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Prevaléncia de bactérias em criancas
com otite média com efusao

Prevalence of bacteria in children with otitis media with effusion

M. Beatriz Rotta Pereiral, Manuel R. Pereira2, Vlademir Cantarelli3, Sady S. Costa?

Resumo

Objetivos: 1) Determinar a prevaléncia do Streptococcus pneumoni-
ae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis nas efusdes de orelha
média de criangas com otite média com efusdo que foram submetidas a
miringotomia; 2) comparar os resultados obtidos por cultura e PCR; e 3)
determinar o perfil de resisténcia a penicilina dos germes isolados.

Métodos: Analisaram-se 128 amostras de efusdes de orelha média de
75 criangas entre 11 meses e 10 anos de idade (média = 34,7 meses).
Pacientes com otite média recorrente tinham efusdo documentada por> 6
semanas e aqueles com otite média com efusdo cronica, por > 3 meses.
Os pacientes ndo tinham sinais de otite média aguda ou infeccéo do trato
respiratério e ndo estavam sob antibioticoterapia no momento do proce-
dimento. A aspiracdo do material foi realizada por timpanocentese,
utilizando-se um coletor de Alden-Senturia. Os estudos bacterioldgicos
foram iniciados menos de 15 minutos apds a obtengdo da efusdo, e uma
parte da amostra foi armazenada a -20 °C para anélise posterior pela PCR.
Utilizou-se um método de PCR simultédnea para a deteccdo de trés
patégenos. A analise estatistica foi efetivada com o teste y2 de McNemar.

Resultados: Cultivaram-se bactérias em 32 (25,1%) das 128 amos-
tras, e os patdgenos principais foram encontrados em 25 (19,6%). A PCR
identificou bactérias em 73 (57,0%) das amostras, e os resultados
positivos foram: 50 (39,1%) para H. influenzae, 16 (12,5%) para S.
pneumoniaee 13 (10,2%) para M. catarrhalis. Todas as amostras positivas
por cultura foram positivas pela PCR, mas 48 (65,7%) das efusGes com
resultado positivo pela PCR foram negativas por cultura para os germes
estudados. A PCR foi significativamente mais sensivel que a cultura (p <
0,001). Quanto ao perfil de resisténcia, 100% das M. catarrhalis, 62,5%
dos S. pneumoniae e 23% dos H. influenzae eram resistentes a penicilina.

Conclusdes: A prevaléncia das bactérias na otite média com efusdo
em um grupo de criangas brasileiras é semelhante aquelas relatadas em
outros paises, sendo o H. influenzae o mais encontrado dentre os
patégenos principais da orelha média. Essa prevaléncia sugere que
bactérias podem desempenhar um papel na patogénese da otite média
com efusdo. Os resultados mostram que a PCR é mais sensivel na detecgéo
de bactérias na efusdo da orelha média quando comparada com cultura.
A resisténcia a penicilina por parte do pneumococo e da moraxela é
semelhante a relatada em outros paises, ao passo que a producdo de B-
lactamase pelo hemofilo é mais baixa que aquela referida em bactérias
isoladas em amostras de efusdes de otite média com efuséo.
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Abstract

Objectives: 1) To determine the prevalence of Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis in
middle ear effusions of children with otitis media with effusion
undergoing myringotomy; 2) to compare the results obtained by
culture and PCR; and 3) to determine the susceptibility of bacterial
isolates to penicillin.

Methods: We analyzed 128 middle ear effusion specimens from
75 children (age = 11 months to 10 years; mean = 34.7 months).
Patients with recurrent otitis media had documented middle ear
effusion for > 6 weeks, and chronic otitis media with effusion for > 3
months. The patients had no signs of acute otitis media or respiratory
tract infection and were not on antibiotic therapy. Aspiration was
done through tympanocentesis with an Alden-Senturia trap.
Bacteriological studies were initiated less than 15 minutes after
specimen collection. Part of the sample was stored at -20°C for later
multiplex PCR analysis. Statistical analysis employed McNemar's 2
test.

Results: Bacteria were cultured in 32 (25.1%) out of 128
samples and the pathogens under investigation were found in 25
(19.6%). PCR was positive for bacteriain 73 (57.0%) specimens: 50
(39.1%) for H. influenzae, 16 (12.5%) for S. pneumoniae, and 13
(10.2%) for M. catarrhalis. All the culture-positive samples were
PCR-positive, but 48 (65.7%) of the PCR-positive specimens were
culture-negative. PCR was significantly more sensitive than culture
(p < 0.01) toidentify bacteria. Resistance to penicillin was as follows:
M. catarrhalis = 100%; S. pneumoniae = 62.5% and H. influenzae
= 23% of the isolates.

Conclusions: The prevalence of bacteria in otitis media with
effusion in a group of Brazilian children was similar to that reported
forother countries. H. influenzae was the most frequent microorganism
observed. This suggests that bacteria may play a role in the
pathogenesis of otitis media with effusion. In addition, PCR was more
sensitive to detect bacteria in middle ear effusion as compared to
conventional culture methods. Penicillin resistance was similar to
that reported for other countries for pneumococci and moraxella, but
beta-lactamase production by H. influenza was lower than that
reported for other countries.

J Pediatr (Rio J). 2004,;80(1):41-8: Otitis media, otitis media
with effusion/microbiology, ear, middle/microbiology, PCR,
prevalence studies, child.
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Introdugao

Otite média com efusdo (OME) é uma inflamagdo da
orelha média em que existe uma colegdo de liquido retro-
timpanica, sem sinais ou sintomas de infecgdo aguda e com
membrana timpanica integra. Os termos otite média secre-
tora, otite média ndo-supurativa, otite média serosa e otite
média mucdide sdo empregados como sin6nimos de otite
média com efusdo, mas ndo possuem a mesma precisao. A
freqUente opacificacdo e edema da membrana timpanica
podem impedir a caracterizacdo do tipo de efusdol.

A OME é geralmente considerada uma continuagdo
direta do processo inflamatdrio que ocorre durante episddi-
os prolongados ou recorrentes de otite média aguda (OMA),
o que fica comprovado nédo sé pelo fato de quase todos os
casos de OME sucederem episddios de OMA, como também
por estudos experimentais em animais2:3.

As observacgbes acima sugerem que a OME tem uma
origem infecciosa. Por outro lado, as culturas de aspira-
dos de orelha média sdo positivas em apenas 20-40% dos
casos de OME. As bactérias mais freqlientemente encon-
tradas nessas culturas sdo o Streptococcus pneumoniae,
o Haemophilus influenzae e a Moraxella catarrhalis*7. Ha
pouco tempo, técnicas de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) foram adaptadas para a detecgao de DNA bacteri-
ano nas efusdes de orelha média (EOM), e sua utilizagdo
elevou para perto de 80% a freqiéncia com que se
encontrou positividade para esses microrganismos nas
efusdes examinadas8-19,

As prevaléncias acima citadas e a necessidade de definir
previamente quais os microrganismos a serem identificados
pela técnica da PCR determinaram a opgdo pela investiga-
c¢ao do S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis.

Os conhecimentos acumulados sobre a prevaléncia dos
microorganismos responsaveis ou envolvidos nos casos de
OME podem auxiliar na selecdo mais apropriada dos antimi-
crobianos eventualmente prescritos e podem, assim, mini-
mizar complicacdes que requeiram cirurgias.

Objetivou-se determinar a prevaléncia das bactérias
anteriormente referidas na efusdo da orelha média de
criangas com OME por meio das técnicas de cultura e PCR
e determinar a resisténcia a penicilina dos germes isolados.

Métodos

Realizou-se um estudo transversal, observacional, con-
temporaneo, com dados subindividuais (orelhas), e o fator
em estudo foi constituido pelas efusdes observadas na OME.

Partindo de uma prevaléncia esperada de positividade
bacteriana de 65% na PCR e de 25% no exame cultural, com
uma margem de erro de 10%, estimou-se um tamanho de
amostra de pelo menos 72 efusdes.

No periodo de junho de 2001 até outubro de 2002,
estudaram-se 75 criangas com diagndstico de OME prove-
nientes de clinica de otorrinolaringologia infantil de Porto
Alegre. Incluiram-se pacientes que estavam no intervalo
de 9 meses a 12 anos de idade, que tinham efusdo na
orelha média por 6 semanas ou mais (OME), com um
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diagnostico de otite média recorrente (trés ou mais
episdédios de OMA em 6 meses) ou de otite média com
efusdo cronica (persisténcia da efusdo por 3 meses ou
mais) e que apresentavam indicagdo de miringotomia e
colocagdo de tubo de ventilagdo. Os critérios diagndsticos
para OME incluiram alteracGes da translucidez, variagdo
da cor, diminuigdo da mobilidade e aumento da vascula-
rizagdo radial da membrana timpanica. Todos os casos
selecionados foram acompanhados pelo investigador prin-
cipal por um periodo minimo de 6 semanas antes da
cirurgia. A imitanciometria foi realizada, quando necessa-
ria, para a confirmagao da presenga da efusdo nos casos
de otite média recorrente (OMR), e todos os pacientes
com diagndstico de otite média com efusdo cronica (OMEC)
foram avaliados com audiometria e imitanciometria. A
otoscopia pneumatica sob visdo videoendoscdpica foi
efetuada em todos os pacientes 24 horas antes do proce-
dimento cirurgico. Excluiram-se pacientes que, no mo-
mento da cirurgia, apresentavam OMA, outras infecgOes
das vias aéreas superiores, uso vigente de antibidticos ou
que tivessem finalizado tratamento ha menos de 7 dias.

O ato cirdrgico foi realizado com o auxilio de microsco-
pia. A secrecdo analisada foi coletada da orelha média apods
limpeza e anti-sepsia do meato acustico externo com alcool
a 70% e timpanocentese no quadrante antero-inferior da
membrana timpanica. A aspiragdo da efusdo foi realizada
com coletor de Alden-Senturia (Storz, St. Louis, EUA). O
material obtido foi enviado para a realizagdo de exame
cultural e analise pela PCR no prazo maximo de 15 minutos
apos a coleta, tornando desnecessaria a utilizagdo de meios
de transporte.

Para a cultura, o material foi semeado em placas
contendo o meio de agar sangue de carneiro e dgar choco-
late (Biolab-Mérieux, Rio de Janeiro, Brasil) e incubado, em
aerobiose, durante 24 horas, a 37° C. A identificagao
bacteriana foi realizada por automacdo (Vitek®, bioMé-
rieux, Marcy-I’Etoile, Franca). A resisténcia a penicilina pelo
S. pneumoniae foi determinada pela obtengdo de concen-
tragOes inibitérias minimas, empregando-se a técnica do E-
teste (E test®, AB Biodisk, Sohna, Suécia). O teste com
Nitrocefin (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) foi aplicado nas
colbnias de H. influenzae e M. catarrhalis para a determina-
¢do da capacidade de produgdo de B-lactamasell.

A PCR utilizada nesta pesquisa € um método para a
detecgdo simultanea (multiplex PCR) de S. pneumoniae, H.
influenzae e M. catarrhalis'®. O gene 16S rRNA, que contém
tanto seqliéncias variaveis quanto seqiéncias constantes,
foi escolhido como alvo da amplificagdo pela PCR. As
seqliéncias constantes sdo comuns a varias bactérias, e as
seqliéncias variaveis sdo especificas para cada espécie.

A amostra de efusdo previamente congelada passava
por um processo de descongelamento, e o DNA era extraido
utilizando-se o kit comercialmente disponivel QIAamp®
(Qiagen, Valencia, EUA). Para cada reagao, adicionou-se
1,25 U de polimerase Tag (GeneAmp®, Applyed Biosyste-
ms, Branchburg, EUA) em tampdo apropriado, conforme
instrugdes contidas no kit. Os produtos amplificados eram
entdo separados em gel de agarose a 3% e visualizados com
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luz ultravioleta. O resultado era reportado como positivo ou
negativo para cada uma das bactérias!0,

Os resultados do exame cultural e da PCR foram descri-
tos por freqiéncia absoluta e percentuais. O impacto da
contribuicdo da PCR sobre os resultados do exame cultural
foi avaliado por meio do delta percentual (A%), definido
como:

o N N
A% _ valor final - valor inicial | ;00

valor inicial

O teste qui-quadrado (x2) de McNemar foi utilizado para
avaliar associagoes, e o nivel de significancia adotado foi de
o = 0,05.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduac&o
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O consentimento
escrito foi obtido de todos os pais ou responsaveis apos
serem informados sobre o estudo. A indicagdo da necessi-
dade de realizagdo de cirurgia foi exclusivamente médica e
antecedeu a admissao do paciente no estudo, sendo, inclu-
sive, condigdo para inclusdao na amostra.

Resultados

Analisaram-se 128 EOM obtidas de 75 pacientes subme-
tidos a miringotomia e colocagdo de tubo de ventilagdo. A
idade variou de 11 meses a 10 anos (médiaxdesvio padrao
= 34,7+18,5 meses), 60% eram meninos e todos eram da
raga branca.

Todos os pacientes incluidos na pesquisa forneceram
efusdo para analise. Dos 75 pacientes, 53 (70,7%) fornece-
ram secregdo de ambas as orelhas e em 29 (54,7%)
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encontraram-se bactérias diferentes em cada orelha quan-
do da analise pela PCR. Um total de 69,3% dos pacientes
apresentou OMR, e 30,7% foram incluidos por apresenta-
rem OMEC. Os pacientes com OMR tinham uma média de
5,3+1,4 episddios de otite por semestre, e aqueles com
OMEC apresentavam um tempo médio de efusdo na orelha
média de 4,8+1,1 meses. O primeiro episédio de OMA nos
pacientes incluidos na pesquisa ocorreu em média aos
12,94+9,2 meses.

Por meio do exame cultural, identificaram-se bactéri-
asem 32 (25,1%) das 128 EOM, e os patdgenos principais
(S. pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis) foram
isolados em 25 (19,6%). Bactérias usualmente conside-
radas de pouca importancia clinica ou ndo-patogénicas na
orelha média foram encontradas em sete (5,5%) efusGes
(Tabela 1).

A PCR foi positiva para uma ou mais das bactérias
estudadasem 73 (57,0%) das 128 amostras de efusfes. Em
69 amostras de EOM, houve identificacdo de um unico
germe por efusao, e em seis efusdes positivas encontraram-
se misturas de DNA bacteriano. Juntando-se os dados de
identificacdo isolada com os de associacdo de bactérias, o
H. influenzae foi encontrado em 50 (39,1%), 0 S. pneumo-
niae em 16 (12,5%) e a M. catarrhalis em 13 (10,2%) das
128 EOM (Tabela 2).

A PCR demonstrou um desempenho superior ao exa-
me cultural na deteccdo de bactérias nas amostras estu-
dadas. A diferencga entre a proporgao de efusdes positivas
na cultura e na PCR foi estatisticamente significativa para
todas as bactérias estudadas, individual e coletivamente
(teste McNemar, p < 0,01) (Tabela 3). O aumento obser-
vado na proporgdo de efusdes com testes positivos no
exame cultural, provocado pela PCR (A%), esta apresen-
tado na Tabela 4. O acréscimo dos dados obtidos pela PCR
representa um aumento de 192% do nUmero total de
efusdes identificadas como positivas para um dos germes
estudados.

Tabela 1 - Exame cultural de amostras das 128 efusGes de orelha média

Resultado/espécie F %
H. influenzae 12 9,4
S. pneumoniae 8 6,3
M. catarrhalis 4 3,1
H. influenzae + M. catarrhalis 1 0,8
Outras* 7 5,5
Negativo 96 75,0
Total 128 100,0

f:freqiiéncia.

* Staphylococcus epidermidis (1), Streptococcus oralis (2), Brevibacterium sp (2) e Corynebacterium auris (2).
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Tabela 2 - PCR em amostras de 128 efusdes de orelha média

Resultado/espécie f %
H. influenzae 44 34,4
S. pneumoniae 14 10,9
M. catarrhalis 9 7,0
H. influenzae + S. pneumoniae 2 1,6
H. influenzae + M. catarrhalis 4 3,1
Negativo 55 43,0
Total 128 100

f:freqiiéncia.
PCR: reagdo em cadeia da polimerase.

Tabela 3 - Comparagdo de cultura e PCR em 128 amostras de efusdes

Total (%) de efusdes Total (%) de efusées p *
Cultura (+) PCR (+)
H influenzae 13 (10,2) 50 (39,1) < 0,01
S. pneumoniae 8 (6,3) 16 (12,5) < 0,01
M. catarrhalis 5(3,9) 13 (10,2) < 0,01
Uma ou mais das espécies-alvo 25 (19,6) 73 (57,0) < 0,01

Os dados séo apresentados como nimeros absolutos e percentuais.
* teste x2de McNemar.
PCR: reagao em cadeia da polimerase.

Tabela 4 - Comparacgdo dos resultados do exame cultural e da PCR por germe estudado

Cultura (%)

Bactéria PCR (+) =) n A%

H. influenzae (+) 13 (100,0) 37 (32,2) 50 285
=) - 78 (67,8) 78

S. pneumoniae (+) 8 (100,0) 8 (6,7) 16 100
(-) - 112 (93,3) 112

M. catarrhalis (+) 5(100,0) 8 (6,5) 13 160
=) - 115 (93,5) 115

Total (+) 25 (100,0) 48 (46,6) 73 192
=) - 55 (53,4) 55

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

A%: aumento percentual na positividade do exame cultural, proporcionado pelo acréscimo informativo da PCR.
PCR: reagao em cadeia da polimerase.
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Os germes isolados no exame cultural em 25 (19,6%)
das 128 EOM foram submetidos a testes para determinar
seu perfil de resisténcia a penicilina. Os resultados estdo
apresentados considerando a capacidade de produzir B-
lactamase como sin6nimo de resisténcia a penicilina e a
outros agentes B-lactdmicos (Tabela 5).

Discussao

No passado, a OME era tida como um processo estrita-
mente inflamatorio, e a efusdo nela existente era conside-
rada estéril. Contudo, em 1958, Senturia et al. encontraram
bactérias em amostras de efusdo de OME e provocaram uma
mudancga nos conceitos até entdo vigentes!2,

Na analise da literatura sobre o tema, a ndo-uniformida-
de da definigdo de OME e do tempo de existéncia da EOM,
além da inexisténcia de critérios relacionados ao uso de
antibidticos por parte dos pacientes que forneceram as
efusdes impbdem algum obstaculo para a correta valorizagdo
dasinformacgdes e para a comparacao com os dados gerados
pela presente pesquisa. Entendemos que a dificuldade na
interpretacdo dos dados bacteriolégicos das EOM resulta,
em muitas ocasides, da quase impossibilidade de determi-
nar em qual estdgio do continuum da otite média se
encontravam os pacientes dos quais foram obtidas as
referidas secregdes. Sabe-se que os trabalhos que investi-
gam as caracteristicas das efusGes prolongadas da orelha
média fazem-no com material aspirado por ocasido da
miringotomia. Os critérios para a realizagdo desta cirurgia
sao relativamente uniformes, mas poucas publicagdes in-
formam com clareza o tempo em que a efusao esteve
presente.

E digno de nota que o0 acompanhamento prolongado de
uma crianga por um mesmo médico ou investigador com o
objetivo de caracterizar da melhor maneira possivel o tipo
de otite média presente e acompanhar o tempo de perma-
néncia da efusdo é tarefa dificil em ambulatdrios de institui-
cOes de salde. Neste aspecto, a pesquisa por nos realizada
teve a vantagem de incluir somente pacientes da clinica de
otorrinolaringologia pediatrica do investigador principal,
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sendo este o Unico responsavel pelas avaliagGes iniciais e
pelo seguimento, que incluia otoscopia pneumatica sob
visdo endoscopica em cada consulta.

Osresultados obtidos pelo exame cultural quanto ao tipo
e a frequéncia das bactérias presentes nas efusGes prove-
nientes de pacientes com OME sdo semelhantes aqueles
relatados na literatura internacional (20-40%)4-7. A maior
prevaléncia do H. influenzae, seguido do S. pneumoniae e
da M. catarrhalis, repete, em nossa amostra, informagoes
de outros estudos que também mostram uma inversdo de
ordem entre o pneumococo e o hemodfilo quando esses
dados sao comparados com aqueles obtidos de pacientes
com OMA®. Os percentuais individuais para H. influenzae
(10,2%), S. pneumoniae (6,3%) e M. catarrhalis (3,9%)
sdo muito semelhantes aos detectados recentemente por
Sutton et al. ao analisarem amostras de OMR e OMEC:
12,1%, 9,6% e 5,6%, respectivamente’.

Ja a comparagdo dos dados desta pesquisa com outros
obtidos em estudos brasileiros mostra alguma discrepéancia.
Os resultados variaram desde a negatividade em todos os
exames culturais até 33,4% de positividade por este méto-
do. Entre os germes predominantes, além do H. influenzae,
S. pneumoniae e M. catarrhalis (nem sempre nessa ordem),
também o S. aureus, o S. epidermidis e a P. aeruginosa
colocaram-se entre os mais prevalentes!3-15. E muito
provavel que diferengas em critérios de inclusdo, metodo-
logia microbioldgica, variacbes geograficas e variabilidade
influenciada por tamanho reduzido de amostra sejam res-
ponsaveis pelas disparidades observadas ao se compara-
rem os dados desses trabalhos entre si e em relagdo ao
presente estudo.

Quanto a PCR, esta aumentou significativamente a
freqUéncia de identificagcdo bacteriana nas EOM dos diver-
sos tipos de otite média. A positividade do PCR nessa
pesquisa (57%) estd de acordo com a literatura, na qual
esse percentual variou entre 50 e 77,3%8-10, A freqiiéncia
com que cada bactéria foi identificada apontou uma preva-
|Iéncia maior do H. influenzae (39,1%), seguido do S.
pneumoniae (12,5%) e da M. catarrhalis (10,2%). Ao se

Tabela 5 - Perfil de resisténcia a penicilina (*) em 26 isolados bacterianos de amostras de efusdo

e otite média com efusdo

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

Os dados sdo apresentados como numeros absolutos e percentuais.

(*) Avaliagdo do S. pneumoniae pelo E-teste.

Produgdo de B-lactamase pelo H. influenzae e M. catarrhalis: (-) = sensivel; (+) = resistente.

f: frequéncia.
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compararem esses dados com aqueles apresentados pelos
autores ja citados, verifica-se que eles se enquadram nos
intervalos descritos para o H. influenzae (12,5-70,2%) e
para o S. pneumoniae (6,4-35%). Por outro lado, os
percentuais obtidos no presente estudo sdo um pouco mais
baixos do que aqueles referidos para a M. catarrhalis (16-
63%), sem, no entanto, caracterizar uma diferenca signifi-
cativa. Entendemos, assim como outros autores, que as
pequenas diferencas observadas podem ser explicadas
facilmente pela variabilidade das amostras!®. Deste modo,
ndo ha indicadores de que os achados da presente pesquisa
sejam efetivamente diferentes dos dados da literatura. Por
ultimo, como ndo se encontrou no Brasil investigagdo que
analisasse as EOM de OME por meio da técnica da PCR,
julga-se pertinente a realizagdo de mais estudos, especial-
mente por se tratar de um pais de dimensdes continentais,
composto por diferentes grupos populacionais.

Comparando os resultados do exame cultural e da PCR,
percebe-se que todas as amostras com resultados positivos
na cultura também foram positivas para a mesma bactéria
por meio da PCR, e a diferenga entre as proporgdes de
efusdes positivas na cultura (19,6%) e na PCR (57%) foi
estatisticamente significativa para as bactérias incluidas na
pesquisa, individual e coletivamente (p < 0,01). Esses
resultados sdo semelhantes e tém igual significancia esta-
tistica aos relatados na literatura internacional8-10.16, 0
acréscimo dos dados obtidos pela PCR representou, em
relagcdo ao mesmo exame cultural, um aumento de 192% no
numero total de efusGes identificadas como positivas para
um dos germes estudados, resultado semelhante ao au-
mento de 268% descrito por Post et al. e de 260% relatado
por Hendolin et al.9:10,

O emprego da PCR para a investigagdo das amostras de
EOM poderia ser visto como insatisfatério, porque a detec-
cao de genes isolados ndo seria necessariamente indicativa
da presenca de bactérias viaveis, havendo a possibilidade
de representarem apenas fragmentos de DNA ou “restos
fossilizados” de bactérias, como referido por Cantekinl?.
Trabalhos em animais esclareceram, ao nosso ver, este que
é o questionamento principal acerca da aplicabilidade da
PCR na investigagdo da origem infecciosa das doengas da
orelha média. Usando o modelo de otite média em chinchi-
las, Post et al.18 demonstraram que DNA bacteriano purifi-
cado e DNA de bactérias inativadas pelo calor ndo persisti-
am numa forma amplificavel por mais de 3 dias apos a
inoculagdo. Além disso, bactérias sensiveis a antibioticos
tornaram-se ndo-cultivaveis apds o terceiro dia de trata-
mento, mas o DNA permaneceu amplificavel por 3 semanas.
Aul et al.19, auxiliados pelo mesmo modelo animal, mostra-
ram que cepas de hemofilos resistentes a ampicilina perma-
neciam identificaveis, tanto pela PCR quanto por cultura,
por mais de 1 més, ao passo que o DNA de pneumococos
inoculados em baixo nimero de col6nias foi amplificado por
21 dias, apesar de ndo ser mais isolado culturalmente apéds
o terceiro dia. Como na pesquisa anterior, DNA purificado de
hemofilos e DNA de moraxelas inativadas pelo calor ndo
persistiram além de 2 dias. Evidéncias adicionais foram
oferecidas por Rayner et al.20, que identificaram mRNA do
H. influenzae, uma molécula com vida média de segundos
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a minutos, em EOM humanas culturalmente negativas para
0 mesmo germe. Mais do que isso, demonstraram que o
DNA do mesmo microrganismo s6 era identificado nas
amostras em que o mRNA também era amplificado, suge-
rindo que a técnica de identificacgdo do primeiro, mais
comum e mais econémica, seja suficiente para fins diagnos-
ticos. E nosso entendimento que esses resultados sugerem
que as EOM possuam mecanismos eficientes para a remo-
gao de bactérias nao-viaveis, além de um processo rapido
de degradacdo do DNA. Por outro lado, esses achados
abrem um leque de hipoéteses quanto ao relacionamento
complexo que possa se estabelecer na orelha média entre
o micrébio e o hospedeiro, incapaz de ser detectado pelas
técnicas de cultura tradicionais. Bactérias metabolicamente
ativas teriam a capacidade de persistir na orelha média, e
a menor frequiéncia de identificacdo bacteriana pelo exame
cultural, guando comparada com a PCR, seria explicada por
uma ou mais das seguintes hipoteses: (a) a quantidade de
microrganismos seria mais baixa que os limites de detecgao
cultural, usualmente apontados como 104 CFU/mI2!; (b) os
germes assumiriam formas L, variantes de bactérias que
perderam a capacidade de sintetizar a camada peptidiogli-
cana da sua parede e que, por isso, mudam sua forma
original, tornam-se resistentes aos antibidticos B-lactami-
cos e impdem restricdes ao seu cultivo??; (c) as bactérias
estabelecer-se-iam sob a forma de biofilme, uma comuni-
dade bacteriana em que elas aderem a uma superficie ou
umas as outras, resultando em menor atividade metabdlica
e maior capacidade de resisténcia aos antimicrobianos20. As
trés situacbes poderiam ser causadas pelo tratamento com
antibidticos e pela resposta imune do hospedeiro. Além
disso, os microrganismos em formas L ou agrupados em
biofilmes, possuidores de menor atividade metabdlica e
reprodutiva quando comparados as bactérias planctonicas,
seriam ao menos parcialmente responsaveis pela inflama-
¢do cronica e pela persisténcia da efusdo na orelha média de
criangas, sem a indugdo de sintomatologia exuberante.
Indubitavelmente, investigagGes tornam-se necessarias para
a confirmagdo dessas hipdteses.

O numero reduzido (26 isolados) certamente restringe
o valordas observagdes relacionadas ao perfil de resisténcia
a penicilina. No presente estudo, o S. pneumoniae se
mostrou resistente a penicilina em 62,5% das vezes juntan-
do-se os dados de resisténcia intermediéria (37,5%) com os
de resisténcia plena (25%). Os pneumococos resistentes a
penicilina sdo muito mais comuns em criangas, e passaram
a ser causa importante de fracasso terapéutico nas porta-
doras de otite média. O aumento nas taxas de S. pneumo-
niae penicilino-resistente tem dificultado ndo apenas o
tratamento empirico da doenga, mas também provocado
uma reavaliagdo dos antibacterianos de escolha e renovado
o interesse nas pesquisas de monitorizagdo microbioldgica.
Sabe-se que as taxas de pneumococos resistentes a peni-
cilina variam muito de uma regido para outra, podendo ser
de 1-5% na Suécia e 71% em Israel23-24, Por outro lado,
estudos especificos de amostras de EOM oriundas de paci-
entes com OME demonstraram taxas entre 38 e 70%7:25:26,
No Brasil, estudos de monitorizacdo da susceptibilidade do
pneumococo que ndo incluiram amostras de EOM encontra-
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ram taxas de resisténcia entre 3,2 e 40%, sendo os
percentuais mais baixos relatados nas pesquisas mais
antigas27,28,

Os fatores de risco para infeccdo por pneumococos
resistentes apresentados por Klein2% estavam todos pre-
sentes na populacdo desta investigagao, exceto histéria de
hospitalizacdo. Os pacientes tinham pouca idade, freqlien-
tavam creches e tinham uma histéria exuberante de expo-
sigdo prévia a antibidticos, pois certamente apresentaram
varios episddios de otite média tratados com esses medica-
mentos. Jacobs et al.30 mostraram que as taxas de S.
pneumoniae penicilino-resistente variavam muito quanto
ao sitio infeccioso, desde 38% em infecgdes oftalmoldgicas
até 60% nas otites médias, o que também pode explicar as
taxas elevadas aqui obtidas. J4 McCracken Jr.3! afirmou que
a maioria das cepas de pneumococo penicilino-resistente
demonstra resisténcia intermediaria, o que também acon-
teceu com a pequena amostra aqui estudada.

Encontraram-se 23% de H. influenzae resistentes a
penicilina. Ja na década de 80, Bluestone et al. identificaram
20-30% dos hemofilos encontrados em criangas com otite
média como produtores de B-lactamase, e a analise espe-
cifica de efusbes de OME revelou 41,5 a 65% de H.
influenzae resistentes’,25:26,_ No Brasil, o Programa SENTRY
detectou 11,8% de hemofilos penicilino-resistentes em
amostras provenientes do trato respiratério32, e uma im-
portante contribuicdo de Sih33 encontrou 14% de produgio
da enzima em germes detectados em efusdes de OMA.
Esses relatos sugerem que os indices de H. influenzae
produtores de B-lactamase sejam um pouco mais baixos no
Brasil do que em outras regides, o que poderia explicar o
nimero por nds encontrado. Uma vez mais, o reduzido
numero de isolados de H. influenzae (13) pode limitar o
significado dessas observagdes.

Ja a interpretacdo dos dados sobre a capacidade de
producao de B-lactamase por parte da M. catarrhalis é mais
facil e provavelmente sofre menos a limitagdo imposta pelo
pequeno numero de vezes em que a bactéria foi isolada pelo
exame cultural. Todas as moraxelas identificadas neste
estudo eram resistentes a penicilina e a outros agentes B-
lactdmicos. Estudos norte-americanos com amostras de
efusdes de OMA e OME apontam indices de 90-100% de
producdo de B-lactamase desde o final da década de
806:7,25:26 Ng Brasil, um estudo com criancas que apresen-
tavam OMA igualmente encontrou moraxelas produtoras de
B-lactamase em 100% das vezes, permitindo sugerir que,
em nosso meio, o comportamento do germe repete o
referido na literatura internacional33.

A literatura tem registrado o aumento da incidéncia de
cepas bacterianas resistentes aos antibidticos usualmente
utilizados. Varios fatores tém sido descritos como co-
responsaveis por esta ocorréncia, e o uso freqliente de
antimicrobianos recebe destaque entre eles®31, A miringo-
tomia com aspiragdao e colocagdo de tubo de ventilagdo
oferece uma oportunidade, ao nosso ver excelente, para a
coleta de material que possibilite a monitorizagdo da micro-
biologia das otites médias, o que permitiria, dessa forma,
apontar tendéncias locais de resisténcia a determinados
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antibiéticos e eventualmente identificar uma populagdo
com maior risco de infecgdo por germes pouco suscetiveis.
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