação do CBC e 1 para 
identificação da espécie (B. cenocepacia) e dos subgrupos filogenéticos (IIIA e IIIB). Na 
primeira reação, foram utilizados os primers externos BCR1 e BCR2 (Invitrogen, Carlbad, 
USA). Na segunda reação, empregou-se o par de primers internos REC-IN-5 e BCRBM2 
(Invitrogen, Carlbad, USA) e uma alíquota da primeira reação de PCR. Na terceira reação, 
foram utilizados os pares de primers BCRG3A1 e BCRG3A2 para genomovar III A e 
BCRG3B1 e BCRG3B2 para genomovar III B (Invitrogen, Carlbad, USA). Também nesta 
reação foi utilizada uma alíquota da primeira reação de amplificação. A sequência dos 
primers utilizados nas amplificações e o tamanho do fragmento formado são os mesmos 
descritos por Drvínek et al.  2002 [14].  

Os produtos finais das amplificações foram detectados por eletroforese em gel de 
agarose a 2%, contendo 0,5µg/mL de brometo de etídio. A visualização foi realizada em 
transiluminador sob luz ultravioleta. Um marcador de peso molecular de 100 pares de base 
(Invitrogen, Carlbad, USA) foi empregado para avaliar os produtos da PCR.  

 

Tipagem Molecular por PFGE 

Pares de isolados de B. cenocepacia do mesmo paciente, com diferença de 
isolamento de 4 a 6 meses, foram tipados por PFGE e tiveram seus perfis genotípicos 
comparados. Foram analisados 5 pacientes diferentes (4 colonizados por B. cenocepacia III 
A e 1 colonizado por B. cenocepacia III B). 

Foram submetidos à técnica de PFGE 15 isolados de pacientes diferentes 
pertencentes ao genomovar III A e 8 isolados de pacientes diferentes pertencentes ao 
genomovar III B para comparação dos perfis genotípicos.  

Além disso, a cepa ET12, que é uma cepa de B. cenocepacia III A que nos foi 
cedida por outro centro de FC, teve seu perfil genotípico gerado por PFGE e comparado ao 
perfil dos isolados III A. 

 Para a execução da técnica, foi utilizado o seguinte protocolo: os isolados clínicos 
foram semeados em ágar sangue e incubados em estufa a 37°C por 48 h. Após esse 
período de crescimento, colônias bacterianas foram suspensas em caldo K e mantidas sob 
incubação em estufa a 37°C por 72 h. Partindo de um inóculo aproximado de 6,0 (escala de 
Mc Farland), a cultura bacteriana foi centrifugada (12.000 rpm) e o precipitado foi 
ressuspenso em tampão TE (Tris HCl, EDTA). A suspensão bacteriana foi misturada com 
agarose 2% (Low Melting Point) para confecção dos blocos. Os blocos foram incubados 
overnight em banho a 37°C com tampão de lise (NaCl, EDTA, Tris HCl, Na-lauroylsarkosine 
sodium salt, deoxycholic acid sodium salt) e lisozima (1 mg/ml). A solução de lise foi 
desprezada e os blocos foram incubados overnight em banho à 56°C com tampão ES (Na-
lauroylsarkosine sodium salt, EDTA) e proteinase K (0,65 mg/ml). Para remoção dos restos 
celulares após lise da parede celular bacteriana e digestão protéica, os blocos foram 
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submetidos a sucessivas lavagens sob agitação com água autoclavada e tampão TE. Para 
a restrição do DNA bacteriano, os blocos foram seccionados em partes menores e 
incubados em banho a 37°C por 4h com a reação de restrição: tampão adicionado de BSA e 
endonuclease de restrição SpeI (10U/amostra) (New England Biolabs). Após o período de 
restrição, os blocos foram submetidos à eletroforese em gel (agarose 1%) de campo 
pulsado no equipamento CHEF-DRII. O tampão utilizado na cuba durante a corrida foi TBE 
(Tris, Ácido Bórico, EDTA) 0,5x. O marcador de peso molecular utilizado foi Pulse marker 
(Sigma), com tamanho dos fragmentos na faixa 50-1,000 kb. Os parâmetros de corrida 
utilizados foram: temperatura de refrigeração de 12°C, velocidade 70L/min da bomba, 
voltagem 6 V/cm, pulso inicial 5s, pulso final 55s e tempo de corrida 22h [15]. Após a corrida 
eletroforética, o gel foi corado com brometo de etídio e lavado com água autoclavada. O 
resultado foi visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta e fotodocumentado. 

 

Análise dos perfis genotípicos 

 Os perfis genotípicos gerados por PFGE foram comparados utilizando o software 
BioNumerics versão 6.0 e, através do método de agrupamento usando média aritmética 
não-ponderada (UPGMA), foram obtidos os dendrogramas. A similaridade genética foi 
calculada pelo coeficiente de Dice e cut-off de 80% de similaridade foi usado para definir os 
grupos clonais [16].  
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RESULTADOS 

 
 Os dois isolados de B. cenocepacia do mesmo paciente, que possuem 4 a 6 meses 
de diferença no isolamento, apresentaram o mesmo perfil de macrorestrição de DNA (100% 
de similaridade genética) (Figura 1). Este resultado nos levou a incluir na análise de 
similaridade entre pacientes diferentes apenas 1 isolado por paciente. 
 
Figura 1.  Dendrograma do percentual de similaridade entre os perfis de PFGE de pares de 
isolados de B. cenocepacia de 5 pacientes. Nesta análise, observa-se que isolados do 
mesmo paciente apresentam perfil genotípico único (são o mesmo clone). 
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A análise de similaridade dos 15 isolados III A provenientes de pacientes diferentes 
nos mostrou a presença de nove grupos clonais distintos (representados de A-I) (Figura 2). 
O grupo A é formado por 1 isolado (728); o grupo B é formado por 3 isolados (748, 650 e 
654) que apresentam entre si 100% de similaridade genética; o grupo C é formado por 1 
isolado (734); o grupo D é formado por 4 isolados (742, 741, 762 e 638), sendo que 3 deles 
apresentam 100% de similaridade; o grupo E é formado por 2 isolados (674 e 657) que 
apresentam 100% de similaridade; o grupo F é formado por 1 isolado (738); o grupo G é 
formado por 1 isolado (702); o grupo H é formado por 1 isolado (724); e o grupo I é formado 
por 1 isolado (760). Esta análise também nos permitiu constatar que os isolados de B. 
cenocepacia III A provenientes de pacientes fibrocísticos atendidos no HCPA apresentam 
baixa similaridade genética com a cepa ET12.  
 
Figura 2. Dendrograma do percentual de similaridade entre os perfis de PFGE dos isolados 
III A de pacientes diferentes. Nesta análise, observa-se a presença de nove grupos clonais, 
sendo que alguns grupos (B, D e E) são formados por isolados com alta similaridade (acima 
de 80%). Também observa-se que os isolados III A apresentam baixa similaridade com a 
cepa ET12 (máximo 60%).  
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 A análise de similaridade dos 8 isolados III B provenientes de pacientes diferentes 
nos mostrou a presença de cinco grupos clonais distintos (de J-O) (Figura 3).  O grupo J é 
formado por 2 isolados (710 e 768) que apresentam 100% de similaridade genética entre si; 
o grupo L é formado por 1 isolado (725); o grupo M é formado por 3 isolados (642, 656 e 
706); o grupo N é formado por 1 isolado (660); e o grupo O é formado por 1 isolado (675). 

 
Figura 3.  Dendrograma do percentual de similaridade entre os perfis de PFGE dos isolados 
III B de pacientes diferentes. Nesta análise, observa-se a presença de cinco grupos clonais, 
sendo que alguns grupos (J e M) são formados por isolados com alta similaridade (acima de 
80%). 
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DISCUSSÃO 

 

 As bactérias pertencentes ao CBC são importantes patógenos de pacientes com FC 
[17]. Além disso, devido à sua ampla distribuição no meio ambiente, à extraordinária 
versatilidade nutricional e à capacidade de sobreviver em ambientes inóspitos, como na 
presença de alguns desinfetantes, espécies do CBC têm sido cada vez mais relacionadas a 
infecções nosocomiais [18].  

 A transmissão de cepas do CBC entre indivíduos fibrocísticos pode ocorrer por 
contato interpessoal direto ou indireto e pela disseminação de secreções respiratórias 
infectadas [19]. Além disso, a aquisição de bactérias do CBC tem sido associada com 
hospitalização recente, higienização ineficiente das mãos, contaminação de equipamento 
para terapia respiratória e, possivelmente, contaminação do chuveiro hospitalar [10]. Muitos 
centros de FC têm adotado políticas de segregação dos pacientes infectados pelo CBC, a 
fim de minimizar os impactos causados pela propagação da infecção.  

 Os métodos moleculares são muito eficazes em estudos epidemiológicos para 
tipagem de microrganismos. A técnica de macrorestrição de DNA seguida de PFGE é 
considerada padrão-ouro para avaliação da relação epidemiológica e para análise de 
similaridade genética entre isolados bacterianos. Nos dendrogramas de PFGE, em geral, os 
isolados são considerados idênticos se apresentarem 100% de similaridade e possuem 
relação clonal se a similaridade entre eles for maior do que 80% [16]. Neste estudo, a 
análise dos isolados provenientes de pacientes fibrocísticos diferentes nos permitiu 
constatar a presença de grupos clonais formados por isolados com 100% de similaridade 
genética e outros apresentando similaridade superior a 80%. Desse modo, estes resultados 
sugerem a ocorrência de disseminação clonal de B. cenocepacia entre os pacientes com FC 
tratados no HCPA no ano de 2008. 

Ao longo dos últimos anos, vários estudos epidemiológicos têm mostrado que a 
maioria dos casos de transmissão da infecção pelo CBC entre pacientes fibrocísticos 
envolveu cepas de B. cenocepacia [20]. Os quadros clínicos mais dramáticos foram 
associados à ET12, uma cepa de B. cenocepacia III A que apresenta elevado potencial de 
propagação e causa “síndrome cepacia”, uma situação clínica caracterizada por pneumonia 
necrotizante e sepse, resultando muitas vezes em morte precoce [21]. A importância clínica 
da infecção pelo CBC foi reconhecida pela primeira vez na década de 80 e se deve à cepa 
ET12 [22]. Naquela época, esta cepa altamente transmissível de B. cenocepacia se 
disseminou entre pacientes com FC do Canadá, Inglaterra e Escócia e culminou na 
“síndrome cepacia” [9].  

Ao que tudo indica, a cepa ET12 é uma cepa endêmica, isolada predominantemente 
em centros de FC de países norte-americanos e da Europa. Conforme o esperado, nossos 
resultados mostraram que o isolado da cepa ET12 analisado por PFGE apresentou um perfil 
de macrorestrição do DNA bastante distinto dos perfis dos isolados de B. cenocepacia III A 
provenientes de pacientes com FC atendidos no HCPA.  

 Nosso estudo também evidenciou a permanência de um único perfil genotípico no 
mesmo paciente ao longo do tempo. Observamos a presença do mesmo clone de B. 
cenocepacia em amostras com 4 a 6 meses de diferença no isolamento dos 5 pacientes 
analisados. Estes resultados sugerem que, mesmo durante períodos de antibioticoterapia, a 
cepa não é erradicada dos pacientes [23]. Estudos de genotipagem mostraram que a 
infecção pulmonar crônica de pacientes com FC tipicamente envolve uma única cepa do 
CBC. Pode ocorrer coinfecção transiente envolvendo duas espécies diferentes do CBC ou 
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duas cepas da mesma espécie, porém este fenômeno é raro e ocorre preferencialmente no 
início da infecção [3].  

 A análise do dendrograma de PFGE de isolados do mesmo paciente (Figura 1), 
inusitadamente, nos mostrou que isolados III A apresentam alta diversidade genotípica entre 
si, visto que alguns isolados III A demonstraram maior similaridade com isolados III B. Este 
achado nos leva a questionar se a divisão de B. cenocepacia em subgrupos filogenéticos (III 
A e III B) tem real validade e relevância epidemiológica ou se novos estudos são 
necessários para reavaliar essa classificação taxonômica. 

 Com base em nossos resultados, podemos concluir que grupos de pacientes 
atendidos no HCPA no ano de 2008 foram colonizados por uma mesma cepa de B. 
cenocepacia. A disseminação clonal das cepas pode ter ocorrido devido ao contato social 
entre os pacientes fora do hospital, devido a falhas na segregação dos pacientes infectados 
com os demais pacientes, ou devido à contaminação de algum item hospitalar (chuveiro, 
equipamento para terapia respiratória, entre outros) que serviu de fonte comum de infecção 
aos pacientes. Também podemos concluir que, apesar da transmissibilidade observada com 
algumas das cepas de B. cenocepacia III A analisadas, estas não apresentam perfil 
genotípico similar ao da cepa ET12. Além disso, verificamos que o mesmo paciente 
permanece colonizado pela mesma cepa de B. cenocepacia após meses de 
antibioticoterapia; este resultado nos leva a concluir que uma mesma cepa de B. 
cenocepacia pode infectar cronicamente o paciente, não sendo erradicada após exposição 
prolongada a antibióticos.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

� Neste trabalho observou-se que: 

 

�  Houve propagação clonal de algumas cepas de B. cenocepacia entre 

pacientes fibrocísticos atendidos no HCPA no ano de 2008. 

�  As cepas de B. cenocepacia analisadas, apesar da transmissibilidade 

observada, possuem baixa similaridade genética com a cepa ET12.  

�  O paciente fibrocístico pode permanecer colonizado pela mesma 

cepa de B. cenocepacia após períodos prolongados de 

antibioticoterapia, ou seja, a cepa original de infecção não é 

erradicada.  

 

�  Perspectivas 

 

� É necessária uma pesquisa de marcadores de virulência (gene cblA e 

BCESM) para elucidar os possíveis mecanismos envolvidos na 

propagação das cepas.  

� Dados adicionais são necessários (histórico do paciente, período de 

internação, progressão do quadro clínico, desfecho da infecção) para 

avaliar se a transmissão de B. cenocepacia ocorreu de um paciente 

para outro, ou se os pacientes tiveram uma fonte comum de infecção 

(por ex., uso de item hospitalar contaminado) e qual cepa de B. 

cenocepacia conduziu o paciente ao quadro clínico mais dramático. 


