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Editorial/Editorial

Personagem da Histéoria da Saude V:
Robert Koch
Personalities of History of Health V: Robert Koch

Robert Heinrich Herman Koch foi um microbiologista alem&o, nascido em 11
de dezembro de 1843, nas montanhas altas de Harz, em Clausthal, em Hanover, na
regiao alema da Baixa Saxdnia. Era o terceiro filho de Mathilde Julie Henriette
Biewend (1818-1871) e Hermann Koch (1814-1877), que tiveram 13 filhos, 11 ho-
mens e duas mulheres. Seu pai era engenheiro de mineracgéo e, juntamente com
Alfred Nobel, participou dos primeiros testes de exploséo com nitroglicerina, nas
montanhas onde Koch nascera. Em 1867, Koch casou com Emmy Adolfine
Josephine Fraatz, filha de um pastor evangélico de sua cidade natal, nascendo,
em 1868, sua unica filha, Gerttrude Koch. Em 1893, divorciou-se de Emmy Fraatz,
casando com Hedwig Freiberg (1872-1945), uma jovem atriz de teatro.

Koch foi considerado uma crianga pro-
digio, ja que, aos 5 anos de idade, aprendeu
a ler sozinho, por meio de jornais trazidos por
seu pai. Seus estudos iniciais foram realiza-
dos no ginasio de Clausthal, tendo sido bas-
tante atuante tanto em sua vida escolar quan-
to desportiva. Durante os anos de infancia e
adolescéncia, acompanhava seu pai em lon-
gos passeios e viagens, o que desenvolveu
em Koch um vivido interesse pelas ciéncias
naturais. Uma figura importante na vida de
Koch foi seu tio materno Eduard Biewend, que
também estimulou seu interesse pela nature-
za, por colecdes de insetos e outros animais,
além de té-lo introduzido no mundo da foto-
grafia.

Robert Koch (1843-1910) Sua vida profissional teve inicio em 1862,

aos 19 anos, quando se matriculou na Univer-
sidade de Géttingen, para estudar medicina. Em 1866, graduou-se com maxima
cum laude. A Universidade de Gottingen era um local onde lecionavam importan-
tes nomes da medicina da época e que tiveram uma profunda influéncia sobre o
jovem estudante Robert Koch, como o patologista Wilhelm Krause, o fisiologista
Geoge Meissner, o quimico Friedrich Wdhler e o histologista e anatomista Jakob
Henle. Com a orientagdo de Krause, Koch levou a cabo seus estudos sobre a
inervagao do utero e, sob a supervisédo de Meissner, estudou o acido succinico,
redundando em sua tese de graduacédo. Henle, com sua teoria do Contagium
Animatum, que propunha serem as doengas causadas por entidades vivas
transmissiveis, impactou cientificamente Koch de forma indelével. Em decorréncia
desse intenso convivio académico, aos 22 anos, Koch publicou dois substanciais
artigos. Em 1865, ainda como estudante, ganhou um prémio pela sua dissertacao
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acerca da inervacao uterina. Nesse mesmo ano, foi indicado para o cargo de as-
sistente do Museu de Patologia da universidade onde estudava, o que Ihe deu
grande experiéncia em patologia e microscopia. A premiagao que venceu permitiu
que Koch fosse até Hanover conhecer o fisiopatologista mais renomado da Ale-
manha, Rudolf Virchow. Inclusive, por um curto intervalo de tempo, Koch estudou
com Virchow em Berlim.

Apo6s formado, em 1866, Koch foi trabalhar como médico assistente em di-
versas cidades provinciais, incluindo Hamburg. Nessa cidade, no entanto, Koch
ficou apenas trés meses, seguindo posteriormente para Langenhagen, onde tra-
balhou como médico num hospital psiquiatrico até 1868. Apds o nascimento de
sua filha, Koch deixou Langenhagen e se transferiu para Rakwitz, desenvolvendo
uma pratica médica de sucesso. Quando a Guerra Franco-Prussiana irrompeu, em
1870, Koch se alistou como médico-cirurgido, aproveitando a oportunidade do
conflito para estudar as doencas que acometiam aos soldados no front. Ao dar
baixa, em 1872, assumiu a posicao de Kreisphysikus (médico distrital), na cidade
de WolIstein. Entre 1872 e 1880, Koch praticou medicina geral, bem como inspe-
cdo sanitaria e controle de epidemias. Nessa cidade, no dia do seu aniversario,
sua esposa o presenteou com um microscopio. Isso o estimulou a montar um labo-
ratorio rudimentar num quarto de sua casa, com o microscépio presenteado, um
micrétomo, uma estufa e uma camara escura, e a comecar a investigar sobre as
doencas infecciosas. A partir desse momento, Koch iniciou seu trabalho revolucio-
nario na bacteriologia e imunologia médica.

Com um microscopio mais potente, adquirido pelo préprio Koch, ele deu ini-
cio as suas pesquisas sobre o Antraz (Carbunculo), que era uma doenca prevalente
em animais de producédo naquela época. Assim, ainda em Woéllstein, em 1876,
Koch descreveu o ciclo biolégico do Bacillus anthracis, provando que esse orga-
nismo era o agente causal do Antraz. Em seu estudo, Koch adaptou o método do
botanico Ferdinand Cohn, cultivando o Bacillus anthracis por muitas geracdes no
laboratério, demonstrando seu estagio de esporo e injetando-o em cobaias sau-
daveis. Koch inoculou cutaneamente o sangue de um animal enfermo, que havia
sido necropsiado, em um animal sem a doenca, que a desenvolveu em todas as
suas fases clinicas. Koch apresentou seus resultados a Cohn, na Universidade de
Breslau, que concordou em reproduzir o experimento no Instituto de Fisiologia de
Plantas. Dessa forma, independentemente, Koch e Cohn desenharam o que viram
no microscopio e anotaram o que observaram no teste com animais (camundon-
gos e coelhos), encontrando os mesmos resultados acerca do agente causal e da
doenca. Uma contribuicdo importante ainda foi dada pelo patologista Julius
Cohnheim, que ensinou Koch a corar as bactérias de seu estudo. A pesquisa foi
publicada em 1876, no Jornal de Boténica, do qual Cohn era editor-chefe, sendo a
primeira evidéncia direta da relacao entre a presenca tecidual de uma bactéria e a
doenca por ela desencadeada. Koch foi depois convidado a se estabelecer em
Breslau para continuar suas pesquisas em bacteriologia, e os anos em que esteve
radicado nessa cidade (1877 a 1880) foram extremamente fecundos e produtivos.

As descobertas sobre bactérias e suas patologias continuaram com a identi-
ficagdo de Staphylococcus sp. e Staphylococcus sp. isolados de feridas infeccio-
sas em animais e Vibrio cholerae. Koch identificou varios estados da doenca
bacteriana como septicemia, gangrena, abscesso e advogava a teoria de que as
bactérias existiam como espécies distintas e que cada uma produzia uma Unica
sindrome clinica. Assim, segundo ele, somente estudando um patégeno especifico
é que se poderia entender uma doenca especifica.

Nesse periodo de pesquisa com o Antraz, Koch desenvolveu uma técnica
refinada de microscopia, bem como um elaborado desenho de inoculagdes em
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animais de laboratério para o estudo das etiologias e patologias das doencas in-
fecciosas, o que permitiu visualizar os microrganismos, isola-los e manté-los artifi-
cialmente em meios de cultura e estudar sua patogenia e lesGes decorrentes da
destruicao tecidual. Koch também estabeleceu os principios da moderna pesquisa
microbiolégica, introduzindo laminas de microscopia e laminulas, exame por gota
suspensa, fixacéo e coloracéo de bactérias, meios de cultura liquidos e sélidos,
iluminacao artificial, lentes de imersdo e condensador em microscépios, acopla-
mento de maquina fotografica em microscépios para obtengéo de fotomicrografias
e de técnicas de desinfecgéo/esterilizacdo, empregando vapor d'agua. Além disso,
Koch também se preocupou com o método cientifico, definindo o tamanho de amos-
tra, utilizacéo de grupos controles e reprodutibilidade de experimentos.

Em 1880, Koch foi nomeado para o Departamento Imperial de Saude
(Kaiserlich Gesundheitsamt), deixando Breslau e indo para Berlim, levando seu
método de trabalho microbiolégico, adaptado das propostas de Cohn e Cohnheim.
Em Berlim, ele se juntou ao staff do Departamento Imperial de Satde, dando con-
tinuidade as suas investigacdes para o estabelecimento de culturas puras, que
naquele periodo eram laboriosas e dificeis de serem obtidas com as técnicas dis-
poniveis. Apesar das inumeras tentativas de Theodor Albrecht Edwin Klebs e Joseph
Jackson Lister, suas técnicas em meio liquido para a obtengao de culturas puras
tinham baixo rendimento. No entanto, observando o crescimento fungico em fatias
de batata, Koch percebeu que o crescimento sobre o vegetal exibia coldnias isola-
das e puras. Desse modo, ele decidiu inocular, em seus meios de cultura sélidos a
base de gelatina, as amostras de bactérias que estavam em meios liquidos, ob-
tendo, assim, col6nias isoladas e puras, como as observadas nas fatias de batata.
Essa técnica de plaqueamento para purificagédo de culturas, publicada juntamente
com as técnicas de incubacédo e coloracdo de bactérias, em 1881, tornou-se o
fundamento do trabalho microbiolégico. Também deram importantes contribui¢cdes
ao trabalho de Koch e a microbiologia, alguns de seus assistentes, como Walter
Hesse, que introduziu o 4gar como meio de cultura sélido, e Julius Petri, que de-
senvolveu um recipiente com tampa (Placa de Petri), onde o meio sélido poderia
ser vertido, ficando protegido de contaminagéo. Relativamente a desinfeccédo e
esterilizacdo, Koch observou, empregando diversas substancias quimicas, que al-
gumas delas inativavam definitivamente e outras inibiam temporariamente o cres-
cimento microbiano. Essa observagéao foi importante para construcédo da ideia do
trabalho asséptico em microbiologia, bem como para os conceitos de droga bacte-
ricida e bacteriostatica, que seriam estabelecidos na futura era dos antibioticos.

Em 1881, Koch participou, em Londres, do VII Congresso Médico internacio-
nal, apresentando suas técnicas microbiolégicas, as quais fizeram enorme suces-
so, com importantes comentarios de personalidades da pesquisa microbiolégica
da época, como Louis Pasteur e Joseph Lister. Nesse congresso, a tuberculose foi
um dos principais assuntos tratados e Koch retornou para Berlim firmemente de-
terminado a dar sua contribuicéo para o entendimento desse que era um dos mais
antigos flagelos da humanidade. Apesar de estudos anteriores sobre a tuberculo-
se ja terem definido que se tratava, de fato, de uma doenca infecto-contagiosa,
faltava ainda a demonstracao do agente. Comecgando seus experimentos em agosto
de 1881, Koch, em menos de oito meses, apresentou seus exitosos resultados
sobre essa enfermidade, na Sociedade de Fisiologia de Berlim, em 24 de margo
de 1882. Ao abrir sua conferéncia, disse Koch:

"Em fungdo das minhas inimeras observagdes, considero provado que, em
todos os casos de tuberculose, em pessoas e animais, é encontrado o que cha-
mei de bacilo da tuberculose. Um microrganismo que, através de suas caracte-
risticas peculiares, diferencia-se de todas as outras bactérias conhecidas.”
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Com sua pesquisa em bacteriologia consolidada no Departamento Imperial
de Saude Publica, Koch desenvolveu um método que continha coloragédo (modifi-
cada de Paul Ehrlich) para visualizacédo tecidual do bacilo da tuberculose, cultura,
empregando meio de cultivo sélido dentro de placas idealizadas por Julius Petri, e
sequéncia de etapas e procedimentos propostos por Jakob Henle para o isola-
mento em cultura pura do agente etiologico.

Nesse ano de 1882, Koch, em artigo sobre o bacilo da tuberculose, publicou
seus Postulados modificados, cujos estudos foram iniciados com os experimentos
com o Antraz, onde foram empregados os postulados formulados por Henle, em
1840, e adaptados por ele, em 1877. Aenunciacéo final de seus Postulados, toda-
via, foi apresentada a comunidade cientifica, em 1884 e em 1890, em conferénci-
as e publicacdes. Os Postulados de Koch foram aplicados para estabelecer a cau-
salidade da tuberculose, tornando-se, a partir de entdo, de amplo uso para um
grande numero de doencas infecciosas. Nesse sentido, a etiologia de uma dada
infeccdo poderia ser determinada da seguinte forma:

1. O patégeno deve ser isolado de animais doentes e nunca de animais
saudaveis;

2. O patégeno deve ser recuperado do corpo do animal doente em cultura
pura;

3. O patdégeno isolado em cultura pura deve reproduzir a doenca ao ser ino-
culado em um animal susceptivel;

4. O mesmo patégeno inoculado em um animal susceptivel deve ser isolado
a partir das les6es em cultura pura.

Em 1883, Koch foi enviado ao Egito como lider da Comisséo Alema do Coéle-
ra, para investigar um surto naquele pais. No Egito, Koch descobriu que o agente
dessa enfermidade era o vibrido colérico e mostrou sua relagédo com a doenca e
seus modos de transmisséo. Além de determinar a etiologia, ele também obteve
culturas puras dessa bactéria, levando-as para estudos na Alemanha. Estudando o
célera, Koch foi ainda a india. Como prevencéo e controle da doencga, Koch advo-
gava a necessidade de uma estreita vigilancia sobre a agua de abastecimento e o
esgoto sanitario. Outras doencas investigadas por Koch na Italia, Africa do Sul,
india, Indonésia incluiram a malaria, malaria grave (quadro de febre hemoglo-
bindrica), peste, peste bovina e tripanossomiase.

Devido a experiéncia adquirida na pratica médica e microbiolégica e em via-
gens e intercambios, em 1885, Koch foi indicado para o cargo de professor de
bacteriologia na Universidade de Berlim e, em 1891, foi proposta a construgao de
um Instituto que levaria seu nome, para a realizagédo de suas pesquisas e experi-
mentos. Importa mencionar que Koch foi uma personalidade que influenciou e con-
gregou diversos alunos, assistentes e outros pesquisadores a seguirem investi-
gando e estudando a bacteriologia, e nomes como Gaffky, Eberth, Léffler, von
Behring, Pfeiffer, Welch, Petri, Kitasato, Ehelich e Wasserman ficaram historica-
mente ligados a pesquisa de Koch. Gram, Ziehl e Neelsen foram outros importan-
tes nomes igualmente associados ao trabalho de Koch. Um verdadeiro exército de
"cacadores de microbios" surgiu incentivados pelo exemplo de Koch e dezenas de
bactérias foram descritas a partir do estudo de doengas como gonorreia, tétano,
difteria, tifo, pneumonia e peste bulbdnica, entre outras.

Em 1890, durante o X Congresso Médico Internacional, em Berlim, Koch anun-
ciou ter encontrado um inéculo que poderia proteger e até mesmo curar a tubercu-
lose. De acordo com Koch, esse in6culo, chamado de tuberculina, poderia ser em-
pregado como uma terapia vacinal. Apesar de suas observagdes, a tuberculina
ndo era, de fato, eficiente na propedéutica da tuberculose como ele, inicialmente,
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divulgara. O fracasso da tuberculina no tratamento da tuberculose, por falta de rigor
cientifico de Koch, levou a comunidade cientifica a critica-lo duramente, o que aba-
lou seu prestigio académico dentro e fora da Alemanha. Atuberculina, no entanto,
seria usada, no futuro, como prova diagnéstica em procedimentos cutaneos e ndo
para tratamento da tuberculose, que s6 se estabeleceu com o descobrimento dos
antibioticos, por Alexander Fleming, em 1939.

Um outro equivoco de Koch foi pensar que a tuberculose bovina néao era peri-
gosa para humanos. Em seus estudos iniciais, em 1882, Koch considerou que as
bactérias da tuberculose humana e bovina eram organismos diferentes. Em 1884,
contudo, reconsiderou e determinou que eram organismos idénticos e que, apesar
disso, ndo traziam maiores riscos a populagédo humana. Ele expos essa crenga em
muitas conferéncias na Inglaterra e Estados Unidos, o que fez com que os médicos
e a vigilancia sanitaria dos paises negligenciassem o leite retirado de vacas com
tuberculose, permitindo que fossem consumidos por criangas e adultos. Em alguns
poucos anos, um grande contingente de pessoas adoeceu, por ingestédo de leite
contaminado. Em 1898, entretanto, Theobald Smith e a Real Comisséao Inglesa
demonstraram que os bacilos ndo eram iguais, bem como estabeleceram a rela-
¢ao do leite contaminado com o bacilo de origem bovina e a doenga em humanos.
Disso decorreu a necessidade de se controlar essa zoonose, sendo, entédo, pro-
posta, por varios pesquisadores e instituices de salude publica, a pasteurizagao
do leite e a erradicacéo da tuberculose bovina.

Em dezembro de 1905, Koch foi laureado com o Prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia por seus estudos e pesquisas sobre a tuberculose. Devido ao intenso
trabalho e as inUmeras viagens que fazia, sua salde veio se deteriorando com o
tempo. Em decorréncia do agravamento de seu estado cardioldgico, em 27 de
maio de 1910, Koch sofreu um infarte fulminante, no terrago de um hotel em Baden-
Baden, na Alemanha. Conforme sua vontade, foi cremado e suas cinzas deposita-
das no Instituto de Doencas Infecciosas de Berlim.
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INTRODUCAO

Resumo

Dermatofitose é uma micose superficial, causada por fungos filamentosos denominados
dermatofitos, que sdo capazes de degradar estruturas queratinizadas. Os agentes dessas
infeccées em humanos pertencem a trés géneros: Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton. O objetivo deste trabalho é revisar os estudos epidemioldgicos e relatos de
casos de tinea capitis, a partir de artigos publicados entre 2000 e 2018. Com base nos
dados analisados, o género masculino foi o mais afetado pela tinea capitis e a faixa etéaria
mais relatada foi a de individuos menores de 10 anos. As principais espécies isoladas
foram: T. tonsurans e M. canis, sendo o primeiro mais encontrado nas regides norte, nordes-
te e centro-oeste, e 0 segundo, nas regides sudeste e sul do Brasil. Nos relatos de casos
foram reportadas lesdes com diferentes caracteristicas, sendo algumas mais inflamatérias,
eritematosas, com pustulas, placas de alopécia ou descamativas do que outras. Dor e
prurido foram sintomas observados em alguns casos. A griseofulvina e os derivados azélicos
foram os principais farmacos empregados na terapia, ainda que em associagdo em alguns
casos. As avaliagbes dos tratamentos empregados nos casos de tinea capitis devem ser
minuciosamente realizadas, visto que ha relatos de casos em que a reposta terapéutica ndo
é eficiente, agravando as lesées e prolongando o tempo de tratamento.

Palavras-chave
Tinea capitis; epidemiologia; etiologia

tinea cruris (regido inguinal), finea pedis (regido dos pés)
e tinea unguium (unhas das méos e dos pés).®

Dermatofitoses sdo micoses superficiais, causadas
por fungos filamentosos denominados dermatofitos, que sédo
capazes de degradar estruturas queratinizadas como pé-
los, unhas e pele. Os agentes etiologicos associados a essa
infeccdo em humanos pertencem a trés géneros principais,
a saber: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton.”
Transmitida por contagio direto ou indireto, as dermato-
fitoses s@o de ocorréncia mundial e consideradas o ter-
ceiro distarbio de pele mais frequente em criangas meno-
res de 12 anos e o segundo mais frequente na populacéo
adulta."?

O quadro clinico das dermatofitoses inclui lesdes ti-
picamente cutaneas, conhecidas como fineas, sendo a sua
designacao atribuida de acordo com a area afetada: tinea
capitis (regidao do couro cabeludo), tinea corporis (regido
do corpo/pele glabra), tinea manum (regidao das maos),

Atinea capitis € uma dermatofitose que acomete o couro
cabeludo, sobrancelhas e cilios, afetando, principalmente as
criancas.® Esses processos sé@o ocasionados, basicamen-
te, por espécies de fungos antropofilicos, ou seja, que
parasitam, preferencialmente, a queratina dos seres huma-
nos. Entre essas espécies, destacam-se Trichophyton
rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans e Epidermophyton
floccosum, entretanto, espécies como Microsporum canis,
apesar de zoofilicas, também podem acometer os huma-
nos.%%nicialmente, essa condi¢cdo se manifesta como uma
lesdo circular, semelhante a um anel, de coloracgéao
avermelhada e escamosa, acompanhada de alopécia, que
pode se tornar agudamente inflamada, formando les6es ul-
ceradas.?”

A transmisséo pode ocorrer por relacéo direta com pes-
soas e animais infectados ou por meio de objetos e contato
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com locais onde os esporos dos fungos tenham sido depo-
sitados, e tanto criangas como adultos podem ser portado-
res assintomaticos.® O diagnoéstico primario é baseado na
microscopia 6tica, sendo a cultura necessaria para a identi-
ficagcéo definitiva do agente etiolégico e para a instituicdo
do tratamento especifico com antifungicos tépicos e/ou
sistémicos.

Relativamente a sua distribuicdo geografica mundial,
os dermatoéfitos sdo microrganismos oriundos, fundamen-
talmente, de grandes centros urbanos. Uma avaliacéo
epidemiolégica envolvendo 16 paises na Europa demons-
trou que 35% a 40% dos individuos analisados apresenta-
vam infec¢do dermatofitica no couro cabeludo. Outro estu-
do, realizado com criangas em creches, nos Estados Uni-
dos, revelou que 22% a 50% delas apresentavam infecgao
por dermatoéfitos também nesse sitio anatémico.®1%

Na América do Sul, um estudo realizado na cidade
de Valparaiso, Chile, observou que, dentre os 1.004 paci-
entes diagnosticados com micoses superficiais, as
dermatofitoses eram as mais prevalentes."” Em 2010, uma
pesquisa realizada na Venezuela, com criangas de uma
unidade escolar, constatou que o Microsporum canis e o
Trichophyton rubrum foram as espécies mais isoladas de
tinea capitis."?

As dermatofitoses assumem especial importancia
em saude publica dada a sua elevada prevaléncia e facil
disseminacao por contato direto com humanos ou animais
infectados ou indireto com objetos contaminados, além
de longos periodos requeridos para o tratamento e a ten-
déncia de desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
de uso clinico. Neste aspecto, o conhecimento sobre a
patogénese dos dermatofitos se faz importante,("® assim
como o entendimento sobre a epidemiologia sobre suas
infeccdes. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi re-
visar os estudos epidemiol6gicos sobre tinea capitis em
relacdo aos seus agentes etiologicos e a populacao afe-
tada e discutir a importancia clinica do tema para o Bra-
sil com a apresentacdo de uma série de casos dessa con-
digdo.

MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada envolveu uma busca realizada
nas bases de dados Scientific Electronic Library Online
(SciELO) e Google Académico (Scholar Google). Para ob-
tencéo das informacdes, foram considerados artigos publi-
cados em Inglés e Portugués, no periodo de 2000 até 2018,
utilizando-se os descritores: tinea capitis e epidemiologia.

As referéncias obtidas foram analisadas, excluindo-
se aqueles artigos que nao se vinculavam a proposta do
estudo, sendo incluidos aqueles que tratassem de estudos
epidemiologicos de tinea capitis ou relatos de casos no Bra-
sil. Ao final da pesquisa, vinte artigos foram considerados
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relevantes para a revisdo, sendo 16 estudos epidemio-
l6gicos especificos de finea capitis e cinco relatos de caso.

Na revisao dos trabalhos cientificos, foram analisados
a epidemiologia da micose, as principais espécies de fun-
gos envolvidas, o local e periodo em que foram identifica-
dos os casos, o sexo dos pacientes e os métodos de diag-
nostico empregados. Em relacdo aos estudos de casos,
foram avaliados os agentes, as caracteristicas dos pacien-
tes, o tipo de lesédo, o método de diagnéstico e o tratamento
quimioterapico e, a partir desse conjunto de informacgées,
foi realizada uma comparacéo entre os estudos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos epidemiologicos de tinea capitis

As investigagcbes foram realizadas em amostras de
couro cabeludo de casos suspeitos de finea capitis, nas re-
gides sul, sudeste, norte, nordeste e centro-oeste do Brasil,
num intervalo de tempo de 1983 a 2017. (Tabela 1). O nu-
mero de amostras analisadas variou de 11 a 1.332, de acor-
do com o tempo e local de realizacdo dos estudos. No to-
cante a distribuicdo da finea capitis, a prevaléncia dessa
infeccdo fangica é variavel, pois sua ocorréncia depende
de caracteristicas geograficas, como temperatura e umida-
de, socioecondmicas do local, bem como das particulari-
dades de cada paciente.(™

Alguns estudos avaliaram um namero bastante gran-
de de pacientes como o realizado em Pernambuco, com
1.332 individuos, em Porto Alegre com 1.283 pacientes, em
Cuiaba com 985, em Botucatu com 596 e em Fortaleza com
534. Estes estudos sédo bastante importantes para analise
sobre a epidemiologia da doenca, e, tendo sido realizado
em diferentes regides do Brasil, facilita o entendimento so-
bre a doencga.(*®)

Na maioria dos artigos revisados foi observado maior
namero de casos no sexo masculino em todas as regiées.
Entretanto, em um estudo no estado do Ceara, dois no Ama-
zonas, um na Paraiba e um em Santa Catarina foram obser-
vados mais casos no sexo feminino."®?2 O sexo masculino,
tradicionalmente, é o mais acometido pelas tinhas de couro
cabelo e na literatura ndo ha relatos sobre os motivos pelos
quais tal grupo de fungo tem incidéncia maior sobre o sexo
masculino, mas hipoteticamente pode estar associado a al-
guma imunodeficiéncia ou imunossupressao, ou pelo maior
contato com animais infectados.Z 2

Nos ultimos anos, a prevaléncia de espécies envolvi-
das com as dermatofitoses vem mudando, sendo que, quan-
do se consideram as espécies que mais causam infecgées
em todo o mundo, observa-se um destaque para T. rubrum
como principal agente de dermatofitoses nas unhas e pele
enquanto que M. canis, T. tonsurans e T. violaceum sao
predominantemente envolvidos em tinea capitis.?42"
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Tabela 1 - Comparagéo dos estudos epidemiolégicos de tinea capitis no Brasil

Local Periodo N° de Agentes Métodos de Sexo (%) Citacao
amostras etiolégicos diagndstico
Goiania Janeiro de 1999 164 Trichophyton tonsurans 66,2% Exame direto (KOH 40%) e Masculino: Dias et al,;
GO a Julho de 2002 Trichophyton mentagrophytes 13,6%  cultura em agar Sabouraud 57% 2003
Microsporum canis 10,1% sem antibiético, Feminino:
Trichophyton rubrum 10,1% agar Sabouraud com 43%
cloranfenicol e Mycosel
Vitéria Setembro a 1" Microsporum canis 81,8% Exame direto e cultura Masculino: Gitler et
ES Dezembro de Trichophyton rubrum 18,2% em agar Sabouraud + 61% al.; 2005
2009 cloranfenicol + cicloheximida Feminino: 39%
Joédo Outubro de 1999 53 Trichophyton rubrum 37,7,8% Exame direto (KOH 20%) + Masculino: Aquino et
Pessoa- PB a Fevereiro de Trichophyton tonsurans 28,3,1% agar Sabouraud com 47% al.; 2003
2000 Microsporum canis 24,5% cloranfenicol + Feminino:
Trichophyton verrucosum 7,55% Mycobiotic agar 52%
Trichophyton mentagrophytes 1,9%,
Outros 0,05%
Porto Agosto de 1.283 Microsporum canis 62,2% Exame direto (KOH 20%) e Nao relatou Aquino et
Alegre-RS 1998 a Trichophyton mentagrophytes 18,2% em agar Sabouraud al.; 2007
Fevereiro de Trichophyton rubrum 5,7% dextrosado + cloranfenicol e
2006 Epidermophyton floccosum 2% Mycobiotic agar
Trichophyton tonsurans 0,3%
Outros 17,3%
Recife- PE Junho a 132 Trichophyton rubrum 73,4% Exame direto KOH (20%) e Masculino: Damazio et
Dezembro de Trichophyton tonsurans 13,3% cultura de 51,5% al., 2006
2005 Microsporum canis 13,3% agar Sabouraud Feminino: 48,5%
Itajai - SC Janeiro de 131 Trichophyton mentagrophytes 90,5% Exame direto (KOH 20%) e Masculino: 45% Fajardo et
2014 a Junho Microsporum canis 9,5% agar Sabouraud dextrosado  Feminino: 54%  al., 2017
de 2016
Manaus Margo a 228 Trichophyton tonsurans 66,677% Exame direto (KOH 40%) Masculino: Oliveira et
AM Novembro Microsporum canis 100% Mycobiotic agar Sabouraud 35,55% al; 2006
de 2003 com cloranfenicol Feminino:
64,45%
Fortaleza Junho de 534 Trichophyton rubrum 49,6% Exame direto KOH a 30% + Masculino: Brilhante et
CE 1996 a Dezembro Trichophyton tonsurans 34,4% tinta Parker+ agar 42 9% al., 2000
de 1998 Microsporum canis 7% Sabouraud modificado Feminino:
Trichophyton mentagrophytes 6,2% a 2% de glicose + 57,1%
Outros 2,8% agar Sabouraud acrescido
de cloranfenicol
Amazonas - Margo de 48 Trichophyton tonsurans 85,12% Exame direto (KOH 30%) + Masculino: Cortez et
AM 1996 a Trichophyton rubrum 3,84% agar Sabouraud com 38% al., 2012
Novembro de Microsporum gypseum 3,84% cloranfenicol e cicloheximida Feminino:
2005 Trichophyton mentagrophytes 2,40% 62%
Microsporum canis 2,40%
Trichophyton sp. 1,92%
Epidermophyton floccosum 0,48%
Novo Airdo  Maio de 1995 a 105 Trichophyton tonsurans 64,2% Exame direto (KOH a 30%) e Masculino: 7%  Sousa et
AM Julho de 1997 Trichophyton mentagrophytes 20,6% cultura em agar Sabouraud  Feminino: 23% al; 2001
Microsporum canis 15,2% dextrosado
Cuiaba Marg¢o de 2006 a 985 Trichophyton tonsurans 70,5% Exame direto (KOH a 20%) e Masculino: 65% Araujo et
MT Dezembro de Trichophyton rubrum 19,4% cultura em agar Sabouraud  Feminino: 35%  al.; 2012
2010 Microsporum canis 10,1% dextrosado
Botucatu  Janeiro de 1983 596 Microsporum canis 88,2% Exame direto (KOH 20%) + Masculino: Marques et
SP a Dezembro de Trichophyton tonsurans 4,7% agar Sabouraud dextrose 58,2% al.; 2005
2003 Trichophyton rubrum 3,3% acrescido de cloranfenicol Feminino:
Microsporum gypsem 1,9% e actidione 41,8%
Trichophyton mentagrophytes 1,6%
Trichophyton spp. 0,5%
Pernambuco Janeiro de 2014 1.332 Trichophyton spp. ~70% Exame direto (KOH a 20%) e Masculino: Silva et al.,
a junho de 2017 Microsporum canis ~17% cultura em agar Sabouraud 57,5% 2018
Outros ~13% dextrosado + cloranfenicol Feminino:
42.5%
Séo Paulo, Margo de 2013 a 30 Microsporum canis 56,6% Exame direto e cultura (meio Masculino Veasey et
SP Maio de 2015 Trichophyton tonsurans 36,8% e reagentes do exame direto 64,17% al., 2017
Microsporum gypseum 3,3% nao especificados) Feminino
Trichophyton mentagrophytes 3,3% 35,83%

Hidréxido de sédio (KOH) e Agar Sabouraud dextrose (SDA)
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Nesta revisao foi observado que as principais espéci-
es associadas a tinea capitis foram T. fonsurans e M. ca-
nis, ja que foram as espécies mais identificadas nas amos-
tras clinicas positivas para tinea capitis na maioria dos es-
tudos (Tabela 1). Secundariamente, T. mentagrophytes e T.
rubrum foram os dois dermatoéfitos mais encontrados na ter-
ceira ou quarta posicdo. Numa investigacdo em Joao Pes-
soa, T. verrucosum foi relatado na quarta posigéo, repre-
sentando 10% dos casos estudados."

E importante mencionar que Trichopphyton spp. foi
o agente mais isolado de amostras de couro cabeludo,
em diversos estudos, contudo, dependendo das condi-
¢des geograficas e do periodo analisado, as espécies
de Trichophyton apresentavam variagdes de prevaléncia
locais. Dentre essas espécies, T. fonsurans, T. rubrum e
T. mentagrophytes foram os organismos responsaveis
pela maior parte das infecgdes no pais, sendo que T.
tonsurans foi o principal agente em varios estudos nas
regides norte, nordeste e centro-oeste.(6.192028.29 No Sul
e no Sudeste do Brasil, todavia, o dermatoéfito mais iso-
lado foi o M. canis.(®151731

Soares e colaboradores (2017) demonstraram em
sua revisao da literatura que T. tonsurans tem sido o prin-
cipal agente identificado causando tinea capitis, seguido
M. canis, sendo que a substituicdo do M. canis, que ja foi
no passado o principal agente etiol6gico, parece estar re-
lacionado ao clima, mudancgas de habitos, urbanizacéao e
aspectos socioecondmicos.?

Conforme pesquisa de Schechtman RC (2015), atem-
peratura e umidade relativa elevadas condicionam favora-
velmente a distribuigdo geografica do T. tonsurans.®? A dis-
tribuicéo de T. tonsurans é ainda facilitada por sua grande
adaptacdo a queratina do ser humano e capacidade de
burlar as defesas inatas do hospedeiro, permanecendo
como uma infecgéo assintomatica ou residual com exacer-
bacdes clinicas eventuais.('73334)

Dentro do género Microsporum tem sido relatado que
M. canis é o principal agente de finea capitis nas regides
sul e sudeste do Brasil. Por se tratar de uma espécie zoofilica,
a infeccdo pode ser adquirida pelo contato com animais
infectados, constituindo cées e gatos os principais reserva-
torios e fontes de infeccdo. Relativamente a dermatofitose
animal, lesdes cutaneas evidentes sdo observadas com fa-
cilidade em caes, entretanto, lesdes diminutas ou quadros
assintomaticos sdo mais encontrados em gatos, o que re-
presenta uma dificuldade no controle epidemiol6gico da do-
enga.?

Nesta revisao de casos, pacientes com menos de 10
anos foram preponderantes. Segundo Brilhante e colabora-
dores (2000), os individuos menores de 10 anos sdo os mais
susceptiveis as dermatofitoses quando em contato préximo
com cédes e gatos, ressaltando a transmissé@o zoonotica
nessa faixa etaria.'® No caso da infecgéo por T. tonsurans,
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por se tratar de uma espécie antropofilica, a transmissao se
faz, geralmente, de pessoa-a-pessoa ou por meio de com-
partilhamento de objetos de uso pessoal.®

O estudo micolégico para a identificagdo das espéci-
es de dermatoéfitos consiste no exame microscopico direto
da amostra clinica com hidréxido de potéassio (KOH), o que
possibilita a visualizacao de estruturas fangicas nos fios de
cabelos, seguido de cultivo em agar de Sabouraud dextro-
sado, para o isolamento dos dermatoéfitos, permitindo a de-
terminacao da espécie fungica envolvida na infecgdo. Nos
trabalhos aqui avaliados, houve diferencas em relacéo a
concentracdo de KOH, que variou entre 20% a 40%. Essa
faixa de concentracgéo, todavia, esta em concordancia com
aquela (10% a 40%) geralmente preconizada para a obser-
vacao tecidual de dermatéfitos (Tabela 1). O meio de cultivo
padrdo para o isolamento de dermatoéfitos é o agar de
Sabouraud dextrosado, apesar de outros meios, como o
Agar Mycosel, terem sido empregados por alguns autores.
Esse meio apresenta em sua formulacdo um antibacteriano
(cloranfenicol) e um antifungico (cicloheximida). O cloran-
fenicol é utilizado para evitar o crescimento bacteriano inde-
sejado. A cicloheximida, por sua vez, € importante para ini-
bir o crescimento de fungos contaminantes, sem impedir o
crescimento dos fungos patogénicos, como os dermatéfitos
e os dimorficos, o que facilita o isolamento destes fungos
em amostra clinica.®*30

Estudos de casos clinicos de tinea capitis

Nesta pesquisa, casos clinicos de tfinea capitis no Bra-
sil foram revisados e diversos hospedeiros foram relata-
dos, tais como recém-nascidos, criangas e adultos. As le-
sdes exibiram diferentes caracteristicas clinicas com vari-
ado quadro inflamatério, acompanhado de eritema,
descamacao, prurido, alopecia e/ou supuracao (Tabela 2).
Estudos demonstraram que o tipo e a intensidade da le-
sdo dependem da interac@o entre os agentes etiolégicos
e os hospedeiros acometidos. As lesdes com caracteristi-
cas mais inflamatérias estdo relacionadas, comumente a
espécies zoofilicas, como o M. canis e o T. mentagro-
phytes.® Por apresentarem caracteristicas inflamatoérias
mais evidentes, as espécies zoofilicas provocam lesdes
extremamente inflamadas, com perda de cabelo e lesédo
do tipo Kerion di Celsi. J& as espécies antropofilicas (T.
rubrum, T. tonsurans, T. violaceum e M. audouinii) provo-
cam, em geral, lesbes menos agressivas e que tendem a
cronicidade.™

No caso relacionado a uma crianca de 4 meses de
idade, a tinea capitis causada por um T. fonsurans apre-
sentava-se assintomatica, o que dificultou o manejo e o con-
trole da infeccdo nesse paciente. Observou-se uma micro-
epidemia entre os familiares e o fungo foi isolado da resi-
déncia da familia, facilitando a reinfecg¢éo.®*® Em criangas e
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Tabela 2 - Analise e comparagéo dos relatos de casos clinicos de finea capitis

Caracteristicas do paciente Tipo de leséo Agente Tratamento O caso se destaca porque... Citacédo
etioldgico

Paciente do sexo feminino Placas de alopecia com  Trichophyton Terbinafina, Foi o Unico caso de Rodrigues et
com 65 anos pontos negros, reagao violaceum oxiconazol e tinea capitis por al., 2008

inflamatéria moderada. shampoo de T. violaceum em adulto

cetoconazol descrito

Paciente do sexo feminino, Lesbes com placa de Trichophyton Itraconazol Diagnosticar tinea capitis Pinheiro et al;
negra, com 5 anos alopecia sem prurido, tonsurans independente do agente 2012.

exame dermatoscoépico usando o dermatoscopio

mostrou pélos em que é um método rapido,

"virgula" e cabelos em nao invasivo e com baixo

"saca-rolhas” custo.
Dois meninos de 6 e 8 anos  Lesdes escamosas com  Microsporum  Griseofulvina e Primeira vez que o fungo Brito-Santos et
com lesdes no couro placas de alopecia e audouinii fluconazol africano foi reportado no al., 2017
cabeludo prurido Brasil
Bebé de 4 meses com Placas de tonsuras Trichophyton Griseofulvina Se tratar de uma Salci, et al.,
lesdes no couro cabeludo circulares, multiplas, tonsurans microepidemia familiar, 2011

bem delimitadas e em que o agente estava

pruriginosas sendo mantido na

residéncia da familia

Paciente do sexo masculino  Placa elevada, Microsporum  Griseofulvina A apresentagao desse relato  Melo-Monteiro
com 3 anos de idade edematosa, de limites gypseum visa chamar a atengdo pois et al., 2003

precisos, dolorosa,
recoberta por crostas
hematicas na periferia,
supurativa e localizada no
couro cabeludo

apesar da baixa incidéncia
de infecgao por Microsporum
gypseum na cidade do

Rio de Janeiro, ainda ha
casos sendo relatados

lactentes, essa infecgéo é clinicamente importante por se
tratar de individuos que apresentam normalmente grande
susceptibilidade a infecgbes fungicas, e pela possibilidade
de disseminacéo do agente a outras criancas em creches
ou mesmo no ambiente familiar.

No relato de tinea capitis por M. audouinii®® o caso
apresentou relevancia pela determinagao desse fungo como
0 agente etiolégico, pois o M. audouinii, até entéo, s6 tinha
sido isolado em paises europeus.” Recentemente, contu-
do, o fungo foi recuperado de lesdes em duas criangas, no
estado do Rio de Janeiro, e que nunca tinham deixado o
pais. Esse foi o primeiro relato do isolamento de M.
audouinii, no Brasil.

Conforme relatado na literatura, parece que o M.
audouinii sempre esteve presente em territério nacional e a
falta de publicacdo sobre seu isolamento se deveu, possi-
velmente, a confus6es na distingéo entre ele e o M. canis,
ou que, mesmo apos a identificacdo do patégeno como M.
audouinii, o caso nao tenha sido reportado ao Ministério da
Saulde ou a outros 6rgéaos de vigilancia em saude ou ainda
publicados em revista cientifica por pesquisadores nacio-
nais.®

Relativamente ao diagnoéstico, Pinheiro e colaborado-
res (2012) apresentaram um relato de caso do uso do
dermatoscopio como um método néo invasivo e de baixo
custo para auxiliar no diagnoéstico de finea capitis, indepen-
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dentemente do agente, sendo demonstrada a presenca de
pélos em "virgula" e cabelos em "sacarrolhas" e pelo méto-
do direto e cultura foi identificado T. fonsurans.

Os antifungicos reportados nos casos clinicos aqui
apresentados foram a griseofulvina, derivados azolicos
(fluconazol, oxiconazol, itraconazol, cetoconazol) e a
terbinafina, e, em alguns casos, foi utilizada associagéo
de mais de um antifungico (Tabela 2). Griseofulvina foi uti-
lizada na maioria dos casos clinicos aqui reportados. O
mecanismo de acdo da griseofulvina se da pela ligagado
da tubulina, que é uma proteina que forma os microtubulos
do fuso acromatico, inibindo o processo de mitose do fun-
go. Desde muito tempo, a griseofulvina tem sido usada para
o tratamento da tinea capitis, devido a sua eficacia e boa
tolerancia, especialmente em criancas, o baixo custo e
minimos efeitos colaterais.?” Contudo, uma desvantagem
de sua utilizagdo é a necessidade de um tratamento de
longa duracgdo (6-12 semanas), o que leva, muitas vezes,
a uma reducgdo na taxa de adesao terapéutica e, conse-
quentemente, arecidiva das lesées."

O cetoconazol, o itraconazol, o fluconazol e a terbi-
nafina s@o antifUngicos que inibem enzimas da via de
biossintese do ergosterol, levando a redugéo da conversao
de lanosterol em ergosterol, principal esterol presente na
membrana celular dos fungos.® A diminuicdo na sintese de
ergosterol faz com que haja a desestabilizacdo da mem-
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brana, alteracdo da permeabilidade e inibicdo do cresci-
mento flingico.®® Estudos mais recentes demonstraram
que, apesar desses farmacos terem perfis de eficacia se-
melhantes aos da griseofulvina, essa parece ser mais efe-
tiva frente a infecgdes por Trichophyton do que por
Microsporum. (1637

No caso relatado por Melo-Monteiro e colaboradores,
(2003), o estudo visou chamar atencado porque apesar da
baixa incidéncia de M. gypseum no Rio de Janeiro, nos ul-
timos anos tém sido relatados dermatofitoses provocadas
por este agente. O caso estava associado a um paciente
do sexo masculino de 3 anos de idade que apresentou uma
forma clinica de finea do couro cabeludo denominada de
Kerion Celsi, caracterizada pela presenca de placas
edematosas com aspecto bem delimitado, dolorosas, com
pustulas e abscessos que drenam pus e sé@o provocados,
geralmente, pelo M. gypseum. O tratamento de escolha
neste caso foi a administracédo por via oral de griseofulvina
para melhora do paciente. Griseofulvina é geralmente o tra-
tamento de escolha para tinea capitis por espécies de
Microsporum.®® Por outro lado, infecgées por Trichophyton
séo prioritariamente tratadas com terbinafina ou alternati-
vas como fluconazol e itraconazol.®®

Por fim, estudos em distintas regides do mundo mos-
traram a diferenca na etiologia de tinea capitis. Algumas
espécies sdo endémicas em algumas regiées geograficas,
como T. violaceum no leste europeu, Africa, Asia e Améri-
ca do Sul, e T. soudanense na Africa e Asia. Microsporum
canis ja é o agente mais prevalente em paises desenvolvi-
dos, e pode estar associado ao contato com animais, ja
que o fungo é zoofilico.“? Aqui, estudos epidemiolégicos e
de casos foram relatados por espécies antropofilicas,
zoofilicas e geofilicas. Apesar de ser comum a infeccdo no
ser humano por dermatéfitos zoofilicos e geofilicos, é rara a
infecgdo animal por dermatéfitos antropofilicos.*"

Por se tratar de micoses em que o fungo estéa pre-
sente na natureza, podendo levar a infecgéo, estudos que
avaliam dermatoéfitos isolados do solo no Brasil também
sdo de grande importancia,“>*4 ja que o crescimento des-
tes organismos pode ser influenciado por fatores
ambientais, pH e presenca de residuos de queratina hu-
mana ou animal no solo, por exemplo,“*"sendo, desta for-
ma, fundamental entender os fatores biéticos e abiodticos
que podem influenciar na epidemiologia das derma-
tofitoses.*®

CONSIDERAGOES FINAIS

Nesta revisao da literatura, foram avaliados estudos
epidemiolégicos e relatos de caso sobre tinea capitis no
Brasil, sendo observado que o género masculino foi o mais
afetado e a faixa etaria com maior incidéncia de infecgdes
foi aquela de individuos menores de 10 anos.
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No que diz respeito ao padrédo ecolégico dos derma-
téfitos, foram observadas infecgdes por fungos antropofilicos
e zoofilicos. As espécies T. tonsurans, M. canis e T. rubrum
foram responsaveis por grande parte das dermatofitoses
no couro cabeludo, variando a prevaléncia conforme a re-
gido do pais. A observacéao da incidéncia de tinea capitis
por T. tonsurans elou por M. canis é de fundamental impor-
tancia no que se refere a epidemiologia e ao tratamento
das dermatofitoses, visto que a literatura especializada re-
lata que ha diferencas na distribuicdo geograficas das es-
pécies e na susceptibilidade aos antiflingicos.

As avaliacdes dos procedimentos propedéuticos de-
vem ser realizadas criteriosamente, pois ha relatos de re-
posta terapéutica nao eficiente com complicagao das lesées
e prolongamento do tempo de tratamento. Deve-se também
interromper a cadeia de transmisséao da infec¢édo. Para tanto,
é necessario fazer um correto diagnéstico da etiologia para
possibilitar a instituicdo de adequadas medidas de contro-
le, que incluem o tratamento com o antifingico especifico,
exame de familiares para a pesquisa de portadores assinto-
maticos, principalmente nos casos de infecgéo pelo T.
fonsurans, e cuidados com a limpeza e higienizacado do
ambiente, objetos compartilhados e animais domésticos.

Abstract

Dermatophytosis is a supetrficial mycosis, caused by filamentous fungi
called dermatophytes, which are capable of degrading keratinized
structures. The agents of these infections in humans belong to three
genera: Microsporum, Trichophyton and Epidermophyton. The objective
of this study is to review the epidemiological studies and reports of tinea
capitis cases in Brazil, based on articles published between 2000 and
2018. Based on the data analyzed, the male gender was the most affected
by Tinea capitis and the most reported age group was of individuals with
less than 10 years. The main species isolated from the samples were:
T. tonsurans and M. canis, being the first one most found in the north,
northeast and center-west regions and the second one found in the south-
eastern and southern regions of Brazil. In the case reports, lesions with
different characteristics were reported, being some more inflammatory,
erythematous, with pustules, others with plaques of alopecia or
desquamative than others. Pain and itching were symptoms observed in
some cases. Griseofulvin and azole derivatives were the main drugs
used in therapy, although in association in some cases. The evaluations
of the treatment employed in the cases of Tinea capitis should be
thoroughly done since there are reports of cases in which the therapeutic
response is not efficient, aggravating the lesions and prolonging the
treatment time.
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Tinea capitis; epidemiology; etiology, dermatophytes
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The pathways of cell cycle regulation in retinoblastoma
As vias de regulacéo do ciclo celular em retinoblastoma

Renata Mendes de Freitas’

Resumo

O retinoblastoma é um tumor ocular infantil ocasionado, frequentemente, pela inativagdo
bialélica do gene RB1acometendo criangas até os 5 anos de idade. A proteina retinoblastoma
(pRB), codificada pelo gene supressor tumoral RB17, é responsavel por regular a progresséo
da fase G1 para a fase S do ciclo celular. Essa proteina forma um complexo com o fator
transcricional E2F fazendo com que o ciclo celular permanega no estagio GO/G1. Com a
fosforilagao de quinases dependentes de ciclinas, a fosforilagéo da proteina RB ¢é ativada e
o complexo formado com o E2F é desfeito, havendo o avango do ciclo celular para a fase S
e a proliferagao celular. Todo esse controle da proliferagéo celular é regulado nédo sé pelo
complexo formado pela proteina RB e E2F, mas também por outras proteinas que partici-
pam e/ou interferem neste mecanismo de controle da divisdo celular, como, por exemplo, as
proteinas mdm2, mdm4, p21.

Palavras-chave
Retinoblastoma; proteinas de ciclo celular; proteina do retinoblastoma

INTRODUCAO

Retinoblastoma (RB) is an ocular tumor that affects
retinal cells usually diagnosed in children up to 5 years of
age. The prevalence is one in 15,000 - 20,000 born, being
considered a rare neoplastic type, despite being the most
frequent eye cancer in childhood."? Some scholars try to
associate the higher incidence in developing countries, the
level of education of the parents, the socioeconomic profile
of the families, the professional qualification of the health care
team and maternal nutritional conditions, emphasizing, for
example, the amount of folic acid consumed during
pregnancy.®4 The relationship between race, gender and
ocular laterality in cases of retinoblastoma is not found in the
studies conducted.®

This tumor type is associated with the biallelic loss of
the RB17 tumor suppressor gene, which may be hereditary or
sporadic, where the inhibition of retinoblastoma protein (pRB)
function, encoded by the RB7 gene, is determinant in the
genesis of retinoblastoma.® The loss of RB7 deregulates
transcriptional factors associated with transcriptional
activation of genes and triggers cellular apoptosis. In many
types of cancers, loss of pRB can alter E2F and allow the
deregulated maintenance of the cell cycle, but tumorigenesis

can be prevented by p53-mediated surveillance.” In
addition, in human tumors this event was also associated
with the amplification of proteins encoded by the MDM?2
and MDM4 genes, and could act as therapeutic targets for
the treatment of retinoblastoma.®

Each component of this complex regulatory pathway
pRB-E2F and associated genes in retinoblastoma will be
addressed below.

THE TUMOR SUPPRESSOR GENE RB1

In 1986, the RB7 gene was identified and cloned as
the first tumor suppressor by Friend et al.® This gene,
located in the chromosomal region 13g14, comprises more
than 178,143 kb of genomic DNA and is composed of 27
exons that transcribe a messenger RNA of 4,772 kb. The
complete gene sequence was reported by Toguchida et al.
(1993).6.10

The RB1 gene encodes a nuclear protein of 928 amino
acids called pRB, belonging to the pocket family, with ability
to regulate gene transcription and act as regulator of the
G1/S phases of the cell cycle.""pRB is also involved in the
transcriptional regulation of genes that act on apoptosis,
differentiation and cell adhesion.('>"® The major cellular
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functions of pRB are conserved in mammalian cells,
Drosophila melanogaster and Caenorhabditis elegans.('¥

Tracking for mutations in the RB7 gene should occur in
all exons, with single base substitutions and large deletions
being the most recurrent mutations. Many of these mutations
are of the nonsense and frameshift type.("® Most of the base
substitutions originate from the transition from a cytosine to
thymine (C> T) in the CGA codon into the amino acid arginine,
generating a UGA stop codon, resulting in the loss of pRB
function.(1)

Mutations detected in the RB7 gene may increase the
quality of clinical management of retinoblastoma and allow
predictions of risk for all family members.("

Complete depletion of the RB7 gene leads to increased
chromosomal instability manifested in aneuploidy or
polyploidy.*® This phenomenon is attributed to centromeric
dysfunction and failure to recruit components of the condensin
Il complex, which are proteins responsible for keeping both
chromatid sisters together, leading to the defect of
chromosome separation during mitosis.('®

However, tumorigenesis occurs when surveillance
pathways are inactivated, such as the p53 protein, that
prevents the induction of apoptosis in the loss of pRB
function.(®

THE RETINOBLASTOMA PROTEIN (PRB)

The RB protein (pRB) acts as a regulator of G1/S phases
of the cell cycle and has the ability to regulate the gene
transcription of genes that participate in apoptosis,
differentiation and cell adhesion.('2"3)

This protein belongs to a family of proteins, encoded
by three different genes: the RB7 gene, which encodes pRB;
the RBL1 gene, located in the chromosomal region 20q11.2,
which encodes p107, and the RBL2 gene, located on the
long arm of chromosome 16, which encodes p130.('%20 All
members of the RB family of proteins have a conserved
region, called pocket, which interacts with the LXCXE motif,
found in viral proteins, used to bind to pRB. Deletions or point
mutations in this domain make the oncoproteins incapable
of inactivating pRB and potentiate cells in tumor targets.?"

These proteins, known as "pocket", are formed by three
domains: N-terminal, A/B pocket and C-terminal.®® Protein
functionality is related to elongation factor 2 (E2F) binding
domains.™

Cells expressing the mutant pRB, lacking the LXCXE
interaction domain, showed abnormal chromatin structures,
including decondensation of chromatin and loose
chromosomes.? These data indicate that pRB also regulates
chromatin remodeling, predominantly in the GO and G1
phases of the cell cycle.®

The p107 and p130 proteins exert the function of
regulating the repression of E2F target genes. However, such
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proteins are little mutated in human cancers.("™ Studies in
mice showed that RB7 is an essential gene to the cells, and
knockout mice die during the embryonic development. On
the other hand, knockout mice, for the genes of the p107 and
p130 proteins, usually develop suggesting that such proteins
cannot replace all the functions of pRB and that this is in fact
vital for the survival of the organism.™

In the quiescent phase of the cells (GO0), the most
abundant protein is p130; subsequently, cells are stimulated
to initiate the cell cycle, and the pRB and p107 proteins are
induced.® Thus, when the two begin to have their levels of
expression increased, the levels of p130 are decreasing
(Table 1). Some studies point to p130 as a partial
transcriptional repressor called DREAM, and function to
repress the functions of E2F target genes during the GO
phase.(?0.24

Table1 - Specific types of RB-E2F complexes prevalent during the
cell cycle.

RB family member  Transcription Factors Cell cycle stages

pRB 1,2,3 GO, G1, S
p107 4,5 G1, S, G2
p130 4,5 GO, G1

Source: Adapted from Henley SA and Dick FA.?%

The initiation of gene transcription in eukaryotes
requires that transcriptional protein factors, together with RNA
polymerase, form a basal transcription apparatus to initiate
gene transcription.®

THE TRANSCRIPTIONAL FACTORIN THE
CONTROL OF THE CELL CYCLE:

The E2F transcription factor was initially identified as
the cellular component required for the anterior region (E1A
region) of the adenovirus protein, in order to mediate the
transcriptional activation of the viral promoter region (E2
region).?

Chellappan et al. (1991) deduced the mechanism of
regulation of E2F by activation of the adenovirus E1A region,
allowing the understanding that the transcription factor is
inhibited when associated with the RB protein. This
observation was the first to suggest that E2F could be related
to the development of cancer. "It was later identified that
pRB is target of other viral oncoproteins, including SV40 of T
antigen and human papillomavirus (HPV) E6 and E7
proteins.(2629

Subsequent studies have demonstrated that E2F
controls the transcription of genes that are essential for cell
division.®

This means that the HPV E7 viral protein is capable of
binding to pRB and making it inactive; this way, the E2F factor
becomes free, generating a stimulus for cell proliferation. In
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addition, the association of E7 protein with pRB leads to an
increase in p53 that causes cell cycle arrest or induces
apoptosis.®? In the context of HPV infection, the E6
oncoprotein initiates the degradation of p53, leading to loss
of control of cell proliferation and blockade in the activation
of apoptosis.©0

The ratio of pRB to cell cycle progression is associated
with eight members of the E2F transcriptional factor family
(E2F1 to E2F8) that are central regulators of cell cycle
progression. The pRBs form heterodimers with a subunit
encoded by DP - DP1 and DP2 family members, generating
a DNA binding specificity, mainly determined by the E2F
subunit.(213)

The factors E2F1, E2F2 and E2F 3 are associated with
transcriptional activation and have pRB as the target; E2F4
and E2F5 are transcriptional repressors and are targets of
p107 and p130, whereas E2F6, E2F7 and E2F8 are
independent repressors of pRB.?¥E2F 1 plays an important
role in the induction of apoptosis and is often found amplified
in human cancers.™

Although the accepted model for the pRB-E2F complex
reinforces that cyclin-dependent kinases (CDKs)
phosphorylated pRB release the E2F transcription factors,
during the G1/S cell cycle transition, it was observed that the
pRB-E2F1 complexes persist associated beyond the S
phase, independently of pRB phosphorylation. This complex
will occupy promoter regions of apoptotic genes of
proliferating cells."

Thus, these observations indicate that phosphorylation
of pRB by CDKs during the G1/S transition causes the
release of most E2F factors to induce cell cycle gene
transcription, but the pRB-E2F1 complexes remain stable
thanks to the interaction of this complex to the promoter
regions of apoptotic genes, repressing their expression.'3?

DeGregori (1997) suggests that E2F1-induced
apoptosis is not simply a consequence of abnormality in S
phase, but represents an intrinsic property of E2F1 in
activating genes that initiate programmed cell death. It is
possible that this ability of E2F1 causes direct or indirect
interaction with other proteins participating in the apoptotic
pathway, including p53. Thus, the results presented by him
suggest the ability of E2F 1 to induce an accumulation of p53,
acting in the G1 phase of the cell cycle, promoting cell
differentiation and control.®

Studies have suggested that E2F can bind to multiple
promoter sites, allowing the ability to dynamically regulate
the coding of genes that are important for DNA repair,
chromatin remodeling, chromosomal segregation.G%

THE CELL CYCLE ACTIVATION BY CDK

The proteins of the RB family are activated by
phosphorylation of cyclin-dependent kinases (CDKs), which
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are divided into three classes - CDK2, CDK4 and CDKB6.
CDK2 associate with cyclins of type A and E; the CDK4
and CDKG®6 classes are associated with D-type cyclins (D1,
D2 and D3) and are responsible for initiating pRB
phosphorylation.?® They act to maintain the cells in the G1
phase of the cell cycle, since they favor the maintenance of
the pRB-E2F complex.?® The CDK2/cyclin E complex
promotes the progression of the G1 phase cycle to S phase,
and CDK2/cyclin Aiis responsible for maintaining cell cycle
progression after S phase.®

Inits active form, pRB is hypophosphorylated in G0O/G1
and associated with the transcriptional factor E2F, blocking
the cell cycle. Extracellular factors that direct cell mitogenesis
induce the activation of CDK2 and CDK4/CDK6-dependent
cyclin-dependent kinases (CDKs) that promote
phosphorylation of pRB.?®

Once phosphorylated, the RB protein has its binding to
E2F factor weakened and the dissociation of these molecules
occurs, thereby allowing the onset and progression to the
S-phase of the cell cycle.?*3® The entire mechanism can be
observed in Figure 1.

Cell in GO/G1
and
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. CtBp
Phosphatases ————» MOCA
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of chromatin
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Figure 1. Mechanism of regulation of the pRB-E2F complex in cell cycle
control. In GO/G 1, the pRB-E2F complex is found with the active pRB
bound to the transcriptional factor so that the cell cycle is halted in the
GO0/G 1 phases and with highly condensed chromatin. With the activation
of CDK4, CDK6 and CDK2-E in the G1 phase, the pRB-E2F complex is
released and the cell cycle progresses through the S phase. The pRB is
again activated by phosphatases, that allow the hypophosphorylation of
the protein and stop the cell cycle in GO/G1.

The inactivation of pRB promotes genomic instability
and results in deletions, duplications and chromosomal
rearrangements® and compromises the ability of cells to
terminate the cell cycle, being highly susceptible to oncogenic
gene proliferation.(?

The literature shows that pRB is functionally impaired
in many tumors as a result of RB7 mutations or mutations
that increase phosphorylation of the protein or by the
expression of viral oncoproteins targeting pRB."® Inactivation
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of pRB by oncogenic proteins is induced by viral infection
and RB7 gene expression is suppressed via methylation of
the DNA promoter region.??

With cell cycle progression, CDK activity is
decreased by allowing the phosphatase 1 (PP1) protein
to dephosphorylate pRB, promoting hypophosphorylation
and allowing a new formation of the pRB-E2F complex,
which represses gene transcription and cell cycle
progression.*®

This negative regulation of cell cycle progression is the
main mechanism by which pRB represses tumor
development. However, pRB interacts with hundreds of
proteins that are critical to multiple processes beyond cell
cycle control.(™®

MAINTAINING DNAINTEGRITY

The signaling pathway of the p53 protein, encoded by
the TP53 gene, located on chromosome 17, is usually
inactivated in several types of cancers; approximately 50%
of all tumor types have mutations in the TP53 gene, and those
with wild type p53 often show mutations in other signaling
pathway genes that allow cell cycle surveillance.®

During a DNA damage response, the TP53 gene
prevents cell proliferation through various mechanisms, such
as cell cycle arrest and activation of apoptosis.©®”)

In retinoblastoma, itis common for the TP53 gene not
to be mutated, but other associated genes,®83% in which the
deregulation of p53 stems from increased expression of
regulatory genes such as MDM2 and MDM4.¢“© The mdm?2
and mdm4 proteins can prevent the effect of p53, playing a
role of p53 regulators, inhibiting cell cycle control and
preventing apoptosis.®”

Increased expression of MDM2 and MDM4 genes can
be activated by somatic amplifications in tumors or germ
polymorphisms, leading to a predisposition of individuals to
cancer.“0

In addition to the increased expression of the p53
signaling pathway antagonist genes, there are several
splicing variants in the formation of messenger RNAs of the
MDM?2 and MDM4 genes leading to p53 repression. %)

CDKIS ACTIVATION AND CELL CYCLE ARREST

The mechanism of activation of CDKs can be regulated
by inhibitory proteins known as CDKI - cyclin-independent
kinase inhibitor, mainly acting in the control of the G1 and S
phases of the cell cycle. There are two classes of CDKI: the
CIP family and KIP, which consists of the p21, p27, p57, p18
and p19 proteins. These members bind cyclin and CDK
subunits, inhibiting kinase activity (Figure 2).(1®

The CDKN1B gene, located in the chromosomal
region 12p13, encodes the p27 kinase inhibitor, which
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Figure 2. Regulation of CDKs by action of CDKIs and restoration of
PRB-E2F complex in cell cycle control. The main CDKls in the control of
CDKs in the pathogenic pathway of retinoblastoma and cell cycle arrest
due to hypophosphorylation of pRB and formation of the pRB-E2F
complex.

inhibits the CDK2/E complex, negatively regulating cell cycle
progression in the G1/S phases and promoting cycle arrest
in G1 phase."™® In this way, p27 controls proliferation,
differentiation, cell adhesion and apoptosis. In G1 the
expression levels of p27, for example, are relatively high
and CDK2/E activity is low, preventing DNA synthesis.("®

The low expression of CDKN171B is related to
tumorigenesis and the advancement of the clinical stage in
several tumors, such as prostate, gastric, laryngeal,
colorectal and breast. Some SNPs (single nucleotide
polymorphism) in the gene are associated with reduced
transcription rate and low levels of p27.4" Such SNPs may
affect the normal functioning of COKN 1B by altering the
efficiency of transcription and protein levels, leading to cell
cycle deregulation and neoplastic behavior.*"

Some studies have shown increased susceptibility
to cancer with the identification of polymorphism
rs2066827.4Y Landa et al. (2010) 2 suggests that this
polymorphism (T326G, V109G, rs2066827) in the
CDKN1B gene is associated with reduced transcription
rate and low protein levels with susceptibility to thyroid and
prostate cancer.*?

P27 was identified in the association of multiple
endocrine neoplasm syndrome type 1 (MEN-1) with
mutations of loss of germline function in the CDKN1B gene
in mice. Expression studies for p27 showed an absence
or reduced presence in normal and pathological tissues
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of these mice.*® |n vitro cell culture studies have
demonstrated that the mutant p27 protein retains some
properties of the wild-type protein, such as nuclear
localization and interaction with CDK2/E, but is highly
unstable and rapidly degraded.*

The key role of the CDKN1B gene in the regulation
of cell cycle proliferation and as a tumor suppressor has
been demonstrated in knockout mice that showed
gigantism due to increased cell number and increased
tumorigenesis.#4

Another CDK control gene is CDKN1A, located in
the chromosomal region 6p21.2, which encodes the cyclin-
dependent inhibitory kinase (CDKI) p21, which associates
with the CDK2 or CDK4 complexes, inhibiting the activity
of these complexes and regulating the progression of the
cycle cells in G1.?% In addition, p21 protein may also play
a regulatory role in S phase during cell duplication and
DNA repair.® This signaling control is mediated by p53,
which induces p21 expression in response to DNA
damage, disrupting cell cycle progression in the transition
from G1 phase to S phase by inhibition of CDKs.*9

Sheikh et al. (1994)4“® have demonstrated in a study
of breast cancer cells that mechanisms regulating p21
expression involve p53-dependent and p53-independent
signaling pathways. In ovarian cancer cells, it has been
observed that the induction of p21 expression can occur
by activation of protein kinase C (PKC) in cells lacking
p53.¢47

A study (2001) demonstrated that p21 expression is
associated with the presence of metastases and probably
with great genetic instability.“®

The CDKNZ2A gene, located in the chromosomal
region 9p21.3, generates variant transcripts that differ in
the first exon and at least three alternatively processed
variants encoding different proteins have been described,
two of which encode structurally related isoforms that
function as inhibitors of CDK4 kinase. The remaining
transcript contains an open reading frame (denominated
ARF) which specifies a protein that is structurally unrelated
to the products of the other variants. This ARF product
functions as a stabilizer of the p53 protein, since it can
interact and inhibit mdmz2, a protein responsible for the
degradation of p53 (Figure 3).149

Despite the structural and functional differences
between the CDK inhibitory isoforms and the ARF product
encoded by this gene, through the regulatory roles of CDK4
and p53in cell cycle G1 progression, they share a common
functionality in the control of G1. This gene is often mutated
or deleted in a wide variety of tumors, and is known to be
a major tumor suppressor gene.“® The activating signals
of p16 are diverse, including those that promote cell cycle
arrest due to the presence of DNA damage or to those
associated with tumorigenesis.?
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Figure 3. p14°RF inhibiting mdm2 also blocks the activity of p53 but
activates p21 that will inhibit CDK2 and block pRB. A p16 is a CDK
inhibitor that limits the activity of CDK4 and CDK6 complexes, disrupting
their interaction with D-type cyclins. Thus, p16 regulates the
phosphorylation of pRB by inhibiting CDK4 or by releasing specific CDK6
inhibitors, resulting in non-phosphorylated pRB, keeping the cells in the
G1 phase."?®

REGULATORS GENES OF THE P53 ACTIVATION
PATHWAY

The MDM2 gene, mapped in the 1215 chromosomal
region, is the major regulator of p53, keeping the protein at
appropriate levels in normal cells. After stress, p53 is activated
and induces apoptosis.©®"

The mdm2 acts as a ubiquitin ligase that binds to p53
for its destruction via proteosomes, preventing apoptosis
from occurring in cells. Cells with damaged DNA activate
protein kinases, which phosphorylate p53 and reduce binding
with mdm2 allowing apoptosis.®'3® Thus, an increase in
mdm2 levels has been observed in a broad spectrum of
human cancers.“®52)

The expression of mdmz2 has been shown in previous
studies, resulting in a decrease in E2F1 levels, causing mdm2
to inhibit the apoptosis promoted by the transcriptional factor.
In this way, mdm2 is a negative regulator of E2F1 and also of
p53.(6220)

Nutlin-3a consists of an inhibitor of mdm2. Arecent study
showed that this substance causes p53 and p21
accumulation and pRB hypophosphorylation, which led to cell
cycle arrestin some cell lines.?” On the other hand, in other
strains, nutlin-3a downregulated pRB and resulted in
apoptosis independent of E2F 1. Thus, nutlin-3a is considered
a potential therapeutic agent that could suppress and/or kill
tumor cells. However, the mechanism by which this substance
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acts by inducing hypophosphorylation of pRB in some cells
is not well understood.®)

Another gene, MDMA4, located at 1932, regulates the
stability of p53 in a process dependent on mdm2. The mdm4
protein, belonging to the same mdm2 family, shares several
structural and functional properties, including a highly
conserved p53 binding domain capable of inhibiting p53
transactivation.®?

p53

@ @' &

1 Nutlin-32

ot

Cell cycle
stop

Figure 4. Regulation of Nutlin-3a in mdm2, E2F, p53, p21, pRB, apoptosis
and cell cycle arrest. Nutlin-3a when it blocks mdm2, also blocks E2F
and consequently apoptosis. Thus, with the blockade of mdm2, the
accumulation of p53, p21, pRB occurs, restoring the formation of the
PRB-E2F complex, stopping the cell cycle and enabling the activation of
apoptosis.

In addition to binding to p53 and blocking apoptosis,
mdm4 has the ability to increase the stability of p53 by binding
to mdm2 through a conserved domain so that the interaction
between mdm2-mdm4 complexes inhibits targeted p53
degradation by mdm2.5?

The mdm4 protein also regulates pRB levels by mdm2-
mediated ubiquitination, being inhibited by mdm4 due to
competition between mdm2-mdm4 by binding sites in the
C-terminal domain of pRB.® Polymorphisms and mutations
in MDM4 have been frequently studied because of the impact
on the regulation of p53 and pRB and the association of risk
for some types of cancer.®)

CONCLUSION

In most cancers, these pathways are impaired by
mutations in TP53, inactivation of the CDKN2A gene or
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Figure 5. Normally, p53 activates p21 expression leading to inactivation

of CDKs and cell cycle arrest. The mdm2 and mdm4 proteins when
blocking p53 also block apoptosis and DNA repair.

amplification of MDM2. Nutlin-3a-like molecules weaken the
mdm2-p53 interaction by impairing the survival of tumor cells
in retinoblastoma.®4 Expression of MDM4 in the absence of
MDM2 suggested a mode of regulation of p53. With the
absence of MDM2, the effects of Nutlin-3a were related to
inhibition of tumorigenesis mainly by blocking the mdm4-p53
interaction.®®¥ Previous studies have shown that the high level
of MDM2 expression is crucial for the proliferation and survival
of retinoblastoma cells.%

Many functions of pRB are related to genomic instability,
cancer associated with poor prognosis, tumor heterogeneity
and development of therapeutic resistance. Signaling
pathways that influence pRB and retinoblastoma have been
shown here. All components are critical for understanding cell
cycle control and activation of apoptosis. Loss-of-function
mutations in each molecule comprising this large pathway
can generate responses that alter cellular behavior, leading
to uncontrolled cell proliferation, chromosomal instability and
tumorigenesis.®

Abstract

Retinoblastoma is a childhood ocular tumor often caused by the biallelic
inactivation of the RB1 gene affecting children up to 5 years of age. A
retinoblastoma protein (pRB), encoded by the tumor suppressor gene
RB1, is responsible for the regular progression of the G 1 phase to the
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phase S of the cell cycle. This protein forms a complex with the
transcriptional factor E2F causing the cell cycle to remain in the GO/G 1
stage. With a phosphorylation of cyclin-dependent kinases (CDK), the
phosphorylation of the RB protein is activated and the complex formed
with E2F is disrupted, with the advancement of the cell cycle to an S
phase and cell proliferation. All the control of cell proliferation is regulated
not only by the complex formed by RB and E2F proteins, but also by
other proteins that participate in and/or interfere in this cell division control
mechanism, such as mdm2, mdm4 and p21 proteins.

Keywords
Retinoblastoma protein; retinoblastoma; cell cycle proteins
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Resumo

AFebre Amarela é uma doenca infecciosa aguda, caracterizada por febre. Nao é transmissivel
e tem duragéo de no maximo 12 dias. As manifestagdes clinicas revelam as fases evolutivas
da doenca. Este trabalho consiste em um artigo de atualizagao, no qual foi realizado um
estudo bibliografico interpretativo e descritivo baseado na literatura atual sobre a Febre Ama-
rela no Brasil. Esta doenca é causada por um arbovirus que pertence a familia Flaviviridae.
A expanséo da area de vacinagdo é muito discutida atualmente. Segundo o Ministério da
Saude, em 2016, foram confirmados seis casos de Febre Amarela no Brasil. Conforme a
Sociedade Brasileira de Infectologia, a fisiopatologia desta doenga € a mesma no ciclo
urbano e no silvestre. O seu diagndstico pode ser dividido em clinico e laboratorial, pois s&o
as duas formas de confirmar a doenga em individuos. As medidas preventivas consistem,
principalmente, na imuniza¢do, medidas de prote¢édo e no controle do vetor. Esta pesquisa
fornece dados atuais em bases confidveis, podendo ser utilizada para futuros trabalhos.

Palavras-chave

Febre Amarela; etiologia; epidemiologia; diagnéstico

INTRODUCAO

AFebre Amarela é uma doenca infecciosa aguda, ca-
racterizada por febre, ndo é transmissivel e tem duracéo de
no maximo 12 dias. As manifestagdes clinicas revelam as
fases evolutivas da doenca. A gravidade dessa patologia é
variavel, a forma grave pode levar a morte, caracterizada
por insuficiéncia hepatica e renal.("

Os primeiros casos de febre amarela foram descritos
no Brasil a partir do século XVII, e, ap6s décadas, ainda
sdo encontrados inimeros relatos da doenga, de modo sa-
zonal e em varias regides do pais. Atualmente, o nimero
estimado de casos graves na América do Sul, segundo a
Organizagédo Mundial da Saude (OMS), é de 84.000-
170.000, com aproximadamente 29.000- 60.000 mortes
anualmente.?

A partir deste contexto, com o objetivo de trazer um
informe atual sobre a doenca, este artigo de atualizagéo foi
elaborado.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho consiste em um artigo de atualizacéo.
Tendo como apoio, pesquisas realizadas em bases de

dados na internet, nos sites Scientific Electronic Library
Online — SciELO e Google académico, incluindo revistas,
artigos, sites e notas do Ministério da Saude. Assim, foi
realizado um estudo bibliografico interpretativo e descriti-
vo baseado na literatura atual sobre a Febre Amarela no
Brasil.

Os descritores utilizados em busca, nos periédicos,
foram: Febre Amarela, etiologia, epidemiologia, diagnos-
tico.

AGENTE ETIOLOGICO

AFebre Amarela é causada por um arbovirus que per-
tence a familia Flaviviridae. Adoenga é endémica, ocorren-
do apenas nas florestas tropicais do continente africano e
da América Latina, provocando um grande impacto para a
saude publica.®®

O Aedes aegypti é o vetor da infec¢do no ciclo urba-
no, sendo comumente encontrado nas cidades brasileiras.
Ja no ciclo silvestre os vetores sdo os mosquitos
Haemagogus ou Sabethes, que vivem nas copas das arvo-
res. Eles sédo também reservatérios do virus e contaminam
os primatas ndo humanos (PNH), que sé@o apenas hospe-
deiros.®
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O virus da Febre Amarela € um virus RNA do género
Flavivirus e da familia Flaviviridae. Adrian Stokes isolou esse
virus pela primeira vez em 1927, de um paciente de Gana.
Algumas doengas, como dengue e encefalite de St. Louis séo
causadas por outros virus da mesma familia. Nas diversas
cepas encontradas na América do Sul e no continente africa-
no existem diferencas relacionadas ao genétipo.®

Em decorréncia do ultimo surto de Febre Amarela no
Brasil, em 2017, pesquisas foram realizadas e demonstra-
ram que os virus pertencem ao subtipo genético da linha-
gem Sul Americana 1E. Porém, ap6s aprofundamento na
analise do genoma, foi descoberta a variagdo nas sequén-
cias genéticas associadas a proteinas que estdo envolvi-
das no processo de replicacédo do virus. Ou seja, puderam-
se identificar modificagdes no codigo genético dos virus.*

EPIDEMIOLOGIA

Um dos fatores muito discutidos atualmente diz res-
peito a expanséo da area de vacinacgéo, baseando-se na
deteccgdo do virus pelo ciclo de transmisséo silvestre e a
inclusé@o da vacina destinada ao publico infantil em todo o
pais. Isso constitui uma alternativa voltada para a redugao
dos riscos de reurbanizagéo da doenca, principalmente por
se tratar do controle da infestagdo pelo Aedes aegypti.(")

Dados epidemiologicos do Ministério da Saude evi-
denciam 326 casos da doencga e 156 6bitos no Brasil, refe-
rentes ao periodo de 2000 a 2012. Ja no periodo de 2016
até marco de 2017, 448 casos e 144 6bitos foram confir-
mados no pais. S6 no estado de Minas Gerais foram conta-
bilizados 349 casos e 118 6bitos confirmados. Areas que
nao eram consideradas endémicas, como o estado do Es-
pirito Santo, registraram 93 casos e 22 ébitos e o estado do

Tabela 1 - Quadros clinicos da Febre Amarela

Rio de Janeiro, trés casos confirmados e um 6bito, relativos
ao periodo inicial do ano de 2017.("

A maior parte dos casos envolve, principalmente, a
regido sudeste e sdo de moradores das zonas rurais ou que
tiveram contato com areas silvestres.®

FISIOPATOLOGIA

Conforme a Sociedade Brasileira de Infectologia, a
fisiopatologia da Febre Amarela € a mesma no ciclo urbano
e silvestre. No urbano, a doengca é uma antroponose, pela
qual ndo se identificam animais como importancia epide—
mioloégica. O principal vetor &€ o Aedes aegypti. No ciclo sil-
vestre, a Febre Amarela é uma zoonose, transmitida por mos-
quitos de habitos silvestres, dos géneros Haemagogus (H.
Jjanthinomys e H. albomaculatus) e Sabethes (S.
chloropterus). A fonte de infec¢do primordial séo primatas,
principais hospedeiros e amplificadores do virus, especial-
mente os macacos dos géneros Allouata (macaco guariba),
Cebus (macaco prego), Afelles e Callithrix. Além deles, ma-
miferos podem também ser reservatérios, como alguns mar-
supiais e roedores. Os seres humanos n@o imunes podem,
acidentalmente, se infectar, penetrando em areas enzodéticas.®

A Sociedade Brasileira de Infectologia ainda informa
que 90% dos casos sdo assintomaticos ou oligossinto-
maticos. Quando sintoméatica (Tabela 1), pode ser leve, mo-
derada, grave e maligna, com letalidade entre 5% a 10%,
podendo atingir 50% nos casos graves, com manifestacdes
icterohemorragica e hepatorrenal. Cada uma das formas
apresenta um estado clinico. Na forma leve, o quadro clinico
é autolimitado com febre e cefaleia com duragéo de dois
dias. Na forma moderada, o paciente apresenta, por dois a
quatro dias, sinais e sintomas de febre, cefaleia, mialgia e
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Classificacdao Sintomas Alteracoes Laboratoriais Tratamento

Febre Leucopenia Dipirona

Mialgia AST e ALT < 2 x o limite normal Fluidoterapia oral (ORT) 60 ml/kg/dia
leve Dor de cabega Plagquetas normais Visitas ambulatoriais diarias

Perda de apetite

Bradicardia

Os anteriores, mais:
Dor abdominal
VVomitos

Ictericia leve

Moderada

O acima, mais:
Dor abdominal intensa
Vémito frequente
Ictericia

Grave/maligna Sangramento
Orgao e falha do sistema
(oliguria, AKF, diminuicdo do
nivel de consciéncia)

Leucopenia

Contagem baixa de plaquetas
AST e ALT <10x

Bilirrubina <5x

Leucopenia

Contagem de plaquetas severamente baixa
AST e ALT> 10x

Bilirrubina aumentada

Aumento do PT/aPTT

Niveis de fibrinogénio deprimido

D-dimero aumentado

Aumento de ureia e creatinina

Hipoglicemia

Admissdo na enfermaria

Controle de diurese

Fluidos IV, se necessario
Reavaliagdo clinica a cada 4 horas
Andlises laboratoriais diarias

Admissao na UTI

Hidratagdo e euvolemia

Hemodialise Intubacdo Endotraqueal
Transfusdo de hemoderivados, se
necessario

Adaptado de Novaes'?
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Febre Amarela

artralgia, congestéao conjuntival, nduseas, astenia e alguns
fendmenos hemorragicos como epistaxe, podendo haver
subictericia. Nos quadros graves, ap6s cinco a seis dias de
periodo de incubacéo, o inicio dos sintomas é rapido e per-
dura por quatro a cinco dias com febre alta, acompanhada
da diminuicdo da pulsagao, cefaleia intensa, mialgia acen-
tuada, ictericia, epistaxe, dor epigastrica e hematémese e
melena. A forma maligna é a mais grave, ocorre toxemia
abrupta, nauseas, ictericia, hemorragias diversas e ence-
falopatia. Em torno de cinco a sete dias instala-se insufici-
éncia hepatorrenal e coagulacgéo intravascular dissemina-
da. Apresenta alta letalidade, em torno de 50%. Além disso,
podem ocorrer 6bitos por lesdes cardiacas tardias.®

DIAGNOSTICO CLIiNICO

No inicio da doencga, a realizagdo do método clinico
isoladamente nao é suficiente para diagnéstico, pois a clini-
ca da Febre Amarela assemelha-se com outras doencas
virais.®

Nas manifestacdes clinicas sdo considerados dados
epidemiolégicos, tais como visitas a areas de risco, ha 15
dias sem ter sido vacinado previamente ou ter sido vacina-
do dentro dos ultimos trinta dias.®

Em quadros mais avancados, apresentam caracte-
risticas clinicas com maiores indicativos a presenca da
Febre Amarela, como o aumento rapido das transa-
minases, em aproximadamente 48 a 72 horas, com pre-
dominio de AST/TGO. Conforme é observado, o agrava-
mento da doenca pelos resultados do laboratério precede
o agravamento clinico.®?

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico é confirmado utilizando um método que
consiste na amplificagdo molecular do virus no sangue (mé-
todo que assegura sensibilidade e especificidade, que pode
até mesmo permitir a diferenciacéo do virus silvestre da cepa
vacinal), classicamente pode ocorrer até o quinto dia viral.
Contudo, devem ser considerados casos nos quais a viremia
chega a persistir até o décimo dia.®

Testes especificos para deteccdo de IgM e IgG séao
recomendados a partir do quinto dia. Sao testes sorolégicos,
que identificam a presenca de anticorpos contra o virus pro-
duzidos pelo organismo do paciente em resposta a infec-
¢ado. Em caso de morte, o diagnéstico pode ser confirmado
em varios tecidos em até 24 horas ou por imunohisto-
quimica.®

TRATAMENTO

Até o momento néo existe nenhum antiviral especifico
para o tratamento da doencga, portanto um suporte clinico

RBAC. 2019;51(1):25-8

hospitalar adequado é a maneira mais eficaz de diminuir a
taxa de mortalidade.”

E importante informar aos pacientes com suspeita de
Febre Amarela que a doenca pode se agravar rapidamen-
te. Quando isso acontece devem ser evitados medicamen-
tos potencialmente hepatotoxicos, devendo ser administra-
dos medicamentos com menor acédo potencial no figado,
como a dipirona.?

PREVENGAO/CONTROLE

As medidas preventivas consistem, principalmente, na
imunizagdo, medidas de protegdo e no controle do vetor:®
a vacinacao é uma das medidas mais eficazes de controle
e prevencgao da doenga, pois estimula o sistema imunolégico
a produzir anticorpos capazes de destruir os micro-organis-
mos patégenos.

Avacinacgéao contra a Febre Amarela é disponibilizada
em todo o Brasil, nas secretarias de saide dos municipios,
principalmente nos estados com maior incidéncia da doen-
ca, devendo ser administrada pelo menos dez dias antes
do contato com areas de risco de infeccéo pelo virus.

As medidas de protegéo a serem tomadas incluem o
uso de roupas que cubram uma maior area corporal (Ex:
calgas, blusas de mangas compridas, botas) e o uso de re-
pelentes sempre que for adentrar matas, ou regiées com
risco de infeccao.

O controle vetorial consiste em evitar que haja contato
entre o doente e o mosquito transmissor, sendo necessaria
a utilizacao de telas em seu local de permanéncia, pois ele
pode se tornar uma fonte de infeccdo. Acdes de combate
para controle vetorial devem ser realizadas nos municipios
com maior taxa transmissao, e em areas proximas, para
que haja diminuicdo das taxas de infeccdo. As agGes de-
vem seguir as orientagdes do programa nacional de contro-
le da dengue.

CONCLUSAO

Os dados obtidos neste artigo de atualizagdo sobre
Febre Amarela trazem informacgdes recentes sobre seu
agente etiolégico, epidemiologia da doenga nos ultimos
anos no Brasil, fisiopatologia com seus sinais e sintomas,
diagnéstico clinico e laboratorial mais utilizados, medidas
de tratamento, prevencéo e controle. Esta pesquisa fornece
dados atuais em bases confiaveis, podendo ser utilizada
para futuros trabalhos.

Abstract

Yellow Feveris an acute infectious disease, characterized by fever. Itis
not transferable and lasts for a maximum of 12 days. The clinical
manifestations reveal the evolutionary phases of the disease. This work
consists of an update article, where an interpretative and descriptive
bibliographic study was carried out based on the current literature on
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Yellow Feverin Brazil. This disease is caused by an arbovirus belonging
to the family Flaviviridae. The expansion of the vaccination area is much
discussed today. According to the Ministry of Health, in 2016, six cases
of yellow fever were confirmed in Brazil. According to the Brazilian Society
of Infectology, the pathophysiology of Yellow Fever is the same in the
urban and wild cycle. The diagnosis of yellow fever can be divided into
clinical and laboratory, as they are the two ways to confirm the disease
in individuals. Preventive measures consist mainly of immunization,
protective measures and vector control. This research provides current
data on a reliable basis and can be used for future work.
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Yellow Fever; etiology; epidemiology; diagnosis
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Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de ITU, analisando a faixa
etaria bem como o perfil de resisténcia aos antimicrobianos a partir da urocultura de gestan-
tes. Métodos: Foi realizado um estudo observacional, descritivo e transversal por meio da
analise de 538 laudos de urocultura de gestantes atendidas em um laboratério de analises
clinicas da cidade de Verandpolis, Rio Grande do Sul, no periodo de abril de 2014 a abril de
2017. Os dados foram coletados a partir do sistema laboratorial Jalis e transcritos para uma
planilha utilizando o programa Microsoft Office Excel® 2010. Resultados: Dos 538 laudos
de uroculturas de gestantes analisados, 137 (25,5%) apresentaram crescimento bacteriano.
Analisando a prevaléncia dos microrganismos, Escherichia coli foi o agente predominante
(65%), apresentando maior resisténcia a ampicilina (53,4%) e a sulfametoxazol + trimetoprim
(22,5%). Conclusao: Arealizagao da urocultura durante o pré-natal é de extrema importan-
cia para garantir um diagndstico precoce de ITU e iniciar uma antibioticoterapia adequada, a
fim de evitar complicagdes maternas e fetais.

Palavras-chave

Escherichia coli; farmacorresisténcia bacteriana; gravidez; infecgdes urinarias

INTRODUCAO

Ainfecgéo do trato urinério (ITU) é caracterizada pela
presenca e multiplicacdo de bactérias desde a uretra até
os rins, ocasionando lesdes de graus variaveis.(™ E uma
patologia muito frequente que acomete pessoas de todas
as idades, desde o recém-nascido até o idoso. A maior sus-
ceptibilidade feminina a desenvolver ITU ocorre devido as
suas caracteristicas anatémicas, dentre elas o menor com-
primento da uretra e a maior proximidade do anus com o
vestibulo vaginal .4®

Quanto a localizagéo anatémica, as ITUs sdo classifi-
cadas como baixa (cistite) ou alta (pielonefrite). A cistite é o
tipo mais comum de ITU, onde ocorre a inflamacéo da bexi-
ga. Os principais sintomas incluem disuria, urgéncia para
urinar, dor e pidria.®® Entretanto, a forma mais grave de ITU

é a pielonefrite, que pode tornar-se crénica, provocando le-
sao tecidual nos rins. Os sinais e sintomas clinicos incluem
dor nas costas, febre, mal-estar, nauseas e vomitos.¢°

Durante a gestacdo ocorrem diversas alteragdes
anatémicas, fisiolégicas e hormonais na mulher que podem
contribuir para o aparecimento de ITU. Observa-se que a
urina da gestante apresenta um pH mais alcalino, tornando
favoravel o crescimento das bactérias presentes no trato
urinario.® Além disso, a diminuicdo da capacidade dos rins
de concentrar a urina, que passam a excretar menores quan-
tidades de potassio e maiores de glicose, juntamente com
os aminoacidos e produtos da degradacéo de horménios,
reduzindo a atividade antibacteriana desse fluido fornecen-
do um meio propicio para a proliferagéao bacteriana.('>'?

A ITU pode ser classificada como sintomatica ou
assintomatica. A presenca de crescimento bacteriano
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compativel com ITU na urocultura com auséncia de sinto-
mas denomina-se bacteriuria assintomatica (BA). Deve-se
dar uma atencéo especial aos casos de BA durante a ges-
tacao, devido ao fato de que, quando nao tratada correta-
mente, aumenta em 30% as chances de evoluir para qua-
dros de pielonefrite e pode ser associada a complicagdes
maternas e perinatais durante a gestagao.('>'

As complicacdes maternas decorrentes da ITU sao se-
cundarias a lesdo tecidual provocada pelas endotoxinas
bacterianas, dentre elas destacam-se a pré-eclampsia, ane-
mia, endometrite, corioamnionite e choque séptico.l'>'")
Também podem ser observadas complicagées perinatais
como trabalho de parto pré-termo, ruptura prematura da
membrana amnioética, recém-nascidos com baixo peso, res-
tricdo de crescimento intrauterino, paralisia cerebral, re-
tardo mental durante a infancia e 6bito perinatal.(2%1%

Com relacéo a etiologia das ITUs, as bactérias Gram-
negativas sdo as mais frequentes, sendo Escherichia coli
responsavel, em alguns casos, por mais de 80% das
ITUs.("'819 Qutras bactérias Gram-negativas sdo isoladas
com menor frequéncia, tais como Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae, bactérias do género Enterobacter
e Pseudomonas aeruginosa. Verifica-se também a ocor-
réncia de bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae.®18.20)

O diagnéstico precoce e um tratamento apropriado
sdo indispensaveis para evitar o comprometimento do prog-
noéstico materno e fetal. Deve-se levar em conta que, du-
rante a gestacédo, o arsenal terapéutico antimicrobiano e
as possibilidades de profilaxia sao restritas, devido a re-
sisténcia bacteriana e a toxicidade que alguns farmacos
provocam em relagédo ao embrido/feto e placenta."'” Des-
se modo, é essencial ter conhecimento sobre o microrga-
nismo causador da infeccdo e sua susceptibilidade aos
antimicrobianos, a fim de proporcionar um tratamento efi-
caz para as gestantes e combater o surgimento da resis-
téncia bacteriana.('>°)

Neste contexto, o presente estudo teve como objeti-
vo determinar a prevaléncia de ITU, analisando a faixa
etaria bem como o perfil de resisténcia aos antimicrobianos
a partir da urocultura de gestantes atendidas em um labo-
ratério de andlises clinicas da cidade de Veranépolis, Rio
Grande do Sul, no periodo de abril de 2014 até abril de
2017, através da consulta ao banco de dados.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e
transversal realizado por meio da andlise de laudos de
urocultura de gestantes atendidas em um laboratério de
analises clinicas de economia mista (rede publica e priva-
da) da cidade de Veranépolis, RS, no periodo de abril de
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2014 até abril de 2017. A coleta de dados foi obtida por
meio da consulta ao sistema laboratorial Jalis e os resulta-
dos foram transcritos para uma planilha utilizando o pro-
grama Microsoft Office Excel® 2010. Foram consideradas
apenas as informacdes indispensaveis ao estudo como a
idade, resultado da urocultura e resultado do teste de sen-
sibilidade aos antimicrobianos (TSA) das gestantes.

As semeaduras das amostras de urina foram reali-
zadas pelo laboratério coparticipante em meio de cultura
agar CLED utilizando-se uma alga calibrada de 1L (0,001
mL), ap6s foram incubadas em estufa bacteriolégica por
um periodo de 24-48 horas a temperatura de 35 + 1°C. A
avaliacédo do crescimento bacteriano foi realizada segun-
do as recomendagdes do documento Cumitech 2C -
Laboratory Diagnosis of Urinary Tract Infections®?' da So-
ciedade Americana de Microbiologia (ASM). O crescimen-
to avaliado como relevante foi repicado para o meio cromo-
génico (ChromID CPS - Biomérieux), incubado de 4-6 ho-
ras e posteriormente encaminhado para o antibiograma e
provas bioquimicas de identificacdo (Sistema Bactray |l e ll
ou lll - Laborclin), quando necessario.

O antibiograma foi realizado em agar Mueller-Hinton
(Biomérieux) utilizando a técnica de disco-difusao, e o perfil
de susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliado de
acordo com o tamanho dos halos de inibicdo, segundo o
documento M100 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) do ano corrente, sendo classificados como
sensivel, intermediario ou resistente.

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa da Faculdade Cenecista de
Bento Gongalves, conforme o parecer n® 2.407.865.

RESULTADOS

Foram analisados os laudos de 538 uroculturas de
gestantes, das quais 137 amostras (25,5%) apresentaram
crescimento bacteriano positivo. Dentre as 137 gestantes
com urocultura positiva, a faixa etaria variou entre 14 a 41
anos, com a média de idades igual a 22,6 anos e desvio
padrao de 6,9 (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo por idade das gestantes com uroculturas
positivas realizadas em um laboratério de analises clinicas da cidade
de Verandpolis-RS, no periodo de abril de 2014 a abril de 2017

Faixa etaria N %
14 a 17 anos 25 18,2%
18 a 21 anos 33 24.1%
22 a 25 anos 22 16,1%
26 a 29 anos 21 15,3%
30 a 33 anos 23 16,8%
34 a 37 anos 9 6,6%
38 a 41 anos 4 2,9%

Total 137 100,0%

RBAC. 2019;51(1):29-33



Perfil de resisténcia, etiologia e prevaléncia de patégenos isolados em uroculturas de gestantes atendidas em um

laboratério de analises clinicas da cidade de Veranépolis, Rio Grande do Sul

Das 137 uroculturas positivas, 89 apresentaram cres-
cimento de E. coli (65%). A segunda bactéria mais preva-
lente foi o S. saprophyticus, que correspondeu a 9,5% (13),
seguida por S. aureus, Streptococcus agalactiae e
Enterococcus faecalis, cujas prevaléncias foram de 4,4%
(6) (Figura 1).

Pseudomonas seruginosa '0,?%

Citrobacter koseri Wis%
Klebsielia oxytoca | 11:5%
Proteus mirabitis | 912,2%
Klebsiella preumonioe - 2,9%
Candida albicans | I3,6%
Enterococcus foecalls -'-“%
Streptococcus agoloctios -"“"
Staphylococcus aureus | 4%
Staphylococcus saprophyticus -9159‘
Escherichia coli | T —- . 0%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0%
Figura 1. Agentes patogénicos isolados em 137 amostras de uroculturas

de gestantes realizadas em um laboratério de analises clinicas da cidade
de Veranépolis - RS, no periodo de abril de 2014 a abril de 2017.

ATabela 2 mostra o perfil de resisténcia da E. coli fren-
te aos antimicrobianos testados pelo laboratério de anali-
ses clinicas durante o periodo do estudo. Pode-se observar
uma elevada resisténcia a ampicilina (53,4%), seguidos de
sulfametoxazol + trimetoprim (22,5%), ampicilina + sulbactam
(20,4%), nitrofurantoina (15,3%) e amoxicilina + clavulanato
(15,3%).

Tabela 2 - Perfil de resisténcia bacteriana da E. coli isoladas nas
amostras de uroculturas realizadas em um laboratério de andlises
clinicas da cidade de Verandpolis-RS, no periodo de abril de 2014 a
abril de 2017

Antibiéticos n % Total
Ampicilina 47 53,4% 88
Sulfametoxazol + Trimetoprim 20 22.5% 89
Ampicilina + Sulbactam 11 20,4% 54
Nitrofurantoina 13 15,3% 85
Amoxicilina + Clavulanato 13 15,3% 85
Cefalexina 5 14,7% 34
Piperacilina + Tazobactam 4 6,7% 60
Cefotaxima 2 6,3% 32
Ceftriaxona 5 6,3% 80
Norfloxacina 5 6,3% 80
Ceftazidima 2 6,1% 33
Ciprofloxacina 5 5,8% 86
Gentamicina 4 4.6% 87
Aztreonam 2 4.2% 48
Cefepima 2 2,5% 81
Amicacina 0 0,0% 81
Imipenem 0 0,0% 58
Meropenem 0 0,0% 58
Ertrapenem 0 0,0% 39
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

No presente estudo, 25,5% das uroculturas foram po-
sitivas, ficando acima do valor relatado pelo Ministério da
Saude® que destacou uma prevaléncia de ITU em gestan-
tes entre 17% a 20%. Entretanto, estudos semelhantes rea-
lizados por Nascimento et al.”? e Oliveira et al.("®, constata-
ram uma prevaléncia de 29% e 38,4%, respectivamente, de
gestantes com uroculturas positivas.

Com relacéo aidade das gestantes foi observada uma
média de 22,6 anos, sendo importante ressaltar o elevado
percentual de menores de 18 anos (18,2%) com uroculturas
positivas. Resultados similares a esse também foram des-
critos na literatura. (21519

Dentre os microrganismos causadores de ITU, E. coli
foi o uropatégeno mais prevalente (65%). Silva et al.'™® e
Filho et al.®® encontraram resultados semelhantes em seus
estudos, com um percentual de 67,9% e 69,9%, respectiva-
mente. Fato que pode ser explicado pela presenca de fato-
res de viruléncia que auxiliam na adeséao e invaséo bacte-
riana nas células do trato urinario, como as fimbrias tipo 1,
expressas pela maioria da cepas de E. coli, e as fimbrias P,
que se ligam a receptores especificos no tecido do epitélio
renal.(101®)

As enterobactérias fazem parte da microbiota normal
do trato gastrointestinal, tendo facil acesso a uretra, sendo
desse modo consideradas como os principais agentes cau-
sadores de ITU.?2Além da E. coli, outros isolados como S.
saprophyticus, S. aureus, E. faecalis e S. agalactiae foram
observados neste estudo. Resultados similares foram des-
critos na literatura, porém com prevaléncias diferentes, re-
forgcando o fato de que a espécie e a prevaléncia destes
uropatdégenos podem apresentar variagao conforme o local
estudado.(12192%

O S. saprophyticus é responsavel por até 15% dos
casos de ITU ndo complicada, principalmente em mulheres
jovens e sexualmente ativas.® "2 No presente estudo, este
microrganismo foi identificado como a segunda maior cau-
sa de ITU em gestantes (9,5%), sendo assim compativel com
o que foi relatado por outros autores.(51324)

De acordo com o Ministério da Saude, os medica-
mentos indicados para o tratamento de ITU durante a gesta-
¢do sa@o a ampicilina, amoxicilina, cefalexina e nitrofurantoina.
Porém, ao avaliar o perfil de resisténcia da E. coli, foi possi-
vel constatar que esse microrganismo apresenta uma ele-
vada taxa de resisténcia a ampicilina (53,4%). Valores pro-
ximos a esse foram encontrados por Silva et al.,' Schenkel
et al."e Filho et al.,” sendo de 45,5%, 44,9% e 44%, res-
pectivamente. Entretanto, um estudo realizado no Peru (2012)
obteve uma resisténcia ainda maior, chegando a 60,4%.%
Em vista disso, apesar de ser considerada uma opgéo se-
gura durante a gravidez, seu uso empirico deve ser desen-
corajado, devido ao risco de falha terapéutica.

31



Pancotto C, von Ameln Lovison O, Cattani F

As taxas de resisténcia ao sulfametoxazol + trimetoprim
(22,5%) e a nitrofurantoina (15,3%) foram similares a um
estudo realizado no interior do Rio Grande do Sul (2017),
apresentando um percentual de resisténcia de 29% e 16%,
respectivamente.® Entretanto, outro estudo realizado em
Sao Paulo (2016) mostrou que 50% das cepas de E. coli
eram resistentes ao sulfametoxazol + trimetoprim e 6,8% a
nitrofurantoina.®® Desse modo, pode-se ressaltar que o perfil
de resisténcia aos antimicrobianos pode variar de acordo
com a cultura local de prescricéo e utilizagdo dos mesmos,
bem como disponibilidade na rede publica e perfil socio-
econdmico da populagao estudada.

Observou-se ainda que a gentamicina apresentou taxa
de resisténcia de 4,6%. Dados semelhantes a este foram
descritos por Santos et al."? e Silva et al.,(™® que encontra-
ram uma resisténcia de 4,4% e 6,5%, respectivamente. En-
tretanto, um estudo realizado na india demonstrou que 87,4%
das cepas de E. coli eram resistentes ao antimicrobiano
citado.?"Este farmaco é indicado pelo Ministério da Saude
para o tratamento de pielonefrite em casos de resisténcia
aos antimicrobianos de primeira escolha, porém seu uso
deve ser monitorado devido ao seu potencial nefrotéxico.?27

Vale ressaltar a importéncia da realizagcéo de estudos
como esse, que avaliam os principais agentes etiologicos
causadores de ITU e o perfil de resisténcia aos antimi-
crobianos em uma determinada regizo, de modo que estas
informacgdes possam auxiliar no tratamento mais efetivo das
gestantes e colaborar com novas pesquisas sobre o tema.

Com base nos resultados encontrados, pode-se con-
cluir que E. coli é o principal microrganismo causador de
infeccdo do trato urinario, seguido por S. saprophyfticus e
S. aureus. \erificou-se também uma elevada resisténcia do
principal agente etiolégico a ampicilina e ao sulfametoxazol
+ trimetoprim.

A prevaléncia de uroculturas positivas observada neste
estudo demonstra a importancia da realizagédo deste exame
durante o pré-natal, a fim de garantir um diagnéstico precoce
de ITU, identificando seu agente etiolégico e tragando o perfil
de resisténcia aos antimicrobianos, visando a obtencéo de
um tratamento eficaz e seguro para as gestantes.

Abstract

Objective:The objective of this study was to determine the prevalence
of UTI, analyzing the age range as well as the profile of antimicrobial
resistance from the urine culture of pregnant women. Methods: An
observational, descriptive and transversal study was cartied out through
analysis of 538 urine culture exam reports of pregnant women attended
in a laboratory of clinical analyses in the city of Verandpolis, Rio Grande
do Sul, in the period from April 2014 to April 2017. The data were collected
from the laboratorial system Jalis and transcribed to a spreadsheet using
the Microsoft Office Excel® 2010 program. Results: Of 538 reports of
pregnant women urine cultures analyzed, 137 (25,5%) presented bacterial
growth. Analyzing the prevalence of the microorganisms, Escherichia
coli was the predominant agent (65%), showing a higher resistance to
ampicillin (563,4%) and to sulfametoxazol + trimetoprim (22,5%).
Conclusion: The urine culture realization during the prenatal is of extreme
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importance to guarantee an early diagnosis of UT/ and to begin an
appropriate antibiotic therapy, in order to avoid maternal and fetal
complications.

Keywords
Escherichia coli; drug resistance, bacterial; pregnancy; urinary tract
infections
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Resumo

Objetivo: O objetivo foi avaliar a concordancia entre o método de sedimentoscopia pro-
posto pela Associacédo Brasileira de Normas Técnicas e o método proposto pela Socieda-
de Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial. Métodos: A partir da urina de
nove individuos, foram obtidas 72 amostras analisadas por ambos os métodos. Cada
amostra foi examinada por quatro avaliadores. A concordancia entre os métodos foi medi-
da através do coeficiente de correlagado de Pearson (r) para as variaveis continuas e o
coeficiente de concordancia kappa (k) para as categéricas. Resultados: Houve concor-
dancia entre os métodos para a quantificagédo de cilindros leucocitarios (97,2%, « = 0,61,
p<0,01), e presenca de cristais de oxalato de calcio (77,8%, k = 0,43, p=0,04), cilindros
hialinos (88,9%, « = 0,51, p=0,04), sais de uratos amorfos (83,3%, « = 0,59, p=0,03), fios
mucosos (83,3%, « = 0,48, p=0,04) e leveduras (75,9%, x = 0,54, p=0,04). Os métodos
tiveram correlagdo moderada quanto ao numero de hemacias (r = 0,56, p=0,04) e células
epiteliais (r = 0,73, p=0,04). Destaca-se um maior tempo de processamento e leitura da
amostra para o método proposto pela SBPC/ML (23,4 min) quando comparado com o da
ABNT NBR 15268 (16,6 min, p<0,01). Conclusao: Embora os métodos propostos tenham
apresentado concordancia entre muitos dos parametros avaliados, os principais achados
associados a processos infecciosos e inflamatérios como bacteritria e leucocituria, co-
muns no exame de urina, precisam ser mais bem investigados. Além disso, é importante
que, de acordo com a metodologia empregada, o tempo de processamento e a logistica
técnica/laboratorial sejam adequados.

Palavras-chave
Urina; métodos; técnicas de laboratérios clinicos

INTRODUCAO

A observacao da urina com finalidade diagnéstica faz
parte da histéria da medicina, desde Hipo6crates no século
V aC., posteriormente surgiram classificacdes (Tratado de
Uroscopia, Magnus Theophilus, século VI), mas a introdu-
¢éo da microscopia (Pierre Rayer, Paris, 1830) e o empre-
go de camaras de contagem pelo médico escocés Thomas
Addis destacaram sua importancia como ferramenta
diagnéstica.(? Atualmente, o exame de urina apresenta
papel crucial na clinica, baseia-se na analise fisico-quimica

da amostra e na avaliagdo microscopica do sedimento con-
centrado por centrifugacao (sedimentoscopia).

A avaliacgéo fisica ou macroscopica classifica a urina
quanto ao volume, cor, aspecto e densidade, enquanto que
a analise quimica determina a presenca de proteinas,
glicose, corpos cetdnicos, hemoglobina, urobilinogénio,
nitritos e o pH urinario.® A sedimentoscopia busca identifi-
car padrdes relacionados a presenca de leucécitos,
hemacias, células epiteliais, cilindros, filamentos de muco,
cristais, sais amorfos, leveduras, espermatozoides, parasi-
tas e bactérias.® Do ponto de vista metodolégico, o exame
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de urina é pouco padronizado, demorado e vulneravel a
deficiéncias técnicas do profissional que realiza a analise,
sobretudo a sedimentoscopia, o que pode influenciar na in-
terpretacéo dos resultados e diagnéstico dos pacientes.®®
Estas caracteristicas do exame de urina relacionadas a mul-
tiplas etapas, maior probabilidade de erro e resultados in-
consistentes, implica a necessidade de validacéao e avalia-
céo constante deste método para minimizar condutas clini-
cas inadequadas.®® Contudo, apesar das limitagées, ain-
da é universalmente utilizado para a caracterizagao e prog-
néstico de doengas do trato urinario.®

Em 2005, a Associagao Brasileira de Normas Técni-
cas (ABNT) em parceria com o Comité Brasileiro de Ana-
lises Clinicas e Diagnéstico In Vitro publicou a NBR 15268
com o objetivo de descrever os procedimentos, critérios e
requisitos minimos para a realizagcdo do exame de urina
no laboratoério clinico.® Posteriormente, o Programa Naci-
onal de Controle de Qualidade (PNCQ) apontou adequa-
¢bes relacionadas a bacteriduria. Mais recentemente, em
2017, a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medi-
cina Laboratorial publica a 12 edigéo do livro: "Recomen-
dacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Me-
dicina Laboratorial (SBPC/ML): Realizagéo de exames em
urina", normatizando a andalise fisico-quimica e
sedimentoscopia de urina. Comparativamente, o método
descrito na NBR 15268 diverge em alguns aspectos das
SBPC/ML.

Apesar da importancia da uniformizacéo de condutas
na execucado da analise de urina, sobretudo em relacédo a
microscopia, a literatura é escassa em estudos comparati-
vos de diferentes técnicas. Logo, o objetivo deste estudo é
avaliar a concordancia entre dois métodos de sedimentos-
copia padronizados para a realizagédo do exame de urina
de rotina.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram utilizadas amostras do jato médio da primeira
mic¢do matinal de nove pacientes com idade entre 18 e 35
anos, de ambos os sexos, nao identificados, que seriam
desprezadas pelo Laboratério Integrado de Analises Clini-
cas da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. To-
dos os pacientes receberam o frasco coletor universal este-
rilizado e instrugdes para a coleta, conforme as recomen-
dagbes da ABNT - NBR 15268.%) A amostra de cada paci-
ente foi fracionada em duas aliquotas, processadas em se-
guida de acordo com as recomendacgdes pré-analiticas da
ABNT - NBR 15268 e da SBPC/ML.

Os tubos com as amostras foram identificados alea-
toriamente com nameros (1 a 18) por um colaborador ndo
envolvido com o estudo, impossibilitando que o avaliador
identificasse a correspondéncia entre os tubos das amos-
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tras e os dois métodos propostos (ABNT - NBR 15268 e
SBPC/ML).

A sedimentoscopia foi realizada por quatro avaliado-
res diferentes, cada um recebeu 18 fichas de avaliacédo, nove
fichas de cada método, totalizando 72 fichas preenchidas
pelos avaliadores.

O tempo de leitura das laminas foi monitorado e regis-
trado, mas nao informado aos avaliadores durante o pro-
cesso. Todas as etapas do exame de urina foram executa-
das, porém os dados utilizados no estudo foram obtidos a
partir de sedimentoscopia. A média apresentada nos lau-
dos foi reportada em elementos por campo.

Processamento das amostras segundo os

métodos utilizados

O processamento das amostras para o método pro-
posto pela ABNT - NBR 15268 consistiu na transferéncia
de 10 mL de urina previamente homogeneizada para um
tubo de fundo cdnico, com posterior analise quimica via
tira reativa. Em seguida, os tubos foram centrifugados com
rotacdo de 1.500 rpm durante cinco minutos (centrifuga
Fanem, 206 bl, Brasil). O sobrenadante foi decantado por
inversao do tubo, restando aproximadamente 200 pL de
sedimento urinario. Apés homogeneizacao do sedimento,
20 pL foram depositados sobre lamina acrescida de
laminula de 22 mm x 22 mm para avaliagdo microscépica
(Olympus, cx21 fs, Filipinas). Avaliaram-se dez campos mi-
croscopicos onde células epiteliais e cilindros foram ob-
servados no aumento de 100 vezes; leucécitos, hemacias,
cristais e outros elementos em 400 vezes.®

Ja o método proposto pela SBPC/ML consistiu na
transferéncia de 10 mL de urina previamente homo-
geneizada para um tubo de fundo cénico com posterior
analise quimica via tira reativa. Em seguida os tubos fo-
ram centrifugados com rotacéo de 1.500 rpm durante dez
minutos (centrifuga Fanem, 206 bl, Brasil). Imediatamente
ap6s, 9,5 mL de sobrenadante foram removidos com auxi-
lio de uma pipeta. O volume restante de 0,5 mL foi
homogeneizado e um volume de 50 pL foi depositado so-
bre lamina acrescida de laminula de 32 mm x 24 mm para
analise microscépica do sedimento (Olympus, cx21 fs, Fi-
lipinas). Avaliaram-se vinte campos onde o aumento de 400
vezes foi empregado para observacao de células epiteliais,
leucécitos, eritrocitos, cristais e outros elementos; no pe-
queno aumento (100 vezes) foram observados apenas os
cilindros.("

Analise estatistica

Para a organizacé@o dos dados, foi utilizado o pro-
grama Microsoft Excel®, e a analise estatistica foi realiza-
da com o programa Stata versédo 11 (Stata Corporation,
College Station, TX, USA). Todas as variaveis foram des-
critas por média + desvio padrédo, frequéncia absoluta e
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relativa, conforme apropriado. Para a comparagéo dos re-
sultados obtidos entre os métodos foi executada andlise
univariada para as variaveis continuas (Teste t de Student) e
categoricas (Teste do Qui Quadrado de Pearson), sendo
considerados significativos os valores de p < 0,05.

Para a avaliagéo da concordancia entre os métodos,
foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) para
as variaveis continuas e o coeficiente de concordancia
kappa (k) para as categéricas. Os valores de r e x acima de
0,40 foram considerados indicativos de concordancia entre
os métodos. Os valores de r e k foram classificados da se-
guinte forma: concordancia ruim quando igual a 0,00; fraca,
de 0,01 a 0,20; leve de 0,21 a 0,40; moderada de 0,41 a
0,60; boa de 0,61 a 0,80; 6tima de 0,81 a 0,99; e perfeita
quando igual a 1,00.("13

ETICA

De acordo com orientagéo do Comité de Etica e Pes-
quisa do Hospital Onofre Lopes, o estudo ndo necessitou
de aprovacéo, tendo em vista que as amostras nao apre-
sentavam identificacé@o dos pacientes e seriam despreza-
das pelo Laboratoério Integrado de Analises Clinicas da
UFRN. Desse modo os pacientes tiveram suas identida-
des e informacdes preservadas e as analises levaram em
consideracé@o apenas a investigacdo das metodologias
para analise de urina, sem se deter a informagdes dos pa-
cientes.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo descritos os parametros urinarios
avaliados pelos dois métodos. Pode-se observar um maior
namero de células epiteliais contadas pelo método propos-
to pela ABNT - NBR 15268 quando comparado ao método
da SBPC/ML (p < 0,01); assim como uma menor frequéncia
de laminas avaliadas com presencga de cristais de oxalato
de calcio (p < 0,01), sais de uratos amorfos (p < 0,01), bac-
térias (p = 0,03) e leveduras (p = 0,01) pelo método da ABNT
- NBR 15268. Ja os fios mucosos estavam presentes em
maior nimero nas laminas avaliadas pelo método ABNT -
NBR 15268.

E importante destacar que o tempo total de pro-
cessamento e leitura das amostras foi maior na metodologia
sugerida pela SBPC/ML quando comparado a ABNT - NBR
15268 (p <0,01). Por outro lado, ndo foram encontradas dife-
rencgas significativas para os demais parametros avaliados.

Ao avaliar a concordancia entre os métodos por meio
dos valores de kappa (Tabela 2) observou-se uma concor-
dancia boa para a presenca de cilindros leucocitarios (97,2%,
x=0,61,p<0,01); e concordancias moderadas para presen-
¢a de cristais de oxalato de calcio (77,8%,«x = 0,43, p=0,04),
cilindros hialinos (88,9%, « = 0,51, p=0,04), sais de uratos
amorfos (83,3%, « = 0,59, p=0,03), fios mucosos (83,3%, k=
0,48, p=0,04) e leveduras (75,9%, x = 0,54, p=0,04). Nao fo-
ram observadas concordancias para as bactérias e sais de
fosfatos amorfos.

Tabela 1 - Analise univariada entre os métodos propostos pela ABNT - NBR 15268 e SBPC/ML para determinagdo dos

parametros urinarios

Parametros ABNT - NBR 15268 SBPC/ML p

Ne de células epiteliais por campo (m, dp) 3,7 0,91 0,72 0,74 <0,01
N° de hemacias por campo (m, dp) 0,21 0,28 0,21 0,2 0,89
Ne° de leucécitos por campo (m, dp) 0,52 0,32 0,44 0,31 0,09
Presenga de cristais de oxalato de calcio (n, %) 6 16,7 12 33,3 <0,01
Presenga de cristais de acido urico (n, %) 1 2,8 2 56 0,81
Presencga de cilindros hialinos (n, %) 1 2,8 3 8,3 0,76
Presenga de cilindros leucocitarios (n, %) 1 2,8 0 0,0 -
Presencga de sais de uratos amorfos (n, f%) 8 22,2 12 33,3 <0,01
Presenga de bactérias (n, f%) 3 8,3 7 19,4 0,03
Presenga de fios mucosos (n, f%) 31 86,1 27 75 <0,01
Presenga de leveduras (n, f%) 4 1.1 6 16,7 0,01
Presencga de cristais de fosfato amorfo (n, f%) 1 2,8 1 2,8 0,86
Tempo de leitura em minutos (m, dp) 11,5 3,8 12,4 2,4 0,22
Tempo de processamento da amostra em minutos (m, dp) 16,6 3,8 23,4 2,6 <0,01

M, dp; média e desvio padrao; n, f%: frequéncia absoluta e relativa. ABNT - NBR 15268, adotado pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas NBR 15268; SBPC/ML adotado pela Sociedade Brasileira de Patologia clinica/ Medicina Laboratorial. Os valores de p considerados

significativos estdo destacados em negrito.
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Tabela 2 - Andlise da concordancia entre os métodos através dos valores de kappa para a presenga

de cristais, cilindros, sais amorfos, fios mucosos e microrganismos.

Parametros Kappa p Concordancia (%)
Presenca de cristais de oxalato de calcio 0,43 0,04 77,8
Presenca de cristais de acido urico 0,44 0,05 88,9
Presenca de cilindros hialinos 0,51 0,04 88,9
Presenca de cilindros leucocitarios 0,61 <0,01 97,2
Presencga de sais de uratos amorfos 0,59 0,03 83,3
Presencga de sais de fosfato amorfo 0,26 0,07 94.4
Presencga de fios mucosos 0,48 0,04 83,3
Presenga de bactérias 0,32 0,07 83,3
Presencga de leveduras 0,54 0,04 75,9

Os valores do coeficiente kappa considerados indicativos de concordancia entre os métodos (>0,4) estao

destacados em negrito

Os métodos apresentaram correlagdo moderada
quanto ao nimero de hemacias (r = 0,56, p=0,04) e célu-
las epiteliais (r= 0,73, p=0,04), ndo houve correlagéo para
o nimero de leucocitos (Figura 1).

Leucécjtos: r = 0,39 p =0,

Hemicjas: r = 0,56 p =0,

Célulag epiteliais: r = 0,73

ABNT NBR 15268

SBPC/ML

Figura 1. Coeficiente de correlacdo de Pearson para a média de células
epiteliais, hemé4cias e leucécitos por campo, comparacéo entre dois
métodos.

ABNT - NBR 15268, adotado pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
NBR 15268; SBPC/ML adotado pela Sociedade Brasileira de Patologia
clinica/ Medicina Laboratorial

DISCUSSAO

O exame de urina de rotina &€ um teste simples, nédo
invasivo e de reduzido custo, que permite identificar dife-
rentes elementos com relevancia diagnoéstica. Neste exa-
me, a analise do sedimento urinario é o mais solicitado pelo
clinico, uma vez que as avaliagdes fisica e quimica podem
gerar resultados falso-negativos.(*"® Logo, metodologias
robustas com sensibilidade e especificidade adequadas,
tecnicamente viaveis e menor custo devem ser priorizadas
nos laboratérios clinicos de rotina.

O método descrito na NBR 15268 detectou maior
média de células epiteliais escamosas por campo (aumen-
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to de 100x) quando comparados ao adotado pela SBPC/
ML (aumento de 400x), diferenca esperada considerando a
magnitude do aumento. Contudo, mantiveram-se concordan-
tes em relagédo as proporcdes das médias observadas. As
células epiteliais escamosas sdo achados comuns no sedi-
mento urinario, sobretudo em mulheres em algumas etapas
do ciclo menstrual’® e ndo possuem relevancia diagnostica,
mas em grandes quantidades podem dificultar a identifica-
cdo de outras estruturas relevantes. Ainda de acordo com o
mesmo autor, a presenca de células epiteliais transicionais,
tubulares renais e andmalas no exame de urina podem-indi-
car processos patologicos relevantes como cancer e necrose
tubular aguda.

A ocorréncia de cristais de oxalato de calcio, sais de
uratos amorfos, bactéria e leveduras foi menor através do
método NBR 15268. Ajustificativa para a maior sensibilida-
de do método SBPC/ML em relacéo a estes elementos se-
ria sua maior magnitude no microscopico (400X vs 100X),
maior tamanho da laminula (32 mm x 24 mm vs 22 mm x
22 mm) e maior volume de amostra (50 L vs 20 pL) e nu-
mero de campos a serem visualizados superior (20 vs 10
campos microscopicos).

O aumento da excrecao de oxalato de calcio na urina
associa-se a formacao de litiase, sendo um fator de risco
problemas renais.\"” Ja os sais de uratos amorfos e cris-
tais de acido urico na urina podem ser encontrados em
grandes quantidades em pacientes com gota, além de
casos de desidratacédo e febre.("®'® Embora a presenca
de cristais e sais na urina isoladamente tenha pouco signi-
ficado clinico, sua descricdo em conjunto com outros
parametros pode auxiliar na interpretagao do diagnéstico
clinico-laboratorial.

No tocante as leveduras na urina, a Candida spp. é o
género mais frequente podendo associar-se também a ca-
sos de vaginite. Nessa condi¢éo, quantidades macigas de
células epiteliais escamosas, bactérias e leucécitos podem
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estar presentes."9 Ainda de acordo com o mesmo autor, a
Candida spp. pode causar infec¢do verdadeira do trato
urinario, especialmente em pacientes com Diabetes mellitus,
com anormalidades estruturais do trato urinario e em trata-
mentos prolongados com antimicrobianos ou imunossu-
pressdao. Comparando os métodos, houve concordancia
moderada para este agente infeccioso.

De acordo com Guerra et al.,("'resultados normais em
exames de urina dispensam a solicitagéo de urocultura em
87% dos casos, enquanto que a presenca de leucocitos in-
dica a necessidade de uma investigacdo mais criteriosa.
Todavia, bacteritria sem leucocitiria normalmente sugere
proliferagéo in vitro devido a coleta inadequada, condi¢gées
de transporte, armazenamento e tempo de processamento
das amostras. Interessante que, para este parametro, a
frequéncia de laminas com bactérias presentes foi diferen-
te entre os métodos. Possivelmente uma maior diluigcdo do
sedimento adotada pela SBPC/ML permita a observacéo
de campos mais limpos e, consequentemente, uma melhor
visualizacdo de bactérias nas laminas. Contudo, esta mes-
ma diluicdo pode ter dificultado a identificacdo de fios
mucosos, mais detectados pelo método ABNT - NBR 15268.
Os fios mucosos sao estruturas irregulares com uma forma
filamentar longa e fina, mas isoladamente carecem de sig-
nificado patolégico,!'® podendo estar abundantes na pre-
senca de processos inflamatoérios do trato urinario baixo ou
genitalias.

O numero médio de hemacias e leucécitos néo diferiu
entre os métodos. Em condig6es normais € comum a baixa
ocorréncia de hemacias, exceto ap6s exercicio extenuante,
durante a menstruacdo ou contaminagcédo por secrecgdes
genitais. Entretanto, a hematuria, seja macroscépica ou mi-
croscépica, € um dado importante a ser detectado para in-
vestigacdo de diversas doencgas renais com ou sem dano
glomerular,(®® como litiase renal, doengas glomerulares,
pielonefrite, tumores e traumas. Ja os leucoécitos sé@o espe-
cialmente instaveis e susceptiveis alise, sobretudo durante
armazenamento prolongado,® seu aumento esta associa-
do a processos inflamatérios do trato urinario e infecciosos
bacterianos ou ndo bacterianos; além disso, embora pos-
sam ser classificados em neutréfilos, eosinéfilos, macré-
fagos e linfécitos, na pratica laboratorial do exame de urina
séo relatados como leucécitos.

No presente estudo foram observadas poucas lami-
nas com cilindros, logo, embora os dados nao tenham sido
divergentes entre os métodos, os resultados devem ser in-
terpretados com cautela em virtude da sua pouca ocorrén-
cia. No geral, os cilindros sdo um produto de processos in-
flamatérios e de destruicéo epitelial, sua morfologia é resul-
tado de sua passagem pelos tubulos renais (distal, proximal
e coletor). Em condi¢des néo patolégicas, sua ocorréncia é
incomum, exceto os cilindros hialinos presentes sob certas
circunstancias.'®)
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Quanto ao tempo necessério para o processamento
da amostra, era esperado que o método proposto pela
SBPC/ML fosse mais demorado que o da ABNT-NBR 15268
devido ao maior tempo centrifugacéo (10 min vs 5 min). Con-
tudo, ndo se observou essa diferenca mesmo com maior
quantidade de campos observados (20 campos vs 10 cam-
pos, respectivamente). Geralmente, as etapas iniciais de
processamento da urina, como a centrifugagao para obten-
¢éo do sedimento, sdo executadas pela equipe técnica do
laboratério, podendo a etapa fisico-quimica, incluindo a uti-
lizacdo da tira reativa, ser realizada por este profissional de
forma manual e visual, ou com auxilio de uma leitora auto-
matizada. J4 a sedimentoscopia, obrigatoriamente, é feita
por um profissional qualificado, como o farmacéutico, o
biomédico ou o biélogo.®

Levando-se em conta que muitos profissionais rece-
bem por horas trabalhadas, é interessante verificar se o
maior tempo de centrifugacdo demandaria maiores cus-
tos aos laboratérios, além de alterar a rotina/ logistica do
mesmo.

Ao interpretar os resultados deste estudo, algumas li-
mitacdes devem ser levadas em consideracéao: o pequeno
tamanho da amostra, apenas nove individuos foram inclui-
dos na comparacgédo dos métodos; e o reduzido nimero de
avaliadores, somente quatro participaram do estudo, o que
resultou no total de 72 laudos inseridos na estatistica. Con-
tudo, o fracionamento das aliquotas e a avaliagdo indepen-
dente por quatro profissionais experientes minimizaram essa
deficiéncia.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel realizar uma analise com-
parativa pioneira entre os métodos propostos pela ABNT
e SBPC/ML. De fato, embora os métodos propostos te-
nham apresentado concordancia e correlagdo entre mui-
tos dos parametros avaliados (cilindros leucocitarios e
hialinos, presenca de cristais de oxalato de calcio, sais de
uratos amorfos, fios mucosos, leveduras, quantificacdo de
hemacias e células epiteliais), os principais achados as-
sociados a processos infecciosos e inflamatérios como
bacteridria e leucocituria, comuns no exame de urina, pre-
cisam ser mais bem investigados. Além disso, é importan-
te que, de acordo com a metodologia empregada, o tem-
po de processamento e a logistica técnica/laboratorial se-
jam adequados. Assim, futuros estudos sédo importantes
para uma melhor padronizagcdo do exame de urina em
ambito nacional, corroborando com valores de referéncia
associados aos significados clinicos dos pacientes.
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Abstract

Objective: Evaluate the conformity between sediment method suggested
by Brazilian Association of Technical Norms and another method
suggest by Brazilian Society of Clinical Pathology Laboratory Medicine.
Methods: It was used urine from nine people, obtaining 72 samples
analyzed by both methods. Four different researchers examined each
sample. The conformity between these methods was measured by the
Pearson correlation coefficient for continuous variables and kappa
concordance coefficient for the category variables. Results: There was
concordance between methods for quantification of leukocyte casts
(97.2%, x=0.61, p < 0.01), calcium oxalate crystals presence (77.8%,
x=0.43, p=0.04), hyaline casts (88.9%, x=0.51, p = 0.04), amorphous
urate crystals (83.3%, k= 0.59, p =0.03), mucus (83.3%, k=0.48, p =
0.04) and yeast (75.9%, x=0.54, p=0.04). These methods had moderate
correlation for erythrocytes number (r = 0.56, p = 0.04) and epithelial
cells (r=0.73, p=0.04). Itis still worth noting SBPC/ML method requests
a larger processing time (23.4 minutes) when compared to ABNT NBR
15268 (16.6 minutes, p < 0.01). Conclusion: Although the proposed
methods had presented conformity at the evaluate parameters, the most
important results associated to infection and inflammatory processes
such as bacteriuria and leukocyturia, common at urine exams, need to
be more studied. Thus, it is important that, according to the used
methodology, the processing time and technical/laboratory logistic needs
to be adequate.
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Urine; methods; clinical laboratory techniques
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: O presente trabalho tem como objetivo o estudo sobre a prevaléncia de
hemoculturas positivas originadas de pacientes do Hospital das Clinicas da UFPE e deter-
minar a etiologia dos principais microrganismos presentes nessas culturas, como tam-
bém analisar o perfil de susceptibilidade dos principais antibiéticos. Métodos: Durante o
periodo de janeiro a dezembro de 2014 foram analisadas 943 amostras de hemoculturas,
das quais 46,40% foram do sexo masculino, 35,92% do sexo feminino e 17,68% de re-
cém-nascidos. As culturas foram condicionadas as técnicas de reisolamentos, testes
bioquimicos e submetidas a analise através do equipamento Phoenix 100 da BD para
identificagcdo da bactéria isolada e liberagao do antibiograma. Resultados: Das 943 amos-
tras de hemoculturas analisadas, 19,61% apresentaram positividade. O Staphylococcus
aureus foi 0 microrganismo de maior prevaléncia (21,62%). E importante ressaltar a pre-
senca de culturas mistas (3,24%) e de Candida sp (2,70%), destacando-se a Candida
tropicalis. Com relagéo aos antibiéticos usados contra microrganismos Gram-positivos, a
penicilina G expressou maior percentual de resisténcia (95%), e em relagdo aos Gram-
negativos, o que expressou maior resisténcia foi quinupristina/dalfopristina (100%). Con-
clusao: Esse trabalho visa contribuir para o conhecimento dos microrganismos mais
comumente isolados na Instituicdo em estudo e do seu perfil de resisténcia, provendo
dados essenciais para o estabelecimento de estratégias para o uso racional de
antimicrobianos.

Palavras-chave
Hemocultura; farmacorresisténcia bacteriana; etiologia

metimento das defesas imunolégicas, metabolismo e coa-
gulagédo sanguinea.®

Embora o sangue seja um liquido estéril, normalmen-
te isento de microrganismos, ele pode ser invadido por di-
ferentes bactérias, situacdo esta denominada de bactere-
mia.("

A partir do momento que esses microrganismos pas-
sam a se multiplicar na corrente sanguinea ocorre o que se
chama de septicemia, que é caracterizada por acometer
diversos 6rgéos e sistemas e ocorre quando uma infecgéo,
geralmente adquirida em ambiente hospitalar, origina um
processo inflamatorio, tendo como consequéncia o compro-

Os pacientes imunocomprometidos estdo mais sus-
ceptiveis a apresentar uma cultura de sangue positiva do
que os individuos imunocompetentes, nos quais a
bacteremia é transitéria e dificil de ser detectada.®

Nos hospitais € muito frequente a solicitagcao da cole-
ta de sangue para realizagdo da hemocultura devido a sua
importancia, pois o resultado determina a conduta terapéu-
tica baseada na identificagdo do agente etiolégico.®

A bacteremia pode ser detectada pela realizagéo de
uma cultura, a partir de amostras de sangue (hemocultura).
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Para obtencé@o dessa amostra, sdo utilizadas técnicas e
metodologias especiais que tornam possivel uma deteccao
precisa, tomando todas as precaugdes para minimizar o
nimero de hemocultivos contaminados.*"

Para a realizacdo da hemocultura, com o objetivo de
diagnosticar a bacteremia, séo realizados técnicas e méto-
dos especificos, tornando possivel um resultado criterioso e
preciso, onde devem ser tomadas todas as precaucoes
possiveis para minorar o nimero de culturas contaminadas.®
Este exame é um dos recursos mais importantes para
elucidar suspeitas clinicas de bacteremia de causas infec-
ciosas, para o esclarecimento de febre de origem indeter-
minada.®

Do ponto de vista epidemiolégico, os cocos Gram-
positivos t¢m emergido como os principais agentes encon-
trados em amostras de hemoculturas, destacando-se os
Staphylococcus aureus, os Staphylococcus coagulase ne-
gativos e os Enterococcus sp."

Os Staphylococcus coagulase-negativas, isolados
com frequéncia em hemocultura, sdo considerados, em
70% dos casos, como contaminantes devido a presenca
do Staphylococcus epidermidis, que é constituinte da
microbiota normal da pele. Essas bactérias podem ser res-
ponsaveis por bacteremias em menos de 10% dos ca-
s0s.59

Mesmo tendo se tornado menos frequente, as bacte-
remias caudadas por bastonetes Gram-negativos estao
associadas a uma maior mortalidade quando comparadas
com os cocos Gram-positivos.®7

Os elevados indices de morbimortalidade que estédo
associados as infec¢gdes na corrente sanguinea requerem
a implantacé@o de um processo de vigilancia permanente
dos resultados de hemocultura. O uso correto dos antimicro-
bianos é o principal responsavel pela reducédo da mortali-
dade.("®

Dentre as preocupacgdes associadas a resisténcia
antimicrobiana, merecem destaque os Sfaphylococcus
coagulase negativos oxacilina resistentes, os Enterococcus
sp. vancomicina resistentes, a producao de beta-lactamases
de espectro ampliado (ESBL) por enterobactérias e a re-
sisténcia das Pseudomonas sp. aos carbapenémicos.®™

Desta forma, sdo necessarios critérios médicos mais
rigorosos na prescricao, dispensacao e uso desses antimi-
crobianos para afastar o risco de, em alguns anos, nédo ha-
ver medicamentos eficazes no controle e combate a estas
infecgoes.(?

O presente trabalho teve como objetivo analisar o per-
fil de resisténcia e sensibilidade aos antibiéticos dos mi-
crorganismos isolados no Hospital das Clinicas da UFPE
no periodo de janeiro a dezembro de 2014, como também
verificar a prevaléncia de amostras positivas e negativas
nas hemoculturas, avaliar a prevaléncia de hemoculturas
positivas e negativas quanto a presenca de bactérias
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Gram-positivas e Gram-negativas bem como relacionar os
achados de acordo com o sexo masculino ou feminino e
recém- nascidos, avaliando também a prevaléncia de cultu-
ras mistas e a espécie mais frequente nestas hemoculturas.
Averiguar a prevaléncia das candidemias e a espécie de
Candida mais frequente nas hemoculturas e observar o perfil
de resisténcia e susceptibilidade das bactérias mais fre-
quentes.

MATERIAL E METODOS

Os dados foram obtidos a partir de um estudo retros-
pectivo realizado no Laboratério de Bacteriologia do Hos-
pital das Clinicas da UFPE (Recife), no periodo de janeiro a
dezembro de 2014.

Na coleta médica séo retirados de 8 mL a 10 mL de
sangue no caso dos adultos e 1 mL a 3 mL em criangas.
Geralmente sédo coletadas entre duas a trés amostras em
frasco bactec.

De acordo com o protocolo utilizado na rotina labora-
torial de analises clinicas, as amostras de sangue foram
semeadas em placas de Petri contendo Agar Chocolate ou
Agar sangue, EMB ou MacConkey para crescimento e iso-
lamento bacteriano.("®

Apo6s um periodo de incubacéo (18 a 24 horas, 35° a
37°C), foi feita a leitura das placas e, em seguida, testes
bioquimicos complementares e diferenciais.('?

As coldnias isoladas foram coradas pelo método de
Gram para observacao da morfologia e coloracéao especifi-
cas. Os isolados clinicos foram submetidos aos testes de
antibiogramas realizados por meio de sistema automatizado
Phoenix 100 da BD que permite classificar como sensivel
(S) ou resistente (R), com sua afericdo baseada na tabela
do CLSI (M100/S14).(1%

As amostras avaliadas no estudo foram de hemo-
culturas processadas no laboratério de microbiologia,
coletadas apo6s requisicdes médicas. Foram incluidas to-
das as amostras provenientes de pacientes internados no
hospital e excluidas amostras de origem ambulatorial.

RESULTADOS

Foram analisadas 943 hemoculturas, das quais 758
foram negativas, o que equivale a 80,39%, e 185 foram po-
sitivas, o equivalente a 19,61%. Dentre as hemoculturas po-
sitivas, 46,40% foram referentes a individuos do sexo mas-
culino, 35,92% do sexo feminino e 17,68% de recém-nasci-
dos sem referéncia ao sexo.

Das hemoculturas positivas, 57,64% foram referentes
a bactérias Gram-positivas e 42,36% a bactérias Gram-ne-
gativas. Apresenca de culturas mistas, ou seja, que indica-
ram a presenca de mais de um microrganismo, mostrou um
percentual de 3,24%.
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No presente estudo verificamos que, dentre as bacté-
rias que se mostraram presentes nas hemoculturas mistas,
a mais prevalente foi a Morganella morganii. \Verificamos a
presenca de culturas mistas com: Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae; Klebsiella pneumoniae e
Streptococcus anginosus; Enterobacter spp. e Proteus
mirabilis; Morganella morganii e Enterobacter cloacae;
Enterococcus faecalis e Morganella morganii; Klebsiella
pneumoniae ozaenae.

Entre hemoculturas positivas, 2,70% foram referentes
a Candida spp., com predominio da Candida tropicalis.

Conforme nos mostra a Tabela 1, do total de 185 mi-
crorganismos identificados, os Staphylococcus aureus
apresentaram o maior percentual (21,62%), seguidos por
Staphylococcus coagulase negativa com 20,54%,
Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae (9,72%),
Escherichia coli (7,56%), Acinetobacter baumannii
(6,48%), e outros.

Tabela 1 - Incidéncia de micro-organismos isolados de hemocultura no
periodo de janeiro de 2014 a dezembro de 2014 coletadas no
Laboratério de Bacteriologia do Hospital das Clinicas UFPE.

Microrganismos N° de microrganismos Porcentual
isolados (%)
Staphylococcus aureus 40 21,62
Staphylococcus coagulase 38 20,54
negativa
Klebsiella pneumoniae ssp. 18 9,72
pneumoniae
Escherichia coli 14 7,56
Acinetobacter baumannii 12 6,48
Pseudomonas aeruginosa 09 4,86
Streptococcus agalactiae 09 4,86
(grupo B)
Enterobacter cloacae 07 3,80
Streptococcus -hemoliticos 06 3,24
nao grupo A e ndo grupo B
Candida sp. 05 2,70
Enterococcus faecalis 04 2,16
Enterobacter aerogenes 04 2,16
Morganella morganii 04 2,16
Proteus mirabilis 03 1,66
matopia 02 1,08
Klebsiella ozaenae 02 1,08
Salmonella enterica sorotipo 01 0,54
Typhi
Listeria monocytogenes 01 0,54
Serratia liquefaciens 01 0,54
Klebsiella oxytoca 01 0,54
Myroides odoratus 01 0,54
Shigella 01 0,54
Enterococcus faecium 01 0,54
Enterococcus casseliflavus/ 01 0,54
gallinarum
Total 185 100
42

ATabela 2 denota o percentual de resisténcia e sus-
ceptibilidade dos microrganismos aos antibiéticos de for-
ma geral. Os microrganismos Gram-positivos demonstra-
ram maior percentual de sensibilidade quando expostos aos
antibiéticos linezolide e daptomicina (100%), seguidos de
vancomicina (98,79%), minociclina (94,20%) e rifampicina
(80,00%).

Tabela 2 - Percentual de resisténcia e suscetibilidade dos isolados
clinicos de hemoculturas coletados no laboratério de Bacteriologia do
Hospital das Clinicas UFPE no periodo de janeiro de 2014 a dezembro
de 2014.

Percentual (%)

Antibiéticos

Suscetibilidade Resisténcia
Ampicilina 7 93
Clindamicina 38,96 61,04
Daptomicina 100 0
Eritromicina 28,76 71,24
Linezolide 100 0
Minociclina 94,20 5,80
Oxaciclina 20 80
Penicilina G 5 95,00
Rifampicina 80 20
Tetraciclina 70,88 29,12
Trimetropim/sulfametaxazol 55,10 44 90
Vancomicina 98,79 1,21
Amicacina 76,62 23,38
Ampicilina/sulbactam 21,31 78,69
Ciproflocino 45,07 54,93
Levofloxacino 54,54 45,46
Gentamicina 50 50
Imipenem 69,56 30,44
Meropenem 68,42 31,58
Piperacilina/Tazobactam 66,10 33,90
Tobramicina 59,42 40,58
Ceftazidima 4418 55,82
Quinupristina/dalfopristina 0 100

Dentre os antibiéticos utilizados para combater micror-
ganismos Gram-negativos, aqueles aos quais os microrga-
nismos demonstraram maior porcentagem de sensibilidade
foram amicacina (76,63%), imipenem (69,56%), meropenem
(68,42%), piperacilina/ tazobactam (66,10%) e a tobramicina
(59,42%).

Com relagéo aos antibiéticos usados contra micror-
ganismos Gram-positivos, aqueles aos quais os microrga-
nismos expressaram maior percentual de resisténcia foram
a quinupristina/ dalfopristina (100%) (convém ressaltar que
o referido antibiotico foi testado em apenas uma cepa de
Listeria monocytogenes), seguido de penicilina G (95%),
ampicilina (93%), oxacilina (80,00%), eritromicina (71,24%)
e trimetropim/sulfametaxazol (44,90%).
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Ja dentre os antibiéticos usados contra os microrga-
nismos Gram-negativos, aqueles aos quais os microrga-
nismos expressaram maior percentual de resisténcia fo-
ram ampicilina/sulbactam (78,69%), ceftazidima (55,82%),
ciprofloxacina (54,93%) e levofloxacino (45,46%).

DISCUSSAO

Das 943 hemoculturas analisadas neste trabalho,
80,39% (758) foram negativas, e 19,61% (185) foram po-
sitivas, concordando com outros estudos. Na pesquisa re-
alizada por Nunes et al.,(" do total de 1.065 culturas, 836
(78,5%) foram negativas e 229 (21,5%) foram positivas.
Das 2.210 hemoculturas analisadas no trabalho de Sousa
MA et al.,(" coletadas de pacientes da UTI, de janeiro/2010
a janeiro/2013, no hospital escola em estudo, 2.040 foram
negativas e 170 positivas.

A pesquisa mostrou que, neste tipo de amostra
(hemocultura), a maioria dos pacientes com culturas po-
sitivas foi do sexo masculino (46,40%), seguido do sexo
feminino (35,92%) e recém-nascido (17,68%), apontan-
do na mesma dire¢do de outros estudos realizados. Den-
tre as culturas positivas, expostas no trabalho realizado
por Silva et al.,'” 46,07% foram do sexo feminino, 43,83%
foram referentes a individuos do sexo masculino e 5% a
recém-nascidos sem referéncia ao sexo, demonstrando
a prevaléncia do sexo feminino em relagéo ao masculino,
discordando do presente estudo. No estudo elaborado
por Alves et al.,® verificou-se variagédo no crescimento de
bactérias nos exames de hemocultura realizados. Neste
sentido, dentre as culturas coletadas prevaleceram as do
sexo masculino (60%), percentual maior que o encontra-
do no presente estudo (46,40%), bem como maior
positividade nos resultados de hemocultura no sexo mas-
culino (27,3%) em relacéo ao sexo feminino (19,1%), sen-
do este resultado menor que o encontrado no presente
estudo (35,92%).

O presente trabalho demonstrou que nas hemoculturas
positivas ocorreu uma prevaléncia de bactérias Gram-po-
sitivas (57,64%) em relacao as bactérias Gram-negativas
(42,36%). Essa prevaléncia deve-se principalmente a pre-
senca de Staphylococcus aureus e Staphylococcus
coagulase negativa conforme também apontaram outros
estudos realizados. Dentre as 714 hemoculturas analisa-
das na pesquisa realizada por Martins et al.,(" em Goias,
durante os meses de setembro de 2012 a junho de 2013,
ocorreu uma prevaléncia de bactérias Gram-positivas em
relacéo a bactérias Gram-negativas. O estudo realizado
por Passerini et al.("® e confirmado por Santos,'” relata,
em andlise retrospectiva, as bacteremias na Italia no peri-
odo de 10 anos (janeiro de 1999 a dezembro de 2008),
com predominio de Gram-positivas 63% dos casos e 37%
de bactérias Gram-negativas.
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Entre as hemoculturas positivas, 3,24% foram refe-
rentes a culturas mistas, ou seja, com presenca de mais
de uma bactéria. Abacteremia polimicrobiana esta, na mai-
oria dos casos, relacionada a baixa atividade do sistema
imunolégico, em geral pacientes portadores do virus da
imunodeficiéncia adquirida, e a doencas de base onco-
hematolégicas, tais como leucemias e linfomas. No pre-
sente estudo verificamos que, dentre as bactérias que se
mostraram presentes nas hemoculturas mistas, a que se
apresentou mais frequente foi a Morganella morganii.
Esse resultado mostrou-se diferente do estudo retrospec-
tivo realizado por Silva et al.,("® em 2006, também no Hos-
pital das Clinicas da UFPE, no periodo de janeiro a junho
de 2002, marcgo a setembro de 2004 e julho a dezembro
de 2004, o qual demonstrou um percentual maior de cultu-
ras mistas (4,64%) em relacao ao presente estudo (3,24%),
no qual a bactéria mais frequente encontrada foi a
Pseudomonas aeruginosa. Conforme o estudo elabora-
do por Nunes et al.,("™® no ano de 2013, apds a exclusédo
das culturas que temporariamente representavam uma
mesma infecgdo e nas quais foram encontrados os mes-
mos resultados, foi obtido um total de 164 culturas positi-
vas para um total de 89 pacientes. Dessas, 9,1% foram
culturas mistas, percentual maior que o demonstrado no
presente trabalho (3,24%).

No presente estudo, 2,70% das hemoculturas positi-
vas eram em decorréncia do fungo Candida. A ocorréncia
de candidemias tem-se tornado cada vez mais frequente,
principalmente em pacientes que apresentam um quadro
de imunocomprometimento, onde a redugéo da capaci-
dade do sistema de defesa do organismo torna o indivi-
duo bem mais susceptivel a esse tipo de infecgéo. Em pa-
cientes imunocomprometidos é frequente a infecgéo por
Candida sp..!"®? O estudo presente revelou que dentre as
cinco hemoculturas positivas em decorréncia de Candida
sp., trés foram por Candida tropicalis, indicando um signi-
ficativo aumento dessa espécie em relagdo a Candida
albicans, comprovado por outros estudos. No estudo rea-
lizado por Nunes et al.,("®das 164 culturas, oito foram po-
sitivas para fungos (4,9%), sendo sete positivas para o
género Candida, nenhuma delas albicans, e uma para
Fusarium sp., coadunando com o presente estudo.
Tamura,?” em 2007, revelou que os agentes mais comu-
mente isolados séo leveduras do género Candida, que
corresponde, aproximadamente, a 80% das infecgdes
fangicas de origem hospitalar, e destaca-se como a quar-
ta causa de infecg@o da corrente sanguinea, conduzindo
ao 6bito em torno de 25% a 38% dos pacientes que de-
senvolvem candidemia. Os estudos realizados por
Colombo,?®»em 2003 e Tamura,?" em 2007, mostraram
que, até poucos anos atras, a Candida albicans era a es-
pécie de maior interesse médico. No entanto, paralelamen-
te ao aumento geral das candidemias, observou-se aumen-
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to das infec¢des da corrente sanguinea por outras espécies
de Candida, como: C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis,
C. glabrata, C. guilhermondii e C. lusitaniae.

Do total de microrganismos isolados (185), 21,62%
foi correspondente ao Staphylococcus aureus apresentan-
do o maior percentual, em segundo Staphylococcus
coagulase negativa (20,54%), seguidos de Klebsiella
pneumoniae spp. pneumoniae (9,72%), Escherichia coli
(7,56%), Acinetobacter baumannii (6,48%), Pseudomonas
aeruginosa (4,86%), e outros (Tabela 1). No estudo apre-
sentado por Silva et al.,"® do total de 294 microrganismos
pesquisados, os Staphylococcus aureus apresentaram o
maior percentual (31,63%), em segundo Klebsiella
pneumoniae (11,22%), seguidos de Pseudomonas
aeruginosa (10,20%), Acinetobacter calcoaceticus (7,48%),
Escherichia coli (7,14%), Staphylococcus coagulase nega-
tiva (6,46%), Enterococcus faecalis (6,12%), Salmonella sp.
(5,10%), Enterobacter cloacae (2,72%), Streptococcus gru-
po viridans (2,72%), Morganella morganii (2,04%), Serratia
marcescens (2,04%), Citrobacter sp. (1,36%), Proteus
mirabilis (1,02%), Streptococcus pyogenes (1,02%),
Streptococcus agalactiae (0,68%), Edwardsiella sp.(0,34%),
Klebsiella oxytoca (0,34%), Streptococcus -hemolitico ndo
grupo Ae nao grupo B (0,34%), apontando na mesma dire-
¢do do presente estudo no que corresponde aos
Staphylococcus aureus como microrganismo mais
prevalente.

Na Tabela 2 podemos observar o percentual de resis-
téncia e susceptibilidade dos microrganismos aos antibi6-
ticos de forma geral. A importancia desta visdo geral é a
possibilidade da utilizacéo de antibi6ticos que se apresen-
taram mais eficazes em relacdo as hemoculturas e sua utili-
zacao em casos emergenciais.

Com relagéo aos Gram-positivos, os microrganismos
demonstraram maior percentual de sensibilidade aos anti-
biéticos linezolide e a daptomicina (100%), seguidos de
vancomicina (98,79%), minociclina (94,20%) e rifampicina
(80,00%).

Dentre os antibiéticos utilizados contra microrganis-
mos Gram-negativos, os microrganismos demonstraram
maior porcentagem de sensibilidade a amicacina (76,63%),
seguida do imipenem (69,56%), meropenem (68,42%),
piperacilina/ tazobactam (66,10%) e a tobramicina (59,42%).

Com relacao aresisténcia aos antibiéticos usados con-
tra microrganismos Gram-positivos, aqueles que os micror-
ganismos expressaram maior percentual foram a quinu-
pristina/ dalfopristina (100%), testado em apenas uma cepa
de Listeria monocytogenes, seguido de penicilina G (95%),
ampicilina (93%), oxacilina (80,00%), eritromicina (71,24%)
e trimetropim/sulfametaxazol (44,90%).

Por fim, dos antibiéticos usados contra os microrga-
nismos Gram-negativos, os microrganismos demonstraram
maior percentual de resisténcia a ampicilina/sulbactam, com
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78,69% das cepas resistentes, seguida da ceftazidima
(55,82%), ciprofloxacina (54,93%) e levofloxacino (45,46%).

No trabalho realizado por Nunes et al.,("® entre os Gram-
positivos, 40% foram resistentes a oxacilina e nenhuma foi
resistente a vancomicina, apresentando um percentual me-
nor de resisténcia em relagédo a oxacilina (80%) e um
percentual similar de sensibilidade em relagéo a vancomicina
(98,79%) ao presente estudo.

Entre os Gram-negativos, a pesquisa divulgada por
Nunes et al.™® demonstrou que a resisténcia geral aos
antimicrobianos foi de 37,8% para amicacina, 50% para
cefepime, 51,4% para ceftazidima, 46,6% para ciprofloxa-
cina, 10,5% para imipenem e 33,8% para piperacilina-tazo-
bactam, apresentando percentuais de resisténcia similares
em relagdo a amicacina (23,37%), ceftazidima (55,82%),
ciprofloxacina (54,93%) e a piperacilina-tazobactam (33,9%)
em relacéo ao presente estudo e um percentual de resis-
téncia menor em relagéo ao imipenem (10,5%) em compa-
racao ao atual estudo (33,9%).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados, podemos concluir que
ocorreu uma maior prevaléncia de hemoculturas negativas
dentre as culturas coletadas. Foi observada uma prevaléncia
do sexo masculino nas hemoculturas pesquisadas. As bac-
térias Gram-positivas foram as estirpes mais isoladas nas
hemoculturas analisadas. Em relagéo as culturas mistas, a
bactéria mais prevalente foi a Morganella morganii. Dentre
as hemoculturas positivas, foi verificado uma baixa percen-
tagem de candidemia e a espécie mais prevalente foi a
Candida tropicalis. Os microrganismos mais frequentes fo-
ram Staphylococcus aureus, os Staphylococcus coagulase
negativa, onde destacamos o Staphylococcus epidermidis,
seguido de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e
Acinetobacter baumannii. A resisténcia das estirpes isola-
das demonstrou-se elevada diante dos antibiéticos mais uti-
lizados no tratamento das bacteremias. Isso ocorre, princi-
palmente, em consequéncia da administracéo inapropriada
dos mesmos. Os antibiéticos utilizados contra Gram-positi-
vos que demonstraram uma maior sensibilidade desses
microrganismos foram o linezolide e a daptomicina, os que
demonstraram maior sensibilidade dos Gram-negativos fo-
ram amicacina, imipenem. Em relagéo aos antibioéticos usa-
dos contra Gram-positivos que expressaram maior resis-
téncia desses microrganismos foram a quinupristina/
dalfopristina, a penicilina G, e ampicilina e, dos antibiéticos
testados, o que expressou maior resisténcia dos microrga-
nismos Gram-negativos foi ampicilina/sulbactam.

A correta identificacéo laboratorial, bem como o acom-
panhamento do perfil de susceptibilidade dos microrganis-
mos, pode contribuir para um melhor direcionamento de
medidas de controle das infec¢gdes e uso racional dos anti-
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periodo de janeiro a dezembro de 2014

biéticos nos hospitais, minimizando assim a perda da
efetividade da antibioticoterapia.

Abstract

Objective: The present work has as objective the study on the prevalence
of positive blood cultures originating from patients of Hospital das Clini-
cas of UFPE and determine the etiology of the main microorganisms
presentin these samples, as well as analyze the profile of susceptibility
of the major antibiotics. Methods: During the period from January to
December 2014 were analyzed 943 samples of blood cultures, among
them, 46.40% were male, 35.92% female and 17.68% of newborns. The
cultures were conditioned to the techniques of reisolation, biochemical
tests and subjected to analysis through the Phoenix 100 BD equipment
for identification of bacteria isolated and culture release. Results: Of
the 943 blood samples analyzed, 19.61% showed positivity.
Staphylococcus aureus was the most prevalent microorganism (21.62%).
It's important to note the presence of mixed cultures (3.24%) and Candida
sp. (2.70%), wich highlighted the Candida tropicalis. With regard to
antibiotics used against Gram-positive microorganisms, the penicillin G
expressed a higher percentage of resistance (95%) and in relation to
Gram-negative, which expressed more resistance was quinupristin/
dalfopristin (100%). Conclusion: This work aims to contribute to the
knowledge of the microorganisms most commonly isolated in the
institution under study and its resistance profile, providing essential data
for the establishment of strategies for the rational use of antimicrobials.

Keywords
Blood culture; drug resistance, bacterial; etiology
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Determinar a prevaléncia de microrganismos e o perfil de sensibilidade
antimicrobiana em hemoculturas positivas de pacientes com infecgao de corrente sangui-
nea na Unidade de Terapia Intensiva neonatal de um hospital no Nordeste brasileiro. Méto-
dos: Estudo transversal, retrospectivo, com descricdo quantitativa dos resultados de
hemoculturas de neonatos admitidos na unidade terapia intensiva neonatal de um hospital
do Nordeste brasileiro. Resultados: A sepse neonatal teve como principal etiologia bactéri-
as gram-positivas, responsaveis por 73,1% das culturas positivas, sendo o Staphylococcus
Coagulase negativo o principal agente, enquanto que 21,5% se deram por um agente Gram-
negativo. As bactérias Gram-positivas apresentaram boa sensibilidade ao linezolida e a
vancomicina e a maioria das Gram-negativas foi sensivel a colistina, meropenem e imipenem.
Todos os isolados de Staphylococcus coagulase-negativa foram sensiveis ao linezolida, a
vancomicina e a tigeciclina. Conclusao: O conhecimento das caracteristicas relacionadas
a sensibilidade e resisténcia antimicrobiana é fundamental para uma melhor abordagem ao
paciente com sepse neonatal, promovendo um manejo mais direcionado que possibilita
uma recuperagao mais rapida do recém-nascido. O conhecimento adquirido com esse estu-
do possibilitara um tratamento mais eficiente em cada caso, com base no quadro apresen-
tado pelo paciente e as caracteristicas do agente causador.

Palavras-chave
Sepse neonatal; resisténcia microbiana a medicamentos; unidades de terapia intensiva
neonatal; testes de sensibilidade microbiana; hemocultura

s@o mais comuns e problematicas no RN de alto risco e ge-
ralmente sdo decorrentes da contaminagéo do RN por mi-

A sepse neonatal é uma das mais frequentes causas
de morbidade e mortalidade em recém-nascidos (RN) e
pode ser definida como uma infecgao sistémica caracteri-
zada por multiplas manifestacdes decorrentes da invaséo e
multiplicagé@o bacteriana na corrente sanguinea.

De acordo com as diretrizes da Anvisa de 2013, é
considerada infecgéo precoce a que ocorrer em até 48 ho-
ras apés o nascimento.® Geralmente é decorrente da con-
taminagédo do RN por bactérias do canal de parto, ou se-
cundaria a bacteremias maternas. Esta relacionada aos
patoégenos Streptococcus agalactiae e Escherichia coli. As
infecgbes tardias, com aparecimento ap6s 48 horas de vida,

crorganismos hospitalares. Em paises da América do Sul, in-
cluindo o Brasil, bactérias Gram-negativas e Staphylococcus
aureus ainda sao os principais agentes de infecgdo em gran-
de parte dos hospitais. No entanto, em alguns hospitais bra-
sileiros, a situagdo vem se modificando e se tornando seme-
Ilhante a de paises desenvolvidos, onde os Staphylococcus
coagulase-negativa (SCCN), como o S. epidermidis, sdao os
principais agentes de infec¢des nas Unidades de Terapia In-
tensiva (UTI) neonatais, e os fungos leveduriformes como es-
pécies de Candida vém apresentando um destaque cada vez
maior.®) Um dos principais fatores de risco associados a in-
feccdo por Candida é o uso de antimicrobianos de amplo
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espectro, sendo a Candida componente da microbiota nor-
mal do trato gastrointestinal, pele e cavidade oral e seu cres-
cimento pode ser favorecido com a supressao da flora
bacteriana apés o uso de antimicrobianos.

A maioria das mortes relacionadas com a sepse
neonatal (SN) é evitavel se esta for diagnosticada precoce-
mente e tratada com terapia antimicrobiana apropriada.®

Nos paises em desenvolvimento, a SN alcanca niveis
de até 15,4 casos para cada mil nascidos vivos, enquanto
que, nos Estados Unidos, a incidéncia varia de um a cinco
para cada mil nascidos vivos.® A Organizacdo Mundial de
Saude estimou que 1,6 milhdo de mortes ocorrem anual-
mente em todo o mundo devido a infecgbes neonatais.” No
Brasil, de acordo com dados nacionais disponibilizados no
Sistema de Informacédo de Mortalidade (SIM), desenvolvido
pelo Ministério da Saude, estima-se que 60% da mortalida-
de infantil ocorra no periodo neonatal, sendo a SN uma das
principais causas.®

Segundo as diretrizes do Ministério da Saude, na sus-
peita de sepse séo indicados a coleta de hemocultura e ini-
cio imediato de antibioticoterapia de amplo espectro.® A
hemocultura possui grande importéncia na investigacédo em
busca de uma confirmagéao para um caso potencial de SN e
é considerada o "padréo-ouro" para isolamento e verifica-
cado de patégenos microbianos na sepse e também para
fornecer o perfil de sensibilidade do microrganismo ao
antimicrobiano, que é a chave para o tratamento correto e
oportuno do paciente.®

Um grande problema para o tratamento de pacientes
criticos em varias UTls é o surgimento de cepas resistentes
devido ao uso descontrolado e inadequado de varios
antimicrobianos potentes e de amplo espectro.'® Os micror-
ganismos se utilizam de uma série de mecanismos para se
proteger e resistir aos efeitos dos medicamentos, tornan-
do-se com frequéncia resistentes a uma variedade de clas-
ses de farmacos antimicrobianos, ou seja, o aparecimento
da resisténcia antimicrobiana (RA) é uma consequéncia da
utilizacdo da terapia. Também o ambiente hospitalar favo-
rece o aparecimento e a disseminacao de bactérias resis-
tentes. ARA conduz a um sofrimento prolongado dos paci-
entes em tratamento e a um aumento dos custos dos cuida-
dos em saude para o sistema e, portanto, constitui um gran-
de problema para a sociedade. A Organizacao Mundial de
Saude (OMS) reconheceu a emergéncia e a propagacao
daresisténcia aos antimicrobianos como um problema gra-
ve mundial, afetando tanto os paises desenvolvidos como
os paises em desenvolvimento.""

E importante considerar que os resultados da hemo-
cultura levam um certo tempo para ficarem prontos, de ho-
ras a dias, necessitando dessa forma de um tratamento
empirico inicial dos casos suspeitos para prevenir mortes e
complicag6es devido a infecgdo. No entanto, a adequacéao
desta terapia empirica esta sendo desafiada atualmente por
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causa da mudanca do perfil microbiol6gico e do aumento
da resisténcia antimicrobiana, haja vista muitos casos de
multirresisténcia a antimicrobianos.®

Para o manejo efetivo dos casos de sepse neonatal, o
estudo do perfil bacteriolégico com seu padrao de sensibi-
lidade a antimicrobianos desempenha um papel significati-
vo. Diante do exposto, o objetivo desse estudo é determi-
nar a prevaléncia de microrganismos em hemoculturas po-
sitivas e o perfil de sensibilidade antimicrobiana apresenta-
do por estes patégenos em pacientes com infecg¢éo de cor-
rente sanguinea internados na UTI neonatal de um hospital
no Nordeste brasileiro.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo transversal, retrospectivo, com des-
cricdo quantitativa foi realizado com base nos resultados
das culturas feitas, entre o periodo de junho de 2015 a junho
de 2017, com as amostras de sangue de RNs admitidos na
unidade neonatal de terapia intensiva da Santa Casa de
Misericordia de Sobral (SCMS), um hospital de ensino e de
cuidados terciérios localizado no interior do estado do Ce-
ara, na regiao nordeste brasileira.

Instrumento de pesquisa

A pesquisa foi realizada utilizando o sistema automa-
tizado Vitek® 2 Compact Biomérieux, que identifica a espé-
cie bacteriana e realiza o antibiograma para determinacao
da sensibilidade antimicrobiana. Os resultados das anélises
ficam armazenados estatisticamente no sistema e s&o obti-
dos através da inoculacdo das amostras utilizando o cartdo
Vitek GPI (Biomérieux), seguindo as instrugdes do fabricante
quanto ao preparo do inéculo, leitura e interpretacdo. Assim,
o sistema constituiu, mediante autorizagao prévia da Comis-
sao de Controle de Infeccdo Hospitalar e apds aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisas de uma instituicio conveniada,
o principal instrumento da referida pesquisa.

Critérios de inclusio e exclusao

Foram incluidos na pesquisa os resultados de pacien-
tes da referida unidade com hemocultura positiva e exclui-
dos da pesquisa os resultados negativos.

Analise estatistica dos dados

Os dados foram coletados em um formulario padroni-
zado e armazenados em uma planilha eletrénica de dados
(Microsoft Excel®, versdo 2013). Para a andlise estatistica,
foram aplicados o teste y 2 e o teste t conforme apropriado.
Nas estatisticas descritivas foram utilizados nimeros abso-
lutos, porcentagens e medidas de tendéncia central (mé-
dia, mediana, desvio padréo, valores minimos e maximos).
Nos testes aplicados, o nivel de significancia foi estabeleci-
do em 95% (p <0,05).
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ETICA

A coleta de dados teve inicio apés a aprovagao da
entidade supracitada, com parecer numero 2.155.565
(relatoria 04/07/2017) e os parametros éticos desta pes-
quisa foram respeitados de acordo com as normativas na-
cional (Resolugé@o N° 466, de 12 de dezembro de 2012) e
internacional (Declaracdo de Helsink/Word Medical
Association), com vistas a pesquisas envolvendo seres hu-
manos, de forma direta ou indireta.

RESULTADOS

Durante o periodo em estudo, foram isolados 93 mi-
crorganismos nas culturas de sangue. Dos patégenos en-
contrados, 88 sdo bactérias, os outros cinco sdo fungos,
todos do género Candida. Dos 88 isolados bacterianos, o
Staphylococcus coagulase-negativo (63,4%) foi o que se
apresentou com maior frequéncia, seguido pela Klebsiella
pneumoniae (10,7%), Staphylococcus aureus (5,4%); as

de a colistina (100%), ao meropenem (95%), ao imipenem
(90%) e a amicacina (75%). Nao apresentaram boa sensi-
bilidade as cefalosporinas e foram bastante resistentes a
ampicilina, com apenas uma bactéria sensivel a droga, re-
sultando numa sensibilidade de 5% (Tabela 2). Os micror-
ganismos Gram-positivos mostraram uma maior sensibili-
dade ao linezolida, tigeciclina e a vancomicina, todos 100%
sensiveis a estes medicamentos. Também apresentaram
consideravel sensibilidade a teicoplanina (81%) e foram
menos sensiveis a eritromicina (7%) e a benzilpenicilina (6%)
(Tabela 3).

Tabela 1 - Distribuicdo dos microrganismos isolados nas
hemoculturas da UTI neonatal

Microrganismos Isolados Frequéncia

20 (21,5 %)

Gram-negativos

Acinetobacter baumannii 1 (1,1%)
Enterobacter sp. 3 (3,2%)
Klebsiella pneumoniae 10 (10,7%)
Proteus mirabilis 1 (1,1%)
)
)

espécies Enterobacter sp., Serratia marcescens e Pseudomonas sp. 2 (21%
Enterococcus faecalis se mostraram cada uma com 3,2% Serratia marcescens 3 (3.2%
do total, a Pseudomonas sp. com 2,1%, e Acinetobacter Gram-Positivos 68 (73,1%)
baumannii, Proteus mirabilis e Streptococcus agalactiae Enterococcus faecalis 3 (3,2%)
com 1,1% cada. Dessa forma, no total, havia vinte (21,5%) Staphylococcus aureus 5 (5,4%)
isolados Gram-negativos e 68 (73,1%) isolados Gram-po- Staphylococcus coagulase-negativa 59 (63,4%)
sitivos nas hemoculturas. Os fungos Candida sp. somaram Streptococcus agalactiae 1 (1,1%)
5,4% do total (Tabela 1). Fungos 5 (5,4%)

Com relagdo aos resultados do antibiograma, os or- Candida sp. 5 (5,4%)
ganismos Gram-negativos apresentaram maior sensibilida- Total 93
Tabela 2 - Sensibilidade antimicrobiana dos microrganismos Gram-negativos

Microrganismos Gram-Negativos - n (%) Total
Drogas Acinetobacter Enterobacter  Klebsiella Proteus Pseudomonas Serratia Sensibilidade
baumannii sp. sp. mirabilis sp. marcescens

Amicacina 1 (100%) 3 (100%) 8 (80%) 1 (100%) 1 (50%) 1 (33%) 15 (75%)
Ampicilina 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (5%)
Ampicilina/Sulbactan 1 (100%) 0 (0%) 2 (20%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (20%)
Cefepima 1 (100%) 1 (33%) 2 (20%) 1 (100%) 0 (0%) 3 (100%) 8 (40%)
Cefoxitina 0 (0%) 0 (0%) 10 (100%) 1 (100%) 0 (0%) 1 (33%) 12 (60%)
Ceftazidima 1 (100%) 0 (0%) 2 (20%) 1 (100%) 0 (0%) 1 (33%) 5 (25%)
Ceftriaxona 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%) 1 (100%) 0 (0%) 1 (33%) 3 (15%)
Cefuroxima 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (10%)
Cefuroxima Axetil 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (10%)
Ciprofloxacina 1 (100%) 3 (100%) 5 (50%) 1 (100%) 1 (50%) 3 (100%) 14 (70%)
Colistina 1 (100%) 3(100%) 10 (100%) 1 (100%) 2 (100%) 3 (100%) 20 (100%)
Ertapenem - 3(100%) 10 (100%) 1 (100%) - 3 (100%) -
Gentamicina 1 (100%) 0 (0%) 1 (10%) 1 (100%) 1 (50%) 1 (33%) 5 (25%)
Imipenem 1 (100%) 3(100%) 10 (100%) 0 (0%) 1 (50%) 3 (100%) 18 (90%)
Meropenem 1 (100%) 3(100%) 10 (100%) 1 (100%) 1 (50%) 3 (100%) 19 (95%)
Piperacilina/Tazobactam 1 (100%) 3 (100%) 6 (60%) 1 (100%) 0 (0%) 3 (100%) 14 (70%)
Tigeciclina 1 (100%) 3 (100%) 8 (80%) 0 (0%) 1 (50%) 1 (33%) 14 (70%)
Total 1 3 10 1 2 3 20

*Droga nao testada
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Tabela 3 - Sensibilidade antimicrobiana dos microrganismos Gram-positivos

Microrganismos Gram-Negativos - n (%)

Drogas Enterococcus Staphylococcus Staphylococcus  Streptococcus Total
faecalis aureus coagulase-negativa agalactiae sensibilidade

Ampicilina 2 (67%) -* -* 1 (100%) =¥
Benzilpenicilina 2 (67%) 0 (0%) 1(2%) 1 (100%) 4 (6%)
Ciprofloxacina 3 (100%) 2 (40%) 8 (14%) 1 (100%) 14 (21%)
Clindamicina 0 (0%) 2 (40%) 8 (14%) 1 (100%) 11 (16%)
Eritromicina 0 (0%) 1 (20%) 3 (5%) 1 (100%) 5 (7%)
Estreptomicina AN 2 (67%) - -* -* -*
Gentamicina -* 4 (80%) 10 (17%) - =¥
Gentamicina AN 3 (100%) - -* -* -*
Linezolid 3 (100%) 5 (100%) 59 (100%) 1 (100%) 68 (100%)
Moxifloxacina 3 (100%) 2 (40%) 8 (14%) 1 (100%) 14 (21%)
Norfloxacina 3 (100%) 2 (40%) 8 (14%) 0 (0%) 13 (19%)
Oxacilina -* 1 (20%) 3 (5%) - -

Rl a Clindamicina -* 5 (100%) 58 (98%) - -
Rifampicina -* 3 (60%) 57 (97%) ¥ ¥
Teicoplanina 3 (100%) 5 (100%) 46 (78%) 1 (100%) 55 (81%)
TE de cefoxitina -* 1 (20%) 3 (5%) ¥ -
Tigeciclina 3 (100%) 5 (100%) 59 (100%) 1 (100%) 4 (6%)
Trimetoprim/Sulfametoxazol -* 4 (80%) 15 (25%) -* 14 (21%)
Vancomicina 3 (100%) 5 (100%) 59 (100%) 1 (100%) 11 (16%)
Acido Fusidico -* 5 (100%) 57 (97%) - 5 (7%)
Total 3 5 59 1 68

* Droga ndo testada; AN = Alto Nivel; Rl = Resisténcia induzida; TE = Teste de screening

Para Candida sp. foram testados os seguintes farma-
cos antifungicos: anfotericina B, caspofungina, fluconazol,
micafungina e voriconazol e todas as espécies apresenta-
ram 100% de sensibilidade aos mesmos.

DISCUSSAO

No presente estudo, a sepse neonatal foi mais encon-
trada tendo como etiologia um Gram-positivo (73,1%) do
que um Gram-negativo (21,5%), sendo esse resultado se-
melhante ao que foi encontrado num estudo realizado por
Mehta et al., no qual mostra os Gram-positivos com uma
frequéncia de 67,8%, Gram-negativos (28,7%) e fungos
(2,87%), porém, contrério a outros estudos de Vijayvergia
et al., Vaniya et al. e Singh et al., que mostram os Gram-
negativos com uma frequéncia maior.®'>'% Ataxa de morta-
lidade da SN pode variar com cada tipo de microrganismo
causador (40% para Gram-negativos, 28% para fungos),
além do estado de imunocompeténcia do RN e complica-
¢bes associadas.("®

Entre os microrganismos Gram-negativos, encontrou-
se Klebsiella pneumoniae como o isolado mais comum, o
que foi semelhante a alguns outros estudos realizados por
Sawhney et al. e Bhurle et al., podendo-se também destacar
as espécies de Enterobacter sp. e Serratia marcescens.5.'9
Neste estudo, o isolado mais comum entre os Gram-positi-
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vos foi o Staphylococcus coagulase-negativa, nos seus
subtipos S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis e S.
warneri, vindo confirmar o que ja estava sendo relatado nos
hospitais brasileiros, onde este microrganismo se apresen-
ta como principal etiologia das SN, e os estudos de
Vijayvergia et al., Bhurle et al., e Mythri et al. também mos-
tram resultados similares.®'¢') A SN tardia, tendo como
agente etiolégico o Staphylococcus coagulase-negativa,
esté intimamente associada ao uso de cateter vascular cen-
tral (CVC), e o S. epidermidis foi o microrganismo isolado
em praticamente metade (48,7%) das culturas positivas da
ponta de CVC em um estudo realizado por Brito et al.("®

O padréao de sensibilidade antimicrobiana encontra-
do neste estudo revelou que a maioria das bactérias Gram-
negativas é sensivel a colistina, meropenem e imipenem, e
alguns estudos realizados por Jyothi et al. e Mustafa et al.
corroboram com esse resultado. Também foram encontra-
das sensibilidades menores as cefalosporinas.('°2%

As bactérias Gram-positivas apresentaram boa sen-
sibilidade ao linezolida e a vancomicina, o que é compa-
ravel aos estudos de Mehta et al. e Mustafa et al. e foram
menos sensiveis a eritromicina (7%) e a benzilpenicilina
(6%).1229 O estudo de Vijayvergia et al. mostrou a eritro-
micina e a ampicilina como as drogas antimicrobianas
pelas quais os patégenos ja criaram mecanismos de re-
sisténcia.®
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As drogas de escolha para o tratamento de SN preco-
ce, de acordo com as diretrizes brasileiras, sdo ampicilina
e gentamicina, para agir bem nos dois tipos de Gram, sen-
do as doses variaveis de acordo com o peso e idade da
crianga.®") Nesse estudo, os Gram-negativos apresentaram
baixa sensibilidade a esses farmacos (apenas 5% foram
sensiveis a ampicilina e 25% a gentamicina). Para os
Staphylococcus coagulase-negativo, o Gram-positivo mais
frequente, a sensibilidade a gentamicina também foi baixa,
apenas 17% eram sensiveis (ampicilina ndo foi testada nes-
se grupo).

A escolha dos antimicrobianos para tratamento de SN
tardia depende da microbiota prevalente no ambiente. Por-
tanto, deve ser direcionada conforme a flora de cada servi-
¢o, ressaltando assim a importéncia de estudos como este
para se conhecer o perfil microbiolégico de cada unidade
de um hospital. Em caso de RN sem tratamento prévio para
sepse e com estabilidade clinica, as diretrizes recomendam
iniciar o esquema com oxacilina e um aminoglicosideo
(gentamicina ou amicacina).?" Nesse estudo, 95% dos
Staphylococcus coagulase-negativa foram resistentes a
oxacilina. Entre os Gram-negativos, 25% apresentaram re-
sisténcia a amicacina e 75% a gentamicina.

A resisténcia a oxacilina foi observada em 80% dos iso-
lados de S. aureus, sugerindo a presencga de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) neste hospital. To-
das as cepas de S. aureus isoladas foram sensiveis a
vancomicina, teicoplanina e ao linezolida. Estudos realiza-
dos por Vijayvergiaet al. e Sheth et al. mostraram MRSA em
uma proporgao menor, 37,5% e 26,7% dos isolados, res-
pectivamente.®? A vancomicina e teicoplanina séo trata-
mentos de segunda linha no escalonamento dos antimi-
crobianos, em caso de MRSA. Se houver resisténcia a es-
ses farmacos, o linezolida é uma opg¢ao.?

Todas as espécies de Enterococcus encontradas
apresentaram sensibilidade a vancomicina. Encontrar um
Enterococcus resistente a vancomicina pode ser um grave
problema, pois estas bactérias ja desenvolveram mecanis-
mos de resisténcia a maioria dos antimicrobianos disponi-
veis e tém o potencial de serem reservatorios para genes
resistentes a glicopeptideos que podem ser transferidos para
outros agentes patogénicos mais virulentos.® Recomenda-
se o0 uso racional de antimicrobianos e principalmente ava-
liar criteriosamente o uso de carbapenémicos e vancomi-
cina pelo dificil manuseio em casos de resisténcia a esses
medicamentos.®"

A resisténcia a multiplos farmacos antimicrobianos foi
encontrada em alguns Gram-negativos, podendo-se citar a
Pseudomonas sp., que foi resistente a 56% das drogas tes-
tadas, e o Enterobacter sp., resistente a 47% das drogas,
reiterando a necessidade de se reavaliarem os antimicro-
bianos de acordo com o resultado da hemocultura ou evolu-
¢éao clinica do paciente.
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Das espécies de Candida isoladas, 60% foram de C.
albicans e 40% de C. parapsilosis. A C. albicans é respon-
savel por 75% das infecgdes fungicas neonatais, segundo
Krebs et al. Os estudos publicados mostram uma alta mor-
talidade neonatal relacionada a infecgdes por Candida,
quando se compara aos controles, com taxas de mortalida-
de variando entre 20% a 44%.(24%)

A etiologia microbiana da sepse neonatal é diversi-
ficada. Diversos estudos ja documentaram a variedade de
microrganismos causadores e sua variabilidade temporal,
bem como as mudancas no perfil de sensibilidade antimi-
crobiana.

Para o uso correto do resultado da cultura, excluir a
contaminagao é muito importante. As culturas de sangue
falso-positivas sdo geralmente uma consequéncia da con-
taminacgéo das amostras de sangue pelas bactérias da pele
e do ambiente do RN e fazem com que a crianga receba
um tratamento desnecessario prolongando o tempo de
internamento na unidade.® Para distinguir a infec¢do da
contaminagédo da cultura por outros microrganismos, po-
dem ser realizadas andlises detalhadas das informacdes
clinicas especificas para identificar os verdadeiros pato-
genos. Isso, porém, néo foi realizado nesse estudo

Na analise dos resultados, ndo foi possivel distin-
guir infecgdes adquiridas na comunidade das adquiridas
no hospital, uma vez que sendo este um estudo dos regis-
tros microbiolégicos, a correlagdo com a morbidade e a
mortalidade neonatal e a outros fatores relacionados tam-
bém néo foi possivel.

CONCLUSAO

Ter conhecimento das caracteristicas relacionadas a
sensibilidade e resisténcia microbiana aos farmacos utili-
zados no meio hospitalar &€ fundamental para uma melhor
abordagem ao paciente com sepse neonatal. Isso se deve
a necessidade de um manejo mais direcionado que possi-
bilite uma recuperag¢do mais rapida e menos dolosa ao re-
cém-nascido.

Tal fato se reforgca pela mudanca no perfil microbio-
légico dos agentes infecciosos, assim como o surgimento
frequente de cepas multirresistentes aos farmacos antimi-
crobianos rotineiramente utilizados, dificultando o trata-
mento e reduzindo consideravelmente as chances de
sobrevida.

Partindo desse pressuposto, este estudo permitiu ve-
rificar a prevaléncia dos agentes microbianos causadores
de sepse em recém-nascidos, assim como o grau de resis-
téncia das diferentes espécies aos medicamentos utiliza-
dos. O conhecimento adquirido possibilitara um tratamento
mais eficiente em cada caso, com base no quadro apre-
sentado pelo paciente e as caracteristicas do agente cau-
sador.
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Abstract

Objective: To determine the prevalence of microorganisms and the
antimicrobial sensitivity profile in positive blood cultures of patients with
bloodstream infection in the neonatal Intensive Care Unit of a hospital in
the Brazilian Northeast. Methods: Cross-sectional, retrospective study
with quantitative description of hemoculture results of neonates admitted
to the neonatal intensive care unit of a Brazilian Northeast hospital.
Results: Neonatal sepsis had as its main etiology Gram-positive bacteria
responsible for 73.1% of the positive cultures, with coagulase-negative
Staphylococcus being the main agent, while 21.5% were due to a Gram-
negative agent. Gram-positive bacteria showed good sensitivity to linezolid
and vancomycin and most Gram-negative strains were susceptible to
colistin, meropenem and imipenem. All coagulase-negative
Staphylococcus isolates were sensitive to linezolid, vancomycin and
tigecycline. Conclusion: Knowledge of the characteristics related to
antimicrobial susceptibility and resistance is fundamental for a better
approach to the patient with neonatal sepsis, promoting a more targeted
management that allows a faster recovery of the newborn. The knowledge
gained from this study will allow a more efficient treatment in each case,
based on the patient's presentation and the characteristics of the
causative agent.

Keywords
Neonatal sepsis; drug resistance, microbial; intensive care units,
neonatal;, microbial sensitivity tests; blood culture
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Influéncia do tempo de centrifugagcao em testes de coagulacao:
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Analisar os testes de coagulagédo: tempo de protrombina (TP) e tempo de
tromboplastina parcial (TTP) em diferentes tempos de centrifugacdo da amostra da biolégi-
ca, com relagéo ao protocolo padrao do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Mé-
todos: As amostras foram divididas em cinco aliquotas de 1 mL. Foi realizada a centrifugacéo
em 15,10, 5, 2 e 1 minuto, com velocidade de 1500 g. O TP e TTP foram imediatamente
analisados em aparelho automatizado. Os plasmas foram analisados para presencga de
elementos residuais: eritrécitos, leucécitos e plaguetas. Resultados: Observou-se altera-
¢ao dos valores do TP nos tempos de centrifugagéo 10, 5,2 e 1 minutoedo TTPem5,2e
1 minuto, com relagéo ao protocolo padréo. Na interpretagédo de Bland Altman, observou-se
um viés significativo do limite clinico aceitavel para o TP e parao TTP em todos os tempos
de centrifugagédo, com relagéo ao protocolo padréo. Apenas no tempo de centrifugagéo de
15 minutos nao foram encontradas células residuais nas amostras analisadas. Conclusao:
O tempo de centrifugagéo de 15 minutos é o ideal para remogéo completa das células
sanguineas residuais e para garantia da confiabilidade dos resultados dos testes de coagu-
lagdo TP e TTP.

Palavras-chave
Centrifugagéo; tempo de protrombina; tempo de tromboplastina parcial; testes de coagula-
¢éo sanguinea

gacao é um dos passos mais criticos na fase pré-analitica,
tempos de centrifugagéo reduzidos ou aumentados podem

O sistema de coagulacgédo é frequentemente investiga-
do por meio de dois testes classicos de coagulagéo in vitro,
o tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina
parcial (TTP), considerados testes de triagem.’ Enquanto
que o TP avalia a acéo dos fatores da via extrinseca da co-
agulacédo, o TTP avalia a agdo dos fatores da via intrinseca
da coagulagao.®

Os cuidados pré-analiticos, como a centrifugacéo da
amostra, séo criticos para manter a integridade da amostra
e a qualidade dos resultados dos testes de coagulagdo.?
Desta forma, a padronizacao do tempo de centrifugagéo na
fase pré-analitica é essencial para obtencéo de resultados
confiaveis dos testes de coagulagdo.® Como a centrifu-

ser prejudiciais para confiabilidade dos resultados labora-
toriais.*9

Por exemplo, o tempo abaixo de 15 minutos para roti-
na de coagulagéo pode resultar em um plasma incompleto
de separacgéo, com elementos de células sanguineas resi-
duais, especialmente plaquetas, prejudicando os resulta-
dos.® Desta forma, os testes de coagulagdo devem ser
realizados em amostras de plasma pobre em plaquetas,
com concentracdo de plaquetas no plasma inferior a
10.000/mm3.2® Entretanto, procedimentos laboratoriais
confiaveis para reduzir o tempo necessario de centrifugacéo
podem melhorar o tempo de entrega dos resultados dos
testes de coagulagéo.®
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A recomendacédo atual do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) é a realizacé@o de centrifugagéo
em 1500 g por 15 minutos, a temperatura ambiente.® Po-
rém, estudos tém demonstrado que tempos de centrifugagcéo
inferior a 15 minutos nao prejudicam a avaliacdo do TP e
TTP.679

Desta forma, nao existe um consenso na literatura atu-
al com relagdo ao tempo de centrifugacdo para TP e TTP.
Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar os resultados
dos testes de coagulacdo: TP e TTP em diferentes tempos
de centrifugacdo da amostra biolégica, com relagéo ao pro-
tocolo padréo estabelecido pelo CLSI.

MATERIAL E METODOS

Os voluntarios desta pesquisa foram recrutados do
LABCENTER Laboratério de Andlises Clinicas Limitada,
em ltararé no estado de Sao Paulo. As amostras biolégi-
cas de sangue venoso foram coletadas conforme procedi-
mento padrado por farmacéutico-bioquimico habilitado.
Para todas as coletas, foi respeitado um periodo maximo
de 30 segundos de garroteamento, sendo excluidas as
coletas traumaticas.

O sangue total foi distribuido em dois tubos primari-
os de 3,5 mL com anticoagulante Citrato de Sédio 3,2%
Vacuette® (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria), res-
peitando o volume recomendado, garantindo a proporcéao
adequada entre a amostra e o anticoagulante (nove par-
tes de sangue total para uma de anticoagulante). Posteri-
ormente, as amostras foram homogeneizadas por inver-
sdo suave de cinco a oito vezes. Em seguida, foi verifica-
do o hematécrito dos voluntarios no contador hemato-
l6gico ABX Pentra 60® (Horib ABX Diagnostics,
Montpellier, Franga) e as amostras com hematoécrito su-
perior a 55% foram excluidas da analise, uma vez que
podem ocasionar falsos prolongamentos no TP, TTP e
fatores de coagulagdo. Também foram excluidas amos-
tras com hemolise e lipémicas.

O sangue total dos tubos de Citrato de s6dio 3,2%
foram divididos em cinco aliquotas de 1 mL cada, em tu-
bos de plastico. A primeira aliquota foi imediatamente
centrifugada (ALB 32/15 CS 3.5, INBRAS®, Industria Bra-
sileira de Equipamentos para Saude, Sao Paulo, Brasil)
de acordo com o protocolo padréo (1.500 g por 15 min a
temperatura ambiente), utilizando o freio automatico.

Em seguida, quatro aliquotas foram centrifugadas em
diferentes tempos: um, dois, cinco e dez minutos com a
velocidade de referéncia (1.500 g). Apés a centrifugacéo,
os tubos foram mantidos tampados até a execucao do tes-
te, para evitar a mudanca do pH da amostra, que pode
interferir nos resultados.

Todas as aliquotas foram imediatamente analisadas
em aparelho automatizado (CLOTimer® CLOT Produtos
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para Coagulacdo, Sédo Paulo, Brasil), para os testes de
coagulacado TP e TTP, utilizando os seguintes reagentes
TP: Wierner lab Soluplastin (Wierner lab, Rosario, Argenti-
na); TTP: Wama diagnéstica (WAMA Diagnéstica, Sao
Carlos, Brasil).

As aliquotas de plasma foram analisadas no contador
hematolégico ABX Pentra 60® (Horiba ABX Diagnostics,
Montpellier, Franga) com relagédo aos parametros: conta-
gem de eritrocitos, leucécitos totais e contagem de pla-
quetas.

Na analise estatistica, foi avaliada a normalidade dos
dados pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados demonstra-
ram distribuicdo normal e foram apresentados em valores
médios. Para avaliar os resultados dos diferentes tempos
de centrifugacéo em relagéo ao protocolo padrao (1.500 g
por 15 min a temperatura ambiente) foi utilizado o teste de
T-student para amostras pareadas e a concordancia entre
os resultados foi verificada pelo método de Bland & Altman.
Além disso, foi analisado se os limites encontrados apre-
sentam diferencas aceitaveis do ponto de vista clinico, sen-
do considerado como viés maximo permitido, de acordo
com os "Critério de Ric6s" + 2,0% para o TP e £ 2,3%
para o TTP.® Em todas as anadlises, o nivel de significancia
foi pré-fixado em p<0,05. Os dados foram analisados pelo
programa MedCalc®, versao 11.4.2.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Bélgica).

ETICA

Os participantes foram devidamente informados so-
bre os métodos e objetivos deste estudo e, ap6s concor-
darem, assinaram um termo de consentimento livre e es-
clarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG), parecer N° 1.339.496. Esta pesquisa foi realiza-
da em conformidade com a Declaragcéo de Helsinki.

RESULTADOS

Foram selecionadas dez amostras biolégicas de san-
gue venoso de individuos saudaveis com idade média de
36,5 £ 14,7 anos, sendo quatro (40%) do sexo masculino
e seis (60%) do sexo feminino.

Os resultados dos valores médios obtidos para os
testes de coagulagcédo TP e TTP, de acordo com os tempos
de centrifugacao, estédo representados na Figura 1 A e B;
respectivamente.

Para o TP observou-se diferenca estatistica em rela-
¢éo ao protocolo padréo (1.500 g por 15 min a temperatu-
ra ambiente), para os tempos de centrifugacdo de dez mi-
nutos (p=0,00%5), cinco minutos (p=0,001), dois minutos
(p=0,001) e um minuto (p<0,001), enquanto que parao TTP
nao foi observada diferenca estatistica para os valores mé-
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Figura 1. Comparacéo dos valores médios obtidos para o teste tempo
de protrombina (A) e tempo de tromboplastina parcial (B) nos tempos
de centrifugacéo 10, 5, 2 e 1 minuto em relagdo ao protocolo padrdo
(1.500 x g por 15 min a temperatura ambiente). Teste de T-student
para amostras pareadas. *diferenca estatistica p<0,05.

dios no tempo de dez minutos de centrifugacgéo (p=0,062);
porém, em cinco minutos (p=0,010), dois minutos (p=0,030)
e um minuto (p=0,018) observou-se aumento significativo
dos valores.

Os valores méaximos dos elementos residuais:
eritrocitos, leucocitos e plaquetas encontrados em todas
as amostras analisadas de acordo com os tempos de
centrifugacao estéo representados na Figura 2. No tempo
de centrifugacao de 15 minutos néo foram encontradas cé-
lulas residuais nas amostras analisadas (Figura 2).

Observou-se presenca de eritrocitos em cinco amos-
tras apenas no menor tempo de centrifugacéo, de um minuto
(Figura 2 A). Uma amostra apresentou 100 leucécitos/mm?
nos tempos de dez e cinco minutos de centrifugacéo. No tempo
de dois minutos, cinco amostras apresentaram 100 leuco-
citos/mm?, enquanto que no tempo de um minuto observou-
se contagem de 400 leucécitos/mm? em uma dessas amos-
tras (Figura 2 B).

A contagem de plaquetas foi o parametro que apre-
sentou maior alteracdo nos tempos de centrifugacao de
cinco, dois e um minuto (Figura 2 C). Em cinco minutos
de centrifugacdo duas amostras apresentaram 1.000
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plaquetas/mm? (Figura 2 C). Enquanto que em dois minutos
observou-se grande oscilacdo dos valores em sete amos-
tras, com valor minimo detectado de 1.000 plaquetas/mm?3
e valor maximo de 17.000 plaquetas/mm? (Figura 2 C). No
tempo de um minuto de centrifugacéo houve oscilagcéo da
contagem em todas as amostras com valor minimo de 3.000
plaquetas/mm? para 97.000 plaquetas/mm? (Figura 2 C).

Os resultados da interpretacao de Bland Altmam para
o TP estéo representados na Figura 3 e para o TTP na Fi-
gura 4. Observou-se um viés significativo do limite clinico
aceitavel de + 2,0% para o TP e £ 2,3% para o TTP para
todos os tempos de centrifugacao.
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Figura 2. Valores méximos de contagem de eritrécitos (A), leucécitos
totais (B) e contagem de plaquetas (C) detectados nas amostras
analisadas, de acordo com os tempos de centrifugacéo.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram para
o TP aumento nos valores das amostras centrifugadas por
dez minutos ou menos, enquanto que para o TTP houve va-
riacdo dos resultados das amostras centrifugadas por cin-
co minutos ou menos. Deve ser levado em consideragao
que, com dez minutos de centrifugacdo, as amostras apre-
sentaram células sanguineas residuais, os leucécitos, e com
cinco minutos houve a presenca principalmente das
plaquetas. Portanto, o presente estudo demonstrou que o
tempo de centrifugacéo de 15 minutos é o ideal para remo-
¢éo completa das células sanguineas residuais, que podem
interferir nos resultados dos testes de coagulagédo quando
utilizado uma forga centrifuga relativa de 1.500 g.

A oscilagédo dos valores de TTP pode ser explicada
principalmente pela presencga das plaquetas residuais nas
amostras analisadas.('” As plaquetas podem fornecer a su-
perficie fosfolipidica para ativar os fatores de coagulacgéo e,
portanto, interferir no diagnoéstico laboratorial de testes que
utilizam fosfolipidios como reativo."” Arecomendacéo para
realizacéo dos testes de coagulacgéo é a utilizacdo de plas-
ma pobre em plaquetas com contagem plasmatica inferior
a 10.000/mm?3;® no entanto, o presente estudo encontrou
valores superiores do aconselhado somente em dois minu-
tos ou menos de centrifugacgéo.

Contudo, Lippi et al. demonstraram que os tempos de
centrifugacao de cinco a dez min, em forca centrifuga relati-
va de 1.500 g, podem ser adequados para obtencéao de re-
sultados confidveis dos testes de coagulagéo de rotina, TP
e TTP, mesmo com a presenca de plaquetas residuais de
39.000/mm? a partir do tempo de dez minutos de centrifu-
gacao.® Esse estudo ndo demonstrou alteracdo para os
valores médios de TP nos tempos de centrifugacéo de dez,
cinco, dois e um minuto com relagé@o ao tempo de centrifu-
gacdo de referéncia de 15 minutos.® No entanto, para o
teste TTP houve aumento dos resultados em dois minutos
de centrifugacdo.® Com relagéo aos elementos residuais,
Lippi et al. observaram a presenca significativa de plaquetas
em dez minutos ou menos, hemacias em cinco, dois e um
minuto e leucécitos somente no tempo de centrifugacao de
um minuto.®

Outro estudo desenvolvido por Carroll et al. avaliou o
TP e o TTP em plasmas ricos em plaquetas (PRPs) e plas-
mas pobres em plaquetas (PPPs) preparados a partir da
mesma amostra de sangue. As medi¢des desses para-
metros ndo foram estatisticamente ou clinicamente signifi-
cativas em 100 comparagées pareadas.® Além disso, esse
estudo demostrou que, em PRPs, a contagem de plaquetas
de pelo menos 199.000/mm?3 nao alteraram os resultados
de TP e TTP.®Por outro lado, Sultan et al. compararam os
resultados obtidos a partir de plasma centrifugado durante
cinco minutos a 3.000 g ou durante dez minutos a 2.000 g
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com o protocolo de referéncia e ndo encontraram diferen-
¢as nos resultados dos testes de coagulagao TP e TTP.
Portanto, esse estudo concluiu que cinco minutos de centri-
fugacédo a 3.000 g é uma opgao confiavel e util para reduzir
o tempo de entrega dos resultados para esses testes.”

Daves et al. avaliaram cinquenta amostras divididas
em duas aliquotas, avaliadas de acordo com as recomen-
dacdes da CLSI, porém, para centrifugacdo da primeira
aliquota, foi utilizado o freio ajustado para ligado, e para a
segunda o freio foi desligado.® Observou-se que, quando
o freio da centrifuga estava ligado, a frequéncia de amos-
tras que excederam a contagem de plaquetas 10.000/mm?3
foi quase o dobro do que nos plasmas obtidos com o freio
desligado.®Portanto, esses resultados demonstraram que
a centrifuga deve ser utilizada com o freio ajustado para
desligado, pois pode ocorrer uma ressuspensao parcial
dos elementos residuais ao plasma, devido a grande for-
ca de desaceleragédo quando o freio estéa ligado.*

Com relacdo aos testes de coagulacdo, Daves et al.
ndo encontraram diferencga para os valores de TTP, porém
os resultados de TP apresentaram um pequeno prolonga-
mento usando o freio da centrifuga ajustado para ligado (0,2
segundos; p<0,001).“Portanto, centrifugagées de amostras
de exames de coagulacdo com o freio desligado gera re-
sultados mais compativeis com as recomendagdes atuais
do CLSIL®

O presente estudo também avaliou os resultados de
acordo com o ponto de vista clinico aceitavel, por meio da
interpretacdo dos graficos de Bland Altman. Os resultados
de TP e TTP excederam as especificagdes de qualidade
para o viés desejavel em todos os tempos de centrifugagéo.

O TP demonstrou viés de 2,2%, 2,4%, 2,8% e 5,6%,
portanto com aumento de 0,2%, 0,4%, 0,8% e 3,6% nos tem-
pos dez, cinco, dois e um minuto, respectivamente, exce-
dendo as especificagdes permitidas de + 2,0%, enquanto
que o TTP apresentou viés de 2,8%, 4,2%, 5,2%, 8,2%, por-
tanto com aumento de 0,5%, 1,9%, 2,9% e 5,9% nos tem-
pos dez, cinco, dois e um minuto, respectivamente, exce-
dendo as especificagdes permitidas de + 2,3%.

No entanto, Lippi et al. apresentaram todos os resulta-
dos de TP dentro do viés desejavel, 0,0%,-0,5%, -0,75% e
-0,8% nos tempos dez, cinco, dois e um minuto, respectiva-
mente.® Para o TTP, encontraram 0,0%, 0,4%, 1,6% e 2,4%
nos tempos dez, cinco, dois e umminuto, respectivamente,
sendo que apenas o tempo de um minuto excedeu as
especificagdes permitidas de + 2,3%, em 0,1%.5 Entretan-
to, esse estudo ndo menciona se o freio da centrifuga esta-
va ajustado para ligado ou desligado.® Portanto, essas dis-
crepancias entre estudos realizados com mesmo tempo e
velocidade de centrifugacéo podem ser atribuidas aos dife-
rentes tipos de centrifugas utilizadas, como, por exemplo,
com diferentes programacdes de velocidades de desace-
leracdo ao término da centrifugacéo.
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CONCLUSAO

Apesar de varios estudos na literatura demonstrarem
a possibilidade de diminuir o tempo de centrifugacédo das
amostras para realizacéo dos testes de coagulacao de roti-
na, o presente estudo demonstrou alteragéo dos valores
médios e da interpretacao clinica para os resultados dos
testes TP e TTP nos diferentes tempos de centrifugacao
(dez, cinco, dois e um minuto) com relagédo ao protocolo
padrao estabelecido pelo CLSI.

Deve-se ressaltar que a presente pesquisa e todos os
estudos supracitados utilizaram centrifugas, coagulémetros
e reagentes diferentes para realizagédo dos testes de coa-
gulacéo. Portanto, esses resultados demonstram a impor-
tancia de cada laboratério clinico realizar a padronizacao
dos tempos de centrifugacédo de acordo com seus recursos
especificos de trabalho.
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Abstract

Objective: To analyze the coagulation tests: prothrombin test (PT) and
partial thromboplastin time (PTT) in different centrifugation times of the
sample, in relation to the standard protocol of the Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI). Methods: The selected samples were splitted
up into five aliquots of 1 mL. Centrifugation of these aliquots was carried
out at 15, 10, 5, 2 and 1 minute at 1500 g. The PT and PTT were
analyzed in an automated apparatus. The plasmas were analyzed for
presence of residual elements: erythrocytes, leukocytes and platelets.
Results: The results showed a change in the values of PT at the 10, 5,
2 and 1 minute centrifugation times and the PTT at 5, 2 and 1 minutes,
relative to the standard protocol. In the interpretation of Bland Altman, a
significant bias of the acceptable clinical limit for TP and TTP at all
centrifugation times was observed, relative to the standard protocol.
Only in the 15 minute centrifugation time no residual cells were found in
the analyzed samples. Conclusion: The present study demonstrated
that the 15-minute centrifugation time is ideal for complete removal of
residual blood cells and to ensure the reliability of the results of the PT
and PTT coagulation.

Keywords
Centrifugation; prothrombin time; pattial thromboplastin time; blood
coagulation tests
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: A sedimentoscopia apresenta atividade manual acentuada, pouca uniformidade e
maiores custos aos laboratérios. Em diversos paises é utilizado o emprego seletivo da
sedimentoscopia em amostras de rotina de urina com normalidade nas etapas fisico-quimi-
cas, no Brasil ndo ocorre uma abordagem nesse modelo. Assim, é importante avaliar a
aplicabilidade do emprego seletivo da sedimentoscopia tendo em vista o custo-beneficio na
analise da rotina de urina. Métodos: Foi realizado um estudo analitico descritivo através de
resultados de exames de urina de individuos do municipio de Paulo Afonso - BA. Para
analise estatistica foi utilizado o teste de qui-quadrado e o valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Resultados: A partir dos resultados referentes aos 2.607 exa-
mes de urina de rotina analisados, foi observado que 66% das mostras ndo apresentaram
alteragdes fisico-quimicas. Destas amostras com analise fisico-quimica sem alteragdes,
12,89% compreenderam alteragcéo na analise sedimentoscopica e, dentre os elementos
analisados, a presenca de pidcitos foi a anormalidade que apresentou maior incidéncia. O
valor preditivo negativo referente aos elementos encontrados ha sedimentoscopia de urina
com andlise fisico-quimica sem alteragdes foi de 86%. Conclusao: Apesar do consideravel
valor preditivo negativo, o valor de alteragdes encontradas em urinas com analise fisico-
quimica normal é relevante e expde a necessidade da realizagdo dessa etapa no exame de
rotina de urina. A utilizagéo seletiva da sedimentoscopia deve ser adotada de maneira criti-
ca, pois é necessaria uma avaliagdo minuciosa dos riscos relacionados a saude do pacien-
te e a qualidade do exame.

Palavras-chave
Urindlise; urina; microscopia

primeiros de execugé@o mais simples e o ultimo é conside-
rado moderadamente complexo.*

A urindlise é um teste laboratorial amplamente utiliza-
do na pratica clinica, constituindo um dos indicadores mais
importantes de salide e doenca, (" e tem como objetivo de-
tectar enfermidades pré-renais ou sistémicas, renais e, pos-
renais ou do trato urinario.® Além disso, disttrbios hepati-
cos, diabetes mellitus e degradagado muscular também sao
avaliadas por meio do exame de urina.®

O exame de urina é dividido em trés etapas: analise
fisica, andlise quimica e a sedimentoscopia, sendo os dois

A analise fisica abrange a cor, o aspecto e a densi-
dade especifica. A analise da cor e do aspecto é percebi-
da através da inspecédo. A cor padrdao normal da urina é
amarela, podendo atingir variagdes de tonalidades de pa-
lida a ambar.

Diversas coloracdes podem ser vistas de acordo com
alteragdes na urina, como: cor résea, vermelha ou casta-
nha, devido a presenca de eritrécitos, hemoglobina ou
mioglobina; cor acastanhada pela presenca de bilirrubinas,
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carotenos; marrom escuro com presenca de porfirina,
melanina e coloragao de alimentos.!"?

Quanto ao aspecto, a urina pode ser classificada em
limpida, ligeiramente turva ou turva, devido a precipitacao
de fosfatos amorfos (urina alcalina), precipitagéo de uratos
amorfos (urina acida) ou pela presenca de bactérias,
leucécitos ou eritrécitos. Podendo também ser classificada
em urina leitosa (quiluria), que ocorre em situagdes de
oclusdo dos vasos linfaticos pélvicos.(?

A densidade especifica é quantificada mediante o uso
do densimetro, refratdmetro ou fita reativa e possui o obje-
tivo de analisar a atividade dos rins em manter, de acordo
com o critério adequado, o equilibrio hidrico do organis-
mo. Desse modo, a densidade especifica contempla a re-
lacdo entre a quantidade de volume de agua eliminado e
solutos.('?

Na analise quimica geralmente obtém-se o pH, prote-
inas totais, glicose, bilirrubinas e urobilinogénio, corpos
cetdnicos, acdo peroxidasica, esterase leucocitaria e nitritos.
Os estudos dessa etapa podem ser efetuados em tubos de
ensaio, com a formacéo de reagdes quimicas ou, por meio
de tiras reagentes. A utilizacédo de tiras reagentes objetiva
um teste mais veloz, simples, com baixo custo e alta preci-
sdo."

Ja a sedimentoscopia possui a finalidade de identifi-
car e, ocasionalmente, quantificar varios componentes figu-
rados, como: leucécitos, hemacias, células epiteliais, bac-
térias, cilindros, cristais e fungos. Além disso, é um proces-
so de grande demanda que necessita de atividade
laboratorial manual acentuada, é pouco uniforme e acarreta
um maior custo aos laboratérios porque é fundamental a
presenca de mao de obra qualificada para se alcangarem
resultados confiaveis.®®

A sedimentoscopia possui um alto valor preditivo ne-
gativo e a literatura ainda menciona redugao significativa
de custos, além de abatimento do tempo de trabalho. Des-
sa forma, em diversos paises, a etapa sedimentoscopica é
abolida quando as andlises fisicas e quimicas ndo possu-
em anormalidades.™®

Em diversos paises é indicado o emprego seletivo da
sedimentoscopia em exames de rotina de urina com acha-
dos fisicos e quimicos normais.” A Confederagéo Europeia
de Medicina Laboratorial indica que o exame de urina deve
ser requerido somente quando houver uma indicagao clini-
ca e a sua utilizagédo metodol6égica em populagdes demar-
cadas precisa ser averiguada de acordo com o custo/bene-
ficio.(101)

No Brasil ndo ocorre uma abordagem nesse mode-
lo, pois a maioria dos laboratoérios clinicos realizam as trés
etapas preconizadas na rotina de urina. Assim, é impor-
tante avaliar a importancia da analise sedimentoscopica
diante dos achados fisico-quimicos normais no exame de
urina.
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MATERIAL E METODOS

O artigo é um estudo transversal analitico descriti-
vo, com pacientes de ambos os sexos, cadastrados na
rede de atencdo basica do municipio de Paulo Afonso -
BA. O trabalho consistiu, inicialmente, na analise de pron-
tuarios com resultados de exames de urina em laboraté-
rio reconhecido na regido que abrange a cidade de Pau-
lo Afonso.

Foram analisados, retrospectivamente, os resulta-
dos de pacientes de ambos os sexos e faixa etaria entre
4 meses e 98 anos. A avaliagédo compreendeu o exame
fisico-quimico e a microscopia do sedimento urinario de
todos os exames de urina realizados no laboratério entre
os meses de fevereiro e agosto de 2018.

E importante relatar que a execugéo dos exames de
rotina de urina seguiu a padronizacao vigente nas nor-
mas, todos submetidos ao exame fisico, a leitura da tira
reagente de dez areas e a microscopia do sedimento.

A obtencédo e a observacgao da microscopia obedece-
ram aos seguintes procedimentos, de acordo com a ABNT
NBR 15268:("2 tubos plasticos de urinalise de 12 mL foram
corretamente identificados. Cada amostra foi transferida
ao tubo (10 mL de urina) e submetida a centrifugacao de
1.500 RPM, durante cinco minutos. O sobrenadante foi
desprezado, restando 1 mL de sedimento, que foi ressus-
penso por leves batidas ao fundo do tubo. Foram transfe-
ridos 20 plL da suspenséo do sedimento para uma lamina
microscopica, colocando-se laminula padrdo sobre a
amostra.

Inicialmente, o sedimento urinario foi analisado com
objetiva de 10X. A lamina foi percorrida, em sua totalida-
de, e a presenca ou néo de elementos como filamentos de
muco, células epiteliais e cilindros foram observados. Pos-
teriormente, com a objetiva de 40X, a média dos elemen-
tos presentes em dez campos analisados, como piécitos,
hemacias, células, cilindros, cristais e flora bacteriana fo-
ram determinados e anotados.

Realizou-se a andlise dos elementos cuja presenca
ou quantificacdo sé@o consideradas referenciais, respei-
tando-se as recomendagdes sugeridas pela ABNT.('?)

Células epiteliais, cilindros, filamentos de muco e
cristais observados no aumento de 100X, e classifica-
das em raras (até trés elementos por campo), algumas
(de quatro a dez por campo) e numerosas (acima de dez
por campo).

Para leuc6citos e hemacias, considerou-se como pa-
drdo de normalidade, a média de dez campos microsco-
pios observados no aumento de 400X. Leucécitos: abaixo
de cinco células por campo e hemacias: abaixo de trés
células por campo.

A flora bacteriana foi observada no aumento de 400X
e classificada como: bacteritria aumentada (acima de 99
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por campo), bacteridria moderamente aumentada (de 11
a 99 por campo), normal (0 a 10 por campo). Leveduras e
Trichomonas sp. foram relatadas quando presentes.
Para os elementos cuja presenca ou quantificagéo
foi considerada alterada na sedimentoscopia foram
adotados os seguintes valores referenciais minimos:

4 piocitos: > a 5 por campo (400x);

4 pibcitos em grumos: qualquer achado por lamina;

4 hemacias: > a 3 por campo (400x);

4 cilindros de quaisquer tipos: qualquer nimero por
lamina;

¢ flora microbiana: considerada aumentada;

¢ cristais anormais: considerados numerosos;

4 levedura ou pseudomicélios: qualquer achado por
lamina;

4 Trichomonas sp. ou outros parasitos: qualquer

achado por lamina.

Para comparacéao entre as faixas etarias, os paci-
entes foram divididos em quatro grupos, conforme defini-
¢do da Organizacdo Mundial da Saude (OMS):"® crian-
cas (0 a 9 anos), adolescentes (10 a 19 anos), adultos
(20 a 59 anos) e idosos (60 ou mais anos de idade).

A andlise estatistica foi realizada através do progra-
ma GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San.
Diego, CA, USA). Para analise foi utilizado o teste de qui-
quadrado e o valor de P<0,05 foi considerado estatisti-
camente significativo.

ETICA

O projeto recebeu aprovagédo do Comité de Etica pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Vale do Séao Francisco (CAAE: 67710217.2.0000.5196;
Parecer n®: 2.265.572), além disso, foi obtido o aceite e
a colaboracédo da Secretaria de Saude e de um labora-
torio clinico de referéncia do municipio de Paulo Afonso
- BA.

RESULTADOS

A analise dos dados foi realizada em um total de
2.607 resultados de exames de urina de rotina. Foram
avaliados os resultados de individuos de 0 a 98 anos,
com idade média de 43,1 anos. A distribuicdo entre o
sexo e as diversas faixas etarias esta descrita na Tabe-
la01.
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Na Figura 01 foram descritas as principais altera-
¢des nos exames de urina divididas por faixas etarias dos
pacientes. Dentre os grupos analisados, o de idosos ob-
teve proporcionalmente maiores alteragdes, principal-
mente quanto a flora bacteriana, esterase leucocitaria,
piocitos, glicose e hemoglobina (Figura 01).

A partir dos resultados referentes aos 2.607 exa-
mes de urina de rotina analisados, foi observado que
1.722 (66,05%) amostras ndo apresentaram alteracdes
fisico-quimicas; destas, 222 (8,51%) compreenderam al-
teracdo na analise sedimentoscopica, enquanto que
1.500 (57,54%) expressaram sedimentoscopia sem al-
teracdes.

Por outro lado, 885 (33,95%) apresentaram analise
com alteragdes fisico-quimicas; destas, 657 (25,20%)
apresentaram alteragdes e 228 (8,75%) nédo apresenta-
ram alteracdes na analise sedimentoscépica.

Considerando apenas as amostras com analise fi-
sico-quimica sem alteragdes (n=1.722), observamos que
houve alteragcdo em 222 (12,89%) das amostras.

Na analise dos sedimentos das urinas sem altera-
¢des fisico-quimicas foram encontradas 234 elementos,
inclusive com algumas amostras apresentando mais de
uma alteracao.

A presenca de piocitos (4,53%) foi a anormalidade
que apresentou maior indice, dentre os elementos anali-
sados. Nao foi evidenciada diferenca entre a alteracéo
na sedimentoscopia frente aos achados normais da ana-
lise fisico-quimica apenas para a presenca de cristais
(p=0,72).

A analise estatistica evidenciou que o resultado foi
estatisticamente significativo em todas as alteracdes evi-
denciadas (piécitos, bacteriuria, hematuria e leveduras)
(p<0,01; Tabela 02).

Dos elementos analisados, a presenca de pi6citos
foi a anormalidade que apresentou maior incidéncia, ain-
da assim, evidenciou um alto valor preditivo negativo de
aproximadamente 95%; por outro lado, o valor preditivo
negativo referente ao total de elementos encontrados na
sedimentoscopia de urinas com analise fisico-quimica
sem alteracdes foi de 86%, conforme expresso na Tabe-
la 02.

Tabela 01 - Distribuicdo da populagéo, por faixa etaria e sexo

Idade (anos) Feminino Masculino Total
n % n % n %
Criangas 115 8,19 208 17,29 323 12,39

Adolescentes 108 7,69 74 6,15 182 6,98

Adultos 832 5926 598 49,71 1430 54,86
Idosos 349 2486 323 2685 672 2577
Total 1.404 53,85 1.203 46,15 2.607 100
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Figura 01 - Principais alteracdes no exame de urina, por faixa etaria.
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(A-D) O eixo "y" representa as alteracdes encontradas nos exames de urina de rotina analisados e o eixo "x" representa a porcentagem de cada alteragdo em
relagdo ao total de urinas analisadas. O nimero de amostras analisadas em cada faixa etaria esta descrito na figura.

Tabela 02 - Elementos encontrados na andlise sedimentoscépica de
urinas sem alteragdes fisico-quimicas (n=1722).

NUmero o .. .. Valor preditivo
Elementos absoluto % Significancia negativo (%)
Piécitos 78 4,53 p<0,01 95
Cristais 67 3,89 p=0,72 96
Flora bacteriana 50 3,02 p<0,01 97
aumentada
Hematuria 20 1,16 p<0,01 99
Leveduras 17 0,99 p<0,01 99
Total 234 13,59 p<0,01 86
DISCUSSAO

O exame de rotina de urina caracteriza-se por ser um
exame de baixo custo, simples e ndo invasivo. Porém, a
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quantidade de exames realizados anualmente pode gerar
um embate relacionado a saude e a qualidade de vida da
populacao, pois sdo comuns resultados falso-positivos que
requerem uma investigagdo maior.("

As sociedades de urologia americanas e canadenses
nao indicam a realizagcdo do exame rotineiro de urina em
pacientes com auséncia de sinais e sintomas clinicos. Nes-
se contexto, o sumario de urina é recomendado apenas em
grupos selecionados, como em criangas, diabéticos, gravi-
das e idosos.(™

Para se estabelecer o diagnéstico de proteintria,
hematuria e infecgéo do trato urinario (ITU), o exame de uri-
na é considerado relevante na pediatria,™® visto que os re-
cém-nascidos possuem uma alta prevaléncia de ITU.("617
Nessa idade, o quadro clinico da ITU costuma ser inespe-
cifico, o que representa um grande obstaculo para o diag-
noéstico. O tratamento empirico deve ser estabelecido por
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meio das alteragdes presentes no sumario de urina e pela
sintomatologia."”

Apesar de apenas alguns microorganismos (bactéri-
as Gram-negativas) serem capazes de reduzir nitrato a nitrito,
a presenca deste composto e da esterase leucocitaria na
urina pode indicar ITU. Assim, é recomendada a terapia
empirica ap6s coleta para urocultura em resultados com
nitrito positivo no sumario de urina.'":'®

A ITU esta presente em cerca de 10% das criangas.
Entre os lactentes e criangas menores, a contaminacéao
bacteriana é a mais recorrente,'® e sua prevaléncia nessa
faixa etaria pode chegar a cerca de dois tergos no sexo fe-
minino."® Em nossos resultados observamos a presenca
de flora bacteriana aumentada em cerca de 6%, piuria em
aproximadamente 17% e esterase leucocitaria em torno de
15% das amostras de criangas, o que corrobora os dados
encontrados na literatura.

E valido evidenciar que a ITU sintomatica é a primeira
causa mais habitual de infecgdo em idosos e a segunda na
populacéo geral. Essa patologia é a causa mais frequente
de mortalidade em pacientes desse grupo etario devido as
infecgbes hospitalares. Além disso, a ITU relaciona-se a pre-
senca de sepse por Gram-negativos e bacteremia.?” Ob-
servamos o aumento da flora bacteriana nas amostras da
faixa etaria acima de 60 anos em cerca de 15%, presenca
de pilria e esterase leucocitaria em aproximadamente 27%
e 25%, respectivamente.

Um dos parametros utilizados para indicar o ritmo da
progressao da doencga renal é a proteinuria, caracterizado
como um marcador classico de lesdo glomerular.?) A
proteindria é presente em casos de glomerulopatias e a
permanéncia desse achado é associada ao mau prognos-
tico dessas doencas.?? Entretanto a proteintria pode nédo
estar associada a leséo renal, como, por exemplo, na febre
e exercicio fisico intenso. Dentre as proteinurias benignas,
a mais frequente é a transitoria idiopatica, comum em cri-
ancas, adolescentes e adultos jovens.?® Em nossos resul-
tados observamos a prevaléncia de proteindria em cerca
de 1% em criangas e adultos, com valores de cerca de 6%
da populagao idosa.

A hematuria pode ser um achado decorrente desde
esforgos fisicos intensos, até doengas graves, como as
neoplasias do trato urinario.?® Em criancas e adolescen-
tes, a hematuria pode variar em 1,5% a 2%, e as etiologias
sdo, principalmente, glomerulopatias, ITU, disturbios me-
tabodlicos e anormalidade congénita.?® Em adultos, a
prevaléncia varia de 4% a 13% e a principal causa é de
origem glomerular. J& em mulheres jovens, principalmen-
te, ITU. Em idosos, a prevaléncia de hematuria chega a
cerca de 10% da populacédo e as principais causas sao
neoplasias, cistite, nefrolitiase, prostatite, uretrite,
nefropatia por IgA, glomerulonefrites hereditarias, dentre
outras.®® Em nossos achados evidenciamos hematuria
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em cerca de 1% das criangas, em torno de 6% em adul-
tos e, aproximadamente 10% em idosos, o que corrobo-
ra os dados encontrados na literatura.

Com o envelhecimento, é descrito o aumento da inci-
déncia de diversas patologias crénicas, como a diabetes
mellitus. Deve-se pressupor seu diagndstico em pacien-
tes que apresentem hiperglicemia e/ou glicosuria em exa-
me de rotina.?”? Em nossos resultados observamos a pre-
senca de glicosuria em cerca de 10% das amostras na
faixa etaria acima de 60 anos, enquanto que em amostras
de pacientes com menos de 60 anos esse valor ndo atin-
giu a marca de 5% das amostras analisadas, o que corro-
bora os dados encontrados na literatura, evidenciando a
relacé@o entre a glicosuria e o aumento da idade.

Além das recomendacgdes de indicagcdo do exame
de urina somente quando houver uma indicagao clinica e
em populagdes especificas, em diversos paises é sugeri-
do o emprego seletivo da sedimentoscopia em exames
de rotina de urina com achados fisicos e quimicos nor-
mais.(?)

No Brasil, o exame de urina é requisitado rotineira-
mente e os laboratérios clinicos realizam as trés etapas
preconizadas.” Assim, a solicitacdo rotineira do exame
de urina, mesmo sem suspeitas de patologias, € uma jus-
tificativa relevante para a elevada quantidade de norma-
lidade dos sumarios de urina.®®” Em nosso trabalho, foi
observado que cerca de dois tergos das amostras anali-
sadas nao apresentaram alteragdes no exame fisico-qui-
mico.

Observamos que o resultado da andlise fisico-quimi-
ca foi um grande indicativo da presenca ou nao de altera-
¢des sedimentoscopicas, visto que, em praticamente to-
das as alteragbes evidenciadas (piocitos, bacteriuria,
hematuria e leveduras), o resultado foi estatisticamente
significativo, ndo tendo sido evidenciada diferenca ape-
nas para a presenca de cristais.

Em contrapartida, percebeu-se que em torno de 8,5%
das amostras denotaram caracteristicas fisico-quimicas
normais e alguma anormalidade sedimentoscépica. A par-
tir da andlise destes sedimentos urinarios, a presenca de
piécitos foi a anormalidade que apresentou maior indice,
achado este bem relevante, visto que o valor preditivo de
pitria, conforme a literatura, varia entre 40% e 80% para
ITU.®

Em nosso trabalho, o valor preditivo negativo de alte-
racées sedimentoscépicas em urinas com analise fisico-
quimica normal foi de 86%, inferior a outros dados da lite-
ratura que o situa em até 98%," e isso se deve possivel-
mente a variagcdes na etapa pré-analitica.

A etapa pré-analitica, caracterizada pela coleta, ma-
nipulagédo, chegada e processamento da amostra, pode
estar sujeita a erros, interferindo na fidedignidade de al-
guns resultados. Essa fase é sujeita a erros, pois depende
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de mecanismos manuais e ocorre com frequéncia em am-
bientes externos ao laboratério; cerca de 45% a 70% dos
erros de laboratérios ocorrem nessa etapa.® Um erro co-
mum de se observar no exame de urina é a bacteriuria fal-
so-positiva, que ocorre principalmente devido a orienta-
céo insatisfatéria ao paciente acerca da coleta da urina,
informando quanto a necessidade de assepsia adequada
da regido urogenital e a utilizacdo do jato médio de uri-
na.® Tal entrave nao se limita apenas ao estudo em ques-
tdo, mas é uma realidade nacional que precisa ser consi-
derada. Assim sendo, o esclarecimento feito pelo médico
ao paciente sobre o exame é essencial.

CONCLUSAO

O exame de urina é um teste nédo invasivo, de ampla
disponibilidade e pouco dispendioso, o que contribui para
suarealizacao de forma rotineira e sem critério clinico, ape-
sar do seu consideravel valor preditivo negativo.

Diferentemente de outros paises que adotam o em-
prego seletivo da sedimentoscopia, acreditamos que o va-
lor de alteragdes encontradas nas amostras de urinas com
analise fisico-quimica normal é relevante e expde a neces-
sidade da realizacédo dessa etapa no exame de rotina de
urina em nosso pais, assegurando assim uma maior quali-
dade e confiabilidade do resultado do exame.
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Abstract

Objective: Sediment microscopy is a markedly manual activity, with
poor uniformity and high labor costs. In several countries, the selective
use of sediment microscopy for routine urine samples with normal
physicochemical results is used, in Brazil, an approach in this model
does not occur. Itis therefore important to evaluate the applicability of a
selective use of sediment microscopy in Brazil, taken from the view of
cost-benefit analysis. Methods: A descriptive analytical study was carried
out using results of urine exams from individuals in the city of Paulo
Afonso/BA. The chi-square test was used for analysis and the value of
p <0.05 was considered statistically significant. Results: From the results
of the 2607 routine urine tests analyzed, 1722 samples presented no
physicochemical alterations. Of these samples with physicochemical
analysis without alterations, 12.89% presented alterations during sediment
analysis and among the elements analyzed the presence of pyocytes
was the abnormality that presented higher incidence. The negative
predictive value for the urine elements found during sediment microscopy
of the normal physicochemical analyses was 86%. Conclusion: Despite
the considerable negative predictive value, the value of alterations found
in urines with normal physicochemical analysis is relevant and exposes
the need to perform this step in the routine urinalysis. Since a thorough
evaluation of the risks linked to the patient's health and quality examination
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are necessary, a selective use of the sediment microscopy should be
adopted, though in a critical manner.
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Urinalysis; urine; microscopy
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Resumo

Objetivo: Considerando que atualmente ainda existem algumas limitagées quanto a esco-
Iha do teste ideal para diagndstico da TB, ligadas principalmente aos custos e realizagéo
adequada das técnicas, o presente estudo teve por objetivo verificar a eficacia do teste de
baciloscopia no diagnéstico da tuberculose pulmonar, a partir da comparagéao dos resulta-
dos obtidos através dos testes de baciloscopia e GeneXpert de pacientes da cidade de
Recife-PE. Métodos: Foram analisadas neste estudo amostras de escarro com os resulta-
dos ja positivos para TB através da cultura microbiolégica. As espécimes foram submetidas
ainda aos testes de baciloscopia e GeneXpert para uma analise comparativa dos resulta-
dos. Resultados: Foi analisado um total de 100 amostras, com positividade para todos os
testes realizados no estudo (cultura microbiolégica, GeneXpert e baciloscopia). Conclu-
sao: O diagnéstico através do GeneXpert representa um ganho expressivo quando levado
em conta sua sensibilidade, rapidez e confiabilidade dos resultados, em contrapartida, os
custos para realizagéo deste teste ainda séo elevados. Este fato reforga a importancia das
metodologias convencionais de baciloscopia e cultura, quando utilizadas dentro dos
parametros de controle de qualidade adequados.

Palavras-chave
Tuberculose; diagndstico; crescimento bacteriano

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) caracteriza-se como uma doenca
infectocontagiosa, causada pelo Mycobacterium
tuberculosis ou Bacilo de Koch (BK), de distribuigdo mun-
dial, que apesar de contar com uma quimioterapia eficaz e
prevencado amplamente conhecida e difundida, constitui-se
como um importante problema de saude publica.(? O Brasil
se encontra ocupando a 202 posi¢éo quanto a carga da do-
enca e tem destaque ainda por sua participacdo no BRICS
(bloco formado por Brasil, Russia, india, China e Africa do
Sul), cujos paises somam cerca de 50,0% dos casos de
tuberculose no mundo e mobilizam mais de 90,0% dos re-

cursos necessarios para as agées de controle da tuberculo-
se por meio de fontes domésticas de financiamento. Neste
contexto, a cidade de Recife, capital de Pernambuco, con-
centra quase metade do total de casos detectados no esta-
do e configura-se como a capital com a terceira maior taxa
de incidéncia e o segundo maior indice de mortalidade por
TB no pais.®?

O tratamento adequado assim como o diagnéstico
precoce sd@o essenciais para a eficacia dos programas
publicos de controle da doenca, os quais buscam curar
os doentes e evitar a transmisséao do agente etioldgico.®
O diagnéstico presuntivo da doenca utiliza o histérico cli-
nico do paciente e o achado radiologico, sendo a con-
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firmacéao obtida através da comprovacao bacteriol6gica por
meio das técnicas de baciloscopia e cultura de escarro .4

A cultura de escarro é considerada padrdo ouro para
o diagnéstico da TB por apresentar alta sensibilidade e
especificidade, porém nao permite diferenciar a espécie
de Bacilo Alcool-Acido Resistente (BAAR) detectada, nem
distinguir os bacilos vivos dos mortos, além de apresentar
resultados demorados, entre seis a oito semanas.®® O di-
agnostico realizado por meio da baciloscopia apresenta
baixa sensibilidade, uma vez que necessita da presenca
de no minimo 5 mil a 10 mil bacilos/mL de amostra para
que o resultado seja positivo, sendo capaz de detectar o
bacilo em 50% a 60% dos casos.>% Apesar de tais restri-
¢des, no Brasil e na América Latina, a baciloscopia ainda
€ muito utilizada, ndo apenas para o diagnéstico como tam-
bém para o controle do tratamento.

Diante das limitagdes dos testes convencionais para
o diagnoéstico da TB, novas tecnologias surgiram para a
deteccdo do Mycobacterium tuberculosis e da resisténcia
a rifampicina. O teste GeneXpert MTB/RIF (Cepheid®,
USA), recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) em 2010, aprovado no Brasil e incorporado ao Sis-
tema Unico de Satde (SUS) no ano de 2013, é uma técnica
de diagnostico por Polymerase Chain Reaction (PCR) em
tempo real e PCR de transcriptase reversa, que nao depen-
de de um resultado inicial da cultura, detectando a presen-
¢a de todos os bacilos do complexo M. tuberculosis e a
resisténcia a rifampicina diretamente a partir da amostra,
disponibilizando o resultado em até duas horas, apresen-
tando ainda uma alta sensibilidade (95% a 99%) e especi-
ficidade (98%). Em contrapartida, essa técnica apresenta
um alto custo em comparacéo as demais técnicas disponi-
veis e rotineiramente utilizadas."®

Considerando que atualmente ainda existem algumas
limitag6es quanto a escolha do teste ideal para diagnoéstico
da TB, ligadas principalmente aos custos e realizacdo ade-
quada das técnicas, bem como infraestrutura ideal disponi-
vel, o presente estudo teve por objetivo verificar a eficacia
do teste de baciloscopia no diagnéstico da tuberculose pul-
monar, a partir da comparacéao dos resultados obtidos por
meio dos testes de baciloscopia e GeneXpert de pacientes
da cidade de Recife-PE.

MATERIAL E METODOS

Foirealizado um estudo descritivo e transversal, com
uma amostragem censitaria, entre os meses de fevereiro e
novembro de 2017, no Laboratério Municipal de Saude Pu-
blica na cidade de Recife-PE, Brasil.

Foram analisadas neste estudo amostras de escar-
ro positivas para TB pela cultura microbiolégica em meio
Léwenstein Jensen durante o periodo de estudo, sendo
este um critério de inclusdo. Tais amostras positivas foram
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colocadas em cartuchos descartaveis e submetidas ao sis-
tema do teste molecular GeneXpert para realizagdo da am-
plificacdo de acidos nucleicos e detecgdo da sequéncia
de DNA alvo, usando PCR em tempo real e PCR de
transcriptase reversa. Através de um scanner de cédigo
de barras e software pré-carregado, os resultados foram
interfaciados para um computador (Figuras 1 e 2), inter-
pretados e liberados em forma de Cicles Threshold (CT)
como "alto, médio, baixo e muito baixo", de acordo com o
numero de ciclos de PCR que foram necessarios para a
amplificacédo da sequéncia, sendo inversamente proporci-
onais a quantidade de bacilos presentes na amostra (Ta-
bela 1). O trabalho foi realizado ap6s aprovacéo pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario Tabosa
de Almeida (Asces-Unita), sob parecer de nimero
1.796.671.

Apbs a obtencéo dos resultados positivos obtidos atra-
vés do GeneXpert, esfregacos para técnica de baciloscopia
foram preparados e interpretados de acordo com o preco-

View Results Define Assays Define Graphs  Maintenance

Test and Analyte Result
Assay Name Xpert MTB-RIF Assay

Version 5

Analyte ct | EndPt Analyte Result | Probe
Name Check
Result |
Probe D 27.9 214.0 POS PASS

Probe C

(0D

215 229.0 POS PASS

Figura 1. Resultado interfaceado e interpretado como "positivo baixo"
com resisténcia a rifampicina.

U

View Results Define Assays Define Graphs  Maintenante

Testand Analyte Result !

Assay Name Xpert MTB-RiF Assay Version 3

Test Result

Analyte Ct End Pt Analyte Result Probe
Name Check
Result

Probe D 21.9 287.0 POS PASS

324.0 POS
198.0 POS

Figura 2. Resultado interfaceado e interpretado como "positivo médio”
sensivel a rifampicina.
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nizado pelo Ministério da Saude e coradas pelo método de
Ziehl-Neelsen. Em seguida, foi realizada analise ao micros-
cépio de campo claro para a quantificacdo de BAAR, se-
guindo o sistema de contagem de cruzes (Tabela 2).Em
seguida, os dados resultantes dos dois métodos foram con-
frontados para realizacédo de uma analise comparativa das
técnicas empregadas no estudo.

Tabela 1 -Intervalos de valores de CT para os resultados de MTB
exibidos no GeneXpert.

Interpretagéo Limite de Ciclo Alcangado (CT Range*)
Alto <16 ciclos

Médio 16 - 22 ciclos

Baixo 22 - 28 ciclos

Muito Baixo >20 ciclos

Fonte -Adaptagdo de LOW HIGH (2014).
*CT Range:Cicles Threshold Range/Faixa de Limiar de Ciclos.

Tabela 2 - Interpretagéo dos resultados da baciloscopia de acordo
com o preconizado pelo Ministério da Saude.

Leitura Resultado
Nenhum BAAR observado em 100 .
Negativo
campos
Nenhum BAAR observado em 100 N° DE BAAR observado
campos
10 - 99 BAAR observados em 100 .
Positivo 1 cruz (+)
campos

1 - 10 BAAR observados por campo,
nos primeiros 50 campos

>10 BAAR observados por campo,
nos primeiros 20 campos

Positivo 2 cruzes (++)

Positivo 3 cruzes (+++)

Fonte -Adaptagao de Ministério da Saude (2008).

RESULTADOS

Foram analisadas um total de cem amostras, quanti-
dade esta, no periodo de estudo, que mostraram-se positi-
vas para TB pela cultura de escarro. Estas mesmas espéci-
mes apresentaram positividade também pelas demais téc-
nicas de estudo neste trabalho, baciloscopia e GeneXpert.
Na Tabela 3, de acordo com a interpretacéo dos resultados
liberados pelo GeneXpert, 34 (34%) das amostras foram
classificadas como "Positivo Alto", 42 (42%) como "Positi-
vo Médio", 21 (21%) como "Positivo Baixo" e trés (3%) como
"Positivo Muito Baixo" (3%). Em relacédo a baciloscopia, 81
(81%) das amostras foram classificadas como positivas, com
trés cruzes (+++), nove (9%) com duas cruzes (++) e dez
(10%) com uma cruz (+) (Tabela 3).

De acordo com a Tabela 4, a analise comparativa dos
resultados das amostras pelas técnicas de GeneXpert e
baciloscopia resultou em uma concordancia de 34% entre
os resultados classificados como “positivo alto" no
GeneXpert e positivo trés cruzes (+++) na baciloscopia. Os
resultados que se apresentaram como positivo médio no
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GeneXpert tiveram um percentual de 5% como positivo uma
cruz (+), 9% como positivo duas cruzes (++) e 28% como
positivo trés cruzes (+++) na baciloscopia, estando dentro
do limite de deteccdo da classificacdao "Média" do
GeneXpert, que abrange os limites de deteccdo dentro dos
parametros do nimero de CT Range, como apresentado
na Tabela 1. Ja 24% dos resultados classificados como
positivo baixo e muito baixo no GeneXpert apresentaram-
se como positivo uma cruz (+) e positivo duas cruzes (++)
na baciloscopia (Tabela 4).

Tabela 3 -Total de amostras analisadas através dos GeneXpert e
baciloscopia.

Resultado do GeneXpert uItaFios da_
baciloscopia

Positivo alto 34 (34%) Positivo 81 (81%)
3 cruzes (+++)

Positivo médio 42 (42%) Positivo 09 (09%)
2 cruzes (++)

Positivo baixo 21 (21%) Positivo 10 (10%)

1 cruz (+)

Positivo muito baixo 3 (3%)

Tabela 4 - Comparativo dos resultados positivos apresentados no
GeneXpert e baciloscopia

Percentual de

Genexpert Baciloscopia concordancia
Alto 3 cruzes 34%

Médio 1 cruz 5%

Médio 2 cruzes 9%

Médio 3 cruzes 28%

Baixo e muito baixo 1 e 2cruzes 24%

DISCUSSAO

A fim de diminuir os casos de tuberculose (TB) em todo
o mundo, é fundamental a ocorréncia de pesquisas continu-
adas que possam aperfeicoar as ferramentas de diagnésti-
co existentes e possibilitar a introducdo de instrumentos ino-
vadores para o diagnéstico da TB. Dentre as principais es-
tratégias de combate a doenga, podemos citar a deteccéo
precoce e tratamento adequados, associados a estratégi-
as de prevencgao de novos casos.®

Diante das limitacdes apresentadas pelos testes dis-
poniveis para o diagnoéstico da TB no que se refere a baci-
loscopia e cultura microbiolégica, os métodos moleculares
tém ganhado cada vez mais espaco por possuirem carac-
teristicas como rapidez, sensibilidade e especificidade sig-
nificativas.('® Em contrapartida, os custos para realizagéo
de tais metodologias ainda sé@o questionados, reforgando a
importancia dos testes convencionais."" Neste estudo, foi
evidenciado que. além das limitagdes relacionadas ao alto
custo para a utilizagdo de métodos moleculares, o GeneXpert
apresenta limitagGes acerca dos parametros de referéncia
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dentro do numero de ciclos realizados para detecgéo dos
bacilos, podendo apresentar problemas quando o teste é
utilizado no acompanhamento da evolugao do tratamento
do individuo com tuberculose, uma vez que a informacgéo da
quantidade de bacilos presentes em uma amostra fornecida
no sistema de cruzes pela baciloscopia é de suma impor-
tancia para a avaliagdo do quadro evolutivo do paciente.
Estas limitagdes apontam as metodologias tradicionais uti-
lizadas de baciloscopia e cultura microbiolégica como mé-
todos importantes ainda na atualidade.

Neste estudo, 100% das amostras que se mostraram
positivas no teste GeneXpert apresentaram também
positividade na baciloscopia, corroborando assim com
Opota et al., "™ em cujo estudo 94,2% das amostras iden-
tificadas como positivas para o M. tuberculosis, apresenta-
ram positividade nos dois métodos utilizados. Além disto, a
técnica da baciloscopia também alcangou no presente es-
tudo uma positividade de 100% em amostras ja confirma-
dos pela cultura de escarro, corroborando também o estu-
do de Opota et al. no qual 100% das amostras confirmadas
na cultura e no GeneXpert apresentaram positividade tam-
bém na baciloscopia, apesar desta técnica ser considera-
da de menor sensibilidade em relagédo as demais.('0.1.13-15)

Ainda como mencionado por Opota et al., houve com-
paracao da sensibilidade, especificidade e valor preditivo
do GeneXpert em relagéo a baciloscopia a partir da corre-
lacdo entre os resultados das duas técnicas, constatando
que os resultados positivos semiquantitativos "alto, médio,
baixo e muito baixo" do GeneXpert concordavam com os
resultados positivos da baciloscopia, assim como o perfil
de concordancia observado neste estudo, que analisou os
resultados semiquantitativos do GeneXpert e os resultados
pelo sistema de cruzes da baciloscopia, demonstrando que
esta técnica ainda pode ser considerada efetiva, desde que
sua realizacao siga todos os critérios relacionados ao con-
trole de qualidade, associada a capacitagado continua dos
profissionais que realizam as leituras e aos fatores relacio-
nados a pré-analise como orientacdo de coleta de material
adequado, transporte e armazenamento das amostras. Des-
ta maneira, a baciloscopia ainda deve ser vista como um
dos métodos mais confiaveis, viaveis e de baixo custo para
diagnostico laboratorial de TB.

CONCLUSOES

Atualmente ainda existem algumas limitagdes quanto
ao diagnostico da TB, ligadas principalmente a custos e
realizacdo adequada dos exames laboratoriais. Asemelhan-
¢a dos resultados emitidos pelos testes analisados neste
estudo defende que a baciloscopia, mesmo quando con-
frontada a um teste molecular, ainda esta entre os métodos
convencionais mais confiaveis e de facil acesso para diag-
nostico laboratorial da TB, entretanto, é importante desta-
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car a necessidade dos profissionais que a fagam passa-
rem por constante atualizacdo e educagéo permanente. O
diagnostico por meio do GeneXpert representa um ganho
expressivo quando levado em conta sua sensibilidade, ra-
pidez e confiabilidade dos resultados; em contrapartida, os
custos para realizacao deste teste ainda sédo elevados. Este
fato reforgca a importancia das metodologias convencionais
de baciloscopia e cultura quando utilizadas dentro dos
parametros de controle de qualidade adequados.

Abstract

Objective: Considering that currently there are still some limitations
regarding the choice of the ideal test for diagnosis of TB, related mainly
to costs and adequate performance of the techniques, the present study
aimed to verify the efficacy of the bacilloscopy test in the diagnosis of
pulmonary tuberculosis, based on the comparison of the results obtained
through the bacilloscopy and GeneXpert tests of patients from the city
of Recife-PE. Methods: Sputum samples with already positive results
for TB were analyzed in this study through the microbiological culture.
The specimens were also submitted to bacilloscopy and GeneXpert
tests for a comparative analysis of the results. Results: A total of 100
samples were analyzed, with positivity for all tests performed in the study
(microbiological culture, GeneXpert and smear microscopy). Conclusion:
The diagnosis through GeneXpert represents an expressive gain when
taking into account its sensitivity, speed and reliability of results, in
contrast, the costs to perform this test are still high. This fact reinforces
the importance of conventional bacilloscopy and culture methodologies
when used within the appropriate quality control parameters.
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Resumo

Objetivo: Analisar os niveis de glicemia e avaliar o controle glicémico de pacientes diabéti-
cos por meio da hemoglobina glicada, glicemia de jejum e glicemia média estimada (GME).
Métodos: Foi realizado um levantamento de dados antropométricos e de exames laboratoriais
de pacientes atendidos no Laboratério Clinico do Hospital do Policial Militar de Goias, no
periodo de abril de 2017 a abril de 2018. Resultados: Um total de 570 pacientes foi avaliado,
sendo 298 (52,3%) homens e 272 (47,7%) mulheres. Destes 570, 138 sao do grupo controle
e 432 do grupo casos (diabéticos); desses, 54,2% homens e 45,8% mulheres, com média
deidade 60 (+10,4). No grupo casos, 36,3% (157/432) apresentaram glicemia < 130 mg/dL
e 63,7% (275/432) > 130 mg/dL. Ainda nesse grupo, 30,8% (133/432) apresentaramA1c <
7,0% e 69,2% (299/432) > 7,0%. Todos esses resultados avaliados apresentaram p<0,05,
exceto em relagédo aos sexos. Entre os pacientes diabéticos, 22,2% (96/432) relataram uso
de insulina e 79,6% (344/432) uso de hipoglicemiantes orais. Conclusao: Observou-se que
a maioria dos diabéticos ndo fazia um controle adequado dos niveis glicEmicos, mesmo em
pacientes com uso de hipoglicemiantes. Tendo em vista as complicagdes causadas pelo
DM, é indispensavel a dosagem da A1c para acompanhar o controle glicEmico e a possivel
prevencgéo de tais complicagdes.

Palavras-chave

Diabetes Mellitus; hemoglobina A glicada; glicemia

INTRODUCAO

O termo Diabetes Mellitus (DM) expressa uma desor-
dem metabdlica de inUmeras origens, caracterizado por
hiperglicemia cronica derivada de distirbios na secregao
e/ou agao da insulina, ou em ambos, gerando complicagcdes
a longo prazo.» O DM vem sendo um grande problema de
saude publica, sendo a glicemia elevada o terceiro fator de
causa de mortalidade prematura, superada apenas pela
pressao arterial aumentada e uso de tabaco.

Em 2015, a Federacéo Internacional de Diabetes
(International Diabetes Federation, IDF) constatou que 8,8%
da populacdo mundial entre 20 e 79 anos (415 milhdes de
pessoas) apresentava diabetes. Se as tendéncias atuais
continuarem, o nimero de diabéticos passara a ser superi-
or a 642 milhdes em 2040. O Brasil ocupa a 4° posicéo no
ranking mundial de pessoas com diabetes, totalizando cer-
ca de 14,3 milhdes e estima-se que, em 2040, possa che-
gar a 23,3 milhdes. Tal aumento esta relacionado com va-

rios fatores, como aumento da urbanizacgéao, alteracédo na
alimentacdo, aumento do sedentarismo e do sobrepeso,
crescimento e envelhecimento populacional e, também, a
maior sobrevida dos individuos diabéticos.®

O DM divide-se em Diabetes Tipo 1, Tipo 2, gesta-
cional e outros tipos especificos. Em grande parte dos ca-
sos, 0 DM tipo 1 (DM1) é uma enfermidade autoimune (1a)
ou idiopatica (1b) caracterizada pela destruicdo de células
beta sintetizadoras de insulina, responsavel por 5% a 10%
de todos os casos de DM. O DM1 é bem mais comum na
infancia e na adolescéncia, mas pode ser encontrada em
adultos, que podem desenvolver uma forma lentamente pro-
gressiva da doenga.?

Por outro lado, o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) repre-
senta 90% a 95% de todos os casos de DM.?4 O DM2 é
uma doencga metabdlica caracterizada por resisténcia a in-
sulina e disfungédo das células B, relacionada a inflamacgéo
gerada pela supernutricéo e outros fatores como histéria fa-
miliar da doenca, avancar da idade, obesidade, seden-
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tarismo, diagnéstico prévio de pré-diabetes ou diabetes
mellitus gestacional (DMG) e presencga de componentes da
sindrome metabodlica, tais como hipertensao arterial e dislipi-
demia.®

Segundo a diretriz da Sociedade Brasileira de Diabe-
tes (SBD), os exames laboratoriais para o diagnéstico de
DM séo: glicemia de jejum, glicemia duas horas apés teste
oral de tolerancia a glicose (TOTG) e hemoglobina glicada
(A1c). O individuo é considerado diabético se apresentar
os seguintes resultados: Glicemia de jejum > 126 mg/dL,
Glicemia de duas horas ap6s TOTG com 75 g de glicose
> 200 mg/dL, hemoglobina glicada > 6,5%. A SBD tem re-
comendado a utilizagdo da A1c para o diagnéstico de dia-
betes desde 2010.?

A hemoglobina glicada também conhecida como
HbA1c e, mais recentemente, apenas como A1lc, é o produ-
to da glicagé@o nao enzimatica da hemoglobina A circulante.
A porcentagem de hemoglobina é estabelecida pelo fato
de a glicose sanguinea entrar nos eritrécitos e ligar-se de
forma irreversivel a hemoglobina durante o periodo de vida
média de tais células, que é cerca de 120 dias. Portanto, a
A1lc permite ponderar qudo elevada a glicemia permane-
ceu nos ultimos trés a quatro meses. Essa particularidade
faz dela um modelo vantajoso para diagnosticar a situagéo
metabdlica dos pacientes. Esse método ndo necessita do
jejum e pode ser dosado em qualquer hora do dia. Com
isso, a A1c é considerada um padréo-ouro na avaliagdo do
controle glicémico.?

Propde-se entédo que aA1c seja feita a cada trés a quatro
meses em criangas e adolescentes em, no minimo, duas ve-
zes anuais. Para adultos, com a glicemia estabilizada, reco-
menda-se duas dosagens de A1c ao ano.” Nathan MD et al.
determinaram uma forma de estabelecer a relagédo entre a
A1c e a glicemia média estimada (GME) utilizando um célcu-
lo que possibilita um melhor entendimento para o paciente
do que realmente a A1c esta expressando, que é realizada,
por meio da seguinte formula: GME = 28,7 x A1c - 46,7.6)

Dessa forma, a quantificagéo da A1c é o método utili-
zado para avaliar o controle glicémico, sendo seu equilibrio
considerado como um dos maiores objetivos no tratamento
do DM.®") Sabendo dos efeitos danosos que a hiper-
glicemia pode causar, o presente estudo teve como objeti-
vo avaliar os niveis glicEmicos de individuos diabéticos e
nao diabéticos, por meio da A1c, glicemia média estimada
e glicemia de jejum.

MATERIAL E METODOS

Um estudo caso-controle, retrospectivo e transversal foi
realizado, com base em um levantamento de dados realiza-
do a partir de individuos atendidos no Hospital do Policial
Militar do Estado de Goias (HPM-GO), localizado na cidade
de Goiania, no periodo de abril de 2017 a abril de 2018.
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Um total de resultados de 570 individuos de ambos os
sexos foi obtido nesse periodo, nos quais foram incluidos
apenas dados em que constavam exames de glicemia de
jejum e A1c em seu pedido médico, além de dados antro-
pométricos e sexo. Foram considerados como portadores
de DM (casos) aqueles que apresentaram glicemia de je-
jum > 126 mg/dL, e A1c >6,5%, além da informacéo sobre
uso de hipoglicemiantes orais e/ou insulina. Para o grupo
de individuos néo diabéticos (controle), consideraram-se
aqueles que apresentavam glicemia de jejum <100 mg/dL,
eAl1c<5,7%, e semrelato do uso de hipoglicemiantes e/ou
insulina.

O levantamento de dados foi obtido por meio do
software Multilab®. As amostras coletadas apés jejum fo-
ram dosadas pelo método enzimatico, por meio do equipa-
mento A-15 (marca Biosystems). A A1c foi quantificada a
partir do método de turbidimetria, padronizado pelo National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP), em um
laboratério terceirizado. A glicemia média estimada foi cal-
culada por meio da formula GME = 28,7 xAl1c - 46,7.® Os
resultados foram tabulados por meio do software Excel 365
e analisados no software BioEstat 5.3.

A andlise antropométrica foi feita a partir de informa-
¢Oes sobre peso (kg) e altura (m) fornecidas pelo préoprio
paciente ou obtidos na hora da coleta utilizando-se fita mé-
trica e balancga propria do HPM-GO. A partir desses dados,
foi utilizada a formula (IMC = peso/altura®) para calcular o
IMC de cada individuo.

O presente estudo faz parte de um projeto que foi apro-
vado pelo comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Pontificia
Universidade Catélica de Goias sob o n® 235.376/2013.

RESULTADOS

Foram coletados dados de 570 individuos do Hospital
do Policial Militar de Goias, sendo que 52,3% (298/570)
eram homens e 47,7% (272/570) mulheres, tendo p>0,05.
Destes, 432/570 foram considerados diabéticos (casos) e
138/570 nao diabéticos (controle). Em relagdo ao grupo
caso, 54,2% (234/432) eram do sexo masculino e 45,8%
(198/432) do sexo feminino (p>0,05).

Os individuos casos foram caracterizados quanto a
idade <60 anos (216/432) e > 60 anos (216/432). Assim, a
idade média do grupo caso foi 60,8 £ 10,4 anos e do grupo
controle foi 51,6 + 8,7 anos (p<0,03).

Quanto a glicemia de jejum, 36,3% (157/432) dos indi-
viduos do grupo caso apresentaram glicemia <130 mg/dL e
63,7% (275/432) uma glicemia > 130 mg/dL, sendo que a
glicemia de jejum média do grupo caso foi 164,8 + 64,7 mg/dL.
Do grupo controle 100,0% (138/570) apresentaram glicemia
<130mg/dL, com média 90,7 + 6,9 mg/dL (p<0,05).

Em relacdo aA1c, foi classificada em < 7,0% e > 7,0%,
equivalendo a 30,8% (133/432) dos individuos e 69,2% (299/
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432) dos individuos do grupo casos, respectivamente. No
grupo controle 100,0% (138/138) dos individuos apresenta-
ram A1c < 7,0%. Para a glicemia média estimada foi consi-
derada <154 mg/dL e > 154 mg/dL. Por ter relagdo com a
A1lc, apresentaram valores similares.

Em relacdo ao uso ou ndo de medicamentos para o
controle de diabetes, 22,2% (96/432) fazem uso de insulina e
79,6% (344/432) usavam algum tipo de hipoglicemiante oral.

Os hipoglicemiantes orais relatados pelos pacientes foram:
Glifage, Januvia, Metformina, Trayenta, Diamicrom,
Glucovance, Onglyza, Betes, Forxiga, Galvus, Xigduo,
Glibenclamida, Kombiglyze XR, Pioglitazona, Amaryl, Victoza,
Azukon, Stanglit, Meritor, Nesina e Glimepirida.

A caracterizagdo amostral, dados antropométricos e
resultados de exames dos grupos caso e controle de indivi-
duos esté@o apresentados na Tabela 01.

Tabela 01 - Caracterizagdo amostral, dados antropométricos e resultados de exames dos grupos caso e
controle de individuos atendidos no Laboratorio Clinico do HPM no periodo de abril de 2017 a abril de 2018
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Variaveis Casos (n=432) Controle (n=138) p-valor Todos (n=570)
n f(%) n (%) n f(%)

Sexo

Masculino 234 54,2 64 46,4 298 523

Feminino 198 45,8 74 53,6 0.111* 272 47,7
Idade (anos)

<60 216 50,0 120 87,0 336 58,9

> 60 216 50,0 18 13,0 <0.0001* 234 411
Idade (anos)

Média (DP) 60,8 10,4 51,6 8,7 516 8,7

Min - Max 40 87 40 85 <0.00018 40 87
Glicemia (mg/dL)

<130 157 36,3 138 100,0 295 51,8

=130 275 63,7 0 0,0 <0.0001* 275 48,2
Glicemia (mg/dL)

Média (DP) 164,8 647 90,7 69 90,7 6,9

Min - Max 51 407 68 99 <0.0001% 51 407
Hemoglobina Glicada (%)

<70 133 30,8 138 100,0 271 47,5

=70 299 69,2 0 0,0 <0.0001* 299 525
Hemoglobina Glicada (%)

Média (DP) 8,3 18 53 0,3 53 0,3

Min - Max 6,5 15,8 42 56 <0.0001% 42 15,8
GME (mg/dL)

< 154 133 30,8 138 100,0 271 47,5

> 154 299 69,2 0 0,0 <0.0001* 299 525
GME (mg/dL)

Média (DP) 190,7 51,4 105,9 76 105,9 76

Min - Max 140 407 74 114 <0.00019 74 407
Insulina

Sim 96 222 - - - --

Nao 336 77,8 -- -- -- - -
Hipoglicemiantes orais

Sim 344 79,6 -- -- _ -

Nao 88 20,4 - - - --
Peso (kg)

Média (DP) 79,3 15,6 79,1 16,7 0,0 0,0

Min - Max 38 130 46 135 0.4528 0,0 0,0
Altura (m)

Média (DP) , 0,09 1, 0,09 0,0 0,0

Min - Max , 1,92 1, 1,87 0.4328 0,00 0,00
IMC (kg/m?)

Média (DP) 28,79 5,06 28,58 4,88 0,0 0,0

Min - Max 15,63 53,42 15,02 41,67 0.359% 0,0 0,0
IMC (kg/mZ2)

Baixo Peso Normal (<18,5) 6 1,4 1 0,7 7 1,2

Peso Normal (18,5 a 24,9) 72 16,7 18 13,0 g0 15,8

Sobrepeso (25,0 a 29,9) 136 31,5 39 28,3 175 30,7

Obesidade (= 30,0) 130 30,1 33 23,9 0.921¢ 163 28,6

NC 88 20,4 47 34,1 135 23,7

DP: Desvio padrao; GME: Glicemia média estimada; IMC: indice de massa corporal; NC: nao consta; *Qui-quadrado;

BMann-Whitney; P Teste G.
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DISCUSSAO

O DM é considerado uma das causas principais de
mortalidade, além de varias complicagdes, como insufici-
éncia renal, amputacado de membros inferiores, cegueira e
doenga cardiovascular.!'? De acordo com Villela et al., mui-
to embora tenha havido progressos na terapéutica do dia-
betes, essas desordens continuam sendo consideradas
mundialmente um importante causador de taxas de morbi-
dade e mortalidade, e leva a uma perda gradativa na quali-
dade de vida.™®

O DM é um disturbio progressivo que requer verifica-
¢ao continua do controle glicémico, com o intuito de regular
a orientacao no tratamento para proporcionar melhor equili-
brio dos parametros glicémicos, adequadas as necessida-
des de cada paciente.("

A prevaléncia de individuos com diabetes foi predo-
minante em homens com 54,2%, apesar de ndo apresentar
diferenca significativa em relagéo as mulheres (p>0,05). Isso
pode ser justificado pelo fato de o Hospital do Policial Mili-
tar receber mais pacientes do sexo masculino, os quais re-
presentam a maior parte do efetivo. Dessa forma, esse dado
contradiz a pesquisa realizada por Rossaneis MA et al., na
qual foi observado que 67,6% dos participantes da pesqui-
sa eram do sexo feminino, relacionando isso ao fato de que
as mulheres possuem um maior zelo com a prépria saude,
ou, ainda, um maior acesso a assisténcia médica, fato que
torna possivel o diagnéstico mais precoce que os ho-
mens.(1%16)

A pesquisa de Rossaneis MA et al. corrobora com
estudo realizado por Kogani M et al., no qual se verificou
gue a maioria dos homens, mesmo apresentando doenca
cronica, nao procurava por servigo de saude, e os princi-
pais pretextos eram tempo escasso devido a carga de tra-
balho, diferenca entre seu horario e o atendimento dos ser-
vicos de saude, inexisténcia de manifestagcdes graves e por
encontrarem maiores obstaculos para atendimento do que
as mulheres.!"”) Contudo, estudos mostram que quem reali-
za mais atividades fisicas regulares sdo os homens. Este
dado esta relacionado com outros estudos que indicavam
serem as mulheres com DM mais sedentarias do que os
homens.(1819)

Comrelacgéo a faixa etaria dos individuos, a idade mé-
dia foi de 60 anos tendo quantidades iguais de pessoas
com idades <60 e > que 60 anos. Resultado que contradiz
a pesquisa de Medeiros LSS et al., cujo estudo observou
uma maior predominancia do DM2 em pessoas com idade
acima dos 60 anos. Isso pode ser justificado pelo fato de
que, ao envelhecer, ha elevacéao e redistribuicdo do tecido
adiposo, resultando em uma intensificagéo gradativa dos
niveis de gordura abdominal, o que leva o individuo a maio-
res problemas metabdlicos, pois ocorre uma menor retira-
da de insulina pelo figado, aumento na producgéo hepatica
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de glicose e diminuigédo da captacao de glicose pelos teci-
dos periféricos.(?02"

A média da glicemia de jejum do grupo caso foi de
164,8 mg/dL; 63,7% apresentaram valor > 130 mg/dL.
Comumente, as avaliacdes com base na medida da glicose,
glicemia de jejum (GJ) e o teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG) tém sido os testes aconselhados para o diagnésti-
co do DM, sendo a GJ o teste de escolha.®?? Estes para-
metros separam consideravelmente um grupo com mortali-
dade antecipada aumentada e com maior ameaca para
complicagdes microvasculares e cardiovasculares.®

Quanto a hemoglobina glicada, 69,2% apresentaram
A1c>7,0% com média de 8,3% entre os individuos. As do-
sagens de glicemia de jejum e de A1c séo utilizadas no au-
xilio para o controle de DM, pois proporcionam informacgdes
diversas sobre os niveis de glicemia. Os valores de Alc re-
fletem principalmente a glicemia média no periodo aproxi-
mado de 12 semanas anterior a coleta, enquanto que a
glicemia de jejum representa a glicemia do periodo proxi-
mo da coleta da amostra de sangue.? A glicemia média
estimada juntamente com a A1c apresentaram resultados
idénticos, uma vez que a GME é um caélculo utilizado para
converter os valores da A1c em mg/dL.®

A American Diabetes Association (ADA) e a Organi-
zacao Mundial da Saude (OMS) também recomendou re-
centemente Alc (= 6.5%) para o diagnéstico de diabetes.??
Além disso, a ADA caracterizou a A1c quanto a classifica-
¢éo de individuos em alto (A1c 5,7% - 5,9%) ou muito alto
risco de diabetes (A1c de 6,0% a 6,4%), também referido
como pré-diabetes.?24

Os testes de A1c devem ser efetuados, no minimo,
duas vezes ao ano para todos os pacientes, entretanto, quan-
do o individuo ndo obtém um controle adequado, aconse-
Iha-se fazé-los de trés em trés meses. Adosagem de A1c é
recomendada tanto para os pacientes com diabetes tipo 1
como para os de tipo 2, sendo que o objetivo para se esta-
belecer o controle eficaz, nas duas situagdes, é inferior a
7%, tanto no adulto como no adulto jovem.®

Apo6s a normalizacédo da glicose no sangue, os niveis
de A1c, ao contrario da glicemia de jejum, ndo voltam ao
normal instantaneamente. O intervalo para que a A1c alcan-
ce os niveis satisfatérios apés um caso de descontrole é
cerca de dez semanas. Sendo assim, a repeticdo do exa-
me de A1c para analisar a efetividade da terapéutica deve
ser feita de dois a trés meses apo6s o inicio ou a mudanga
no tratamento. Antes desse periodo, os niveis de Alc, de
fato, ndo indicarao informacgoes Uteis.?®

O nivel elevado de A1c esta relacionado a progressao
de problemas microvasculares (neuropatias, nefropatias,
retinopatias) e macrovasculares (doencas coronarianas,
doencas vasculares periféricas, acidente vascular ence-
falico) que diminuem a perspectiva de vida em sete a oito
anos.® Além disso, estudos apontam que o aumento de 1%
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na A1C foi relacionado a um aumento de 26% no risco de
morte sem relagdo com a idade, pressao arterial, colesterol
sérico, IMC e tabagismo.?®

Alguns pacientes relataram o uso de medicacéo para
o controle do diabetes, correspondendo a 22,2% em uso
de insulina e 79,6% usando algum tipo de hipoglicemiantes
orais. De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes,
a associacdo de diferentes farmacos com diferentes meca-
nismos de acéo apresentou beneficio confirmado na tera-
péutica e deve ser empregada no tratamento do Diabetes.?®
O tratamento do DM, a partir da insulinoterapia, pode ser
instituido em fases prévias quando apenas mudancas no
estilo de vida juntamente com os hipoglicemiantes orais fo-
rem incapazes de manter o controle glicémico ideal.??") To-
davia, a insulinoterapia e o uso de hipoglicemiantes orais
de forma isolada ndo demonstraram ser capazes de fazer
um controle glicémico adequado.

No presente estudo, através do IMC, no grupo caso foi
observado que 31,5% (136/344) dos individuos apresenta-
ram sobrepeso e 30,1% (130/344) obesidade. A elevacao
do IMC e dos lipidios aterogénicos no pré-diabetes e no
diabetes tipo 2 faz com que haja um estresse metabdlico
que afeta a sintese de HDL, aumentando a disfungéo das
células pancreaticas e a resisténcia a insulina.?® Essa di-
minuicdo dos niveis de HDL pode, consequentemente, pre-
judicar o controle glicémico e adiantar o desenvolvimento
para o diabetes tipo 2 em individuos pré-diabéticos. Com
isso, os niveis aumentados de triglicérides evidenciam a
capacidade de modificar a secregdo de insulina ao longo
das vias metabolicas dos acidos graxos livres inflamatoérios
e interferir na funcao e a sobrevida das células beta pancre-
aticas.®)

Mesmo sem ter relagdo com outras variaveis, a obesi-
dade também evidencia vinculo com a alteragéo nos niveis
glicémicos. Um dos aspectos decisivos para a preserva-
¢éo da hiperglicemia é o excesso de peso, que ocorre a
partir de varios processos, como o aumento dos acidos
graxos livres circulantes, a diminuicdo da adiponectina e
secrecgao de citocinas pelo tecido adiposo, que, em ultimo
caso, intensifica a resisténcia a insulina.®

Além de utilizar medicamentos de maneira adequa-
da, ter um bom controle do diabetes mellitus e a prevengao
de seu surgimento, é preciso também mudangas no estilo
de vida que abrange principalmente dieta e atividade fisica,
além de outras causas mediadas pela autoestima, estresse,
atitudes psicologicas e necessidade de cuidar de si pro-
prio.0)

CONCLUSAO
Ao observar os niveis glicémicos elevados dos paci-

entes diabéticos, o presente estudo revelou que, mesmo ao
fazer uso de medicamentos hipoglicemiantes, os individuos
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nao apresentaram um bom controle glicémico. Deve-se
lembrar que a permanéncia dos niveis glicémicos entre 100
e 125 mg/dL e A1c <7,0 % é o ideal para pacientes diabé-
ticos.

O estudo também mostrou que a prevaléncia maior
de individuos diabéticos foi do sexo masculino, contrastan-
do com diversos outros estudos que mostram que o maior
acometimento de diabetes ocorre no sexo feminino,('®'®
sendo justificado, porém, pelo fato de o estudo ocorrer no
Hospital do Policial Militar, onde a maioria do efetivo da
corporacgéao é do sexo masculino.

Além disso, os testes de glicemia de jejum, Alc e
glicemia média estimada mostraram ser uteis no diagnoés-
tico da Diabetes Mellitus. Mesmo havendo outros testes
para a avaliacao do controle da glicose, essa triade se re-
velou imprescindivel tanto para o diagnéstico como para o
acompanhamento dos niveis glicémicos em pacientes di-
abéticos.

Abstract

Objective: To analyze glycemic levels and to evaluate the glycemic
control of diabetic patients through glycated hemoglobin, fasting glycemia
and estimated mean glycemia (GME). Methods: A survey of
anthropometric data and laboratory tests of patients attended at the
Clinical Laboratory of the Military Police Hospital of Goias was carried
out from April 2017 to April 2018. Results: A total of 570 patients were
evaluated, of which 298 (562.3%) men and 272 (47.7%) women. Of these,
138 were from the control group and 432 were diabetic (cases), of these
54.2% were men and 45.8% were women, with a mean age of 60.8 (£10.4).
In the case group, 36.3% (157/432) presented glycemia < 130 mg/dL
and 63.7% (275/432) >130 mg/dL. Still in this group, 30.8% (133/432)
had A1c <7.0% and 69.2% (299/432) >7.0%. All of these results showed
p <0.05, except for sexes. Among diabetic patients, 22.2% (96/432)
reported insulin use and 79.6% (344/432) use of oral hypoglycemic
agents. Conclusion: It was observed that most diabetics did not
adequately control glycemic levels, even in patients with hypoglycemic
agents. In view of the complications caused by DM, it is indispensable
to dose A1c to monitor glycemic control and the possible prevention of
such complications.
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Diabetes Mellitus; glycated hemoglobin A; blood glucose
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Validar o uso do teste soroldgico para toxoplasmose em papel filtro em amostras
de sangue de gestantes do municipio de Goiania e regido metropolitana. Métodos: Trata-se
de um estudo prospectivo, onde foram coletadas 1.006 amostras de sangue em gestantes
no municipio de Goiania e regido metropolitana. Todas as gestantes que concordaram par-
ticipar da pesquisa assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A avaliagéo
do perfil sorolégico foi realizada pela técnica de ELISA (ensaio imunoenzimatico), com amos-
tras de soro e papel filtro, para pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondiidas classes
IgM e IgG, sendo que o kit utilizado ndo é padronizado para a pesquisa de anticorpos IgM no
papel filtro. A analise estatistica foi processada no banco de dados do programa Epilnfo®
versdo 3.2.1, que avaliou a prevaléncia de soropositividade, frequéncia de positividade no
soro, frequéncia de positividade no papel filtro, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e indice kappa. Resultados: Na andlise realizada no soro
obtiveram-se 421 amostras positivas para anticorpos da classe IgG e trés positivas para
anticorpos da classe IgM. Em papel filtro obtiveram-se 443 positivas para anticorpos da
classe IgG e uma positiva para anticorpos da classe IgM. Conclusao: O estudo permitiu
identificar a semelhanga de amostras positivas tanto com o uso do soro como no papel filtro
para pesquisas de anticorpos da classe IgG, porém, para a pesquisa de anticorpos da
classe IgM, o uso do soro apresentou maior sensibilidade quando comparado ao exame
realizado com o papel filtro.

Palavras-chave
Diagnéstico; sorologia; gestantes; toxoplasmose

oculares, auditivas e morte intradtero. A taxa de soro-
conversao materna esta relacionada ao contato com uma

A toxoplasmose é uma zoonose de ampla distribuicéo
geografica, geralmente assintomatica, causada pelo
protozoario intracelular obrigatério Toxoplasma gondii. Ain-
feccdo pode ser adquirida por meio da ingestdo de carne
crua ou malcozida contendo cistos teciduais, pela ingestao
acidental de oocistos liberados pelas fezes dos felideos, que
podem estar presentes em agua e/ou alimentos, ou, ainda,
pela transmissao transplacentaria por taquizoitos."

Nesse caso, o parasito é capaz de atravessar a bar-
reira transplacentaria, atingir o concepto e ocasionar a in-
feccdo congénita, levando a perturbagdes neurologicas,

fonte de infecgéo, ao nimero de mulheres susceptiveis, res-
posta imunolégica materna e a prevaléncia em uma deter-
minada comunidade. Anecessidade de um diagnéstico pre-
coce e definitivo se faz necessaria porque auxilia na pre-
vengdo de casos mais graves.?

No curso dainfecgédo ocorrem quase que simultanea-
mente, a producéo de anticorpos da classe IgM e 1gG, que
permitem que os testes sorologicos se tornem de grande
importancia para o diagnoéstico e estabelecimento da fase
da doenca. A distingéo entre as fases aguda e cronica é de
suma importancia clinica, principalmente porque a infecgcéo
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vertical ocorre no periodo inicial da infeccdo quando a ges-
tante soronegativa passa a ser soropositiva. Existem varias
técnicas sorolégicas para o diagnostico da toxoplasmose,
e os principais testes s@o o imunoenzimatico (ELISA), teste
de hemaglutinagdo indireto (HAI) e a imunofluorescéncia
indireta (IF1).®

O método laboratorial de escolha utilizado na maioria
dos laboratérios clinicos é o imunoenzimatico (ELISA), cuja
técnica se baseia na pesquisa de anticorpos das classes
IgM e IgG e apresentam elevada sensibilidade e especi-
ficidade. A deteccédo de anticorpos IgM séo sugestivos de
fase aguda, enquanto anticorpos IgG sao sugestivos de fase
cronica.¥

O papel filtro é utilizado como uma alternativa para a
coleta do sangue total, pelo baixo custo e facilidade no
armazenamento e transporte de amostras, uma vez que es-
tas estao estaveis e néo infectantes podendo ser transpor-
tadas para laboratérios especializados sem a necessidade
de refrigeragéo e acondicionamento especiais. O papel fil-
tro é utilizado principalmente na realizagdo da triagem
neonatal (teste do pezinho) e de triagem do pré-natal (teste
da mamae) onde é realizada a pesquisa de anticorpos es-
pecificos para diversas doengas como toxoplasmose, virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), sifilis, citomegalovirus,
rubéola, hepatites B e C, doenca de Chagas e virus linfo-
tropico da célula T (HTLV).“ Portanto, o objetivo do presen-
te estudo foi validar o uso do papel filtro no teste sorolégico
para toxoplasmose.

MATERIAL E METODOS

Consideragdes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética em Pes-
quisa da Pontificia Universidade Catoélica de Goidas com o
parecer de N°36980714.5.0000.0037, em consonancia as
questdes éticas contidas na Resolugéo 466/12 do Conse-
lho Nacional de Saude.

Selegao do grupo de estudo

Foirealizado um estudo de prevaléncia em gestantes,
no municipio de Goiania e regiao metropolitana. As pacien-
tes eram provenientes do Sistema Unico de Saude (SUS) e
foram atendidas nos servigos de salide do estado de Goias,
no Centro de Atencéo Integral a Satide (CAIS) Nova Era, no
municipio de Aparecida de Goiania, na Unidade Basica de
Saude (UBS) da Vila Mutirdo, no Hospital e Maternidade
Dona Iris e na Secretaria de Promocéao Social localizada na
cidade de Inhumas-GO, no periodo de outubro de 2014 a
janeiro de 2016.

A selec¢é@o das gestantes foi aleatéria nas unidades de
salde. Apos serem convidadas e receberem todos os es-
clarecimentos a respeito da pesquisa, as que concordaram
em participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (TCLE). Quando menor de idade, foi coletada
a assinatura do responsavel legal. Em seguida foi aplicado
um questionario socioeconémico para avaliagéo dos habi-
tos alimentares, fatores demograficos, comportamentais e
obstétricos. Todas as perguntas feitas foram relacionadas
com os possiveis fatores de risco para adquirir a toxo-
plasmose, tais como: origem dos alimentos, da dgua e des-
tino do esgoto, modo de criagcdo de animais domésticos
(caes e gatos), habitos de higiene, dados obstétricos como
idade gestacional e relatos de abortos pregressos.

Coleta de amostras bioldgicas

A coleta de sangue venoso foi realizada com a utiliza-
céo de seringas descartaveis de 5 mL e imediatamente a
amostra foi distribuida nas areas demarcadas no papel fil-
tro Whatman 903®, sendo o restante acondicionado em tu-
bos de 4 mL contendo gel separador para a obtencéao de
soro, e o material identificado com as iniciais de cada paci-
ente e numero de registro. As amostras foram encaminha-
das para o Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
da Universidade Federal de Goias (IPTSP-UFG), para a
realizacdo da pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG
anti-T. gondii, tanto no soro como no papel filtro.

Avaliacao do perfil sorolégico

Foi utilizado o kit comercial SERION ELISA classic®,
seguindo todas as orientagdes do fabricante sendo que este
kit € padronizado apenas para pesquisa de anticorpos IgG
utilizando papel filtro, porém, nesta pesquisa foram realiza-
dos testes de IgM com essa marca para avaliagdo da
acuracia.

O kit SERION ELISA classic® baseia-se na interacao
especifica de anticorpos com os antigenos corresponden-
tes. As cavidades da microplaca sédo revestidas com
antigenos especificos de T. gondii. Se existirem anticorpos
especificos na amostra, estes seréo ligados ao antigeno
fixo. Um anticorpo secundario, que foi conjugado com a
enzima fosfatase alcalina, detecta e liga-se ao complexo
imune (antigeno/anticorpo). O substrato incolor p-nitro-
fenilfosfato é entdo convertido no produto corado p-nitro-
enol. Aintensidade do sinal do produto desta reacao é pro-
porcional a concentragéo do analito na amostra e é medi-
do por fotometria.

Os resultados foram apenas qualitativos, expressos em
reagentes e ndo reagentes, tanto para IgG quanto para IgM,
podendo ser encontradas qualquer uma das seguintes situ-
acles: sororreatividade (IgG reagente/IgM reagente; 19G
reagente/lgM ndo reagente; IgG ndo reagente/IgM reagente)
e susceptibilidade (IgG néao reagente/IlgM nao reagente). Ao
finalizar os testes sorol6gicos, as pacientes que apresenta-
ram sorologia condizente com a fase aguda da infecgéao fo-
ram informadas sobre os resultados e encaminhadas ao cli-
nico que as acompanhava durante o pré-natal.
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Analise estatistica

Os resultados das sorologias foram processados no
programa Epilnfo® verséo 3.2.1. Foi realizada a avaliagédo
da prevaléncia, a frequéncia de positividade no soro e pa-
pel filtro; para a comparacéo entre as amostras foi calcula-
da a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN) e o indice kappa (),
sendo que os resultados obtidos a partir da amostra de soro
foram adotados como padréao-ouro.

Os calculos de sensibilidade, especificidade, VPP,
VPN e « foram calculados em tabela de contingéncia ou ta-
bela 2x2 (Tabela 1).

Tabela 1 - Tabela de contingéncia 2 x 2 utilizada para analise

Teste Padréo Ouro Total
Positivo Negativo
Positivo a b a+b
Negativo c d c+d
Total a+c b+d n

A sensibilidade a/(a+c) é definida como a capacidade
de um teste detectar os individuos verdadeiramente positi-
vos, ou seja, de diagnosticar corretamente os doentes. A
especificidade d/(b+d) é definida como a capacidade de um
teste detectar os verdadeiros negativos, isto €, de diagnosti-
car corretamente os individuos sadios. O valor preditivo posi-
tivo a/(a+b) é a proporgéo de doentes entre os positivos no
teste. O valor preditivo negativo d/(c+d) é a proporcéo de sa-
dios entre os negativos no teste. O indice kappa informa a
proporgéo de concordancia, entre técnicas além do espera-
do, que varia de "menos 1" (completo desacordo nas leitu-
ras) a "mais 1" (completo acordo nas leituras), onde zero in-
dica 0 mesmo que leituras feitas ao acaso. Tabela 2.9

Tabela 2 - Escala de concordancia para interpretagédo do indice
kappa

Kappa Concordancia

< 0,00 Nenhuma
0,00 - 0,20 Fraca
0,21 - 0,40 Sofrivel
0,41 - 0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 1.006 amostras no papel filtro
sendo 443 positivas e 563 negativas para IgG anti-T.
gondii, uma amostra positiva e 1.005 negativas para IgM
anti-T. gondii. No soro foram 421 amostras positivas e
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585 negativas para IgG, trés amostras positivas e 1.003
negativas para IgM (Figura 1).

1.006
amostras
[ 1
Papel
filtro Soro
IgM l IgG IgM lgG
1 l 1.005 443 J 563 3 1.003 4 585
positiva gati positivas| |negativas| | positivas| |negativas| | positivas| |negativas

Figura 1. Resultado das amostras analisadas com papel filtro e soro.

A sensibilidade calculada para IgM foi de 33,3% e para
1gG foi de 89,3% no papel filtro em comparagéo com a amos-
tra de soro, sendo que a determinada pelo fabricante no
soro foi de 97,8% para IgM e de 98,2% para IgG. Em um
estudo com gestantes realizado no estado do Mato Grosso
do Sul, foi encontrada uma sensibilidade de 99,4% para IgM
e de 99,3% para IgG no papel filtro.® Em Minas Gerais, re-
alizou-se uma comparacao entre ensaios imunoenzimaticos
em amostras de papel filtro e soro, e a sensibilidade encon-
trada foi de 56,8% para IgM e de 84,0% para IgG no papel
filtro pela técnica de ensaio imunoenzimatico por fluores-
céncia (ELFA).® Em Brasilia, na analise comparativa entre
soro e papel filtro, foi demonstrada uma sensibilidade de
99,83% no papel filtro para IgM.®

Analisando-se a sensibilidade na comparacao entre
soro e papel filtro para diagnéstico de outras doencas in-
fecciosas, no estudo do Mato Grosso do Sul, foi encontra-
da uma sensibilidade de 100% para citomegalovirus IgM
e de 99,6% para IgG, de 99,5% para doenca de Chagas
IgG, de 100% para herpes simples 1 e 2 IgM, de 97,9%
para IgG, de 98,1% para hepatite C 1gG, de 99,7% para
HBsAg, de 99,5% para anti-HBC, de 100% para HTLV | e
I, de 98,9% para sifilis IgG e de 99,6% para rubéola IgM e
1gG. Em outros estudos realizados com papel filtro, no
Rio de Janeiro, foi encontrada uma sensibilidade de 100%
para deteccdo de HIV 1 e 2 e para T. pallidum, e para
anti-HCV foi de 89,58%:® no estudo realizado no Instituto
Oswaldo Cruz, foi encontrada uma sensibilidade de 90,5%
para anti-HBc, de 97,6% para HBsAg e de 78,0% para
anti-HBs.® No estudo com papel filtro em Goias foi encon-
trada a sensibilidade de 100% para doenga de Chagas.("®

A especificidade calculada para IgM neste estudo
foi de 100% e para IgG de 88,5%, no papel filtro, sendo
que a indicada pelo fabricante no soro foi de 95,7% para
IgM e de 99,4% para IgG. No estudo do Mato Grosso do
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Validagéo do teste sorolégico para toxoplasmose em papel filtro

Sul, foi encontrada uma especificidade de 99,8% para IgM
e de 99,8% para IgG no papel filtro.® Em Minas Gerais, foi
de 98,4% para IgM e de 96,9% para IgG,!'? enquanto que,
no estudo em Brasilia, foi encontrada uma especificidade
de 98,73% para IgM.®

Ao se analisar a especificidade para outras infecgdes,
o estudo do Mato Grosso do Sul encontrou uma especifi-
cidade de 97,7% para citomegalovirus IgM, de 100% para
IgG, de 99,8% para doenca de Chagas IgG, de 98,9% para
herpes simples 1 e 2 IgM, de 99,5% para hepatite C 1gG,
de 99,8% para HBsAg, de 99,8% para Anti-HBC, de 99,9%
para HTLV | e Il, de 99,9% para sifilis e de 99,8% para ru-
béola IgM e 1gG.”* No Rio de Janeiro, foi encontrada uma
especificidade de 100% para detecgcédo de HIV 1 e 2 e para
T. pallidum e, para Anti-HCV, foi de 99,81%;® no estudo
realizado no Instituto Oswaldo Cruz, foi encontrada uma
especificidade de 92,6% para anti-HBc, de 96,7% para
HBsAg e de 97,3% para anti-HBs.® No estudo com papel
filtro para doenca de Chagas em Goias, foi de 100%.(0

O valor preditivo positivo (VPP) foi de 100% para
IgM e de 84,9% para IgG. O valor preditivo negativo (VPN)
foi de 99,8% para IgM e de 92,0% para IgG. No estudo
em Minas Gerais, o VPP encontrado foi de 63,6% para
IgM e de 97,3% para IgG, e o VPN foi de 97,5 para IgM e
de 96,4% para IgG.® O indice kappa calculado para IgG
foi de 0,88, sendo classificado com uma 6tima concor-
dancia entre soro e papel filtro. Para IgM foi de 0,49, clas-
sificado com uma concordancia regular. Em um estudo
realizado em Brasilia, o k¥ encontrado foi de 0,98, indi-
cando uma 6tima concordancia entre o soro e papel filtro
para IgM.®

Sugerimos que o «k tenha sido regular para IgM de-
vido ao fato de que o kit utilizado para a realizagcé@o dos
exames ainda néo foi validado para utilizagdo do materi-
al colhido em papel filtro. Excluimos interferéncias do fa-
tor reumatoide, pois na metodologia utilizada ele é inclu-
ido para evitar falsos positivos de IgM.

CONCLUSAO

Demonstramos uma boa sensibilidade, especificidade
e uma 6tima concordancia para a pesquisa de anticorpos
da classe IgG, devido a semelhancga entre os resultados en-
contrados em papel filtro e soro. Porém, a adaptacédo do
uso do Kit comercial para a pesquisa de anticorpos da classe
IgM em papel filtro apresentou uma boa especificidade e
baixa sensibilidade, demonstrando uma concordancia re-
gular quando comparado ao soro.

Devido ao indice kappa néo ter apresentado valor es-
perado para IgM como foi para IgG, sugerimos que novas
pesquisas sejam realizadas, até que haja a padronizacao
do kit para realizacéo de exames utilizando amostras em
papel filtro.

RBAC. 2019;51(1):76-80

Abstract

Objective: To validate the use of the serological test for toxoplasmosis
in filter paper in blood samples from pregnant women from the city of
Goiania and the metropolitan region. Methods: This is a prospective
study in which 1,006 blood samples were collected in pregnant women
in the city of Goiénia and in the metropolitan region. All pregnant women
who agreed to participate in the study signed a Free and Informed Consent
Form. Serological profile evaluation was performed using ELISA
(immunoenzymatic assay), with serum and filter paper samples, to
investigate anti-Toxoplasma gondii antibodies of the IgM and IgG clas-
ses, and the kit used is not standardized for the research of IgM antibodies
on the filter paper. Statistical analysis was performed in the database of
the Epilnfo® version 3.2.1 program, which evaluated the prevalence of
seropositivity, frequency of serum positivity, filter paper positivity frequency,
sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value
and index the kappa. Results: In the serum analysis, 421 samples were
positive for antibodies of the IgG class and three were positive for
antibodies of the IgM class. In the filter paper yielded 443 positive for
antibodies of the IgG class and one positive for IgM class antibodies.
Conclusion: The study allowed to identify the similarity of positive
samples both with the use of serum and in the filter paper for IgG class
antibodies. However, for serum IgM antibodies, the use of serum was
more sensitive when compared to serum IgG. taken with the filter paper.

Keywords
Diagnosis; serology; pregnant women; toxoplasmosis
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Comunicacao Breve/Short Communication

Efetividade da administracao de Omalizumabe para tratamento
de pacientes com urticaria crénica espontanea

Effectiveness of Omalizumabe administration for treatment of patients with spontaneous
chronic urticaria

Débora Laureano de Souza'

Resumo
Jhonata Pereira Muniz' A urticaria crénica espontanea (UCE) é uma doenga que afeta uma parcela importante da
Thiago Mamoru Sakae? populagéo, gerando impactos negativos sobre a qualidade de vida e rendimento psicossocial.

A falta de resposta ao tratamento de primeira escolha imp&e uma necessidade iminente
de novas estratégias terapéuticas. O tratamento desses pacientes com Omalizumabe
tem demonstrado efeito promissor. Objetivo: Avaliar a resposta clinica de pacientes com
diagndstico de urticaria crénica espontanea ao uso de Omalizumabe em pacientes acom-
panhados em uma clinica particular no Sul do Brasil. Métodos: Estudo observacional de
coorte aberta, descritivo, exploratério. Foram avaliados os prontudrios e empregados ques-
tiondrios validados de qualidade de vida (DLQI) e escore de atividade da urticaria (UAS)
para sete pacientes. Resultados: A UCE foi verificada nas idades entre 22 e 66 anos e é
mais prevalente no sexo feminino (71,4%). Todos os pacientes estavam sendo polimedicados
com no minimo trés medicagdes para UCE sem melhora. Apds o emprego do Omalizumabe,
houve reducéo estatisticamente significante nos niveis de IgE total, na dose de corticos-
teroide (27,5 mg £ 15,0 para 0+0) e nos escores dos questionarios DLQI (12,29 * 9,46 para
4,85+ 7,96) e UAS (32,86 £ 10,37 para 12,57 = 13,32) ao longo do acompanhamento de
seis meses. Conclusao: O Omalizumabe mostrou-se uma opgéo terapéutica segura e
eficaz, apresentando efeitos benéficos como melhora da qualidade de vida, melhora dos
sintomas e diminuigéo do uso de medicagdes concomitantes.

Mariana Mangilli de Menezes®

Palavras-chave
Urticéria; anticorpos monoclonais; antagonistas dos receptores histaminicos; qualidade de
vida; corticosteroides

INTRODUCAO Quadro 1. Caracteristicas da urtica e do angioedema
L . . i Leséo Caracteristica
Urticaria Cronica Espontanea (UCE) é uma doenca - —
Urtica Edema central, de tamanho variavel, quase sempre

cutédnea caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes

) i acompanhado de eritema reflexo em sua margem
maculopapulares eritematosas, podendo estar associada

ou ndo a angioedema durante um periodo superior a seis Prurido ou sensagéo de queimagéo.
semanas. Algumas outras caracteristicas, como urtica e < .

. Y. . ) Padréo transitério, onde a pele retorna a sua
angioedema (Quadro 1), sdo importantes para a diferenci- aparéncia anterior, normalmente entre 1-24h apos o
acao de outras patologias que cursam com as mesmas le- aparecimento da lesao

sdes elementares, como sindromes autoinflamatérias e
angioedema hereditario.("
Estima-se que a prevaléncia da UCE gire em torno de

Angioedema Edema importante, eritematoso ou nao, envolvendo a
derme inferior e tecido subcutaneo, de inicio subito.

0,5%-1% na populagéo geral, sendo, de longe, a forma mais Algumas vezes apresenta dor, invés de prurido, e
comum de urticaria ndo aguda (66%-93%).? Os principais frequentemente acomete abaixo das membranas
desafios desse tipo de urticaria sdo a falha em identificar- mucosas

se um fator desencadeante e o comportamento néo previsi- Resolugdo mais lenta que a Urtica, em cerca de 72h
vel da doenga, acabando por promover frustracédo, tantos Fonte: Traduzido e adaptado de Zuberbier ("
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nos pacientes, quanto em seus médicos.® Importante des-
tacar também o grande impacto na qualidade de vida do
acometido devido ao carater cronico da doenga.("4

Em uma consulta ao banco de dados da Editora Inter-
nacional Elsevier (Scopus), pelo termo "Chronic Spontaneous
Urticaria" em titulos, resumos e palavras-chaves de artigos
ourevisoées, obteve-se resultado de 587 documentos, sendo,
293 (50%) publicados nos ultimos trés anos.® Com este
dado, é possivel observar-se a escassez literaria sobre o
tema e o interesse cientifico atual, o qual busca elucidar in-
formacdes importantes no que diz respeito as urticarias, tais
como sua etiologia, fisiopatologia e condutas terapéuticas
mais eficazes." Além disso, o desenvolvimento de duas fer-
ramentas para a verificagdo da sintomatologia - UAS - e
qualidade de vida - DLQi - dos acometidos pela UCE, tém
contribuido de maneira significativa no avanco do tratamen-
to e manejo desta patologia.®

Quanto a terapéutica, é consensual o uso de anti-
histaminicos H1 de segunda geracdo como tratamento de
primeira linha, podendo as doses ser aumentadas até qua-
tro vezes para controle dos sintomas. Todavia, nem todos
os pacientes atingem resolugao satisfatéria da UCE, mes-
mo ap6s sucessivos ajustes nas doses medicamentosas,
troca do agente anti-histaminico, uso de corticoesteroides
sistémicos, ansioliticos, antileucotrienos e associacdo de
multiplos farmacos. Nesses casos, o tratamento com
Omalizumabe, um anticorpo monoclonal anti-imuno-globulina
E (IgE) revela-se como importante alternativa para o mane-
jo da UCE.® Tal droga parece agir por dois mecanismos
distintos, ndo totalmente compreendidos: ligando-se a IgE
livre circulante; e causando downregulation dos receptores
de alta afinidade a IgE (FccRI) dos baso6filos.?

O objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto na
qualidade de vida e no grau de atividade da urticaria do
Omalizumabe em nossa populagéo.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho trata-se de um estudo de coorte aberta,
observacional, descritivo, exploratério, com abordagem
quantitativa, realizado em uma clinica particular na cidade
de Criciima, Santa Catarina, Sul do Brasil. Apés aprova-
¢ao pelo comité de ética em pesquisa institucional
(2.272.096), foram analisados prontuarios médicos dos
pacientes com diagnéstico de UCE e baixa resposta ao tra-
tamento polimedicamentoso (n = 07) no periodo de abril de
2017 a outubro de 2017.

As variaveis analisadas obtidas por meio do prontua-
rio do paciente foram sexo, faixa etaria, nivel de IgE, sinto-
mas e medicacdes prévias para UCE. O corticoesteroide
utilizado foi a prednisona com dose em miligramas. A res-
posta ao Omalizumabe, o qual foi aplicado, em média, a
cada quatro semanas em dose de 300 mg por via subcuta-
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nea, foi avaliada por meio de variaveis dependentes de es-
core de atividade da urticaria (Urticaria Activity Score - UAS)
e de qualidade de vida (Dermatology Life Quality Index -
DLAQI), verificados antes da primeira aplicacéo e apos as
aplicacdes posteriores de 2 a 7 meses de tratamento.

O UAS,” um questionario previamente validado, é
composto por duas variaveis: nimero de lesdes urticari-
formes (0-3 pontos) e a intensidade do prurido (0-3 pon-
tos). O paciente deve ser instruido a avaliar cada variavel
uma vez por dia, no mesmo horario, por sete dias conse-
cutivos. O resultado final pode variar de 0 a 21 pontos para
cada variavel e quantifica a atividade da UCE durante a
semana.

O DLQi avalia como a alteragdo dermatolégica impacta
o dia-a-dia do paciente em seis dominios: sintomas e senti-
mentos, atividades diarias, lazer, trabalho e escola, relacio-
namento pessoal e tratamento, e aceita como respostas:
realmente muito (3), bastante (2), um pouco (1), nada ou sem
relevancia (0). O escore varia de 0-30, sendo escores mai-
ores apontando maior impacto na qualidade de vida. Asoma
é interpretada como em niveis de comprometimento na qua-
lidade de vida: sem comprometimento na qualidade de vida
(0-1), comprometimento leve (2-5), comprometimento mo-
derado (6-10), comprometimento grave (11-20) e compro-
metimento muito grave (21-30).

Os dados coletados foram analisados com auxilio do
programa Microsoft Excel utilizando-se a estatistica descri-
tiva. As varidveis quantitativas foram testadas nas compa-
racdes de antes e depois da intervengdo com o Omalizu-
mabe pelo teste t pareado. O nivel de confianga adotado foi
de 95% (p<0,05).

ETICA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa institucional (protocolo 2.272.096) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC).

RESULTADOS

As caracteristicas gerais da amostra (n=7) consisti-
ram em idades de 22 a 66 anos e 71,4% do sexo feminino
(Tabela 1).

Entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais da
amostra (Tabelas 1 e 2), observou-se a presenca de
angioedema em 28,6% dos pacientes e 71,4% deles apre-
sentavam comorbidades, sendo 54,54% de origem atépica
(rinite alérgica, dermatite atépica e asma). Antes do uso de
Omalizumabe, os pacientes estavam sendo polimedicados,
em média, com 4,42 medicamentos. As medicagdes mais
prevalentes foram os anti-histaminicos H1 de primeira ge-
racao (Anti-H1 G1) (100%), antidepressivos inibidores se-
letivos da receptacao de serotonina (ISRS) (100%), cortico-
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais da amostra

Paciente Sexo Idade Histéria Médica Idade no Duragdo Angioedema IgE total UAS7 DLQibase Tratamentos
(anos) Pregressa inicio dos da associado  (Ul/mL) base prévios
sintomas doenca
(anos) (anos)
1 M 66 Linfoma Gastrico 53 13 Nao 18 14 8 Anti-H1 G1, Anti-H1
Trombose Venosa G2, Anti- H2,
Profundq ARLCT, ISRS,
Fratura Ossea CES, Doxepina
2 F 35 Dermatite Atopica 31 4 Sim 187 42 18 Anti-H1 G1, Anti-H1
G2, ISRS, CES
3 F 59 TRH 57 2 Nao 300 21 10 Anti-H1 G1, Anti-H1
G2, ISRS
4 F 26 TAG 20 6 Nao 233 42 16 Anti-H1 G1, Anti-H1
Rinite lérgica G2, ARLCT, ISRS,
CES
5 F 22 Dermatite Atopica 21 1 Sim 3 35 15 AINES, Anti-H1 G1,
Rinite Alérgica Anti-H1 G2, ISRS,
CES
6 F 24 TAG 19 5 Nao 3000 42 17 Anti-H1 G1, Anti-H1
Dermatite atépica G2, ISRS, CES,
Anti-H2
7 M 56 - 51 5 Nao 153 34 25 Anti-H1 G1, Anti-H1
G2, ISRS, CES
Total Média + DP Média + DP Média  Total Média £ DP Média Média + DP Total

2M 41,1+£181
5F

36+17,1 51

Sim(n=2); 41,1181 556+ 41,1+18,1 AINES (n=1);
Nao (n = 5) Anti-H1 G1 (n=7)
Anti-H1 G2 (n = 7);
Anti-H2 (n=2)
ARLCT (n = 2);
CES (n = 6);
ISRS (n=7)

TAG, Transtorno da Ansiedade Generalizado; TRH, Tratamento de Reposi¢do Hormonal; ARLCT, Antagonista do Receptor de Leucotrieno; ISRS, Inibidor Seletivo
da Recaptagao de Serotonina; Anti-H1 G1, Anti-histaminicos de Primeira geragao; Anti-H1 G2, Anti-histaminicos de Segunda geragao; CES, Corticoesteroide

Sistémico.
Fonte:Elaborado pelo autor.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra no
inicio do estudo.

Presenca de angioedema, n (%) 2 (28,6)
Comorbidades, n 11
Doencas atépicas (%) 54,54%
Medicacéo prévia para UCE, n°/DP 4,42 + 0,97

AINES 117 (14,26%)
Anti-H1 G1 7/7 (100%)
Anti-H1 G2 5/7 (71,42%)
Anti-H2 2/7 (28,0%)
ARLCT 2/7 (28,0%)
CES 6/7 (85,0%)
ISRS 7/7 (100%)

Uso de corticoide crénico, n° (%)
Niveis de IgE (Ul/ml)

Fonte: Elaborado pelo autor

4 (57,14%)
599 (3 - 3000)

esteroide (CES) (85%) e anti-histaminico H1 de segunda
geracao (Anti-H1 G2) (71,42%). O uso de CES cronico foi
realizado por 57,14% dos pacientes e um paciente apre-
sentou multiplas fraturas 6sseas. O nivel de IgE médio inici-
al foi de 599 Ul/mL.

RBAC.2019;51(1):81-6

Apos o tratamento com Omalizumabe, a resposta de
cada paciente foi avaliada com o DLQI e UAS™antes e ap6s
o tratamento. Antes da primeira aplicagdo com Omalizu-
mabe, o escore UAS(") teve média de 32,86 (n=7); no pri-
meiro més apo6s a aplicacao foi de 18,29 (n=7), no segun-
do més foi de 11,7 (n=6), no terceiro més foi de 22,33 (n=3),
no quarto més foi de 6 (n=4), no quinto més, de 8,33 (n=2)
e no sexto més, de 4 (n=1) (Grafico 1). O score DLQI, por
sua vez, foi de 12,29 (n=7) antes da aplicagéo, no primeiro
més apos a aplicagao foi de 7,43 (n=7), no segundo més
foi de 8,25 (n=4), no terceiro més, de 11,13 (n=3), no quar-
to més, de 0,5 (n=2), no quinto més, de 1 (n=3) e no sexto
més, de 0 (n=1) (Grafico 2).

As medicagdes usadas durante o tratamento com
Omalizumabe estdo evidenciadas no Grafico 3. Todos os
pacientes usavam medicag¢des, antes do tratamento, na
média de 4,42; no primeiro més apés a aplicacdo do
imunobiolégico, a média de medicacdes foi de 3,14 (n=7),
apo6s a segunda aplicacéo foi de 2 (n=5), apés a terceira
aplicacdo, de 2,66 (n=3), ap6s a quarta aplicacéo, de 2 (n=2)
e, ao quinto més, os pacientes nao fizeram mais uso de
medica¢des concomitantes (n=2) (Grafico 3).
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Analisaram-se as doses de CES utilizadas cronica-
mente pelos pacientes (n=4) antes do uso de Omalizumabe,
as quais eram, em média, de 27,5 mg. No primeiro més
apo6s a aplicagcéo, houve reducéo para 11,25 mg (n=4), no
segundo més a dose foi de 1,66 mg (n=3) e no terceiro més
a dose foi de 5 mg (n=1) e, partir do quinto més, o uso de
CES foi suspenso (Gréfico 4). Efeitos colaterais (n=2) apre-
sentados pelos pacientes ao uso de CES a longo prazo fo-
ram fraturas ésseas e infecgédo fungica disseminada.

Os efeitos colaterais de eritema papular no local da
aplicacao e tosse em resposta ao Omalizumabe foram apre-
sentados por 28% dos pacientes.

Grafico 1 - Escore UAS 7 durante tratamento com
Omalizumabe
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durante tratamento com Omalizumabe
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Grafico 4 - Dose de corticosteroide durante
tratamento com Omalizumabe

Corticoide (mg/dia)
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DISCUSSAO

A UCE foi mais prevalente no sexo feminino com ida-
de predominante entre 21 e 40 anos, resultado semelhante
a estudo realizado na Espanha,® o qual aponta a prevaléncia
da doenca duas vezes maior em mulheres do que em ho-
mens. Também se assemelhou na faixa etaria a estudos 10
que descrevem a maior prevaléncia entre a segunda e quin-
ta décadas de vida.

O angioedema, que se associa a um curso mais pro-
longado e piora da doenca('"'? esteve presente em 28,6%
dos pacientes, pouco abaixo dos 35% dos casos de UCE
com concomitancia de angioedema.™ As doencas atépicas,
por sua vez, também estiveram associadas a UCE ('Y as-
sim como o evidenciado no presente estudo.

Os pacientes com UCE refrataria ao tratamento con-
vencional possuem indicacéo de tratamento com Omalizu-
mabe pela faléncia dos tratamentos prévios ou pela presen-
ca de efeitos colaterais a eles.("

Sobre a efetividade do medicamento, 42% obtiveram
controle dos sintomas da doenca, evidenciado por um es-
core do UAS7< 6, além de 66% da melhora de qualidade
de vida, demonstrado pela diminuicdo do DLQI. Os valores
foram um pouco menores do evidenciado em estudo fase 2
de posologia do Omalizumabe (71% e 78%, respectivamen-
te).("® Tal divergéncia pode dar-se pela diferenga do perio-
do de seguimento das amostras.

O nimero de medicagdes anteriores usadas pelos pa-
cientes do presente estudo foi de 4,42+0,97, muito seme-
Ihantes aos valores basais de um estudo randomizado placebo
controlado com 323 pacientes (média de 4,32 + 2,67).('9
Apbs o uso de Omalizumabe, ao quinto més foi suspenso o
uso de medi¢gbes concomitantes.

O uso de corticoide sistémico é indicado de sete a
dez dias,!"""®porém pacientes com UCE refrataria o fazem
cronicamente!'®—57,1% dos pacientes do presente estudo
—, 0 que é preocupante, dado os efeitos colaterais em po-
tencial associado ao uso crénico, como diabetes melitus,
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hipertenséo, osteoporose e sangramentos gastrointes-
tinal.?® A maior complicagédo do uso cronico de CES, a
fratura 6ssea resultante de perda éssea,?" foi apresen-
tada por um paciente do estudo. Outro paciente apre-
sentou pitiriase versicolor disseminada predisposta pelo
CES, uma vez que este facilita infec¢des fungicas pelo
efeito inibidor do sistema imunolégico e da resposta in-
flamatéria.?

Em comparacgéo ao estudo de Sussman,® todos os
pacientes utilizaram anti-histaminicos, assim como no estu-
do comparativo 85% usaram corticoide sistémico versus
97%, 28% usavam antileucotrienos versus 16%, anterior ao
tratamento com Omalizumabe. O uso de Omalizumabe re-
duziu a necessidade de corticosteroides em 85%, resulta-
do superior a estudos com outras drogas poupadoras de
corticoides, como o metotrexato e ciclosporina.?4? O efei-
to colateral de anafilaxia ao Omalizumabe néo foi apresen-
tado no presente estudo, caracteristica que favorece a con-
sagracao recente do imunobiolégico como opgéo de trata-
mento segura para UCE refrataria.®)

Os principais fatores limitantes do uso do imunobio-
I6gico encontradas no estudo foram o alto custo da medica-
¢éo e a disponibilidade baixa no mercado.

CONCLUSAO

O Omalizumabe mostrou-se uma opgao terapéutica
segura e eficaz, apresentando efeitos benéficos para os
pacientes, como melhora da qualidade de vida, melhora dos
sintomas de UCE e diminuicao importante da necessidade
de uso de medicacdes concomitantes.

Novos estudos se fazem necessarios para a eluci-
dacédo do mecanismo de agdo do Omalizumabe e dos fato-
res que identifiquem bons respondedores ao imunobiolégico
para, assim, reduzir o periodo de laténcia para o inicio de
um tratamento efetivo nesses pacientes e evitar os efeitos
colaterais de uma das principais medicagdes adjuvantes da
UCE refrataria usado pelos pacientes, o corticoesteroide
sistémico.

Abstract

Introduction: Chronic Spontaneous Urticaria (CEU) is a disease that
affects a significant portion of the population, generating negative
impacts on quality of life and psychosocial performance. Lack of
response to first-line treatment imposes an imminent need for novel
therapeutic strategies. The treatment of these patients with
Omalizumab has shown a promising effect. Objective: To evaluate
the clinical response of patients diagnosed with Chronic Urticaria
Spontaneous to the use of Omalizumab in patients followed at a private
clinic in the South of Brazil. Methods: Observational, open cohort
study, descriptive, exploratory. The validated questionnaires
Dermatology Life Quality Index (DLQI) and Urticaria Activity Score (UAS)
for seven patients were evaluated. Results: The CEU was verified in
the ages between 22 and 66 years and more prevalent in the female
(71.4%). All patients were being treated with at least three CEU
medications without improvement. After the use of Omalizumab, a
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statistically significant decrease at a dosage of corticosteroids
(27.5mg+15.0 to 0+0) and DLQI questionnaires scores (12.29+9.46 to
4.85+7.96) and UAS (32.86+10.37 to 12.57+13.32) over the six-month
follow-up. Conclusion: Omalizumab proved to be a safe and effective
therapeutic option, with benefits such as improved quality of life,
improvement of symptoms and decreased use of concomitant
medications.

Keywords
Urticaria; monoclonals antibodies; histamine antagonists; adrenal cortex
hormones; quality of life; corticosteroids
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importancia e contribuicdo cientifica para o desenvolvimento da area.
Manuscritos aprovados poderédo sofrer alteragées de ordem editorial, desde
que nao alterem o mérito do trabalho. Manuscritos recusados pelos
pareceristas/ revisores serdo informados imediatamente aos autores.

A Revista Brasileira de Anélises Clinicas esta estruturada em 15 segbes ou
areas tematicas, cuja indicagao devera ser feita pelos autores, no momento da
submissao do manuscrito, sendo elas:

1. Bacteriologia Clinica

2. Virologia Clinica

3. Micologia Clinica

4. Parasitologia Clinica

5. Imunologia Clinica

6. Bioquimica Clinica e Biologia Molecular

7. Hematologia Clinica e Imunohematologia

8. Citologia Clinica e Anatomia Patolégica

9. Boas Praticas de Laboratorio Clinico e Biosseguranca

10. Gestao e Controle da Qualidade no Laboratério Clinico

11. Bioética e Etica em Pesquisa

12. Historia da Saude e Ensino das Analises Clinicas

13. Microbiologia de Alimentos

14. Patologia Clinica Veterinaria/ Medicina Veterinaria Laboratorial

15. Toxicologia Clinica e Biologia Forense

Os manuscritos poderdo ser submetidos dentro das categoriais de comu-
nicagéo cientifica designadas abaixo:

ARTIGOS ORIGINAIS: trabalhos nos quais sao informados os resultados
obtidos em pesquisas de natureza empirica ou experimental original, cujos
resultados possam ser replicados e/ou generalizados. Deverdo atender aos
principios de objetividade e clareza da questao norteadora. Os artigos originais
deverao ser estruturados de maneira a conter: titulo (até 250 caracteres entre
letras e espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espaco), resumo/
abstract estruturado (até 250 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6
termos), introdugdo, material e métodos, resultados, discussao, conclusao e
referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O texto nao devera exceder
5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

ARTIGOS DE REVISAO: trabalhos com avaliagées criticas e sistematizadas
da literatura sobre um determinado assunto que devera dar ao leitor uma cobertura
geral acerca do tema apresentado. Os artigos de revisdo deverédo conter: titulo
(até 250 caracteres entre letras e espago), titulo corrido (até 40 caracteres entre
letras e espago), resumo/ abstract ndo estruturado (até 200 palavras), palavras-
chaves/ keywords (3 a 6 termos), texto ordenado (titulos e subtitulos), opinides
e conclusdes (quando couber) e referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O
trabalho ndo devera exceder 5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras
e referéncias. Estes trabalhos sao escritos a convite do editor.

ARTIGO DE ATUALIZAGAO: trabalhos descritivos e interpretativos com
base em literatura recente sobre o estado atual de determinado assunto. Os
critérios técnicos que deverao ser utilizados sdo os mesmos definidos para os
Artigos de Revisdo. Estes trabalhos sdo também escritos a convite do editor.

COMUNICAGAO BREVE: ttrabalhos originais cuja relevancia para o
conhecimento de determinado tema justifica a apresentagao cientifica de dados
iniciais de pequenas séries ou dados parciais de ensaios clinico-laboratoriais.
Sua estruturagao devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espacgo),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract
estruturado (até 200 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6 termos),
introdugéo, material e métodos, resultados, discusséo, conclusao e referéncias
bibliograficas (até 25 referéncias). O texto ndo devera exceder 3000 palavras,
excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.
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RELATO DE CASO: trabalhos com descrigdo detalhada e analise critica
de casos clinico-laboratoriais atipicos que, pela sua raridade na literatura ou
apresentagdo nao usual, merecem uma divulgagéo e discussao cientifica.
Os relatos de casos deverdo conter: titulo (até 200 caracteres entre letras e
espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/
abstract com contexto e relato contendo descrigédo, discussdo e conclusédo
(até 200 palavras), introdugéo, apresentacdo e relato do caso, discussao,
conclusao e referéncias bibliograficas (até 25 referéncias). O texto ndo devera
exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

NOTA TECNICA: Descrigao/ validagao de instrumentos, métodos e técnicas.
Sua estruturagéo devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espago),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract estruturado
(até 200 palavras), introdugdo, metodologia e referéncias bibliograficas (até 30
referéncias). O texto ordenado (titulos e subtitulos) ndo devera exceder 5000
palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

RESENHA: Revisao critica de obra recém publicada (até 3 anos), orien-
tando o leitor quanto a suas caracteristicas e usos potenciais. E fundamental
que ndo se trate apenas de um sumario ou revisdo dos capitulos da obra,
mas efetivamente uma critica. Este tipo de contribuicdo esta limitado a 6
paginas, incluindo todos os seus elementos. Nao ha resumo/abstract.

IMAGENS EM ANALISES CLINICAS: maximo de duas figuras com quali-
dade de 300 dpi gravadas em ".jpg" ou "tif" e até 3 autores e trés referéncias
que nao deverdo ser citadas no texto. As imagens deverdo conter titulo descri-
tivo. O texto devera conter um maximo de 300 palavras com énfase na carac-
terizagao das figuras. Agradecimentos ndo deverdo ser declarados.

CARTA AO EDITOR: correspondéncias de contetdo cientifico com comen-
tarios, discussdes ou criticas a artigos recentes (dois nimeros anteriores)
publicados na Revista Brasileira de Andalises Clinicas ou ainda com relatos de
pesquisas originais, achados técnico-cientificos significativos, opinides quali-
ficadas sobre um tema especifico das andlises clinicas, bem como mengées
ou obituarios de personalidades da area da saulde e analises clinicas onde
devera ser destacado seu perfil cientifico e sua contribuigdo académica e pro-
fissional. Os autores de artigos originais citados por terceiros serdo convida-
dos a responder aos comentarios e criticas a eles dirigidos. Nesta categoria,
o texto tem formato livre, mas nédo devera exceder 500 palavras e 5 referéncias.

EDITORIAIS: escritos a convite do editor, sob tema especifico, mas con-
siderando a area de enfoque da Revista Brasileira de Anélises Clinicas.
Deverao conter um maximo de 2000 palavras e até 10 referéncias biblio-
graficas. Nao serao aceitos editoriais enviados espontaneamente.

A Revista Brasileira de Anélises Clinicas avalia manuscritos para publica-
¢ao em portugués e inglés. Manuscritos em portugués devem estar em conso-
nancia com a norma culta. A submissdo de manuscritos em inglés é enfatica-
mente estimulada pelo Conselho Editorial. Quando neste idioma, recomenda-
se a revisdo por profissional que tenha o inglés como primeira lingua e de
preferéncia, familiarizado com a area do trabalho. O Conselho Editorial, caso
considere necessario, podera enviar os manuscritos submetidos em inglés
para um revisor do idioma, repassando os custos aos autores, apés a autori-
zagao expressa dos mesmos. em inglés para um revisor do idioma, repas-
sando os custos aos autores, apos a autorizagdo expressa dos mesmos.

A estrutura geral do manuscrito devera acompanhar a normalizagédo
técnica conforme o quadro abaixo.

= RA [0S AR 0
Portugués Inglés

Titulo Completo Complete Title

Incluir versdo em Inglés Incluir versao em Portugués
Titulo Corrido Running Title

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Autores Authors
Resumo Abstract

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Palavras-Chave Keywords

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Introducgao Introduction
Material e Métodos Material and Methods
Etica Ethics
Resultados Results
Discussao Discussion
Concluséo Conclusion
Conflito de interesse Conflicts of Interests
Suporte Financeiro Funding Sources
Agradecimentos Ackowledgements
Referéncias References
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TiTULO COMPLETO: Devera ser breve e indicativo da exata finalidade
do trabalho. Recomenda-se iniciar pelo termo que representa o aspecto
mais relevante da pesquisa com os demais termos em ordem decrescente
de importancia. O titulo ndo devera conter nenhuma abreviatura e os nomes
das espécies ou palavras em latim deverdo vir em letras mintsculas (exce-
tuando-se, quando for o caso, a primeira letra da palavra) e em italico.

TITULO CORRIDO: Devera ser resumido e conter a ideia central do
trabalho.

AUTORES: Os nomes completos dos autores por extenso, graus aca-
démicos e filiagao institucional deverdao ser mencionados. O nome comple-
to, endereco profissional, telefone e e-mail do autor responsavel pelo ma-
nuscrito devera ser especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser con-
ciso e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importan-
cia encontrados e as conclusées obtidas. Devera ser elaborado ainda de
forma estruturada, contendo introdugédo, objetivos, material e métodos, re-
sultados, discussao e conclusdes. Referéncias nao deverao ser citadas e
o emprego de acronimos e abreviaturas devera ser limitado.

PALAVRAS-CHAVE: Deverao ser indicados termos que permitam a iden-
tificagdo do assunto tratado no trabalho. As palavras-chaves deverdo ser
extraidas do vocabulario DeCS [Descritores em Ciéncias da Saude], elabo-
rado pela Bireme, e/ou MeSH [Medical Subject Headings], elaborado pelo
NLM [National Library of Medicine]. Os vocabularios DeCS (http://decs.bvs.br/
) e MeSH (http://www.nIlm.nih.gov/mesh/) deverdo ser consultados, pois ne-
nhuma outra palavra-chave sera aceita.

INTRODUGAO: Devera apresentar a justificativa para a realizagao do
trabalho, situar a importancia do problema cientifico a ser solucionado e
estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto.
Nesta secdo, as citagdes deverdo ser restringidas ao minimo necessario. A
introdugao néo devera incluir ainda dados ou conclusées do trabalho em
referéncia. O ultimo paragrafo devera expressar o objetivo de forma coeren-
te com o descrito no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverao ser apresentados de forma breve, po-
rém suficiente para possibilitar a reprodugao e replicagdo do trabalho. Nesta
sec¢do, deverdo ser informados o desenho experimental e o material envolvi-
do, bem como devera ser feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos
ja publicados, a menos que tenham sido extensamente modificados, deve-
rao ser referidos apenas por citagdo. Fontes de reagentes e equipamentos
(empresa, cidade, estado e pais) deverdo ser mencionados. Nomes que sdo
marcas registradas deverdo ser também, claramente, indicados. Para me-
lhor leitura e compreensao, subtitulos poderdo ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secao, devera ser declarado, textualmente, o cumprimen-
to da legislagdo, quando estudos com seres humanos ou animais forem
procedidos. Devera ser mencionado também a aprovagao do Comité de
Etica correspondente da instituigdo a qual pertencem os autores responsa-
veis pelos experimentos, inclusive, informando, claramente, o numero do
parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que ndo cum-
pram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com
o minimo possivel de discusséo ou interpretagdo pessoal e acompanha-
dos de graficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nes-
ses elementos graficos, no entanto, nao deverdo ser repetidos integral-
mente no texto, evitando-se, desse modo, superposi¢des. Apenas as infor-
magdes mais relevantes deverao ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcangados, procurando, sempre que possivel, uma correlagao
com a literatura da area. Nao devera ser incluida uma revisdo geral sobre o
assunto. A repeticdo de resultados ou informagdes ja apresentadas em
outras segdes, bem como especulagdes que nao encontram justificativa
para os dados obtidos deverdo ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverdo ser concisas, fundamentadas nos resultados
e na discussdo, contendo dedugdes légicas e correspondentes aos objeti-
vos propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo,
ndo havendo necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explici-
ta, por todos os autores, a existéncia ou ndo de conflitos de interesse que
podem derivar do trabalho. Nao havendo conflitos de interesse, devera ser
escrito "Nao ha conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deverao ser informados todos os tipos de apoio,
fomento ou financiamento obtidos para a realizagdo do projeto de pesquisa.

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas
pessoas e/ou instituicdes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recur-
sos. No caso de o6rgaos de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu contetiido e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informagao foi
obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracao e ser
precedido pela palavra "Tabela", seguida por um numero identificador em
algarismos arabicos. A numeragéo das tabelas devera ser feita consecutiva-
mente, a partir da ordem de citagdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas
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de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela.
Para notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas
deverao ser elaboradas com linhas horizontais de separagao no cabegalho e
em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também
linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverdo ser digitados em
tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras
e as siglas. Nas tabelas, devera ser empregado espagamento entrelinhas
1,5, sem qualquer forma de tabulagdo ou recuos de paragrafos. O
comprimento da tabela ndo devera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e
apresentar largura maxima de 17cm. Os dados apresentados em tabelas
nao deverdo ser repetidos em graficos. As tabelas deverdao ser compostas
em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado. Devera
ser evitado um numero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragbes que ndo se enquadram no conceito de
tabela sdo consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos,
imagens e fotografias. Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em
sua parte inferior. Deverao ainda ser numeradas com algarismos arabicos,
consecutivamente, na ordem de aparecimento no texto e citadas como
figuras. As figuras deverdo ter boa resolugdo (minimo de 300 dpi), ser
gravadas em formato ".jpg" ou "tif" e medir no minimo 12 x 17cm e no maximo
20 x 25cm. As escalas deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na
figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverao ser
preparados nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato ".doc",
".docx" ou ".xIs" e ndo como imagem. Imagens produzidas em software
estatistico devem ser convertidas para formato MS-Excell, caso nédo seja
possivel converter para formato "tif". llustragdes coloridas somente poderao
ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados apresentados
nas figuras nao deverdo repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustragées serdo colocadas deverdao ser
determinados no texto. As figuras deverado ser enviadas em arquivos
separados. Ndo deverao ser enviados um numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho ci-
entifico, deverdo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publi-
cado em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals [Normas para Uniformizagdo de Manuscritos Submetidos as Re-
vistas Biomédica] pelo International Committee of Medical Journal Editors
[ICMJE] (http://www.icmje.org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/
pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf (Versdao em Portugués) ou em www.icmje.org/
urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviagdo dos titulos dos periédicos
devera seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nlm.gov/tsd/serials/
lji.html) ou no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Saude [Biblio-
teca Virtual em Saude] (http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Su-
gere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes a problemati-
ca abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa
mesma citagdo. A lista das referéncias devera ser numerada de acordo
com a ordem em que os autores foram citados no texto e ndao em ordem
alfabética. Deverao ser listados somente os trabalhos consultados e cita-
dos no texto. Citagdes de "resumo”, "dados nao publicados”, "comunica-
¢oes pessoais" ou "no prelo” poderao ser adequadamente mencionados
no texto, mas néo serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao
das referéncias sera de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagbes e mengdes no texto de informagdes colhidas em outras fon-
tes, bem como as referéncias bibliograficas deverdo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chama-
da Numérico. Neste sistema, as citagbes dos documentos deverao ter nu-
meragao unica e consecutiva, indicada pelo nimero da referéncia em expo-
ente e entre parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua
citagdo no texto, independentemente da ordem alfabética. As referéncias cita-
das em legendas de tabelas e figuras deverdo manter a sequéncia com as
referéncias citadas no texto. O mesmo trabalho mencionado mais de uma
vez devera manter, sempre que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagoes Gerais:

» Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e” entre
os sobrenomes;

» Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o
primeiro sobrenome seguido da expressao latina "et al.";

* Quando uma entidade, corporagao, editores ou projetos editoriais
assumirem a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indi-
cados/ tratados como autores;

» Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o ulti-
mo sobrenome, sem particulas de ligagdo como “de” ou “da”;

» Sobrenomes duplos, com hifens ou apostrofos ou que formem uma
expressao deverdo ser indicados em seu conjunto;

» Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobri-
nho), deverdo ser indicados ap6s os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

» Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji*® mudaram a deno-
minagao do fungo para Hortaea wemneckii, em homenagem a Parreiras Horta.
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» Mais de dois autores: Giannopoulos et al.*? também observaram maior
prevaléncia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto
NIC 3 foi mais frequente em mulheres com mais de 50 anos.

« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Dia-
betes,('” os sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, poliuria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embagada, infecgdes repetidas na
pele e mucosas, dificuldade na cicatrizagao de ferimentos, fadiga e dores
nas pernas (ma circulagao).

« Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionario de Especialida-
des Farmacéuticas,® a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas
e sua meia-vida terminal é de 15 dias.

« Sem indicagao de nome de autor: O diagnéstico de hipertireoidismo, por
sua vez, é dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.(*)

AUTORES: Os autores deverdo ser referenciados por seu sobrenome,
tendo apenas a primeira letra em maiulscula, seguido do(s) nome(s) abre-
viado(s) e sem virgulas e pontos. Todos os autores deverdo ser referen-
ciados e separados por virgulas (0 mesmo ¢ valido para livros), apesar do
estilo Vancouver recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros
autores, quando o numero de autores for maior. Deverao ser dados espa-
¢os apods as virgulas.

Observagoes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compila-
dores, esta condigdo devera ser indicada logo apos os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizagéo, a referéncia
devera ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma
entidade com subordinagdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem decres-
cente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades nao apre-
sentarem subordinagdo, estas deverdo ser separadas por ponto e virgula;

* Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia
devera ser iniciada por seu titulo;

* Quando o documento consultado for tese, dissertagdo ou monografia
devera ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese:
doutorado, tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertagdo: mestrado, mono-
grafia: especializagdo, monografia: graduacgao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituicao
Federal ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Provisoria, Leis, Decre-
tos, Portarias, Resolugbées e Cddigos), deverdo ser seguidos os padroes de
autoria/ emissao recomendados pela NBR 6023 da Associagao Brasileira de
Normas e Técnicas (ABNT, 2002), com a apresentagao grafica adaptada ao
estilo de Vancouver.

» Toda informagéo adicionada a referéncia que for encontrada em algu-
ma fonte que nao o documento consultado ou informagdo complementar a
referéncia como suporte do documento ou tradugado de alguma expressao
deve ser adicionada entre [colchetes].

TiTULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos
consultados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a
primeira palavra devera ser iniciada por letra maitscula. O texto do titulo nao
devera vir nem em negrito e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TiTULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periodicos/
revistas consultados deverdo ser referenciados abreviados e finalizados
com ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do
titulo deverdo ser eliminados, com excec¢do do ultimo, empregado para
separar o titulo do ano. Um espago devera ser dado entre o ponto colocado
ao final do titulo e o ano. A separagéo entre ano e volume devera ser feita
com a utilizagdo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
os meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, indepen-
dente da lingua do texto: Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov,
Dec. No entanto, a RBAC aceita a abreviagdo em portugués daqueles ma-
nuscritos nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagdo continua
ao longo de um volume, o més e o nimero poderdo ser omitidos. Ano, volu-
me, numero e paginas deverdo ser escritos sem qualquer espago entre eles.
Quando as paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes,
deverdo ser eliminados os niimeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edicées de documentos consul-
tados deverdo ser referenciadas apos o titulo, em algarismos arabicos,
seguidas de ponto e da palavra "edigdo" no idioma que figura na publicagéo
original e de forma abreviada. Quando for a primeira edi¢ado, essa ndo deve-
ra ser indicada. Quando houver a definicdo do local de publicagao, este
devera ser indicado em seguida a edigéo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta
devera ser reiniciada na primeira posi¢do na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

* Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

* Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical
cancer in Brunei Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui
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Instrugdes aos autores/Instructions for authors

S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castafnon-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, ltraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob
Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.

« Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller
DS, Henry MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The
Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions: background and consensus recommendations from the
College of American Pathologists and the American Society for Colposcopy
and Cervical Pathology. J Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

* Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The
gastrointestinal tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake.
Aliment Pharmacol Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

« Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List
AF. Advances in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012;
19(4 Suppl):4-15.

« Editorial com indicacao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis,
evaluation and monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

« Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

« Artigo/ Editorial sem indicagao de autoria: Improved and Emerging
Gel-free Separation and Detection Methods for Proteomics [editorial].
Proteomics. 2012;12(19-20):2902-3.

« Carta ao editor: Dettenkofer M, Conrad A. Hand hygiene prevents
MRSA transmission [letter]. Dtsch Arztebl Int. 2010;107(8):139.

« Artigo com DOI: Newman TB, Pletcher MJ, Hulley SB. Overly aggressive
new guidelines for lipid screening in children: evidence of a broken process.
Pediatrics. 2012 Aug;130(2):349-52. doi: 10.1542/peds.2012-0481.

« Autor corporativo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
Multistate outbreak of fungal infection associated with injection of
methylprednisolone acetate solution from a single compounding pharmacy
- United States, 2012. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2012 Oct 19;61:839-42.

Livros:

« Um autor/ mais de um autor: Stockham SL, Scott MA. Fundamentos da
Patologia Clinica Veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2011.

« Autor de obra e de capitulo: Rey L. Bases da parasitologia médica. 2.
Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2002.

« Capitulo: Rodrigues RMMS, Nogueira MD. Fiscalizagado de alimentos
por andlise microscopica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.
Vigilancia Sanitaria: topicos sobre legislagdo e analise de alimentos. Rio
de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2007. p. 72-80.

* Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D.
Squinca F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Edi-
tora UNB; 2008.

Teses, Dissertacoes e Monografias:

« Autor e indicacao de grau: Maranhao FCA. Andlise da expressao génica
no dermatéfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgao in vitro: pH e
diferentes fontes de carbono regulando genes. Sao Paulo. Tese [Doutorado
em Genética] — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP; 2008.

Eventos Cientificos:

« Anais com indicagao de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de
Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007.

« Anais com indicagao de autoria, trabalho e titulo: Neufeld PM, Melhem
M, Szescs MW, Santos LH, Dornelas-Ribeiro M, Maia S, et al. Espécies de
Candida isoladas de pacientes leucémicos. In: Anais do 5. Congresso Bra-
sileiro de Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Bra-
sileira de Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituigdes:

« Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Manual de diagnéstico e tratamento de doengas falciformes.
Brasilia: Ministério da Saude; 2002.

* Mais de um autor corporativo: Fundagao Oswaldo Cruz; Fundagéo
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Rela-
torio de atividades: 2006. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

 Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispde sobre
as condigdes para a promogao, protecdo e recuperagdo da saude, a orga-
nizagdo e o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras pro-
vidéncias. Diario Oficial da Unidao 20 set 1990; secao 1.

« Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regula-
menta a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a
organizagao do Sistema Unico de Satde - SUS, o planejamento da satide,
a assisténcia a saude e a articulacéo interfederativa, e da outras providén-
cias. Diario Oficial da Unido 29 jun 2011; segao 1.
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« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de
maio de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengéo e o controle da
infecgdo hospitalar. Diario Oficial da Unidao13 mai 1998; segéo 1.

* Resolugdes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funci-
onamento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; segéo 1.

Meios Eletrénicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-
Nascimento A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.:
manual identification (reference method) and automated identification (Vitek
system platform). J Venom Anim Toxins incl Trop Dis [periddicos na internet].
2012 set [acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://
www.scielo.br/pdf/jvatitd/v18n3/a11v18n3.pdf.

« Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil). RDC no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispde sobre Regula-
mento técnico para o gerenciamento de residuos de saude [resolugdo RDC
na internet]. Diario Oficial da Unido 10 dez 2004 [acesso em 28 out 2012].
Disponivel em: http://www.unesp.br/pgr/pdf/rdc30604anvisa.pdf.

« Eventos Cientificos:. Albuquerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido
MM, Felipe MSS, Silva-Pereira |. Identification and Characterization of Phase-
Specific cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides
brasiliensis. In: 4o0. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patogenos en
América Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela
[acesso em 10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitagdo de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo Sis-
tema de Gestao de Publicagées (SGP), no enderego: www.sgponline.com.br/
rbac/sgp. Outras formas de submissao, nao serdo aceitas.

Observagoes Gerais:

« A comunicagdo entre os diferentes participantes do processo editorial
de avaliagdo e publicagao (autores, revisores e editor) sera feita apenas de
forma eletrénica pelo SGP, sendo o autor responsavel pelo manuscrito in-
formado automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanga de status;

« Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha
de submissdo, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e pos-
terior acesso por meio de login e senha;

« A RBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua
participagdo no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua
participagdo, o manuscrito sera recusado;

+ O SGP atribuira a cada manuscrito um numero de registro e o autor
principal sera notificado de que o manuscrito esta completo e apropriado
para iniciar o processo de revisao;

» Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justifica-
dos e solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de
pos-graduacao ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores
ou servigos de instituicdes publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente
fundamentados por seus autores. Os pedidos de fast-track deverao vir en-
deregados ao editor da RBAC em documento em papel timbrado da institui-
¢do e carimbado por seus superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaragdo de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmissédo de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado "Titulo do
Artigo" a apreciagdo do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Analises Clini-
cas - RBAC para sua publicagdo. Nesta oportunidade, declaramos estar de
acordo com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se
propriedade exclusiva da RBAC desde sua submissao, sendo vedada a repro-
dugao total ou parcial, em qualquer meio de divulgagdo, sem que a prévia e
necessaria autorizagdo seja solicitada e concedida pela editoria da RBAC.
Declaramos também que o artigo ndo infringe os direitos autorais ou qualquer
outro direito de propriedade de terceiros e que seu conteido é de inteira res-
ponsabilidade dos autores. Declaramos ainda que este é um trabalho original
e que nao foi publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para
publicagdo em outro periddico, tanto no formato impresso quanto no eletronico.
Os autores confirmam estar cientes e concordantes com a publicagéo do arti-
go na RBAC e afirmam nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema
abordado no artigo com pessoas, entidades ou instituigdes.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

akrowpn

Data: / /
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SEU LABORATORIO CONCORRE

A PREMIOS TODO MES?

Seu laboratorio nao e um ASSOCIADO EMPRESARIAL?
Conheca os beneficios em se associar a SBAC.

Exposi¢ao da sua marca
Pagina exclusiva do laboratdrio no portal da SBAC,
0 que colabora para a exposicao e consolidacao da
marca do seu laboratorio.

Consultorias

Acesso a conteudo exclusivo das consultorias da SBAC
nas areas: Cientifica, Contabil, Financeira, Juridica e
Marketing, através do nosso portal.

— Acesso as videoaulas
Disponiveis no Centro de Ensino e
Pesquisa em Analises Clinicas - CEPAC;

L

VEUS SAUDE - Compras Compartilhadas
Plataforma de compras

exclusiva para o Associado VEUS
Empresarial SBAC.

Entre as diversas vantagens, vocé participa
mensalmente de um sorteio de prémios entre
os associados PJ em dia com suas mensalidades.

Os associados concorrem com um NUMERO DA SORTE
gerado automaticamente apds a confirmacao do
pagamento da mensalidade.

Sao passagens aéreas, inscricoes para o CBAC 2019,
hospedagens, e mais!

Saiba mais em: G SBAC

sbac-orglbr/a SSOCiadoem pl’esa ria I/ Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas





