ISSN 0370-369x

QO RBAC

SBAC Revista Brasileira de Analises Clinicas
Brazilian Journal of Clinical Analyses

Volume 48 - n° 01| Ano 2016



P N CQ G E STO R CARACTERISTICAS DO SOFTWARE

Sistema de Gestao da Qualidade

Software PNCQ Gestor, Curso para
Implantacao do Sistema de Gestao
da Qualidade e Consultoria via e-mail.

O PNCQ Gestor auxilia os Laboratérios Clinicos a elaborar e
controlar os documentos de um Sistema de Gestao da Qualidade,
afim de solicitar a Auditoria de Acreditagdo pelo DICQ.

De facil operacdo, o software apresenta mais de 80 modelos de
documentos elaborados para um laboratério ficticio, com a
possibilidade de serem livremente adaptados a sua realidade.
Também é possivel criar pastas e importar documentos para o
sistema, em diversos formatos.

e ainda:

Confira as datas e cidades
de cursos para o ano de

2016 em todas as regioes
do Pais em nosso site.

Os modelos de documentos do PNCQ Gestor atendem aos requisitos do Manual para Acreditacao do Sistema
de Gestao da Qualidade de Laboratérios Clinicos do Sistema Nacional de Acreditacao — DICQ/SBAC aplicado a
norma brasileira ABNT NBR ISO 15189:2015 — Laboratérios Clinicos — Requisitos de Qualidade e Competéncia.

O PNCQ é acreditado pelo
Cgcre do INMETRO Habilitagao
como. for de Ensaio ANVISA
T LAS

conformidade com a

REBLAS 069
Provedor de Ensaio
v de Proficiéncia

PNCQ - Programa Nacional de Controle de Qualidade

Patrocinado pela Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas

Empresa certificada pela ABNT
em conformidade com a

ABNT NBRISO 9001:2008 \\,
sob o nlimero 23.008/04 <

Nossas Certificacoes:

.-IE*.

Rua Vicente Licinio, 193 - Tijuca - Rio de Janeiro| R] | CEP: 20270-340

Tel/Fax: 55 (21) 2569 - 6867 | e-mail: pncq@pncq.org.br | Site: www.pncq.org.br



Volume 48/Volume 48 RB ! C Numero 1/Number 1

Revista Brasileira de AAnalises Clinicas
Brazilian Journal of Clinical Analysis

Sumario/Contents

CARTA DO PRESIDENTE/LETTER FROM THE PRESIDENT

1 Aquino JL
EDITORIAL/EDITORIAL
4 RBAC online: Navegando em novas aguas
RBAC online: Navigating new waters
Neufeld PM
ARTIGO DE REVISAO/REVIEW
7 Taxa de filtracdo glomerular estimada em adultos: caracteristicas e limitacdes das equacdes utilizadas

Glomerular filtration rate estimated in adults: characteristics and limitations of equations used
Brito TN, Oliveira AR, Silva AK

13 Fatores de risco e principais alteragdes citopatoloégicas do cancer bucal: uma revisdo de literatura
Risk factors and major cytopathologycal changes of oral cancer: a review of literature
Freitas RM, Rodrigues AM, Matos Junior AF, Oliveira GA

ARTIGO DE ATUALIZACAO/UPDATE
19 Aspectos da aplicabilidade da analise da curva de melting

Applicability aspects of the melting curve analysis
Tomaz PR, Santos JR, Santos PC

24 Acidentes de trabalho com material biolégico no setor hospitalar
Accidents at work with biological material in hospital sector
Luz RF, Beretta AL

ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

27 Colonizagéo por MRSA no projeto piloto do estudo SHIP-Brasil
MRSA colonization in the pilot project of the SHIP-Brazil study
Feldhaus JC, Botelho TK, Yamanaka CN, Oiliveira AC, Da Silveira JG, Cordova CM

33 Suscetibilidade a antifingicos e fatores de viruléncia de Candida spp. isoladas em Russas, Ceara
Antifungal susceptibility and virulence factors of strains Candida spp. isolated in Russas, Ceara
Menezes EA, Barbosa ACL, Cunha MCSO, Mendes LG, Cunha FA

39 Importancia da qualidade da coleta do exame preventivo para o diagnéstico das neoplasias glandulares endocervicais e endometriais
Importance of the sample collections quality in pap smear for diagnosis of glandular endocervical and endometrial cancers
Ughini SF

46 Perfil lipidico de pacientes pediatricos

Lipid profile in pediatric patients
Rover MR, Kupek E, Delgado RC, Souza LC

53 Anédlise microbioldgica de polpas de acai comercializadas na cidade de Sado Paulo
Microbiological analysis of the acai berry products marketed in the city of Sdo Paulo
Santos BA, Campofiorito MC, Pinto JL, Penteado SH, Fonseca FL, Gehrke FS

COMUNICACAO BREVE/SHORT COMMUNICATION
58 Monitoramento da qualidade da coloragdo de Papanicolaou no Instituto Nacional de Cancer
Papanicolaou staining quality monitoring in National Institute of Cancer
Araujo Junior ML, Santana DA, Almeida LB, Ribeiro FP, Guimardes CB, Carvalho FL, Pires CL

63 Prevaléncia de micoses superficiais em pacientes ambulatoriais da regido metropolitana de Porto Alegre, RS
Superficial mycoses prevalence in outpatients of Porto Alegre metropolitan region, RS
Schiinemann M, Nunes PR, Oliveira MS

68 Avaliacédo de contaminagdo bacteriana de mobiliario de laboratério de microbiologia de uma universidade do Rio Grande do Sul
Evoluation of the bacterial contamination of microbiology laboratory furniture of a Rio Grande do Sul university
Rodrigues JA, Weissmann AG, Telles TM, Mello RN

74 Pesquisa de bacilos Gram negativos ndo fermentadores no interior do corpo de torneiras em hospital privado
Research of non-fermenting Gram negative bacilli isolated from the interior of taps bodies of a private hospital unit
Silva AO, Alvarenga J, Guedes MR, Firmino R, Pereira CA

78 Relacéo entre enteroparasitoses e alteragdes hematoldgicas em criangas da regido centro-oeste do Parana
Relationship between enteroparasitosis and hematological changes in children in midwest of Parana
Mariot Netto A, Souza Brito MG, Pavanelli MF

85 INSTRUGOES AOS AUTORES / INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

RBAC. 2016;48(1):1 1



Editor-chefe/Editor-in-Chief
Paulo Murillo Neufeld (RJ)

Editores Eméritos/Honorary Editors
Mateus Mandu de Souza (RJ)

Editores Associados/Associate Editors
Mauren Isfer Anghebem Oliveira (PR)
Paulo Jaconi Saraiva (RS)

Lauro Santos Filho (PB)

ASBAC

Sociedade Brasileira de Anilises Clinicas
DIRETORIA EXECUTIVA/ EXECUTIVE BOARD

Jerolino Lopes Aquino (MT)
Presidente/President

Maria Elizabeth Menezes (SC)
Vice-Presidente/Vice-President

Jairo Epaminondas Breder Rocha (RJ)
(in memorian)
Secretéario-Geral/General Secretary

Luiz Roberto dos Santos Carvalho (BA)
Secretéario/Secretary

Estevdo José Colnago (RJ)
Tesoureiro/Treasurer

Marcos Kneip Fleury (RJ)
Tesoureiro Adjunto/Assistent Treasurer

Conselho Fiscal/Fiscal Board
Titulares / Holders
Mauren Isfer Anghebem Oliveira (PR)
Maria da Conceicéo de L. Oliveira (SE)
Lenira da Silva Costa (RN)

Suplentes/Alternates
Gilcilene Maria dos Santos (DF)
Jorge Luiz Joaquim Terréo (ES)
Paulo Roberto Hatschbach (PR)

Diretor Executivo/ Director Executive
Luiz Fernando Barcelos (RS)

Endereco paracorrespondéncia/Editorial Office

Rua Vicente Licinio, 99 Tijuca - Rio de Janeiro, RJ - Brasil
20270-902 —Fone: 21 2187-0800 — Fax: 21 2187-0805
E-mail: rbac@sbac.org.br

Afiliagdes/Affiliations

f CLINICAL AND
3 ’// LABORATORY
STANDARDS

INSTITUTE

@
i

Asociacién Mercosur de
Normalizacién

ASSOCIACAD
BRASILEIRA
DE NORMAS
TECNICAS

CONFEDERATION
LATENOAMERICANA DE
BIOQUIMICA CLINICA

ONA

RBAC

Rewista Brasileira de Amnalises Clinicas
Brazilian Journal of Clinical Analysis

Publicagédo oficial da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas — SBAC
Official Publication of Brazilian Society of Clinical Analysis

Publicacdo Trimestral/Quaterly Publication

Assinatura anual/Annual Subscription
R$ 195,00

Assinatura Internacional
Foreign Annual Subscription
US$ 48,00

Producédo Editorial e Grafica/Publisher
Trasso Comunicagao Ltda

Tiragem/Circulation
5.200 exemplares/Copies

Comité Editorial/Editorial Board

Bioquimica Clinica/Clinical Biochemistry
Alvaro Largura (PR), Marcelo Quintdo Mendes
(MG), Geraldo Picheth (PR), Marileia Scartezini
(PR), Aricio Treitinger (SC), Paolo Mocarelli (ITA),
Dulcineia Saes Parra Abdalla (SP), Ary Henrique
Filho (GO), Daniel Mazziota (AR), Antenor Henrique
Pinto Pedrazzi (SP), Jane Maciel Almeida Baptista
(MG), Marinez Oliveira Sousa (MG), José Edson
P. da Silva (RS), Rafael Noal Maresco (RS)

Citologia Clinica/Clnical Citology
Rita Maria Amparo Bacelar Palhano (MA), Celso
Rubens Loques Mendonca (RJ), André Valpassos
Pacifici Guimarées (RJ), Carlos Eduardo de Queiroz
Lima (PE), Rita Gorete Amaral (GO), Alexandre
Sherlley Casimiro Onofre (SE), Silvia Helena Rabelo
Guimarées (GO)

Controle de Qualidade/Quality Control
José Abol Corréa (RJ), Luis Fernando Barcelos
(RS), Mateus Mandu de Souza (RJ), Celso Rubens
Loques Mendonca (RJ), Gabriel de Souza Lima
Oliveira (SP)

Endocrinologia/Endocrinology
Carlos Alberto Camargo (SP), Ana Maria Menezes
(SP)

Toxicologia/Toxicology
Regina Helena Queiroz (SP), Maria da Graca Almeida
(RN)

\

Microbiologia Clinica/Clinical Microbiology
Antdénio Marcio Lopes (MG), Raimundo Diogo
Machado (RJ), Estevdo José Colnago (RJ), Amauri
Braga Simonetti (RS), Cassia Maria Zoccoli (SC),
Carmen Paz Oplusti (SP), Raissa Mayer R. Catdo
(PB)

Imunologia Clinica/Clinical Immunology
Mateus Mandu de Souza (RJ), Paulo Jaconi Saraiva
(RS), Antonio Walter Ferreira (SP), Adelaide José
Vaz (SP), Silvia Fernandes R. da Silva (CE), Manuela
Berto Pucca (SP)

Parasitologia Clinica/Clinical Parasitology
Antonio Pedro Soares (MG), Geraldo Atilio de Carli
(RS), Jerolino Lopes Aquino (MT), Alverne Passos
Barbosa (GO), Mauren Isfer Anghebem Oliveira (PR)

Micologia Clinica/Clinical Micology
Paulo Murillo Neufeld (RJ), Maria José Gianini (SP),
Regina Célia Candido (SP), Rosane Rhan (MT)

Biologia Molecular/Molecular Biology
Mario Hiroyuki Hirata (SP), Rosario Dominguez
Crespo Hirata (SP), Marcelo Avilla Mascarenhas
(RS), Kelly Melo (SP), Maria Elizabeth Menezes (SC)

Hematologia Clinica/Clinical Hematology
Jorge Fernando Teixeira Soares (RJ), Marcos Kneip
Fleury (RJ), Celso Spada (SC), Paulo César Naoum
(SP), Julio Cezar Merlin (PR), Paulo Henrique da
Silva (PR), Robson Ferreira Ferraz Santos (RJ),
José Edson Paz da Silva (RS)

Entidades mantidas pela SBAC
Entities maintained by the SBAC

PNCQ - Programa Nacional de Controle de
Qualidade/National Program of Quality Control
Coordenador/Coordinator: Francisco Edison Pacifici
Guimaraes (RJ)

DICQ Sistema Nacional de Acreditagado/
National System of Acreditation
Coordenador/Coordinator:André Valpassos Pacifici
Guimaraes (RJ)

CEPAC - Centro de Ensino e Pesquisa em
Anélises Clinicas

Post Graduation Center
Coordenadora/Coordinator: Maria Elizabeth Menezes
(8C)

CB-36 — ABNT
Superintendente/Superintendent:
Humberto Marques Tiburcio (MG)

CSM-20
Coordenador Técnico/Technical Coordinator:
Luiz Fernando Barcelos (RS)

\

Comissofes Institucionais/
Institutional Comissions

Coordenador Geral/General Coordinator:
Jerolino Lopes Aquino (MT)

Comissdo de Congressos/Congress Comission:
Coordenador Geral de Congressos/

General Congress Coordinator: Irineu K. Grinberg (RS)
Assessoria Cientifica/Scientific Advice:

Jerolino Lopes Aquino (MT); Luiz Fernando Barcelos (RS),
Marcos Kneip Fleury (RJ)

Normas e Habilitagdo/Norms and Qualification:
Coordenagéao/Coordination:

Celso Rubens Loques Mendonga (RJ)
Membros/Members: Elvira Maria Loureiro Colnago
(RJ), Mateus Mandu de Souza (RJ), Estevdo José
Colnago (RJ), Luiz Fernando Barcelos (RS), Willy
Carlos Jung (SC)

Ensino/Education:

Paulo Murillo Neufeld (RJ), Celso Rubens Loques
Mendonca (RJ), Marcos Kneip Fleury (RJ), Mateus
Mandu de Souza (RJ)

Etica/Ethics:

Henrique Tommasi Netto (ES), Francisco Einstein do
Nascimento (CE), Maria da Conceigdo L. Oliveira (SE)

J

RBAC. 2016;48(1):2
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Prezados Amigos,

Uma sociedade com 49 anos de histéria e tradicdo, mas com olhar sempre a
frente de seu tempo: Assim é a Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas — SBAC.
E € com essa visdo moderna que buscamos inovar e nos atualizar sempre, mantendo-
nos proximos dos profissionais das Analises Clinicas de todas as geracgoes.

Com um mundo cada vez mais digital, onde as informacfes sédo dispo-
nibilizadas de forma rapida e global, a SBAC se faz presente neste universo com
um portal de contetdo atualizado semanalmente, com redes sociais apresentando
contelidos diarios e agora a sua revista cientifica, a RBAC — Revista Brasileira de
Andlises Clinicas passa a ser 100% digital. De acesso aberto e irrestrito, a revista
mantém sua qualidade e caracteristicas editoriais com objetivo de divulgar pesquisa
cientifica de qualidade metodoldgica reconhecida nas diversas areas das analises
clinicas e da patologia clinica veterinaria.

Assegurando sua credibilidade e padrdes, a estrutura da RBAC online atende
as regras do ISSN, cdodigo internacional de identificacdo de titulos de publicacdes
seriadas como revistas e periodicos. Com este codigo, a RBAC atende, ainda, as
exigéncias da CAPES para que a revista mantenha a sua avaliacdo QUALIS e
referenciado pelos autores dos artigos cientificos.

Com essa medida, a SBAC, mais uma vez, se reafirma como referéncia de
conteudo extremamente qualificado e relevante, mantendo e ampliando seu
compromisso de difundir conhecimento cientifico, baseada na crenca de que é
através de pesquisa e desenvolvimento cientifico que se fortalece uma profisséo,
trazendo avancos tecnolégicos que, além da producédo de conhecimento, traz
beneficios a populagédo em geral.

Convidamos vocé a navegar pela RBAC, aprofundar seus conhecimentos,
inspirar-se a compartilhar ideias e saberes e participar de forma cada vez mais ativa
desse circulo virtuoso do conhecimento que a SBAC faz questdo de alimentar ndo
s6 com a RBAC, como também com o CEPAC — Centro de Ensino e Pesquisa em
Andlises Clinicas através dos cursos oferecidos e, ainda, com o0 CBAC — Congresso
Brasileiro de Andlises Clinicas, que chega a sua 432 edicdo em junho deste ano.

Sejam bem vindos a era digital!

Forte abraco,

Dr. Jerolino Lopes Aquino
Presidente da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC)



Editorial/Editorial

RBAC online: Navegando em novas aguas
RBAC online: Navigating new waters

Em 1851, Joseph Henry previu: "A humanidade tem seu progresso baseado
em pesquisa, estudo e investigacdo, que geram saber, conhecimento ou,
simplesmente, informacgdo. E, praticamente, para cada item de interesse, existe
algum registro de saber pertinente. A ndo ser que toda essa massa de informacao
seja armazenada de forma ordenada e que sejam especificados, corretamente,
0s meios em que serdo divulgados os respectivos contelidos, tanto a literatura
guanto a ciéncia perecerdo esmagadas sob seu préprio peso".®

Conforme Cruz et al.,® a previsdo de Joseph Henry acabou sendo confirmada
pelo enorme crescimento e profusdo de publicacdes cientificas que ocorreram no
século passado onde, inicialmente, contabilizavam-se cerca de 10 mil titulos em
formato impresso e, atualmente, contabilizam-se milhdes de revistas que utilizam
varios suportes, em especial, o eletrénico.

Em 1973, Sondak & Schwarz foram os primeiros a conceber a ideia de um
periodico em formato eletrbnico. A proposta inicial desses autores era fornecer
arquivos que pudessem ser lidos em bibliotecas, empregando computadores, e,
por assinantes individuais, utilizando microfichas.® A primeira revista cientifica em
verséo eletrénica foi a Online Journal of Current Clinical Trials, publicada em 1992,
pela OCLC [Online Computer Library Center], em Ohio, Estados Unidos, com
textos completos e graficos. A SciELO foi a primeira iniciativa de acesso eletrénico
aberto, em paises em desenvolvimento, iniciada em 1997, no Brasil, com a
publicacdo de dez titulos de revistas, quatro da area da salde.®

De maneira geral, pesquisadores consultam revistas cientificas para uma
atualizacdo em suas areas de estudos e para aplicacdo dos conteddos em suas
proprias pesquisas e no ensino de suas disciplinas. Na realidade, artigos cientificos
sao lidos com muito mais frequéncia do que qualquer outro tipo de publicacdo no
mundo. Pesquisadores e estudantes podem atingir a média de 188 artigos lidos
por ano. Um artigo pode alcancar o nimero médio de 500 a 1.500 leituras/consultas,
dependendo do campo da ciéncia. Dessa forma, uma revista cientifica de peso
editorial pode ter bem mais de 100 mil consultas, levando-se em conta a forma
tradicional de divulgacéo cientifica.®

Com as novas tecnologias de hipermidia, a informacéo cientifica assume,
guanto a sua difusao e replicacdo, possibilidades quase que inimaginaveis.
Potencialmente, essas tecnologias facilitam e popularizam o acesso a pesquisa,
estimulam a multiplicacdo das fontes de informacdo e diminuem as imposicoes
da necessidade de espaco.®

De fato, segundo Castro,® o fluxo de comunicacdo cientifica tradicional,
estruturado em etapas consecutivas e interdependentes, com um prolongado tempo
entre cada uma dessas etapas, com as novas tecnologias de informacgéo, passou
a ser realizado no ambiente virtual, sem restrices temporais e fisicas. A dindmica
de transmisséo de informacao e de publicacdo na Internet permitiu que as acbes
se sucedessem de forma concomitante e ndo mais em intervalos regulares.

De acordo também com Castro,® a publicacédo eletrénica de revistas
cientificas permitiu que os artigos passassem a estar disponiveis quase que
imediatamente ap0s aprovacao pelos editores. Essa modalidade de publicacédo
contribuiu para aumentar a visibilidade dos resultados das pesquisas e diminuir o

RBAC. 2016;48(1):4-6



RBAC online: Navegando em novas aguas

RBAC. 2016;48(1):4-6

tempo entre a aprovacao dos trabalhos e sua publicacdo em formato impresso.
Fundamentalmente, o artigo cientifico passou a ser uma unidade informacional
independente.

Marcondes® afirma que a comunidade cientifica tem visto as publicacdes
eletrénicas na Rede como um efetivo e adequado meio para por em evidéncia e
disseminar os resultados de suas pesquisas, bem como para promover e acelerar
0 avanco da ciéncia e da tecnologia. Em decorréncia disso, tem sido observado,
no grupo de pesquisadores e estudantes, uma forte tendéncia para a criacdo e
desenvolvimento de periédicos eletrénicos, inclusive com migracao total da
modalidade impressa para a virtual.

Corroborando com essa ideia, Rogers( observou que mais da metade do
corpo docente e discente de pds-graduacdes de universidades americanas
utilizavam, preferencialmente, os periddicos eletrdnicos e quase dois ter¢os desses
consideravam importante que as bibliotecas universitarias substituissem as
assinaturas impressas por aquelas eletrénicas, tendo em conta a disponibilidade
da informacéo, a facilidade de uso e a qualidade dos conteudos.

N&o ha duvidas de que a utilidade e o valor da informacao disponibilizada
pelas revistas cientificas sdo elevados para quaisquer padrées de uso. Assim
sendo, é categorico que a passagem da informacgédo do periddico em papel para o
modelo virtual mantenha ou aumente os atributos de comunicacédo, continuando a
servir a todos os padrbes de uso e busca e conduzindo a resultados sempre
positivos a comunidade cientifica.®

De acordo com Sabbatini,® a usabilidade dos recursos eletrénicos tem pro-
duzido uma mudanca importante e majoritaria na manipulacdo e gestao da
informacao cientifica, por parte dos interessados. Tem sido demonstrado que o
acesso a rede para recuperacdo dessa informacao tem assumido um carater de
grande relevancia. O acesso a partir da mesa de trabalho, a atualidade da infor-
macéo, a facilidade de se capturarem os artigos e os métodos avancados de
localizacdo, além de produzirem grande aceitagcdo a modalidade online, tém
determinado, ao mesmo tempo, uma enorme resisténcia em relacdo ao formato
impresso. Essa tendéncia pode ser confirmada, inequivocadamente, quando se
toma como base 0 caso das revistas publicadas em paises da América Latina e
indexadas na base de dados LILACS, cuja porcentagem de publicacdes eletrbnicas
passou de 18% para 78%.®

A publicacao eletrbnica surge também, modernamente, como uma promessa
de diminui¢do dos custos em relacdo ao acesso a informacgéao, pois grande parte
dos periddicos eletronicos ja disponibiliza seus contetdos de forma completa e
gratuita na Internet, para os leitores. A adogéo de periédicos eletrbnicos contribui,
igualmente, para os editores, com a reducao dos custos de publicacao e distribuicéo,
guando se compara com a modalidade impressa.®

Considerando o exposto, a Revista Brasileira de Andlises Clinicas (RBAC)
pega também carona com a tecnologia e entra na era digital, com sua versao
online. Com esse novo veiculo, esperamos aumentar a visibilidade da RBAC,
permitindo que os soécios da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC) e
os interessados nas andlises clinicas, em todo o pais, possam usufruir dos
contetidos publicados na revista. Na versdo online, a RBAC passa a ser também
acessivel em diversos paises do mundo, permitido que outras culturas tomem
conhecimento sobre o que se produz, em termos de ciéncia, na area das analises
clinicas, no Brasil.

Segundo Santos,*® o conhecimento cientifico € um bem publico e, portanto,
deve estar disponivel a todos, sem restricdo, em qualquer tempo e lugar. Como
uma revista online aberta, o acesso a RBAC serd democratizado. Isso, além de
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torna-la conhecida, amplamente, pois um maior nimero de pessoas podera ler e
acessar, de forma instantanea e simultanea, os artigos, aumentara, consideravelmente,
sua esfera de influéncia. Assim, esperamos que os artigos publicados na RBAC
tenham maior impacto e sejam citados com mais frequéncia. Artigos de acesso aberto,
conforme Eysenbach,* tém o dobro de citacdes, o que, sem duvida alguma, eleva a
importancia das revistas.

No que concerne ao processo editorial, a RBAC em sua versado online trara
maior celeridade em sua producao e distribuigcéo, disseminando a informacao cientifica
de forma mais rapida, eficiente e com maior qualidade. Os custos da revista também
diminuirdo. De acordo com Barravieira,*? editoracdes eletrénicas facilitam a ordenacéo,
a otimizacdo e trazem economia a todo o processo de publicacéo.

O objetivo da mudanca para a versdo online é claro: tornar a RBAC uma revista
moderna e dinamica, alinhada com os recursos da tecnologia de informacédo e da
internet/web, para trazer, de fato, a democratizacdo de seus conteudos, velocidade
de publicacéo, visibilidade e impacto nacional e internacional, competitividade,
cooperacéao técnico-cientifica e, acima de tudo, contribuir com o desenvolvimento das
analises clinicas no pais, tanto cientifica quanto socialmente. Assim, com o presente
numero, damos 0s primeiros passos no ambiente virtual. Desejamos que todos,
pesquisadores, estudantes, analistas clinicos e interessados no estudo das analises
clinicas tenham uma leitura prazerosa e frutifera, agora na versdo online da RBAC.
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Resumo

A taxa de filtragao glomerular (TFG) é um indicador importante para detecgédo, avaliagdo
e tratamento da doenca renal cronica (DRC) e, na pratica clinica, a investigacéo de rotina
por meio de equagdes utiliza as concentrages de creatinina sérica e da cistatina C. O
presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao da literatura, a fim de conhecer
melhor as limitagcdes e caracteristicas dessas equagfes. Foram pesquisados artigos
cientificos publicados em periédicos da literatura nacional e internacional no periodo de
2007 a 2014. Os estudos mostraram que as equacdes MDRD e CKD/EPI séo as equagbes
que apresentam melhor acuracia e maior precisao, por isso séo mais utilizadas atualmente,
porém apresentam inimeras limitagdes. Conclui-se que o uso de equacdes para estimativa
da filtragdo glomerular em pacientes adultos ja € uma maneira precisa e préatica de
avaliacdo da funcao renal. No entanto, ndo podem ser generalizadas para todas as
populagdes devido as variagdes causadas pela associacdo da massa muscular com a
idade, sexo e etnia.

Palavras-chave

Taxa de Filtracao Glomerular; Creatinina; Cistatina C

INTRODUGAO

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) é a medida da
depuracdo de uma substancia que é filtrada livremente
pelos glomérulos e ndo sofre reabsor¢cdo ou secrecao
tubular, por isso é comumente usada como a medida
padrédo da avaliacdo da funcdo renal. E um indicador
importante para deteccdo, avaliagdo e tratamento da
doenca renal crénica (DRC) e, na pratica clinica, a
investigacdo de rotina ocorre através da determinacao
das concentracdes de creatinina sérica, urinaria e da
cistatina C. Um marcador ideal para medir a TFG deve
ter uma taxa de producdo constante, ser livremente
filtrada, ndo ser reabsorvida e nem secretada pelos
tdbulos renais e nao ser metabolizada ou eliminada por
vias extrarrenais.*®

A estimativa da TFG, por meio das equacgdes que
ajustam para idade, género, superficie corporea e etnia,
deve ser realizada de rotina e em conjunto com a medida
da albuminuria. A concentracdo sérica da creatinina ndo

deve ser utilizada como indice isolado de avaliacdo da
funcdo renal e existem as equacdes que utilizam na
férmula a creatinina sérica e a cistatina C. Dentre as
equacOes utilizadas existem a de Cockcroft-Gault (CG),
a do estudo Modification of Diet in Renal Disease (MDRD)
e a Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
(CKD-EPI) para adultos e a de Schwartz para criancgas.
As equacdes para determinar a TFG estédo disponiveis
online em http://www.kidney.org. ou no site da Sociedade
Brasileira de Nefrologia.G?

A creatinina sérica € o marcador de diagnéstico
mais comumente utilizado para a estimativa da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) na rotina clinica. Devido as
interferéncias e limitacGes pré-analiticas e analiticas
importantes, a creatinina ndo pode ser considerada exata
e, apos estudos, surgiu a cistatina C, que é produzida
em concentracdes constantes por todas as células
nucleadas e filtrada livremente no glomérulo. Portanto, a
concentracao sanguinea de cistatina C depende quase
inteiramente da TFG e ndo é substancialmente afetada
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por dieta, estado nutricional, doencas inflamatérias ou
malignas e nem pela massa muscular.®?

A dosagem de ambos, creatinina e cistatina C, tem
qgue ser melhorada pela harmonizacdo dos métodos e
calibradores. Como uma medida de creatinina sérica isola-
datem um risco consideravel para classificar erroneamente
a funcédo renal, a taxa de filtragdo glomerular, calculada
pelas equacdes MDRD, Cockcroft-Gault e CKD/EPI em
adultos e a equacgédo de Schwartz em criancas, deve ser
rotineiramente calculada por laboratérios e emitida junta-
mente com a concentracdo de creatinina sérica. A equacao
proposta para calcular taxa de filtragdo glomerular com
base na cistatina C parece promissora e, pelo menos,
equivalente as equacdes estabelecidas com base na
creatinina. Valores de TFG calculados usando essas
equaclOes de predicao sdo estimativas da funcao renal,
gue permitem o reconhecimento e classificacdo da DRC,
necessarias para o encaminhamento ou ajuste de dose
do medicamento ao paciente.®?®

Diante da importancia das equacfes que estimam a
TFG na avaliacdo da funcéo renal do adulto, o presente
trabalho teve como objetivo realizar uma reviséo da literatura
a fim de conhecer melhor as limitac6es e caracteristicas
dessas equacoes.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido através de uma revisdo
de literatura nacional e internacional em artigos cientificos
publicados em periddicos, no periodo de 2007 a 2014. A
pesquisa dos artigos foi realizada nas seguintes bases
de dados bibliograficos: PubMed - NCBI (National Library
of Medicine), SciELO (Scientific Electronic Library Online),
Bireme (Biblioteca Virtual em Saude, LILACS) Library, pela
ferramenta de busca, software EndNote e do Google, utili-
zando como descritor "taxa de filtracdo glomerular”" e
"glomerular filtration rate".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A doenca renal € um problema de salde publica
gue acomete milhares de pessoas no Brasil e no mundo.
A TFG é uma das mais importantes ferramentas na
analise da funcéo renal e um indicador do namero de
néfrons funcionais. Como medida fisiologica, a TFG pro-
vou ser o mais sensivel e especifico marcador de mu-
dancas na funcgéo renal. Sua medida chamada depuracédo
ou clearence de creatinina permite uma avaliacdo mais
precisa da funcao renal, entretanto, tem suas limitacbes
devido a dificuldade associada a coleta do material.
Expressa em mL/min/1,73 m?, a TFG é importante para
a classificacdo da Doenca Renal Cronica da seguinte
maneira: estagio 1: >90; estagio 2: entre 60 a 89; estagio

3: 30 a 59; estagio 4: 15 a 29; estagio 5: <15 mL/min/
1,73 m? ou dialise.G%12

As concentracdes de creatinina sérica séo utilizadas
comumente para avaliagdo da TFG mesmo que existam
as limitacdes na pratica clinica. De acordo com a diretriz
NKF-KDOQI (National Kidney Foundation Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative), os ensaios para determinacao
da concentracéo de creatinina foram padronizados, rela-
térios de laboratério alterados e novas equacdes para a
estimativa da taxa de filtracdo glomerular (TFG) foram
desenvolvidos, a fim de substituir a medida da filtracdo
glomerular por meio da dosagem de creatinina na urina
de 24 horas. Todas essas medidas foram desenvolvidas
devido aos inUmeros erros que ja foram detectados, dentre
eles, o uso de medicamentos que modificam as taxas de
secrecao tubular de creatinina, alteracdo na ingestéo
hidrica e, principalmente, a incompreensao das orienta-
¢cOes laboratoriais para a coleta com hora marcada. (91315

Na pratica clinica, o uso de equacdes para estimar
a TFG elimina os erros causados pela coleta da urina
durante 24 horas, pois sdo ajustadas para as variaveis
que interferem na producéo de creatinina: sexo, idade,
superficie corporal e raca. Deve ser empregado prefe-
rencialmente um método de medida de creatinina sérica
calibrado, ou seja, equiparado a um método de referéncia
internacional reconhecido pelo National Institute of
Standards and Technology (NIST), que deve ser checado
pelo laboratério de analises clinicas quando vai adquirir o
reagente.®616-19)

No entanto, as equagBes ndo podem ser genera-
lizadas para todas as populacdes devido a variacéo
causada pela associacdo da massa muscular com essas
variaveis, idade, sexo e raca. Além disso, as equactes
nao levam em conta outras condi¢des clinicas, como com-
plicacdes devidas a desnutricdo, inflamacado dentre outros
problemas que comprometem a massa muscular. Essas
causas de geracao da creatinina levam a imprecisdo na
estimativa da TFG.®

Medida da TFG baseada na depuracédo de

substancias exdgenas

Segundo a literatura, a melhor avaliacdo da TFG é
baseada na depuracdo de substancias exdgenas tais
como a inulina, iohexol, diethylene triamine pentaacetic
acid (*°Tc-DTPA) !25|-lothalamate and chromium
ethylenediaminetetraacetic acid (*:Cr-EDTA). A inulina é
um polimero da frutose e preenche todos os critérios de
um marcador ideal, mas sua medida requer infuséo
continua e ndo é recomendada na rotina. O iohexol é um
contraste radiol6gico e mostra alta correlagdo com a inulina
e 0 SICr-EDTA. Contudo, os contrastes podem ser nefro-
téxicos e a utilizacdo de doses baixas é relativamente
segura. O lothalamate € um contraste radioldégico que
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tende a superestimar o clearence em relacdo a inulina,
enguanto que o *Tc-DTPA tende a subestimar o clearance
na presenca de fungéo renal normal. Porém, essas ana-
lises ndo séo utilizadas na rotina.®142%

EQUACOES QUE ESTIMAM A TFG BASEADAS NA
CREATININA

Equacdo de Cockcroft-Gault

A equacédo de Cockcroft-Gault [(140-idade) x peso/
(72 x creatinina) x 0,85 (se mulher)], em sua publicacdo
original, no ano de 1973, foi amplamente utilizada para
estimar a depuracdo da creatinina sérica. Ela foi desen-
volvida a partir de resultados de 249 homens caucasianos
hospitalizados, com idade média de 57 anos (faixa etaria
de 18 a 92 anos) e com funcao renal normal. Nao foi padro-
nizada para uma area de superficie corporal de 1,73 m? e
por isso foi criado o fator de correcéo 0,85 para mulheres
e 0 seu resultado é expresso em mL/min. E uma equacio
que superestima a TFG, porque nao considera a secrecao
tubular da creatinina, o aumento do peso em pessoas
obesas e a sobrecarga de fluidos. 5202

A férmula de Cockcroft-Gault considera a existéncia
de uma relacédo inversa entre a idade e a excrecao diaria
de creatinina urinaria. Sabe-se que esta excrecdo diaria
de creatinina (por kg de peso corporal) diminui com a
progressao da idade devido a uma reducdo também
progressiva na massa muscular (expressa em percentual
em relacdo ao peso corporal). Também na obesidade, em
que um aumento do tecido adiposo determina uma
reducdo na porcentagem de massa muscular relacionada
ao peso corporal, ocorre uma menor excre¢do diaria de
creatinina por kg de peso corporal quando se compara
com individuos com peso normal. Por sua vez, a formula
de CG considera a reducdo na excrecdo de creatinina
urinaria relacionada a idade, mas nao a relaciona com a
excrecao relativamente menor de creatinina em funcgéo
da obesidade.®

Alguns autores sugerem que a estimativa da fungéo
renal por esta férmula seja mais fidedigna do que a medida
do clearance de creatinina devido a suscetibilidade deste
ultimo método a erros. Apesar de ser uma das equacdes
mais utilizadas para estimar a TFG, ela ndo tem uma boa
acuracia. Por exemplo, em um estudo com 252 pessoas
que realizaram medida do clearance de creatinina com
coleta de urina de 24 horas, verificou-se que aproxima-
damente 1/3 delas apresentou resultados nédo confiaveis
por problemas relacionados com a coleta da urina ou com
os dados fornecidos. 02223

Esta equacédo apresenta iniUmeras limitacdes, dentre
elas temos: a TFG é estimada, mas nao corrigida, para a
area de superficie corpérea de 1,73 m?, ao contrario de
outras equagfes. Tal como acontece com a equacao
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Schwartz, também a Cockcroft-Gault foi desenvolvida
utilizando um ensaio de Jaffe desatualizado para dosagem
de creatinina, o qual deve ser reavaliado quando calculado
com métodos de creatinina calibrados. Por fim, requer o
peso corporal, o que pode ndo estar sempre disponivel,
especialmente em software de laboratorio que fornece
calculos de rotina a partir de medices de creatinina
sérica.®

MDRD

A equacédo MDRD para estimativa da taxa de filtracédo
glomerular (TFG) foi originalmente desenvolvida com base
nos dados do estudo Modification of Diet in Renal Disease
(MDRD) em pacientes com DRC e néo incluiu individuos
saudaveis. O desenvolvimento da equacdo MDRD foi
baseado no clearance de iotalamato-1*?°, considerado
padrdo ouro, portanto, ela estima a TFG (em mL/min/
1,73m?) e ndo a depuracdo de creatinina. O coorte para
desenvolvimento dessa equacao abrangeu 88% de indi-
viduos brancos com DRC, nédo transplantados, incluindo
pacientes com nefropatia diabética e média de idade de
51 anos e TFG de 40 mL/min/1,73 m2. Foi publicada em
1999 e posteriormente simplificada por outras equacdes
mais comumente usadas. Ela estima a TFG usando a
creatinina sérica, idade, raca e género a fim de observar
as diferencas causadas pela massa muscular. A MDRD
pode estimar melhor a funcdo renal em pacientes idosos,
mostrando uma predicao confiavel da TFG nessa popu-
|agao_(20,21,24)

Em sua verséo original, a equacao MDRD era calcu-
lada com as determina¢des de albumina e ureia nitro-
genada séricas. Porém, uma férmula do MDRD abreviada
com "quatro variaveis" tem sido recomendada, devido a
seu desempenho ser tdo bom quanto a equacao inicial. A
TFG calculada com a equacdo do MDRD e a TFG real
sdo muito préximas para resultados <60 mL/min/1,73m?
enguanto que a TFG excede a taxa estimada por um valor
pequeno quando a TFG é >60 mL/min/1,73m?2.0:29)

A precisdo e a acuracia do MDRD séo reduzidas
quando a TFG aumenta e em diferentes grupos étnicos.
Outras nacionalidades estao validando essa equacao,
0 que tem facilitado as comparacgdes internacionais,
como, por exemplo, quando a DRC é definida apenas
pela TFG <60 mL/min/1,73m?, a prevaléncia é de 2,5%
a 11,2% na populacéo adulta da Europa, Asia, América
do Norte e Australia. O calculo pelo MDRD, como inclui
inimeras variaveis, sdo muito complexos para a rotina
do laboratoério e requerem um relativo conhecimento de
matematica ou um programa de computacdo capaz de
realiza-lo.®%

Existem tabelas desenvolvidas, uma para mulheres
e outra para homens, que permitem aos profissionais de
saude estimar a TFG com a concentragdo de creatinina
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sérica e a idade do paciente. Essas tabelas foram base-
adas na formula do estudo MDRD de quatro variaveis, na
qgual a componente etnia negra (importante para estimar
a TFG na populagdo negra dos EUA, mas ndo na populacéo
brasileira) foi excluida. Essas tabelas mostram os valores
de TFG correspondentes a valores especificos de creati-
nina sérica entre 0,5-5,0 mg/dL e nas faixas etarias de 18
a 80 anos.?”

CKDI/EPI

O grupo Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI) desenvolveu, em 2009, uma nova
equacédo, que é uma variacao da formula do MDRD, a
partir de um estudo de coorte, que incluiu individuos com
e sem DRC. A equacdo CKD-EPI usa as mesmas quatro
variaveis que a equacdo do MDRD, mas, comparativa-
mente, apresenta melhor desempenho e previséo de risco,
além de apresentar menor viés e uma maior acuracia,
principalmente nas faixas de TFG >60 mL/min/1,73m?,
do que o estudo MDRD para uso clinico de rotina.°26-28)

Essa equacéo foi desenvolvida e validada com con-
juntos de dados de dez estudos, em um total de 8.254
participantes. Outros 16 estudos com 3.896 participantes
foram utilizados para validacdo externa, dos quais, 72%
(n= 2.810) vieram de populacfes de alto risco. Ao ser
comparada com o MDRD, o CKD-EPI mostrou precisédo
semelhante no subgrupo de pacientes com TFG <60 mL/
min/1,73m2. O CKD-EPI esta sendo considerado, pela
comunidade de nefrologia, o melhor padrédo para estimar
a funcao renal. Porém, pode superestimar TFG em paci-
entes que estdo extremamente abaixo do peso e sub-
estimar em pacientes obesos moérbidos e diabéticos. 62930

As formulas para avaliacao da TFG estéo disponiveis
em programas para palmtops, computadores e i-phones
e estdo amplamente disseminadas na internet (por exem-
plo, em websites da Sociedade Brasileira de Nefrologia e
da National Kidney Foundation). No entanto, a maioria
dos profissionais que trabalham em clinicas de atencéo
primaria a salde ainda continua sem acesso imediato a
esses equipamentos de computacdo e entdo calculam a
TFG manualmente. Esse processo é demorado, pode
atrasar o diagnoéstico e o encaminhamento para o nefro-
logista, sendo também mais sujeito a erros.??

A equacdo denominada CKD/EPI usa as mesmas
guatro variaveis que a equacao do MDRD, mas, compa-
rativamente, apresenta melhor desempenho e previsao
de desfechos adversos. As observacdes de menor viés e
maior acurécia e precisdo da equacao CKD/EPI em com-
paracdo a equacdo do estudo MDRD, particularmente
nas faixas de TFG >60 mL/min/1,73 m?, constituem a
razao para preconizar o seu uso clinico em substituicao
as equacOes de estimativa da TFG até entédo utilizadas.
Com base em dados da NHANES (National Health and

10

Nutrition Examination Survey), a TFG média estimada
foi de 94,5 mL/min por 1,73 m?versus 85,0 mL/min por
1,73 m?, e da prevaléncia da doenca renal cronica foi de
11,5% contra 13,1%, respectivamente.®®

A equacdo CKD-EPI é expressa como uma equacgao
simples: TFG = 141 X min (SCR/x, 1) oo X max (SCR/x, 1) -
1,209 X 0,993 Idade X 1,018 [se mulher] X 1,159 [negro].
Onde SCR corresponde a creatinina sérica (mg/dL), x €
de 0,7 e 0,9 para mulheres e homens respectivamente, o
€ -0,329 e -0,411 para mulheres e homens respectiva-
mente, min indica o minimo de SCR/x ou 1, e max indica
0 maximo de SCR/x ou 1.@9

Os estudos originais utilizados para a equacao CKD/
EPI foram divididos em dois grupos: populacbes de alto
risco, como pacientes com DRC clinica, com uma média
de TFG <90 ml/min/1,73 m? e populagbes de baixo risco,
como potenciais doadores de rins, caracterizada por uma
média de TFG >90 ml/min por 1,73 m?. N&do é de se
estranhar que a equacdo CKD/EPI apresente um melhor
desempenho na amostra de validagédo externa do que a
equacao MDRD, feita utilizando apenas uma populagéo
de alto risco; no entanto, essa validacao nao isenta o
problema subjacente com o desempenho de estimar a
TFG em diferentes populacdes. Os autores da equacao
CKD/EPI reconheceram isso, afirmando que "uma Unica
equacao é improvavel que funcione igualmente bem em
todas as populacdes".?®

Estudos mostram que a equacdo CKD/EPI é mais
precisa do que as outras duas equacgfes, que estimam
a taxa de TFG de uso comum. Esta conclusdo néo é
realmente pertinente para a pratica clinica, porque os
pacientes apresentam histérias clinicas, fatores de risco,
testes laboratoriais e achados de exame que informam
o risco para DRC. A diminuicdo normal da TFG com o
envelhecimento nao significa lesdao crénica subjacente
do parénquima renal em bidpsia. ApOs o diagndstico da
DRC pode-se escolher entre a equacdo CKD/EPI, para
monitorar a doenca, porém ha uma perda de precisao
guando se incluem pacientes de baixo risco, ou a equa-
¢do MDRD, que perde um pouco de precisdo nos métodos
estatisticos. @2

Equacdes que estimam a TFG baseadas na

cistatina

A cistatina C € uma proteina basica néo glicosilada
que faz parte da superfamilia de cisteinas inibidoras de
proteases. Tem um baixo peso molecular de 13 kDa e é
produzida apenas por todas as células nucleadas a uma
velocidade estavel. Foi descoberta pela primeira vez, em
1985, como um marcador endégeno promissor para avaliar
a TFG. E livremente filtrada no glomérulo e, em seguida, é
reabsorvida e metabolizada sem sofrer secrecao no tubulo
proximal. 420
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Consequentemente, embora a cistatina C seja filtrada
pelos glomérulos, seu clearance urinario ndo pode ser
medido, o que torna o estudo dos fatores que afetam seu
clearance e geracdo dificeis de realizar. Além disso, ha
evidéncia preliminar de que as concentracdes séricas de
cistatina C séo influenciadas pelo uso de corticosteroides
e estdo relacionadas a idade, sexo, peso, altura, taba-
gismo e nivel de proteina C reativa, mesmo apos 0 ajuste
para a depuracdo da creatinina. No momento, o papel
clinico para medir a concentracao da cistatina C nao foi
elucidado, mas ainda existe a possibilidade de que ela
venha a ser um marcador util de disfungéo renal precoce,
como parte de programas de rastreamento. Devido ao fato
de a cistatina C ndo depender da massa muscular, ela
parece ser mais sensivel do que a equacao do estudo
MDRD no diagnodstico precoce da DRC, principalmente
na populacao de idosos. Além disso, a cistatina C pode
ter um papel na previsdo de pacientes com DRC com
maior risco de complicacdes.??

A cistatina C é considerada um potencial substituto
da creatinina sérica como marcador de filtracdo glomerular.
Estudos mostraram que esse marcador € tao relacionado
com a filtragdo glomerular quanto a creatinina sérica.
Estudo em criancas, no inicio da insuficiéncia renal, mos-
trou que, das inUmeras equacfes baseadas na cistatina
C para avaliar a TFG, algumas apresentaram melhor
acuracia e precisao em mostrar uma diminuicdo da TFG
que as equacles baseadas na creatinina. Outras apre-
sentam similaridade entre as equacdes que usam os dois
analitos. Também foi observado que as concentracoes
séricas de creatinina e cistatina C apresentam correlacédo
forte e estatisticamente significativa.®3

CONCLUSAO

Conclui-se que o uso de equacdes desenvolvidas
para o célculo da estimativa da filtracdo glomerular em
pacientes adultos ja& € uma maneira precisa e pratica de
avaliacdo da funcao renal. Porém, ndo podem ser genera-
lizadas para todas as populacdes devido as variacdes
causadas pela associacdo da massa muscular com a
idade, sexo e etnia.

Abstract

The glomerular filtration rate (GFR) is an important indicator for the
detection, evaluation and treatment of chronic kidney disease (CKD)
and in clinical practice, routine investigation by the equations using
serum creatinine and cystatin C concentrations. This study aimed to
conduct a literature review in order to a better understanding about
the limitations and characteristics of these equations. Thus, we
based our searching on scientific articles published in periodicals
of national and international literature between 2007 and 2014. These
studies showed that the MDRD and CKD / EPI equations are the that
have better accuracy and greater precision, and because of that,
these equations are being very common nowadays, but they still
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present several limitations. We concluded that the use of equations
for estimating glomerular filtration rate in adult patients is already a
practical and precise manner to achieve the best results for renal
function evaluations. However, they cannot be widely accepted or
generalized to all populations due to variations caused by the
association of muscle mass with age, gender and ethnicity.
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Glomerular filtration rate; Creatinine; Cystatin C
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Resumo

A incidéncia de cancer tem aumentado significativamente em todo mundo, sendo um dos
mais importantes problemas de saude publica. O objetivo deste estudo foi realizar uma
revisdo bibliogréafica sobre os fatores de risco, efeitos do tabagismo e etilismo na mucosa
bucal e principais alteragdes citopatolégicas observadas no cancer bucal. Realizou-se
uma revisao sistematica através da base de dados MEDLINE e LILACS no ano de 2012,
usando-se as palavras-chave: Oral cancer, oral Cytopathology, Alcoholism, Smoking.
Foram selecionados artigos publicados entre 1986 a 2006. O cancer bucal tem aumentado
de forma significativa, estando entre os dez canceres mais frequentes, apresentando a
maior taxa de mortalidade no segmento cabega e pescogo, mas apresenta também um
grande indice de sobrevida em relagdo a outros tipos da doenca, se detectado preco-
cemente. Os fatores que estao ligados ao surgimento e desenvolvimento dessa patologia
sdo inumeros e, em relagdo a neoplasia bucal, diversos sdo os carcinégenos que
desencadeiam uma cascata de eventos resultando neste tipo de cancer. A literatura
estudada evidencia a estreita correlagdo entre os casos de cancer bucal e fatores
considerados de risco, como o tabagismo e o alcoolismo, usados isoladamente, e, ainda,
mais acentuados, se ambos os fatores estiverem associados entre si.

Palavras-chave

Neoplasias bucais; Alcoolismo; Tabagismo; Patologia bucal

INTRODUGAO

O numero de casos de cancer tem aumentado de
maneira significativa em todo o mundo, principalmente a
partir do século passado, configurando-se atualmente
em um dos mais importantes problemas de saude publica
mundial.®) Consequentemente, a incidéncia de cancer
de boca também tem aumentado de forma significativa,
sendo o sexto tumor mais comum em todo o mundo.
Nos EUA, cerca de 40 mil casos sdo diagnosticados a
cada ano.®

De todos os tumores malignos que afetam a regido
oral, 94% destes correspondem ao carcinoma de células
escamosas oral (CCEQ).® O CCEO é uma neoplasia epite-
lial maligna agressiva, que acomete principalmente o sexo
masculino na faixa etaria dos 50 aos 80 anos. Entretanto, a
incidéncia de casos entre as mulheres encontra-se seme-
Ihante a dos homens, provavelmente devido ao aumento da
exposicdo a agentes carcinogénicos.®

De etiologia desconhecida, varios fatores parecem
estar envolvidos nessa patologia, tanto extrinsecos
quanto intrinsecos, sendo que os fatores extrinsecos
incluem: o fumo de tabaco, tabaco sem fumaca, masca
de bétel, alcool, exposicdo aos fendis, infeccdes por
Candida sp. e por virus oncogénicos, bem como sifilis.®
Como fatores intrinsecos enquadram-se os estados sisté-
micos ou generalizados como desnutricdo, anemia por
deficiéncia de ferro, deficiéncia de vitamina A e susce-
tibilidade genética.®

Ha unanimidade na literatura cientifica em relagéo a
lingua ser a localizacdo preferencial para o desen-
volvimento de CCEO, seguida pelo assoalho da boca.®
No entanto, ndo ha consenso em relagdo a frequéncia
dos outros sitios anatémicos. A citopatologia € um méto-
do que se fundamenta na possibilidade de analisar as
células coletadas das lesGes e interpretar, a microscopia
de campo claro, o esfregaco corado obtido a partir do
material coletado. Em lesdes orais, as células sdo obtidas
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pela raspagem na superficie da lesdo suspeita, possi-
bilitando a analise das caracteristicas citopatoldgicas e
a classificacao da lesao. Essa técnica € bem aceita pelos
pacientes, aspecto esse que pode ser bastante Util para
o diagnéstico.®

Entre as muitas vantagens, a citopatologia se des-
taca por ser rapida, de custo baixo, ndo invasiva, uma vez
gue o material é facilmente coletado por ndo neces-sitar
de anestesia infiltrativa, sendo o incObmodo eliminado com
a utilizacdo de anestésico topico; o método também
apresenta alta especificidade e sensibilidade, o que
viabiliza a sua utilizacdo como exame de rotina; minimiza
a possibilidade de infeccdo e hemorragia em pacientes
imunossuprimidos, permitindo a aplicacdo de novas téc-
nicas quantitativas, citomorfologicas, de imunocitoquimica
e de biologia molecular, proporcionando maior precisdo
no diagnostico. Outro aspecto interessante é a identifica-
¢do de células anormais, utilizando-se programas espe-
cializados de computador que podem agilizar a analise
dos esfregacos, o diagnostico do patologista e o trata-
mento.®

Portanto, partindo desses pressupostos, o objetivo
deste estudo foi realizar uma reviséo bibliografica sobre
os fatores de risco, os efeitos do tabagismo e do etilismo
na mucosa bucal e as principais alteragfes citopato-
I6gicas observadas no cancer bucal.

MATERIAL E METODOS

Neste contexto fez-se uma revisdo bibliografica
sistematica sobre as principais alteracdes citopatologicas
da mucosa bucal exposta a carcinégenos. Descreveram-
se a epidemiologia do cancer bucal, seus fatores de risco
e os efeitos do etilismo, do tabagismo e da associagéo
no desenvolvimento deste, bem como os resultados da
citopatologia desta neoplasia. Realizou-se uma revisao
sistematica por meio do MEDLINE e LILACS no ano de
2012, usando-se as seguintes palavras-chave: Oral cancer,
oral Cytopathology, Alcoholism, Smoking. Foram sele-
cionados artigos publicados entre os anos de 1986 a 2006.
Todos os artigos encontrados, preferencialmente artigos
de revisao, revisdes sistematicas e ensaios clinicos foram
utilizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

CANCER BUCAL

O céncer é responsavel por mais de 12% de todas
as causas de 6bito no mundo, mais de 7 milhdes de
pessoas morrem anualmente dessa patologia. Com o

aumento da expectativa de vida, a incidéncia de céancer,
gue em 2002 foi de 11 milhdes de casos, alcancard,
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segundo a International Union Against Cancer (UICC),
mais de 15 milhées em 2020.

A explicacdo para esse crescimento esta na maior
exposicao dos individuos a fatores cancerigenos. A rede-
finicAo dos padrbBes de vida, a partir da uniformizacéo
das condi¢Ges de trabalho, nutricdo e consumo, desen-
cadeada pelo processo global de industrializagéo, tem
reflexos importantes no perfil epidemioldgico das popu-
lacdes. As alteracdes demograficas, com reducédo das
taxas de mortalidade e natalidade, indicam o prolonga-
mento da expectativa de vida e o envelhecimento popu-
lacional, levando ao aumento da incidéncia de doencas
cronico-degenerativas, especialmente as patologias
cardiovasculares e as neoplasias.

As neoplasias constituem, assim, um problema de
saude publica para os paises desenvolvidos e em desen-
volvimento. A carcinogénese € um processo que envolve
as etapas de iniciacao, promocao e progressao tumoral.
A iniciacdo tumoral esta relacionada com danos ao DNA,
resultante de mutac6es causadas por carcindgenos. As
células iniciadas podem sofrer acdo de agentes pro-
motores, que estimulam sua proliferacéo, podendo induzir
o desenvolvimento do cancer. O processo que desen-
cadeia o desenvolvimento das neoplasias € consequéncia
de um acumulo de muta¢des nos genes que regulam o
crescimento, a diferenciacdo e a morte celular.®

O Brasil é o terceiro pais no mundo com maior indi-
ce de cancer de boca. Este tipo de cancer é uma doenca
pouco conhecida em relacdo aos outros tipos de neo-
plasias, tendo geralmente seu diagndstico tardio.*® Estu-
dos realizados em diferentes paises concordam no que
diz respeito a epidemiologia do cancer de boca. A doenca
€ mais comum em homens na faixa etaria acima dos 40
anos. Os sitios anatdmicos de maior prevaléncia sao o
labio inferior, a borda da lingua e o assoalho bucal. Con-
tudo, evidéncias recentes mostram um aumento do nu-
mero de casos em individuos mais jovens na faixa etaria
abaixo dos 40 anos.®

Segundo a literatura, 90% a 95% dos casos de
cancer bucal correspondem ao carcinoma epidermoide
ou carcinoma espinocelular, sendo as les@es classificadas
em ulceradas, nodulares ou vegetantes. Pode se apre-
sentar em formato de Ulcera que ndo cicatriza, assinto-
matico, podendo ser observado no labio, lingua, glandulas
salivares, gengiva, assoalho de boca, mucosa da boche-
cha, vestibulo da boca, palato e Uvula. No estagio inicial,
pode se apresentar como manchas esbranquicadas ou
avermelhadas e ulceracdes superficiais assintomaticas.
Em seu estagio avancado, as Ulceras se apresentam
maiores, dolorosas, com odor fétido. A neoplasia pode
infiltrar nas estruturas subjacentes e os pacientes geral-
mente apresentam emagrecimento acentuado, dificuldade
para falar, mastigar e deglutir.®?
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Fatores de risco do cancer bucal

A mucosa bucal é bastante vulneravel a uma série
de lesBes induzidas por agentes fisicos, quimicos e
biolégicos. Outros fatores de risco para o aparecimento
do cancer bucal podem ser herdados ou adquiridos, dentre
eles podem ser citados a radiacdo solar, virus, fungos,
auséncia de higiene bucal, ma alimentacao, tabagismo,
etilismo, dieta rica em gorduras, ferro e/ou pobre em
proteinas e vitaminas (A, E, C, e B,).®V

Vérios trabalhos relatam que o cancer bucal é mais
prevalente em homens, apesar deste quadro estar sendo
alterado pelo aumento do nimero de mulheres tabagistas
e etilistas. Sessenta por cento dos pacientes com cancer
bucal apresentam os estagios lll e IV da doenca, corres-
pondendo ao tratamento ndo curativo.®?

Embora a etiologia do cancer bucal esteja relacionada
a multiplos fatores, estudos revelam que o alcool e o fumo
sdo fatores etiolégicos potenciais para o surgimento do
cancer de boca mesmo em individuos com idade inferior
a 45 anos.13)

Tabagismo e o cancer bucal

Como fatores ambientais predisponentes ao cancer
bucal, segundo os trabalhos pesquisados, o tabagismo
constitui o fator primordial (90%), sendo que os tabagistas
apresentam uma probabilidade de 4 a 15 vezes maior de
desenvolver a doenca do que os individuos nao taba-
gistas.®9

O tabaco é extremamente agressivo, como também
as substancias cancerigenas que o compdem, aliadas a
alta temperatura alcancada pelo cigarro aceso. Embora o
tabaco sem fumaca (rapé e tabaco para mascar) também
possa favorecer o aparecimento da doenca, uma vez que
os residuos deixados entre bochecha e lingua apresentam
um contato mais prolongado, favorecendo desta maneira
a acao das substancias cancerigenas do tabaco sobre a
mucosa bucal. No entanto, o uso de cachimbos e charutos
também é considerado um importante fator de risco para
o cancer bucal e de faringe.

O ato de fumar ou mascar tabaco pode causar rea-
¢des oxidativas nos tecidos, que implicam na iniciagédo
de reacBes que produzem radicais livres nos eventos
celulares. Assim, a presenca de oxigénio reativo pode
causar dano as proteinas, carboidratos, lipidios e DNA. O
menor dano ao DNA pode resultar em mutagénese e em
alteracao do ciclo celular. Varios produtos da combustéo
do ato de fumar tabaco sao carcinogénicos, dentre os
quais os hidrocarbonetos aromaticos polinucleares séo
predominantes. Um aumento da permeabilidade da muco-
sa bucal facilita a passagem da N-nitrosonorcicotina, uma
das nitrosaminas carcinogénicas do cigarro.®4

Os pacientes ndo fumantes também podem ser
acometidos por fatores etiol6gicos do cancer bucal, embora

RBAC. 2016;48(1):13-8

seja evidente que o uso do tabaco € um grande fator de
risco para o aparecimento da doenca e para as lesdes
potencialmente malignas. O tabagismo € fator de risco
independente para o desenvolvimento do cancer bucal,
aumentando o risco relativo em sete a dez vezes em
comparacdo com os ndo fumantes.®¥ O aumento do risco
de aparecimento do cancer bucal, associado ao tabagismo,
tem uma relacdo que varia tanto com a inten-sidade do
consumo de cigarros por dia como pela duragdo em longo
prazo do habito de fumar. No entanto, também é sabido
que o tabagismo associado ou nédo ao etilismo aumenta de
forma significativa o aparecimento da doenca.®®

O Instituto Nacional do Cancer®® aponta o fumo como
o principal agente causador de morte por cancer no pais,
sendo que o risco de 6bitos por cancer de boca em
fumantes é considerado trinta vezes maior que em nao
fumantes. A acao do fumo na mucosa bucal tem sido
avaliada,*®1® e sua relacdo com as alteracdes celulares
induzidas durante a carcinogénese é resultante da queima
do tabaco, que é considerado um agente iniciador.

Sao identificadas no tabaco e na fumaca aproxima-
damente 4.700 substancias toxicas; entre elas, sessenta
apresentam ac¢des carcinogénicas, destacando-se os
hidrocarbonetos policiclicos e as nitrosaminas especificas
do tabaco.

Etilismo e o cancer bucal

Estudos apontam o etilismo como o segundo fator
ambiental causador do céncer bucal (principalmente nos
casos de cancer de lingua e assoalho de boca), ainda
gue ndo esteja associado ao tabagismo. Reis et al.t9
demonstram que substancias téxicas produzidas pelo
etanol interagem com o DNA, provocando erros durante a
multiplicacéo das células, o que pode acarretar no apare-
cimento do cancer. Quando a divisdo celular é rapida e
desordenada, devido a agéo destas substancias, o nucleo
celular pode perder algumas porcdes de DNA, expondo
as células a estas substancias que alteram o padrédo de
multiplicacéo celular e produzem lesGes que podem levar
ao desenvolvimento do cancer.

O consumo de alcool também eleva a atividade
metabdlica do figado, tanto em humanos como em ani-
mais usados em experiéncias, podendo ativar subs-tancias
carcinogénicas. Pode ainda alterar o metabolismo intra-
celular das células epiteliais com as quais entra em
contato (efeito local). Este prejuizo da fungéo celular pode
ser agravado se existirem deficiéncias nutricionais. A
concentracao de etanol obtida em humanos pode causar
irritacao local, de acordo com a variedade de bebidas
alcoodlicas e a quantidade de etanol nelas contida, a
proporcao ingerida, bem como a frequéncia do habito.*¥

O etanol ndo tem acdo carcinogénica e ndo causa
dano direto ao DNA, entretanto, o seu primeiro produto
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metabdlico, originado a partir da acdo da enzima alcool
desidrogenase (ADH), o acetaldeido, tem acdo muta-
génica. O acetaldeido é capaz de induzir alteracdes celu-
lares, como a quebra da fita de DNA, sendo considerado
um agente genotéxico.??

O etanol pode ter um efeito direto sobre a mucosa,
alterando a homeostase das células epiteliais, alterando
a estrutura da mucosa ou induzindo um aumento da per-
meabilidade do epitélio. Dessa forma, o etanol atua como
agente facilitador para a penetracdo de carcinégenos,
tornando os tecidos mais suscetiveis a sua acdo.®?

Associacdo etilismo/tabagismo e o cancer

bucal

O alcool e o tabaco foram apontados como os dois
maiores fatores especificos para o surgimento de carci-
noma epidermoide de cavidade bucal, apesar de outros
fatores secundérios também terem sido elencados no
risco de incidéncia deste tipo de cancer. O alcool, assim
como o fumo, também é um fator etiolodgico potencial para
o desenvolvimento do cancer de boca.®?

A associacao entre o fumo e o alcool na etiologia do
cancer de boca esta relacionada com esse efeito de
aumento da permeabilidade causado pelo alcool, que pode
ocasionar um aumento da penetracdo dos carcinégenos
presentes no tabaco.®V

Devido a dificuldade em se obterem informacdes
acuradas referentes ao habito de ingestéo de alcool, séo
poucos os estudos em humanos que avaliam o efeito do
mesmo isoladamente nas células da mucosa bucal. Além
disso, ha dificuldade de se isolarem os efeitos do alcool e
do tabaco, uma vez que a maioria dos tabagistas faz uso
de bebidas alcodlicas.®?

Os efeitos do 4lcool e do fumo sobre a mucosa bucal
foram estudados por meio das células epiteliais da mesma,
obtidas por raspagem e analisadas a partir da citopa-
tologia, que consiste de um método de exame funda-
mentado na andlise microscoépica de células epiteliais.®*”

Citopatologia do cancer bucal

A citopatologia, em seu inicio, foi utilizada no diag-
nostico de lesBes uterinas. Apds algumas adaptacoes, a
citopatologia pode ser aplicada ao estudo das células
esfoliadas da cavidade bucal.

O epitélio bucal mantém sua homeostase pelo pro-
cesso de renovacao celular continuo. As alteracdes nesse
processo de maturacgdo epitelial podem ser observadas
através da citopatologia. Muitos estudos foram realizados
para se avaliar o padréo de maturacao celular de diferentes
regibes da boca, chegando a conclusao que os seus sitios
anatdomicos apresentam diferentes graus de maturacdo
epitelial. A citopatologia também foi utilizada para ava-
liacao das alteracBes no padrdo de maturacédo epitelial
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causados por diferentes estimulos, destacando-se, entre
eles, o fumo.6.23.249)

Para a coleta em citopatologia bucal, os instrumentos
devem ser de facil utilizagdo, ndo devem causar descon-
forto e deve-se coletar um namero significativo de células
epiteliais.*” Cancado et al.*” sugerem que a citologia em
meio liquido resulte em menor quantidade de muco e restos
alimentares nos esfregacos citoldgicos da cavidade bucal,
facilitando o diagnéstico citopatoldgico.?2% A técnica
consiste em transferir o material coletado para um meio
liquido, que tem propriedade de preservar as estruturas
morfolégicas e moleculares do esfregaco. No entanto, a
sua aplicacdo, bem como a sua validacdo na mucosa
bucal, ainda ndo foram estabelecidas.

A citopatologia tem sido utilizada com o intuito de
identificar alteracOes celulares prévias ao aparecimento
de lesBes clinicamente detectaveis,*%?? para controle
periédico de pacientes em exposi¢cdo crénica aos carci-
nogenos do fumo e do alcool e como meio de rastre-
amento de alterag@es celulares em populagéo de alto risco
para o desenvolvimento deste tipo de cancer.®"24

Principais alteracdes citopatolégicas do

cancer bucal

Mckee®® descreveu as principais alteracdes celulares
como degenerativas, inflamatoérias, reparadoras e neo-
plasicas. Nas alteracdes celulares degenerativas ocorre
um aumento no tamanho da célula, o limite nuclear fica
nitidamente enrugado e o nucleo torna-se picnotico. Tam-
bém pode haver a presenca de cariorrexe (desintegracao
do nucleo) e cariolise (dissolugédo do nicleo). Ja nas alte-
racOes inflamatdrias ha um aumento do nucleo (hipertrofia
nuclear), marginalizacdo da cromatina, bi ou multinucle-
acdo, presenca de halo perinuclear e vascularizagédo do
citoplasma (vacuolos isolados e vacuolizagdo em colmeia).
Quando as células apresentam nucleo hipertréfico, multi-
nucleacdo com nucléolos proeminentes e células em
folhetos e tecido encontram-se em processo de reparo.
As células neopléasicas apresentam irregularidade, hiper-
cromasia e com hipertrofia nuclear conforme demonstrado
na Tabela 1.

Birman e Sugaya®® citaram as altera¢cbes celulares
mais importantes observadas a partir da citopatologia do
cancer bucal, dentre elas: anisocitose, vacuolizacdo, pro-
priedade alterada dos corantes, inclusédo citoplasmatica
e polimorfismo. Dentre as alteragdes nucleares desta-
caram: hipercromatismo, hipo ou policromia, irregularidades
da membrana, multinucleagéo, figuras mitéticas aberran-
tes e alteracdes degenerativas. Células esfoliadas de
lesbdes ocasionadas por irritagdo crbnica mostram um
predominio de células ceratinizadas; em contrapartida,
em areas de ulceracao profunda ha maior nimero de
células imaturas.

RBAC. 2016;48(1):13-8
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Tabela 2 - Principais alterag6es celulares do cancer bucal*

Alteragbes
celulares

Degenerativas Aumento no tamanho da célula, nlcleo picnético
com limite nuclear nitidamente enrugado. Pode
haver a presenca de cariorrexe (desintegracao do
nucleo) e caridlise (dissolugdo do nucleo)

Aumento do nicleo (hipertrofia nuclear),
marginalizagdo da cromatina, bi ou multinucleacao,
presenca de halo perinuclear e vascularizagdo do
citoplasma (vacuolos isolados e vacuolizagdo em
colmeia)

Principais caracteristicas

Inflamatérias

Reparadoras  Nucleo hipertréfico, multinucleagdo com nucléolos
proeminentes e células em folhetos
Neoplasicas Células irregulares, com hipercromasia e hipertrofia

nuclear
*Fonte: Adaptado de McKeer, 1997

As células de lesbes malignas intrabucais apre-
sentam as seguintes caracteristicas: aumento nuclear,
variacao no tamanho e forma do nucleo, aumento na razao
nucleo/citoplasma, nucléolos multiplos e predominantes,
hipercromatismo, anormalidade na cromatina e distri-
buicdo discrepante na maturagcédo das células.

Ogden et al.?® demonstraram que a citopatologia é
escassa em amostra de células da camada basal quando
0 epitélio bucal esta intacto. Isto indica que a técnica de
citologia ndo remove células das camadas mais profundas
do epitélio, como as células de lamina basal. Porém, a
caréncia de células basais em esfregacos nao neces-
sariamente reflete pobreza da técnica.

CONSIDERACOES FINAIS

Existem varios fatores de risco (tabagismo, etilismo,
dieta, predisposicdo genética, fatores traumaticos e envol-
vimento viral) associados ao cancer bucal; entretanto, o
tabaco e alcool etilico sao os principais fatores de risco
envolvidos. Devido ao alto nimero de tabagistas e etilistas
na populacgéo brasileira, o cancer bucal € um problema de
saude publica.

A maioria dos individuos com cancer bucal s6 pro-
cura tratamento em estagios avancados, 0 que compro-
mete a cura desta patologia. Assim, é de suma impor-
tancia que um programa de prevencao eficiente e de baixo
custo seja implantado no Sistema Unico de Salde, uma
vez que aumenta a possibilidade de cura desses paci-
entes.

A possibilidade de se utilizar a citopatologia para
avaliar os efeitos do etilismo e tabagismo em pacientes
com a mucosa oral normal torna a prevengédo e o trata-
mento desta neoplasia mais eficiente. Essa técnica me-
Ihora também a andlise das amostras e a interpretacao
dos resultados, sendo um importante fator para a reducéo
da incidéncia do céancer bucal.

RBAC. 2016;48(1):13-8

Abstract

The incidence of cancer has increased significantly throughout the
world, is today one of the most important public health problems.
The objective of this study was to review the literature on risk factors,
the effects of tobacco and alcohol in the oral mucosa and the major
changes observed in the oral cancer. We performed a systematic
review using the MEDLINE and LILACS in the year 2012 using the
following key words: Oral cancer, oral Cytopathology, Alcoholism,
Smoking. Articles published from 1986 to 2006. The oral cancer has
increased significantly, being among the ten most common cancers
and has the highest mortality rate in head and neck but also has a
high rate of survival when compared to other types of disease, if
detected early. The factors that are linked to the emergence and
development of this disease are numerous and, in relation to oral
cancer, several are the carcinogens that trigger a cascade of events
that results in this type of cancer. The literature study shows the
close correlation between cases of oral cancer and the risk factors
such as smoking and alcohol, used alone, and even more pronounced
if both factors are associated with each other.
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Mouth neoplasms; Pathology, Oral; Alcoholism; Smoking
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Resumo

As técnicas de biologia molecular possibilitaram o avango no diagnéstico de inimeras
doencas monogénicas, o melhor entendimento sobre predisposi¢do as doencgas
poligénicas e a descoberta de marcadores genéticos de sensibilidade e de resisténcia
a alguns farmacos. Nesta revisdo, os principais objetivos foram abordar as carac-
teristicas da metodologia da anélise da curva de melting (HRM — high resolution
melting) e sua aplicabilidade na identificacdo de alteragGes genéticas. Ainda, foram
relacionados alguns pontos técnicos que devem ser observados para que 0s ensaios
de HRM sejam bem sucedidos e também vantagens e desvantagens desta metodologia,
dependendo de aspectos interlaboratoriais, tais como: demanda, nimero de testes
genéticos realizaveis, custos (manutencdo dos equipamentos, tempo de consumo e
estoque de seguranga de reagentes especificos) e especificidade ou sensibilidade
requerida no ensaio.

Palavras-chave

Diagnéstico; Fendtipo; Testes laboratoriais

INTRODUGAO

As técnicas de biologia molecular possibilitaram o
avanco no diagnéstico de inUmeras doencas mono-
génicas, o melhor entendimento sobre predisposicéo as
doencas poligénicas e a descoberta de marcadores
genéticos de sensibilidade e de resisténcia a alguns
farmacos.

Nesta revisao, os principais objetivos foram abordar
as caracteristicas da metodologia da analise da curva de
melting (HRM — high resolution melting) e sua aplica-
bilidade na identificacdo de alteracdes genéticas, além
de abordar as vantagens e as desvantagens da técnica.

VARIACAO GENETICA

O genoma humano é composto por aproximada-
mente 3 bilhdes de pares de base e 30 mil genes. Os
seres humanos apresentam um alto grau de variabilidade
genética e isso pode ser observado em fenotipos bem
conhecidos como altura, presséo sanguinea e cor da pele.
A variacdo na sequéncia de DNA pode ocorrer por diversas
formas: substituicdo de nucleotideos unicos (SNPs —
single nucletide polymorphisms), insercdo ou delecédo

Unica ou multipla, alteracdes no numero de repeticdo de
sequéncias e mudancas maiores na estrutura do cro-
mossomo.®2)

Toda variacdo genética é originada a partir do pro-
cesso conhecido como mutacgao, definido como uma
mudanca na sequéncia referéncia do DNA. As mutacdes
podem afetar tanto as células da linhagem germinativa —
que podem ser transmitidas de uma geragéo a outra, quanto
as células da linhagem somatica — que sé@o envolvidas no
desenvolvimento de varios tipos de canceres. Os alelos
variantes encontrados em mais de 1% dos cromossomos
na populacao geral sdo conhecidos como polimorfismos
genéticos. Em contraste, os alelos com frequéncia menor
que 1% sdao, por convencgdo, chamados de variantes raras
ou mutagbes.®

POLIMORFISMO E MUTACAO

Os polimorfismos genéticos sdo responsaveis pela
diferenca em fenotipos gerais dos individuos; no entanto,
alguns polimorfismos podem estar associados a pre-
disposicéo de doencas complexas, também chamadas
de doencas poligénicas. Em outras palavras, um polimor-
fismo ndo é o suficiente para causar estas doencas, mas
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0 conjunto de multiplas alteracdes e a interacdo delas
com o meio ambiente podem levar a maior ou menor susce-
tibilidade ao desenvolvimento de doengas como diabetes
mellitus, hipertensédo, doencas coronarianas, disturbios
psiquiatricos e neurodegenerativos.

Os polimorfismos também séo associados a farma-
cogenética, ciéncia que estuda a influéncia de variacdes
genéticas na eficacia medicamentosa e na presenca de
efeitos adversos. Estes polimorfismos geralmente sao
localizados em genes codificadores de enzimas meta-
bolizadoras, de receptores e de transportadores de mem-
brana.“%

Ja as variacbes chamadas de mutac6es podem indi-
car um conceito patogénico e geralmente estdo associadas
aos disturbios monogénicos, tais como: distrofia miotdnica,
neurofibromatose, doenca de Huntington, sindrome Marfan,
fibrose cistica, diversas cardiomiopatias, anemia falci-
forme, fenilcetonuria, hemofilia, etc.

ANALISE DA CURVA DE MELTING —HRM
(HIGH RESOLUTION MELTING)

Fundamento

A técnica de HRM exige a utilizacdo dos reagentes
de uma PCR (polymerase chain reaction — reacdo em
cadeia da polimerase) convencional com a adicao de um
corante que emite fluorescéncia ao se intercalar na dupla
fita de DNA (fluoréforo). Apds a realizacao da PCR e da
amplificacdo do fragmento especifico, termociclando
geralmente de trinta a quarenta ciclos, ha o maior grau de
fluorescéncia devido ao maior numero de DNA de fita dupla.

Assim, o aparelho de PCR com leitura em tempo real
executa a analise de HRM propriamente dita, isto €,
aumenta a temperatura no tubo de reagéo, gradativamente
(aproximadamente de 70°-90°C), a fim de dissociar a dupla
fita de DNA e gerar uma curva de decaimento da fluores-
céncia. Assim, ocorre a diminui¢éo da fluorescéncia (Figura
1) que é captada pelo leitor do aparelho, gerando padroes
de curvas (curvas de melting) de acordo com os diferentes
gendtipos (Figura 2).¢7
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Figura 1. Atividade do agente fluorescente. A: saturacdo do corante
na dupla fita de DNA. B: gradativo da temperatura. C: inicio da
desnaturacdo e diminuigédo da fluorescéncia.
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Figura 2. Comportamento de dissociagdo da dupla fita de DNA em uma anélise por HRM (high resolution melting). Na fase de melting sdo
geradas curvas de acordo com os genétipos das amostras. dsDNA = DNA dupla fita; sSDNA = fita simples
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Para a realizacdo da PCR-HRM sé&o necessarios 0s
seguintes reagentes: diluente (agua ultrapura autoclavada),
tampao para a PCR, dNTPs (desoxirribonucleo-tideos
trifosfatados), iniciadores (forward primer e reverse primer),
Tag DNA polimerase, DNA gendmico e reagente fluo-
rescente em DNA dupla fita. Os corantes intercalantes de
terceira geracao, como o SYTO®9 (Invitrogen Corp,
Carlsbad, CA), LCGreen® (Idaho Technologies, Salt Lake
City, UT) e Eva Green® (Biotium Inc, Hayward, CA), por
apresentarem menor toxicidade que os corantes de
primeira e de segunda geragdes, podem ser utilizados
em concentragcdes mais elevadas a fim de saturar o DNA
dupla fita, aumentando assim a resolucdo da analise de
melting. A reacdo pode ser realizada manualmente ou
através de instrumento automatizado — usando tubos de
reacdo, placas ou discos — de acordo com o equipamento
ou nimero de amostras analisadas.

Aplicacdes

A técnica pode ser utilizada para diversas finalidades
que se embasam na andlise qualitativa (analise de alte-
racdes genéticas, mapeamento do DNA, determinacao
da taxa de mutagcbes somaticas adquiridas, tipagem HLA)
ou na andlise quantitativa, como exemplos: a analise de
metilacdo do DNA e a quantificacéo de carga viral. Assim,
usada em areas de pesquisas cientificas como estudos
de associacdo, determinacdo da prevaléncia do alelo
dentro de uma populacao ou subgrupos, rastreamento de
mutacdes e identificacdo de espécies.”

Diversos exames genéticos disponiveis em labo-
ratorios clinicos podem ser realizados pela técnica de
HRM na pesquisa de mutacfes associadas as doencas
monogénicas, na analise de polimorfismos relacionados
a predisposicdo para doencas complexas, na identifi-
cacdo de marcadores farmacogenéticos diversos e na
analise quantitativa e tipagem de virus. Como exemplos:
mutacdes no gene KRAS, pesquisa da mutacéo V617F
no gene JAK2, mutacBes da hemocromatose here-
ditaria, polimorfismos associados a trombofilia (nos
genes fator V de Leiden, protrombina e MTHFR), dentre
outros.

No entanto, alguns pontos técnicos, relacionados
no Quadro 1, devem ser observados para que 0s ensaios
da analise da curva de melting sejam bem sucedidos.
Existem também vantagens e desvantagens desta meto-
dologia que podem viabilizar ou ndo sua utilizacao
(Quadro 2), dependendo de aspectos interlaboratoriais,
tais como: demanda, numero de testes genéticos realiza-
veis, custos (manutencdo dos equipamentos, tempo de
consumo e estoque de seguranca de reagentes espe-
cificos) e especificidade ou sensibilidade requerida no
ensaio.
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Quadro 1 - Observagdes técnicas para a andlise da curva de
melting bem sucedida

Para a discriminagéo alélica, é ideal analisar fragmentos
pequenos (ndo superiores a 120 pb). Fragmentos menores
possuem melhor diferenciacédo entre os gendétipos, produtos
maiores podem ser analisados com sucesso, ho entanto,
apresentam menor resolucdo.

Todas as amostras devem ser de igual volume e conter a mesma
concentracdo de reagentes, pois o comportamento de fusdo do
DNA pode ser afetado.

Os tubos das reagdes devem ser idénticos, evitando
assimvariagdes devido a espessura do plastico e propriedades
de mensuragdo da fluorescéncia.

Partir de concentragfe iguais de DNA e garantir que todas as
reacdes tenham, amplificado de forma semelhante.

Parcelas de amplifica¢cbes anormais com sinais de fluorescéncia
baixos podem gerar dados inconclusivos ou errdneos.

Quadro 2 - Vantagens e desvantagens da analise da curva de
melting

Vantagens:

E um método simples e robusto

Apresenta rapidez na execucéo das analises.

Aplicavel & ampla gama de ensaios gendmicos e detecgdo de
alteragBes genéticas para fins de pesquisa e de diagndsticos
clinicos.

N&o é necessaria a utilizagéo de eltroforese e de reagentes
mutagénicos para a visualizacao dos fragmentos.

Elimina a necessidade da utilizacdo de sondas de primers.

Reduz a possibilidade de contaminacéo, devido ao simples
processo de preparagdo das amostras ou a automagao
aplicada.

N&o requer nenhum processamento de p6s-PCR.

Desvantagens:

Devido a preferéncia pela utilizacdo de fragmentos pequenos,
estes conduzem a uma flexibilidade reduzida na sintese dos
primers.

Outras variantes genéticas presentes no fragmento amplificado
podem conduzir a erros de interpretacao, pois pode alterar o
padrédo de curva da mutagdo em analise.

Alteragdes genéticas classes 3 e 4 (trocas G/C e A/T) podem ser
mais dificeis de diferenciar

Referéncias: Lin et al. (2011); Santos (2011; Gundry et al. (2008); Liew et al.
(2004); Wiechec et al. (2011; White;Potts (2006)

Analise de polimorfismos

Segundo Gundry et al.® e Liew et al., as quatro
classes das alteracdes de bases nucleotidicas podem
ser identificadas pela analise de HRM. Os gendtipos para
os polimorfismos das classes 1 (trocas C/T e G/A) e 2
(trocas C/A e G/T), que representam aproximadamente
84% dos SNPs do genoma humano, séo facilmente discri-
minados. Como exemplos, as Figuras 3 e 4 demonstram
graficos de genotipagem de SNPs das classes 1 e 2.

No entanto, a diferenciacdo dos gendtipos para os
polimorfismos das classes 3 (C/G) e 4 (T/A) é mais dificil
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Figura 3. Gréaficos da analise de melting de polimorfismo de classe 1 (troca C/T; DRD 2 rs 1800497). Alteragbes nucleotidicas resultam em
diferentes padrdes de curva na anélise da curva de melting. A: Gréafico de fluorescéncia por temperatura. B: Gréafico de fluorescéncia
normalizada (baseado gendtipo 2) por temperatura. 1: genétipo selvagem (CC); 2: gendtipo heterozigoto (CT); 3: genétipo homozigoto (TT).
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Figura 4. Gréaficos da anélise de melting de polimorfismo de classe 2 (troca C/A; HMGCR rs3846662). Alteracdes nucleotidicas resultam em
diferentes padrdes de curva na anélise da curva de melting. A: Gréafico de fluorescéncia por temperatura; B: Gréafico de fluorescéncia
normalizada (baseado genétipo 2) por temperatura.l. genétipo selvagem (CC); 2: genétipo heterozigoto (CA); 3. gendtipo homozigoto (AA).

pelo fato de as temperaturas para a fuséo da fita de DNA
dos homozigotos possuirem pequena variacao (<0,4°C),
gerando curvas de melting com decaimentos seme-
lhantes.®*)

Para possibilitar ou melhorar a genotipagem de SNPs
de classes 3 e 4, pode-se usar o artificio da adicao do
genotipo selvagem em amostras desconhecidas. Santos
et al.*9 reportaram que os gendtipos homozigotos para a
troca C>G foram facilmente distinguidos com a abordagem.
Pode-se observar na Figura 5, primeiramente sem a
adicdo, que os padrBes de curvas de melting dos geno-
tipos selvagem (CC) e homozigoto mutado (GG) sdo muito
semelhantes e a curva gerada pelo genétipo heterozigoto
(CG) possui um padrao diferenciado.

Ja com a adicdo do gendtipo selvagem (CC) nas
amostras, as curvas geradas pelos genotipos selvagem
e heterozigoto permanecem com a mesma caracteris-
tica; no entanto, a curva gerada pelo genotipo homo-
zigoto mutado (GG) assume o0 padrao do genotipo
heterozigoto, podendo assim, distinguir os trés geno-
tipos (Figura 5).0
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Fluorescéncia normalizada pelo genotipo 2
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Figura 5. Gréaficos da anélise de melting de polimorfismo de classe
4 (troca C/G; HFE rs). * Adigao do genétipo selvagem (CC)1: genétipo
selvagem (CC); 2: genétipo heterozigoto (CG); 3. Gendétipo homo-
zigoto (GG). PadrGes de curvas para os genétipos selvagem e hetero-
zigoto sdo diferentes e permanecem com a mesma caracteristica,
apos a adigdo. Sem adicéo, a curva do gendétipo homozigoto mutado
apresenta curva semelhante ao genétipo selvagem. Apds a adicao,
a curva do gendtipo homozigoto apresenta similaridade a curva do
genotipo heterozigoto.
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Aspectos da aplicabilidade da analise da curva de melting

CONSIDERACOES FINAIS

A literatura internacional traz diversos testes mole-
culares realizados pela analise da curva de melting (HRM).
Além disso, indicam inimeras vantagens, principalmente:
simples, rapida e de baixo custo. No entanto, a viabilidade
dependera de aspectos interlaboratoriais, tais como:
demanda, nimero de testes genéticos realizaveis e custos
de manutencédo e de reagentes especificos.

Abstract

Molecular biology techniques allowed progress in diagnosis of
numerous monogenic diseases, a better understanding on
predisposition to polygenic disease and the discovery of genetic
markers of sensitivity and resistance to some drugs. In this review,
the main aims were to address the characteristics of the methodology
of melting curve analysis (HRM — high resolution melting) and its
applicability in identifying genetic variation. Also, some technical
aspects and advantages and disadvantages of this methodology,
depending on interlaboratory aspects such as demand, number of
genetic tests, costs (maintenance of equipment, consumption time
and safety stock of specific reagents) or required sensitivity and
specificity.

Keywords
Diagnosis; Laboratory test; Phenotype
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Acidentes de trabalho com material biol6gico no setor hospitalar
Accidents at work with biological material in hospital sector

Ricélli Francy Cardoso da Luz*
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Resumo

Profissionais da saude, principalmente em ambiente hospitalar, estdo potencialmente
expostos a ampla variedade de doengas. Estudos sobre o tema tornam-se relevantes no
setor de biosseguranca hospitalar. Tradicionalmente, 0s riscos ocupacionais presentes
nessa ambiéncia sdo classificados em: agentes fisicos, agentes quimicos, agentes
biolégicos e organizagao do trabalho. Contudo, escolher um tema téo critico igual a esse
tem sua importancia na area da saude, pois inspira de uma maneira geral mais cuidados,
mais cobrancas em relagdo ao cumprimento de normas estabelecidas pela vigilancia
sanitaria. Para evitar o risco de exposicdo ao material biolégico, todo profissional deve
ter a sua disposicdo equipamentos de protegédo individual (EPIs), cuja finalidade é
neutralizar a acéo de certos acidentes. No Brasil, a escassez de dados sistematizados
sobre esses acidentes ndo nos permite conhecer a magnitude global do problema,
dificultando, assim, a avaliagdo das medidas preventivas utilizadas atualmente. Com
base no exposto, este estudo, por meio de revisao literaria, verificou a frequéncia de
acidentes de trabalho com material biolégico no hospital. Véarios estudos mostram a
ocorréncia de acidentes com material biolégico nos profissionais e o risco associado de
desenvolvimento de doencas infecciosas, como hepatite B, C e AIDS.

Palavras-chave
Acidentes de trabalho; Politica de saude do trabalhador; Satde do trabalhador; Residuos

sélidos; Residuos quimicos; Residuos perigosos

INTRODUCAO

De acordo com o Ministério da Previdéncia Social,
acidente do trabalho é aquele decorrente do exercicio do
trabalho a servico da empresa ou do exercicio do trabalho
dos segurados especiais, podendo ocasionar lesao corporal
ou distarbio funcional, permanente ou temporario, morte
e a perda ou a reducédo da capacidade para o trabalho.®

O trabalho no setor saude é executado em locais
onde existe constante exposicao a fatores de risco de
diversas ordens, que prejudicam aqueles que ali exercem
atividades laborais. Entre os muitos agravos que acometem
a saude dos profissionais deste setor, destacamos os
Acidentes de Trabalho (AT), que sobrevém de maneira
abrupta ou insidiosa no corpo dos trabalhadores, em decor-
réncia do desgaste sofrido e provocado pela exposicao
as cargas de trabalho existentes nos processos de traba-
Iho dos servicos de saude.®*

Dentre os riscos com materiais bioldgicos podemos
destacar as doencas infecto-contagiosas como as princi-

pais fontes de transmissédo de microrganismos para 0s
profissionais.®

Outra importante fonte de contaminacao refere-se
ao contato direto com fluidos corpo6reos durante a reali-
zacao de procedimentos invasivos, ou pela manipulacao
de artigos, lixo e até mesmo as superficies contami-
nadas, sem que medidas de biosseguranca sejam utili-
zadas.®’

Pode-se também ressaltar o fortalecimento de
medidas de contencao biolégica de microrganismos nas
superficies e artigos hospitalares por meio de adequado
processamento que envolve a limpeza/desinfeccdo e/ou
esterilizacdo quando indicado. Nos ultimos anos, desta-
caram-se 0s riscos envolvidos na manipulacao de residuos
soélidos (lixo), de produtos quimicos (desinfetantes) e as
preocupacfes com riscos fisicos e ergonémicos através
de legislacdo especifica. A legislacdo estabelecida pela
Lei Federal 6.4318 e mantida através da Portaria MS
N°2616/989 determina que a CCIH é responsavel pela
implementacdo da politica de prevencéo e controle de
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agravos infecciosos a saude de pacientes e profissionais
no ambiente hospitalar.®*

O problema dos AT com exposi¢cdo a material bio-
l6gico entre trabalhadores de salde é uma preocupacao
mundial. A gravidade do problema entre trabalhadores ame-
ricanos levou os Estados Unidos da América a formulacao
de lei que torna obrigatdria a ado¢do de medidas pre-
ventivas a exposicao aos riscos biolégicos nas instituicdes
de saulde. No Brasil, foi instituida, em 2005, uma Norma
Regulamentadora, a NR-32,® que estabelece as diretrizes
basicas para a aplicacdo de medidas de protecao a
seguranca e a saude dos trabalhadores dos servigos de
saude, com a finalidade de melhorar as condicdes laborais
nesses setores e minimizar os varios problemas ocupa-
cionais existentes.

Os profissionais que lidam, direta ou indiretamente,
com a saude dos pacientes preocupam-se muito com a
assisténcia oferecida aos usuarios, priorizando o seu
conforto e bem-estar, e pouco com 0s riscos inerentes a
execucao de suas atividades, que podem ser ampliados
segundo a diversificacdo dos processos e organizacdo
do trabalho e pela especialidade da assisténcia. Esses
trabalhadores podem sofrer alteracdes de salde oriundas
da presenca da diversidade de agentes e do tempo e da
intensidade do contato entre eles e os agentes.*?

O presente estudo teve o objetivo de informar e
orientar os riscos que os profissionais da area de saude
correm dentro de um ambiente hospitalar manuseando
materiais biolégicos. Além disso, o tema torna-se rele-
vante pois auxilia em uma melhor capacitacdo e monito-
ramento sobre os riscos diarios aos quais os demais
profissionais estdo sujeitos a adquirir no decorrer do
trabalho.

Aprovado pelo Comité de Etica do Centro Univer-
sitario Herminio Ometto, com o numero de protocolo
390/2012, o estudo fez uma revisdo bibliografica, cuja
busca por materiais referentes ao tema abordado esta
baseada em artigos, revistas e dados eletrénicos como
SciELO, LILACS e demais sites que abrangem o referido
assunto.

DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Conforme verificado na literatura, a subnotificacdo
dos acidentes de trabalho na area hospitalar € muito
preocupante. Segundo Napoledo et al.,*® esta é decor-
rente principalmente da avaliacao do profissional de que
a situacao ou lesdo ocorrida nao € de risco. No entanto,
outras causas, tais como o desconhecimento da obriga-
toriedade da notificacdo do acidente, a falta de tempo
devido ao excessivo ritmo de trabalho ou, até mesmo, o
medo de demissao, sdo citadas entre os profissionais
acidentados.®¥

RBAC. 2016;48(1):24-6

Neste estudo, levanta-se também a possivel influ-
éncia da auséncia de uma sede fixa da comissdo para
registro das ocorréncias. A partir dos dados obtidos, é
possivel constatar que ha uma grande luta contra os riscos
ocasionados por material bioldgico no setor hospitalar e
que vale ressaltar a importancia do uso de EPIs para o
controle de infecgbes, cuja fiscalizacdo do uso desses
equipamentos sera de responsabilidade dos profissionais
da saude do setor da CCIH. E importante dizer que a
saude dos profissionais do setor hospitalar e, até mesmo,
dos pacientes esta sempre em primeiro plano, evitando
assim problemas futuros.

Considerando os diversos agentes aos quais 0s
profissionais de salde estdo expostos e as suas reper-
cussdes na saude dos trabalhadores e na organizacéo,
percebe-se a relevancia de um sistema que priorize os
trabalhadores destes ambientes. A implantagcdo de um
Sistema de Gestdo de Seguranca e Saude Ocupacional
auxilia no reconhecimento e analise dos riscos ocupa-
cionais nestes ambientes, com o objetivo de evitar ou
minimizar a ocorréncia de acidentes de trabalho, gerencia-
los, embasar as tomadas de decisdes, as medidas de
controle e de prevencdo, e a promocao da conscientizacdo
sobre praticas seguras entre os profissionais.

Abstract

Health professionals, mainly in hospitals, are potentially exposed to
the wide variety of diseases. Studies on the theme make it relevant in
the bio sector. Traditionally, the occupational hazards present in
this environment are classified into: physical agents, chemical
agents, biological agents and organization of work. However
choosing a theme so critical of this has its importance in the area of
health, because it inspires in general more care, more charge in
relation to compliance with standards set by the health surveillance.
To avoid the risk of exposure to biological material all professional
must have at their disposal personal protective equipment (Ppe),
whose purpose is to neutralize the action of certain accidents. In
Brazil, the paucity of systematic data on such accidents does not
allow us to meet the global magnitude of the problem, thus making
the evaluation of preventive measures used today. n the basis of the
above, this study through the literary review, the frequency of accidents
with biological material at the hospital. Several studies showing the
occurrence of accidents with biological material in the professionals
and the associated risk of developing infectious diseases such as
hepatitis B, C and HIV/AIDS.

Keywords
Containment of biohazards; Biological accidents and events; Accidents,
occupational; Chemical waste; Solid waste; Hazardous waste
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivos: Staphylococcus aureus é um importante agente de infecgdes comunitarias
e infecgOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). O que causa preocupagao € o
fato de que cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) sdo claramente capazes
de causar infeccdo em pessoas previamente saudaveis, facilitando ainda mais sua
disseminagdo na comunidade. Estima-se que cerca de 30% dos individuos saudaveis
sejam portadores de MRSA, embora estes valores possam ser superiores nos doentes
hospitalizados e nos profissionais de satude. Com este projeto, procurou-se identificar
portadores de MRSA numa populagdo saudavel. Para realizar o presente estudo foi
realizada amostragem com 42 individuos da fase piloto do estudo SHIP-Brasil. Métodos:
O SHIP-Brasil € um estudo multicéntrico de base populacional que reproduz, na cidade
de Pomerode, SC, de forte ascendéncia germanica, os mesmos métodos utilizados no
estudo SHIP, na Pomerania alemd, através de uma parceria entre a Universidade de
Blumenau e a Universitat Greifswald. Para a triagem de MRSA foi desenvolvido um
protocolo para transporte e cultura de amostras de swab nasal. A deteccao de Staphy-
lococcus aureus foi feita por cultura em meio de agar manitol e confirmagéo da espécie
com agar DNAse. Posteriormente, as cepas isoladas foram avaliadas, levando-se em
consideragdo a resisténcia a cefoxitina. Resultados: Observou-se colonizagdo nasal
por S. aureus em varios individuos (17%), sendo que nédo houve confirmagdo de MRSA
em nenhuma amostra da fase piloto. Concluséo: Desta forma, foi possivel estabelecer
a metodologia que busca avaliar o impacto dos fatores ambientais, sociais e genéticos
associados a saude e doenca num grande estudo de base populacional.
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MRSA; Staphylococcus aureus; Resisténcia microbiana a medicamentos; Meios de cultura

entes hospitalizados (24,9%).® Pode ser facilmente
encontrado na pele e nas fossas nasais de individuos

Staphylococcus aureus é considerado parte da
microbiota natural dos seres humanos, porém é um impor-
tante agente de infec¢cBes comunitarias e infecgdes rela-
cionadas a assisténcia a saude (IRAS). A relacao entre
colonizacgéo e infeccao ainda nao é compreendida em sua
totalidade, mas sabe-se que estd associada a fatores
intrinsecos do hospedeiro e também a cepa de S. aureus
que 0 mesmo esta carreando.®’? O estudo multicéntrico
SENTRY, realizado em hospitais brasileiros durante os
anos de 2005 a 2008, coloca S. aureus como principal
agente de infeccao da corrente circulatéria (20,2%), prin-
cipal agente de infeccdes de pele e tecidos moles (28,1%)
e segundo agente mais comum de pneumonia em paci-

saudaveis. Embora as narinas apresentem o maior indice
de colonizacao, a disseminacédo pode ocorrer de qualquer
dos sitios, provocando doenca e transmissao a outros
individuos.® E valido lembrar que, devido & sua capacidade
de resistir ao frio, S. aureus consegue permanecer viavel
por longos periodos em particulas de poeira, 0 que torna
sua distribuicdo ainda mais ampla.®
Epidemiologicamente, as infec¢des relacionadas as
cepas de CA-MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina adquiridas na comunidade), estao habitualmente
associadas a criangas, jovens e pessoas saudaveis, espe-
cialmente as que vivem aglomeradas ou que tém estrito
contato fisico umas com as outras. A grande maioria dos
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relatos na literatura relaciona atletas de esportes coletivos,
individuos do servigo militar, encarcerados, usuarios de
drogas endovenosas, desabrigados e criancas de creches,
sendo esses os individuos com risco aumentado de desen-
volver infeccdes por CA-MRSA.®

Até no inicio da década de 90, os MRSA isolados
estavam restritos a centros hospitalares. Porém, atual-
mente ndo pode mais ser associado somente as IRAS.
Neste periodo, iniciaram os relatos de infeccdes por CA-
MRSA em pacientes sem fatores de risco associaveis
para aquisicdo de MRSA, ou seja, ndo tiveram contato
direto ou indireto com servico de saude que pudesse
justificar a infeccao associada aos cuidados de saude.
Os CA-MRSA ja foram descritos em varios locais do
mundo, inclusive no Brasil.® Como j& foi dito, as infeccdes
provocadas por MRSA deixaram de ser um problema
nosocomial e seu relato tem sido cada vez mais frequente
na comunidade.

Um fato que causa preocupacgdo é que as cepas
mais recentes de MRSA sao claramente capazes de
causar infeccdo em pessoas previamente saudaveis, o
que facilita ainda mais sua disseminacédo na comunidade.®
Quanto a disseminacdo de HA-MRSA (MRSA em paci-
entes hospitalizados), em varios estudos, este e outros
microrganismos multirresistentes tém sido isolados tanto
das maos como das luvas, dos aventais e de outros instru-
mentos utilizados pelos profissionais de salde envolvidos
no atendimento de pacientes colonizados ou infectados
por esses agentes.® Estes autores ainda afirmam que ha
relatos do isolamento de MRSA em teclados de com-
putador utilizados exclusivamente por médicos, e ainda
encontraram uma incidéncia de 42% de contaminacao
das luvas usadas por enfermeiros que ndo tinham contato
direto com o paciente, mas que tinham tocado superficies
no quarto de um paciente infectado por MRSA. A higiene
das méos é uma das medidas mais basicas de controle
de infeccdo e deve ser realizada antes e apds o0 exame do
paciente, antes de entrar no quarto de um paciente, antes
e apos o uso de luvas. Nota-se que o uso de luvas néo
substitui a lavagem das méaos.®

Inicialmente, pensou-se que o CA-MRSA tivesse sido
transmitido do hospital para a comunidade. O estudo do
perfil genético e da suscetibilidade aos antibidticos veio
demonstrar que as estirpes apresentam diferencas entre
estas duas origens. As estirpes da comunidade apre-
sentaram resisténcia aos betalactamicos, mas mantém
sensibilidade a muitos outros antibiéticos como os do
grupo das lincomicinas, os aminoglicosideos, o trimeto-
prim-sulfametoxazol, a rifampicina e as tetraciclinas, fato
gue ndo é comum nas estirpes hospitalares.®

Segundo Alvarez, o uso de culturas de vigilancia ativa
(Active Surveillance Cultures — ASC) representa a triagem
dos pacientes no momento da internacéo hospitalar para

28

identificar os portadores de MRSA (portadores prevalentes),
seguido de exames periodicos para identificar os pacientes
gue adquirem MRSA durante a internacdo (casos inci-
dentes). Varios estudos tém demonstrado que as ASC e
as precaucdes de isolamento reduzem a transmisséo de
MRSA. Além disso, o controle a longo prazo do MRSA é
possivel. Estudos descreveram a erradicagao completa
de uma manifestacdo de MRSA por trés anos em hospital
apos a implementagcédo das ASC para identificar e isolar
pacientes colonizados, sem levar em conta outras medi-
das (como a restricdo do uso de certos antibiéticos).®

Com a descoberta da penicilina, acreditava-se que a
mortalidade por processos infecciosos ndo seria mais um
problema. Apenas um ano apés sua industrializacéo, ja
apareciam as primeiras cepas de S. aureus produtoras de
penicilinases. Para tentar contornar a situacdo, foram
desenvolvidos derivados semissintéticos da penicilina, resis-
tentes a acéo das betalactamases: a oxacilina e meticilina.
Os antimicrobianos betalactdmicos tém como sitios de
ligacao proteinas existentes na parede das células bacte-
rianas, as proteinas ligadoras de penicilinas (PBP). Com o
passar do tempo e com o0 uso crescente deste grupo de
antimicrobianos, S. aureus desenvolveu um mecanismo
de resisténcia, promovendo a alteracédo estrutural destas
PBPs, resultando numa proteina alterada chamada PBP
2a, com baixa afinidade de ligacdo aos antibioticos.®

Os mecanismos pelos quais S. aureus pode desen-
volver resisténcia sdo muitos: bomba de efluxo, inativacéo
de aminoglicosidios e modificacao nas PBPs e, em espe-
cial, uma alteracdo em PBP-2, que confere resisténcia a
todos os betalactamicos, originando cepas MRSA. O ele-
mento genético responsavel pela producao de PBPs alte-
radas € o gene Meca.® A presenca deste gene implica na
resisténcia a todos 0s antimicrobianos betalactamicos.
Cepas de S. aureus com este mecanismo de resisténcia
sdo chamados de Staphylococcus aureus meticilina resis-
tentes (MRSA).

A tipagem SCCmec é considerada uma das ferra-
mentas moleculares mais importantes para entender a
epidemiologia e relacdo clonal de isolados de MRSA, e
muitos estudos tém mostrado que o0 SCCmec € um veiculo
para genes de resisténcia aos antibiéticos.®

Na clinica, o diagnéstico se baseia em uma combi-
nacao de informacgBes epidemioldgicas, sintomas clinicos
e na caracterizacdo da linhagem infecciosa de MRSA. A
Rede de Monitoracdo/Vigilancia para Resisténcia aos
Antibidticos, estabelecida com o apoio da Organizacao
Pan-Americana de Salde (OPAS), fornece informacdes
epidemiolégicas sobre resisténcia bacteriana para toda a
América Latina. Alguns paises, como Argentina, Chile,
Equador, Uruguai e Venezuela, contam com um controle
de qualidade organizado para auxiliar a vigilancia local; ja
em outros paises, a capacidade de formulacao de diagnds-
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ticos microbiolégicos fica limitada a poucos hospitais
universitarios de grande porte nas cidades principais.
Ressalta-se ainda que essas regides contribuem com
poucos dados, especialmente os relativos a MRSA adqui-
rido na comunidade.®®

O MRSA pode ser identificado laboratorialmente por
métodos manuais, por métodos automaticos ou por testes
rapidos, tais como meios cromogénicos, que podem, em
24 horas, dar indicagdo se a estirpe em estudo € sensivel
ou resistente a meticilina. Estes meios cromogénicos sdo
muito utilizados nos hospitais dos paises que tém uma
abordagem de rastreio sistematico e detecg¢do precoce
de portadores. Estes kits industriais permitem a identifi-
cacao rapida e fiavel (70% a 90%), embora sejam mais
onerosos do que outros métodos.”

Diversos métodos tém sido utilizados para a detecgéo
da resisténcia a oxacilina no Staphylococcus aureus, além
dos meios cromogénicos. Essa deteccdo muitas vezes
pode ser dificil, principalmente devido ao fenbmeno da
heterorresisténcia. Nos ultimos anos, diversos autores tém
demonstrado a boa acuréacia do teste de disco-difuséo
com cefoxitina para o diagnostico da resisténcia a oxacilina
em estafilococos. Para S. aureus, os testes com disco
de cefoxitina seriam, no minimo, comparaveis em acuracia
aos testes com discos de oxacilina, porém, em geral, 0
primeiro tem leitura mais facil, devido ao maior halo e a
possibilidade de ser lido utilizando luz refletida, e nao
transmitida, como no caso do disco de oxacilina, conforme
preconiza o Clinical and Laboratory Standarts Institute
(CLSI). Neste caso, vale lembrar que o disco de cefoxitina
tem a finalidade de detectar resisténcia a oxacilina e ndo
a propria cefoxitina, embora, caso resistente a cefoxitina,
0 resultado deve reportar resisténcia a oxacilina e a
cefoxitina.®

Outro teste que pode ser utilizado para deteccéo da
resisténcia com acuracia geralmente excelente € o teste
de screening, com placa contendo agar Muller-Hinton suple-
mentado com 4% de NaCl e 6 ug/ml de oxacilina. Este
teste tem a vantagem de ser de baixo custo, sobretudo
quando se deseja testar varios isolados ao mesmo tempo
e apenas para oxacilina, por exemplo, em estudos de vigilan-
cia. Ha4 também testes para a determinagdo da concen-
tracdo inibitéria minima (CIM) da oxacilina, incluindo mé-
todos de diluicdo em agar e em caldo (macro e microdilui-
¢ao), e de gradiente de difusdo em agar (Etest). A deteccéo
do gene mecA por métodos moleculares é considerada o
método gold standard para a avaliagdo qualitativa da resis-
téncia a oxacilina. No entanto, esse método ndo esta am-
plamente disponivel nos laboratérios. Um método com acu-
racia de 100% é a deteccao do produto do gene mecA, a
PBP2a, por meios de métodos de aglutinacdo em latex.
Contudo, esses testes ainda sdo pouco difundidos e utiliza-
dos, principalmente devido ao seu custo.*?
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MATERIAL E METODOS

A populagdo do SHIP-Brasil constitui-se de amos-
tragem aleatoria simples por sete estratos de faixa etaria
e sexo a partir de 20 anos com intervalos de dez anos,
considerando a populacédo por sexo de cada faixa etaria,
prevaléncia de 50%, precisdo de 5% (IC de 95%), 20%
para perdas e 20% para andlise de confundimento, tota-
lizando 3.091 pessoas da populagdo de 27.759 habitantes
de Pomerode (IBGE 2010). Para compensar perdas e
dificuldades com recrutamento e adeséo, a populagéo a
ser estudada foi aumentada para 4 mil individuos. Foram
incluidos no estudo os individuos que residem no municipio
ha pelo menos seis meses e possuem 20 anos de idade
ou mais. Foram excluidos do estudo os individuos que
possuem qualquer limitacdo de ordem fisica ou mental
que os impeca de responder 0s questionarios ou realizar
exames ou se recusar a assinar o TCLE. O estudo foi
protocolado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos — CEPH, sob 0 n°® 033/12 em 14 de
junho de 2012.

A padronizacgédo e triagem de MRSA foi realizada na
populacdo da fase piloto do estudo, constituida de 42
individuos (homens e mulheres) sadios, com faixa etaria
dos 20 aos 60 anos, residentes em Pomerode, SC, por
pelo menos seis meses. O estudo SHIP-Brasil com-
preende ainda um amplo questiondario geral com variaveis
socioecondmicas, demograficas, de estilo de vida, médico-
assistenciais e mentais. Inclui ainda exames de ultras-
sonografia de coracéo, tiroide e carotidas, abdémen total
e de calcaneo (para estimativa de risco de fratura éssea),
além de véarios exames laboratoriais.

No presente trabalho foram utilizadas amostras de
swab nasal. As amostras foram armazenadas a -80°C
apos a cultura, e os resultados serao comparados com
as demais informacgdes coletadas no estudo.

Os procedimentos operacionais padrdo (POPs) foram
elaborados de forma clara e objetiva, contendo o protocolo
realizado desde a coleta, processamento, identificacéo e
armazenamento das amostras. A coleta foi realizada por
integrantes do estudo SHIP entre junho a julho de 2014.

Com um swab de algodéo estéril, o responsavel pela
coleta inseriu-o0 na narina do individuo e, em seguida, girou
para entdo raspar a mucosa nasal. Em seguida, o swab
foi inserido em um tubo tipo falcon contendo 2 mL de
salina fosfatada tamponada estéril, pH 7,4 (PBS), arma-
zenado a 4°C por no maximo 24 horas para cultura.

A deteccdo de S. aureus foi feita por cultura das
amostras de swab nasal em placas descartaveis com meio
agar Sal Manitol (HiMedia Labs, Mumbai, india). Esta placa
foi incubada em estufa microbiolégica por 36 horas.

As placas com crescimento bacteriano foram subme-
tidas ao teste de DNAse. O teste de DNase é usado para

29



Feldhaus JC, Botelho TK, Yamanaka CN, Oiliveira AC, Da Silveira JG, Cordova CM

detectar a degradacéo do acido desoxirribonucleico (DNA),
contido no meio de cultura, por bactérias que possuem
uma enzima extracelular, a desoxirribonuclease, respon-
savel pela reacao. Caso o teste revele resultados negativos,
descarta-se a amostra; se o resultado é positivo prosse-
gue-se com o antibiograma.

A deteccdo de MRSA se deu através de inoculacao
da amostra em placas descartaveis contendo agar Muller
Hinton (Oxoid, S&o Paulo, Brasil), com disco de cefoxi-
tina. Cepas apresentando halos com diametro menor que
19 mm sao consideradas MRSA; cepas com halo de dia-
metro maior sdo consideradas S. aureus sensiveis a
meticilina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro desafio deste projeto foi desenvolver POPs
gue garantissem a qualidade dos procedimentos. Como
estratégia para a garantia da qualidade e na tentativa de
manter os processos livres de falhas, as organizactes
passaram a padronizar suas atividades.®® O conceito e a
importancia do termo padronizagcdo tém sido relatados
desde a Revolucdo Industrial como o processo de subs-
tituicdo da forca humana pela forca da maquina, sendo
gue a padronizacdo dos processos de fabricagdo tinha o
objetivo de se obterem produtos mais uniformes, com
aumento de producéo e qualidade do servigco.®¥

Assim como em diversos setores, na saude também
ha preocupacdo com a qualidade da prestacdo dos
servicos e em atingir seus objetivos de restabelecer a
saude, solucionar problemas e equilibrar disfuncdes,
atendendo as expectativas e necessidades dos usuarios
e servicos. Com o objetivo de organizar as funcbes de
microbiologia através da padronizacao, € necessario com-
preender o processo com o auxilio de uma representacéo
sistematizada, como o Procedimento Operacional Padrao
(POP), que descreve detalhadamente os passos a serem
desenvolvidos para adequar e assegurar a qualidade da
técnica.®¥

Das 42 amostras analisadas na fase piloto do estudo
SHIP-Brasil, sete tiveram possivel identificacdo de Staphy-
lococcus aureus (Figura 1). Destas, apenas quatro foram
confirmadas (Figura 2) e em nenhuma amostra foi detec-
tada resisténcia, ou seja, nenhuma das 42 amostras
confirmou presenca de MRSA.

As doencas infecciosas estdo entre as dez morbi-
dades mais frequentes, responsaveis pelas mortes obser-
vadas na populagdo brasileira, com base em dados de
2009 (4,3%). Entretanto, as informac6es disponiveis atual-
mente nao objetivam o assunto em questéo, ha uma abor-
dagem dos varios MRSA existentes, mas poucos estudos
que tratem especificamente do CA-MRSA. O S. aureus
tem sido sempre capaz de resistir aos antibiéticos desen-
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Triagem das amostras em agar manitol

Positivo
17%

N

Negativo
83%

Figura 1. Amostras com resultado positivo para Staphylococcus
aureus por triagem em agar manitol.

Confirmacgdo de S. aureus

Il Manitol Il DNAse positiva [l DNAse negativa

Figura 2. Porcentagem de positividade nos testes de confirmacéo
da espécie bacteriana por semeadura em agar DNAse.

volvidos pelas empresas farmacéuticas durante os ultimos
50 anos, e é quase certo que, mesmo no futuro, nunca
estaremos livres de sua ameaca.®*®

A falta de estudos de prevaléncia é um fator limitante
do conhecimento da epidemiologia local relacionada ao
CA-MRSA. Um aspecto importante que pode facilitar o
conhecimento da existéncia dessas cepas circulantes é
o cultivo laboratorial de infec¢cBes de pele e tecidos moles
em locais de atendimento primario, como as unidades de
emergéncia dos hospitais, ou em centros de assisténcia
dermatologica. Assim, com a identificacdo do microrga-
nismo e a realizacdo do teste de suscetibilidade, podera
ser instituido um tratamento apropriado e direcionadas as
medidas de controle para esse patégeno.®

Uma vez que as cepas de MRSA sao introduzidas
em um hospital torna-se dificil a sua erradicagcédo. Esta
revisdo atenta para o fato de que é importante a sensi-
bilizacdo do governo, hospitais e pessoal de saude quanto
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a importancia de se estabelecerem treinamentos na edu-
cacdo a saude. E necessario o estimulo ao uso de equipa-
mentos de protecado individual (EPIs) na tentativa de se
evitar a transmissao destas cepas a individuos hospita-
lizados, principalmente os imunocomprometidos, a equipe
e aos visitantes, minimizando a ocorréncia de infeccdes
hospitalares.®®

Se a pressdo da selecdo continuar e o controle
destas infec¢des forem ineficazes, a propagacao da resis-
téncia continuara a se espalhar e havera mais organismos
que sao totalmente resistentes aos antibiéticos atualmente
disponiveis. Para se evitar isto, sera necessario mudar os
comportamentos atuais como o diagnéstico e a tera-
péutica.

Estima-se que cerca de 30% dos individuos sauda-
veis sejam portadores, embora estes valores possam ser
superiores nos doentes hospitalizados e nos profissionais
de satde.?

Em Portugal, Staphylococcus aureus constitui um
agente endémico nas instituicdes de prestacdo de cui-
dados de saude. A taxa de resisténcia a meticilina, que
atualmente ronda os 50%, tem permanecido elevada, e
as recomendacfes existentes parecem nao conseguir
travar esta progressao.” Tanto que, em 2008, foi lancado
o Programa Nacional de Prevencao e Controle de Infeccao
e Resisténcia aos Antimicrobianos, que tem como principal
objetivo a vigilancia continua da infeccdo hospitalar, do
consumo de antibidticos e da incidéncia de microrganis-
mos multirresistentes, de modo que a taxa de bacteremias
por MRSA no total, em 2015, deve ser menos que 90% da
taxa de bacteremias por MRSA em 2012.47

Um estudo multicéntrico, realizado na Argentina,
demonstrou uma alta prevaléncia de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, isolado de infecc6es em
criancas provenientes da comunidade. Dentre as 447
amostras analisadas nos anos de 2006 e 2007, 281 se
encaixavam nos critérios definidos para CA-MRSA. O
estudo enfatiza uma revisdo urgente na terapia antimi-
crobiana empirica realizada para o tratamento de lesdes
de pele em criangas oriundas da comunidade. A elucidacao
das infec¢cbes causadas por cepas de CA-MRSA é de
interesse especial aos dermatologistas, ja que tem alta
probabilidade de se apresentar como infeccao de pele e
tecidos moles.®® Em 2003, no Missouri, EUA, um estudo
realizado entre jogadores profissionais de futebol ameri-
cano demonstrou a presenca de MRSA em les@es de pele
em cinco de 58 jogadores do time.®

Segundo Ferreira et al., os estudos no Brasil revelam
diferentes frequéncias desse patdgeno tanto de origem
hospitalar quanto comunitaria; no Rio Grande do Sul,
detectaram-se 32,7% de isolados de S. aureus resistentes
a oxacilina em pacientes internados em hospital de Caxias
do Sul; ja na comunidade observaram-se 7,5% de CA-
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MRSA; em Recife, identificou-se a taxa de prevaléncia de
13% desta bactéria em amostras de pacientes de UTI; na
cidade de Salvador (BA), ha relatos de prevaléncia de 28%
de MRSA; na Europa, a prevaléncia de MRSA oscila entre
menos de 1% no norte até mais de 40% no sul e oeste;
na Espanha, a resisténcia dos S. aureus a amoxicilina
aumentou de 1,5%, em 1986, para 32,2% em 2002; nos
Estados Unidos, pesquisas realizadas em diferentes cida-
des identificaram taxas de incidéncia de 31,8/100.000
habitantes de MRSA invasivos com mortalidade de 6,3/
100.000 habitantes; em cidades como Minessota, Portland
e Atlanta, a frequéncia relatada dessas bactérias foi de
8% a 20%; ja no Canada, dados do programa de vigilancia
de infeccdo hospitalar tém revelado como a ocorréncia de
MRSA pode sofrer variagdes no pais: 26% no oeste, 70%
na regiao central e 4% no leste. O fato em comum é que
ha um evidente aumento da prevaléncia global deste
género, seja ele de origem hospitalar ou de infeccbes
comunitarias.®?

As infeccBes causadas por essa bactéria frequen-
temente acometem a pele e tecido subcutaneo, sendo
muito comum sua associacdo com dispositivos e aparelhos
implantados, especialmente em pacientes cujo sistema
imunoldgico encontra-se debilitado, bem como em crian-
cas e idosos.® Algumas dessas infeccBes tém carater
agudo e podem gerar focos metastaticos, disseminando
para outros tecidos. Ha ainda o risco de infeccdes mais
graves como bacteremia, pneumonia, osteomielite, endo-
cardite, miocardite, pericardite, meningite, abscessos
musculares e cerebrais.® E valido lembrar que estes
ultimos séo episddios frequentemente associadas com
alta morbidade e mortalidade.

CONCLUSAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos é um fator
determinante no surgimento de microrganismos multirre-
sistentes e, por conseguinte, na elevacao dos custos das
internacdes. As principais circunstancias que levam a
utilizacdo inadequada de antimicrobianos sdo o desco-
nhecimento das doencas infecciosas, a imprecisdo do
diagndstico e a ndo conscientizacao dos profissionais acer-
ca da seriedade do problema da resisténcia bacteriana.?

E importante lembrar que o uso indiscriminado de
antibidticos para uso veterinario cresceu exponencialmente
nas ultimas décadas. Em 2009, 80% dos antibidticos
vendidos nos Estados Unidos foram usados em fazen-
das.®v

Entretanto, ndo se conhece completamente quais
os fatores que levam a colonizacdo por MRSA na comu-
nidade. Seriam apenas pessoas que tiveram contato com
servicos hospitalares, ou com pessoas que usaram esses
servicos? Haveria fatores sociais, nutricionais e ambientais
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relacionados? Haveria uma predisposicdo genética para
essa colonizacao e outros fatores que predisporiam a
doenca?

Estudos como o SHIP-Brasil tém o potencial de
trazer a luz novas informacdes sobre os fatores associados
a colonizacao por MRSA na comunidade.
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Abstract

Objectives: Staphylococcus aureus is a major agent of community-
acquired infections and related health care infections (IRAS). In the
1950s, the production of S-lactamases by S. aureus began to
predominate in strains isolated from hospitalized patients. In 1960,
methicillin was launched in the market as an alternative therapy for
B-lactamase-producing strains, since this drug does not undergo
the action of this enzyme. However, in the 1990s, reports of methicillin-
resistant strains also came to be described and identified and called
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). What causes
concern is the fact that MRSA strains are clearly capable of causing
infection in previously healthy people, further facilitating its spread
in the community. It is estimated that about 30% of healthy individuals
are carriers of MRSA, although these values may be higher in
hospitalized patients and health professionals. With this project, we
sought to identify MRSA carriers in a healthy population. Methods:
To perform this study, sampling was conducted with 42 individuals
from the pilot phase of SHIP-Brazil study. The SHIP-Brazil is a
multicenter population-based study, which replicates in the city of
Pomerode,SC, with strong German descent, the same methods used
in the SHIP study in German Pomerania, through a partnership
between the University of Blumenau and the Universitat Greifswald.
For screening of MRSA a protocol was developed to obtain and
transport nasal swab samples for culture. The detection of
Staphylococcus aureus was performed by culture in mannitol salt
agar and confirmation of the species in DNAse agar. Subsequently
the isolates were evaluated taking into account the resistance to
cefoxitin. Results: We have observed nasal colonization by S. aureus
on various subjects (17%), and there was no confirmation of MRSA
in any sample of the pilot phase. Conclusion: Thus, we established
a methodology to assess the impact of environmental, social and
genetic factors associated with health and disease in a large
population-based study.
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MRSA,; Staphylococcus aureus; Bacterial drug resistance; Culture media
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INTRODUGAO

Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar a suscetibilidade e os fatores de viruléncia de cepas
de Candida spp. isoladas de amostras de urina de pacientes em Russas, Ceara, Brasil.
As cepas foram semeadas em agar batata dextrose e incubadas a 37°C por 24/48
horas. Ap6s esse periodo, as cepas foram inoculadas em meio cromogénico e incubadas
a 37°C por 24/48 horas. Doze cepas de leveduras foram identificadas (Oito Candida
albicans, duas Candida tropicalis, uma Candida glabrata, uma Candida parapsilosis).
A producédo de slime e de exoenzimas (proteinase, coagulase e fosfolipase) foram
determinadas. O perfil de sensibilidade foi realizado pelo método de disco difusdo em
meio Mueller-Hinton agar modificado. Os discos continham: fluconazol (25 pg), itraconazol
(30 pg) e anfotericina B(100 pg). As placas foram lidas apds 24 horas. As zonas de
inibicdo foram mensuradas e a interpretacao foi realizada como descrita no protocolo
do CLSI M44-A. C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 14053, C. parapsilosis
ATCC 22019 foram incluidas no estudo. Foi observada uma elevada atividade de
fosfolipase e coagulase, principalmente em cepas de C. albicans. Foi observada uma
elevada proporcéo de cepas de C. albicans resistentes aos antifingicos triazélicos.
Todas as cepas foram sensiveis a anfotericina B. Candidria era relativamente incomum
e ignorada.

Palavras-chave
Candiduria; Fatores de viruléncia; Antifangicos

publica. Cerca de 10% a 15% de infec¢bes urinarias sao
devidas a Candida spp.?¥

O termo candiduria, que ndo necessariamente envol-
ve a presenca de sinais e/ou sintomas de infecgdes uri-
narias, pode ser definido como o crescimento de Candida
spp. em culturas de urina coletada por técnicas apro-
priadas. Trata-se de evento muito frequente entre paci-
entes expostos a fatores de riscos, sendo que até 20%
de pacientes hospitalizados podem apresentar candiddria
ao longo de sua internagdo, particularmente pacientes
de unidade de terapia intensiva. Este achado laboratorial
traz dilemas em relacdo a sua interpretacdo, visto que
pode corresponder a simples contaminagcao da urina
durante a coleta até candidlria assintomatica, cistite ou
pielonefrite, candidiase renal primaria, bola fangica
ureteropélvica ou candidiase disseminada com mani-
festacdo renal.®

A incidéncia de fungos no trato urinario tem aumen-
tado gradualmente e € um importante problema de saude

A capacidade patogénica das Candida spp. esta
relacionada a uma combinacgéo de fatores que contribuem
para a sua viruléncia, destacando-se a producéo de enzi-
mas extracelulares. Diversas enzimas hidroliticas, que
auxiliam no processo de invaséo tecidual, sdo produzidas
por Candida spp. Dentre essas, as principais séo protei-
nase, fosfolipase, hialuronidase, coagulase e condroitina
sulfatase.“®

Antifangicos existem em numero limitado e muitos
atuam na sintese do ergosterol, o principal esterol presente
nas membranas flingicas. Essas substancias podem ainda
agir em constituintes da parede celular de fungos. Agindo
sobre a membrana celular, os derivados poliénicos se ligam
ao ergosterol, provocando a formacdo de canais que
ocasionam a morte da célula. Poliénicos tém sido empre-
gados ha mais de 50 anos, mas sua utilizacao € limitada
devido a sua elevada toxicidade.®
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Os antifungicos azolicos, que também atuam sobre
o ergosterol da membrana celular, sdo os mais utilizados
e foram desenvolvidos acerca de duas décadas. Estes
sdo compostos heterociclicos que inibem a enzima flngica
lanosterol 14o—demetilase, que catalisa um passo tardio
da sintese do ergosterol. Essa inibicdo depleta o contetdo
de ergosterol das membranas e resulta em acumulagéo
de esterodis intermediarios toxicos que inibem o cresci-
mento flngico.™

O objetivo desse trabalho foi avaliar a sensibilidade
de cepas de Candida spp. isoladas de urina de pacientes
atendidos no Laboratério de Andlises Clinicas da Prefeitura
Municipal de Russas, municipio localizado no interior do
estado do Ceara.

MATERIAL E METODOS

Origem das amostras

Foram incluidas no estudo 12 amostras de Candida
spp. provenientes de pacientes com candiduria atendidos
no Laboratério de Analises Clinicas no municipio de Rus-
sas durante o periodo de janeiro de 2008 a dezembro de
2008. Os pacientes que apresentavam Candida spp. na
urina, observadas na realizacdo do sumario de urina,
tinham a urina semeada em agar batata dextrose (ABD)
com antibidticos e cicloheximida. As cepas foram incuba-
das a 35°C por 24/48 horas e, apds o crescimento, foram
guardadas na geladeira em temperatura de 2° a 8°C, até
0 momento do transporte para o Laboratério de Microbio-
logia da Universidade Federal do Cearda, na cidade de
Fortaleza.

Identificacdo das amostras

As cepas foras semeadas em meio cromdgeno agar
Hicrome Candida® e incubadas a 35°C, por 24/48 horas.
Esse meio cromdgeno identifica as cepas de leveduras
de acordo com a cor produzida, a saber, verde: Candida
albicans; azul: Candida tropicalis; rosa: Candida krusei,
violeta: Candida glabrata; branca a rGsea: outras espécies,
incluindo Candida parapsilosis. A confirmacao das identi-
ficacBes das cepas foi realizada com o teste do micro-
cultivo em agar arroz com tween 80.4

Avaliacdo dos fatores de viruléncia

Proteinase e fosfolipase: A determinacdo da pro-
teinase e fosfolipase foi realizada segundo a metodologia
descrita por Price et al.®Y e Richel et al.,*? e as leituras
realizadas apoés cinco dias. A presenca da atividade da
proteinase foi verificada pela formagédo de um halo trans-
parente e de fosfolipase pela formacédo de um halo opaco
ao redor da coldnia. A atividade enzimatica de ambas as
enzimas foi medida, e foi calculado o PZ (zona de preci-
pitacdo). Quando o PZ=1,0 (ndo apresentava enzimatica),
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0,63 <PZ<1,0 (atividade enzimatica moderada) e PZ<0,63
(forte atividade enzimatica).+1?

Coagulase: Candida spp. tem a habilidade de pro-
duzir coagulase e pode ser um importante fator de viru-
Iéncia. Em um tubo foram colocados 500 pL de plasma
humano e 100 pL de uma suspensao de leveduras 0,5 na
escala de MacFarland. As cepas foram incubadas a 35°C
por quatro horas. ApOs esse periodo, a formacédo de
coagulos foi avaliada. Se coagulos ndo eram observados,
nova incubacao era procedida, por até 24 horas.*?

Slime: O slime é um polimero de carboidrato secre-
tado por cepas de Candida spp. que ajuda a fixagdo em
proteses e cateteres, semelhante a um biofilme. Cada
cepa foi semeada em placa de agar infusdo de cérebro-
coracao (BHIA) suplementado com 5% de glicose e
vermelho do congo. As placas foram incubadas a 35°C
por 24 horas e, ap6s a incubacgédo, as colbnias positivas
para producao de slime apresentaram coloracdo negro-
brilhante.(4

Teste de sensibilidade a antifungicos

A sensibilidade das cepas de Candida spp. isoladas
de pacientes com candiduria foi avaliada pelo método de
disco difusdo em agar Mueller-Hinton suplementado com
2% glicose e 0,5 pg/mL de azul de metileno (AMHGAM).
Os discos de antifingicos testados foram: anfotericina B
(100 ug), fluconazol (25 ug) e itraconazol (30 ug). As cepas
foram inoculadas em meio AMHGAM e incubadas a 35°C
por 24 horas. Decorrido esse periodo, os halos foram
medidos e as cepas foram classificadas de acordo com
seu perfil de sensibilidade em sensivel (S), sensivel dose-
dependente (SDD) e resistente (R), de acordo com o proto-
colo M44-A2 do CLSI.®51% Em todas as fases do expe-
rimento, foram utilizadas, como controle, as cepas C.
albicans ATCC- 14053, C. albicans ATCC-10231 e C.
parapsilosis ATCC 22019. Os testes foram realizados em
triplicata.

RESULTADOS

Cepas de C. albicans sdo as mais comumente
isoladas de amostras de urina, no entanto, outras cepas
de Candida spp. comecam a ser isoladas desse sitio
anatdmico. No presente estudo, foram isoladas 12 cepas
de Candida spp. A distribuicdo das cepas encontradas
pode ser visualizada na Figura 1.

Nos ultimos anos, diferentes meios cromdgenos de
cultura com capacidade de diferenciar C. albicans e outras
leveduras de interesse clinico tém sido comercializados.
Esses meios tém como fundamento a alteracdo na cor
desenvolvida pelas col6nias através de indicadores de pH
e fermentacdo de compostos especificos ou substratos
cromo6genos. 719
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I C. albicans
M C. tropicalis
O C. parapsilosis
[ c. glabrata

Figura 1. Identificacdo das cepas de Candida spp. isoladas de
amostras de urina no municipio de Russas, Ceara.

Foram avaliados diversos fatores de viruléncia: protei-
nase, fosfolipase, coagulase e producéo de slime.

Na Figura 2 sdo destacados os halos de precipitagdo
em torno da col6nia de Candida spp. Algumas espécies
de Candida spp. ndo apresentam halo. A espécie de C.
parapsilosis ndo produz fosfolipase. Das cepas de C.
albicans, sete (87,5%) produziram fosfolipase com a
atividade entre moderada e forte. O valor de PZ variou entre
0,63 < PZ <£0,88. As cepas nas condi¢cdes experimentais
utilizadas nao apresentaram atividade proteolitica.

Figura 2. Teste de Fosfolipase de cepas Candida spp. isoladas de
urina no municipio de Russas, Ceara.

Cepas de Candida spp. podem produzir coagulase
responséavel pela coagulagéo do plasma in vitro e in vivo.
Setenta e cinco por cento das cepas produziram coagu-
lase. Outro fator de viruléncia importante é o slime. Somen-
te uma cepa de C. albicans produziu esse elemento.

A sensibilidade de cepas de Candida spp. € impor-
tante para o acompanhamento da resisténcia aos anti-
fungicos. O perfil de sensibilidade é mostrado na Tabela 1.

Em popula¢gdes que ndo estdo expostas a fatores
de risco, em individuos sadios e assintomaticos, a candi-
duria € um achado raro, podendo ser uma simples conta-
minacdo da amostra. Alguns autores sugerem que existe
maior relagcéo entre candiduria e infec¢do urinaria quando
a contagem de colbnias na urina atinge valores na ordem
de 103 a 104 UFC/mL.®

Pfaller et al.?” avaliaram 140.767 isolados clinicos
de leveduras provenientes de 127 centros médicos distri-
buidos entre Asia (23), América Latina (16), Europa (74),
América do Norte (12) e Oriente Médio (2).

Esses isolados foram obtidos de diferentes mate-
riais bioldégicos como sangue, trato genital, trato gastro-
intestinal e trato respiratorio, no periodo de janeiro de
1997 a dezembro de 2003. Mais de 16 espécies diferentes
de Candida foram isoladas, sendo que C. albicans foi a
espécie mais frequente (66,2%). Uma diminuicdo no
nimero de isolados de C. albicans foi observada no
decorrer dos sete anos de estudo, variando de 10% a
11%. Em contraste, durante este mesmo periodo, obser-
vou-se um aumento no nimero de isolados de C. tropi-
calis e C. parapsilosis da ordem de 2,9% e 3,1%, respec-
tivamente. No presente trabalho foram identificados 67%
de cepas de C. albicans, sendo esta a espécie mais
isolada (Figura 1).

Em um estudo com cem amostras de leveduras
isoladas de urina, provenientes de Hospital Publico Infantil
de S&o Paulo Brasil, no periodo de 1999-2004, a espécie
mais prevalente foi C. albicans, seguida de C. tropicalis,
C. glabrata e C. parapsilosis.?Y A segunda levedura mais
isolada neste estudo foi a C. tropicalis (Figura 1).

Nos EUA, em outro estudo com um total de 67
Candida spp. isoladas de urina, foi observada a seguinte

Tabela 1 - Perfil de sensibilidade das cepas de Candida spp. isoladas de candiddria

Cepa Anfotericina B Fluconazol ltraconazol

S R SDD R S R
Candida albicans (8) 8 (100%) 2(25%) 3 (375%) 3(375%) 4 (50%) 4 (50%)
Candida tropicalis (2) 2 (100%) - 1(50%) 1 (50%) - 1 (50%) 1 (50%)
Candida parapsilosis (1) 1 (100%) - - 1(100%)
Candida glabrata (1) 1 (100%) - 1(100%) - - 1 (100%) -

S - sensivel; R - resistente; SDD - sensivel dose dependente.
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distribuicdo: C. albicans (54%), C. glabrata (36%) e C.
tropicalis (10%).??

A identificacéo de leveduras é realizada pela utilizagéo
de meios que avaliam fermentacgéo, assimilagcéo de carbo-
idratos. Esses testes sdo laboriosos, demandam tempo
e podem apresentar resultados incertos. Os kits comer-
ciais de identificacdo sédo caros e tornam-se de dificil
aquisicao para laboratorios de microbiologia de pequeno
e médio porte no Brasil, ficando a identificacdo de leve-
duras das espécies a cargo de laboratérios de micro-
biologia de referéncia. Os laboratérios de microbiologia
de pequeno porte realizam apenas o isolamento primario
e a coloracao de Gram, ou seja, técnicas que nao permitem
a identificacdo das espécies. Neste sentido, a utilizacéo
de meios seletivos e diferenciais para o isolamento de
Candida spp. tem se tornado comum, nos Ultimos anos,
em laborat6rios menores. O CHROMagar Candida é um
meio seletivo para o isolamento de leveduras que facilita
a diferenciacdo e a identificacdo das principais espécies
de Candida. As leveduras produzem enzimas que reagem
com substratos cromdégenos, produzindo colbénias de dife-
rentes cores. Essas enzimas sao especificas e algumas
leveduras podem ser identificadas em nivel de espécie a
partir da coloracdo que apresentam. Coldnias de C.
albicans e C. dubliniensis produzem coldnias verde claro
e verde escuro, respectivamente. As colbnias de C.
tropicalis aparecem azul metalico, coldnias de C. krusei
aparecem rosa claro. Outras leveduras aparecem creme
ou desenvolvem um pigmento roxo.?® Esses meios cro-
mogenos tém demonstrado eficiéncia na identificacao
de cepas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis em
vérios estudos, sendo que a identificagdo da C. glabrata
continua controversa.®*? No presente estudo foi possivel
a identificacéo, e a confirmacao ocorreu com a micromor-
fologia.

Araujo et al.?® observaram, em seu estudo, que o
meio cromdgeno se mostra Util na deteccao de leveduras
em material clinico que contenha cultura mista de Candida,
cuja caracteristica de crescimento em agar de Sabouraud
dextrose ndo permite esta diferenciacdo. Os autores con-
cluiram que a utilizacdo desse meio contribui para um
diagnostico rapido das infec¢des causadas por leveduras
do género Candida, favorecendo a aplica¢éo de uma terapia
antifiingica precoce e adequada.

Entre as enzimas mais importantes secretadas pela
C. albicans tem-se a fosfolipase, que degrada fosfolipidios
da membrana das células; a proteinase, que pode degra-
dar anticorpos dentre outros substratos proteicos. Em
relacdo a acédo fosfolipasica, foi verificado, em estudo
realizado por Menezes et al.,® com cepas de C. albicans
isoladas de candidiase mamaria, que 45,4% apresentaram
atividade enzimatica moderada (entre 0,64 e 0,99), e
54,6%, uma elevada atividade enzimatica (PZ menor do
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gue 0,63). As amostras ndo apresentaram acao da enzima
proteinase. No presente trabalho, as cepas apresentaram
atividade fosfolipasica e ndo apresentaram atividade pro-
teolitica. A atividade enzimatica de C. albicans isoladas
da mucosa bucal de criancgas foi avaliado por Menezes et
al.® Foram observadas que seis (20%) cepas apresen-
taram PZ positiva para proteinase e dez (33%) mostraram
positividade para fosfopalipase.®

A producao de slime e coagulase pode ser fator de
viruléncia importante na determinacgéo da patogenicidade
de Candida. A producgdo de slime entre as cepas aqui
estudadas foi muito pequena, apenas uma cepa foi slime-
positivo. No entanto, 75% das cepas produziram coa-
gulase.

O uso de discos de fluconazol € um método adequado
para triagem e deteccao de leveduras resistentes a esse
antifingico. O teste apresenta boa reprodutibilidade
guando lido apés 24 horas (95%).?” Na presente andlise,
todos os halos foram medidos ap6s 24 horas. O teste se
mostrou de facil execucdo e interpretacédo.

A partir dos estudos de Barry et al.,®® foi demons-
trado que o teste de disco-difusdo com discos de fluco-
nazol pode ser maximizado pelo uso de agar Mueller-
Hinton com glicose e azul de metileno com incubacgao
restrita de 24 horas. De acordo com esses autores,
somente 1% das cepas nao cresceram adequadamente
em 24 horas. Houve boa concordancia entre o método
de referéncia microdiluicdo em caldo e o teste de disco-
difuséo.

Um total de 2.949 de Candida spp. foi testado pelo
método de disco-difusdo e pelo método de referéncia
microdiluicdo em caldo. Foram obtidos concordancia de
92,8% entre os métodos. O teste de disco-difusdo foi
adequado para detectar cepas de Candida spp. resistentes
aos antifungicos.® Na presente avaliacéo, os testes foram
lidos com 24 horas e demonstraram ser reprodutiveis e
de facil execucao.

Todas as cepas estudadas neste trabalho foram
sensiveis a anfotericina B. Ocorreu uma elevada resistén-
cia ao fluconazol (37,5%) e ao itraconazol (50%) entre as
cepas de C. albicans isoladas de amostras de urina. Foram
encontradas 37,5% das cepas de C. albicans sensivel
dose dependente (SDD) — Tabela 1. A resisténcia aos
antifingicos azélicos foi mais elevada do que normalmente
relatado na literatura.®39

CONCLUSAO

A partir deste estudo, realizado na cidade de Russas,
Ceara, é possivel concluir que:

(1) Foram isoladas em candiddria, em Russas, as
seguintes leveduras: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata
e C. parapsilosis;
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(2) Foi observada uma elevada atividade de fosfoli-
pase e coagulase, principalmente em cepas de C. albicans;

(3) Foi observada uma elevada proporcao de cepas
de C. albicans resistentes aos antifungicos triazolicos;

(4) Todas as cepas foram sensiveis a anfotericina B.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the susceptibility and
virulence factors of strains Candida spp. isolated of urine in Russas,
Ceara-Brazil. The strains were streaked onto Potato glucose agar
plates at 37°C for 24/48 hours. After this period, the strains were
streaked onto chromogenic media agar plates and incubated at
37°C for 24/48 hours. Twelve yeasts isolates have been evaluated
(Eight Candida albicans, two Candida tropicalis, one Candida glabrata,
one Candida parapsilosis). Slime and exoenzymes (proteinase,
coagulase, and phospholipase) production tests and determination
of their levels were performed. Susceptibility testing was evaluated
in medium Mueller-Hinton agar modified was used disk diffusion
testing. Paper disks containing: fluconazole (25 ug), itraconazole
(30 pg) and amphotericin B (100 ug) were used. Plates were read
after 24 hours. Zones of inhibition were read and interpretation of
zone diameters was as described in CLSI M44-A. The following
reference strains were also included in the studies: C. albicans ATCC
10231, C. albicans ATCC 14053, C. parapsilosis ATCC 22019. A
higher phospholipase and coagulase activity was also observed for
C. albicans. A relatively higher proportion of triazole-resistant isolates
was obtained from Candida spp. isolated of urine in Russas. All
strains were susceptible to amphotericin B. Candiduria was
previously uncommon and largely ignored.
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Candiduria; Virulence factors; Antifungal agents
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Importancia da qualidade da coleta do exame preventivo para o
diagndstico das neoplasias glandulares endocervicais e

endometriais

Importance of the sample collections quality in pap smear for diagnosis of glandular
endocervical and endometrial cancers

'Silvia Fischmann Osorio Ughini
2L uciane Noal Calil

Resumo

Objetivo: As neoplasias glandulares endocervicais e endometriais sdo patologias
preveniveis e curaveis quando precocemente detectadas. O exame citopatoldgico
(Papanicolau) € um método muito utilizado para o rastreamento de neoplasias
ginecoldgicas. A qualidade do exame citopatolégico depende da adequagéo da amostra.
Visando verificar a qualidade da coleta de amostras cérvico-vaginais em pacientes
submetidas ao exame preventivo do cancer em Unidades do Sistema Unico de Salde
(SUS) em Porto Alegre e regiao metropolitana, foram analisadas pacientes das unidades
JARI (Viamao) e CPEG - Centro de Pesquisa Ginecoldgica (Porto Alegre). Métodos:
Avaliaram-se informagdes retroativas registradas sobre as pacientes e as respectivas
laminas de material coletado para exame citopatoldgico. Resultados: Os resultados
obtidos foram agrupados e analisados, sendo observada a auséncia da jungdo escamo-
colunar como o fator limitante mais frequente encontrado nos esfregagos citopatolégicos
cervicais e observada a diferenca de adequabilidade da amostra entre as duas Unidades
de Saude (p<0,001. Conclusao: Constatou-se a necessidade de orientagdo aos
profissionais que realizam a coleta.

Palavras-chave

Esfregaco vaginal; Adenocarcinoma; Camada de esfregaco

INTRODUCAO

O cancer caracteriza-se pelo crescimento descon-
trolado de células aberrantes, tornando-se fatal em conse-
quéncia da invasao destrutiva dos érgaos normais por
extensdo direta e disseminacédo para locais distantes
através do sangue, linfa ou superficies serosas. Todos os
tumores que invadem ou se metastizam exibem carac-
teristicas especificas do tipo de neoplasia.("

Dentre as neoplasias invasoras primarias do colo, o
adenocarcinoma corresponde ao segundo tipo histolégico
mais comum, sendo o carcinoma epidermoide a neoplasia
predominante (aproximadamente 80% a 85% dos casos).?

O adenocarcinoma apresenta um pior prognéstico
quando comparado ao carcinoma epidermoide, sendo que
o0 aumento da sua prevaléncia esta relacionado também
ao emprego difundido de métodos diagnésticos, como o
exame citopatologico, a colposcopia e a biépsia. Em amos-
tras enviadas a citopatologia, geralmente sédo encontradas

poucas atipias em células glandulares, pois determinadas
lesdes neoplasicas ndo comprometem a mucosa
endocervical superficial, mas as glandulas localizadas no
estroma.®

O adenocarcinoma é responsavel por 10%-25% dos
casos e se origina de células colunares endocervicais. A
medida que se torna menos diferenciado, pode perder sua
aparéncia glandular e tornar-se mais sélido. Também tem
sido associado a maior recorréncia e maior nimero de
linfonodos comprometido e pior prognéstico.®

A literatura relata uma maior frequéncia de adeno-
carcinoma endocervical em mulheres em torno de 50 anos
de idade, baixo nivel socioecondmico, com varios parcei-
ros sexuais, com inicio de atividade sexual precoce, multi-
paras, tabagistas e com frequentes infec¢cées do trato
genital.®

O adenocarcinoma endometrial € uma neoplasia que
acomete o tecido endometrial, promovendo proliferacéao
anormal do epitélio e infiltragdo dos tecidos adjacentes.
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Apresenta-se, nos Estados Unidos (EUA), como a doenca
maligna mais frequente nos érgéos genitais femininos, com
mais de 40 mil mulheres diagnosticadas anualmente, além
de representar a quarta doenga maligna mais frequente em
mulheres no mesmo pais.58

Existe uma diferenca significativa na incidéncia de
cancer endometrial entre diferentes paises. Nos paises
europeus, nos EUA e Canada, observam-se maiores inci-
déncias quando comparadas a paises da Africa, Asia e
América Central.®® Nas popula¢des ocidentais, o cancer
endometrial € o0 mais comumente encontrado em mulheres
entre 50 e 65 anos, raramente acometendo abaixo de 40
anos.®% Nos paises europeus, a incidéncia de adeno-
carcinoma endometrial é de 10 a cada 100 mil mulheres, e
de 25 a cada 100 mil habitantes nos EUA e Canada. Na
Venezuela, os tumores ginecolégicos representaram 1,81%
de todas as causas de morte no ano de 2004.“ Em paises
com menor desenvolvimento socioeconémico, como é o
caso do Brasil, o cancer de endométrio ocupa, por sua
vez, a segunda colocacgé@o entre as causas de neoplasia
maligna ginecoldgica, seguindo o cancer de colo uterino.("”

O adenocarcinoma endometrial apresenta-se como
um fator importante de morbidade e mortalidade entre
mulheres no periodo pds-menopausa,” fator intimamente
relacionado a terapia de reposi¢cdo hormonal com o uso
de estrogénios.(") Pode-se relatar aumento do risco de
desenvolvimento deste tipo de tumor com o aumento da
dose e/ou tempo do uso da terapia; entretanto, também é
observado em pacientes submetidas a esquemas tera-
péuticos mais brandos.” A menopausa tardia relaciona-
se com um desequilibrio entre niveis de estrogénios e
progestagenos, estimulando a proliferagdo endometrial.)
Também sao relatados, como fatores de risco, a menarca
precoce, o habito de fumar, a obesidade,*”'? o uso de
tamoxifeno para tratamento de cancer de mama“™ e a
nuliparidade.® Em geral, ha manifestacdo de sangramento
vaginal, sintoma que auxilia no diagnéstico precoce e facilita
o estabelecimento da terapia.'” A triagem de mulheres
assintomaticas, e/ou que manifestem fatores de risco,
podera contribuir para o diagnéstico precoce do cancer
de endométrio, condigéo imprescindivel para o prognoéstico
da paciente, maximizando a chance de se detectar a
doenga em um estagio inicial.("'?

O teste de Papanicolau (PAP) é um exame réapido,
de baixo custo e efetivo para a deteccdo precoce de
neoplasias, mas vulneravel a erros de coleta, preparo das
laminas e interpretagdo.¥ Em um levantamento realizado
dentro do sistema de saude publica brasileiro, constatou-
se que o PAP apresentou a melhor razéo incremental de
custo-efetividade entre todas as estratégias de rastrea-
mentos analisadas." Uma andlise de custo-efetividade
generalizada sobre intervengbes preventivas de cancer
cervical, realizada para triagem populacional mexicana,

40

também relatou a metodologia de PAP como apresen-
tando menores custos em relagédo a outros manejos
estudados.(™®

Um dos itens preconizados pelo Sistema Bethesda
é o relato no laudo da adequacdo da amostra como
importante componente para garantia da qualidade do
esfregaco.'® O fornecimento de informacédo sobre a
presenca significativa da Jungdo Escamo-Colunar (JEC),
promove a qualidade dos espécimes, estimulando esforgos
para aperfeicoar a colheita de material. Desta forma, ha a
necessidade de apresentar componentes da JEC (células
endocervicais e/ou metaplasicas e células escamosas),
para a amostra ser considerada satisfatéria para a analise.
Esta representatividade se da pelo encontro de, no minimo,
dez células endocervicais ou metaplasicas e escamosas
bem preservadas.("”

A coleta adequada deve ser realizada com o auxilio
de escova citolégica, permitindo uma recuperacéao de
células endocervicais em maior quantidade em relacédo a
coleta com swab ou ainda com espatula de Ayre.(®

A literatura refere que a maioria dos resultados falsos
negativos obtidos na metodologia de PAP deve-se a erros
na amostragem clinica, decorrendo de falha na obtencgéo
de material adequado da area desejada.!"®'® Alguns estu-
dos revelam erros entre 56% a 83% relacionados a amos-
tragem clinica, nas quais a area patolégica néo foi con-
templada na metodologia de PAP, sendo os demais erros
relacionados a interpretacdes equivocadas, falsos posi-
tivos ou falsos negativos (Raab, 2004).("

A partir destes relatos, o presente estudo teve como
objetivo verificar a qualidade da coleta de amostras cérvico-
vaginais em pacientes submetidas ao exame preventivo
do cancer em Unidades do Sistema Unico de Satde (SUS)
em Porto Alegre e regido metropolitana.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados prontuarios das pacientes que
frequentam Unidades Basicas de Saude (UBS) do Jari,
na cidade de Viamao (RS), e do Centro de Pesquisa
Ginecolédgica (CPEG), no centro de Porto Alegre (RS).
Os esfregacos que iriam para o descarte foram enviados
ao laboratoério da Faculdade de Farmacia da UFRGS e
analisados novamente para a pesquisa de células repre-
sentativas da juncdo escamo-colunar, endocervicais ou
metaplasicas. Alguns dados dos prontuarios foram ana-
lisados, como idade, estado civil, ocupacgéo, escolaridade,
cor da pele, fumo, dados sobre o ciclo menstrual, uso de
reposicdo hormonal e terapia anticoncepcional hormonal,
habitos de vida sexual e histérico de patologias (cancer e
doencas do trato genital feminino). A avaliacdo das
amostras foi realizada conforme o Sistema Bethesda de
classificagcdo, 2001.
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Como se trata de uma pesquisa em bancos de
dados como fonte de informacédo obtida por proce-
dimentos de rotinas na pratica de servicos e em nenhum
momento serd solicitada alguma coleta em pacientes
ou individuos saudaveis, segundo o Manual Operacional
para Comités de Etica em pesquisa — CONEP (Reso-
lucdo N° 196/96 versao 2012), o presente estudo néao
necessita de TLCE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido). Este trabalho, portanto, tem o compro-
misso de respeitar as Normas e Diretrizes dessa reso-
lucédo, garantindo a privacidade dos pacientes cujos
isolados clinicos sé@o provenientes quando depositados
na colecdo de cultura.

Os dados obtidos foram registrados em tabelas e
analisados em programa Excel for Windows®, utilizando-
se andlise por teste do qui-quadrado (y?), com correcédo
de Yates.

RESULTADOS

Dentre as cem amostras coletadas na Unidade
Basica de Saude Jari, no periodo compreendido entre abril
de 2008 e agosto de 2009, verificou-se que 89% das
pacientes ja haviam feito o exame preventivo de cancer.
Entretanto, observou-se auséncia de peridiocidade para
realiza-lo. Dentre as pacientes avaliadas, 11% nunca
haviam realizado o referido exame.

A idade média das pacientes foi de 38,3 anos, sendo
que a menarca foi verificada aos 12,7 anos em média. A
maioria (67%) era casada, verificando-se, em média, 2,9
parceiros sexuais ao longo da vida. Os niveis escolares
do grupo demonstraram predominio de mulheres com o
primeiro grau incompleto, conforme Tabela 1.

Quanto ao habito de fumar, a maioria era nao fumante
(75%). Em relagdo aos dados consultados referentes a
reposicao hormonal, 44 mulheres nao a realizavam e oito
submetiam-se a terapia. Apenas trés pacientes (3%) ja
haviam manifestado previamente algum tipo de doenca
neoplasica.

No levantamento realizado no CPEG com 67 paci-
entes, 100% destas haviam feito o exame preventivo de
cancer anteriormente. Dentre as pacientes avaliadas,
nenhuma havia apresentado algum tipo de doenca neo-
plasica prévia. As pacientes tinham média de idade de
446 anos, sendo 26 pacientes casadas (38,8%), com
3,0 parceiros sexuais em média ao longo da vida.

Os niveis escolares do grupo demonstraram um
predominio de mulheres com o segundo grau completo,
conforme Tabela 1.

Quanto ao habito de fumar, constatou-se que 48
(71,6%) das pacientes ndo o possuiam; e, com relacdo a
terapia de reposicao hormonal, 52 mulheres néo a realiza-
vam e sete submetiam-se ao tratamento hormonal.
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Tabela 1 - Percentual de niveis de escolaridade JARVICPEG

Escolaridade Jari . CPEG.
N° pacientes % N° pacientes %

Analfabetas 2 0

1° grau incompleto 47 26,9

1° grau completo 17 20,9

2 ° grau incompleto 8 0

2 ° grau completo 24 35,8

Ensino de nivel técnico 0 1,49

3° grau incompleto 2 13,4

3° grau completo 0 1,49

Quanto a adequabilidade das amostras da unidade
Jari (Tabela 2), 58 (58%) esfregacos foram classificados
como satisfatérios, porém limitados para a andlise, 38
(38%) foram considerados satisfatérios, com presenca de
células endocervicais e/ou células metaplasicas, e quatro
(4%) foram considerados insatisfatorios.

Tabela 2 - Distribuigéo dos esfregagos citopatolégicos de acordo
com a adequabilidade da amostra - JARV CPEG

Adequabilidade da amostra Jari % CPEG %
Satisfatoria 38 83,6
Satisfatéria, porém limitada 58 16,4
Insatisfatéria 04 0
Total 100 100

No estudo de 67 amostras coletadas no CPEG em
Porto Alegre (RS), constatou-se, quanto a adequabilidade
da amostra (Tabela 2), que 56 (83,6%) esfregacos apre-
sentaram células endocervicais e/ou metaplasicas e 11
amostras (16,4%) foram classificadas como satisfatérias
com auséncia de células endocervicais e metaplasicas.

Na Tabela 3 observa-se que, no Jari, dentre os 58
esfregacos limitados para analise, 57 (98,3%) apresen-
taram auséncia de células endocervicais e/ou metapla-
sicas (auséncia de JEC) e um (1,7%) esfregaco foi consi-
derado satisfatério com células endocervicais, porém
hemorréagico.

Tabela 3 - Fatores limitantes que comprometem parcialmente a
adequabilidade dos esfregagos - Jari

Fatores limitantes n %

Auséncia da JEC 57 98,3
Esfregagco hemorragico 01 17
Total de esfregacos com fatores limitantes 58 100

Dos cem esfregacos analisados, os quatro (4%)
insatisfatorios foram desconsiderados para o resultado
citologico.
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A analise citopatol6gica dos 96 esfregagos constatou
quarenta (41,7%) sem alteragdes citologicas, além de um
(1,04%) hemorragico também sem alteragdes. Foram
verificados dois (2,08%) esfregacos atréficos e 11 (11,46%)
apresentando atrofia com inflamacéao.

Detectou-se presenca de células escamosas com
alteracdes reativas inflamatérias em 41 esfregacos
(42,71%), além de células escamosas com alteragdes
reativas inflamatérias e paraceratose em um (1,04%) esfre-
gaco.

A Tabela 4, disposta a seguir, demonstra os dados
referentes aos resultados citopatolégicos.

Foram obtidos 96 resultados negativos para malig-
nidade no material examinado neste grupo de pacientes.

Tabela 4 - Distribuicéo dos resultados citopatoldgicos - Jari

Resultados citopatologicos n %
Atrofia 02 2,08
Atrofia com inflamacgéo 11 11,46
_Celulas escamosas com alteragdes reativas 41 42,71
inflamatérias
Células escamosas com alteragdes

T - 01 1,04
reacionais inflamatérias e paraceratose
Sem alteragbes citolégicas 40 417
Sem alteragdes e esfregago hemorragico 01 1,04
Total de esfregacgos analisados 96 100

Em relagéo ao diagnéstico citopatol6gico no CPEG,
foram encontrados 23 (34,33%) esfregacos sem alteragdes
citopatolégicas e 66,67% dos esfregacos com alteracdes
inflamatoérias, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Distribuigdo dos resultados citopatolégicos - CPEG

Resultados citopatolégicos n %
Atrofia 3 448
Atrofia com inflamacéo 7 10,45
Copmssmmommomateneoes oy
Alteragbes reacionais em células 5 7,46
escamosas/metaplasicas

Sem alteragdes 23 34,33
Total de esfregacos analisados 67 100

Neste caso, foram obtidos 67 resultados considerados
negativos para malignidade no material examinado neste
grupo de pacientes.

Com relacdo a qualidade da colheita, os dados
levantados caracterizam uma diferenga estatisticamente
significativa (p<0.001) entre as unidades Jari e CPEG
em relacdo a auséncia de representacédo da JEC obser-
vada.
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demostraram que a
auséncia da JEC foi o fator limitante mais frequente en-
contrado nos esfregacos citopatolégicos cervicais, 57%
do total das amostras, da unidade Jari, constatando resul-
tados negativos para malignidade em 100% das amostras
neste posto. Estes resultados relativos a adequabilidade
da amostra sdo compativeis com os obtidos a partir de
estudos realizados em 1993 por Nielsen et al.,(") que
relataram inadequabilidade da amostra obtida em 50% a
66% dos casos.

Em estudo realizado por Amaral et al., em 2006,
foram encontradas 40,37% das amostras com auséncia
de JEC como fator limitante para a analise, além de 30%
das amostras apresentarem-se limitadas por desseca-
mento.® Outro estudo publicado em 2008, desenvolvido
por Amaral et al., demonstrou a auséncia de células meta-
plasicas e/ou endocervicais em 52,2% dos esfregacos,
relatando analise comprometida por coleta insatisfa-
toria.? Ja no estudo realizado em 2008, por Ramos et
al., foram encontrados 16,81% do total de esfregacos
sem a JEC.?"

Raab et al. analisaram a frequéncia de testes de
PAP sem a representatividade da Zona de Transicdo na
amostra coletada, resultando em 9,9% destes casos. Apoés
a implantacdo de um sistema de maiores cuidados na
colheita, esse indice percebeu uma diminuicdo para
4,74%. Neste estudo, uma melhor amostragem resultou
em colheita integral da ectocérvice e endocérvice adja-
centes a Zona de Transigao.("®

Um estudo publicado em 1998, com 62.234 amos-
tras ginecologicas, utilizando metodologia de coloragéo
por PAP e coleta com escova citol6gica, efetuou o levan-
tamento da acuracia e de falsos positivos no diagnéstico
de carcinoma endometrial. Foram identificados citolo-
gicamente 138 casos como adenocarcinoma endometrial,
dos quais 126 amostras foram histologicamente confir-
madas como patologia maligna.

Dentre os casos confirmados (126), 72 (57,1%)
caracterizaram adenocarcinoma endometrial. Foram
observados 8,7% de resultados falsos positivos, repre-
sentando 12 casos dentre os 138 citologicamente iden-
tificados. O valor preditivo positivo (VPP) para o diagnéstico
de carcinoma foi de 85,7%, e, para as condi¢gbes benig-
nas, de 99,9%. O grau de acuréacia do diagnéstico de
adenocarcinoma endometrial resultou em, aproximada-
mente, 70%.%

No levantamento ocorrido no CPEG, os resultados
de esfregacos sem alteragdes foram de 34,33%, menor
que o valor de 41,7% de esfregacos sem alteragdes obser-
vados na Unidade Jari. Este fato esta possivelmente
relacionado aos aspectos epidemiolégicos das popula-
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¢des estudadas, visto que, na Unidade Jari, as pacientes
apresentavam menores niveis de escolaridade.

As amostras do CPEG apresentaram apenas 16,4%
dos esfregacos limitados por auséncia de JEC, fator
bastante divergente entre as duas unidades de saude.
Obteve-se um valor de p<0.001, estatisticamente signifi-
cativo para a diferenca da presenga de JEC nas amostras
quando comparados os valores das duas unidades
coletadas. Este resultado esta possivelmente vinculado a
divergéncias entre as coletas das duas unidades, prova-
velmente relacionado a capacitacdo dos profissionais
envolvidos nesta atividade

Preocupados com este tema, ja em 1999, estudo
desenvolvido por Alves et al. comparou os procedimentos
de coleta com uso da espatula de Ayre modificada,
espatula de Ayre tradicional e a coleta com espatula de
Ayre e escova citologica. Nesta analise, concluiu-se que
a espatula de Ayre utilizada isoladamente € um método
deficiente na producédo de esfregacos satisfatérios. A
espatula de Ayre modificada melhorou a qualidade da
amostra em populagdes onde o uso de escova citologica
néo pode ser efetuado.? Os resultados demonstram que
a coleta realizada com combinagédo de espatula de Ayre
e escova citolégica é a melhor metodologia para obtencao
de esfregacos com apreciavel nimero de células da
endocérvice.

A literatura relata como causa predominante dos
resultados falsos negativos em exame citopatolégico os
erros na coleta do material, as falhas no escrutinio do
esfregaco e na interpretacéo dos resultados citopatol6gicos
para conclusdo diagnéstica. Amaral et al., em 2008,20
observaram 62% dos resultados falso negativos relacio-
nados a erros na coleta do material. No referido estudo,
os autores relataram a existéncia de esfregacos desse-
cados (22,8%), presenca de sangue e/ou secre¢ao puru-
lenta (14,9%), além de presenca de areas espessas
(9,5%), prejudicando a identificacé@o de lesdes citologicas.
No levantamento realizado na Unidade Jari foram obser-
vados esfregacos hemorragicos e purulentos, porém em
pequeno nimero de casos, e na Unidade CPEG nao foram
observados tais fatores. Este fato se deveu, possivelmente
a diferencas na qualidade da coleta e a sensibilidade das
usuarias do servigo.

De acordo com Tajima et al.,® em estudo realizado
em 1998, células de adenocarcinoma caracterizam-se por
sobreposicao de nucleos, presencga de necrose, perda de
polaridade e aumento do nimero e tamanho de nucléolos.
Segundo Tajima, células com hiperplasia atipica apre-
sentam uma distribuicdo irregular de cromatina em 30%
do nucleo, enquanto que esta distribuicao irregular ocorre
em 80% das células de adenocarcinomas.® Entretanto,
para realizar esta analise, & necessario que a coleta seja
representativa da juncéo escamo-colunar, possibilitando
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a avaliacdo das mesmas para o diagnostico de adeno-
carcinoma.

A partir da observacdo de amostras obtidas com o
auxilio de escova endocervical, Santos et al.,? em estudo
publicado em 2009, comentam ser imprescindivel o uso
da escova endocervical para obtengdo de amostra repre-
sentativa. Relatam ainda o uso desta metodologia princi-
palmente em mulheres com 40 anos ou mais, em vista
do entrépio da JEC nesta faixa etaria. A colheita nas
unidades Jari e CPEG foi realizada com este instrumento
de extrema importancia para a adequabilidade da amos-
tra, entretanto, no Jari, a auséncia da JEC pode ser
justificada por problemas no procedimento. De acordo
com Carvalho et al.,”® para obtengédo de representativi-
dade adequada, seria importante o uso da escova para
coleta na JEC, para "varrer" as criptas localizadas no
canal endocervical.

De acordo com andlise publicada em 2007, apés
classificagdo da qualidade das laminas, os autores obser-
varam que os fatores relacionados ao processamento das
mesmas, especialmente com relagédo a coleta da amostra
a ser analisada, sdo mais criticos do que os relacionados
com o acesso das mulheres ao exame preventivo do
cancer. A auséncia de células endocervicais foi um dos
aspectos mais frequentes encontrados na referida analise,
concluindo da importancia da conscientizagdo dos profis-
sionais envolvidos no procedimento de coleta, através do
treinamento de médicos e enfermeiras para o exame cito-
patolégico.?®

Na analise dos esfregacos coletados na unidade Jari,
foram detectados 4% como insatisfatoérios, sendo neces-
sario repetir a coleta nestes casos. Segundo Ramos et
al., "Isto, quando ocorre, é incbmodo para a mulher, visto
que onera o Sistema Unico de Satide com gastos desne-
cessarios quando poderiam ser evitados com uma coleta
adequada".?"

Visto que as proliferagdes epiteliais préximas a
JEC podem evoluir para adenocarcinoma e que, confor-
me estudo realizado por Amaral et al., em 2008, a JEC
é a principal sede de lesGes pré-neoplasicas, as células
endocervicais e metaplasicas deverao sempre estar pre-
sentes nos esfregacos citopatolégicos para o diag-
nostico de adenocarcinomas endometriais e endo-
cervicais.®"

CONCLUSAO

A diferenca na qualidade da colheita de material entre
as duas unidades de saude traz um alerta para possi-
bilidade de erros diagnésticos das lesdes ginecolégicas
e para a necessidade de instrucdo de profissionais
envolvidos na coleta das amostras, visando a obtencéao
de material significativo, assegurando a paciente a
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auséncia de lesdes precursoras de neoplasias endo-
cervicais ou endometriais. O diagnoéstico citopatolégico,
realizado através da coloracdo de Papanicolau, conforme
anterior-mente descrito, € uma metodologia de baixo custo
em relacdo a outros manejos estudados, util para aplicagéo
na triagem de pacientes para o diagnéstico de malig-
nidades ginecolégicas no Sistema Unico de Saude,
gerando menores custos ao governo. Assim sendo, a
diferengca quanto a presenca da JEC entre os locais
avaliados caracteriza a necessidade de orientacédo e
treinamento dos profissionais que realizam este proce-
dimento, possibilitando diagnéstico precoce em mulheres
assintomaticas ou com fatores de risco, pré-requisito de
grande valor no prognéstico da paciente, e possibilitaria
também, a detecgé@o da doenca nos seus estagios iniciais,
melho-rando a resposta terapéutica.

Abstract

Objective: The glandular endometrial and endocervical cancers
are preventable and curable if early detected. The Pap smear is a
widely used method for screening gynecological cancers. The quality
of Pap smear depends on the sample's adequacy. In order to verify
the quality of the collection of cervical smears in patients who had
Pap cancer in units of the Unified Health System (SUS) in Porto
Alegre and metropolitan area, patients were analyzed from JARI
units (Viamé&o) and from CPEG- Center of Search Gynecological
(Porto Alegre. Methods: Retroactive information recorded of the
patients and their blades materials collected for cytological
examination were evaluated. Results: The results were grouped and
analyzed, noting the absence of squamocolumnar junction as the
limiting factor most frequently found in cervical smears and sample's
difference adequacy between the Health Units (p<0,001. Conclusion:
It was realized about the need for guidance of professionals to collect
the material.
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Vaginal smears; Adenocarcinoma;, Smear layer
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INTRODUCAO

Resumo

Os objetivos deste trabalho séo descrever a distribuic@o estratificada em percentis dos
valores do perfil lipidico, por faixa etaria e sexo, em criangas e adolescentes, e determinar
se ha diferencas em relagdo a estes valores, segundo sexo e faixa etaria. Os critérios
de inclusé@o foram: encaminhamento para a realizacdo de exames de rotina; idade entre
2 e 19 anos e jejum de 12 horas. Foram excluidos os participantes que manifestavam
guadro agudo de doenga e aqueles com fatores que alteram os valores do perfil lipidico
(Diabetes melittus e hipotireoidismo, corticoides e estrégenos, desnutricdo e obesidade).
O Colesterol total (CT), o Colesterol constituinte da Lipoproteina de Baixa Densidade
(LDL-C), o Colesterol constituinte da Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-C) e os
Triglicerideos (TG) foram determinados por métodos enzimaticos colorimétricos. Além
destas determinacdes foi calculada a fragdo ndo-HDL-C e relagbes CT/HDL-C e LDL-C/
HDL-C. No presente trabalho, uma distribuicdo representativa dos valores de lipides
especifica por sexo e faixa etaria para criangas e adolescentes foi proposta pela
primeira vez em ambito nacional. Os resultados desta pesquisa confirmam a necessidade
de pontos de corte especificos, visto que foram observadas diferengas significativas
entre 0s sexos e entre as faixas etarias na maior parte das determinacdes do perfil
lipidico (HDL-C, da relagcdo CT/HDL-C, da relagdo LDL-C/HDL-C e do ndo-HDL-C). Os
resultados deste estudo podem ser Uteis para definir padrées nacionais proprios, para
medir 0 progresso na salde das criancas e adolescentes no futuro e para o planejamento
de programas de prevencédo das doencas cardiovasculares.

Palavras-chave
Perfil lipidico, Criangas, adolescentes

a maioria das criangcas se mantém com 0S mesmos
percentis em relacédo aos lipides até a vida adulta.®”

As doencas cardiovasculares (CVD), como a ateros-
clerose, estdo entre as maiores causas de morbidade e
mortalidade de adultos em todo o mundo.®? Em geral, as
manifestacdes clinicas da doenca arterial coronariana
(CAD), tém inicio a partir da meia idade, no entanto,
estudos demonstraram que o0 processo aterosclerotico
inicia-se na infancia.® Alguns trabalhos encontraram
estrias gordurosas na aorta de criancas a partir de 3 anos
de idade.G¥

A dislipidemia é um dos fatores de risco de maior
impacto na aterogénese. Ha descrices de que os valores
de colesterol das criancas coincidem com a prevaléncia
de CAD nos adultos de sua regido ou pais, guardando
relacdo direta entre si; sabe-se também que as fracdes
lipidicas tendem a seguir o fendmeno de tracking, isto €&,

Os intervalos de referéncia para lipides e lipo-
proteinas sdo utilizados para identificar pessoas com
alto risco para desenvolver CVD em comparagdo com
pessoas do mesmo sexo e idade com valores baixos de
lipides.® Entretanto, ndo ha consenso sobre os pontos
de corte para definir as dislipidemias na infancia. Para a
caracterizacdo das dislipidemias, a maioria dos paises
utiliza os valores de referéncia procedentes do National
Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI).® No Brasil,
muitos autores adotam os valores recomendados pela V
Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencéo da Ateros-
clerose (V DBSD),* além daqueles definidos pelo
NHLBI.®

Os intervalos de referéncia transcritos de outros
paises desconsideram diferencas étnicas, socioecono-
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micas e habitos alimentares da populacdo. O resultado
final pode ser um numero excessivo de decisbes incor-
retas, levando ao aumento de custos médicos, investi-
gacOes desnecessarias e riscos para a salde dos paci-
entes.®

Estudos nacionais, realizados em municipios do
estado de Sao Paulo, observaram que os intervalos de
referéncia da amostra estudada diferem dos recomendados
pelas diretrizes.*2® Esse fato ressalta a necessidade de
se realizarem estudos semelhantes em outras regides
para se obter padronizacdo brasileira dos intervalos de
referéncia para triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e
fracOes.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi des-
crever a distribuicdo em percentis dos valores do perfil
lipidico: CT, Colesterol LDL (LDL-C), Colesterol HDL (HDL-
C), TG, ndo-HDL-C, relagdo CT/HDL-C e relacao LDL-C/
HDL-C, por faixa etaria e sexo, em criangas e adolescentes
entre 2 e 19 anos de idade e determinar se ha diferencas
em relacdo aos valores do perfil lipidico, segundo sexo e
faixa etéaria.

MATERIAL E METODOS

No ano de 2006, foram estudadas 1.011 criancas e
adolescentes de ambos os sexos, em laboratério de
analises clinicas acreditado pelo Programa de Exceléncia
para Laboratoérios Médicos da Control Lab e pelo Programa
Nacional de Controle de Qualidade Ltda da Sociedade
Brasileira de Analises Clinicas.

Os critérios de inclusdo na pesquisa foram: encami-
nhamento ao laboratério para a realizacdo de exames de
rotina; idade entre 2 e 19 anos e jejum de 12 horas. Foram
excluidos os participantes que manifestavam quadro agudo
de doenca.

Foi utilizado um questionario contemplando variaveis
biolégicas e sociais, que caracterizavam a amostra, entre
elas: histérico familiar de CAD em parentes de primeiro
grau;*¥ tabagismo; idade gestacional ao nascimento (pre-
maturos com idade gestacional, ao nascimento, menor
que 37 semanas;*® ocorréncia de alteracdes metabdlicas;
e uso de medicamentos.

Foram aferidos peso e estatura para obtencao do
body mass index (BMI), considerando-se desnutrido se
< que o percentil 5; eutrofico se > que o percentil 5 e que
0 85; sobrepeso se > que o percentil 85 ou obeso se >
que o percentil 95 para idade e sexo, segundo critério do
Center for Disease Control and Prevention (CDC).(9

Para determinar a distribuicdo dos percentis dos
valores do perfil lipidico, foram utilizados os critérios de
exclusdo dos participantes com o objetivo de eliminar
aqueles com fatores que sabidamente poderiam alterar
os valores do perfil lipidico. Desta forma, foram excluidos
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0s participantes que apresentavam ao menos um dos
seguintes fatores: Diabetes melittus; hipotireoidismo;
doencas renais; hepatopatias; AIDS; hipertenséo; gravidez;
uso de medicamentos como tiazidicos, betabloqueadores,
corticoides, estrogenos e horménio de crescimento; des-
nutricdo ou obesidade e prematuridade. Também foram
excluidos os sabidamente dislipidémicos (de acordo com
o NHLBI)® e aqueles em que nao foi possivel a deter-
minacdo do BMI.(%11718) Ainda, para a distribuicdo per-
centil, a amostra em estudo foi distribuida em faixas eta-
rias: 2 a5 anos; 6 a 9 anos; 10 a 14 anos e 15 a 19 anos,
e agrupadas, segundo o0 sexo, com base nas caracteris-
ticas de desenvolvimento e seguindo os principais referis
nessa area.®2

As determinacbes de CT [coeficiente de variacdo
analitico (CVa): 2,6%] e TG [(CVa): 4,9%)] foram realizadas
por método enzimatico colorimétrico em autoanalisador
(Roche® modelo COBAS MIRA). Para o HDL-C, a amostra
passou por um pré-tratamento de precipitacdo por fosfo-
tungstato de magnésio e, posteriormente, a determinacao
do HDL-C [(CVa): 5,1%] no sobrenadante foi feita com o
mesmo método enzimético colorimétrico. O LDL-C foi
calculado pela féormula de Friedewald. Além dessas deter-
minacgdes, foram calculadas a fracdo ndo-HDL-C® e as
relagbes CT/HDL-C e LDL-C/HDL-C.®®

Os cuidados relacionados a fase pré-analitica segui-
ram as orientacdes da IV Diretriz Brasileira sobre Dislipi-
demias e Prevencdo da Aterosclerose.®?

Os dados obtidos durante a pesquisa foram plotados
em planilhas desenvolvidas com o programa estatistico
EpiData® 3.0. A analise dos dados coletados foi realizada
pelo programa estatistico Stata® 9.0. Determinou-se a
distribuicdo dos percentis 5, 10, 25, 50, 75, 90, 95 dos
valores do perfil lipidico conforme o sexo e a faixa etaria
para os participantes incluidos. Foram comparados os
valores de TC, LDL-C, HDL-C, TG, relacao TC/HDL-C,
relagéo LDL-C/HDL-C e ndo-HDL-C, por sexo e faixa etéria,
utilizando o teste ndo paramétrico de Qui-quadrado de
Pearson e os intervalos de confianca 95%.

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal
de Santa Catarina, obtendo o parecer favoravel no més de
junho do ano de 2005 (Projeto 095/05). Apos esclare-
cimentos sobre a pesquisa, todos 0s pais ou responsaveis
legais pelas criancas e adolescentes assinaram o consen-
timento escrito de adesdo ao estudo.

RESULTADOS
Para a determinacdo da distribuicdo percentil dos
valores do perfil lipidico, foram excluidos participantes que

possuissem algum fator que poderia influenciar os seus
valores lipidicos, sendo assim, foram excluidos: 106 por
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apresentarem patologias que provocam alteragdes no
metabolismo basal; 5 por serem gestantes; 27 por utilizarem
medicamento que provoca alteracdo em seus valores
lipidicos; 27 por terem nascido prematuros; 130 por serem
considerados desnutridos (BMI < 5), 95 por serem consi-
derados obesos (BMI> 95), 20 por terem diagnéstico e
estarem em tratamento de algum tipo de dislipidemia e
34 por nao terem os dados referentes ao BMI.

O numero de participantes, por faixa etaria e por
sexo, as respectivas médias e a distribuicdo percentil para
cada variavel analisada: CT, LDL-C, HDL-C, TG, relacao
TC/HDL-C, relagdo LDL-C/HDL-C e nao-HDL-C, para os
567 participantes incluidos estdo apresentados nas
Tabelas 1, 2 e 3 a seguir. O nimero total de amostras

difere entre as variaveis analisadas porque, para alguns
participantes, ndo foi possivel a realizacdo de todos os
ensaios.

Na avaliacdo deste grupo de participantes foram
encontradas diferencas significativas entre 0os sexos
masculino e feminino para as determinagdes do HDL-C
(nas faixas etarias dos 10 aosl4 anos e dos 15 aos 19
anos) (p= 0,050), bem como da relacdo CT/HDL-C (dos
10 aos 14 anos) (p= 0,007) e da relagdo LDL-C/HDL-C
(dos 10 aos 14 anos) (p= 0,003) e do ndo-HDL-C (dos 6
aos 9 anos) (p= 0,047) e marginalmente significativas do
LDL-C (dos 10 aos 14 anos) (p= 0,067).

As diferencas significativas entre as faixas etarias,
segundo o sexo, sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 1 - Distribuicdo Percentil dos Valores de CT, LDL-C, HDL-C e TG (mg/dl) por faixa etaria e sexo

Valores do Perfil Lipidico - Sexo Masculino

cT LDL-C HDL-C TG

E:ir)f:gttizﬂa 5 69 1014 1519 25 69  10-14 1519 25 69 10-14 1519 25 69  10-14 15-19
5 13 121 117 104 44 67 55 44 30 33 34 31 34 34 40 30
10 121 138 125 105 62 75 59 58 34 34 36 32 42 38 44 36
25 144 146 142 128 81 8 72 63 39 40 43 36 51 54 52 42
50 168 161 154 141 100 99 8 90 46 47 51 45 75 66 70 59
75 182 180 170 160 120 114 103 99 54 55 58 52 98 84 104 88
90 199 194 183 173 141 132 111 110 60 62 66 55 132 110 132 102
95 208 212 194 175 150 156 116 122 62 68 72 56 143 130 147 128

Valores do Perfil Lipidico - Sexo Feminino
cT LDL-C HDL-C TG

E:ir)f:gttizﬂa 25 69 1014 1519 25 69  10-14 1519 25 69  10-14 1519 25 69  10-14 15-19
5 125 124 113 119 65 61 50 61 30 35 34 35 40 40 36 36
10 131 135 126 124 73 65 60 72 30 37 36 40 45 45 45 44
25 144 144 140 142 83 81 79 76 36 43 38 46 54 52 56 56
50 160 159 160 154 100 97 97 92 44 49 46 51 70 66 72 68
75 180 180 179 172 120 112 111 112 50 58 54 56 90 87 106 80
90 205 188 198 207 145 126 123 123 57 64 62 62 117 119 148 141
95 220 200 206 239 160 131 131 137 61 65 66 71 147 126 184 178
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Tabela 2 - Distribuicdo Percentil dos Valores de CT/HDL-C, LDL-C/HDL-C e fracdo ndo-HDL-C (mg/dl) por faixa etaria
e sexo

Valores do Perfil Lipidico - Sexo Masculino

CT/HDL-C LDL-C/HDL-C nao-HDL-C

Percentil/Faixa etaria 2-5 6-9 10-14 15-19 2-5 6-9 10-14 15-19 2-5 6-9 10-14 15-19

5 1,9 2,3 21 2,2 0,7 11 0,9 1,0 56 74 68 61
10 2,3 2,5 2,2 24 1,2 13 1,0 11 69 88 75 66
25 3,0 3,0 25 29 1,8 1,8 14 15 96 99 88 78
50 35 3,4 3,0 3,2 2,2 2,2 1,7 1,9 120 113 102 102
75 43 3,9 34 3,9 29 25 21 2,6 137 130 117 112
90 49 4,8 4,1 4,7 3,4 33 2,6 3,0 156 144 131 129
95 55 51 4,7 5,0 3,8 3,7 3,2 34 173 164 141 142

Valores do Perfil Lipidico - Sexo Feminino

CT/HDL-C LDL-C/HDL-C nao-HDL-C

Percentil/Faixa etaria 2-5 6-9 10-14 15-19 2-5 6-9 10-14 15-19 2-5 6-9 10-14 15-19

5 2,4 2,2 2,2 2,2 1,2 1,0 1,0 1,0 76 74 68 70
10 2,6 2,3 25 24 13 1,2 1,2 1,2 87 79 76 83
25 3,0 2,8 2,9 2,8 1,7 1,6 1,6 15 101 95 96 90
50 3,7 3,2 34 3,2 2,4 2,0 21 2,0 115 112 112 104
75 45 3,8 3,8 35 3,2 25 24 2,2 135 130 132 126
90 53 4,5 4,5 3,9 3,9 29 3,0 2,4 160 145 140 152
95 57 4,7 51 4,0 4,1 34 34 2,8 173 151 155 173

Tabela 3 - Médias dos valores de CT, LDL-COL, HDL-COL, TG, CT/HDL-COL, LDL-COL/HDL-COL e fragédo ndo-HDL-COL (mg/dl) e
nimero de participantes por faixa etaria e sexo

Valores do Perfil Lipidico - Sexo Masculino

CT LDL-C HDL-C TG CT/HDL-C LDL-C/HDL-C nao-HDL-C

Faixa etaria N Média N Média N Média N Média N Média N Média N Média
2-5 79 164 79 101 79 46 79 80 79 3,6 79 2,3 79 117
6-9 91 164 89 101 90 48 89 71 90 3,5 89 2,2 90 115
10-14 83 155 83 86 83 52 83 85 83 3,1 83 1,8 83 103
15-19 23 143 23 85 23 44 23 71 23 3,3 23 2,0 23 100

Valores do Perfil Lipidico - Sexo Feminino

CT LDL-C HDL-C TG CT/HDL-C LDL-C/HDL-C nao-HDL-C

Faixa etaria N Média N Média N Média N Média N Média N Média N Média
2-5 84 165 83 105 83 44 84 76 83 3,9 83 25 83 120
6-9 107 162 106 97 106 50 106 74 106 3,3 106 2,0 106 112
10-14 80 160 80 95 80 48 80 86 80 3,4 80 2,1 80 112
15-19 20 162 20 95 20 51 20 7 20 3,2 20 1,9 20 110
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Tabela 4 - Valores de "p" significativos para as diferencas entre as faixas etarias, segundo o0 sexo

Feminino Masculino
Faixa etaria 2-5 6-9 10-14 25 6-9 10-14
6-9 HDL-C p=0,008
CT/HDL-C p=0,001 _ R R - -
LDL-C/HDL-C  p=0,002
10-14 CT/HDL-C p=0,028 LDL-C p=0,003 LDL-C p= 0,002
LDL-C/HDL-C p=0,010 HDL-C p=0,035 CT/HDL-C p= 0,049 -
- - CT/HDL-C p= 0,003 LDL-C/HDL-C p=0,003
LDL-C/HDL-C p= 0,000
Ai-HDL-C p=0,013
A-HDL-C p= 0,037
15-19 CT/HDL-C p =0,025 - - CT p=0,019 CT p=0,017 HDL-C p=0,029
LDL-C/HDL-C p= 0,027 A-HDL-C p= 0,053

DISCUSSAO

Os valores de referéncia para lipides e lipoproteinas
para a faixa etaria pediatrica mais utilizados sédo aqueles
recomendados pela NHLBI.® Esses pontos de corte foram
determinados com base no Lipid Research Clinics-
Prevalence Study, desenvolvido nos Estados Unidos da
América para determinar a distribuicdo dos valores lipidicos
na populacao infantil e sugerir critérios de normalidade
para as fracoes lipidicas.® Os resultados obtidos nesse
estudo com valores menores que o percentil 75 foram
considerados desejaveis para CT e LDL-C; iguais ou
maiores que o percentil 75 e menores que o 95 foram
considerados limitrofes para CT e LDL-C; valores iguais
ou maiores que o percentil 95 foram considerados elevados
para TG, CT e LDL-C; e valores iguais ou menores que 0
percentil 5 foram considerados baixos para HDL-C e
validos para criancas e adolescentes de 2 a 19 anos, de
ambos o0s sexo0s.®

O fato do laboratorio escolhido para a realizacao
deste estudo atender os encaminhamentos do ambulatério
do maior hospital infantil da regido, procurado principal-
mente por criancas e adolescentes até os 14 anos, pode
estar relacionado com o pequeno ndamero de pacientes
na faixa etaria entre os 15 e 19 anos. Neste contexto,
também pode ser considerada a possibilidade dos indivi-
duos desta faixa etaria ndo manterem o habito de procurar
atendimento médico para exames de rotina.

Comparando-se os resultados encontrados no pre-
sente estudo com os obtidos no Lipid Research Clinics-
Prevalence Study® foram observados, em geral, valores
menores para as determinacdes de CT, LDL-C e HDL-C e
maiores para os de TG. Para as relagées CT/HDL-C e
LDL-C/HDL-C, os valores encontrados foram, em geral,
maiores, comparados aos observados no estudo de Elcarte
et al.?® E para o ndo-HDL-C, os valores encontrados foram
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menores que aqueles obtidos no The Bogalusa Heart
Study.®

Diferencas significativas foram observadas entre os
sexos masculino e feminino para as determinagdes do
HDL-C (nas faixas etarias dos 10 aos14 anos e dos 15
aos 19 anos) (p= 0,050), da relagcdo CT/HDL-C (dos 10
aos 14 anos) (p= 0,007), na relagdo LDL-C/HDL-C (dos
10 aos 14 anos) (p= 0,003) e no ndo-HDL-C (dos 6 aos 9
anos) (p= 0,047) e marginalmente significativas do LDL-C
(dos 10 aos 14 anos) (p= 0,067). Em geral, o sexo feminino
teve maiores valores de LDL-C, relacao CT/HDL-C e relacdo
LDL-C/HDL-C do que o masculino; outros estudos também
observaram esta tendéncia.®2222%

As maiores médias de CT foram observadas para as
faixas etarias dos 2 aos 9 anos, semelhantes ao observado
por Moura et al.®? Para o TG, a média mais alta foi obser-
vada nas criangas e adolescentes dos 10 aos 14 anos.
Observaram-se valores maiores de HDL-C no sexo mas-
culino na faixa etaria dos 10 aos 14 anos, € no Sexo
feminino dos 15 aos 19 anos. Como no estudo de Moura
et al.,*? os maiores valores para as relacées CT/HDL-C e
LDL-C/HDL-C foram observados na faixa etaria dos 2 aos
5 anos. A idade foi inversamente relacionada com ambos,
nao-HDL-C e LDL-C, como encontrado no estudo de
Srinivasan et al.??

Deve-se considerar que os valores de referéncia
propostos pela NHLBI® ndo levam em conta os efeitos da
puberdade nos valores lipidicos. Visto que a distribuicao
dos lipides muda durante a adolescéncia, diferentes
propor¢cdes de adolescentes de ambos 0s sexos sao
identificados para 0 acompanhamento e tratamento base-
ados nesse Unico ponto de corte, dependendo da idade
em que eles foram avaliados.® Segundo Friedman et al.,®V
a sensibilidade e a especificidade dos pontos de corte
propostos pela NHLBI® para predizer as alteracdes dos
valores lipidicos, quando adultos, e as CVD, dependem da
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idade em que a determinacao dos lipides foi feita. Essa
marcante variagcdo de sensibilidade que ocorre com a idade
sugere outra limitacdo das diretrizes brasileiras atuais.
Alguns autores tém recomendado a utilizagdo de um critério
especifico por idade e sexo que, embora mais complexos,
tém precedente, incluindo os critérios para presséo arterial
especificos por sexo, idade e estatura. 920212627

CONCLUSAO

No presente trabalho, uma distribuicao representativa
dos valores de lipides especifica por sexo e faixa etaria
para criancas e adolescentes entre 2 e 19 anos foi proposta
pela primeira vez em ambito nacional. Além disto, des-
tacaram-se as diferengas encontradas segundo 0 sexo e
as faixas etarias corroborando com outros autores sobre
a necessidade da determinacéo de valores de referéncia
para criancgas e adolescentes especificos por sexo e faixa
etaria. Desta forma, estes dados podem ser Uteis para
definir padrdes nacionais proprios, para medir o progresso
na saude das criancas e adolescentes no futuro e para o
planejamento e implemento de programas de prevencao
das CVD.

Abstract

The objectives of this study is to describe the stratified percentile
distribution of the lipid profile values by age group and sex, in children
and adolescents and determine whether there are differences with
respect to these values, according to sex and age group. Inclusion
criteria included: approval to conduct routine tests; aged 2 to 19
years and fasting for 12 hours. Participants who expressed acute
disease and those with factors that alter the values of the lipid profile
were excluded (Diabetes mellitus and hypothyroidism,
corticosteroids and estrogens, malnutrition and obesity). Total
Cholesterol (TC) Low Density Lipoprotein Cholesterol (LDL-C) High
Density Lipoprotein Cholesterol (HDL-C) and Triglycerides (TG)
were determined by enzymatic colorimetric methods. It was also
calculated the fraction of non-HDL-C, TC/HDL-C and LDL-C/HDL-C
ratios. In this study, a representative distribution of specific lipid
values by sex and age group for children and adolescents was first
proposed at national level. These results confirm the need for specific
cutoff points, as significant differences were observed between the
sexes and between age groups in most measurements of the lipid
profile (HDL-C, the TC/HDL-C and LDL-C/HDL-C ratios and non-
HDL-C). The results of this study may be useful to set national
standards, to evaluate the health of children and adolescents in the
future and to support the planning for programs to prevent
cardiovascular diseases.
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Lipid profile; Children; Adolescents
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: O acgai é considerado um alimento com alto valor energético, o que desperta o
interesse deste fruto pela industria nacional e internacional. Sua polpa € utilizada para
producé@o de sucos, sorvetes, mix de frutas e consumido in natura. As propriedades
antioxidantes do acai o incluem no grupo de alimentos funcionais prevenindo doengas
que estdo relacionadas ao estresse oxidativo. As doencgas transmitidas por alimentos
sdo causadas por agua ou alimentos contaminados em qualquer uma das fases da sua
preparacdo ou comercializacéo. O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de
micro-organismos patogénicos no acai comercializado em diversos pontos de alta
incidéncia populacional na cidade de S&o Paulo. Métodos: As amostras coletadas
foram inoculadas em meios de cultura enriquecido e seletivo. Apés andlise macro e
microscopica das coldnias, as mesmas foram analisadas quanto as suas caracteristicas
bioguimicas. Resultados: Em 50% das amostras foram detectadas bactérias do género
Staphylococcus sp., Enterobacter sp. (25%), Serratia sp. (15%) e Escherichia coli
(10%), sendo que em algumas das amostras teve o crescimento de mais de uma espécie
bacteriana. Conclusédo: Duas destas espécies bacterianas séo classificadas como
coliformes fecais e, portanto, podem causar enfermidades transmitidas por alimentos,
tornando estes produtos impréprios para consumo. Bactérias do género Staphylococcus
sp. sdo notadamente conhecidas como agentes de doengas transmitidas por alimentos,
causando varios danos a saude individual e publica. Serratia sp. € um agente de infecgao
nosocomial, de trato urinario e infecgfes intestinais e intoxicacédo alimentar. Medidas
preventivas e fiscalizadores devem ser reforgadas no sentido de se evitarem potenciais
riscos aos quais os individuos estdo expostos diariamente.

Palavras-chave
Doencas transmitidas por alimentos; Escherichia coli; Enterobacter sp.; Serratia sp.;
Staphylococcus sp.

cachos. O acai roxo-preto é conhecido como o agai tra-
dicional, o acai branco é conhecido como acai tinga e é

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart) € uma palmeira
que pertence a familia Arecaceae. Pode atingir de 25 m a
30 m de altura e sdo encontradas em alguns estados da
regido Norte do Brasil com maior prevaléncia no estado do
Para. O fruto mede de 1 cm a 2 cm de didametro com o
peso médio de 1,5 gramas.® A sua polpa apresenta uma
camada de 1 mm de espessura e a coloracao pode ser
roxo-escuro ou preta. Existem algumas variagdes, as
diferencas se restringem a coloracdo, tamanho e peso dos

de dificil obtencéo. O acaizeiro inicia seu ciclo de producéo
de frutos com a idade de 4 anos.®

A polpa do acai é utilizada para a producéo de sucos,
sorvetes, picolés e alimentos energéticos. Em alguns
estados é habitualmente consumida com farinha de man-
dioca, camarédo ou carne. Nas regides produtoras, a polpa
do acai € comercializada a temperatura ambiente, sendo
entdo consumida imediatamente.® Quando se destina aos
comércios distantes, a polpa é congelada, porém essa
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técnica de conservacao provoca danos ao alimento, como
perdas nutritivas, que modificam as propriedades originais.®

Além de alto valor energético, este alimento apresenta
alto teor de lipidios, dmega 6 e dmega 9. E rico em fibras,
vitaminas E, proteinas, minerais fotoquimicos e efeitos
antioxidantes.® Esta caracteristica se deve a presenca
significativa de antocianinas da classe flavoides. Estas
propriedades antioxidantes o incluem no grupo de alimentos
funcionais atuando na prevencéo de algumas doencas que
estao relacionadas ao estresse oxidativo, como doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer.®

A polpa do acai esta sujeita a contaminacgdo durante
a coleta devido ao acaizeiro ser fonte de algumas pragas,
como fungos e besouros.® H4 casos de contaminacéo por
barbeiro, o que levou diversas pessoas o contrair a Doenca
de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi.
Os fatores pés-colheita também podem contaminar o fruto,
como, por exemplo, a temperatura e umidade relativa entre
a colheita e o consumo. Outro fator pode ser a falta de
higiene dos manipuladores e dos equipamentos utilizados.
Para conservagao, o processo de congelamento e pasteu-
rizacdo sdo os mais utilizados. A refrigeracao da polpa
apresenta reducdo entre bolores e leveduras. Alguns estudos
realizados recentemente apontam presencas de Salmo-
nella, Escherichia coli, coliformes fecais, bolores, leveduras
e pelos de roedores em polpas de acai congeladas que
eram comercializadas em grandes centros.*9

As doencas transmitidas por alimentos (DTAS) repre-
sentam um grande risco para populagédo. DTA é um termo
genérico, aplicado a uma sindrome geralmente constituida
de anorexia, nauseas, vomitos e/ou gastroenterocolite
aguda (GECA), acompanhada ou nao de febre, atribuida
a ingestao de alimentos ou agua contaminados. Sintomas
digestivos, no entanto, ndo sao as Unicas manifestacdes
dessas doencas, podem ocorrer ainda afeccfes extra-
intestinais, em diferentes 6rgédos e sistemas como: me-
ninges, rins, figado, sistema nervoso central, terminacdes
nervosas periféricas e outros, de acordo com o agente
envolvido. Dentre os agentes mais frequentes, podem-se
destacar Salmonellas spp., Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus, Shigella spp., Bacillus cereus e Clostridium
perfringens. Toxinas produzidas por bactérias, virus e
substancias toxicas também sao importantes nas DTAs.?
Desta forma o conhecimento das bactérias pre-sentes no
acai comercializado na cidade de Sao Paulo podera con-
tribuir grandemente para prevencéao de gastroenterocolite
aguda (GECA) e reforco da educacdo e da fiscalizacdo
sanitaria.

MATERIAL E METODOS

No dia 5 de junho de 2014 foram coletadas vinte
amostras de acai em areas importantes de comércio com
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grande concentracao populacional na cidade de Sao Paulo
(Tabela 1). As amostras foram acondicionadas em reci-
pientes plasticos limpos e estereis e armazenados em
caixa térmica contendo gelo seco para conservacao da
amostra até a chegada ao laboratério da Universidade
Paulista campus Tatuapé.

Tabela 1 - Areas de coletas de acai na cidade de S&o Paulo, 2014

Sigla Localidade Regido
L1 Rua 25 de Margo - pontol Centro
L2 Rua 25 de Marco - ponto 2 Centro
L3 Estacdo Bras - pontol Centro
L4 Estacdo Bras - ponto 2 Centro
L5 Estacédo Sé Centro
L6 Estacgédo Itaim Paulista Leste
L7 Vila Curuga Leste
L8 Estag&o Jardim Romano Leste
L9 Estacdo Sao Miguel Leste
L10 Estacdo Tatuapé - Terminal Norte Leste
L11 Estacdo Tatuapé - Terminal Sul Leste
L12 Estacgdo Vila Mara - pontol Leste
L13 Estacgdo Vila Mara - ponto 2 Leste
L14 Catedral Sé Centro
L15 Mercadé@o S&o Miguel Paulista - pontol  Leste
L16 Mercad&@o S&o Miguel Paulista - ponto 2  Leste
L17 Rua Anténio de Macedo Leste
L18 Rua Caraipés Leste
L19 Rua Igarapés Leste
L20 Rua Séo Jorge Leste

No laboratério, as amostras foram imediatamente
inoculadas nos meios de cultura agar sangue e agar
MacConkey. Estes meios foram escolhidos de acordo com
suas caracteristicas nutricionais. O meio agar sangue é
um meio enriquecido e proporciona o crescimento de bac-
térias Gram positivas e negativas além de fungos. O meio
MacConkey € um meio seletivo diferencial, crescendo
apenas bacilos Gram negativos que suportam as altas
concentracbes NaCl.

ApOs a inoculagéo nestes meios, as placas de Petri
foram incubadas em estufa a 35° + 2°C por 18-24 horas.
Nas placas que tiveram crescimento bacteriano, as carac-
teristicas das colbnias, tais como cor, odor, cheiro, tama-
nho, entre outros, foram consideradas. Pelo menos uma
colbnia foi selecionada nas placas em que ocorreram
crescimento bacteriano e inoculadas no meio Rugai com
lisina New Prov®. Este meio proporciona o diagnéstico
bioquimico presuntivo das seguintes cepas: Escherichia
coli, Shigella, Salmonella, Proteus, Enterobacter, Citro-
bacter, Klebsiella, Serratia, Providencia, que sédo fermen-
tadoras da glicose. Os tubos foram incubados em estufa
a 35° + 2°C por 18-24 horas, e 0s procedimentos para
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classificagdo do metabolismo bacteriano foram realiza-
dos de acordo com o fabricante (apice: desaminacao do
L Triptofano e fermentacao da sacarose; base: fermentacao
da glicose, producéo de gés, hidrélise da ureia, producéo
de gas sulfidrico; parte inferior: descarboxilagéo da L-Lisina,
motilidade; tampa: indol).

RESULTADOS

Em todas as placas de agar sangue foram observadas
crescimento bacteriano, enquanto que nas placas de agar
MacConkey verificamos o crescimento bacteriano em seis
placas — L2, L9, L13, L15, L19 e L20 — (Tabela 2). Em
algumas delas foram observadas col6nias com carac-
teristicas morfolégicas distintas. Nas placas de agar
sangue, 50% apresentaram Staphylococcus sp. apos
confirmacdo pelo teste da catalase.

Tabela 2 - Amostras que tiveram crescimento bacteriano

ldentificacdo - Placas de Petri Meio agar MConkey

L2 +
L9 +
L13 +
L15 +
L19 +
L20 +

+: crescimento bacteriano

Foram selecionadas pelo menos duas col6nias distin-
tas no meio agar MacConkey e inoculadas no meio Rugai
com lisina. Ap6s o periodo de incubacéo foi possivel iden-
tificar pela bioguimica as seguintes espécies bacterianas:
Escherichia coli, Enterobacter e Serratia (Tabela 3).

Tabela 3 - Bactérias identificadas bioquimicamente através do Meio
de Rugai com Lisina

Colbnias inoculadas
das amostras

Micro-organismo identificado
bioguimicamente

L2 - Colénia 1 Escherichia coli
L2 - Colénia 2 Enterobacter
L9 - Colénia 2 Enterobacter
L13 - Colbnia 1 Escherichia coli
L13 - Colbnia 2 Serratia
L15 - Colénia 1 Serratia
L15 - Colbnia 2 Serratia
L19 - Colbnia 1 Enterobacter
L19 - Colbnia 2 Enterobacter
L20 - Colénia 1 Enterobacter

RBAC. 2016;48(1):53-7

Das vinte placas (100%) que foram inoculadas, em
dez (50%) foram detectadas bactérias do género Staphy-
lococcus sp., em duas (10%) foram detectadas Esche-
richia coli, em cinco (25%), Enterobacter sp., e, em trés,
a presenca de Serratia sp. (15%). Em quatro placas
(66,6%) foi constatada a presenca de mais de uma espécie
bacteriana.

DISCUSSAO

O comércio de alimentos de rua apresenta aspectos
positivos devido a sua importancia socioeconémica,
cultural e nutricional, e negativos no que diz respeito as
questBes higiénico-sanitarias.® A seguranca alimentar
depende do controle exercido sobre os perigos quimicos,
fisicos e bioldgicos, os quais permeiam todas as etapas
da producédo do alimento. O trabalho a ser desenvolvido
na linha de producao é entendido como um processo,
sendo que a qualidade do resultado correspondera a
gualidade dos elementos e fatores envolvidos.®

A contaminagdo dos alimentos pode ter seu inicio
na producdo da matéria-prima, durante a manipulacao,
pela ma higienizacdo dos equipamentos, pelo manipulador,
estendendo-se até as etapas de armazenamento, acondi-
cionamento e distribuicdo, pois permitem a exposicdo
direta ao ambiente. Assim, a incidéncia de doencas rela-
cionadas ao consumo de alimentos cresce anualmente,
tendo como consequéncia o surgimento de doencas trans-
mitidas por alimentos (DTA).¢9

A contaminacado por coliformes totais e termotole-
rantes ou fecais em polpas congeladas tem sido docu-
mentada na literatura, estando provavelmente associada
a manipulacao inadequada ou a contaminagédo dos equi-
pamentos.® O grupo dos coliformes totais inclui as bacté-
rias na forma de bastonetes Gram negativos, aerébicas
ou anaerdbicas, ndo origina esporos e fermenta a lactose,
produzindo acido e gas a 35°37°C.As bactérias termo-
tolerantes ou fecais sdo aquelas originarias do trato intes-
tinal de humanos e outros animais de sangue quente,
fermentam a lactose com producgéo de gas em 24 horas e
suportam temperaturas acima de 40°C. Esse grupo inclui
trés géneros: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella.

Na analise realizada neste trabalho, duas amostras
(10%) estavam contaminadas com Escherichia coli, bac-
térias pertencentes ao grupo dos coliformes fecais. Este
micro-organismo faz parte da microbiota intestinal normal,
tem uma tendéncia de se modificar de organismo comensal
para um patdgeno oportunista, sendo uma bactéria extre-
mamente especializada. A E. coli € um dos principais
micro-organismos indicadores de doencas veiculadas por
alimentos.® Estes achados corroboram com o que foi
observado no trabalho de Faria et al.*? Este autor cons-
tatou a presenca de E. coli em cinco amostras analisadas,
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totalizando 13,8%. No estudo de Frazio et al.,*® foi
observada a presenca em 2,6% das amostras de acai, o
gue também ocorreu em Santos et al.,*¥ mas com apenas
uma confirmacdo nas amostras. A presenca de bactérias
em alimentos congelados é um fato. Em um estudo publi-
cado em 2012, por Santos et al.,*® foi observada a pre-
senca de coliformes fecais em 100% de polpas de diversas
frutas congeladas analisadas. A presenca de E. coli tam-
bém se confirmou em amostras de sorvete.®®

A presenca de Serratia (15%) no estudo serve de
alerta, pois esta é considerada um importante patégeno
humano. Ha relatos como agente causador de infeccdes
hospitalares, do trato urinario, intestinais e intoxicacdes
alimentares.®”

O numero de surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTAs) cresce a cada ano e grande parte dos
consumidores desconhece 0s requisitos necessarios para
uma correta manipulacdo de alimentos. Em estudos
realizados por Amson et al.,*® podemos ter uma ideia de
gudo importante séo os dados obtidos através de pesquisas
para DTAs; as bactérias que estdo frequentemente asso-
ciadas a surtos sao Staphylococcus aureus e Salmonella
sp, a maioria por alimentos de origem animal. No nosso
estudo encontramos Staphylococcus sp. em 50% das
amostras analisadas. Na literatura h& varios estudos sobre
contaminacao em diversos alimentos comercializados nas
ruas. Na andlise de Balbani et al.,*9 das 23 amostras de
pratos tipicos vendidos no comércio ambulante, em Salvador,
BA, foram considerados impréprios para consumo 39,1%
dos acarajés, 95,6% dos vatapas, 82,6% das saladas e
100% dos camardes secos. Os produtos reprovados nos
testes microbiolégicos apresentavam-se contaminados por
coliformes fecais e S. aureus. Na cidade de Sao Paulo,
SP, a analise de 351 amostras de doces de amendoim e
157 de doces de leite vendidos em barracas do comércio
ambulante mostrou que havia fragmentos de insetos em
ambos os produtos (60,7% e 58,6% respectivamente),
além de acaros (11,7% e 26,8%) e pelos de roedor (6,8%
e 5,7%). Diante do exposto, observa-se a importancia dos
estudos relativos a contaminacao dos alimentos, tanto
para melhoria do que é consumido quanto para uma politica
de educacao sanitaria e vigilancia.

CONCLUSAO

Duas espécies bacterianas encontradas neste traba-
Iho (Escherichia coli e Enterobacter) sao classificadas
como coliformes fecais e, portanto, podem causar enfer-
midades transmitidas por alimentos, tornando estes pro-
dutos improprios para consumo. O terceiro micro-orga-
nismo detectado, Serratia, € um importante agente cau-
sador de infeccdes hospitalares, infec¢des do trato urinario,
infeccdes intestinais e intoxicagdes alimentares; além
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destes, detectou-se Staphylococcus sp. em 50% das
amostras analisadas, sendo este um importante causa-
dor de DTA. Este estudo serve de alerta e sinalizador para
gue novos estudos sejam incentivados com o intuito de
se averiguar o grau de contaminacgéo dos alimentos comer-
cializados na cidade de Sao Paulo. As medidas preventivas
e fiscalizadores devem ser reforcadas no sentido de se
evitarem potenciais riscos aos quais os individuos estédo
expostos diariamente.
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Abstract

Acai berry is considered a highly energetic fruit, a fact that arouses
the interest of the national and international food industry. Its pulp is
used in juices, ice cream, dried fruit mixes, or it can be freshly
consumed. It helps prevent diseases that are related to oxidative
stress; therefore, due to its antioxidant properties, it is included in
the functional food group. Food borne diseases are caused by
contaminated water or food at any stage of preparation or marketing.
Objective: To verify the presence of pathogenic microorganisms in
acai products marketed in several areas of high population density
in the city of S&o Paulo. Methods: The samples were inoculated in
selective and enriched culture media. After a macro and microscopic
study was performed, the colonies were analyzed in regard to their
biochemical characteristics. Results: In 50% of the samples, strains
of bacteria including Staphylococcus sp., Enterobacter sp. (25%),
Serratia sp. (15%) and Escherichia coli (10%) were detected, and in
some samples the presence of more than one bacterial species
could be observed. Conclusions: Two of these bacterial species
are classified as fecal coliform (E. coli and Enterobacter sp.) that
can cause serious diseases, thus making these products unfit for
consumption. Bacteria of the genus Staphylococcus sp. are widely
known as FBD agents that cause severe damage to individual and
public health. Serratia sp. is an agent of nosocomial infections,
urinary tract and intestinal infections and food poisoning. Preventive
and inspection measures should be strengthened so that potential
hazards individuals are daily exposed to can be avoided.

Keywords
Foodborne diseases; Escherichia coli; Enterobacter sp.; Serratia sp.;
Staphylococcus sp.
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INTRODUCAO

Resumo

Introdugdo: A coloracéo de Papanicolaou é universalmente aplicada em laboratérios de
citopatologia. A versdo classica passou por modificacdes baseadas em dados da
literatura, reduzindo o nimero de lavagens e/ou substituindo algumas substancias
guimicas. Objetivo: Descrever a coloracdo de Papanicolaou adaptada pela Segéo
Integrada de Tecnologia em Citopatologia (SITEC) do Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA) e demonstrar a necessidade da troca de corante, a fim
de manter a qualidade da coloracdo. Métodos: Monitoramento da coloragdo de 760
laminas escolhidas aleatoriamente de um total de 160.933 exames colpocitolégicos,
utilizando o método convencional, no periodo de outubro de 2011 a marco de 2012.
Todos os dados obtidos para analise foram organizados em tabelas utilizando-se o
programa Microsoft Excel 2010. Resultados: A perda da qualidade da coloragao do EA
aconteceu ap6s 1.750 laminas coradas para cada 430 mL de corante, a da Hematoxilina
ocorreu apés 2.250 laminas/430 mL, sendo determinada a troca de 50% da solugdo a
cada 1.500 laminas e 100% a cada 3.000 laminas e o Orange G mostrou perda na
qualidade ap6s 6.000 laminas. Concluséo: Neste estudo, compartilhamos a experiéncia
da SITEC/DIPAT/INCA na formulacéo dos corantes e monitoramento dos prazos de validade
dos mesmos a fim de garantir a qualidade desse procedimento, permitindo a leitura
segura dos exames colpocitolégicos.

Palavras-chave
Coloragéo de Papanicolaou;, Citopalogia; Controle de qualidade

A coloracdo de Papanicolaou classica, criada em
1942, por Georgius Nikolaou Papanicolaou, passou por mo-

A coloracdo de Papanicolaou é universalmente
utilizada em citopatologia ginecoldgica e constitui um dos
critérios a ser analisado na fase pré-analitica do Monito-
ramente Interno da Qualidade (MIQ) dos laboratérios
publicos e privados prestadores de servigo para o Sistema
Unico de Saude (SUS).@®

Nesta técnica, os esfregacos citopatolégicos, apos
serem fixados, seguem para a bateria de coloracdo, que
€ constituida por um corante nuclear, a hematoxilina, e
dois citoplasmaticos, Orange G e EA (36, 50 ou 65).439

dificacbes apresentadas baseadas na literatura, reduzindo
0 namero de lavagens e/ou alterando substancias quimicas,
a fim de diminuir os custos e o tempo, além de reduzir os
prejuizos ao meio ambiente, porém, mantendo 0s critérios
estabelecidos para avaliacdo da qualidade.“%?

Este estudo tem como objetivo descrever a colora-
¢éo de Papanicolaou adaptada pela Secao Integrada de
Tecnologia em Citopatologia (SITEC) da Divisao de Patologia
(DIPAT) do Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva (INCA) e demonstrar o método utilizado
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para monitorar o prazo de validade do corante, a fim de
manter a qualidade da coloracao.

MATERIAL E METODOS

Este estudo qualitativo consistiu na analise da colo-
racdo, indicador da fase pré-analitica do MIQ, proposto
na Portaria do Ministério da Saude n° 3.388, que redefine
a Qualificacdo Nacional em Citopatologia na prevencéo
do cancer do colo do utero (QualiCito)® e no Manual de
Gestdo da Qualidade para Laboratérios de Citopatologia.®

O controle de qualidade foi realizado por meio do
monitoramento de 760 laminas escolhidas aleatoriamente
de um total de 160.933 exames colpocitoldgicos, utilizando-
se 0 método convencional, no periodo de outubro de 2011
a marco de 2012. Para realizar a coloracao, foi utilizada a
coradora automatica Shandon Varistain 24-4 (GMI inc). A
bateria de coloracdo de Papanicolaou adaptada pela
SITEC/DIPAT/INCA esta representada na Tabela 1. Todas
as cubas de corantes foram preenchidas com o volume
de 430 mL, quantidade necessaria para corar o esfregago
e nao atingir as etiquetas, prejudicando a identificacéo.

O controle da qualidade foi realizado diariamente,
por amostragem, para monitorar a qualidade de cada
corante, inclusive sua estabilidade. Para cada lamina
observada ao microscoépio optico Nikon Eclipse E200,
foram atribuidas notas de 0 a 10, considerando os seguin-
tes critérios: a intensidade de coloracao nuclear, o con-
traste entre a coloracdo citoplasmatica eosinofilica e
cianofilica, a definicdo da cromatina nuclear, a qualidade
da desidratacao da lamina e a clareza da montagem. Cada
caso foi observado avaliado por dois citotecnologistas
experientes, um deles responsavel pela coloragéo e o outro
funcionario envolvido na rotina de escrutinio. A avaliacdo
da coloracgéo destas laminas foi realizada pela média das
notas atribuidas. Estas laminas ainda foram submetidas
a observacao e orientacdo de um citopatologista. As lami-
nas que apresentaram notas acima de 8 (Figura 1 A e B)

foram consideradas como satisfatérias na avaliagdo dos
corantes. Desta forma, foi analisada a qualidade das trés
solugdes (Hematoxilina, Orange G e EA). Sabendo-se que
cada corante possui caracteristicas e perda de sua quali-
dade distintas, o objetivo era diagnosticar em que momento
ocorreria a perda da eficiéncia de cada corante. A partir
desta analise foram estabelecidos critérios para a troca,
ou seja, a relagdo entre a quantidade de laminas coradas
e a qualidade da coloracao. Na SITEC/DIPAT/INCA consi-
dera-se que o momento ideal para a troca dos corantes
situa-se antes da ocorréncia da perda da qualidade da
coloracao.

Tabela 1 - Bateria de coloracdo adaptada pela SITEC/DIPAT/INCA

Reagentes Volume (mL) Tempo
Agua corrente Fluxo continuo 1 minuto
Hematoxilina 430 mL 1 minuto e 30 segundos
Agua corrente Fluxo continuo 3 minutos
Alcool etilico absoluto 450 mL 10 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 10 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 10 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 10 dips
Orange G 430 mL 15 segundos
Alcool etilico absoluto 450 mL 10 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 10 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 10 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 10 dips

EA 36 430 mL 2 minutos e 30 segundos
Alcool etilico absoluto 450 mL 20 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 20 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 20 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 20 dips
Alcool etilico absoluto 450 mL 20 dips

Xilol 450 mL 20 dips

Xilol 450 mL 20 dips

Xilol 450 mL 20 dips

Xilol 450 mL 20 dips

Xilol 450 mL 20 dips

Xilol 450 mL 20 dips

A

Figura 1 A e B. Coloracéo de Papanicolaou monstrando a diferenciagdo na impregnacéo dos corantes. Cianofilia demonstrada no citoplasma das
células intermediarias e eosindfilia no citoplasma das células superficiais, ambos corados pelo EA, além de nicleos corados pela hematoxilina.

Fonte: SITEC/DIPAT/INCA
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Todos os dados obtidos para analise foram organi-
zados em planilhas (programa Microsoft Excel 2010) para
monitorar a qualidade da coloracdo, assim como a quan-
tidade de laminas coradas. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do INCA, CAAE
32632314.6.0000.5274.

RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta a quantidade de laminas cora-
das e analisadas na SITEC/INCA durante o periodo de
outubro de 2011 a marco de 2012. Esse controle diario foi
feito, inicialmente, a partir da observagédo ao microscépio
(Nikon Eclipse E200), de 12 laminas retiradas aleatoria-
mente da rotina. A quantidade de laminas analisadas foi
reduzida ao longo dos meses.

Tabela 2 - Total de laminas coradas e analisadas no periodo de
outubro de 2011 a margo de 2012

Meses/Ano N° |aminas coradas N° [aminas analisadas
Out./2011 27.862 12/dia = 240
Nov./2011 29.825 6/dia = 120
Dez./2011 26.221 5/dia = 100

Jan./2012 22.444 5/dia = 100

Fev./2012 22.343 5/dia = 100

Mar./2012 32.238 5/dia = 100

Total 160.933 760

A perda da qualidade de cada corante e 0 momento
gue a SITEC/DIPAT/INCA considera ideal para realizar as
trocas estao representados na Tabela 3. O corante que
se mostrou mais sensivel a esta diluicdo foi o EA, apre-
sentando perda de sua eficiéncia ap6s 1.750 laminas
coradas para cada 430 mL de corante. A diminuicao da
qualidade da Hematoxilina ocorreu apos 2.250 laminas/
430 mL, sendo determinada a troca de 50% da solucéo a
cada 1.500 laminas e 100% a cada 3.000 laminas. O
Orange G possui maior estabilidade, mostrando perda na
qualidade apos 6.000 laminas.

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam o protocolo de prepa-
racdo de um litro dos corantes hematoxilina, Orange G e
EA, respectivamente, na SITEC/DIPAT/INCA. Ap6s o

Tabela 3 - Troca de corantes na SITEC, de acordo com relagéo
entre a quantidade de laminas coradas e a qualidade da coloragcao

Orange G EA
6.000 laminas 1.750 laminas

Hematoxilina

Perda da 2.250 laminas

qualidade

Troca dos 50% da solugdo

Corantes apds 1.500 laminas

na SITEC e 100% da solugéo
apo6s 3.000 laminas

5.000 Laminas 1.500 laminas

60

Tabela 4 - Protocolo de preparo do corante Hematoxilina de Harris
na SITEC/INCA

Hematoxilina de Harris

Material Quantidade
Hematoxilina (cristais) 509
Alcool etilico absoluto 50 mL
Sulfato de aluminio e potassio 100 g
Agua destilada 950 mL
Oxido amarelado de mercrio 20g

Tabela 5 - Protocolo de preparo do corante Orange G6 na
SITEC/INCA

Orange G
Material Quantidade
Orange G Alcool etilico absoluto
Acido fosfotlingstico 50¢g
1.000 mL 0,15¢

Tabela 6 - Protocolo de preparo do corante EA 36 na SITEC/INCA

EA

Material Quantidade
Eosina amarela 25¢9
Castanho de Bismarck 05a10g
Verde luz 25¢9

Agua destilada 100 mL
Acido Fosfottngstico 20g
Alcool absoluto 900 mL

preparo, todos os corantes sao filtrados, envasados em
um recipiente escuro, etiquetados com identificacdo, lote
e data de preparo e guardados em local protegido de luz e
calor.

DISCUSSAO

O procedimento da coloragdo de Papanicolaou na
citologia oncética consiste em processo de multiplas
etapas destinadas a evidenciar variagdes na morfologia,
nos graus de maturidade e de atividade metabdlica da
célula.6®

Simples variagcGes como a composi¢do quimica da
agua corrente, a temperatura ambiente, pH da amostra e
nimero de laminas coradas por lote podem afetar o
equilibrio entre os diferentes matizes de cores produzidas
pelos corantes utilizados na técnica de Papanicolaou.
Sendo assim, é fundamental que os laborat6rios realizem
verificacOes diarias de controle de qualidade com esfrega-
cos escolhidos aleatoriamente.®59)
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Apb6s a coleta do material, os esfregacos citopato-
l6gicos devem ser fixados em alcool a 96% ou em
fixadores de cobertura. Na SITEC/DIPAT/INCA, o recebi-
mento das amostras é padronizado em alcool a 96%,
considerado na literatura como o fixador mais eficiente®
e seguem diretamente para a bateria de coloracéo. Ja os
esfregacos com fixadores de cobertura, antes da colora-
¢do, devem ser submetidos a banhos de alcool a 96%
(pelo menos duas cubas, no minimo 15 minutos cada)
para eliminar a pelicula de cobertura. Essa pelicula inibe
a penetracao apropriada da coloragéo, especialmente da
hematoxilina e do verde luz.®

Os corantes podem ser adquiridos prontos ou formu-
lados a partir dos sais de corantes originais.*#1% Na SITEC/
DIPAT/INCA sé&o preparados os corantes que serao utiliza-
dos na bateria de coloragéo, com protocolo adaptado para
que se obtenha maior qualidade no diagnéstico. E impor-
tante ressaltar que, de acordo com o fabricante, esses
materiais possuem caracteristicas tintoriais e concentra-
¢Oes variaveis, que devem ser considerados pelos profis-
sionais do setor de coloragdo.”

Gupta et al.,® Moosa et al.®? e Izhar et al.®V citam
em seus trabalhos a utilizacdo do acido acético a 1% em
substituicdo ao alcool etilico absoluto na preparacdo da
coloragéo de Papanicolaou. Esta modificacdo é uma solu-
¢ao para paises que, por motivos econdmicos ou religio-
sos, ndo podem utilizar grandes quantidades de alcool
etilico absoluto em seus laboratorios.

A coloracgédo nuclear é realizada usando-se o corante
natural basico, a hematoxilina. Na SITEC/DIPAT/INCA, é
utilizado o método de coloracéo regressiva, no qual o niicleo
€ deliberadamente corado e o0 excesso de corante é remo-
vido com o fluxo continuo da agua corrente. A hematoxilina
de Harris é a mais utilizada neste procedimento.®®

Quando o nucleo é corado fracamente, é necessario
verificar aspectos como tempo insuficiente na hematoxilina,
espécime dessecado, contaminagdo da hematoxilina por
fixadores de cobertura, tempo excessivo na agua corrente,
agua corrente com pH acido (excesso de cloro) ou corante
com data expirada. J& quando o nucleo cora fortemente,
o tempo de coloragéo pode ter sido ultrapassado, o corante
pode estar muito concentrado ou a concentracéo do acido
da agua corrente estar muito baixa. A solucéo de coloragéo
também deve ser filtrada diariamente antes da sua utili-
zacdao, caso contrario, podera ocorrer o depésito de hema-
toxilina nos esfregacos.® Na SITEC, foi observado que,
assim como os outros corantes, a hematoxilina perde sua
eficiéncia devido a diluicdo crescente da solucdo (3.000
laminas), ocorrida na sequéncia das baterias da coloracao.
Para se fazer a correcao deste corante, pode-se realizar
a troca total ou realizar trocas fracionadas com intuito de
aumentar a concentracdo da solugcao. Em nossa rotina
optamos em fazer, de forma intercalada, uma troca de

RBAC. 2016;48(1):58-62

50% (1.500 laminas) e, posteriormente, a troca total da
solucao (3.000 laminas).

O Orange G é um corante monocromatico que cora
queratina, os granulos de eosindfilos, as heméacias e as
células superficiais.®® E um corante acido, levemente
soltvel em alcool a 96% e em agua. A adi¢do de acido
fosfotangstico, um mordante que se liga fortemente a
proteinas, intensifica a cor do Orange G.©® O tempo de
exposicao deste corante € variavel (normalmente entre
15" e 307"), dependendo da preferéncia dos profissionais
quanto a intensidade desta coloracdo no esfregaco. O
Orange G mostrou, na rotina da secao, uma maior esta-
bilidade se comparada aos outros componentes da colo-
racao. Na SITEC tem-se optado pela troca total da
solucéo (5.000 laminas), ja que, no momento da deteccéo
de sua ineficiéncia, a diluicdo do corante se mostrou bas-
tante evidente.

O EA é um corante &cido, derivado da combinacao
do verde luz, eosina amarela e, em alguns casos, do
castanho Bismarck. No método de Papanicolaou, o verde
luz atua corando o citoplasma das células metabolicamente
ativas, das células intermediarias, parabasais e células
colunares, histiocitos, de carcinoma indiferenciado de
grande e pequenas células e de adenocarcinoma. A eosina
cora o citoplasma das células superficiais.®'® Na prepa-
racdo do EA, os corantes eosina amarela e castanho
Bismarck séo diluidos em é&lcool absoluto. J& o corante
verde luz é diluido em agua. Assim, no protocolo de prepa-
racéo da SITEC/DIPAT/INCA, sdo adicionados 100 mL de
agua destilada a cada litro de solucéo. O acido fosfotin-
gstico é adicionado como parte final no processo do preparo
da solucao do EA. Um fator importante a ser considerado
é a fotossensibilidade elevada deste corante,® sendo
necessario o recolhimento do corante, de forma adequada,
ao final da rotina, para preservar a substancia e assim
evitar a perda de sua eficiéncia de forma prematura. Deve-
se ainda considerar que o EA é um corante policromico
de estabilidade delicada. Nos testes realizados no setor
de coloracdo da SITEC, detectou-se uma queda abrupta
da qualidade do corante apés o inicio da perda de sua
eficiéncia (1.750 laminas). Portanto, em nossa rotina de
coloracao, foi estabelecido que se fizesse a troca total
desta solucdo antes mesmo da queda prevista (1.500
laminas), como medida de seguranca, a fim de garantir a
qualidade final da coloracao.

Quando o citoplasma cora palidamente, é necessario
verificar a data dos corantes, se os esfragacos ficaram
muito tempo mergulhados no alcool ou se a remocao dos
fixadores foi inadequada. Se as células estiverem coradas
em rosa, as causas provaveis sdo: que tenham ficado
pouco tempo no EA, que o esfregaco esteja dessecado,
tempo muito curto nos ultimos banhos de alcool, contami-
nacdo do alcool com agua antes do clareamento com
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xilol ou erro na preparacao do corante. Caso o esfregaco
tenha ficado por tempo em excesso na hematoxilina, ou
guando ha falha na remocédo da hematoxilina no método
regressivo, o citoplasma pode apresentar coloracédo acin-
zentada. E necessario atentar para critérios como tempo
insuficiente de coloracéo, tempo no alcool apds os coran-
tes citoplasmaticos, nivel de solugédo nas cubas, filtracdo
e agitacdo dos corantes, imprescindiveis para adequacéo
da coloracéo citoplasmatica.® Os resultados da coloragdo
de Papanicolaou ndo dependem apenas do método
utilizado, mas também das caracteristicas comerciais dos
corantes e do pH da amostragem celular. Portanto, a colo-
racdo de Papanicolaou ndo pode ser considerada como
exata e perfeita.®

CONCLUSAO

A coloracao de Papanicolaou é universalmente apli-
cada em laboratorios de citopatologia. Nesse estudo, foi
compartilhada a experiéncia da SITEC/DIPAT/INCA na
formulacao dos corantes e acompanhamento dos momen-
tos de necessidade de troca dos mesmos a fim de garantir
a qualidade desse procedimento, permitindo leitura segura
dos exames colpocitoldgicos.

Abstract

Introduction: The Papanicolaou stain method is universally applied
in cytopathology laboratories. The classic version has undergone
modifications presented in the literature by reducing the number of
washes and / or by replacing some chemicals. Objective: To
describe the Papanicolaou staining method adapted by the Secao
Integrada de Tecnologia em Citopatologia [Integrated Center for
Technology in Cytopathology] — SITEC of the Instituto Nacional de
Céancer [National Cancer Institute] — INCA and to demonstrate the
method used to assess the need for dye exchange in order to
maintain quality coloring. Methods: 760 slides were randomly
chosen from 160,933 cervical cytology specimens, to monitor the
staining quality, using the conventional method, from October 2011
to March 2012. All data for analysis was organized in tables using
Microsoft Excel 2010. Results: The loss of EA staining quality
occurred after 1,750 slides stained for each 430 mL of dye.
Hematoxylin after 2250 sheets/430 mL suggesting that 50% of the
solution should be replaced every 1,500 slides. After 3,000 slides
100% of the solution should be replaced. Orange G showed loss in
quality after 6,000 stained slides. Conclusion: In this study, we
share the experience of SITEC/DIPAT/INCA in the formulation of
dyes and expirations dates monitoring to replace solutions in
order to ensure the quality of the procedure, allowing safe screening
in cervical cytology.

Keywords
Papanicolaou staining; Cytopathology; Quality control
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INTRODUGAO

Resumo

Infecgbes fungicas causam grande comprometimento a populagéo por simularem outras
patologias e por interferirem na execucgao das tarefas diarias e nas praticas desportivas.
Micoses superficiais também podem evoluir para casos graves, como a fungemia. Nesse
estudo, foram analisadas 77 amostras de les6es superficiais de pacientes com suspeita
de infeccdo flngica entre outubro e dezembro de 2011. As amostras foram clarificadas
com KOH a 40%, visualizadas em microscopia direta e semeadas em agar Sabouraud e
Micobiotic. Cinquenta e sete por cento das amostras analisadas apresentaram infecgéo
por fungos. A maioria dos pacientes com cultura positiva foi mulheres (61%) e a faixa
etaria mais afetada encontrou-se entre 31 e 40 anos de idade (30%). O agente etiol6gico
mais encontrado foi Candida spp. (48%), seguido de Trichophyton mentagrophytes
(25%) e Trichophyton rubrum (11%). As regides mais afetadas pelas micoses foram as
unhas dos pés (71%) e a regido plantar (14%), seguidos pela regido das unhas das
maos (9%). Como o diagnéstico precoce e o tratamento especifico podem evitar que tais
lesdes evoluam para quadros de infeccdes mais graves, o diagnoéstico laboratorial do
agente patolégico é essencial na prescrigdo do tratamento, visto que diferentes espécies
sdo sensiveis a diferentes classes de antifingicos.

Palavras-chave
Micoses; Candida; Dermatomicoses; Pacientes ambulatoriais

As micoses superficiais, representadas principal-
mente pelas dermatofitoses e a Pitiriase versicolor®?® sdo

Os fungos estdo presentes nos mais diversos
habitats e contam com diferentes fatores favoraveis a sua
disperséo, incluindo o vento, agua, alimentos e animais.
Devido a sua ampla distribuicdo, os fungos podem se
apresentar como parte da microbiota transiente ou
causadores de infeccBes oportunistas em humanos. As
defesas imunitarias do organismo impedem-nos de se
disseminarem, no entanto, micoses graves podem
desenvolver-se nos individuos submetidos a terapias
antibidticas de longo prazo (que alteram o equilibrio entre
fungos e bactérias) e nos que tomam corticosteroides ou
imunossupressores, tratamentos que suprimem o sistema
imune. De acordo com o tecido ou 6rgdo que afetam, as
micoses podem ser classificadas em superficiais ou
cutaneas, subcutaneas e profundas sistémicas.®

definidas como infec¢des que acometem as camadas
superficiais da pele, pelos e unhas.® Estima-se que afetam
cerca de 40% da populacdo mundial, principalmente adul-
tos, e observa-se um aumento da ocorréncia a medida que
a idade avanca.®® As micoses constituem o segundo dis-
tdrbio cutdneo mais encontrado na populacdo com maior
idade e o terceiro entre criancas menores de 12 anos.”
As infecgbes fungicas sdo comuns em paises tropi-
cais e subtropicais, como € o caso do Brasil, sendo um
problema de salde publica que reflete o nivel de educacao
sanitaria da populacédo.®® Estudos epidemioldgicos
indicam que estas infec¢cdes causam grande comprome-
timento a populagédo por interferirem na execucédo das
tarefas diarias e nas praticas desportivas e por simularem
outras patologias, sendo necessaria a analise laboratorial
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para seu diagnéstico definitivo.©®? O estudo das micoses
superficiais torna-se relevante na pratica médica uma vez
gue quadros rotineiros e inclusive esperados de micoses
tém evoluido para situacdes clinicas complexas e, as
vezes, de alto risco.@

Tem-se registrado um aumento na incidéncia de
infeccdes flngicas em hospitais,*? no entanto, ndo exis-
tem muitos estudos sobre a epidemiologia de micoses
em pacientes ambulatoriais. Dentro desse contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil epidemioldgico
de pacientes ambulatoriais afetados por micoses super-
ficiais na grande Porto Alegre.

MATERIAL E METODOS

As amostras analisadas consistiram de espécimes
clinicos de 77 pacientes ambulatoriais com suspeita de
micose superficial que foram atendidos em unidades do
Laboratério Endocrimeta de Analises Clinicas na grande
Porto Alegre entre os meses de outubro e dezembro de
2011. As amostras biolégicas foram obtidas por meio de
raspagem das regides afetadas (unhas e pele) apoés
assepsia com alcool a 70%.

O exame micologico direto foi realizado pela confec-
¢do de lamina a fresco, apos a clarificagcdo do material
com hidréxido de potassio a 40%, buscando-se hifas e/ou
blastoconideos em observacdo microscopica. Além disso,
as amostras também foram semeadas (estria sinuosa em
agar inclinado) em tubos contendo agar Sabouraud dextrose
(10 g/L de peptona micoldgica, 40 g/L de dextrose, 15 g/L
de agar, pH 5,6, BD) e agar Micobiotic (10 g/L de hidrolisado
papainico de farinha de soja, 10 g/L de dextrose, 0,5 g/L de
cicloheximida, 0,05 g/L de cloranfenicol, 15,5 g/L de agar,
pH 6,5, BD) e incubadas a temperatura de 25° a 30°C por
dez a trinta dias. O cultivo foi observado diariamente e a
identificacdo dos fungos foi feita através da avaliagao macro
e micromorfologica das coldnias que cresceram nos meios
de cultura. As amostras consideradas positivas nesse
estudo tiveram a presenca de fungos verificada em ambos
os exames direto a fresco e cultural.

Este trabalho foi realizado através de analises de
informacdes clinicas e epidemioldgicas obtidas de banco
de dados do Laboratério Endocrimeta, sendo que as amos-
tras biol6gicas e os dados examinados foram identificados
apenas por numero, ndo havendo violacdo da identidade
ou de direitos de privacidade de quaisquer pacientes
durante a realizagdo deste estudo.

RESULTADOS
Constatou-se que, dos pacientes avaliados, 44

(57,1%) apresentaram resultado positivo para exame
micoldgico direto e cultura, enquanto que 33 (42,9%)
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tiveram resultado negativo (Figura 1). Foi realizada uma
analise do perfil dos pacientes ambulatoriais com resultado
micoldgico positivo quanto ao género, a faixa etaria, ao
local da lesé@o e ao agente etioldgico.

Figura 1. Ocorréncia de micoses superficiais em pacientes analisados

Observou-se que a maioria dos pacientes afetados
por micoses era mulheres (61%), no entanto, a maioria
dos pacientes atendidos também era do sexo feminino
(65%), representando as afetadas 54% (27/50) desse
grupo. Ja os pacientes do sexo masculino afetados por
micoses representaram 63% (17/27) do total de homens
atendidos no laboratério (Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia das micoses de acordo com o sexo dos
pacientes

Sexo Total de positivos % de positivos
Feminino (50) 27 (61%) 54% (27/50)
Masculino (27) 17 (39%) 63% (17/27)

Quanto a distribuicdo das micoses superficiais de
acordo com a faixa etéria, o grupo mais afetado foi o de
31 a 40 anos, representando 30% (13/44) da populacéo
(Figura 2).

35%

30%

30%
25%
20%
20% —
15% ~ 14%
1% 1% 1%

10%
5% -

2%
o .

0-10 11-20 21=30 31-40 41-50 51-60 610u
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Pacientes afetados

Idade (anos)

Figura 2. Distribuicdo da faixa etaria dos afetados por micoses.
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A Figura 3 mostra a frequéncia de micoses super-
ficiais na populagéo estudada de acordo com o sitio anato-
mico acometido. O local mais afetado por micoses foi o
tecido ungueal dos pés (71%), seguido pela regido plantar
(14%) e as unhas das maos (9%).

Regido genital ~ Regido
294, i auricular
o 2%

Regiao palmar__
2% -

Regiao plantar
14%

Unhas dos pés
1%

Figura 3. Frequéncia de micose por local anatémico.

As micoses mais frequentemente diagnosticadas
foram a candidiase (48%) e as dermatofitoses (36%). O
principal agente etioldgico entre as dermatofitoses foi o
Trichophyton mentagrophytes, representando 25% (11/44)
das micoses superficiais, enquanto o T. rubrum repre-
sentou apenas 11% (5/44). Também foram diagnosticados
um caso de Aspergillus terreus, um de Epidermophyton
floccosum e um de Piedra negra (Figura 4). Quase um
quarto (5/21) dos pacientes com infeccdo por Candida
spp. estavam sob tratamento com antifangico.

ungo
_ contaminante 7%
. 9%

Candida sp
48%
Trichophyton
mentagrophytes
25%

Figura 4. Agentes etiolégicos das micoses
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As onicomicoses podem ser classificadas em trés
tipos basicos: as dermatofitoses, as micoses causadas
por leveduras (candidiase, Pitiriase versicolor) e as por
fungos filamentosos nao dermatéfitos. Os fungos derma-
téfitos sdo a principal causa de micoses superficiais na
populacdo, sendo que o género Trichophyton se destaca
como o0 mais frequentemente encontrado em dermato-
fitoses, representado majoritariamente pelas espécies T.
rubrum e T. mentagrophytes.®*31% No presente estudo,
cerca de 36% dos patdgenos identificados pertenciam a
este género, 0 que corrobora com estudos anteriores feitos
em outras populacdes.t*161) Neste trabalho, a espécie
mais isolada desse género foi o T. mentagrophytes (25%),
o que difere de varios estudos na literatura em que a espé-
cie mais frequente é o T. rubrum,©41517.18 empora ja tenha
sido reportada uma maior prevaléncia de T. mentagro-
phytes em relacdo ao T. rubrum.®®29 A distribuicdo dos
diferentes patdgenos depende de diversos fatores, como
regido geografica, clima e migracédo.®® Além disso, grande
parte das pesquisas € realizada com pacientes de hos-
pitais® ou com grupos de risco, como idosos®*'® ou
criancas,® enquanto que este estudo analisou dados de
pacientes ambulatoriais, ndo se restringindo a uma faixa
etaria.

O género Candida é o principal causador de onico-
micoses por leveduras. Devido a sua presenca na pele
saudavel como componente da microbiota normal humana,
a Candida pode ser transmitida por contato entre individuos
sadios e imunocomprometidos, além de apresentar-se
como fonte enddgena e exbégena de infeccdo. Por essa
razdo, a Candida é o patdgeno oportunista mais reportado
na literatura, sendo mais frequentemente causador de
micoses superficiais, mas também de infec¢cdes mais gra-
ves como a candidemia.®2¥ A prevaléncia de Candida spp.
varia enormemente de acordo com a populacdo avaliada.
Na populacao estudada, 48% das micoses foram causa-
das por esse género. Interessantemente, quase 25% dos
pacientes com diagnéstico positivo para Candida spp. esta-
vam em tratamento com antifingicos no momento da
coleta, alguns ha varios meses. Existem espécies de Can-
dida n&o albicans intrinsicamente resistentes a antifun-
gicos, como a C. krusei, entretanto, essas espécies geral-
mente possuem menor prevaléncia em relacao a C. albi-
cans.®2% Qutros estudos mostram que os indices de
resisténcia das espécies C. albicans e C. tropicalis podem
chegar a 67% e a 44% para fluconazol e a 17% e a 44%
para cetoconazol, respectivamente.® No trabalho de Dala-
zen et al.,® esses indices foram ainda maiores em isola-
dos de Candida spp., atingindo valores de 97% para anfo-
tericina B, 93% para fluconazol e 73% para miconazol,
observando-se um predominio da resisténcia adquirida. O
desenvolvimento de cepas cada vez mais resistentes aos
antifingicos disponiveis pode se tornar um problema de
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salde publica grave nos proximos anos. Tal processo é
certamente acelerado pela automedicacédo e a terapia
empirica, ressaltando mais uma vez a necessidade do
diagnéstico laboratorial prévio ao tratamento.®”

Os fungos filamentosos ndo dermatdéfitos sédo mais
prevalentes em locais quentes e com umidade como as
zonas de clima tropical e subtropical, do que em areas de
clima temperado.®® A frequéncia desse grupo oscila entre
1% e 10%, segundo diferentes autores, variando com a
regido geografica e com o local de procedéncia da amos-
tra.(729 Neste trabalho, foi identificado apenas um caso
de Aspergillus terreus e um de Piedra negra, demons-
trando uma frequéncia extremamente baixa desses fungos
nao dermatofitos na populacdo analisada. A prevaléncia
reduzida desse grupo de fungos em relacao as derma-
tofitoses e as candidiases ja foi evidenciada em outros
estudos que verificaram poucos casos de nao dermatofitos
em suas amostras.(7:3031

A faixa etaria mais afetada por micoses nesse estudo
encontra-se entre 31 e 40 anos. Em contraste, a grande
maioria dos estudos epidemioldgicos disponiveis atual-
mente foi realizada em idosos ou pacientes hospitaliza-
dos. Como o presente estudo avaliou uma populacao
ambulatorial sem restricdo de idades, algumas diferencas
entre os indices de prevaléncia e o perfil de infeccao repor-
tados na literatura foram encontradas. Entre elas, desta-
cam-se a maior deteccdo de onicomicoses por leveduras
em relacdo as dermatofitoses (48% e 36%, respectiva-
mente).®1419.2939 No entanto, algumas similaridades tam-
bém foram observadas, como a grande propor¢cdo de
pacientes nos quais a infecgao encontra-se na regiao dos
pés (unhas — 71% — e regido plantar — 14%).(0:14.19.29)

A porcentagem de resultados positivos para amos-
tras coletadas na regido dos pés, incluindo pele, regites
interdigitais e unhas, somam 85% do total. Tal localizacéo
preferencial para as micoses pode estar relacionada com
a formacao de um local propicio para o desenvolvimento
de fungos, principalmente durante o periodo do inverno no
Sul do Brasil. A umidade derivada do suor ou da secagem
incompleta dos pés antes do uso de sapatos fechados
garante a umidade, o calor e a escuriddo que favorecem o
desenvolvimento de dermatofitoses e de candidiases. A
taxa reduzida de crescimento das unhas dos pés também
contribui para uma maior predisposi¢cdo de acometimento
dessa regido.*416:32)

Na comparacgéo entre os sexos, 61% das amostras
positivas eram provenientes de mulheres. Sabe-se que o
trauma e a agresséo a pele podem servir como portas de
entrada para infec¢des fungicas oportunistas, como a
candidiase. Mulheres que fazem trabalhos manuais ou
domésticos com frequéncia, que estdo em contato com
produtos de limpeza corrosivos ou que usam sapatos de
salto alto diariamente tém maior chance de apresentarem
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lesbes nas méos, unhas e pés que podem facilitar o esta-
belecimento da micose. Além disso, materiais de mani-
cure e pedicure nao esterilizados corretamente constituem
uma importante fonte de infecgéo.®143233)

CONCLUSAO

Foi possivel observar que mais da metade dos paci-
entes que buscaram o diagnostico ambulatorial tiveram
resultado positivo, sendo que o sexo feminino e a faixa
etaria entre 31 e 40 anos apresentaram-se cOmo 0S grupos
de maior prevaléncia. O local mais afetado pelas micoses
encontradas foram as unhas dos pés e a regido plantar.
Quanto ao agente etiolégico, o mais encontrado foi a
Candida spp., isolada em 48% dos casos. Devido a
existéncia de diversas cepas desse género resistentes
aos prin-cipais antifangicos disponiveis, faz-se necessario
o diag-néstico laboratorial prévio a prescricao do trata-
mento. Do mesmo modo, a detec¢do precoce da infecgao
e o trata-mento especifico podem evitar que tais lesdes
evoluam para quadros de infeccBes mais graves.
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Abstract

Fungal infections are very detrimental to the population since they
mimic other pathologies and interfere in daily tasks and sport
activities. Superficial mycoses can also evolve to serious pathologies,
such as bloodstream infections. In this study, 77 superficial lesions
of patients with suspected fungal infection were analyzed between
October and December of 2011. The samples were prepared with
40% KOH, examined under microscopy and inoculated in Sabouraud
and Micobiotic mediums. 57% of the samples were positive for fungal
infection. The majority of the infected patients were women (61%)
and the most affected age group was between 31 and 40 years old
(30%). The most frequent etiological agent was Candida spp. (48%),
followed by Trichophyton mentagrophytes (25%) and Trichophyton
rubrum (11%). The most affected places by mycoses were toe nails
(71%), feet sole (14%), and finger nails (9%). Since the early
diagnosis and specific treatment can prevent such lesions from
evolving to more severe infections, the laboratory diagnosis of the
pathological agent is essential for treatment prescription, as different
species are sensitive to different therapeutic approaches.
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Mycoses; Candida; Dermatomycoses; Outpatients
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INTRODUCAO

Resumo

De acordo com estudos em laboratérios de microbiologia, trabalhadores séo expostos a
riscos inerentes ao seu trabalho. O mapeamento destes riscos constitui uma importante
metodologia para a prote¢do do trabalhador. Logo este estudo tem por finalidade avaliar
o grau de contaminagdo em aulas praticas de microbiologia em uma universidade do Rio
Grande do Sul, para ressaltar a importancia da biossegurancga, aplicando a boa pratica
laboratorial quando o assunto é desinfeccdo da bancada do laboratério. A avaliacéo foi
feita em oito aulas, utilizando a coleta de amostra sobre a bancada com swab em dois
momentos distintos. A primeira coleta foi feita antes da aula, apés desinfecgdo com
alcool a 70%, e a segunda logo apés a aula, com intuito de demonstrar a possivel
contaminagao bacteriana na bancada, que, por conseguinte, coloca em risco a salide do
aluno. Das 48 placas coletadas ap6s as aulas, 65% foram positivas para crescimento
bacteriano. Dentre as 31 placas positivas, 32% foram identificadas com bacilo Gram
negativo (BGN) e 64% com cocos Gram positivo (CGP). Conclui-se a importancia da
desinfeccdo antes e apds a aula pratica com o objetivo de assegurar a auséncia de
microrganismos potencialmente infectantes.

Palavras-chave
Laboratério; Bacteriologia; Contaminagéo

destacando a utilizacdo de barreiras mecanicas, qui-
micas e ambientais, fundamentadas nas especificidades

O homem esta cada vez mais preocupado em
valorizar a salde e o bem-estar, no entanto, ao contrario
do que revela esta realidade, ocorre em determinados
ambientes o descuido com fatores tais como a higiene e
a consciéncia de praticas educativas.®

Estudos relacionados a acidentes de trabalho na
area da saude tém sido desenvolvidos desde a década
de 70, em consequéncia principalmente de falta de EPIs,
cansaco por excesso de trabalho, mau uso de equipa-
mentos e até mesmo armazenamento inadequado de
materiais.®

A contaminacao

A identificacdo de novos agentes infecciosos, a
crescente expansdo de infeccBes e doencas ja conhe-
cidas tém estimulado a revisao das medidas de controle,

inerentes aos elementos da cadeia do processo infec-
cioso.®

No Brasil, decorrem varios problemas que afetam a
saude da populacdo, como a contaminagédo da agua, do
solo, da atmosfera e a proliferacdo de vetores, e a saude
dos trabalhadores em funcao de contato de residuos.
Os problemas séo agravados no momento em que ocorre
o descaso com o gerenciamento dos residuos do servi¢o
de saude. De acordo com dados da Pesquisa Nacional
de Saneamento Basico, realizada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), a estimativa, em 2008,
é de serem coletadas diariamente cerca de 228.413
toneladas de residuos no Brasil.® Em geral, estima-se
gue 1% destes corresponda aos residuos da area da
salde, totalizando cerca de 2.300 toneladas diarias.
Segundo o IBGE, 74% dos municipios brasileiros depo-
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sitam o lixo hospitalar a céu aberto, 57% separam deje-
tos nos hospitais e apenas 14% das prefeituras tratam
adequadamente os residuos dos servicos de saude,
gerando um alto risco de contaminacao para a popu-
lacdo.®

O desafio no tratamento de residuos provenientes
dos servigos de saude tem impulsionado a legislacdo e
as politicas publicas para questdes relacionadas a sus-
tentabilidade do meio ambiente e preservacao da saude.
Atualmente, no Brasil, 0 manejo dos residuos de servigos
de saude é regido pela Resolugéo da Diretoria Colegiada
(RDC) 306 de 2004 e pela Resolucdo CONAMA 358 de
2005. De acordo com a RDC 306/2004, a classificacao
dos residuos abrange os seguintes grupos: A) residuos
potencialmente infectantes; B) residuos com risco quimico;
C) rejeitos radioativos; D) residuos comuns e reciclaveis
e E) materiais perfurocortantes.®

A contaminacao laboratorial

Os profissionais da area da salde, particularmente
em hospitais e laboratérios, estdo sujeitos a adquirir
infeccdes, principalmente as hepatites B e C, a AIDS e a
tuberculose. As duas primeiras incidéncias podem ser
consideradas altas e subnotificadas; a AIDS, ainda pelo
aspecto de doenca fatal, e a tuberculose, por suas diversas
consequéncias sobre a vida dos profissionais.®

Atualmente, mais de 90% de acidentes em labo-
ratério decorrentes de contaminacg@es biolégicas ocorrem
devido a deficiéncia das informacgbes sobre as fontes de
perigo, assim como a negligéncia no respeito as normas
de biosseguranca. E fundamental que o estudante mani-
pulador de microrganismos conheca os regulamentos de
biosseguranca em vigor nas aulas praticas.®

As vias de infeccao sdo varias, comecando pelas
vias aéreas, oral, inoculagéo direta e mucosas, sendo a
maioria dessas contaminagdes consequentes por uso
inadequado dos EPIs, falta de cuidado com material utili-
zado e a pressa ao realizar o procedimento. Os acidentes
mais comuns ndo sao tragicos, porém, o profissional de
laboratério esta exposto diariamente a intoxicagcdes e
situacdes nocivas que podem leva-lo a uma lesdo, doenca
ou danos permanentes.®

Segundo alguns autores, para a indugdo de uma
doenca infecciosa sdo necessarios fatores como: pre-
senca de um patodgeno, dose de inoculacao, viruléncia do
patdégeno, suscetibilidade do hospedeiro e uma porta de
entrada no hospedeiro. Trabalhadores de laboratérios
clinicos que estédo expostos a estas condicfes possuem
uma grande chance de contrair uma infeccdo.®

Dentre as principais vias de transmissao de agentes
infecciosos podem-se destacar as maos. A microbiota das
maos constitui-se de bactérias transitérias e resistentes.
A flora transitéria que coloniza a camada superior da pele
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é de mais facil remocéo pela lavagem das maos e é
frequentemente adquirida pelo contato com os doentes
ou com superficies contaminadas. As maos dos profis-
sionais de salide podem se tornar permanentemente colo-
nizadas com uma flora patogénica adquirida no ambiente
hospitalar.

Biosseguranca

De acordo com estudos, em laboratorios que reali-
zam diariamente manipulagdo de microrganismos, pes-
soas sdo expostas a riscos inerentes ao seu trabalho. O
mapeamento destes riscos constitui uma importante meto-
dologia para o reconhecimento dos riscos inerentes ao
local de trabalho.®

Estes riscos tém representado uma importante
ameaca a saude dos trabalhadores que exercem suas
atividades em ambiente laboratorial. O conceito de risco
é bidimensional, representando uma possibilidade de um
efeito adverso ou dano a saude. Os fatores de risco
podem ser classificados em: fisicos (radiacao, ruido,
vibracao e temperatura), quimicos (substancias quimicas,
poeiras, vapores) e os biologicos (virus, bactérias e
fungos).®

Visando minimizar tais riscos, é essencial o esta-
belecimento de um Programa de Biosseguranca espe-
cifico, que devera dotar o laboratoério de estrutura fisica,
administrativa e técnica compativel com as atividades
desenvolvidas, promovendo assim acdes preventivas.
Entretanto, somente a utilizac&o de tecnologias e equipa-
mentos adequados nao é suficiente para o controle neces-
sario e garantia da seguranca, pois a conduta e o cuidado
de cada profissional na execucdo das atividades séo
fundamentais.®

O ato de lavar as méos, por exemplo, torna-se essen-
cial, pois € uma medida eficaz de prevencao da trans-
missao cruzada de microrganismos resistentes a antimi-
crobianos, além da reducdo do risco de morbidade e
mortalidade devido a infec¢des hospitalares. Apesar de
evidenciada a eficiéncia, ainda se observa uma forte
resisténcia em sua adesao apos o cuidado do paciente
ou manuseio de agentes infecciosos.”

A descontaminacao do laboratorio deve ser realizada
visando a distribuicdo ou remogéo de microrganismos de
bancadas, artigos e superficies por meio da esterilizacao
do ambiente, distribuindo também os esporos.® A coloni-
zacao das maos, superficies e artigos, da-se, na maioria
das vezes, por Staphylococcus aureus e bacilos Gram
negativos adquiridos durante as mais variadas atividades
clinicas.®

Estas bactérias podem ser encontradas na forma
isolada ou em colbénias e podem viver tanto na presenca
de ar (aerdbias), na auséncia de ar (anaerdbias) quanto
na forma de anaerébias facultativas.®
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As superficies contaminadas podem servir como
reservatério de agentes patogénicos, mas normalmente
ndo sdo associadas diretamente a transmissao de infec-
¢Oes para profissionais da area da salde ou pacientes.
Mesmo diminuindo o impacto da transmissao através das
maos, a limpeza correta e desinfec¢do sao fundamentais
para a reducdo da incidéncia de infec¢des. Dentre os
fatores que influenciam na escolha do procedimento de
desinfeccdo das superficies, sdo: a) natureza do item a
ser desinfetado, b) nUmero de microrganismos presentes,
c) resisténcia do microrganismo, d) quantidade de matéria
organica presente, e) tipo e concentracao germicida usado,
f) duracdo e temperatura do contato com o germicida e,
por fim, g) as especificacbes e indicacdes de uso do pro-
duto pelo fabricante. Quanto a eficiéncia dos agentes
guimicos, o sabéo é classificado pela acdo menos eficaz
seguido do detergente, sendo o agente com maior eficacia
o glutaraldeido.®

As infeccdes relacionadas a satde atualmente repre-
sentam uma preocupa¢do ndo somente dos Orgaos de
saude competentes, mas um problema de ordem social,
ética e juridica em face das implicacGes na vida dos usua-
rios e 0s riscos aos quais estes estdo submetidos.t® A
higienizacdo das méos é apontada como a conduta de
maior facilidade a ser adotada na pratica, contudo nao
possui adesdo generalizada, sendo substituida pelo uso
de luvas, que pode ser consequéncia de maior valorizagéo
do profissional de saude em relagéo ao desconhecimento
da importancia e eficacia da higienizacao das maos na
prevencdo da disseminacdo de microrganismos.®*

Considerando esta afirmacdo sobre a importancia
da higienizacao das maos, o presente estudo tem como
finalidade realizar uma avaliacédo bacteriana das bancadas
antes e depois das aulas praticas no laboratério de micro-
biologia da Universidade Luterana do Brasil, no municipio
de Canoas, Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Este estudo teve como principal objetivo realizar uma
avaliacdo bacteriana da superficie das bancadas do
laboratério de microbiologia de uma universidade no Rio
Grande do Sul, com intuito de obter uma avaliagdo do
grau de contaminacgédo nessas aulas ap6s a suposta mani-
pulacdo de microrganismos pelos alunos, e, a0 mesmo
tempo, mostrar a importancia de se empregar correta-
mente a desinfec¢do antes e depois das aulas.

A técnica de coleta com o swab foi empregada para
a obtencao do material nas bancadas antes e depois das
aulas realizadas no laboratério de microbiologia, onde
ocorreram as aulas dos cursos de Farmacia, Biomedicina,
Estética, Quimica Industrial, Engenharia Ambiental e
Odontologia desta universidade, totalizando oito aulas.
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Técnica de coleta com o swab

Segundo a literatura, esta técnica pode ser utilizada
para analisar superficies de bancadas, utensilios, equipa-
mentos e até mesmo maos de manipuladores de micror-
ganismo.®?

A seguinte técnica consiste na utilizacdo de um
cotonete de algodao esterilizado por 6xido de etileno, o
qual é utilizado para coletar materiais para testes micro-
bioldgicos com a finalidade clinica ou de pesquisa. Apos a
realizacédo da assepsia nas bancadas em torno do bico de
Bunsen antes das aulas, realizou-se a coleta utilizando-se
0 swab nos mesmos pontos dessa assepsia, dois pontos
por bancada, totalizando seis pontos. Em seguida, os
alunos ocuparam as bancadas para desenvolver suas
atividades de microbiologia com possivel manipulacdo de
microrganismos. Ao término de cada aula realizou-se uma
nova coleta com o swab nos mesmos pontos da primeira
coleta, totalizando mais seis pontos de coleta, obtendo
um numero final de 12 (doze) placas por aula.

Desinfec¢do da bancada

De acordo com o manual do Ministério da Saude
(1994), "Processamento de Artigos e Superficies em
estabelecimentos de saude", a desinfeccdo da superficie
das bancadas do laboratério realizada no inicio de cada
aula foi feita da seguinte forma:

1. com o uso de luvas, retirou-se o0 excesso de carga
contaminante com papel absorvente;

2. desprezou-se o papel utilizado em saco plastico;

3. aplicou-se sobre a superficie da bancada alcool
a 70% deixando-o agir por alguns minutos;

4. removeu-se o produto com auxilio de um novo
papel absorvente.

Cultivo e semeadura

O meio de cultura escolhido foi o BHI, Brain Heart
Infusion (Himedia®), em uma concentracdo de 52 g para
500 mL de agua destilada. Este € um meio de cultura
basal, ndo seletivo, indicado para o crescimento de varios
microorganismos, como bacilos Gram positivos, bacilos
Gram negativos, e cocos Gram positivos. A semeadura
em placa de Petry foi feita na forma de estria do mesmo
modo em todas as placas. No laboratério, as placas foram
incubadas em estufa microbiol6gica a uma temperatura
de 35°-37°C por um periodo de 24-48 horas. Decorrido o
tempo necessario de incubacéo foi observado o aspecto
das colbnias sobre a superficie das placas.

Todas as placas foram analisadas no que se refere
a presenca ou auséncia de colbnias bacterianas. Com a
finalidade de padronizar a leitura das placas, foram
estabelecidas as seguintes denominacdes:

1) (A) Auséncia: placa sem crescimento macros-
copico de colbnias;
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2) (P) Presenca: placa com crescimento macros-
copico de colbnias.

Técnica de Gram

As bactérias possuem uma estrutura relativamente
simples. S&o microrganismos procariontes, que se repro-
duzem por divisdo assexuada. A parede celular em torno
da bactéria é complexa e possui basicamente duas formas:
as que possuem uma espessa camada de peptidioglicano
em sua parede celular, além de magnésio e acido teicoico,
sdo denominadas Gram positivas, e as que possuem uma
fina camada de peptidioglicano em sua parede celular sdo
denominadas Gram negativas.®®

Com o objetivo de verificar apenas se houve conta-

minacdo ou ndo, a identificacdo das bactérias das culturas
positivas ndo entrou no presente estudo, mas sua classi-
ficacdo quanto a coloracdo de Gram foi de escolha para
se obter uma precisdo maior nos resultados.

Para tal utilizou-se a seguinte técnica, adaptada de

Murray (2007):¢2)

1. Retirou-se, utilizando-se al¢ca bacteriolégica
esterilizada por flambagem em bico de Bunsen,
uma pequena amostra de col6nia.

2. A amostra foi diluida em uma pequena gota de
salina, em lamina histoldgica, e fixada por calor.

3. Adicionou-se o corante primario (cristal violeta),
deixando-o reagir por um minuto.

4. Lavagem com solucgéo salina.

5. Adicionou-se o mordente (Lugol), deixando-o

reagir por um minuto.

. Lavagem com solucao salina.

7. Realizou-se uma rapida descoloragao com alcool-
cetona.

8. Adicionou-se o corante secundario (Fucsina de
Gram), deixando-o reagir por 45 segundos.

9. Lavagem com solucédo salina.

10. Apoés a lamina estar seca, esta foi observada em
microscopio éptico em aumento de 1.000x

(o2}

RESULTADOS

Foi coletado material sobre a superficie da bancada
préximo ao bico de Bunsen em dois momentos distintos;
uma coleta procedeu-se depois da desinfec¢do com alcool
a 70%, antecedendo a aula, e a outra coleta ocorreu logo
apos a aula sem a realizacao da desinfeccdo com o pro-
duto, e, desta forma, seguiu-se em oito aulas praticas de
microbiologia. Todas as 48 culturas de amostras coletadas
anteriormente as aulas ndo desenvolveram crescimento
bacteriano apés 12-48 horas de incubacdo, demonstrando
entdo a eficacia da desinfeccdo utilizando-se o alcool a
70%, servindo assim como o controle negativo deste expe-
rimento. Das 48 placas semeadas apds as aulas, em
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65%°ED houve crescimento bacteriano, e 35%%") ndo desen-
volveram nenhum tipo de crescimento bacteriano, conforme
demonstrado na Tabela 1.

A analise morfologica das placas positivas foi
realizada utilizando-se a técnica de coloracdo de Gram.
Dentre as culturas positivas, 32% representam ser BGN
(bacilo Gram negativo) e 64% CGP (cocos Gram positivo),
como esta representado na Tabela 1.

Tabela 1 - Anélise de Morfologia e coloragcdo de Gram de placas
positivas

Data de Total de Morfologia e Gram
coleta placas
analisadas

BGN* BGP* CGN* CGP*

31.08 2 (6,45%) 0 2 (6,45%)
2 (6,45%) 4 (12,90%)
Total (%) 31 (100%) 10 (32,24%) 0 21 (64,82%)

* BGN - Bacilos Gram Negativos; BGP - Bacilos Gram Positivo; CGN - Cocos
Gram Negativo; CGP - Cocos Gram Positivo

01.09 6 (19,35%)

2208  4(1290%) 3(9,67%) O 0 1 (3,22%)
2308  3(967%) 2(644%) O 0 1 (3,22%)
2408  2(645%) 1(3,22%) O 0 1 (3,22%)
2508 4 (12,90%) 0 0 0 4(12,90%)
2608 5(16,12%) 1(3,22%) O 0 4(12,89%)
2908 5(16,12%) 1(3,22%) O 0 4(12,89%)

0 0

0 0

0

DISCUSSAO

A presenca de altos niveis de bactérias, ou a presenca
de um tipo incomum de microrganismo em um ambiente
hospitalar ou laboratorial, indica a ocorréncia de fontes de
proliferacdo de microrganismos no interior do ambiente
ou deficiéncia de métodos que possam determinar a
destruicdo dos mesmos. Conclui-se que a presenca e a
proliferacdo desses microrganismos devem-se também
em consequéncia de uma metodologia aplicada de forma
errbnea de limpeza, ou seja, desinfeccdo do ambiente
onde se manipula microrganismos, como, por exemplo, a
bancada de um laboratério, e que, na quantidade encon-
trada, esses microrganismos podem desencadear pro-
cessos patogénicos. Contudo, faz-se ainda necessaria
uma analise mais profunda e complexa de identificacao,
para, de fato, comprovar que tipos de doencgas esse micror-
ganismos podem ocasionar.®

Vale ressaltar que algumas bactérias sdo altamente
patogénicas, e, independente da quantidade, podem afetar
a salde do ser humano. A suscetibilidade a contaminacgéo
esta intimamente relacionada com o estado imunolégico
do individuo, sendo, portanto, questdo importante a ser
observada a saude dos trabalhadores e as potenciais
fontes de agentes bioldgicos. No ambiente laboratorial,
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as principais vias de contaminacgédo por agentes biolégicos
sdo a dérmica e a respiratéria.®

Os acidentes mais comuns em laboratério séo as
colisbes devido a falta de espaco na area no laboratorio.
E prevalente a notificacdo de acidentes com material
biolégico entre trabalhadores em laboratérios de anali-ses
clinicas.® A deficiéncia das politicas de protecdo a saude
do trabalhador e ao sistema de coleta e dispo-sicao final
dos residuos de servigco de salde potencializam o perigo
de acidentes de trabalho. Quando gerenciados inade-
guadamente, os residuos representam um risco para a
saude dos trabalhadores, direta ou indiretamente, espe-
cialmente materiais perfurocortantes, principais residuos
associados a transmissdo de agravos.® Canali et al.
relataram que, no periodo de seis anos, no estado de Sao
Paulo, os estudantes da area da salde aparecem como
a quarta categoria que mais registrou acidentes com
material biol6gico, totalizando 1.069 acidentes.®¥

Superficies tocadas frequentemente por maos de
pacientes ou profissionais da salde em laboratérios ou
hospitais apresentam uma variedade de patdgenos que
podem causar infeccdes. Neste contexto, a limpeza e
desinfeccao das superficies sdo fundamentais e devem
ser realizadas da forma correta com os desinfetantes
adequados.®®

Um desinfetante geralmente utilizado na limpeza de
superficies é o alcool a 70%. Kawagoe et al.*® inves-
tigaram, por meio de uma pesquisa, duas hipoteses que
desaprovam a eficacia da utilizagéo do alcool a 70% direta-
mente sobre superficies contaminadas. A primeira hipétese
é referente a inativagcdo do alcool pela matéria organica, e
a segunda a possibilidade de fixacdo de matéria organica,
consequentemente o seu acimulo com a utilizagdo do
alcool em superficies. Foi realizado um experimento que
desaprovou a inativacao do alcool a 70% pela matéria
organica, no qual se provou uma reducdo microbiana de
pelo menos 99,9% na presenca da matéria. Quanto a
segunda hipoétese, nao foram encontrados estudos que
provassem a fixacdo de matéria organica com a utilizacao
do alcool a 70%.

Em busca de resposta do método mais adequado
de aplicacdo do alcool a 70% para descontaminacéo de
superficies, um estudo inglés,*” publicado em 2009, inves-
tigou in vitro a eficacia de dois métodos de aplicacao do
alcool em superficie contaminada com microrganismos.
Um dos métodos testados foi a friccdo com alcool a 70%
embebido num tecido por um periodo de contato de dez
segundos, e o outro pelo método de spray/dry wipe (borrifar
o0 alcool e esfregar com tecido seco). Como resultado, o
método por friccdo apresentou melhor desempenho na
reducédo da carga microbiana do que o método de spray, o
qgue reflete uma pratica comum em nosso meio nos
estabelecimentos de saude.
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CONCLUSAO

Foi possivel observar neste estudo que ndo esta
havendo a desinfeccao da bancada de trabalho apés as
aulas de microbiologia pelos alunos da universidade, o
gue indica que praticas educativas voltadas a biosse-
guranca devem ser aplicadas aos alunos e revisadas e
cobradas pelos professores. Ressalta-se que, além de
bactérias, fungos, parasitas e virus podem estar presentes
nas bancadas, sendo que estes tém o potencial de infectar
o utilizador da area de trabalho, causando doencas. Isto
reforca o emprego de um protocolo de desinfeccéao,
incluindo a aplicacdo de alcool a 70%.

Abstract

According to studies carried out in microbiology laboratories,
people are exposed to risks inherent to their work. The assessment
of these risks is an important method to protect the worker. Thus,
this study aims to asses the degree of contamination in practical
microbiology classes of a University in Rio Grande do Sul, to
highlight the importance of biosafety, good laboratory practice,
applying good laboratory practices when it comes to disinfect the
laboratory bench. The evaluation was performed in eight classes,
collecting samples on the bench with a swab at two different periods.
The first sample was collected before the class, after a disinfection
with 70% alcohol, and the second sample was collected soon after
the end of the class, in order to demonstrate a possible bacterial
contamination of the bench, and thus endangering the health of
student. Of the 48 plates collected after school, 65% were positive
for bacterial growth. Among the 31 positive plates, 32% were
identified with Gram-negative rods and 64% with Gram-positive
coccio. Therefore it follows the importance of disinfection before
and after school practice in order to assure the absence of
potentially infectant microorganisms.

Keywords
Laboratory; Bacteriology
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Resumo

Objetivo: Avaliar a presenca de bacilos Gram negativos ndo fermentadores no interior
do corpo de torneiras de uma unidade hospitalar privada do municipio de Volta Redonda,
RJ. Métodos: Um total de 53 amostras foram coletadas do corpo de torneiras das
unidades: UTI, Centro Cirlrgico, Clinica Cirargica, Clinica Médica e Pronto Socorro,
introduzindo swab estéril em movimentos giratérios. As amostras foram esgotadas em

placa de Petri contendo agar MacConkey e agar BHI (Himedia®) acrescido de 5% de
sangue de carneiro e incubados em estufa bacterioldgica em temperatura de 35°C por
até 48 horas. Os microrganismos isolados foram submetidos a coloragdo de Gram e aos
testes da catalase e oxidase e identificados através dos sistemas Painel NF Il e Painel
para Enterobactérias (Probac®) e pelo Sistema API®Staph (bioMérieux). Resultados:
Os percentuais de culturas positivas e negativas foram de 60% (32) e 40% (21), respec-
tivamente. Os resultados mostram que os BGNNF correspondem a 67% dos isolados,
seguidos pelas enterobactérias (21%) e cocos Gram positivos (12%). Concluséo: Os
sistemas de distribuicdo de agua do ambiente hospitalar, especialmente o corpo das
torneiras, necessitam de vigilancia microbioldgica, pois podem tornar-se veiculos de
propagacao e disseminacdo de microrganismos patogénicos.

Palavras-chave

Infeccdo hospitalar; Pseudomonas aeruginosa; Contaminagao

INTRODUCAO

Os bacilos Gram negativos ndo fermentadores
(BGNNF) sao microrganismos frequentemente envolvidos
em casos de infecgbes adquiridas nas Unidades de
Tratamento Intensivos (UTIs), principalmente nas infec¢Ges
do trato respiratorio, devido a sua ampla distribuicao
ambiental e sua capacidade de se manter viavel nestes
ambientes, particularmente na 4gua e em seus sistemas
de distribuicdo.®

Préaticas adequadas de higiene e desinfeccdo ambi-
ental sdo fundamentais para o controle destas infeccoes.
Tais praticas incluem a higienizacao de superficies inani-
madas, ar e agua.?®*

A emergéncia de BGNNF, em ambiente noso-
comial, com sensibilidade antimicrobiana diminuida,
vem adquirindo importancia como agentes de IRAS. O
uso indiscriminado de antimicrobianos é um fator de

risco importante para o surgimento e disseminacgéo de
resisténcia, fazendo com que o controle da infeccéao
hospitalar seja um desafio para os profissionais da area
da saude.¢®

Pseudomonas aeruginosa tem sido um dos princi-
pais patégenos envolvidos em casos de IRAS, mas outros
BGNNF, como Acinetobacter baumannii e Stenotropho-
monas maltophilia também s&do constantemente repor-
tados. Alguns estudos demonstraram que uma conside-
ravel parcela dos pacientes internados em UTI, com
infeccdo nosocomial por P. aeruginosa, estavam infec-
tados pelo mesmo clone presente no interior das torneiras
daquele ambiente.(-1V

Devido a persisténcia destes microrganismos em
superficies inanimadas expostas ao ambiente, o estudo
de material coletado do interior de torneiras do ambito
hospitalar é de interesse para a seguranca do paciente
hospitalizado.*21
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de
bacilos Gram negativos nao fermentadores no interior do
corpo de torneiras de uma unidade hospitalar privada do
municipio de Volta Redonda, RJ.

MATERIAL E METODOS

A coleta das amostras foi realizada no interior das
torneiras da Unidade de Terapia Intensiva, Clinica Médica,
Clinica Cirargica, Pronto Socorro e Centro Cirdrgico de
uma Unidade Hospitalar privada da cidade de Volta
Redonda, RJ.

As torneiras estavam assim distribuidas: Clinica
Cirarrgica, 12 torneiras; Clinica Médica, 18; UTI, 9; Pronto
Socorro, 9 e Centro Cirlrgico, 5.

As coletas foram realizadas retirando-se o aerador
das torneiras e introduzindo-se no interior do seu corpo
swab estéril em movimentos giratérios. Este movimento
foi repetido quatro vezes. Posteriormente, os swabs foram
inoculados em meio de transporte de Stuart e encami-
nhados ao laboratério de microbiologia do Centro Univer-
sitario Geraldo Di Biase, onde as amostras foram proces-
sadas.

Com o auxilio de alca bacteriologica, uma aliquota
da amostra de cada swab foi esgotada em placa de Petri
contendo agar MacConkey (Himedia®), preparado de
acordo com as instru¢cbes do fabricante e também em
agar BHI (Himedia®) acrescido de 5% sangue de carneiro.
Os swabs foram inoculados em tubos contendo 2 mL de
caldo BHI, para controle da recuperagcao dos microrga-
nismos. As placas de Petri e os tubos foram incubados
em estufa bacteriologica, em temperatura de 35°C, por
até 48 horas.

Decorrido o periodo de incubacéo, as placas e tubos
foram observados para confirmacao de crescimento. As
placas que ndo apresentaram crescimento e os tubos
correspondentes foram analisados para confirmacgéo e
descarte de crescimento de microrganismo.

Os microrganismos em col6nias isoladas foram sub-
metidos a coloracdo de Gram e aos testes da catalase e
oxidase. Um novo repique em 2 mL de caldo BHI foi feito
por trés vezes para posterior congelamento em tubos
criogénicos.

Apbs o congelamento de todas as amostras, iniciou-
se a etapa de identificacdo. Para isso, as amostras foram
descongeladas, ativadas em caldo BHI e o repique feito
por trés vezes consecutivas. As amostras de microrganis-
mos Gram negativos com resultado positivo para o teste
da oxidase foram inoculadas em Painel NF Ill (Probac®)
e as amostras negativas para o teste da oxidase foram
inoculadas em Painel para Enterobactérias (Probac®). A
identificacdo dos cocos Gram positivos foi feita com
Sistema API®Staph (bioMérieux®).
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RESULTADOS

Foram coletadas amostras da parte interior do corpo
de 53 torneiras em todos os setores da unidade hospitalar.
Deste total, 60% (32) apresentaram crescimento bacte-
riano, onde foram isolados BGNNF, enterobactérias e
cocos Gram positivos, ao passo que 40% (21) ndo apre-
sentaram crescimento bacteriano. O setor que apresentou
a maior taxa de crescimento bacteriano foi a Clinica Cirdr-
gica (Tabela 1).

Tabela 1 - Total de culturas positivas e negativas por setor

Local de coleta Culturas positivas Culturas negativas

Clinica Cirdrgica 11 (92%) 1 (8%)

Clinica Médica 10 (55%) 8 (45%)
UTl 6 (67%) 3 (33%)
Pronto-Socorro 4 (44%) 5 (55%)
Centro Cirdrgico 1 (20%) 4 (80%)
Total 32 (60%) 21 (40%)

Na Clinica Cirargica, amostras coletadas de duas
torneiras apresentaram crescimento de mais de uma
espécie de microrganismos. Em uma destas torneiras,
foram isolados Chryseomonas luteola e Complexo
Burkholderia cepacia, e, na outra, Chryseobacterium
indologenes e Chryseomonas luteola. Todos os isolados
deste setor foram BGNNF, entre eles: Stenotrophomonas
maltophylia, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia sp.

Na Clinica Médica, foi recuperada apenas uma espé-
cie de bactéria por torneira. Este setor foi 0 que apresentou
maior diversidade de microrganismos; além dos BGNNF,
foram isoladas enterobactérias e cocos Gram positivos.
O Staphylococcus epidermidis e Chryseomonas luteola
foram os microrganismos mais prevalentemente encon-
trados, somando trés isolados cada espécie, seguidos
por Roseomonas sp. (2), Proteus mirabilis (1) e Micro-
coccus luteus (1).

Nas torneiras da Unidade de Terapia Intensiva foram
encontrados apenas membros da familia Enterobacte-
riaceae num total de seis isolados. Foram encontrados
dois membros do Grupo Entérico 137 e duas Raoultela
ornithinolytica e um isolado de Klebsiella pneumoniae e
Klebsiella oxytoca.

O Pronto Socorro, assim como o Centro Cirlrgico
apresentou crescimento bacteriano de apenas uma espé-
cie de microrganismo — Roseomonas sp. No Pronto
Socorro quatro torneiras apresentaram crescimento bac-
teriano e, no Centro Cirlrgico, apenas uma torneira.

Os BGNNF mais prevalentemente encontrados foram
Chryseomonas luteola e Roseomonas sp. ambas com
sete isolados (20%), acompanhadas por Burkholderia sp.,
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trés (9%), Stenotrophomonas maltophilia e Complexo
Burkholderia cepacia, ambas com dois isolados (6%),
Pseudomonas aeruginosa, um (3%) e Chryseobacterium
indologenes, um (3%) (Tabela 2). Os BGNNF representam
67% das bactérias isoladas, seguidos pelas enterobac-
térias (21%) e cocos Gram positivos (12%).

Tabela 2 - Frequéncia e prevaléncia de microorganismos encontrados

Microrganismo Frequéncia  Prevaléncia (%)

Chryseomonas luteola 7 20

N
o

Roseomonas sp.

Burkholderia sp.
Staphylococcus epidermidis
Stenotrophomonas maltophilia
Complexo Burkholderia cepacia
Grupo Entérico 137

Raoultela ornithinolytica
Pseudomonas aeruginosa
Chryseobacterium indologenes
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca

Proteus mirabilis

B R R R R R, N NNN W W N
W W W W W W oo o © ©

Micrococcus luteus

Total

w
N

100

DISCUSSAO

Os microrganismos encontrados no interior do corpo
das torneiras, como, por exemplo, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis, tém sido
notadamente considerados patdgenos relacionados a
IRAS, principalmente em pacientes hospitalizados. Steno-
trophomonas maltophilia € um microrganismo emergente,
promotor de surtos em unidades de terapia intensiva cujo
agravante principal é a resisténcia intrinseca a varios antimi-
crobianos, gerando altas taxas de mortalidade.®*%

Os sistemas de distribuicdo de agua, especialmente,
em edificacbes antigas (como o é caso do hospital onde
o trabalho foi realizado), ou de grande porte, podem conter
elevados niveis de material organico. Esses sistemas séo
geralmente complexos, podendo haver ramais interrom-
pidos, onde a agua nao circula, e partes corroidas, o que
pode propiciar um ambiente em que bactérias e outros
microrganismos possam colonizar e ser continuamente
liberados na coluna de agua.®®

Os sistemas de distribuicdo de agua em ambientes
de saude pode representar uma das fontes mais negligen-
ciadas de IRAS, e surtos derivados de saidas de agua
tém sido relatados com frequéncia cada vez maior. A
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guantidade de células bacterianas liberadas na agua é
pequena, mas devem-se levar em consideracao fatores
como o potencial de patogenicidade e viruléncia do micror-
ganismo e as condi¢cdes dos cuidados de higienizacao,
tanto do ambiente quanto dos paramentos e maos dos
profissionais de salde e as condi¢bes imunolégicas do
paciente em tratamento.*%1")

Tal premissa reforca a ideia de que, muitas vezes,
os profissionais, apds procedimentos com pacientes, ndo
se atém a importancia da higienizacdo das méos e retor-
nam as atividades sem se dar conta da possibilidade de
disseminar microrganismos. A contaminagdo de locais
aparentemente limpos reforca a possibilidade da disse-
minacdo de patégenos. Tais locais sdo definidos como
superficies limpas, sem aparente sujidade, fazendo com
gue muitas vezes sejam ignoradas medidas eficazes de
limpeza. O transito de pessoas, como equipe de saude e
visitantes, na unidade, e, consequentemente, o contato
com os pacientes, objetos e superficies diversas confere
possibilidades de disseminacédo de patégenos, se nao
forem observadas as devidas precaucdes, com destaque
para a higienizacdo das méos. Entretanto, outras vias
podem contribuir na transferéncia de patégenos.89

Os microrganismos liberados na agua, a partir da
colonizagcdo, dos encanamentos representam um risco
de infeccdo para os usuarios. Estes microrganismos pato-
génicos incluem Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila, Micobactérias ndo tuberculosas, Stenotro-
phomonas maltophilia, Acinetobacter baumannii e espé-
cies de Klebsiella, bem como varias espécies de fungos,
incluindo o Aspergillus. Esses microrganismos podem ser
encontrados tanto no armazenamento central como nas
aguas periféricas dos sistemas de distribuicdo. Pseudo-
monas aeruginosa € a principal causadora de infeccdes
graves em unidades de cuidados intensivos e é comumente
encontrada em aguas periféricas.®

A frequéncia de contaminacdo nos diversos setores
estudados é coerente com a sua estrutura fisica. Elevada
guantidade de equipamento e as condicdes criticas dos
pacientes em cuidados intensivos levam a fatores de risco
e maiores taxas de infeccao. Nesses ambientes, a aquisicdo
de infeccdes pode se dar a partir de fontes externas, como
as das torneiras. Desta forma, deve-se aumentar o cuidado
com essas possiveis fontes, evitando de forma efetiva a
presenca de IRAS no ambiente hospitalar.®

CONCLUSOES

Os sistemas de distribuicdo de agua do ambiente
hospitalar, especialmente o "corpo" das torneiras, neces-
sitam de vigilancia microbioldgica, pois podem tornar-se
veiculos de propagacédo e disseminacdo de microrga-
nismos patogénicos como os aqui relatados.
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Abstract

Objective: Evaluate the presence of Non-Fermenting Gram Negative
Bacilli in the interior of faucets' bodies of a private hospital unit of
the municipality of Volta Redonda, RJ. Methods: A total of 53
samples were collected from the body of faucets of the following
units: ICU, Surgical Center, Surgical Clinic, Medical Clinic and
Emergency Room, introducing sterile swab in rotating movements.
The samples were placed on Petri diches containing MacConkey
agar and BHI (Himedia®) agar plus 5% of ram's blood and incubated
in bacteriologic stove at 35°C for up to 48 hours. The isolated
microorganisms were submited to Gram Staining and to the Catalase
and Oxidase tests and identified through the NF Il Panel and Panel
for Enterobacteria (Probac®) systems and by the API®Staph
(bioMérieux®) system. Results:The percentuals of positive and
negative cultures were 60% (32) and 40% (21), respectively. The
results showed that the NFGNB measure up 67% of the isolated,
followed by the enterobacteria (21%) and Gram positive coccus
(12%). Conclusion: The water distribution systems from the hospital
environment, specially the faucet’ body, need microbiologic
survaillance for it can become propagation and dissemination vectors
of pathogenic microorganisms.
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Infection Hospital; Pseudomonas aeruginosa; Contamination
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Relacdo entre enteroparasitoses e alteracdes hematoldgicas em
criancas daregido centro-oeste do Parana
Relationship between enteroparasitosis and hematological changes in children in

midwest of Parana

Artur Mariot Netto*
Maria Goreth de Souza Brito?
Mariana Felgueira Pavanelli®

Resumo

Objetivo: Determinar a prevaléncia de enteroparasitoses, possiveis fatores de risco
para esta infeccdo bem como sua relagdo com alteragcdes hematolégicas em criangas
de uma escola publica do municipio de Peabiru, PR. Métodos: Foram realizados exames
coproparasitolégicos em 67 criancas e hemograma e dosagens de ferro, vitamina B12 e
acido folico nas criangas que apresentaram diagnéstico positivo para enteroparasitoses
e tiveram autorizacdo concedida pelos pais ou responsaveis para a participacdo na
pesquisa. Resultados: A prevaléncia de enteroparasitoses foi de 16,4%, e as criangas
avaliadas ndo apresentaram nenhum tipo de anemia, somente altera¢des do tipo leuco-
citose e eosinofilia. Concluséo: A¢des de educacdo em saude devem ser mantidas
para se evitarem reinfeccdes ou transmissdes das enteroparasitoses.

Palavras-chave
Doencas parasitarias; Doengas hematol6gicas; Anemias nutricionais

INTRODUCAO

As enteroparasitoses apresentam um grave problema
de saude publica no Brasil, bem como em outros paises
em desenvolvimento, gerando consequéncias econdémicas
e sociais.® Os parasitas intestinais estdo entre os pato-
genos mais frequentemente encontrados nos seres huma-
nos, porém a investigacao parasitologica ainda € negli-
genciada no Brasil.®

As infecgbes parasitarias intestinais sdo comuns na
infancia, principalmente em criancas de classes socio-
econOmicas baixas, em funcao da falta de saneamento
basico e de conhecimento acerca dos habitos de higiene
adequados, manuseio incorreto de alimentos, além do
grande periodo de permanéncia nas creches e escolas,
onde ocorre, na maioria das vezes, 0 primeiro contato
com os enteroparasitas.® A transmissdo das enteropara-
sitoses ocorre através da via fecal-oral direta ou indireta-
mente, por meio da ingestao de agua e alimentos conta-
minados.®

Os enteroparasitas podem trazer desconfortos e
prejuizos ao hospedeiro, como sintomas de diarreia, dores
abdominais, perda de sangue nas fezes, emagrecimento,

alteracdes de humor, ansiedade, agitacdo e até mesmo
propiciar o desenvolvimento de anemias.® Nas criancas
parasitadas podem ser observadas algumas alteracdes
como atraso no crescimento e desenvolvimento motor,
rendimento prejudicado nas atividades escolares e déficit
imunitario, prejudicando a homeostase.®

As infeccdes parasitarias intestinais mais comuns
sao causadas pelos helmintos Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e ancilostomideos, além do protozoario
Giardia lamblia. Tais parasitos alteram o estado nutricional
do hospedeiro, afetando principalmente a digestéo e absor-
cdo dos nutrientes.® Estas alteracGes na absorcdo de
nutrientes podem levar ao desenvolvimento de anemias,
as quais sao diagnosticadas através da diminuicdo na
concentracdao de hemoglobina, dado este visualizado no
hemograma do paciente.®

Alguns fatores podem influenciar o surgimento das
anemias carenciais, como idade, sexo, dieta pobre em
nutrientes necessarios para a formagédo da hemoglobina
e certos enteroparasitas, que séo responsaveis pela dimi-
nuicdo na absorcao de até 20% do ferro adquirido através
da alimentacdo.(” Muitos parasitos intestinais possuem
acdo espoliativa, absorvem os nutrientes do hospedeiro e
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consomem o oxigénio da hemoglobina. O parasito adulto
ainda pode se fixar a parede intestinal do hospedeiro, irri-
tando o local, fazendo com que o hospedeiro perca sangue
nas fezes.®

Os sinais clinicos comuns ao surgimento de anemias
sao: taquicardia, em funcdo ao aumento do esforco
cardiaco para compensar o nivel de oxigénio aos tecidos,
déficit de crescimento, vertigem, cansaco ao menor esfor-
¢o, fraqueza, sonoléncia, cefaleia e diminuicdo do racio-
cinio, fatores que comprometem o aprendizado escolar
em criancas acometidas.®”

O diagndstico precoce das enteroparasitoses é
importante devido aos danos causados ao hospedeiro, 0s
quais podem ser evitados por exames coproparasito-
l6gicos. Quando as enteroparasitoses sao diagnosticadas
precocemente, o tratamento medicamentoso se torna mais
eficaz, evitando a evolugéo do parasito, eliminando assim
as possibilidades de surgimento de complicagbes, como
as anemias.® Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
determinar a prevaléncia de enteroparasitoses, possiveis
fatores de risco para esta infeccdo bem como sua relacéao
com alteragbes hematolégicas em criancas de uma escola
publica do municipio de Peabiru, Parana.

MATERIAL E METODOS

O municipio de Peabiru fica localizado na regido
centro-oeste do Parana, mais especificamente na regido
da COMCAM (Comunidade dos Municipios da regido de
Campo Mourdo) e possui 14.144 habitantes.® O presente
estudo foi realizado na Escola Municipal S&o José, a qual
possuia 263 alunos matriculados do 1° ao 5° ano do ensino
fundamental.

Foi realizada uma reunido com a diretora da escola
e 0s pais ou responsaveis dos alunos, onde se explicaram
0s objetivos, importancia da pesquisa e procedimento da
coleta das amostras. Foram distribuidos aos pais e respon-
saveis os frascos para coleta das fezes, o Termo de Con-
sentimento Livre e Esclarecido e um questionario socio-
epidemioldgico. Tal questionario abordou as seguintes
variaveis: endereco, género e idade da crianga, contato
com terra e animais, habito de roer unhas, local de resi-
déncia (area urbana ou rural), consumo de agua filtrada e
condicdes sanitarias (tratamento de agua e esgoto).

Aqueles pais que concordaram em participar da
pesquisa coletaram amostras de fezes das criangas e as
encaminharam até a escola, onde foram mantidas sob
refrigeracdo até serem transportadas ao laboratério. As
amostras fecais corretamente identificadas das criancas
autorizadas foram analisadas parasitologicamente por
meio das técnicas de sedimentacdo espontanea,*® centri—
fugo-flutuacdo™ e a técnica de Baermann-Moraes,*? que
se baseia no hidro e termotropismo de larvas de helmintos.
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As laminas confeccionadas foram visualizadas em micros-
copio oOptico sob aumento de 100 X e 400 X.

As criangas que apresentaram diagndéstico positivo
para enteroparasitoses receberam um comunicado convo-
cando 0s pais ou responsaveis para uma reunido, onde
foram esclarecidos os maleficios que os parasitos ofere-
cem as criangas, dentre eles o surgimento de manifes-
tacdes secundarias, como as anemias carenciais.

Nas criangas que tiveram autorizacdo dos pais ou
responsaveis, realizou-se a coleta de 5 mL de sangue
periférico, em tubos com EDTA, para hemograma com-
pleto, e sem anticoagulante para as dosagens de ferro,
acido félico e vitamina B12.

O hemograma foi realizado utilizando-se o contador
eletrdnico de células Sysmex (Roche®), que determina a
contagem de Heméacias (milhdes/mm?3), dosagem de
Hemoglobina (g/dL), Hematécrito (%), Volume Corpuscular
Médio — VCM (u3), Hemoglobina Corpuscular Média —
HCM (pg), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média — CHCM (g/dL), indice de Anisocitose — RDW (%),
Contagem Total de Leucécitos (mm?®) e de Plaquetas
(mil/mm3). A contagem diferencial de leucécitos foi reali-
zada por meio da leitura em microscépio 6ptico (1000 X)
da extensédo sanguinea. A dosagem sérica de ferro (ug/dL)
foi realizada através do pelo método colorimétrico utilizando
0 equipamento Selectra E (Vitalab®). As dosagens de
vitamina B12 e acido folico foram realizadas por meio da
técnica de quimioluminescéncia. Todos os exames labora-
toriais foram realizados em um laboratério de andlises
clinicas do municipio de Campo Mourao, PR.

Para analise estatistica foram aplicados os testes
do qui-quadrado (x?) e odds ratio para investigar os
possiveis fatores de risco relacionados a presenca de
enteroparasitoses. O célculo do odds ratio, respectivos
intervalos de confianca de 95% e valores de "p" foram
realizados com auxilio do programa Epi Info. O teste do
qui-quadrado (x?) foi realizado por meio do software
Microsoft Excel 2007.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
para Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade Inte-
grado de Campo Mouréo, PR, conforme o Certificado de
Apresentacdo e Apreciacéo Etica (CAAE) n® 04589612.1.
0000.0092.

RESULTADOS

Participaram da pesquisa 67 criancas com idade
entre 2 e 12 anos; destas, 11 (16,4%) apresentaram posi-
tividade aos seguintes protozodrios parasitos: Giardia
lamblia, Entamoeba coli, lodamoeba butschlii e Endo-
limax nana. Houve dois casos de infeccdo mista envol-
vendo Entamoeba coli e lodamoeba butschlii e Giardia
lamblia e Entamoeba coli. Ndo foram identificados
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helmintos nas amostras analisadas. As frequéncias de
cada enteroparasito encontram-se na Figura 1.

50%
45% M Giardia lamblia
40% B Entamoeba coli
35% W )
||

30% ndolimax nana
25% B Entamoeba coli +
20% lodamoeba butschilii
15% B Entamoeba coli +
10% Giardia lamblia

5%{1

0%

Parasitos encontrados

Figura 1. Frequéncia dos enteroparasitos encontrados nas criancas
de uma escola municipal de Peabiru, PR.

A distribuicdo dos investigados quanto ao género foi
praticamente homogénea: 50,7% pertenciam ao género
feminino e 49,3% ao género masculino. Foi observada
maior contaminacao nas meninas (63,6%) em relagéo aos
meninos (36,4%).

Para avaliacao por idade, as criancas foram classi-
ficadas em diferentes estratos, os quais foram relacio-
nados a presenca dos parasitos intestinais. A faixa etaria
com maior prevaléncia de enteroparasitoses foi de 6 a 9
anos (72,7%), precedida de 2 a 5 anos (18,2%) e 10 a 12
anos (9,1%).

Algumas variaveis epidemiologicas foram relacio-
nadas a presenca de enteroparasitoses nas criancas
investigadas; os resultados encontram-se expressos na
Tabela 1. Quando comparadas as variaveis, por meio do
teste do qui-quadrado, ndo foram encontradas associa-
¢cOes significativas, sendo, talvez, este fato consequéncia
do pequeno nimero de amostras.

A andlise dos fatores de risco envolvidos no surgi-
mento das enteroparasitoses nas criangas investigadas
encontrou associagdo significativa em alguns casos, o0s
quais estédo descritos na Tabela 2.

Notou-se que uma pequena parte dos pais das
criangcas contaminadas nao possuia ensino fundamental
completo (18,2%), sendo que a maior parte possuia
apenas ensino fundamental completo (72,7%). Este dado

mostrou ser um fator de risco, informacao que pode ser
confirmada com o valor do odds ratio obtido (12,2), o que
prova que filhos de pais sem estudos estdo mais expostos
a desenvolver enteroparasitoses.

Todas as criangas parasitadas possuiam em suas
residéncias animais de estima¢do. O habito de brincar
na terra também esta presente em todas as criancas
investigadas, ressaltando que 54,4% destas roem unhas.
Este habito foi identificado como fator de risco para o
desenvolvimento de enteroparasitoses, entretanto o p-valor
encontra-se acima do esperado, em funcdo do pequeno
numero de investigados. Todas as criangas portadoras de
enteroparasitoses ndo consomem agua filtrada, somente
clorada.

Das criancas portadoras de enteroparasitoses,
81,8% foram provenientes da zona urbana e 18,2% da
zona rural. Entretanto, ao se compararem isoladamente
os valores nota-se que, das 63 criancas que vivem na
zona urbana, nove (14,3%) estavam contaminadas, e, das
guatro criangcas que vivem na zona rural, duas (50%)

Tabela 1- Distribuicdo de alguns aspectos epidemiolégicos em
criancas parasitadas e ndo parasitadas da Escola Municipal Séo
José, Peabiru, Parana

Aspectos Parasitados N&o parasitados
epidemiolégicos (n: 11) (n: 56)
n % N %
Recreacédo em terra 11 100 44 78,6
Onicologia 6 54,4 19 33,9
Escolaridade dos pais*
Ens. Fund. Incompleto 2 18,2 1 1,78
Ens. Fund. Completo 8 72,7 20 35,7
Ens. Médio Completo 1 9,1 23 42,1
Ens. Sup. Completo 0 0 8 0
Domicilio
Zona urbana 9 81,8 54 14,3
Zona rural 2 18,2 2 3,77
Animais de estimagao 11 100 45 25
Sistema de abastecimento 10 90,9 54 96,4
de agua potavel
Rede de esgotos 10 90,9 54 96,4
Consumo de agua filtrada 0 0 11 19,6

* Auséncia de informacéo em 4 casos.

Tabela 2 - Fatores de risco relacionados ao surgimento de enteroparasitoses nos alunos da Escola Municipal S&o José,

Peabiru, Parana

Caracteristicas (%) Parasitados ~ Ndo parasitados OR** IC**(95%)  p-valor
Escolaridade incompleta dos pais 182 % 1,78% 12,2 1,00 - 149,1 0,036*
Sistema de abastecimento de agua potavel 90,9% 96,4% 0,378 0,003 - 11,97 0,245
Onicologia 54,4% 33,9% 2,31 0,60 - 9,21 0,112

* Valor significativo (p < 0,05)
** OR: Odds ratio
***|C: Intervalo de confianga (95%)
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estavam contaminadas. Entretanto, em funcao deste
numero limitado ndo é prudente estabelecer uma relacao
entre a area de moradia e as infeccdes parasitarias.

Dentre as 11 criancas parasitadas, uma ndo compa-
receu no dia da coleta de sangue, sendo a analise hema-
tologica realizada em dez criancgas. As criancas avaliadas
nao apresentaram nenhum tipo de anemia, por conter nivel
de hemoglobina acima dos parametros da normalidade,
11,5 g/dL, preconizado pela Organizacdo Mundial de
Salde.®

Ao se observarem as médias dos parametros hema-
toloégicos dos hemogramas e dosagem de Ferro Sérico,
Vitamina B12 e Acido félico verificou-se que n&o houve
alteracBes em nenhum dos parametros observados (Tabela
3). Portanto, pode-se afirmar que as criancas investigadas
nao sao portadoras de anemias carenciais.

Tabela 3 - Média e desvio padrdo dos parametros hematolégicos
das criangas com enteroparasitoses da Escola Municipal S&o
José, Peabiru, ParanaJosé, Peabiru, Parana

Parametros hematolégicos  Média + D.P*  Valor de referéncia
Hemécia (milh6es/mm3) 4,507 + 0,19 4,0-5.22
Hemoglobina (g/dL) 12,59+ 1,01 >11,5°
Hematocrito (%) 36,85 + 2,46 35 - 452
V.C.M (1) 817 +293 77 - 952
H.C.M (pg) 27,91 + 1,47 25 -332
R.D.W. (%) 12,95 + 0,56 11,6 - 142
Total Leucécitos (mm?3) 7.555 + 2.484,9 5.000 - 13.002
Plaquetas (mil/mm3) 260,6 + 67,16 180 - 4002
Ferro Sérico (ug/dL) 80,8 +12,43 50,28 - 128,52
Vitamina B12 (pg/mL) 45534 + 163,85 180 - 9002
Acido Félico (ng/mL) 20,51 + 2,69 > 3a

*D.P.: Desvio Padrao
a Valor de referéncia, segundo Lewis ©3
b Valor de referéncia, segundo a Organizacdo Mundial de Saude @

Uma crianca apresentou eosinofilia e a mesma
encontrava-se parasitada por Giardia lamblia. Outra apre-
sentou leucocitose, estando parasitada por Entamoeba
coli, um parasito classificado como nao patogénico; ainda
assim, sua presenca gerou uma reacdo inflamatoria,
responsavel pela leucocitose observada.

DISCUSSAO

Diversas pesquisas parasitologicas com alunos de
escolas publicas ja foram realizadas no Brasil. No presente
estudo, a frequéncia de enteroparasitoses nas criancas
avaliadas foi relativamente baixa (16,4%). Boeira et al.*¥
encontraram na cidade de Cascavel, Parana, uma ocorrén-
cia de 36,8% de enteroparasitoses em criangas. Ja Osaki
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et al.,*® em uma creche de Guarapuava, Parand, consta-
taram que 31,7% das criancas estavam parasitadas. Na
mesma cidade relatou-se que 75,3% das criancas de sete
comunidades escolas estavam contaminadas por algum
enteroparasito.®® Em Campo Florido, no estado de Minas
Gerais, a frequéncia observada em escolares foi de
59,7%.19

O percentual de resultados negativos (83,6%) € muito
satisfatorio, entretanto este nimero pode néo ser total-
mente confiavel, pois o diagndstico pode variar de acordo
com o ciclo reprodutivo dos parasitas, ja que a coleta foi
realizada somente em um dia ao acaso.*” A baixa taxa
de positividade ndo descarta as necessidades de adogéo
de medidas profilaticas pela comunidade.®

Segundo Macedo,*® a presenca dos protozodrios
intestinais ndo patogénicos Entamoeba coli e Endolimax
nana ndo constitui agravo a saude. Entretanto, como
apresentam a mesma via de transmissao de outros ente-
roparasitos, sua presenga nas amostras fecais representa
que estas criancas se encontram em condi¢des propicias
para uma infecgéo por um protozoario entérico patogénico
como Entamoeba histolytica ou Giardia lamblia. Diante
do exposto, nota-se que as criancas investigadas vivem
em condi¢des higiénico-sanitarias precarias, pois a trans-
missdo destes micro-organismos, na maioria das vezes,
ocorre por alimentos e/ou 4gua contaminados.®?

Na cidade de Cascavel, Parana, Boeira et al.(
encontraram Endolimax nana como principal protozoario
nas amostras analisadas, seguido de Balantidium coli.
Em estudo realizado com escolares do municipio de Cam-
po Florido, Minas Gerais,*® o parasito encontrado com
maior frequéncia nas amostras analisadas foi Giardia
lamblia (30,5%), da mesma forma como o obtido na pre-
sente pesquisa. Giardia lamblia é a causa mais comum
de diarreia em criancas e sua presenca pode estar direta-
mente relacionada aos habitos de higiene pessoal.??

Em um levantamento parasitolégico com criancas
da rede publica do municipio de Cachoeiro de Itapemirim,
Espirito Santo, 57,2% das meninas encontravam-se para-
sitadas, dado este similar ao encontrado neste trabalho.®V
Entretanto, em um estudo envolvendo criancas de 4 a
12 anos de uma creche de Anapolis, Goias, observou-se
maior contaminacdo nas criancas do género masculino
(54,9%).?2 No inquérito parasitologico realizado em escolas
da rede publica municipal de Paracatu, Minas Gerais, a
maior prevaléncia foi registrada na faixa etaria de 8 a 9
anos.®®

Programas de controle e educacédo para a melhoria
de qualidade de vida destas pessoas devem ser incen-
tivados, uma vez que a falta de informacao associada a
falta de estudos pode estar relacionada com a predis-
posicdo para a infeccdo por parasitas intestinais.® Esta
informacéo reforca o achado de que a falta de estudos
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representa um fator de risco para o surgimento das infec-
¢Oes parasitarias.

Figueiredo e Querol® ressaltam que o parasitismo
intestinal de animais domésticos, como caes e gatos,
tem grande importancia na saude publica, pois muitos
destes parasitos apresentam potencial zoonético. Segun-
do Zaiden et al.,*” os cuidados pessoais como lavar as
maos e cortar as unhas sdo medidas basicas e neces-
sarias para uma boa saude, pois evitam a contaminagao
e transmissdo de parasitos entre criancas.

Além disso, a agua pode ser uma fonte de conta-
minacao, representando um fator de risco caso nao possua
condicdes 6timas de qualidade.?” Esta informacédo con-
firma os achados de risco de infec¢do da presente pes-
quisa.

Em estudo realizado com criangas matriculadas em
creches e escolas municipais foram encontrados 48,1%
de contaminacgédo nos escolares da area rural de Rolandia,
Parana,® e 21,9% nas criancas de Bambui, Minas
Gerais.®

Poucos trabalhos atuais tém relacionado a presenca
das enteroparasitoses as anemias carenciais. Na década
de 80, Monteiro, Szarfarca e Mondinib@) encontraram
criangas anémicas apos um estudo no municipio de S&o
Paulo e observaram que a origem das anemias era por
caréncia nutricional, ndo havendo correlagdo com as para-
sitoses intestinais diagnosticadas. Neste mesmo periodo,
Hercberg et al.,®® ao trabalharem com 586 pessoas de
uma aldeia rural de um distrito sul-africano, ndo encon-
traram associacgOes significativas entre anemia e parasi-
toses intestinais.

Conforme pesquisa realizada por Tsuyuoka et al.?®
com 360 alunos de uma escola de ensino fundamental de
Aracaju (SE), observou-se que nao ha indicios que com-
provem a relacdo de enteroparasitoses com anemias,
porém as criancas parasitadas apresentavam estados
nutricionais mais debilitados quando comparadas as
saudaveis.®

Em 2005, Pezzi et al.®® também nao encontraram
relacdo entre parasitoses e anemias quando avaliaram 92
criancas de 4 a 14 anos de uma escola publica do municipio
de Caxias do Sul (RS). Todos os trabalhos expostos
corroboram com o obtido na presente pesquisa.

Ja Silva et al.,® ao investigarem 181 criancas com
idades entre 5 e 12 anos, relataram casos de anemias
carenciais devido a presenca de parasitos intestinais,
principalmente Giardia lamblia. Analisando os indices
hematimétricos e a dosagem de ferro, as anemias foram
classificadas como ferropriva, anemia carencial mais
comum na infancia.

Os resultados obtidos na presente pesquisa podem
ser justificados pelo fato de que a escola estudada oferece
as criancas educacdo em tempo integral, seis alimen-
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tacdes diarias, acompanhadas de frutas, leguminosas,
carnes e carboidratos. A mesma conta com o apoio finan-
ceiro de uma instituicdo italiana da igreja catdlica e faz
parte do Programa Nacional de Alimentagdo Escolar, o
qual realiza uma suplementacédo na alimentacao diaria
dos alunos. Além disso, possui profissionais da salde
em seu quadro de funcionarios, como uma nutricionista,
gue monta um cardapio diario, visando, dentro das possi-
bilidades e disponibilidade dos alimentos, fornecer uma
alimentacdo saudavel e rica em nutrientes; psicélogo,
assistente social e técnico em enfermagem. Um padre
acompanha, junto com a diretora, o andamento das ativi-
dades escolares e o desempenho das criancas.

Eosinofilia, independente da fisiopatologia, repre-
senta o aumento plasmatico de eosinoéfilos. Estes séo
leucdcitos, granuldcitos presentes no sangue em peque-
nas quantidades (cerca de 3%), com capacidade de fago-
citar células bacterianas e demais agentes infecciosos
gue aparecerem no organismo. Sua principal funcdo é a
exocitose, liberacao da PBM (proteina basica maior), que
€ téxica para os parasitos, resultando na morte dos
mesmos.GY

Uma triagem parasitologica envolvendo 1.598 crian-
cas de 0 a 10 anos de Goiania, GO identificou Giardia
lamblia em 59,4% das amostras analisadas. As criancas
também apresentaram eosinofilia, da mesma forma como
a presente pesquisa, confirmando-se a hipotese da relacéo
entre giardiase e eosinofilia.Gv

Autores correlacionam a giardiase com a eosinofilia,
ja que este protozoario causa hipersensibibilidade no local
em que se aloja, desencadeando um processo inflamatério
no qual ocorre a producao das imunoglobulinas (Ig) Ae E.
Estas, por sua vez, promovem a ativacao de células
efetoras, os eosindfilos, que identificam o corpo estranho
e estimulam o processo de citotoxicidade, na qual os
anticorpos eliminam o patégeno.Gv

A leucocitose é caracterizada pelo aumento dos
leucdcitos totais, acima de 11.600/mms3, ndo € uma pato-
logia, mas sim uma resposta do organismo frente a situ-
acdes como estresse fisioldgico, falta de alimentacao,
esforco fisico prolongado, processos inflamatérios, doen-
¢cas metabdlicas e infec¢cdes microbianas. Como os para-
sitos entéricos sdo patogénicos ao hospedeiro, estes
micro-organismos fazem parte da classe de agentes esti-
muladores da reacao inflamatdria, a qual culmina na eleva-
cdo dos leucocitos circulantes.®?

CONCLUSOES
As criancas investigadas apresentaram baixa preva-
Iéncia de enteroparasitoses e nenhum tipo de anemia

nutricional. A falta de estudos dos pais € um fator que
contribui para o desenvolvimento das infec¢cdes para-
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sitarias. Devem ser mantidos os habitos de higiene das
criancas e de seus familiares, evitando assim reinfeccdes
ou transmissdes das enteroparasitoses. Todas as criangas
participantes deste estudo receberam os laudos dos
exames realizados para que, se necessario, pudessem ser
submetidas a terapia medicamentosa.

Abstract

Objective: To determine the prevalence of intestinal parasites,
possible risk factors for this infection and its relation with
haematological disorders in children from a public school in the city
of Peabiru, PR. Methods: Fecal examinations were performed in 67
children and blood count, dosage of serum iron, vitamin B12 and
folic acid in children who were diagnosed positive for intestinal
parasites and were granted permission by parents or guardians to
participate in the research. Results: The prevalence of intestinal
parasites was 16.4% and the studied children did not show any type
of anemia, only leukocytosis and eosinophilia. Conclusion: Shares
of health education should be keep to prevent reinfection or
transmission of intestinal parasites.

Keywords
Parasitic diseases; Hematologic diseases; Nutritional anemias
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A estrutura geral do manuscrito devera acompanhar a normalizacéo técnica
conforme o quadro abaixo.

ESTRUTURA DOS ARTIGOS
Portugués Inglés
Titulo Completo
Incluir versédo em Inglés
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Incluir versédo em Inglés
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Complete Title
Incluir versao em Portugués

Running Title
Incluir versao em Portugués

Authors

Summary
Incluir versdo em Portugués

Resumo

Incluir versdo em Inglés
Palavras-Chaves
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Incluir versdo em Portugués

Introduction
Material and Methods

Introdugao

Material e Métodos

Etica Ethics
Resultados Results
Discussio Discussion
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Conflito de interesse

Suporte Financeiro
Agradecimentos Ackowledgements

Referéncias References

86

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 mindsculas (excetuando-
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 académicos
e filiagdo institucional deverao ser mencionados. O nome completo, enderego
profissional, telefone e e-mail do autor responséavel pelo manuscrito devera ser
especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser conciso
e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importancia
encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de forma
estruturada, contendo introducéo, objetivos, material e métodos, resultados,
discussao e conclusdes. Referéncias ndo deverdo ser citadas e o emprego de
acrénimos e abreviaturas devera ser limitado.

PALAVRAS-CHAVE: Deverédo ser indicados termos que permitam a
identificac@o do assunto tratado no trabalho. As palavras-chaves deverédo ser
extraidas do vocabulario DeCS [Descritores em Ciéncias da Saude], elaborado
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.nlm.nih.gov/mesh/) deveréo ser consultados, pois nenhuma outra palavra-
chave sera aceita.

INTRODUCAO: Devera apresentar a justificativa para a realizagdo 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 citacdes deverdo ser restringidas ao minimo necessario. A
introdug&o néo devera incluir ainda dados ou conclusdes do trabalho em referéncia.
O Ultimo paragrafo devera expressar o objetivo de forma coerente com o
descrito no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Devero ser apresentados de forma breve, porém
suficiente para possibilitar a reproducgéo e replicacéo do trabalho. Nesta secéo,
deverdo ser informados o desenho experimental e o material envolvido, bem
como deverd ser feita a descrigdo dos métodos utilizados. Métodos ja publicados,
a menos que tenham sido extensamente modificados, deverdo 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 melhor leitura e compreenséo,
subtitulos poderdo ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secéo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimento
da legislacdo, quando estudos com seres humanos ou animais forem procedidos.
Devera ser mencionado também a aprovagéo do Comité de Etica correspondente
da instituicdo a qual pertencem os autores responsaveis pelos experimentos,
inclusive, informando, claramente, o nimero do parecer. O Corpo Editorial da
Revista podera recusar artigos que ndo cumpram rigorosamente os preceitos
éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverdo ser apresentados em sequéncia légica e com o
minimo possivel de discussédo ou interpretagdo pessoal e acompanhados de
gréficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nesses elementos
gréficos, no entanto, ndo deveréo ser repetidos integralmente no texto, evitando-
se, desse modo, superposi¢des. Apenas as informacdes mais relevantes deverdo
ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAOQ: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcancados, procurando, sempre que possivel, uma correlagdo com
a literatura da area. N&o devera ser incluida uma revisdo geral sobre o assunto.
A repeticéo de resultados ou informagdes ja apresentadas em outras segdes,
bem como especulacdes que ndo encontram justificativa para os dados obtidos
deverdo ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverso ser concisas, fundamentadas nos resultados e
na discussdo, contendo deducgdes logicas e correspondentes aos objetivos
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 explicita,
por todos os autores, a existéncia ou nao de conflitos de interesse que podem
derivar do trabalho. Ndo havendo conflitos de interesse, devera ser escrito
"Né&o ha conflitos de interesse".

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

AGRADECIMENTOS: Deverdo ser curtos, concisos e restritos aquelas
pessoas e/ou instituigdes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recursos.
No caso de 6rgédos de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu contetdo e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informacéo foi
obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracdo e ser precedido
pela palavra "Tabela", seguida por um numero identificador em algarismos
arabicos. A numeracédo das tabelas devera ser feita consecutivamente, a partir
da ordem de citagdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas de rodapé
(legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela. Para notas
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de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas deverédo ser
elaboradas com linhas horizontais de separacéo no cabegalho e em sua parte
inferior e sem linhas verticais. Ndo deverdo ser utilizadas também linhas
horizontais internas. Os dados das tabelas deverao ser digitados em tamanho
10 e com minuUsculas, 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
méaxima de 17cm. Os dados apresentados em tabelas nédo deveréo ser repetidos
em gréficos. As tabelas deverdo ser compostas em programa Word ou MS-
Excell e enviadas em arquivo separado. Devera ser evitado um nimero
excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragdes que ndo se enquadram no conceito de
tabela séo consideradas figuras, portanto: quadros, gréficos, desenhos, imagens
e fotografias. Deverdo ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua parte
inferior. Deverdo ainda ser numeradas com algarismos arabicos, conse-
cutivamente, 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 deverao ser indicadas por uma linha ou barra na figura e referenciadas,
se necessario, na legenda. Os gréficos deverdo 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 ndo seja possivel converter para formato ".tif".
llustrag@es coloridas somente poderao ser aceitas se 0s autores assumirem os
custos. Os dados apresentados nas figuras ndo deverdo repetir aqueles ja
descritos nas tabelas. Os locais aproximados onde as ilustracdes seréo colocadas
deverao ser determinados no texto. As figuras deverdo ser enviadas em arquivos
separados. N&o deverdo ser enviados um nimero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho
cientifico, deverdo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado
em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
[Normas para Uniformizacéo de Manuscritos Submetidos as Revistas 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/
v35n6al4.pdf (Versao em Portugués) ou em www.icmje.org/urm_full.pdf (Versao
em Inglés). A abreviagéo dos titulos dos periddicos 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 [Biblioteca Virtual em Saude] (http:/portal.revistas.bvs.br/
index.php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes
a probleméatica abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias
numa mesma citacdo. A lista das referéncias devera ser numerada de
acordo com a ordem em que os autores foram citados no texto e ndo em
ordem alfabética. Deveréo ser listados somente os trabalhos consultados e
citados no texto. Cita¢des de "resumo”, "dados nédo publicados", "comunicacdes
pessoais" ou "no prelo" poderdo ser adequadamente mencionados no texto, mas
ndo serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatiddo das referéncias
seré de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citages e mengdes no texto de informag6es colhidas em outras fontes,
bem como as referéncias bibliograficas deverdo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada
Numérico. Neste sistema, as citacdes dos documentos deveréo ter numeragéo
Unica e consecutiva, indicada pelo nimero da referéncia em expoente e entre
parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua citacéo no texto,
independentemente da ordem alfabética. As referéncias citadas 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
gue aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observacfes 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, corporagéo, editores ou projetos editoriais assu-
mirem a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indicados/ tratados
como autores;

» Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o Ultimo
sobrenome, sem particulas de ligagéo como “de” ou “da”;

« Sobrenomes duplos, com hifens ou apdstrofos ou que formem uma
expressédo deverdo ser indicados em seu conjunto;

« Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobrinho),
deverdo ser indicados ap6s os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citacdes:

*« Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji®® mudaram a
denominacéo do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.

»Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior
prevaléncia de NIC 1 em mulheres na faixa etéria de 20 a 30 anos enquanto NIC
3 foi mais frequente em mulheres com mais de 50 anos.
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* Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de
Diabetes,® os sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, polidria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embacada, infec¢bes repetidas na pele
e mucosas, dificuldade na cicatrizacao de ferimentos, fadiga e dores nas
pernas (ma circulagao).

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

* Sem indicagdo de nome de autor: O diagndstico de hipertireoidismo,
por sua vez, é dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de
TSH.(9

AUTORES: Os autores deverdo ser referenciados por seu sobrenome,
tendo apenas a primeira letra em maitscula, seguido do(s) nome(s) abreviado(s)
e sem virgulas e pontos. Todos os autores deverdo ser referenciados e
separados por virgulas (o mesmo é valido para livros), apesar do estilo Vancouver
recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros autores, quando o
numero de autores for maior. Deverdo ser dados espagos apos as virgulas.

Observacgfes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compiladores,
esta condigéo devera ser indicada logo apdés os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizacéo, a referéncia
deverd ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma
entidade com subordinacdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem
decrescente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades nédo
apresentarem subordinacéo, 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, dissertacao: mestrado, monografia:
especializagdo, monografia: graduagao;

» Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituigéo Federal
ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Proviséria, Leis, Decretos, Portarias,
Resolugdes e Codigos), deverdo ser seguidos os padrdes de autoria/ emisséo
recomendados pela NBR 6023 da Associagédo Brasileira de Normas e Técnicas
(ABNT, 2002), com a apresentacdo grafica adaptada ao estilo de Vancouver.

« Toda informagéo adicionada a referéncia que for encontrada em alguma
fonte que ndo o documento consultado ou informagdo complementar a referéncia
como suporte do documento ou tradugao de alguma expressao deve ser adicionada
entre [colchetes].

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

TITULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periddicos/
revistas consultados deveréo ser referenciados abreviados e finalizados com
ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo
deverdo ser eliminados, com excegédo do Ultimo, empregado para separar o
titulo do ano. Um espaco devera ser dado entre o ponto colocado ao final do
titulo e 0 ano. A separagéo entre ano e volume devera ser feita com a utilizacéo
de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
0s meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, independente
da lingua do texto: Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov, Dec.
No entanto, a RBAC aceita a abrevia¢do em portugués daqueles manuscritos
nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagdo continua ao longo de
um volume, o més e o nimero poderdo ser omitidos. Ano, volume, nimero e
paginas deverdo ser escritos sem qualquer espago entre eles. Quando as
paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes, deverdo ser
eliminados os nimeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDICAO E LOCAL DE PUBLICACAO: As edigdes de documentos
consultados deveréo ser referenciadas apds o titulo, em algarismos arabicos,
seguidas de ponto e da palavra "edi¢do" no idioma que figura na publicacéo
original e de forma abreviada. Quando for a primeira edigéo, essa ndo devera
ser indicada. Quando houver a definigdo do local de publicacéo, este devera ser
indicado em seguida a edicéo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta devera
ser reiniciada na primeira posicéo 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
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, Castafién-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
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Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, Itraconazole, 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.

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

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

« Artigo/ Editorial sem indicacdo 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. Fiscalizagdo de alimentos por
analise microscoépica. In: Aimeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV. Vigilancia
Sanitéria: topicos sobre legislagdo e andlise 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: Editora
UNB; 2008.

Teses, DissertacOes e Monografias:

«Autor eindicacdo de grau: Maranhdo FCA. Andlise da expresséo génica
no dermatéfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgdo 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 indicacdo de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de
Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007.

«Anais com indicagdo 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 Brasileiro
de Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007. p. 314.

Orgéos/ Instituigdes:

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

* Mais de um autor corporativo: Fundagdo Oswaldo Cruz; Fundagéo
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Relatério 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
condicdes para a promogéo, protecdo e recuperagédo da salde, a organizagéo e
o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras providéncias. Diério
Oficial da Uni&o 20 set 1990; secéo 1.

«Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regulamenta
a Lein°®8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a organizagao do
Sistema Unico de Saude - SUS, o planejamento da salde, a assisténcia a satde
e a articulagdo interfederativa, e d& outras providéncias. Diario Oficial da Unido
29 jun 2011; secao 1.

« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de maio
de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengéao e o controle da infec¢éo
hospitalar. Diario Oficial da Unido13 mai 1998; secéo 1.
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* Resolugdes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para
Funcionamento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005;
secao 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 [periédicos na internet]. 2012 set
[acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://www.scielo.br/pdf/
jvatitd/v18n3/allv18n3.pdf.

« Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil).
RDC no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispde sobre Regulamento 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:. Albuguerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido
MM, Felipe MSS, Silva-Pereira I. Identification and Characterization of Phase-
Specific cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides
brasiliensis. In: 40. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patdgenos en
América Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela
[acesso em 10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitagé@o de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo Sistema
de Gestédo de Publicagdes (SGP), no endereco: www.sgponline.com.br/rbac/
sgp. Outras formas de submisséo, ndo serdo aceitas.

Observacdes Gerais:

« A comunicacao entre os diferentes participantes do processo editorial de
avaliacéo e publicagdo (autores, revisores e editor) sera feita apenas de forma
eletronica pelo SGP, sendo o autor responsavel pelo manuscrito informado
automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status;

« Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha de
submissédo, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e posterior
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
participagédo, o manuscrito sera recusado;

* O SGP atribuird a cada manuscrito um nimero de registro e o autor
principal ser& notificado de que o manuscrito estd completo e apropriado para
iniciar o processo de revisao;

« Pedidos de fast-track poderéo ser considerados desde que justificados e
solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de pés-graduacéo
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 deverdo vir enderegados ao editor da
RBAC em documento em papel timbrado da instituicdo e carimbado por seus
superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

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

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado "Titulo do
Artigo" a apreciagédo do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Andlises Clinicas
- RBAC para sua publicacéo. Nesta oportunidade, declaramos estar de acordo
com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se propriedade
exclusiva da RBAC desde sua submissédo, sendo vedada a reproducéo total ou
parcial, em qualquer meio de divulgagédo, sem que a prévia e necessaria autorizacao
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 contetdo é de inteira responsabilidade dos autores.
Declaramos ainda que este é um trabalho original e que n&o foi publicado
anteriormente e nem esta sendo considerado para publicagéo em outro periédico,
tanto no formato impresso quanto no eletrénico. Os autores confirmam estar
cientes e concordantes com a publicacdo do artigo na RBAC e afirmam néo
haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema abordado no artigo com
pessoas, entidades ou institui¢des.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

a kv
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RBAC. 2016;48(1):85-8



4 O Congresso Brasileiro
de Analises Clinicas

Integrar, inovar e empreender.

4° Nucleo de Gestao e Qualidade Laboratorial
2° Forum de Proprietarios de Laboratorios.
Simposio Satélite de Micologia Clinica

26 a 29 de Junho de 2016 no Palacio das Convengdes do Anhembi - Sdo Paulo

e
-

] A

Programacao 43° CBAC

Foérum Equilibrio Econdomico e Sustentabilidade dos Laboratérios abordando os temas:
Contratualizagdo, Certificacdo digital, Acao Politica da Frente Parlamentar e Agao Juridica Coletiva de
Desequilibrio Econémico - 29/06/16 as 9h.

Conferéncia Magna com o Prof. Dr. Amilcar Tanuri da UFRJ falando sobre o tema
“infeccao pelo Zika Virus” — 28/06/16 as 10:30.

Conferéncia Magna com Max Gehringer falando sobre o tema:
Gerenciamento de Mudancas - 28/06/16 as 16:30
37 Conferéncias e 31 Mesas Redondas.
Atividades Extra Congresso (ndo incluidas na inscri¢ao):
Curso PNCQ Gestor, Curso de Auditores DICQ, Cursos e Mini Cursos.
Programacédo Social incluindo a festa Hot Monday no dia 27/06/16 ¢

Happy Hour no dia 28/06/16.

Acesse sbac.org.br/cbac
para acompanhar a programag¢ao completa

Q SBAC

Sociedade Brasileira de Analises Clinicas

Copromotor: Patrocinador Ouro: Apoio:
N

Organizagao: Agéncia oficial: Hotel Oficial:

= ..-.l-*h-. il il \‘-.'L-\. E N - ﬁ
CRF SP sysmex annemoil _ _

o EVTHTO Holidaiy Inn



DLE

Medicina Laboratorial

O Laboratério DLE ha trés décadas se dedica a Medicina Laboratorial no Brasil.

Somos uma empresa brasileira de saude que investe na nacionalizacédo de
exames especializados com o intuito de diminuir a busca de solugdes
diagndsticas para doencgas raras no exterior, reduzindo assim custos e prazos,
para contribuir com a melhoria da assisténcia a saude.

Com uma miss&o bem definida, oferecemos solu¢des globais praticas, em
analises especializadas e em informacdes cientificas atualizadas, para atender
as necessidades especificas de laboratérios farmacéuticos, operadoras,
prestadores de servigos de saude e ao cliente referenciado.

O DLE atua nas areas de Triagem Neonatal e Pré-natal, Bioquimica Genética,
Genética Molecular, Citogendmica e testes para doengas raras.

Perceba nossa diferenca.

Os exames oferecidos pelo Laboratério DLE estao disponiveis em todo o Brasil. Faca contato.

Certificagbes/Acreditacoes Participacao em Programas de Proficiéncia

e Canal do Cliente 4020-8080
< ) : :‘o“‘;;:,c - o Seg. a Sex. das 08h as 18h | Ao custo de uma ligagio local.
Y ., E_L_M @ PEEC: @Cop I DCH DLE.comybr | (11) 5907-8181 | (21) 3299-3000

Responsaveis técnicos: Armando A. Fonseca CRM-RJ 34.485.5 / CRM-SP 11.963.3 | Gustavo A. Campana CRM-SP 11.2181





