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Resumo

O complexo Burkholderia cepacia (Bec) ¢ um grupo
constituido por nove espécies de bactérias patogéni-
cas oportunistas na fibrose quistica (FQ), associadas a
prognéstico mais reservado e a infecgio cruzada entre
os doentes. Existe grande heterogeneidade na deterio-
ra¢do pulmonar dos doentes colonizados/infectados
com Bec, evoluindo, por vezes, de forma fulminante
— sindroma da cepacia.

Abstract

Bacteria of the Burkholderia cepacia complex (Bec), a
group of nine related species, are opportunistic patho-
gens in cystic fibrosis (CF) patients, associated with a
poor prognosis and patient-to-patient transmissibili-
ty. The pulmonary deterioration in Bcc-colonised/
infected patients has a heterogeneous pattern leading,
sometimes, to a fulminant development — the cepacia
syndrome.
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Com o objectivo de avaliar a relagao entre a coloni-
zagdo/infecgdo com as diferentes espécies do Bec e a
evolugao clinica, os autores analisaram, retrospecti-
vamente, 31 doentes com FQ acompanhados no
Hospital de Santa Maria com isolamentos entre Ja-
neiro de 1995 e Marc¢o de 2006. Os doentes foram
divididos nos grupos: Grupo I — isolamento inter-
mitente (15 doentes) e Grupo II — isolamento cré-
nico (16 doentes). A prevaléncia das espécies do
Bee foi: B. cepacia 57%, B. cenocepacia 43%, B.
multivorans 7%, B. stabilis 13%. Trés doentes fale-
ceram com sindroma da cepacia. As espécies B. ce-
pacia e B. stabilis, pouco frequentes nas populacoes
de FQ caracterizadas na Europa e na América do
Norte, foram isoladas de uma percentagem impor-
tante dos doentes estudados, nio tendo sido possi-
vel estabelecer uma correlacio entre a espécie e a
evolugao clinica.

Nos doentes deteriorados, mas nio nos estaveis, do
grupo II, em quem foi possivel analisar retrospectiva-
mente a fun¢do respiratéria (FEV1) e os periodos de
internamento por exacerbagio pulmonar, encontra-
ram-se algumas diferencas relevantes antes e apds o
isolamento de Bec.

Perante a incapacidade actual de orientar as medidas
de profilaxia através da caracterizagdo molecular dos
isolados de Bec, hd que manter as medidas de contro-
lo recomendadas.

Rev Port Pneumol 2008; XIV (1): 5-26
Palavras-chave: Complexo Burkholderia cepacia (Bcec),

fibrose quistica (FQ), B. cepacia, B. cenocepacia, B.
multivorans, B. stabilis

6 REVISTA

PORTUGUESA

To evaluate the relationship between colonisation/
infection by the different Bee species and the clinical
course, the authors carried out a retrospective study
of 31 CF patients with Bec bacteria isolations fol-
lowed at Hospital de Santa Maria from January 1995
to March 2006. Patients were categorised into two
groups: Group I, with intermittent isolations and
Group II with chronic isolations. The prevalence of
Bcc species was as follows: B. cepacia 57%, B. ceno-
cepacia 43%, B. multivorans 7%, B. stabilis 13%.
Three of the patients died of cepacia syndrome. The
species B. cepacia and B. stabilis, usually less frequent
in CF populations of Europe and America, were iso-
lated in a considerable percentage of the patients
examined. No correlation could be established be-
tween the species and the clinical outcome.
Deteriorated but not stable patients from group II,
whose lung function and pulmonary exacerbation-
caused hospitalisation could be retrospectively analy-
sed, exhibited significant differences in the number
of hospitalisations and pulmonary function (FEV1)
in the year prior to and the years following Bcc isola-
tion.

Based on the available data, it is not currently possible
to outline preventive measures through the molecular
characterisation of Bec isolates, reinforcing the no-
tion that the recommended control measures must be

followed.
Rev Port Pneumol 2008; XIV (1): 5-26
Key-words: Burkholderia cepacia (Bec) complex, cys-

tic fibrosis (CF), B. cepacia, B. cenocepacia, B. multi-
vorans, B. stabilis
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Introducéio

O complexo Burkholderia cepacia (Bcc), abun-
dante no solo e na rizosfera das plantas'?, faz
parte de um grupo de agentes patogénicos de
grande risco na fibrose quistica (FQ), associado
a pior progndstico e infecgao cruzada entre os
doentes***. Estas bactérias sdo intrinsecamente
resistentes a multiplos antibi6ticos, desinfectan-
tes e anti-sépticos™®” e transmitem-se entre os
doentes com FQ através do contacto social*®”!°,
sendo a hospitalizagdo um factor de maior risco
para a aquisicdo de Bec*'*!. A sua aquisigdo e
transmissao ¢ facilitada pelo contacto préximo
e prolongado entre doentes com FQ e pela par-
tilha de equipamentos de terapéutica inalat6-
ria®". Estando demonstrado que a aquisicio de
bactérias do Bec se encontra associada ao inter-
namento hospitalar e 4 infecgio cruzada através
de contactos sociais entre doentes com FQ, a
grande maioria de centros de FQ em todo o
mundo implementou regras especiais de higie-
ne hospitalar e medidas severas de isolamento
de individuos colonizados e individuos nio co-
lonizados com Bec”. No entanto, alguns estu-
dos tém também sugerido o ambiente como
potencial fonte de colonizagao™'.

Existe uma grande heterogencidade na deterio-
ragdo pulmonar dos doentes com FQ coloniza-
dos/infectados com Bec, por vezes evoluindo de
forma fulminante — sindroma da cepacia, que
ocorre em cerca de 30% dos casos™. Actual-
mente, identificam-se nove espécies (ex-ge-
nomovares) no complexo Bec: B. cepacia, B.
multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietna-
miensis, B. dolosa, B. ambifaria, B. anthina e B.
pyrrocinia®™®. Na espécie B. cenocepacia, distin-
guem-se ainda quatro subgrupos filogenéticos,
designados por III-A, I1I-B, III-C e III-D. Ape-
sar de todas as espécies poderem ser isoladas das
secrecoes de doentes com FQ', a espécie B. ce-
nocepacia foi a predominante nas populagoes de
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Introduction
The Burkholderia cepacia complex (Bcc),
abundant in soil and plant rhizosphere'?,
is part of a group of opportunistic patho-
gens in cystic fibrosis (CF) patients, as-
sociated with a poor prognosis and pa-
tient-to-patient transmissibility?*4. These
bacteria have an inherent resistance to
multiple antibiotics, disinfectants and an-
tisceptics™®’
tient-to-CF patient via social contact

and are transmitted CF pa-
2,8,9,10

b
with hospitalisation a major risk factor
»1011 - Close and pro-
longed contact among CF patients and

for Bec acquisition

sharing nebulisers facilitates Bec acquisi-
tion and transmission®'?. It is proven that
Bec bacteria acquisition is associated to
hospitalisation and cross-infection via so-
cial contact CF patients. Accordingly, the
majority of CF centres worldwide have
implemented special hospital hygiene
rules and the strict isolation of Bce colo-
nised and non-colonised patients'. That
notwithstanding, several studies have sug-
gested the environment as a potential
colonisation source®'.

The pulmonary deterioration in Bcc-co-
lonised/infected patients has a heteroge-
neous pattern, leading, in approx. 30%
of cases®™ to a fulminant development —
the cepacia syndrome. Nine species are
currently identified (ex-genomovars) in
the Bec complex: B. cepacia, B. multivo-
rans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. viet-
namiensis, B. dolosa, B. ambifaria, B.
anthina and B. pyrrocinia®. Four phylo-
genetic subgroups can be found in B.
cenocepacia: 111-A, 111I-B, 1II-C and III-
D. While all these species can be isolated
in CF patients’ secretions', the B. ceno-
cepacia species predominated in the CF

0 complexo
Burkholderia cepacia
faz parte de um grupo
de agentes patogénico:
de grande risco

na fibrose quistica

Alguns estudos tém

sugerido o ambiente
como potencial fonte
de colonizagéo
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FQ dos Estados Unidos da América'®, Cana-
dd, Irlia"® e Franca' j caracterizadas, seguida
de B. multivorans. A espécie B. cenocepacia tem
sido associada a elevadas taxas de morbilidade e
mortalidade, existindo algumas evidéncias de
que estirpes pertencentes a esta espécie poderao
ser mais virulentas e/ou transmissiveis®**’.

No Centro Especializado em FQ da Clinica
Universitdria de Pediatria do Hospital de San-
ta Maria, as taxas de incidéncia e prevaléncia
da colonizagao/infeccio pelo complexo Bece
entre Janeiro de 1995 e Margo de 2006 varia-
ram entre 1,2% e 7,8% e entre 7,1 % e 13,3%,
respectivamente. O presente estudo teve como
objectivo investigar a relagio entre a coloniza-
¢ao/infecgio com as diferentes espécies do
complexo Bee nos doentes com FQ acompa-
nhados, entre 1995 e 20006, nesse centro, o
maior do pais, e a sua evolugao clinica. Os re-
sultados divulgados neste estudo, focado numa
subpopulacio portuguesa bem definida, colo-
nizada com bactérias do complexo Bec, pre-
tendem, nio s6 ser uma contribui¢io para a
caracterizacio da situacio nacional, mas tam-
bém para aferir da capacidade de espécies iso-
ladas com pouca frequéncia das secregoes res-
piratérias de doentes com FQ, para se
transmitirem e causarem infec¢ao crénica e/ou
doenga grave neste tipo de populacoes.

Material e métodos

Realizou-se uma andlise retrospectiva dos pro-
cessos de consulta e internamento dos 31 doen-
tes seguidos regularmente na consulta de Pe-
diatria do Centro Especializado de Fibrose
Quistica (CEFQ), da Clinica Universitdria de
Pediatria do Hospital de Santa Maria (HSM),
em Lisboa, com o diagndstico confirmado de
fibrose quistica (FQ) (por duas provas de suor
e/ou estudo genético) e com culturas das secre-
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populations in the USA', Canada'’, Ita-
ly'"* and France” which have been
mapped, followed by B. multivorans. The
B. cenocepacia species has been associated
to high morbidity and mortality rates.
There is evidence that the strains of these
species are more virulent and/or trans-
missable?32°,

The incidence and prevalence of colonisa-
tion/infection by Bcc complex between
January 1995 — March 2006 at the Hospi-
tal de Santa Maria Clinica Universitdria de
Pediatria CF Centre ranged from 1.2% —
7.8% and 7.1 % — 13.3% respectively.
Our study aims to investigate the link be-
tween colonisation/infection by different
Bec complex species and the clinical course
in CF patients followed at our centre, the
country’s largest, from 1995 and 2006.
Our results focus on a well-defined Portu-
guese sub-population colonised with Bcc
complex bacteria and are intended to add
to the mapping of the Portuguese picture
and to assess the capacity of species rarely
isolated in the respiratory secretions of CF
patients and which transmit and cause
chronic infection and/or disease in these
populations.

Material and methods

We carried out a retrospective study into the
clinical files and hospital records of 31 CF
patients routinely followed at Lisbon’s Hos-
pital de Santa Maria (HSM) Clinica Uni-
versitdria de Pediatria CF Centre (CEFQ).
These patients had a CF diagnosis con-
firmed by two sweat tests and/or genetic
study and their respiratory secretion cul-
tures were positive for Burkholderia cepacia
(Bce) complex bacteria.

PNEUMOLOGIA
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¢Oes respiratrias positivas para bactérias do
complexo Burkholderia cepacia (Bec). Os doen-
tes foram divididos em dois grupos: Grupo I —
isolamento intermitente (I ou 2 isolamentos
por ano); Grupo II — isolamento crénico (= 3
isolamentos por ano). Para cada doente foram
caracterizados e analisados: sexo, idade do diag-
ndstico, genotipo, idade do primeiro isolamen-
to de Bec, co-infeccio com outras bactérias e
sobrevivéncia apds o isolamento. No Grupo 11,
avaliou-se, ainda, a evolucio clinica do doente
ao longo do periodo de infec¢do crénica pela
comparagio dos parimetros: (1) numero de
internamentos por exacerbagio pulmonar; (2)
valor do forced expiratory value in the first second
(FEV1) e (3) indice nutricional (IN) (peso/al-
tura/ P50 do peso/P50 da altura) ou, se a idade
for superior a 18 anos, o indice de massa corpo-
ral (IMC) (altura/peso®). Essa comparagio
abrangeu o ano imediatamente anterior ao pri-
meiro isolamento de Bec, estendendo-se a um
periodo méximo de quatro anos apds o primei-
ro isolamento destas bactérias. Nalguns doen-
tes, devido a sua idade, nao foi possivel realizar
estudo funcional respiratério. Noutros, por re-
sidirem a distAncias considerdveis do CEFQ,
nao estao disponiveis avaliagoes seriadas da
fungio respiratéria e/ou do IN/IMC, que sao
realizadas nos hospitais da drea de residéncia.
Acresce, ainda, que para alguns dos doentes do
Grupo II que faleceram durante o periodo des-
te estudo ndo estdo disponiveis os dados do
IN/IMC devido aos numerosos e extensos pe-
riodos de internamento em que nao foram re-
colhidos os dados da estatura.

Os isolados do complexo B. cepacia examina-
dos foram obtidos a partir de amostras de se-
cregoes respiratorias (expectoragio ou aspirado
nasofaringeo), colhidas bimensalmente ou tri-
mestralmente, entre Janeiro de 1995 e Marco
de 2006, em todos os doentes seguidos no
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Patients were categorised into two groups:
Group I, with intermittent isolations (1 or 2
per year) and Group II with chronic isola-
tions (> 3 per year).

Both groups were profiled in terms of gen-
der, age at diagnosis, genotype, age at first
Bec isolation, co-infection by other bacte-
ria and survival after isolation. We also as-
sessed the Group II patients clinical
course throughout the period of chronic
infection by comparing the following pa-
rameters: (1) number of pulmonary exac-
erbation-caused hospirtalisations; (2) value
of Forced Expiratory Value in the first se-
cond (FEV1) and (3) Nutritional Index
(NI) (weight/height / P50 weight/P50
height) or, in patients aged over 18, Body
Mass Index (BMI) (Height/Weight?). The
comparison took in the year immediately
prior to the first Bec isolation and covered
a maximum four years post-first-isolation
of these bacteria. Some patients’ age meant
it was not possible to perform a lung func-
tion study. Serial lung function and or NI/
BMI evaluations, which are performed in
the catchment area hospitals, were not
available for patients who lived a conside-
rable distance from the CEFQ. Further,
NI/BMI data on the Group III patients
who died during the course of this study
was not available as these patients expe-
rienced several and prolonged hospital
stay periods duirng which this data was
not collected.

The B. cepacia complex isolates examined
were obtained from bimonthly or tri-
monthly respiratory secretion samples (ex-
pectoration or nasopharyngeal aspirate)
collected between January 1995 and March
2006 from all patients followed at the Cen-
tre. The isolating and identification of the

Vol XIV N.°1 Janeiro/Fevereiro 2008
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centro. O isolamento e identifica¢io dos isola-
dos como pertencendo ao Bec baseou-se,
numa primeira fase, em testes bioquimicos,
realizados no Laboratério de Bacteriologia do
HSM, usando-se, respectivamente, o meio se-
lectivo Burkholderia cepacia medium, suple-
mentado com Burkholderia cepacia selective
supplement, e o sistema comercial AP1 20NE.
Como recomendado na literatura internacio-
nal, esta identificacio preliminar foi posterior-
mente confirmada por recurso a técnicas mo-
leculares no Grupo de Ciéncias Bioldgicas do
Centro de Engenharia Biolégica e Quimica do
Instituto de Biotecnologia e Bioengenharia do
Instituto Superior Técnico. A identificagao da
espécie dos diversos isolados do Bec baseou-se
na andlise do polimorfismo dos fragmentos de
restricio do gene 7ecA com a endonuclease
Haelll, a qual gera perfis caracteristicos em
cada espécie’’. A amplificagao do gene recA foi
efectuada por PCR, utilizando-se sequéncias
iniciadoras especificas para identificagio de
bactérias do Bec descritas na literatura*. Apds
a identificacdo preliminar da espécie por este
método, procedeu-se A sua confirmagio por
nova amplificagdo do gene recA, mas utilizan-
do sequéncias iniciadoras especificas para cada
espécie?’. A genotipagem dos isolados foi efec-
tuada por ribotipagem e, quando necessrio,
por um método mais discriminatério, a andli-
se do polimorfismo dos macrofragmentos de
restricdo separados por electroforese em cam-
po pulsado. Os resultados da genotipagem dos

isolados encontram-se publicados?>**.

Resultados

No presente estudo, foi realizada uma anli-
se retrospectiva dos processos de consulta e
internamento de 31 doentes. Cerca de 48%
destes doentes foram considerados com co-

isolates as Bec was firstly based on biochem-
ical tests performed at the HSM Bacteriol-
ogy Laboratory, using Burkholderia cepacia
medium selective means, supplemented by
Burkholderia cepacia selective supplement,
and the commercial system AP1 20NE, re-
spectively. As the international literature
recommends, this preliminary identifica-
tion was later confirmed via molecular tech-
niques by the Biological Sciences Group at
Lisbon’s Centro de Engenharia Biolégica e
Quimica at the Instituto de Biotecnologia e
Bioengenharia, Instituto Superior Técnico.
Species identification of the various Bec iso-
lations was based on the analysis of the re-
striction fragments polymorphism of the
recA gene polymorphism of the restriction
fragments of the recA gene with the Haelll
endonucleas, which gives characteristic pro-
files in each species”’. PCR was used to am-
plify the recA gene, using specific primers
for identifying Bec bacteria, as described in
the literature®’. After using this method for
the preliminary identification of the spe-
cies, identification is confirmed by a second
amplification of the recA gene, but using
specific primers for each species”’. Geno-
typing of the isolates was performed by ri-
botyping and a more discriminatory meth-
od was used when necessary to analyse the
restriction polymorphism macrofragments
separated by pulse field electrophoresis. The
results of the genotyping of the isolates has
been published?*%%.

Results

This study conducted a retrospective analy-
sis of the out-patients’ and hospital records
of 31 patients. Around 48% of these pa-
tients were considered to have intermittent
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loniza¢io intermitente (Grupo I) € 52% com
coloniza¢io/infec¢do cronica (Grupo II).
De entre os 15 doentes do Grupo I, cerca de
73% eram do sexo feminino e 27% do sexo
masculino. A idade de diagndstico situou-se
entre o nascimento e os 4 anos, com uma me-
diana de 10 meses. A idade do primeiro isola-
mento de bactérias do complexo B. cepacia
(Bcc) situou-se entre 2 meses e 28 anos, com
uma mediana de 3 anos. Todos os doentes des-
te grupo apresentavam mutagoes da classe 11
da FQ (Quadro I). Cerca de 80% (12) destes
doentes encontravam-se co-colonizados/infec-
tados com outros géneros bacterianos (Sta-
phylococcus aureus, Haemophilus influenzae elou
Pseudomonas aeruginosa) (Quadro I). Quatro
(27%) faleceram durante o periodo do estudo
devido a causas nao directamente relacionadas
com a colonizagio com Bec.

Entre os 16 doentes do Grupo 11, a percenta-
gem dos sexos feminino e masculino era idén-

Quadro | - Caracteristicas dos doentes do Grupo |

isolations (Group I) and 52% chronic colo-
nisation/infection (Group II).

Approx. 73% of the Group I patients were
female and 27% were male. Age at diagnosis
was between birth and 4 years, median 10
months. Age at first isolation of B. cepacia
(Bce) complex bacteria was between 2
months and 28 years, median 3 years. All
patients from this group had CF Class II
mutations (Table I). Around 80% (12) of
these patients had co-colonisation/infection
by other bacteria types (Staphylococcus au-
reus, Haemophilus influenzae and/or Pseu-
domonas aeruginosa) (Table I). Four (27%)
of these patients died, of causes not directly
related to the Bec colonisation, during the
study period.

There were an identical number of male
and female patients among the 16-strong
Group 1II. Age at diagnosis was between 4
months and 16 years, median 2 years, 10

N.°do Idade de Idade do

doente X0 diagnadstico 1.% isolamento Genotipo Classe Co-infecgdo
1 F 4m 4a F508del/F508del 11 SA
2 M 4a 20a R334W+R1177E/F508 del 2/ SAPA
3 M 3m 3m F508del/R1066C il PA
4 F 3a 6a F508del/P205S 11/? SAPA
5 F 10m 2a F508del/* /- SAPAHI
6 F 3m 4m A561E/A561E 12/11? HI
7 F 3m 4m F508del/F508del 1/ -
8 F 2m 2m F508del/G542X 11 -
9 F 3a 11a F508del/* /- SAPA
10 F 2a 3a F508del/A561E nm? PA
1 M 1a 5a F508del/F508del /1 SAPAHI
12 F ao nascer 6a F508del/F508del 1/l SAHI
13 M 1a 2a F508del/F508del 1/ SAPAHI
14 F 6m 1a F508del/F508del 1/ -
15 F ? 28a F508del/985E I1/? SAPAHI

* ndo identificado; m — meses; a — anos

SA - Staphylococcus aureus; HI — Haemophilus influenzae; PA — Pseudomonas aeruginosa

[JFaleceu
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Table | - Group | patient profiles

Patient Gender .Age at. %\ge af Genotype Class Co-infection

n.° diagnosis 1st isolation

1 F 4m 4y F508del/F508del [ SA

2 M 4y 20y R334W+R1177E/F508 del 2/ SAPA
3 M 3m 3m F508del/R1066C 1 PA

4 F 3y By F508del/P205S [1/? SAPA
0 F 10m 2y F508del/* /- SAPAHI
6 F 3m 4m A561E/A561E 12/1? HI

7 F 3m 4m F508del/F508del [ -

8 F 2m 2m F508del/G542X I/ -

9 F 3y 1y F508del/* /- SAPA
10 F 2y 3y F508del/AS61E ? PA

1 M 1y Sy F508del/F508del /1 SAPAHI
12 F birth By F508del/F508del 1] SAHI
13 M 1y 2y F508del/F508del [ SAPAHI
14 F 6m 1y F508del/F508del 1] -

15 F ? 28y F508del/985E [1/? SAPAHI

* not known; m — months; y - years

SA - Staphylococcus aureus; HI - Haemophilus influenzae; PA — Pseudomonas aeruginosa

[ Deceased

tica. A idade de diagnéstico situou-se entre 4
meses ¢ 16 anos, com uma mediana de 2
anos e 10 meses. A idade do primeiro isola-
mento de bactérias do Bec situou-se entre 5
meses e 21 anos, com uma mediana de 11
anos. Neste grupo, apenas 75% dos doentes
(12) apresentava mutagdes da classe IT da FQ
(Quadro IT). Cerca de 94% (15) encontrava-
-se co-colonizados/infectados com bactérias
de outros géneros. Faleceram 6 doentes deste
grupo (38%) durante o periodo do estudo
(Quadro II).

A prevaléncia das vrias espécies de Bec isoladas
destes 2 grupos de doentes de FQ durante o
periodo em estudo foi: B. cepacia 57%, B. mul-
tivorans 7%, B. cenocepacia 43% e B. stabilis
13%. No grupo de colonizagio intermitente
apenas foram isoladas as espécies B. cepacia
(71%, 10 doentes) e B. cenocepacia (43%, 6
doentes), enquanto no grupo de colonizagio
crénica foram isoladas as espécies B. cepacia e

months. Age of first isolation of Bec bacte-
ria was between 5 months and 21 years,
median 11 years. Only 75% of the patients
in this group (12) had CF Class II muta-
tions (Table IT). Approx. 94% (15) of these
patients had co-colonisation/infection by
other bacteria types. Six patients of this
group (38%) died during the study period
(Table II).

The prevalence of the several Bec species
isolated in these two CF patient groups
during the study peiod was B. cepacia 57%,
B. multivorans 7%, B. cenocepacia 43% and
B. stabilis 13%. Only the B. cepacia (71%,
10 patients) and B. cenocepacia (43%, 6 pa-
tients) species were isolated in the inter-
mittent colonisation group while in the
chronic colonisation group the B. cepacia
and B. cenocepacia species were isolated in
equal patient percentage (44%) and the B.
stabilis and B. multivorans species in 25%
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Quadro Il - Caracteristicas dos doentes do Grupo |l

N.*de Sexo Idade de Idade do Genotipo Classe Co-infecgao
doente diagnostico 1.° isolamento
16 M 15a 17a 3272-26A ->G/1527delC I(V)/? SA
18 F 5m 1a F508del/F508del 1 SAPAHI
19 F  ea 1%  Fo08delFS0Bdel W PA
20 F 2a 9a 1609delCA/1989+1G->T [ SAPAHI
21 F 3a 12a 1609delCA/1989+1G->T I SAPA
23 M 1aim 15a F508del/F508del il SAPA
24 F 3a 6a F508del/Y1092X Il SAPAHI
25 M 1adm 10a F508del/F508del 1 SAPAHI
26 M 5m 5m F508del/F508del 1 -
27 M 1adm 8a F508del/R1066C 1 SAPAHI
28 M 5adm 7a 3272-26A ->G/3007delG I(V)/? SAHI
29 M 2a8m 14a F508del/F508del 1 SAHI
30 M 5a 19a F508del/* Il/- SAHI
31 F 5a 21a F508del/F508del /1 HI

* ndo identificado; m — meses; a — anos
SA - Staphylococcus aureus; HI - Haemophilus influenzae; PA — Pseudomonas aeruginosa
[ Faleceu; X Faleceu com sindroma da cepacia

Table Il - Group Il patient profiles

Patu:nt Gender .Age at. .Age a? Genotype Class Co-infection
n. diagnosis 1%t isolation
16 M 15y 17y 3272-26A ->G/1527delC I(V)/? SA
18 F 5m 1y F508del/F508del il SAPAHI
20 F 2y 9y 1609delCA/1989+1G->T 1l SAPAHI
21 F 3y 12y 1609delCA/1989+1G->T [ SAPA
23 M 1yim 15y F508del/F508del il SAPA
24 F 3y By F508del/Y1092X I SAPAHI
25 M 1ydm 10y F508del/F508del 1 SAPAHI
26 M 5m 5m F508del/F508del 1 -
27 M 1ydm 8y F508del/R1066C 1/ SAPAHI
28 M 5y4m 7y 3272-26A ->G/3007delG I(V)/? SAHI
29 M 2y8m 14y F508del/F508del 1 SAHI
30 M 5y 19y F508del/* /- SAHI
31 F 5y 21y F508del/F508del 1 HI

*not known; m — months; y - years
SA - Staphylococcus aureus; HI - Haemophilus influenzae; PA — Pseudomonas aeruginosa
[ Deceased; X Died as a result of cepacia syndrome
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B. cenocepacia em igual percentagem de doen-
tes (44%), e as espécies B. stabilis e B. multivo-
rans em 25% e 12,5%, respectivamente (Qua-
dros IIT e IV). E de notar que a soma das
prevaléncias das vdrias espécies excede os
100%, porque 5 doentes apresentaram coloni-
zac¢do com mais de uma espécie (2 doentes no
grupo de colonizagio intermitente e 3 no gru-
po de colonizagao crénica) (Quadros I e IV).
Em 25 doentes (83%) foi isolada uma tinica
espécie de Bee (Quadros I e IV). Invulgar é o
caso de duas irmas conviventes (doentes 20 e
21), cronicamente colonizadas/infectadas com
B. cenocepacia ou B. cepacia, respectivamente,
durante mais de quatro anos (Quadro IV). §6
apos este periodo ¢ que a estirpe de B. cepacia,
que infectava cronicamente a doente 21, foi
isolada na irma, o que contrasta com a ideia
estabelecida de que o risco de infecgao cruzada
entre doentes ¢ grande.

Quadro Il - Isolamentos das vérias espécies do complexo
Burkholderia cepacia no Grupo |

and 12.5% of patients respectively (Tables
111 and IV).

It is notable that the sum of the prevalence
of the several species exceeds 100%. This is
due to 5 patients presenting colonisation
with more than 1 species (2 patients in the
intermittent colonisation group and 3 in
the chronic colonisation group) (Tables I1I
and IV). A unique species of Bcc was iso-
lated in 25 patients (83%) (Tables III and
IV). An unusual case was that of two sisters
(patients 20 and 21) who shared living space
and who were chronically colonised/infec-
ted by B. cenocepacia and B. cepacia, respec-
tively, for over four years (Table IV). Only
after this period was the B. cepacia strain
which chronically infected patient 21 iso-
lated in her sister, in contrast to the estab-
lished idea that there is a high risk of cross-
infection between these patients.

Table Ill - Isolations of the various Burkholderia cepacia
complex species in Group |

N.° do

Patient

1.° isolamento 2.° isolamento 1¢t isolation 2" isolation
doente n.’
1 B. cenocepacia - 1 B. cenocepacia -
2 B. cepacia - 2 B. cepacia -
3 B. cepacia - 3 B. cepacia -
4 B. cenocepacia B. cenocepacia 4 B. cenocepacia B. cenocepacia
5 B. cepacia - ® B. cepacia =
6 B. cepacia B. cenocepacia 6 B. cepacia B. cenocepacia
7 B. cenocepacia - 7 B. cenocepacia -
8 N.D. - 8 N.K. -
9 B. cenocepacia - 9 B. cenocepacia -
10 B. cenocepacia? B. cepacia 10 B. cenocepacia? B. cepacia
11 B. cepacia B. cepacia " B. cepacia B. cepacia
12 B. cepacia B. cepacia 12 B. cepacia B. cepacia
13 B. cepacia B. cepacia 13 B. cepacia B. cepacia
14 B. cepacia B. cepacia 14 B. cepacia B. cepacia
15 B. cepacia B. cepacia 15 B. cepacia B. cepacia
N.D. — N&o determinado N.K. — Not known
[CIFaleceu [CJ Deceased
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Quadro IV - Isolamentos das varias espécies do complexo Burkholderia cepacia no Grupo I

N.° do doente 1.°ano 2.°ano 3.°ano 4.°ano 5.° ano
16 B. cenocepacia ~ B. cenocepacia  B. cenocepacia  B. cenocepacia  B. cenocepacia

B. cenocepacia  B. cenocepacia  B. cenocepacia  B. cenocepacia  B. cenocepacia

B. cenocepacia
B.cepacia
B. cepacia

20 B. cenocepacia  B. cenocepacia  B. cenocepacia B.cepacia

21 B. cepacia B. cepacia B. cepacia B. cepacia

23 B. cenocepacia  B. cenocepacia - - -
24 B. stabilis B. stabilis - - -
25 B. multivorans B. multivorans - - -
26 B. cepacia - - - -
27 B. cepacia - - - -
28 B. cepacia B. cepacia B. cepacia B. cepacia -
29 B. cepacia B. cepacia - - -

31 B. cenocepacia - - - _
[CIFaleceu; 1 Faleceu com sindroma da cepacia

Table IV - Isolations of the various Burkholderia cepacia complex species in Group Il

N.° do doente 1.°ano 2.°ano 3.°ano 4.°ano 5.° ano
16 B. cenocepacia B. cenocepacia B. cenocepacia B. cenocepacia B. cenocepacia

B. cenocepacia B. cenocepacia B. cenocepacia B. cenocepacia B. cenocepacia

B. cenocepacia
B.cepacia

20 B. cenocepacia  B. cenocepacia  B. cenocepacia B.cepacia

21 B. cepacia B. cepacia B. cepacia B. cepacia B. cepacia

23 B. cenocepacia  B. cenocepacia - - -
24 B. stabilis B. stabilis - - -
25 B. multivorans B. multivorans - - -
26 B. cepacia - - - -
27 B. cepacia - - - -
28 B. cepacia B. cepacia B. cepacia B. cepacia -
29 B. cepacia B. cepacia - - -

31 B. cenocepacia - - - _
[T Deceased; [ Died as a result of cepacia syndrome
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Trés doentes do Grupo II (19%) faleceram
com um quadro clinico caracteristico da sin-
droma da cepacia: o doente 17, que se encon-
trava cronicamente colonizado/infectado com
duas estirpes das espécies B. multivorans e B.
cenocepacia; o doente 19, que apresentava in-
feccao crénica com B. stabilis; e 0 22, do qual se
isolaram 2 estirpes de B. cenocepacia e 1 de B.
cepacia (Quadro IV). O doente 21 faleceu com
infecdo crénica com B. cepacia, embora sem
um quadro clinico caracteristico da sindroma
da cepacia. A situagao clinica dos restantes do-
entes falecidos deste grupo (o doente 23, colo-
nizado com B. cenocepacia, e o 30, cronicamen-
te colonizado com B. stabilis), encontrava-se ji
previamente deteriorada em resultado da infec-
¢ao crénica com P aeruginosa durante vérios
anos (Quadros IT e IV).

Na grande maioria dos doentes falecidos, veri-
ficou-se um ndmero elevado de internamentos,
quer no ano anterior, quer nNos anos posteriores
ao isolamento de Bceg, o que reflecte uma situa-
¢io clinica previamente deteriorada e anterior
a0 isolamento de Bcc. No entanto, para a
doente 21, cronicamente colonizada/infectada
com uma estirpe de B. cepacia, registou-se um
aumento do ntmero de internamentos nos
anos seguintes ao primeiro isolamento de Bec.
O doente 30 foi internado uma tnica vez du-
rante a infeccao crénica com B. stabilis e faleceu
devido a causa nio relacionada com a infec¢ao
com Bec (Quadro V). Nos doentes 26, 27 € 29,
colonizados/infectados com a espécie B. cepa-
cia, ocorreu um aumento no nimero de inter-
namentos entre o ano anterior e os trés anos
posteriores ao primeiro isolamento de Bec
(Quadro V). No doente 28, colonizado/infec-
tado com B. cepacia, no 25, colonizado/infec-
tado com B. multivorans, nos doentes 16, 18 e
20, colonizados/infectados com B. cenocepacia
e no 24, infectado/colonizado com B. stabilis,

Three Group II patients (19%) died of a
clinical course characteristic of cepacia syn-
drome: patient 17, chronically colonised/
infected with two strains of B. multivorans
and B. Cenocepacia species; patient 19,
chronically infected with B. stabilis and pa-
tient 22, in whom two strains of B. cenoce-
pacia and one of B. cepacia were isolated
(Table IV). Patient 21 died of a chronic B.
Cepacia infection, although the clinical
course was not characteristic of cepacia syn-
drome. The clinical condition of the other
deceased patients of this group (patient 23,
colonised by B. cenocepacia and patient 30,
chronically colonised by B. stabilis) had
prior deterioration due to chronic P aerugi-
nosa infection over several years (Tables 11
and IV).

A large number of the deceased patients
had a high amount of hospitalisation
whether in the year prior to or the years
following the Bcc isolation. This reflects
prior clinical deterioration anterior to the
Bcc isolation. Patient 21, chronically co-
lonised/infected with a B. Cepacia strain,
had a high number of hospitalisations in
the years following the first Bce isolation.
Patient 30 was only hospitalised once dur-
ing the chronic B. stabilis infection and
died of causes not related to the Bcc in-
fection (Table V). Patients 26, 27 and 29,
colonised/infected by a B. Cepacia spe-
cies, had a greater number of hospitalisa-
tions between the year previous to and the
three years following the first Bec isola-
tion (Table V). In patient 28, colonised/
infected by B. cepacia, patient 25, colo-
nised/infected by B. multivorans, patients
16, 18 and 20, colonised/infected by B.
cenocepacia and patient 24, colonised/in-
fected by B. stabilis, there were no signifi-
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Quadro V - Numero de internamentos por exacerbagao pulmonar no Grupo |l

1°anoantes 1.°anoapdés 2°anoapés 3.°anoapdés 4.°ano apds

o .
N.“ do doente 1.° isolamento 1.° isolamento 1.° isolamento 1.° isolamento 1.° isolamento Falecimento

16 0 0 0 0 0
18 2 0 2 1 0
20 0 0 0 1 0
21 0 2 0 3 - apods 1.° ano
23 6 5 7 - - apos 1.° ano
24 0 0 0 1 0
25 0 1 0 0 0
26 0 1 2 2 0
27 0 1 3 - -
28 1 0 2 0 0
29 0 2 2 - -
30 0 0 1 0 0 apods 1.° ano
31 0 1 - - -

[ Faleceu; (X Faleceu com sindroma da cepacia

Table V - Number of pulmonary exacerbation-caused hospitalisations in Group |l

st st nd rd th
Patient n.° 1 year be.fore 1 year after 2 year a.fter 3 year after 4 year a_fter Deceased
1stisolation 1¢t isolation 1¢t isolation 1¢t isolation 1stisolation

16 0 0 0 0 0
18 2 0 2 1 0
20 0 0 0 1 0
21 0 2 0 8 - after 15 year
23 6 5 7 - - after 15 year
24 0 0 0 1 0
25 0 1 0 0 0
26 0 1 2 2 0
27 0 1 3 - -
28 1 0 2 0 0
29 0 2 2 - -
30 0 0 1 0 0 after 1% year
31 0 1 - - -

[CIDeceased; (2 Died as a result of cepacia syndrome
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nao ocorreram diferencas relevantes no niime-
ro de internamentos verificados entre o ano
anterior e os anos posteriores ao isolamento de
bactérias do Bce (Quadro V).

Nos doentes em que foi possivel realizar, seria-
damente, estudo funcional respiratério verifi-
cou-se, para o doente 17, colonizado/infecta-
do com B. multivorans e B. cenocepacia, para o
19, infectado/colonizado com B. stabilis, para
0 27, colonizado/infectado com uma estirpe
de B. cepacia, e para o 30 colonizado/infecta-
do com B. stabilis, uma diminui¢ao impor-
tante nos valores de FEV1 apés o isolamento
de Bec, coincidente com a deterioracio clinica
destes doentes. Note-se, no entanto, que os
valores de FEV1 obtidos para o ano imediata-
mente anterior ao isolamento de Bec, em par-
ticular para os doentes 17, 19 e 30, eram ji
baixos, o que denota uma situagao clinica pre-
viamente deteriorada. O mesmo se verificou
nos doentes 16, 23, 24 e 31. No entanto, nes-
tes doentes, ndo se registaram alteracoes rele-
vantes antes e ap6s o isolamento de Bec, o que
¢ concordante com a sua estabilidade clinica
(Quadro VI). Para os doentes 18, 20 e 21 nao
existem registos dos valores de FEV1 antes do
isolamento de Bcc. Nos restantes, para os
quais existiam os valores de FEV1, também
nao se registaram alteragoes relevantes.

Nos doentes em que se determinou, regular-
mente, o IN/IMC, nio se verificaram diferen-
cas relevantes nos valores obtidos no ano ante-
rior e nos anos posteriores ao isolamento das
diferentes espécies de Bee (Quadro VII). Para
os doentes 21 e 22, falecidos durante o periodo
deste estudo, nao estao disponiveis os dados do
IN/IMC devido aos numerosos e extensos pe-
riodos de internamento nos quais no foram
recolhidos os valores da estatura. O doente 30
nao residia em Portugal continental, motivo
pelo qual também nao estao disponiveis dados

cant differences in the amount of hospi-
talisations seen in the year prior to and
the years following the isolation of the
Bcec bacteria (Table V).

In patients in whom it was possible to
perform serial lung function studies, a
significant decrease in FEV1 values was
seen after Bec isolation in patient 17,
colonised/infected by B. multivorans and
B. cenocepacia, in patient 19, colonised/
infected by B. stabilis, in patient 27, co-
lonised/infected by a B. cepacia strain
and patient 30 colonised/infected by B.
stabilis, in line with these patients’ clini-
cal deterioration.

It is notable, however, that FEV1 values
for the year immediately prior to the Bec
isolation, particularly for patients 17, 19
and 30, were already low, revealing prior
clinical deterioration. The same was seen
in patients 16, 23, 24 and 31. These pa-
tients, however, experienced no significant
alterations before and after Bcc isolation,
which is in line with their clinical picture
(Table VI). There are no available records
of FEV1 values prior to Bcc isolation for
patients 18, 20 and 21. There were no rel-
evant alterations registered either for the
remaining patients for whom FEV1 values
were available.

In patients whose NI/BMI was regularly as-
sessed, there were no relevant differences
seen in the values from the year prior to
and the years following isolation of the dif-
ferent Bce species (Table VII). IN/BMI
data was not available for patients 21 and
22, who died during the study period, as
they experienced several and prolonged
hospitalisations, during which these data
were not recorded. Patient 30 did not live
in mainland Portugal, meaning the NI/
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Quadro VI - Evolugao da fungéo respiratéria no Grupo Il

1.2 antes 1.° a apos 2.°a apos 3.°a apos 4.° a apos
N.° do doente 1.% isolamento 1.% isolamento 1.% isolamento 1.% isolamento 1.% isolamento
FEV1 FEV1 FEV1 FEV1 FEV1
16 63,0% 53,8% 80,9% ND 51,3%

18 ND ND ND ND 53,2%

20 ND 56,8% 56,8% 52,3% 53,8%

22 ND ND - - -
s A% A 0% - -
24 56,8% 52,9% 55,0% 52,3% ND

25 104,8% 124,5% 111,4% 103,3% 124,5%

26 ND ND ND ND ND
27 60,2% 43,8% ND - -
28 ND 87,1% 91,2% ND 105,5%
29 99,0% 107,2% ND - -
30 26,3% 20,3% 23,0% 18,0% 19,8%
31 33% 32% - - -

ND - Nao determinado/N&o disponivel
[ Faleceu; X Faleceu com sindroma da cepacia

Table VI - Evolution of lung function in Group Il

1¢t before 1t after 2™ after 3 after 4 after
Patient n.° 1stisolation 1stisolation 1stisolation 1stisolation 1¢tisolation
FEV1 FEV1 FEV1 FEV1 FEV1
16 63.0% 53.8% 80.9% NK 51.3%

18 NK NK NK NK 53.2%

20 NK 56.8% 56.8% 52.3% 53.8%

22 NK NK - - -
o’ 0% M % - -
24 56.8% 52.9% 55.0% 52.3% NK

25 104.8% 124.5% 111.4% 103.3% 124.5%

26 NK NK NK NK NK
27 60.2% 43.8% NK - -
28 NK 87.1% 91.2% NK 105.5%
29 99.0% 107.2% NK - -
30 26.3% 20.3% 23.0% 18.0% 19.8%
31 33% 32% - - -

NK — Not known/Unavailable
[ Deceased; [ Died as a result of cepacia syndrome
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Quadro VII - Evolugéo do indice nutricional/indice de massa corporal no Grupo |l

1.2 a antes

N.° do doente

1.% isolamento

1.°a apos
1.% isolamento

2.°a apos
1.% isolamento

3.°a apos
1.% isolamento

4.°a apos
1.% isolamento

16 18,9** 19,1%* 19,1%* ND 22,1**
18 90%* 108%* 97,7%* 97,9%* 104%*
20 60%* 58%* ND 54,5%* 53%*
21 ND ND ND ND -
23 21%* 20,9%* 17%* - -
24 87%* 89,6%* 85%* 87,1%* 87,5%*
25 96,8%* 87%* 91,5%* 86%* 100%*
26 ND ND ND ND 98%*
27 97%* ND ND - -
28 ND ND ND ND ND
29 109%* 94,2%* ND -
30 ND ND ND ND
3 17,8** 19 - - -

ND - N&o determinado/N&o disponivel; * indice nutricional; ** indice de massa corporal

[ Faleceu; X Faleceu com sindroma da cepacia

Table VII - Nutritional index / body mass index evolution in Group I
. 1¢t before 1t after 2™ after 3 after 4 after

PaTient n.° . . . . . . . . . .
1stisolation 1stisolation 1stisolation 1stisolation 1stisolation

16 18.9** 19.1** 19.1%* NK 22.1*
18 90%* 108%* 97.7%* 97.9%* 104%*
20 60%* 58%* NK 54.5%* 53%*
21 NK NK NK NK -
23 21%* 20.9%* 17%* - -
24 87%* 89.6%* 85%* 87.1%* 87.5%"
25 96.8%* 87%* 91.5%* 86%* 100%*
26 NK NK NK NK 98%*
27 97%* NK NK - -
28 NK NK NK NK NK
29 109%* 94.2%* NK -
30 NK NK NK NK
31 17.8** 19* - - -

NK - Not known/Unavailable; * nutritional index; ** body mass index
[ Deceased; X Died as a result of cepacia syndrome
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de IN/IMC. Para os doentes 16, 17, 19, 23 e
31, registaram-se valores do IMC muito redu-
zidos, antes e ap6s o isolamento de Bec, o que,
possivelmente, estard relacionado com a sua
mais avangada idade e a progressao da doenca.

Discussdo

Embora o nimero de estudos que relaciona a
evolugio clinica dos doentes com a espécie do
complexo Burkholderia cepacia (Bee) isolada
seja reduzido, existe a ideia generalizada de que
a espécie B. cenocepacia estd associada a maior
morbilidade e mortalidade em doentes com fi-
brose quistica (FQ)*’. Nesse contexto, a deter-
minagio das espécies do complexo Bee que
colonizam/infectam doentes num dado centro
de FQ tem assumido particular importincia
nos ultimos anos, na medida em que se estabe-
leceu a ideia de que pode ser usada com cardcter
preditivo da evolugao clinica do doente. No
presente estudo, as espécies B. cepacia, B. ceno-
cepacia, B. multivorans e B. stabilis foram isola-
das nas secregoes respiratérias da subpopulacio
de 31 doentes com FQ examinada. Na sub-
populagio estudada, as espécies B. cepacia e B.
stabilis, muito pouco frequentes nas populacoes
de FQ caracterizadas até ao momento, na Eu-
ropa e na América do Norte (em que a preva-
léncia se situa entre 0,2 a 4,8%, para B. cepacia,
€0,223,2%, para B. stabilis'>'"'*"), foram iso-
ladas numa percentagem elevada dos doentes
examinados (57% e 13%, respectivamente). A
prevaléncia, pouco habitual, destas espécies
poder-se-ia explicar pela transmissao interdoen-
tes. O facto de, na maioria dos doentes, se te-
rem identificado estirpes tnicas de Bec??3%,
tal como seria de esperar num centro especiali-
zado em FQ, em que se pratica uma rigorosa
politica de isolamento, contraria, contudo, a
hipétese de contdgio entre doentes. A contami-
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MBI data was not available. Patients 16,
17,19, 23 and 31 had very low BMI values
both before and after Bec isolation, possi-
bly reflective of their older age and the di-

sease’s progression.

Discussion

Despite the relatively few number of studies
relating the clinicla picture of patients with
an isolated species of Burkholderia cepacia
(Bcc) complex, there is a general idea that
the B. cenocepacia species is associated to
greater morbidity and mortality in cystic fi-
brosis (CF) patients™. Hence, determining
the Bec complex species colonising/infect-
ing patients at a given CF centre has become
more and more important over the past
years. The idea has gained ground that this
can be used to predict the patient’s clinical
course. In our study, the B. cepacia, B. ceno-
cepacia, B. multivorans and B. stabilis species
were isolated from the respiratory secretions
of the sub-population of 31 CF patients ex-
amined. In the sub-population studied, the
species B. cepacia and B. stabilis, usually less
frequent in the CF populations of Europe
and America profiled so far (which have a
rate from 0.2 — 4.8% for B. cepacia and 0.2
— 3.2%, for B. stabilis'®""'®1) were isolated
in a considerable percentage of the patients
examined (57% and 13%, respectively).
The unusual prevalence of these species can
be explained by patient-to-patient trans-
mission. The fact that unique strains of
Bcc?*#3** have been identified in the major-
ity of these patients, just as expected in a
specialised FC centre in which a strict isola-
tion policy is practiced, contradicts, how-
ever, patient-to-patient transmission. Con-
tamination of nebulisation/ salbutamol

Existe a ideia
generalizada

de que a espécie

B. cenocepacia
esta associada

a maior morbilidade
e mortalidade

em doentes com
fibrose quistica

Na sub-populagdo
estudada, as espécies
B. cepacia e B. stabilis
(...) foram isoladas
numa percentagem
elevada dos doentes
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originaram tanto
colonizagées
intermitentes

como colonizagées/
/infecgoes crénicas,
enquanto a B. stabilis
e a B. multivorans
originaram apenas
colonizagoes/
/infecgoes cronicas
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nacio de solucoes de nebulizacio com salbuta-
mol, nebulizadores, sprays nasais e géis de ultras-
sonografia tém resultado, em diferentes paises,
em surtos de infecgio nosocomial por Bec®” 2.
Num estudo recente, testou-se a hipétese de a
elevada prevaléncia de espécies de Bee pouco
frequentes em populages de FQ, registada du-
rante os anos de 2003-2005 no centro de FQ
do HSM, se dever a utilizagio de solucoes sali-
nas nao estéreis intrinsecamente contaminadas
com B. cepacia®. A contaminagio destas solu-
coes fora detectada pelo Infarmed durante o
controlo microbiolégico de rotina. No entanto,
ndo foi possivel estabelecer uma relagio epide-
mioldgica entre a utilizacao das solucoes conta-
minadas e a contaminacio dos doentes®. E
necessdrio um estudo conjunto com outros
centros portugueses, especializados nesta pato-
logia, para avaliar se esta prevaléncia de espécies
pouco usuais de Bec é especifica da subpopula-
¢ao estudada ou se é generalizada na populacio
de doentes portugueses com FQ.

Embora a B. cepacia, seguida de B. cenocepacia,
fossem predominantes nesta subpopulagio, os
resultados obtidos nao permitiram relacionar
uma determinada espécie de Bec isolada de um
grupo de doentes com FQ com uma mais répi-
da deterioragio pulmonar, uma vez que as qua-
tro espécies isoladas nesta subpopulagio se as-
sociaram a md evolucio clinica, incluindo a
sindroma da cepacia (3 espécies). Ainda que o
reduzido nimero de doentes examinados li-
mite conclusdes mais definitivas, as espécies
B. cepacia e B. cenocepacia originaram tanto
colonizagdes intermitentes como colonizagdes/
/infecgbes cronicas, enquanto a B. stabilise a B.
multivorans originaram apenas colonizagoes/
/infecgbes crénicas. Em resultado da invulgar
predominancia de isolados das espécies B. cepa-
cia e B. stabilis na populagio portuguesa com
FQ recebendo cuidados médicos no Hospital

PORTUGUESA DE

solutions, nebulisers, nasals sprays and ul-
trasound gels have led in different countries
to outbreaks of hospital-acquired Bec in-
fection®” ». A recent study tested the hy-
pothesis that a high rate of Bcc species
which are rarely found in CF populations
and which was registered at our CF centre
at the HSM during 2003-2005 was due to
using non-sterile saline solutions intrinsi-
cally contaminated by B. cepacia*. These
contaminated solutions were detected by
Infarmed during a routine microbiological
inspection. It was not possible, however, to
establish an epidemiological link between
using contaminated solutions and patient
contamination®. A study performed in
tandem with other Portuguese centres spe-
cialising in this pathology is needed to as-
sess if this prevalence of unusual Bece species
is specific to the sub-population studied or
if it is prevalent throughout the Portuguese
CF patient population.

While B. cepacia, follwed by B. cenocepacia
predominated in this sub-population, the
results obtained did not allow a determined
species of Bcc isolated in a CF patient
group to be linked to swifter lung deterio-
ration, as the 4 species isolated in this sub-
population are associated to a poor clinical
picture, including cepacia syndrome (3
species). Further, the small number of pa-
tients limits firmer conclusions. The B. ce-
pacia and B. cenocepacia species give rise to
as many intermittent colonisations as
chronic colonisations/infections, while B.
stabilis and B. multivorans only give rise to
chronic colonisations/infections. As a re-
sult of the unusual predominance of isola-
tions of the B. cepacia and B. stabilis spe-
cies in the Portuguese CF population
receiving medical care at Lisbon’s Hospital
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de Santa Maria, em Lisboa, este estudo adverte
para o facto de estas espécies serem ambas capa-
zes de causar infeccdes crénicas com elevada
morbilidade. Estas evidéncias contrastam com
o que tem sido a conclusao de outros estudos,
que parecem indiciar que situagdes de maior
morbilidade e mortalidade estao associadas a
espécies B. cenocepacia e B. multivorans, maiori-
tariamente isoladas destes doentes*’. Note-se,
no entanto, que a elevada percentagem destas
quatro espécies na subpopula¢io portuguesa
estudada, constituida por um reduzido nime-
ro de doentes, quando comparada com as po-
pulagées de outros estudos, poderd, no entanto,
ter propiciado as referidas conclusoes, que sao
obviamente impossiveis em populacdes afecta-
das apenas por B. cenocepacia e B. multivorans.

Como seria de esperar, o grupo do isolamento
crénico apresentou maior mortalidade, inde-
pendentemente da espécie de Bec isolada. Nes-
te grupo, foi possivel observar para alguns doen-
tes um elevado nimero de internamentos e
valores baixos de FEV1, concordante com uma
maior deteriora¢io. No entanto, a grande maio-
ria dos doentes jd se encontrava deteriorada an-
tes do isolamento de Bec, em resultado da colo-
nizagdo com outros agentes patogénicos e da
progressao da doenga. Em alguns casos, foi pos-
sivel relacionar uma alteracao destes pardmetros
com a deterioracio do doente em resultado da
coloniza¢io com as bactérias do Bec. Nos que
permaneceram clinicamente estdveis, nio se re-
gistaram alteragoes significativas nos valores de
FEV1, no niimero de internamentos e no esta-
do nutricional. Relativamente aos isolamentos
intermitentes, hd que salientar a dificuldade da
identificacdo de isolados de Bec a partir de cul-
turas de secrecOes respiratérias, com implica-
¢oes na identificagio e na determinagio do tipo
de colonizagao bronquica®”. Existe alguma
evidéncia de que a colonizagdo pulmonar pode-
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de Santa Maria, this study stresses the fact
that both these species are capable of caus-
ing chronic infections, with high morbidi-
ty. This evidence contradicts the conclu-
sion of other studies, which seem to
indicate that situations of greater morbid-
ity and mortality are associated to the B.
cenocepacia and B. multivorans species,
which were those isolated more than any
other in these patients*?. It is notable that
the high rate of these four species in the
Portuguese sub-population under study,
composed of a small number of patients
could, in comparison to populations in
other studies, have led to the conclusions
in questions. This would obviously be im-
possible in populations only affected by B.
cenocepacia and B. multivorans.

As expected, the chronic isolation group
had higher mortality, independent of the
Bcee species isolated. In this group it was
possible in some patients to see a high
number of hospitalisations and low FEV1
values, in line with the patients’ major dete-
rioration. A great number of patients, how-
ever, had already deteriorated prior to Bec
isolation as a result of colonisation by other
pathogenic agents and disease progression.
It was possible in some cases to link an al-
teration in these parameters with deteriora-
tion in the patient due to colonisation by
Bcc bacteria. In clinically stable patients no
significant alterations were seen in FEV1
values, number of hospitalisations and nu-
tritional state. In terms of intermittent iso-
lations, the difficulty in identifying Bec iso-
lations by respiratory secretion cultures
should be underlined, with implications for
the identification and determination of type

26,27

of bronchial colonisation?*?”. There is evi-

dence that lung colonisation might not be

O grupo do
isolamento crénico
apresentou maior
mortalidade,
independentemente
da espécie de Bcc
isolada
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rd ndo ser detectada por culturas swandard du-
rante algum tempo (até 2 anos), apds a aquisi-
¢ao de Bec®. Além disso, nao ¢ claro se, nos
casos de isolamento intermitente, h4 uma rein-
fecgdo por uma nova estirpe ou se hd recrudes-
céncia da estirpe inicial”. No nosso grupo de
doentes com isolamento intermitente, nio se
verificou, na maioria dos casos, substituiciao da
estirpe inicial de Bec.

Foram registados casos em que uma mesma
estirpe (com o mesmo ribotipo) que infectou
persistentemente um doente durante vérios
anos foi erradicada por antibioticoterapia ou
ndo teve impacto, aparente, na situagao clinica
de outros doentes. As razoes porque estirpes de
diferentes espécies do complexo B. cepacia dife-
rem na sua persisténcia, epidemiologia e po-
tencial patogénico na FQ, e porque a mesma
estirpe pode ser associada a evolugoes clinicas
muito diferentes, permanecem pouco claras,
dependendo certamente de factores inerentes a
cada doente especifico, da co-colonizagio com
outros patogénios e, certamente, de outros fac-
tores ainda por identificar, reforcando a impor-
tAncia da realizagao deste tipo de estudos.
Perante a incapacidade, a luz dos actuais conhe-
cimentos, de orientar as medidas de profilaxia,
pela caracterizagio molecular dos isolados do
complexo Bec, hd que manter as medidas de
controlo recomendadas, através da evicgao dos
contactos com doentes colonizados/infectados,
do uso exclusivo, pelos doentes com FQ, de so-
lugbes salinas esterilizadas e da desinfec¢ao siste-
mitica de todos os componentes dos sistemas
de nebulizagio, em cujos reservatorios as bacté-
rias de Bec crescem facilmente®?. As monitori-
zagoes frequentes dos medicamentos, relativa-
mente a contaminagao microbiana, eavigilincia
de surtos inexplicados por agentes pouco fre-
quentes, constituem também medidas muito
importantes no controlo da infec¢io por Bec*.
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detected by standard cultures for some time
(up to 2 years) after Bec acquistion®. In ad-
dition, it is not clear if, in cases of intermit-
tent isolation, there is a re-infection by a
new strain or if there is a recrudescence of
the initial strain”. In the majority of cases
in our intermittent isolation patient group,
no replacement of the initial Bec strain was
seen.

Cases were registered in which the same
strain (with the same ribotype) which
persistently infected a patient over se-
veral years was eradicated by antibiother-
apy or had no apparent impact on the
clinical picture of other patients. It is not
clear why strains of the different B. cepa-
cia complex species differ in their persis-
tence, epidemiology and pathogen po-
tential in CF and why the same strain
can be associated to very different clini-
cal evolutions. It depends on factors in-
herent in each individual patient, on co-
colonisation by other pathogens and
other factors still to be identified, stress-
ing the importance of undertaking stu-
dies of this type.

Based on the available data, it is not cur-
rently possible to outline preventive mea-
sures through the molecular characterisation
of Bee complex isolations and the recom-
mended control measures must be followed.
These measures are implemented via avoid-
ing contact with colonised/infected patients,
CF patients practising individual use of
sterilised saline solutions and the systematic
disinfection of all nebulisation system com-
ponents, where sources of Bec bacteria grow
easily®?. The frequent monitoring of medi-
cation for microbe contamination and con-
trol of unexplained outbreaks by rare agents
are very important control measures in con-
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A utilidade de conseguir orientar medidas de
profilaxia através da caracterizagio molecular
do complexo Bec ¢ de extrema importancia,
pois poderia evitar a segregagao de alguns dos
doentes infectados com estes agentes patogéni-
cos. E bem conhecido que a “hospitalizagio”
tem efeitos psicoldgicos nocivos e que a segrega-
¢do dos doentes produz efeitos ainda mais nega-
tivos no seu bem-estar emocional®' e, em dlti-
ma andlise, no seu bem-estar fisico.
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