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Carta do Presidente / Letter from the President

Prezados Colegas

O exemplar da Revista Brasileira de Analises Clinicas — RBAC que agora vocé
esta recebendo é a consolidagao de uma nova concepgao de nossa Revista. Esta evolugao
s6 foi obtida a custo de muito planejamento, trabalho e substancialmente pela colaboragéo
indispensavel de novos articulistas, revisores e pelo trabalho incansavel e competente de
seu editor-chefe Prof. Paulo Murillo Neufeld.

A SBAC tem sido obstinada na recuperagao de seus acervos e nao tem medido
esforgcos e numerarios para que todos esses valores estejam prontamente ao alcance
dos profissionais de Laboratdrio Clinico. Esta é a funcao primordial de nossa Sociedade.

Em muito breve o novo Site da SBAC estara no ar, e com ele uma das maiores e
mais proveitosas realizagbes — trata-se da edi¢do em portugués do Trainee Council, que
a maior e melhor coletdnea de artigos, técnicas e cases de laboratério publicada
originalmente em lingua inglesa pela American Association For Clinical Chemistry —AACC.

Esta entidade congénere norte-americana convidou a SBAC para realizar a tradugao
e adaptagdo dos termos laboratoriais, disponiveis para todos os paises de lingua
portuguesa. Todo este material estara disponivel para consulta no site da SBAC e
certamente sera um auxilio prestimoso para todas as demandas que envolvam pesquisa,
desenvolvimento de tecnologias e rotinas laboratoriais.

O ensino a distancia ja esta todo reformulado e diversas palestras estédo disponiveis
com acesso também disponiveis através do site.

Estamos as vésperas do mais inovador Congresso da area laboratorial até
hoje planejado. O 40° Congresso Brasileiro de Anélises Clinicas - 2013 iniciard em
16/06/2013 no Costao do Santinho em Floriandpolis. Pela primeira vez em nosso pais
um Congresso da area laboratorial é realizado num resort, e, neste caso, o melhor do
pais, oferecendo aos nossos colegas a oportunidade de apreciar uma programagao
cientifica da mais alta expressao, muito lazer, uma programagéao social de primeirissima
qualidade e paralelamente a edi¢cao do 13° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica, 42
Jornada Latinoamericana de Genética Forense e do Nucleo de Gestéo e Qualidade, que
sera uma separata do 40°CBAC com auditérios a parte, onde seréo discutidos e analisados
apenas temas voltados a gestao e qualidade laboratorial.

A Diretoria da SBAC esta consciente de que ainda ha muito por produzir e, por
isto, extremamente motivada as acdes de melhoria continua, realizando todos os seus
trabalhos voltada sempre ao engrandecimento da qualidade laboratorial.

Déem-nos sempre a prazer e a alegria de estarem permanentemente conosco.

Irineu Grinberg
Presidente da SBAC
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A importancia dos revisores cientificos
The importance of scientific reviewers

Criado no século XVII, o periédico cientifico se tornou a forma mais utilizada para
a transmissao de conhecimento por ser um meio de facil produgao e distribuicdo. As
publicagdes cientificas sao os veiculos de comunicacgao utilizados pela sociedade para
validar e disseminar a producao intelectual.(” De acordo com Pereira,® para ser aceito
em periddico cientifico, um texto necessita estar em forma apropriada. Uma publicagao
adequada fara com que o resultado da investigagéo se torne disponivel no sistema de
comunicagao cientifica, bem como alcance aqueles que promovem a aplicagao pratica
do conhecimento. No entanto, ainda conforme o0 mesmo autor, a pesquisa nao publicada
ou indevidamente publicada significa contribuicao nula para o acervo de conhecimentos.

Nao ha duvidas quanto a conveniéncia da publicagao do fato cientifico. Contudo,
deve-se zelar para que apenas textos de bom nivel cientifico e alinhados com a politica
editorial do periédico sejam publicados. O procedimento largamente empregado para o
controle da qualidade de artigos cientificos registrados nos periédicos € a chamada
revisao por pares, revisdo por especialistas, arbitragem por pares ou peer review system.®
Esse recurso tem sido utilizado desde o inicio do século XVIII e consiste em se submeter
o trabalho cientifico ao escrutinio de um ou mais revisores de mesmo campo académico
que o autor.® A sistematica utilizada fundamenta-se na avaliagéo de cada artigo enviado,
verificando se ha relevancia cientifica, se estd bem estruturado e se é original. No caso
de um parecer favoravel, e tendo sido atendidas as sugestdes dos revisores, o artigo €
aceito e encaminhado para a publicagdo.® Esse procedimento da credibilidade e valoriza
o periddico que o utiliza e é delineado para recusar textos inadequados e melhorar a
clareza e a precisao dos selecionados a publicagdo.?® Contudo, seegundo Moraes Jr.
et al.,® apesar da revisao por pares ser considerada um dos pilares da ciéncia moderna,
algumas fragilidades nesse processo estao associadas ao tempo de retenc¢ao do artigo
na editoria da revista e ao viés dos revisores.

O complexo processo de comunicagao cientifica apresenta uma dinamica particular
e € constituido por diferentes fases que englobam o planejamento, a administragcéo e o
impacto sobre a sociedade e a comunidade cientifica.® Dentre todas as etapas, a revisdo
de artigos cientificos, mencionada anteriormente, nos parece ser, como também
corroborada por outros autores,a mais critica.®® Segundo Muccioli et al.,® os problemas
editoriais tém inicio com a dificuldade de se atribuir revisores aos trabalhos cientificos,
pois essa escolha esta intrinsecamente relacionada ao espirito critico, a reputagao e a
competéncia cientifica de quem ira fazer a reviséo. De fato, ndo se pode fugir a analise
do desempenho histérico como autor, revisor e pesquisador daquele que sera convidado
a participar do processo, revisando artigos, sob pena de se produzir revisdes deficientes,
levando a perda de prestigio académico do periddico.®”

Dada a importancia dos revisores para o processo de publicacdo de trabalhos
cientificos, Evans et al.® avaliaram quais caracteristicas sdo desejaveis nesses
pesquisadores para que revisdes [por pares] de qualidade sejam oferecidas a editoria de
periddicos. Revisores que produzem boas revisdes sdo, normalmente, aqueles mais
jovens, com menos de 40 anos, vinculados a instituicdes de maior prestigio académico
e cujo trabalho na area cientifica € bem conhecido dos editores. Além disso, produzem
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melhores resultados, os revisores que nao sao informados sobre a autoria dos trabalhos
submetidos a sua revisdo, bem como sobre a afiliagdo dos autores.

Uma revisao rapida e de elevada qualidade é a principal meta do processo de
publicacdo de artigos cientificos. Para atender a tal objetivo, além da qualificacdo dos
revisores, € importante se ter a perspectiva ética de todo o processo de revisdo. O
compromisso ético e a responsabilidade do revisor cientifico foram assim enumerados
por Goldenberg®:

* Uma revisao critica e justa é parte essencial do processo de publicagao;

* Cada membro da comunidade cientifica tem a obrigacdo de assessorar 0s
perioddicos no processo de revisao por pares;

* Espera-se do revisor que ele faga uma avaliagao cientifica e literaria experiente,
critica e sem preconceitos de relatos cientificos na sua area de conhecimento;

* Orevisor deve retornar com os pareceres prontamente dentro do prazo concedido
pelos editores;

* Orevisor ndo deve avaliar o artigo se ele ndo se sentir competente para apreciar
a pesquisa ou os itens levantados no artigo, se ele achar que pode existir conflito de
interesse ou que um relacionamento pessoal com os autores possa prejudicar o julgamento
do artigo e, ainda, se ja tiver avaliado o artigo [em questao] para outro periédico;

* Nenhuma parte do artigo deve ser revelada a outra pessoa;

* Julgamentos desfavoraveis devem ser detalhados e apoiados em referéncias de
literatura adequadas;

* O revisor deve identificar casos de citacdo inadequada [ou omitida] de trabalhos
importantes de outros autores;

* A decisao de recomendar a publicagao deve estar baseada em avaliagéo objetiva
da qualidade cientifica e literaria do artigo.

Muccioli et al.® consideram, e nés reiteramos, que a revisao de artigos cientificos
€ uma atividade académica fundamental para o desenvolvimento e progresso da ciéncia.
Ainda, conforme estes autores, uma revisao diligente e minuciosa &, virtualmente, tao
importante quanto a prépria autoria.
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O diagnéstico sorolégico pode detectar a colonizagao por
Pseudomonas aeruginosa mais rapido do que as culturas em
criangas com fibrose cistica? Um estudo de coorte prospectivo

Can serodiagnosis detect Pseudomonas aeruginosa colonisation faster than cultures in
children with cystic fibrosis? A prospective follow-up study

Helena Aguilar Peres Homem de Mello de Souza’
Libera Maria Dalla Costa?

Carlos Antonio Riedi®

Adriane Ceschin Maestri*

Nelson Augusto do Rosario®

INTRODUGCAO

De acordo com uma pesquisa completada 30 meses

Resumo

A principal causa de 6bito em pacientes com fibrose cistica € a infecgdo pulmonar
cronica causada por Pseudomonas aeruginosa, tornando a detecgédo e o tratamento
precoces de crucial importancia na prevencéo do estabelecimento da infecgao crénica.
O objetivo do presente estudo foi determinar se anticorpos contra o lipopolissacaride de
Pseudomonas aeruginosa em criangas poderiam ser detectados antes do isolamento
da bactéria em culturas de secregdes respiratorias. Quarenta e quatro criangas
diagnosticadas com fibrose cistica foram acompanhadas por trés anos. Foram coletados
swabs de faringe posterior para cultura e amostras de sangue para detecgcédo de
anticorpos 1gG especificos contra um preparado padréo de antigeno polissacaridico de
Pseudomonas aeruginosa. A incidéncia da colonizacao detectada pelas culturas
aumentou diretamente com a idade. Houve uma relagédo inversa significativa entre as
idades médias e a especificidade do IgG. A detecgao da bactéria por cultura propendeu
a ocorrer antes do aumento de 1gG, e a sorologia somente foi capaz de discriminar
pacientes positivos e negativos antes da cultura em criangas entre 2 e 4 anos de idade.
Na pratica clinica, as culturas de orofaringe continuam sendo a principal ferramenta para
detectar a colonizagéo por Pseudomonas aeruginosa em criangas pequenas.

Palavras-chave
Fibrose cistica; Anticorpos antibacterianos; Pseudomonas aeruginosa; Testes
soroldgicos; Lipopolissacarideos

microrganismo, fendmeno evidenciado pela diversidade de
morfotipos coloniais observados nas culturas de escarro dos
pacientes FC.® Um estudo recente demonstrou que a

apos a implementagéo de um programa de triagem neonatal
para fibrose cistica (FC), a doenca € um dos disturbios
genéticos mais comuns entre descendentes de europeus
no Brasil, com uma incidéncia de 1:9520 nascidos vivos no
estado do Parana.®” A principal causa de declinio da fungdo
pulmonar e de mortalidade em pacientes com FC é a infec¢édo
pulmonar crénica por Pseudomonas aeruginosa,® o que
torna a detecgéo da colonizagdo e o tratamento precoce de
grande importancia para prevenir a infecgdo cronica.® Uma
vez estabelecido nas vias respiratérias, este agente
oportunista & capaz de resistir ao ataque do sistema imune
do hospedeiro e a exposi¢do prolongada a antibiéticos. O
pulméo fibrocistico torna-se, entdo, um ambiente hetero-
géneo durante a infecgado, levando a adaptagao genética do

erradicacdo da bactéria das vias aéreas é possivel com
antibioticoterapia, e que os pacientes livres da infeccao
apresentavam melhora da fungdo pulmonar.®

A presenca de bactérias no trato respiratério inferior
geralmente é detectada por cultura de escarro; no entanto,
em criangas, como também em outros individuos incapazes
de expectorar, a cultura de secregbes da orofaringe € o método
de escolha. Tal método é o Unico n&o invasivo para acessar
a microbiota das vias respiratérias inferiores em criangas;®
a obtencéo de lavado bronco-alveolar ndo € uma pratica
comum na avaliagdo da colonizagdo por P. aeruginosa em
pacientes com FC no Brasil. A infecgdo por P. aeruginosa
também pode ser demonstrada pela deteccdo da resposta
imune do paciente. Anticorpos contra P. aeruginosa podem
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O diagndstico soroldgico pode detectar a colonizagédo por Pseudomonas aeruginosa mais rapido do que
as culturas em criangas com fibrose cistica? Um estudo de coorte prospectivo

ser detectados meses antes da cultura se tornar positiva e,
portanto, fornecem uma ferramenta util para monitorar a
infeccdo em pacientes colonizados, uma vez que os niveis
de P. aeruginosa podem variar com a antibioticoterapia.” Os
antigenos mais utilizados para diagndstico sdo fosfolipase
C, protease alcalina, exotoxina A, elastase, suspensdes de
células totais ou lisados celulares preparados a partir de P.
aeruginosa, ou, ainda, proteinas do sistema secretério tipo
Il da bactéria.®19

Moléculas de lipopolissacarides (LPS) da superficie
celular sdo comuns a todas as bactérias gram-negativas.
Consistem de uma porgéo carboidrato-lipidica, o "lipidio A",
que prende a molécula do LPS a membrana externa da
bactéria, e uma porgao carboidrato, composta de um oligos-
sacarideo curto, o core, e uma cadeia lateral polissacaridica
de alto peso molecular. Dentro de uma mesma espécie
existe pouca variagdo nas estruturas do core e do lipidio A,
mas a cadeia lateral polissacaridica é altamente variavel.
Tais estruturas variaveis sao frequentemente denominadas
"antigenos O", e sua variabilidade é utilizada em esquemas
de tipagem imunoldgica para distinguir sorotipos dentro de
uma espécie em particular.?®

Os LPS de cepas de P. aeruginosa tipaveis e poli-
aglutinaveis isoladas de pacientes com FC foram compa-
rados por métodos imunoquimicos. As cepas poli-
aglutinaveis continham um LPS polissacarideo-deficiente
e as reacgbes cruzadas poderiam ser mediadas por
anticorpos de pacientes contra determinantes antigénicos
comuns apresentados pelo core e pela porgéo lipidica do
LPS. Foi demonstrado que LPS isolados de varias cepas
de P. aeruginosa continham duas bandas distintas por
filtragdo em gel e SDS-PAGE.®?" A banda menor ("banda A")
nao reagia com anticorpos monoclonais contra o antigeno
O, e a cadeia lateral polissacaridica era menor que a do
antigeno O. A "banda B" correspondia a descrigédo classica
do LPS. Posteriormente foi postulado que a banda A estava
presente concomitantemente a banda B nos cultivos,®?
mas que a expressdo da banda B era cessada sob certas
condi¢cdes, como antibioticoterapia prolongada, deixando
o LPS banda A como principal antigeno de superficie. Uma
vez estabelecidas no pulméo fibrocistico, as colbénias de
P. aeruginosa tornam-se nao tipaveis (ndo aglutinaveis ou
poliaglutinaveis), implicando que os antigenos O néo
estariam mais presentes.?® Entretanto, com o uso de
anticorpos monoclonais, foi demonstrado que a expressao
do LPS banda A é conservada em uma alta porcentagem
de isolados clinicos de pacientes com FC.?%

Ensaios de immunoblotting revelaram que fluidos orais
de pacientes FC adultos com culturas de escarro positivas
para P. aeruginosa continham anticorpos fortemente reativos
contra a banda A do LPS. Em contrapartida, dez amostras de
voluntarios sadios reagiram com bandas fracas. Fluidos orais
de pacientes com discinesia ciliar primaria também reagiram
fracamente com anticorpos antibanda A, e anticorpos contra
o core do LPS foram detectados em apenas uma amostra.
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Por método de ELISA quantitativo, os fluidos orais de
pacientes FC mostraram conter anticorpos antibanda A do
LPS, contra nenhum dos voluntarios sadios. Todas as
amostras de soro obtidas dos pacientes FC foram positivas
por ambos os métodos. Apesar da presenca de anticorpos
nao ser necessariamente indicativa de infecgao atual, a
deteccao de respostas iniciais e subsequentes aumentos
nos titulos sdo de potencial valor clinico."®

O objetivo do presente estudo foi determinar se anti-
corpos dirigidos contra o lipopolissacarideo de P. aeruginosa
em criangas podem ser detectados antes do isolamento da
bactéria a partir de secregdes respiratérias e, assim, predizer
a infecgédo das vias respiratérias.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo que incluiu
44 criangas (61,4% do sexo masculino e 38,6% do sexo
feminino) diagnosticadas com FC logo apds o nascimento e
seguidas por trés anos. A idade dos pacientes variou de 2 a
90 meses (média de 38,9 meses) durante o estudo (isto &, a
menor idade apresentada na tomada da primeira amostra
foi de 2 meses, e a maior idade na ultima amostra foi de 90
meses). O status da infecgdo, determinado pelo numero e
frequéncia de culturas positivas para P. aeruginosa no final
do estudo foi classificado como: crénicos (5 pacientes),
intermitentes (28 pacientes) e livres de P. aeruginosa (11
pacientes), de acordo com Lee et al.®® Foram obtidas
amostras de soro de 40 voluntarios sadios (idade 2-13 anos)
como controles negativos.

Testes microbiolégicos

Uma média de cinco culturas de orofaringe foi coletada
de cada paciente, por ano, com swabs apés nebulizagcao
com solugao de NaCl a 7%. Os swabs foram transportados
em solugao tampao de fosfato (PBS) com 0,1% de gelatina a
temperatura ambiente. As suspensdes de orofaringe homo-
geneizadas em Vortex foram inoculadas com alga calibrada
de 10 yl em quatro placas com diferentes meios de cultura:
agar chocolate suplementado com 20.000 unidades/L de
bacitracina; agar MacConkey; agar manitol salgado e agar
seletivo para Burkholderia cepacia, para avaliagcédo
semiquantitativa do crescimento bacteriano. As colbnias
bacterianas oxidase positiva e lactose negativa isoladas
em placas de agar MacConkey foram quantificadas e identi-
ficadas por métodos rotineiros.?® Apenas os isolados de
P. aeruginosa e do complexo B. cepacia foram registrados.

Teste de ELISA

Amostras de sangue (seis amostras por paciente, na
maioria) foram coletadas para testes sorolégicos em
intervalos de aproximadamente seis meses e armazenadas
a -20°C. Todas as amostras de soro foram testadas em
duplicata por ELISA para anticorpos IgG contra uma
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preparacao de antigeno LPS padréo, de acordo com Weisner
et al.® Sucintamente, o LPS preparado a partir da cepa de P.
aeruginosa AK1401 com tampé&o carbonato de revestimento
(carbonate coating buffer) foi adicionado aos pogos de uma
placa de capacidade média de ligacdo de fundo chato
(Maxisorb®) e incubado overnight a 4°C. As amostras de soro,
o controle positivo (STD) e o controle negativo (N) foram
diluidos 1:200 em solucdo de bloqueio constituida de
albumina de soro bovino (BSA) em PBS e adicionados a
pocos em duplicata. As placas foram incubadas por duas
horas e em seguida lavadas trés vezes em solugao tampéao
de fosfato com Tween 20 (PBS-T). Anticorpo "secundario”
anti-lgG humana conjugado com fosfatase alcalina em
coelho (Dako Cytomation®), diluido a 1/500 em BSA a 1%
(p/v) em PBS, foi adicionado a cada pocgo. As placas foram
entdo incubadas durante uma hora a 37°C e, apos lavar os
pocos trés vezes em PBS-T, fosfato de p-nitrofenol em tampéao
de substrato foi adicionado aos pogcos para detectar
complexos antigeno-anticorpo, e as placas foram mantidas
no escuro a temperatura ambiente. A densidade o6tica foi
quantificada a 405nm quando o STD atingiu 2,5 A405 + 10%.
Se o N foi de 0,5 A405 + /-10% os resultados foram aceitos. A
média, o desvio padrao e o coeficiente de variagdo (CV) foram
calculados para as amostras duplicadas. O valor de CV
maximo obtido foi 11,7%, enquanto que o valor de N foi 0,217.

Anadlise estatistica

A avaliagcéo da associacao entre variaveis sorologicas
quantitativas foi efetuada considerando-se o coeficiente de
correlagdo de Spearman. Para a comparacao dos trés
grupos definidos de acordo com o status de colonizagao
em relacéo ao resultado da sorologia para P. aeruginosa foi
usado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para
avaliar a associagdo do aumento dos titulos de IgG com a
mudanca de negativo para positivo em relagéo a cultura
para P. aeruginosa, foi considerado o teste exato de Fisher.
Curvas de caracteristicas de operacéao do receptor (Receiver
Operating Characteristic - ROC curves) foram ajustadas para
cada idade mediana no momento em que foram obtidas as
amostras de sangue para avaliar os valores de corte de IgG
ideais como alternativa ao uso de um valor de corte Unico
para todas as idades, como defendido por Hayes et al.("™

RESULTADOS

Os resultados das culturas para P. aeruginosa no
momento em que foram coletadas as amostras de soro sédo
mostrados na Tabela 1. Cinco pacientes foram classificados
como cronicamente infectados e os outros como inter-
mitentes. Este achado confirma a hipétese de que uma vez
uma cepa de P. aeruginosa mucoide € adquirida a sua
erradicagdo é muito dificil, mesmo quando o tratamento
antibiético agressivo € iniciado imediatamente apd6s o
isolamento da bactéria. A idade média dos pacientes no
momento das seis coletas de amostras para testes
soroldgicos e microbioldgicos foi correlacionada com a
porcentagem de culturas positivas para P. aeruginosa
(Tabela 1). Esta comparagcdo demonstrou que a incidéncia
de colonizacdo por P. aeruginosa detectada pela cultura
aumentou diretamente com a idade.

Tabela 1 - P. aeruginosa isolada nas culturas de amostras de
orofaringe (n° de culturas e %)

Microrganismo Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
g (rP=43) (n=44) (n=44)

PAP ou PAm® 10 (23,2) 7 (15,9) 11 (25,0)
PA somente 8(18,6) 3(6,8) 8(18,2)
PA somente 8(18,6) 3(6,8) 8(18,2)
PA or PAm associada 6 (14,0) 6 (13,6) 6 (13,6)
a outros MOd

PA or PAm associada 6 (14,0) 6 (13,6) 6(13,6)
a outros MO9

PAm associada a 1(2,3) 4(9,1) 1(2,3)

outros MO

a = numero de pacientes amostrados; b = P. aeruginosa; ¢ = P. aeruginosa
mucoide; d = microrganismos

A Tabela 2 mostra a mediana e os valores minimo e
maximo de anticorpos IgG contra P. aeruginosa corre-
lacionados com a idade dos pacientes em cada visita. De
um total de cinco pacientes crénicos, quatro eram anti-LPS
de P. aeruginosa positivos em cinco das seis amostras de
soro colhidas, e as ultimas trés amostras de um paciente
foram todas positivas. No grupo intermitente, todas as seis
amostras foram positivas para dois pacientes, e dois
pacientes foram positivos a partir da segunda a ultima

Tabela 2 - Valores de IgG de amostras de soro obtidas em cada ocasido que as amostras de orofaringe e sangue

foram coletadas simultaneamente

Visita Idade em anos N de pacientes 1gG positivo 1gG negativo Mediana Variagao
(mediana) amostrados (N) (N) (UA) (AU)
1st 1,8 40 12 28 57,5 32,2-1959
2nd 2,3 41 8 33 75,9 38,9-221,0
3rd 2,8 39 10 29 81,1 41,2-237,4
4th 3,4 43 8 35 77,4 31,9-215,2
5th 3,9 44 6 38 82,9 49,3 -234,6
6th 4,3 42 10 32 92,9 60,4 - 239,4

UA=Unidades arbitrarias; N= numero de pacientes
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amostra. As amostras dos 11 pacientes "livres de P. aeruginosa"
foram uniformemente negativas. A correlagéo entre a idade
meédia dos pacientes em cada visita (Qquando amostras de
sangue e orofaringe foram coletadas simultaneamente) e a
capacidade do ELISA para detectar colonizagdo por P.
aeruginosa antes da cultura foi determinada para o grupo
intermitente de pacientes, uma vez que os numeros de
individuos dos outros grupos eram insuficientes para uma
andlise estatistica valida.

A sensibilidade e a especificidade dos titulos de anti-
corpos foram determinadas usando os resultados das
culturas como padréo ouro de diagndstico para cada visita, e
correlacionadas com a idade correspondente dos pacientes,
como mostrado na Figura 1. A especificidade dos titulos de

IgG diminuiram em func&o do aumento da idade. Nenhuma
associacao foi encontrada entre a sensibilidade dos titulos
de anticorpos e a idade dos pacientes. A sensibilidade e a
especificidade foram calculadas de acordo com os valores
de corte indicados pela curva ROC para cada amostra de
orofaringe e sangue coletada simultaneamente.

A Figura 2 mostra os resultados de ambos os ensaios
em funcao do tempo. O evento de interesse foi a primeira vez
em que foi detectada a presenca de P. aeruginosa, e o tempo
considerado foi a idade do paciente naquele momento.
Casos negativos para deteccdo de P. aeruginosa durante
todo o periodo de seguimento foram censurados. A Figura
mostra que a positividade da sorologia e da cultura aumentou
com a idade.

100%

90% *

80%

70%

anticorpos (%)

+ Especif

® Sensib

60%

50%

Sensibilidade e especificidade dos niveis de

40%

1 2 2 3 3 4 4 5 5
Idade (anos)

Figura 1. Correlagéo entre a média das idades dos pacientes e a capacidade do teste sorologico para detectar colonizagdo por Pseudomonas
aeruginosa antes da cultura em cada visita

8

0.75

0.50

0.25

T

4
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Figura 2. Distribuicdo temporal da detec¢do de Pseudomonas aeruginosa por cultura ou sorologia relacionada a idade dos pacientes.
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Os valores de corte para detecgéo de anticorpos anti-
LPS de P. aeruginosa (a melhor combinagdo entre
sensibilidade e especificidade) foram definidos usando-
se curvas ROC para as idades de cada paciente quando as
amostras foram coletadas (< 2, 2-4 e > de 4 anos), consi-
derando os resultados de cultura (positivos ou negativos)
como padrao ouro. Os melhores pontos de cortes para
valores de anticorpos foram definidos como o ponto na curva
ROC mais préximo ao canto superior esquerdo. A Figura 3

IDADE < 2 ANOS

IDADE 2-4 ANOS

mostra os graficos correspondentes, bem como os valores
de sensibilidade e especificidade para os pontos de corte
sugeridos pelas curvas ROC. As areas sob a curva e os
valores de p foram calculados para avaliar a qualidade do
ajuste da curva. A discriminagdo entre positivo e negativo
para P. aeruginosa por ELISA foi encontrada somente nos
pacientes de 2 a 4 anos de idade; ou seja, a detecgéo de P.
aeruginosa pela cultura foi precedida por sorologia positiva
somente neste grupo de pacientes.

IDADE > 4 ANOS
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0,8 ) 08 .
» H
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Figura 3. Curvas ROC para definicdo dos pontos de corte para a sorologia em trés grupos etarios diferentes, considerando a cultura como

padrdo-ouro

DISCUSSAO

A deteccado precoce da colonizagéo por P. aeruginosa
em criancas com FC é de grande importancia para prevenir
o estabelecimento de infecgdes potencialmente fatais. O
advento de programas de triagem neonatal para FC tornou
possivel para criangas com esta doenga tornarem-se sujeitos
de estudos para determinar as estratégias de detecgédo dos
primeiros sinais da presenca de P. aeruginosa. A dispo-
nibilidade de métodos alternativos confiaveis, seguros e
viaveis para deteccdo da infeccdo por P. aeruginosa na
populacdo cada vez mais jovem de pacientes com FC é
altamente desejavel. Alguns centros estao usando a deteccéo
de anticorpos contra P. aeruginosa para esta finalidade,
embora os resultados tenham gerado controvérsia sobre o
valor diagnostico da metodologia.®?”

Analisando alguns estudos longitudinais semelhantes
que utilizaram testes soroldgicos para P. aeruginosa consta-
tamos que os resultados sdo controversos.®%"19 Qs testes
variaram amplamente quanto aos tipos de antigenos de
P. aeruginosa utilizados, variando de lisados celulares totais
até proteinas do sistema de secrecéo tipo Il (PcrV) recom-
binantes. Farrell e Govan salientaram que, mesmo estudos
utilizando os mesmos antigenos (os mais comuns foram
protease alcalina, elastase e exotoxina A) chegaram a
conclusdes diferentes.?” As populagées estudadas também
variaram muito, desde criancas diagnosticadas pela triagem
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neonatal até a populagéo total de pacientes acompanhados
em um centro de FC, independentemente da idade, por isto
os estudos ndo podem ser comparados em relagdo as faixas
etarias dos pacientes.®9%"19 Escolhemos o LPS de P.
aeruginosa como antigeno-alvo devido a dificuldade de
importacdo de conjuntos comerciais que contém mais de
um tipo de antigeno. Além disso, o LPS foi isolado e purificado
com relativa facilidade em nosso laboratério, e os resultados
obtidos por Weisner et al. com este antigeno foram muito
satisfatérios.(®)

Os dois estudos contrastantes discutidos por Farrell e
Govan utilizaram o mesmo teste de ELISA comercialmente
disponivel, contendo trés antigenos; no entanto foram usados
pontos de corte diferentes para definir um titulo de anticorpos
positivo.?” Kappler et al. usaram o ponto de corte reco-
mendado pelo fabricante e concluiram que um titulo de
anticorpos aumentado indicava provavel infeccao por P.
aeruginosa, apoiando a implementagcédo do tratamento de
erradicacao de P. aeruginosa mesmo na auséncia de cultura
positiva.('® Por outro lado, Tramper-Stranders et al., utilizando
curvas ROC para criar pontos de corte ajustados de acordo
com a faixa etéria, concluiram que os testes sorolégicos sao
sensiveis para a identificacdo da infecgcéo cronica por P.
aeruginosa, mas nao conseguem detectar colonizacédo
precoce em pacientes jovens com FC.(®

Uma questao importante em relagéo a ensaios micro-
bioldgicos para estudar criangas com FC é a dificuldade na
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obtencdo de amostras clinicas ideais. No presente estudo
utilizamos os resultados das culturas de orofaringe como o
padrdo-ouro para avaliar a sensibilidade dos testes soro-
l6gicos, comparando uma primeira amostra de cultura P.
aeruginosa-positiva com o valor concomitante de anticorpos
anti-P. aeruginosa. A cultura de orofaringe foi considerada o
padrao-ouro porque o lavado brénquico ndo € uma pratica
comum no Brasil e ndo esta disponivel em todos os centros
de tratamento de FC, uma vez que requer anestesia geral e
pericia de um meédico qualificado e pode representar risco
para o paciente. A coleta de amostras de orofaringe é
relativamente facil de realizar em ambulatério e foi esta-
belecida em nosso servico como um componente do exame
de rotina de cada paciente.

A Figura 2 mostra que, a medida que os pacientes
cresciam, os primeiros resultados positivos de sorologia e
cultura eram obtidos. Estes resultados diferem da maioria
dos estudos analisados, uma vez que os resultados posi-
tivos obtidos de culturas precediam os resultados positivos
de sorologia em pacientes com até 2 anos de idade e em
pacientes com mais de 4 anos. O grafico mostra um ligeiro
aumento na sensibilidade da sorologia na deteccédo da
colonizagao por P. aeruginosa somente nos pacientes com
idade entre 2 a 4 anos no momento em que a sua amostra
de sangue foi coletada. Tramper-Stranders et al. investigaram
57 pacientes com idade entre 4 e 14 anos, e a sorologia
realizada anualmente adicionou valor limitado na deteccéo
precoce de colonizagdo por P. aeruginosa, em comparagao
com culturas sucessivas.(® Os autores afirmaram que, com
base em seus dados, o cultivo regular foi mais eficiente do
que os testes soroldgicos para detectar a colonizacédo
precoce em pacientes jovens com FC. Estudos longitudinais
s80 necessarios para investigar a hipotese de que os testes
sorologicos sdo Uteis para detectar o inicio da colonizagéo
por P. aeruginosa, especificamente em pacientes diagnos-
ticados pela triagem neonatal antes do estabelecimento da
infeccéo pulmonar por P. aeruginosa. Nao fomos capazes de
comprovar esta hipétese no presente estudo porque uma
soroconversao significativa antes da positividade da cultura
ocorreu apenas no grupo de 2 a 4 anos de idade. No entanto,
aqui consideramos culturas de orofaringe como o padrao
ouro e usamos apenas um tipo de antigeno para detectar
anticorpos contra P. aeruginosa.

Podemos concluir que o elevado numero de culturas
realizadas explicou sua maior sensibilidade comparada
com a da sorologia, uma vez que uma amostra de orofaringe
foi coletada a cada dois meses contra uma amostra de
sangue a cada seis meses para os testes sorologicos. Um
estudo utilizando a reagdo em cadeia da polimerase para
detectar P. aeruginosa, além de métodos soroldgicos e
cultura, demonstrou que quaisquer combinagdes que
incluiam PCR revelavam diferencas estatisticas signifi-
cativas em relagdo a outros métodos, mas ndo o PCR
utilizado isoladamente.?® O fato de que métodos diretos
moleculares ou de cultivo tém maior sensibilidade para
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detectar a presenca de bactérias do que os métodos
indiretos corrobora a conclusdo deste estudo, indicando
que o método utilizado n&o foi capaz de detectar infecgcao
por P. aeruginosa antes da cultura. Em conclusé&o, o ELISA
de LPS néo fornece superioridade substancial (ou abreviagéo
no tempo para o diagnodstico) sobre a sensibilidade das
técnicas convencionais de cultura. Conseguimos verificar que
testes microbioldgicos frequentes sdo muito valiosos para a
identificagéo da infecgdo por P. aeruginosa em pacientes com
FC, e que este método é mais sensivel do que o teste de
ELISA com antigeno de LPS.

Na pratica clinica, culturas de orofaringe continuam
sendo a principal ferramenta para detectar a colonizagao por
P. aeruginosa em criangas pequenas com FC. Devem ser
direcionados esforgos para coletar e processar amostras
representativas, usando técnicas padronizadas adequadas
para isolar os patdgenos tdo cedo quanto possivel.

Summary

The main cause of death in cystic fibrosis patients is chronic
pulmonary infection caused by Pseudomonas aeruginosa, which
makes early detection of colonization and treatment of major
importance to prevent the onset of chronic infection. The aim of the
present study was to determine whether serum antibodies to
Pseudomonas aeruginosa lipopolysaccharide in children could be
detected prior to the isolation of the bacteria from respiratory
secretions’ cultures. Forty-four children diagnosed with cystic
fibrosis were followed for three years. Posterior oropharyngeal swabs
were collected for culture and blood samples were taken for detection
of I9gG antibodies specific for a standard Pseudomonas aeruginosa
lipopolysaccharide antigen preparation. The incidence of
colonization detected by culture increased directly with age. There
was a significant inverse relationship between mean ages and IgG
level’s specificity. Detection of Pseudomonas aeruginosa by culture
tended to occur before a rise in anti-Pseudomonas aeruginosa IgG,
and serology was only able to discriminate between Pseudomonas
aeruginosa - positive and negative patients prior to culture in children
aged 2-4 years. In a clinical setting, oropharyngeal cultures remain
the main tool to detect colonisation by Pseudomonas aeruginosa in
young children.

Keywords
Pseudomonas aeruginosa; Cystic Fibrosis; Antibodies, Bacterial;
Serologic Tests; Antigens, Bacterial
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Avaliacao dos parametros hematolégicos, oxigenacao periférica e
capacidade respiratéria em fumantes
Assessment of hematological parameters, peripheral oxygenation and respiratory capacity

in cigarette smokers
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Resumo

As substancias encontradas no cigarro agem sobre varios érgaos e sistemas, constituindo
um fator de risco para doengas vasculares. Frequentemente, a concentragéo de cotinina
tem sido usada como marcador bioquimico de exposi¢cao ao tabaco. O objetivo desse
estudo foi verificar a influéncia do habito de fumar nos paréametros hematolégicos,
oxigenacgao periférica, capacidade respiratéria e concentracao de cotinina urinaria.
Vinte ndo fumantes e vinte fumantes com dependéncia de nicotina classificada como
acima de moderada foram comparados quanto aos parametros estudados. O volume
globular, a concentragcdo de hemoglobina corpuscular média e a contagem de mondécitos
foram maiores em fumantes (p = 0,007, p = 0,04 e p = 0,028, respectivamente) bem como
a concentracéo de cotinina urinaria (p < 0,001). O aumento no valor do volume globular e
na concentragdo de cotinina urinaria ocorreu de maneira dose-dependente. Os outros
parametros ndo se mostraram diferentes entre os dois grupos. O habito de fumar traz
diversas consequéncias aos individuos, incluindo alteragées nos parametros
hematolégicos que podem estar relacionados a complicagdes vasculares.

Palavras-chave
Tabagismo; Parametros hematologicos; Oxigenagdo, Capacidade respiratéria; Cotinina

urinaria

INTRODUGCAO

Historicamente, o uso do tabaco em suas diferentes
formas se deu por diversos motivos, desde fins religiosos,
culturais e medicinais inclusive para aceitagado social.('2®
Atualmente existe conhecimento suficiente para desencorajar
0 uso do tabaco. Das mais de 4.700 substancias toxicas que
0s usuarios dos produtos do tabaco sdo expostos conti-
nuamente, aproximadamente sessenta estdo relacionadas
ao desenvolvimento de doencas graves.® A mortalidade geral
€ duas vezes maior nos fumantes quando comparado aos
nao fumantes sendo o tabaco uma das principais causas
evitaveis de mortes prematuras.®

As substancias encontradas no cigarro agem sobre
varios orgaos e sistemas, sendo a relagdo com doencas
cardiovasculares objeto de estudo de pesquisas. Dentre
0os prejuizos produzidos pelo cigarro pode-se incluir
disfuncdo endotelial, dano hematolégico, inflamacéo e
disturbios metabdlicos e bioquimicos.®78 Alteracdes
sanguineas, particularmente nas propriedades do seu fluxo,
tém um importante papel patoldgico,® pois representam

determinantes de alto risco para doencas cardiovasculares
em fumantes.™®

Estudos relatam que fumantes apresentam alteracéo
dos indices hematimétricos, tais como nimero de eritrocitos,
volume globular, concentracdo de hemoglobina e contagem
de leucdcitos, quando comparados a ndo fumantes, no
entanto, dependendo da populagdo e de como o estudo foi
conduzido, os resultados diferem entre si. Comumente
reportado em estudos prévios € o aumento na concentragao
de carboxihemoglobina (COHb) em fumantes,®') que pode
ser refletido em uma diminuigdo proporcional na quantidade
de oxigénio disponivel para o metabolismo celular.®¢'? Fu-
mantes podem apresentar ainda um prejuizo da capacidade
respiratoria resultante tanto dos efeitos provocados pela ni-
cotina quanto pelas substancias irritativas da fumaca.(®

Tanto a variabilidade de resultados encontrados quanto
a presenca de poucos estudos que comparem os parametros
hematolégicos em fumantes e ndo fumantes em nossa
populagdo torna essa proposta pertinente, uma vez que tais
parametros constituem fatores de risco para doencas
cardiovasculares. Além disso, a diferengca na oxigenacao
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periférica e na capacidade respiratéria merece ser melhor
compreendida, uma vez que pode influenciar na qualidade
de vida e representar importante disfuncdo em fumantes.

O objetivo desse estudo foi verificar as alteragdes nos
parédmetros hematoldgicos, na saturagédo parcial periférica
de oxigénio (psO,) e na capacidade respiratoria em
fumantes residentes na cidade de Porto Alegre, RS no
Brasil.

MATERIAL E METODOS

O grupo de fumantes foi representado por individuos
que fumavam regularmente e cuja dependéncia de nicotina
foi classificada como média, elevada ou muito elevada pelo
Teste de Fagerstrom para Dependéncia de Nicotina
(TFDN)," e o grupo de nao fumantes por sujeitos que nunca
fizeram uso do tabaco ou ndo o faziam ha pelo menos dois
anos, ambos residentes em Porto Alegre, RS e regido
metropolitana. Todos os participantes foram recrutados por
meio de divulgagcdo em jornal local e na comunidade
académica da universidade em que ocorreu o estudo e
foram emparelhados por sexo, idade e profissdes afins,
tendo como numero amostral vinte individuos para cada
grupo. O tamanho da amostra foi baseado em estudo
prévio.® Os participantes do estudo deveriam ter idade
superior a 25 anos, apresentar capacidade cognitiva para
responder os questionarios aplicados e néo relatar
patologia pulmonar grave, insuficiéncia hepatica ou renal
ou outra doencga crénica.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
da Fundacao Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre, sob processo n° 219/07, e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido de todos os
participantes.

Inicialmente, os participantes preencheram um
questionario incluindo dados sociodemograficos. Para os
fumantes, o questionario incluiu o TFDN para avaliagédo do
grau de dependéncia." Este questionario € composto por
seis questdes referentes ao habito de fumar, possibilitando
a classificagdo da dependéncia de nicotina. O escore total &
calculado pela soma obtida em cada item, oscilando entre 0
e 10 pontos. Foram incluidos no estudo fumantes cujo TFDN
resultou em pontuacdo maior que 5 pontos. O teste tem uma
aplicacéo simples e rapida, sendo um instrumento de baixo
custo. Outra vantagem é possuir uma boa correlagdo com
marcadores bioquimicos sensiveis e especificos de
exposicédo ao tabaco.(®

Posteriormente foi verificada a oxigenacgéo periférica
do individuo por meio do oximetro de pulso Oxypleth (Dixtal,
DX 2405), que permite monitorizagéo n&o invasiva da psO,.("®)
Apés, a capacidade respiratoria foi avaliada por intermédio
de um espirébmetro de inox de Barness, sendo o individuo
instruido a realizar inspiragdo maxima seguida de expiracdo
maxima com oclus&o das narinas (Volume Expiratério Forgado
— VEF). O volume total expirado foi registrado em mililitros, e
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o resultado expresso como porcentagem do valor normal
previsto (%VEF), que varia conforme sexo e altura do indi-
viduo.

Sangue venoso e urina foram coletados apés a reali-
zacao desses testes. A amostra aleatoria de urina foi
utilizada para mensurar a concentracdo de cotinina, o
principal metabdlito da nicotina, por meio de ensaio
colorimétrico, conforme técnica de Peach et al.,('” sendo
corrigido pela concentragcdo de creatinina. Apos a coleta, a
urina foi separada em dois frascos de polipropileno e
armazenada a -20°C até o momento da analise. O sangue
coletado, apds a realizagdo de extensdo sanguinea, foi
encaminhado ao Laboratério Central de Saude Publica de
Porto Alegre para realizagdo de hemograma. O exame foi
feito por meio do analisador hematolégico automatizado
Sysmex XT 1800i (Roche) e os parametros fornecidos e
levados em consideragdo no estudo foram: numero total
de eritrécitos, concentracdo de hemoglobina, valor do volume
globular, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracédo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), indice de anisocitose (RDW),
numero de plaquetas e numero total de leucécitos. Por meio
da extensdo sanguinea foi realizada a leucometria
especifica relativa e cada subpopulagao de leucdcitos foi
calculada a partir da contagem de 100 células.

As comparagbes entre os fumantes e ndo fumantes
foram analisadas pelo teste t de Student ou pelo teste de
Mann-Whitney quando apropriado. Na ocorréncia de
diferengas entre os dois grupos, foi feita regressao linear
para verificar se a alteragdo apresentava variagdo dose-
resposta com a intensidade da dependéncia de nicotina. As
analises estatisticas foram executadas usando-se o software
SigmaStat para Windows versédo 3.5. A diferenca foi
considerada significativa quando P< 0,05.

RESULTADOS

Cada grupo foi constituido por 16 mulheres e 4 homens.
Os participantes do estudo, em sua maioria, eram casados
(40%), possuiam ensino superior (50%) e atividade remu-
nerada (87,5%). A idade dos fumantes correspondeu a 45,2
+ 6,8 anos e dos nao fumantes a 40,4 £ 8,7 anos (p = 0,06).
Os fumantes tinham o habito de fumar ha aproximadamente
30 anos (27,2 £ 7,2 anos).

Os resultados das comparagdes dos parametros
hematoldgicos séo apresentados na Tabela 1. As diferencas
foram estatisticamente significativas apenas nos valores de
volume globular, CHCM e contagem de mondcitos.

Quanto a avaliagdo da oxigenagéo periférica, a psO,
dos fumantes foi igual a 97,5% (97% a 98%) e a dos nao
fumantes igual a 98% (97,5% a 98%) néo ocorrendo diferen-
¢a significativa entre eles (p = 0,069). Também n&o houve
diferenca significativa na avaliagdo da capacidade respi-
ratoria entre fumantes e ndo fumantes (%VEF = 78,2 + 19,61
(%) e 92,6 £ 29,64 (%), respectivamente; p = 0,084).
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Tabela 1 - Comparagéao dos parametros hematolégicos entre fumantes e ndo fumantes

Nao fumantes (n=20) Fumantes (n=20) Valor p
Eritrécitos (milhdes/uL) 47 (4,5a5,0) 48 (4,5a5,21) 0,49
Hemoglobina (g/dL) 13,9 +0,85 14,4 + 0,84 0,069
Volume globular (%)* 42,8 + 2,49 45,1 +2,53 0,007 t3g=2,872
VCM (fL) 90,7 + 3,81 93,5 + 5,48 0,068
HCM (pg) 29,5+ 1,42 30,0 + 1,66 0,304
CHCM (g/dL)* 32,6 (32,3a33,0) 31,9 (31,5a32,8) 0,04 T=333,5
Plaquetas (n°/uL) 320300,0 + 67042,88 302916,3 + 103707,35 0,533
RDW (%) 12,8 + 0,66 13,1+ 0,60 0,149
Leucdcitos (n°/uL) 8302,0 + 1906,36 9336,2 + 2380,59 0,138
Neutréfilos (n°/uL) 4923,9 + 1451,36 5319,0 + 1832,51 0,454
% Neutrdfilos 59,0 + 7,50 56,6 + 9,18 0,368
Linfécitos (n°/uL) 2823,5 (2355,5 a 3177,5) 3278,5 (2563,5 a 3794,5) 0,208
% Linfécitos 34,9 +7,37 354 +8,34 0,864
Mondcitos (n°/uL)* 287,5 + 44,62 442,4 + 51,29 0,028 t3g= 2,279
% Mondcitos 3,0(2,0a4,5) 4,0(3,0a7,5) 0,062
Eosindfilos (n°/uL) 121,0 (94,5 a 204,5) 160,5 (84,5 a 335,0) 0,508
% Eosinofilos 1,4 (1,1a2)5) 2,0(0,9a3,5) 0,903
Basdfilos (n°/uL) 29,0 (19,5 a 37,0) 31,5 (20,5 a 46,5) 0,588
% Basdfilos 0,3(0,3a0,4) 0,3(0,2a0,5) 0,766

Os dados sado apresentados como média + dp (com excegédo do nimero de mondcitos em que € apresentado o erro padrao)
ou mediana (percentil 25% a percentil 75).*indica diferencga significativa entre os grupos (P<0,05)

*%
(o]
1,5 T
1,0 % e

0,5+

Log razéo cotinina/creatinina
(ng/mg)

0,0 -

-1,0 T T
Fumantes

Nao fumantes

Figura 1. Comparagdo da concentragcdo da cotinina urinaria entre
fumantes e ndo fumantes. n = 40. Os valores estdo expressos como
log da mediana e dos percentis 256% e 75%.

** p<0,001.

A concentragao de cotinina urinaria em fumantes foi
igual a 17,6 pg/mg creatinina (12,7 a 29,7 ug/mg creatinina)
enquanto nos ndo fumantes correspondeu a 0,8 ug/mL (0,3
a 1,2 ug/mg creatinina) ocorrendo uma diferenca significati-
va entre os dois grupos (p < 0,001) (Figura 1).
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Figura 2. Regresséao linear da CHCM, volume globular, nimero de
mondcitos e concentracdo de cotinina urinaria. [Ndo fumante (n = 20),
Fumante com grau moderado de dependéncia de nicotina (n = 12),
Fumante com grau elevado ou muito elevado de dependéncia de
nicotina (n = 8)].

*p< 0,05

Analisando os dados que resultaram em diferenca
significativa, verifica-se que o valor aumentado do volume
globular e da concentracdo de cotinina urinaria ocorreu de
maneira dose-dependente com a intensidade de dependéncia
de nicotina (p = 0,01 e p < 0,001, respectivamente) (Figura 2).
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Essa relacdo ndo ocorreu com os outros parametros
que apresentaram diferenga significativa entre os dois
grupos.

DISCUSSAO

Comparando-se fumantes com néo fumantes, pode-
se perceber que os primeiros apresentaram valor diminuido
da CHCM e valores aumentados do volume globular e do
nuamero total de mondcitos. O valor aumentado do volume
globular encontrado em nosso estudo corrobora outros
estudos que fazem tal comparagéo.©®'®2" Sua determinagédo
€ importante, pois indica possiveis alteragcdes nas hemacias
e no plasma. Essas alteragbes s&o provocadas pelo
monoxido de carbono (CO), que, ligado a hemoglobina,
diminui proporcionalmente a quantidade de oxigénio dispo-
nivel para o metabolismo celular, podendo ocorrer hipdxia
tecidual. Para compensar esse quadro, o fumante crénico
pode apresentar um numero maior de células sanguineas
vermelhas (ndo verificado em nosso estudo).® O CO, junta-
mente com mudangas na circulagao de catecolaminas
induzidas pelo cigarro, também é responsavel pela diminui-
¢éo do volume plasmatico.

O aumento do numero de hemacias associado a dimi-
nuicao do volume plasmatico é o responsavel pelo aumento
do volume globular, o que tem sido reportado como
policitemia do fumante.®'22 Esse aumento do volume
globular nos individuos do estudo ocorreu de maneira dose-
dependente em relacdo a intensidade da dependéncia de
nicotina, demonstrando que fatores relacionados a saude
do individuo podem ser afetados negativamente pelo grau
de dependéncia do fumante.

O valor diminuido do CHCM em fumantes se deve ao
valor aumentado do volume globular, uma vez que
representa o valor de hemoglobina contida em determinado
volume de sangue. Outra maneira de explicar essa
diminuicdo da CHCM dos fumantes em relagédo aos nao
fumantes é a influéncia que o VCM tem na determinacéo
desse valor, ja que a CHCM pode ser representada pela
razdo entre a HCM (concentracdo de hemoglobina em cada
heméacia) e o VCM (volume corpuscular médio, ou seja, o
volume médio de cada hemacia).?® Quanto maior o valor
do volume globular, maior sera o VCM e menor sera a CHCM.
O VCM aumentado em fumantes é reportado em algumas
pesquisas,('®? mas, no nosso estudo, apenas mostrou-
se como uma tendéncia, ndo havendo diferencga significati-
va entre os dois grupos, mas pdde-se verificar sua influén-
cia ao se perceber o valor diminuido da CHCM nos
fumantes.

Mesmo em boas condi¢cdes de saude, algumas situ-
acbes podem ocasionar redistribuicdo dos leucécitos, como
presenca de substancias irritativas ou até mesmo estresse
fisico ou emocional. O numero maior de mondcitos em
fumantes é explicado por representarem células de defesas
ainda nédo ativadas, que, ao se fixarem aos tecidos, diferen-
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ciam-se em macrofagos, capazes de fagocitar particulas
prejudiciais as células.?®

Outra alteracdo hematolégica comumente reportada
€ a contagem total de leucdcitos aumentada em fuman-
tes.(18.19.21.24.26-28) No entanto, apesar de a contagem total
de leucécitos ser reconhecida como um marcador de
dano tecidual provocado pelo tabaco,® n&o foi encontrada
diferenca entre os dois grupos analisados em nosso tra-
balho.

O fumante, ao inalar a fumaga, entrega a seu orga-
nismo CO que aumenta a quantidade de COHb no sangue.
Um aumento na concentracdo de COHb diminui a oxigenagéo
periférica, que no nosso estudo foi verificada por meio da
psO, mensurada pelo oximetro de pulso. Todavia, o teste
utilizado em nosso estudo demonstrou somente uma
tendéncia de diferenca entre fumantes e ndo fumantes,
apesar de estudos anteriores relatarem diferenga na con-
centragdo de COHb entre os dois grupos.®'™ Uma explicagédo
pode ser o fato de que o grupo de fumantes fosse constituido
por individuos que nao possuiam um grave acometimento
da oxigenacgdo periférica, apesar de ja fumarem ha longo
tempo.

Apesar da conhecida relagao entre o habito de fumar e
as doengas respiratérias e pulmonares,®%3") nossos resul-
tados demonstraram apenas uma tendéncia de diferenca
entre fumantes e ndo fumantes na porcentagem do volume
expiratério forgado esperado. Isso pode ser devido ao limite
do teste utilizado.

A mensuragao da concentragado de cotinina tem sido
usada para avaliar a exposicdo ao tabaco, podendo
relaciona-la a dependéncia de nicotina.®2'® Outra aplica-
¢do dessa medida é verificar a eficacia dos métodos de
intervengdo para a cessagao do habito de fumar,®® sendo
mais fidedigno que o autorrelato do individuo. Em nosso
estudo, a concentracdo de cotinina urinaria apresentou-se
mais de vinte vezes maior em fumantes em relagdo a nao
fumantes. Quanto maior a dependéncia nicotinica, verificada
pela pontuacéo do teste de Fagerstrdom para dependéncia
de nicotina, maior a concentragdo de cotinina urinaria,
confirmando que essa dosagem é um importante indicador
de exposicéo ao tabaco.

O estudo apresenta limitacbes que podem interferir
na analise dos resultados. A coleta de urina n&o super-
visionada e em horarios distintos entre os participantes
pode influenciar o resultado pela possibilidade de diluicao
da urina e pela diferenca na concentragao da substancia
analisada, respectivamente. O numero amostral utilizado
foi considerado para encontrar diferenca entre os para-
metros hematoldgicos e o valor p préximo ao nivel de signi-
ficAncia na comparagéo da oxigenacgéao periférica e no volu-
me expiratorio forcado entre fumantes e nao fumantes, e
sugere um aumento no numero de individuos para verificar
se existe diferenca nessas variaveis.

O tabagismo é uma doenga crénica que provoca diver-
sas consequéncias aos seus usuarios. Nesse sentido,
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nosso estudo com fumantes de uma populacéo especifica
concorda com o conhecimento cientifico atual ao indicar
diferencas em alguns parametros hematoldgicos entre
fumantes e ndo fumantes. Apesar da avaliagdo da
oxigenacao periférica e da capacidade respiratéria ndo se
apresentarem diferentes entre fumantes e ndo fumantes,
poderia ser interessante avaliar se a cessacao do habito de
fumar resulta em alteragbes nesses testes, sugerindo-se a
realizacdo de estudos complementares.

Abstract

The substances present in the cigarette act on several organs and
systems, constituting a risk factor for vascular diseases. Frequently
the cotinine concentration has been used as a biochemical marker
of exposition to the tobacco. The aim of this study was to verify the
smoking habit influence in the hematological parameters, peripheral
oxygenation, respiratory capacity and urinary cotinine concentration.
Twenty nonsmokers and twenty cigarette smokers with moderate or
severe nicotine dependence were compared according to the
studied parameters. The hematocrit, mean corpuscular hemoglobin
concentration and monocytes were increased in cigarette smokers
(p = 0.007, p = 0.04 and p = 0.028, respectively) such as the urinary
cotinine concentration (p < 0.001). The increase in the hematocrit
and in the urinary cotinine concentration occurred on a manner
dose-dependent. The other parameters didn't show differences
between two groups. The smoking has several consequences for
individuals including hematological parameters that may be related
to vascular complications.

Keywords
Smoking; Hematological parameters; Peripheral oxygenation;
Respiratory capacity; Urinary cotinine
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Resumo

A leishmaniose tegumentar é uma doenga endémica que apresenta distribuicao em todo
o Brasil. Na Bahia, verifica-se a ocorréncia em todas as mesorregides, com maior
incidéncia dos casos nos municipios localizados na regido correspondente a area de
Mata Atlantica, entre os quais o municipio de llhéus. Esse estudo teve como objetivo
identificar Leishmania spp circulante na regido. Foram coletadas 84 amostras de aspirado
de borda de lesao de pacientes suspeitos de leishmaniose tegumentar, e inoculados em
hamsters (Mesocricetus auratus). Os animais foram observados durante trés meses e,
apos este periodo, foram eutanasiados e fragmentos de bago foram coletados para a
visualizagdo de amastigotas, para o isolamento em cultura, extragcdo de DNA e
caracterizacao por reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Duas amostras foram positivas
para o alvo de 750 pb, que corresponde ao minicirculo do kDNA, especifico para o
subgénero Viannia. Esses resultados e o fato de a Leishmania (Viannia) braziliensis
ser a espécie mais prevalente em area de Mata Atlantica indicam que a doenga esta
associada a essa espécie do parasito no municipio de Ilhéus.

Palavras-chave

Leishmaniose tegumentar; Leishmania (Viannia) spp; Leishmania braziliensis; PCR

INTRODUGCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) com-
preende um espectro de doengas distribuidas mundialmente
em regides tropicais e subtropicais, apresentando-se por
diversas manifestagdes clinicas que variam desde lesées
cutaneas localizadas, disseminadas e difusas até lesdes
mucocutaneas que acometem a mucosa do sistema
orofaringeo. A doenga é considerada um problema de saude
publica importante, uma vez que esta distribuida em todos
os estados do Pais.("

Nas Américas, a transmissao ocorre através da picada
de fémeas de insetos do género Lutzomyia (Diptera:
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae), que inoculam a
forma infectante no hospedeiro no ato da hematofagia. No
Brasil sdo seis as espécies de Leishmania que causam a
doenca no homem, entre estas a Leishmania (Viannia)
braziliensis, que tem ampla distribuicdo em todas as regides
do Pais. A doenca acomete todas as faixas etarias, inde-
pendente de género ou idade.®

No Brasil, a trajetdria epidemioldgica da LTA evidencia
que os surtos epidémicos da doenca estao relacionados
principalmente a ocupacdo de areas para atividades

agricolas. As estatisticas oficiais tém registrado, anualmente,
cerca de 35 mil casos novos, correspondendo a um coefi-
ciente de incidéncia de 18,5 casos/100 mil habitantes.™
Segundo informagdes do portal eletrénico do Ministério da
Saude, a regido Norte concentra o maior numero de casos,
seguida pela regido Nordeste, que, no ano de 2008, notificou
29,65% dos casos do Pais, com elevada distribuicdo nos
estados do Maranhao, Bahia e Ceara. Na Bahia, em particular,
foram registrados 49,35% do total notificado no mesmo
periodo, mostrando a sua importancia como regidao endé-
mica. Nesse estado, a doenga é conhecida desde o inicio do
século XIX, periodo correspondente a expanséo da cultura
de cacau na regido sul do estado.® De acordo com os
registros da Secretaria Municipal de Saude de llhéus, o
municipio € endémico para a doenca, registrando casos
humanos em areas urbana e rural. O coeficiente de detecgao
para cada 100 mil habitantes, entre os anos 2000 e 2006,
oscilou consideravelmente, registrando uma média de 31,67
casos/100 mil habitantes.

Devido ao fato de a LTA representar um complexo de
formas da doenca, o seu diagnodstico se torna também mais
complexo. Rotineiramente, o diagndéstico é realizado
basicamente a partir de exame clinico e exame microscépico
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para pesquisa do parasito em lesdes tipicas da doenca. No
entanto, estes exames apresentam limitagbes devido a
semelhanca das leses com outras doengas de pele e pelos
métodos de diagndstico convencionais apresentarem baixa
sensibilidade.

O objetivo desse estudo foi utilizar a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) para confirmar os casos clinicos
notificados, através da deteccdo do DNA de Leishmania spp.

MATERIAL E METODOS

Cento e trinta e um pacientes que procuraram o Centro
de Atendimento Especializado Il (CAE Ill) em llhéus, BA,
com lesdes sugestivas de LTA, concordaram em participar
da pesquisa, anuindo ao Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Os menores de idade tiveram a permis-
sdo do responsavel. Esse estudo foi desenvolvido seguindo
as normas que regulamentam pesquisas com seres huma-
nos, aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de Pesquisas
Aggeu Magalhéaes, Unidade Fiocruz-PE, conduzida dentro dos
padrdes exigidos pela Resolugcdo 196 do Conselho Nacional
de Saude/MS. Por fazer parte do programa n° P.0174-03 e
estar de acordo com os principios éticos na experimentacéo
animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (Cobea), teve a permissdo da Comissado de Etica em
Uso de Animais da Fundagéao Oswaldo Cruz (CEUA - Fiocruz).

Do total de individuos dispostos a participar desse
estudo, foi possivel realizar a pungéo aspirativa em 84 deles.
Estas amostras foram inoculadas em hamsters, que foram
observados durante trés meses. Apds este periodo, foram
eutanasiados e coletados fragmentos de bacos. Parte deste
material foi adicionado ao meio de cultura NNN modificado e
as culturas foram examinadas em intervalos de cinco dias
durante um més, para o possivel isolamento. A outra parte foi
acondicionada a -70°C até a utilizagdo em PCR.

As extragdes e purificacdes do DNA genémico foram
realizadas através do kit GenomicPrep Cells and Tissue DNA
isolation Kit (GE Healthcare), de acordo com as instru¢des
do fabricante, estocados em 100 pL do Elution buffer a -20°C
para utilizagdo no teste de PCR. Dois microlitros da solugao
desse DNA foram utilizados na reagdo de PCR.

Para o alvo de deteccdo molecular foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores especificos para o sub-
género Viannia (5'-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3") e
(5'-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3'), correspondentes a
regido do minicirculo do kDNA.® A PCR foi realizada em um
volume final de 25 pL contendo Tris-HCI 10mM, KCI 50mM,
gelatina 0,1mg/ml, MgCI2 1,5mM, dNTP 0,2 mM, 25 pmoles
de cada um dos oligonucleotideos iniciadores e 2,5 U de
Taq DNA polimerase. A amplificacdo foi realizada no
termociclador Eppendorf, modelo Mastercycler gradient e
consistiu de 35 ciclos: 94°C (um min), 65°C (um min) e 72°C
(um min), precedidos de uma desnaturagdo inicial a 94°C
durante cinco minutos. Foram utilizados controles negativos
(amostras sem DNA) e controles positivos (10 e 1 ng de DNA
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gendmico de L. braziliensis) para analise de resultados
falso-positivos relacionados a contaminacéo e variagbes
na sensibilidade, respectivamente.

Os produtos de PCR (10 uL) foram separados por
eletroforese a 1% e corados com brometo de etidio; e as
bandas correspondentes, visualizadas em luz ultravioleta,®
e reveladas em sistema digital. A reagdo de PCR, utilizando
como alvo o subgénero Viannia, amplifica um fragmento de
750 pb, que corresponde a todo o minicirculo.

Para utilizagdo do controle positivo em gel de agarose
foi realizado teste de diluicdo. Foi considerado o limite
minimo de detecg¢do a maior diluicdo que ainda resultava
em uma banda de DNA visivel no gel de agarose. O limiar
de deteccdo de DNA determinado por PCR especifica para
L. (Viannia) braziliensis foi de 1 pg.

RESULTADOS

A extracdo de DNA gendmico a partir de 84 amostras
de baco de hamsters revelou uma média de 5,74 ug desse
acido nucleico, numa escala que variou de 0,1 a 22 ug, e
nivel de pureza médio de 2,2.

Duas amostras colhidas das visceras dos hamsters,
provenientes de puncdo aspirativa de borda da lesdo de
pacientes oriundos da area rural, apresentaram positi-
vidade através da técnica do PCR para o subgénero Viannia
(Figura 1).

Foi possivel observar formas amastigotas presentes
em trés das 84 amostras de animais inoculados com
material humano, através de esfregaco: dois residentes da

1 2 3 4 5 6

750 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de Agarose a 1% corada com brometo
de etidio, revelando os produtos de amplificagcdo via PCR, na
pesquisa de parasitas pertencentes ao subgénero Viannia: 1.
Marcador de peso molecular 2 + Hind Il (23,1; 9,4; 6,6; 4,4, 2,3;
2,0; 0,56 kb); 2. Controle negativo; 3. Controle positivo forte; 4.
Controle positivo fraco; 5 e 6. Amostras positivas para parasitos do
subgénero Viannia.
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area rural e um da area urbana, mas com passagem pela
area rural do municipio. No entanto, todas as amostras
inoculadas em meio de cultura foram negativas para a
tentativa de isolamento do parasito.

DISCUSSAO

As dificuldades para o diagndstico parasitolégico da
leishmaniose tegumentar sao notdrias, particularmente para
a forma da doencga associada a Leishmania (Viannia)
braziliensis. Este grau de dificuldade demanda a neces-
sidade da utilizacdo de métodos mais sensiveis e espe-
cificos para o diagnostico preciso e acurado da LTA.

O diagnostico parasitolégico direto por microscopia
apresenta uma sensibilidade de 50%-70% e depende do
numero de amastigotas na lamina. A limitacao dessa técnica
estd na incapacidade de determinar a espécie do parasito.®
Ja o isolamento de promastigotas em cultura é altamente
especifico, mas apresenta baixa sensibilidade pela cons-
tante contaminagéo e a variagdo dos meios de culturas. A
grande vantagem deste é que o isolamento do parasito
permite a confirmacéo e posterior identificacdo da espécie
através da caracterizacdo de Leishmania isolada através
dos métodos classicos com anticorpos monoclonais e
isoenzimas.

Outro teste sensivel e especifico no diagnostico imu-
noldgico é realizado através da Intradermorreacao de Monte-
negro (IDRM), também conhecido como teste de hiper-
sensibilidade tardia, que apresenta alta sensibilidade e
especificidade (>90%), bastante utilizado em inquéritos
epidemiolégicos. Os métodos soroldgicos de detecgédo de
anticorpos circulantes como a Reagado de Imunofluores-
céncia Indireta (RIFI), o teste Imunoenzimatico (ELISA) e
Western blot s&o sensiveis, mas reagem cruzadamente com
os tripanosomatideos e ndo permitem distinguir a fase
evolutiva da enfermidade.”

As metodologias diagndsticas utilizadas na confir-
macéo da infec¢do por parasitas pertencentes ao género
Leishmania sao bastante variaveis. Contudo, diante das
limitacbes apresentadas pelos métodos diagndsticos
convencionais, foi necessario utilizar ferramentas capazes
de promover um diagnostico acurado. Nos ultimos anos os
meétodos moleculares vém sendo desenvolvidos para iden-
tificagcdo de grupos e espécies de Leishmania em diversas
amostras clinicas, isolados de cultura, bem como pools de
flebotomineos, havendo destaque para a tecnologia da
PCR.® A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de
detectar e identificar o protozoario envolvido, e o fato de poder
ser aplicada diretamente em amostras clinicas, podendo
detectar um numero baixo de parasitas, produzindo um
resultado confidvel dentro de poucas horas, s&o vantagens
da PCR em relagado aos métodos diagndsticos tradicionais.
Entretanto, sua limitagdo na utilizagdo da rotina de labo-
ratérios clinicos esta basicamente baseada no alto custo
que ainda representa.®

RBAC. 2012;44(2):83-6

No presente estudo, duas amostras de bago de
hamsters foram positivas através da técnica de PCR espe-
cifico para o subgénero Viannia, dentre as 84 de material
colhido de pungbes aspirativas de lesbes de pacientes —
ambas da area rural. Andrade et al.(" desenvolveram estudos
através da utilizagdo de amostras de fragmentos de bidpsias
de lesdes de pacientes com LTA na Bahia e obtiveram 100%
de positividade quando aplicaram a metodologia de PCR
dirigida a Leishmania (V.) braziliensis; no entanto, o material
bioldgico utilizado para a pesquisa foi bidpsia de pele do
paciente. A eficiéncia da PCR também pdde ser constatada
através da andlise de amostras de cicatrizes de pacientes
curados clinicamente apés tratamento da doenga, onde ficou
verificada a persisténcia dos parasitos através da utilizacéo
desta técnica.

Estudos de caracterizacao de Leishmania spp reali-
zados na Zona da Mata de Pernambuco, através de dife-
rentes amostras isoladas de material de bidpsia e de puncao
aspirativa, demonstraram, por meio dos métodos de anti-
corpos monoclonais e perfil eletroforético de isoenzimas,
que a espécie predominante é a L. (V.) braziliensis.('?
Também em Pernambuco, Araujo et al. detectaram a infeccéo
natural por Leishmania spp em 30% dos roedores silvestres
(amostras de fragmentos de figado, baco e/ou pele)
capturados na localidade de Imbu, Vicéncia, Pernambuco,
através de PCR especifico para o subgénero Viannia (dados
nao publicados).

A baixa positividade através da PCR em nosso estudo
foi limitada pela dificuldade de se manterem parasitos em
hamsters no laboratério. Mas ha de se considerar que foi
possivel identifica-los em nivel de subgénero, objetivo desse
trabalho, provando a participagdo do parasita no ciclo de
transmisséo e confirmando a importancia do municipio de
Ilhéus como importante area endémica no cenario da LTA no
Pais.

Por fim, a grande importancia da utilizacédo desta
técnica, entre outras discutidas acima, é a possibilidade de
fornecer dados indicativos sobre aspectos epidemioldgicos
da doenga e contribuir, desta forma, para o conhecimento de
novas areas endémicas da LTA, além de auxiliar na adogao
de medidas de controle e vigilancia desta importante zoonose
no Brasil.

Summary

Cutaneous leishmaniasis is an endemic disease that currently
presents distribution throughout the Brazil. In Bahia, it occurs in all
mesoregions, with the highest incidence of cases in municipalities
located in the region corresponding to the Atlantic forest area,
including the city of llheus. This study aimed to identify Leishmania
spp circulating in the region. We collected 84 samples aspirated
from the border of the lesion of patients suspected with cutaneous
leishmaniasis and inoculated in hamsters (Mesocricetus auratus).
The animals were observed during three months and after this period
they were euthanized, and fragments were collected from spleen to
visualize amastigotes; for the isolation in culture; for DNA extraction;
and characterization by polymerase chain reaction (PCR). Two
samples were positive for the 750 bp target, which corresponds to
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the kDNA minicircle specific for the subgenus Viannia. These
results, coupled with the fact that Leishmania (Viannia) braziliensis
is the most prevalent species in the Atlantic Forest, indicate that
the disease is associated with this parasite in the city of llheus.

Keywords
Tegumentary Leishmaniasis; Leishmania (Viannia) spp; Leishmania
braziliensis; PCR
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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar a prevaléncia de marcadores sorolégicos do virus da
hepatite B em alcoolistas internados na Unidade de Saude Mental do Hospital Regional
(USMHR) de Palmitos, regido oeste do estado de Santa Catarina. Foram coletadas 68
amostras de material biolégico para realizagdo dos marcadores sorolégicos HBsAg,
anti-HBc total e anti-HBs da hepatite B no periodo de novembro de 2009 a margo de 2010.
Destes, 63 (92,6%) eram do género masculino, com idade de 21 a 71 anos (média de 47
anos) e 5 (7,4%) do género feminino, com idade de 22 a 53 anos (média de 42 anos).
Verificou-se uma positividade de 2,9% para os marcadores sorolégicos HBsAg e anti-
HBc total, 47,1% do marcador anti-HBs e anti-HBc, 14,7% para o anti-HBc isolado. 19
(27,9%) alcoolistas apresentaram resultado n&o reagente para nenhum marcador
(suscetiveis). Estes resultados sugerem um aumento significativo dos marcadores
soroldgicos no grupo dos alcoolistas, demonstrando uma maior suscetibilidade dos
mesmos para adquirirem a infecgéo pelo HBV, ressaltando assim a importancia de se
vacinar o grupo suscetivel, como medida preventiva, principalmente por se tratar de uma
doenga em que as chances de infecgdo aumentam com a idade

Palavras-chave

Hepatite B; Alcoolistas; Marcadores sorolégicos

INTRODUGCAO

O virus da hepatite B (HBV) pertence a familia
hepadnaviridae, que compreende um pequeno numero de
virus que compartilham uma série de caracteristicas, como
o tropismo pelas células hepaticas. O genoma do HBV & um
dos menores entre os genomas dos virus que infectam o
homem e possui aproximadamente 3.200 pares de bases
(pb). E composto de uma molécula de DNA circular de fita
parcialmente dupla.®

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que
cerca de dois bilhées de pessoas ja tiveram contato com o
virus da hepatite B; destas, aproximadamente 325 milhdes
se tornaram portadores cronicos.®?

A infeccdo pelo HBV é um sério problema de saude
publica, sendo uma das principais causas de cirrose e de
carcinoma hepatocelular (CHC) no mundo. A prevaléncia do
HBV é reconhecida quanto aos aspectos epidemioldgicos e
geograficos de transmissdo como baixa (menor que 2%),
intermediaria (2%-8%) e alta (maior que 8%), com base no
marcador sorolégico HBsAg.®

Estudo realizado antes da politica de vacinagdo contra
a hepatite B apontava trés padrbes de distribuicdo desta
doencga no Brasil: alta endemicidade, presente na regiao
Amazdnica, parte do Espirito Santo e oeste de Santa Catarina;
endemicidade intermediaria, nas regiées Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste, e baixa endemicidade na regido Sul do
Pais. No entanto, esse padrdo vem se modificando apos a
introdugéo da vacina contra hepatite B. Na regiado Sul, cate-
gorizada como de baixa endemicidade, permanecem com
prevaléncia moderada a regido oeste de Santa Catarina e
alta endemicidade o oeste do Parana.®

A transmissao do virus da hepatite B se faz por via
parenteral e pela via sexual, sendo considerada uma doenca
sexualmente transmissivel. A transmissao vertical (materno-
infantil) também é causa frequente de disseminacao do HBV;
geralmente a transmissdo ocorre no momento do parto, por
meio do contato com sangue, liquido amniético ou secre¢des
maternas, sendo rara a transmissao via transplacentaria,
leite materno ou apés o nascimento.®

As infecgbes causadas pelo HBV sao habitualmente
anictéricas. Apenas 30% dos individuos apresentam a forma
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ictérica da doenca, reconhecida clinicamente. Aproxima-
damente 5% a 10% dos individuos adultos infectados
cronificam. Porém, a chance de cronoficagéo é cerca de 70%
a 90% na transmisséo vertical em gestantes que possuem
evidéncias de replicacdo viral e 10% a 40% naquelas sem
replicagao do virus. Cerca de 20% a 25% dos casos cronicos
e com evidéncia de replicagdo viral evoluem para doenca
hepatica avangada (cirrose hepatica ou hepatocarcinoma).®

Os fatores que influenciam a evolugdo da hepatite B
cronica dependem da idade do paciente na aquisicédo da
infeccdo e de fatores relacionados ao hospedeiro (género,
idade e estado imune); ao virus (carga viral, genoétipo e muta-
¢do) e a fatores externos (coinfeccdo com virus hepato-
tropicos, terapia imunossupressoras e consumo abusivo de
alcool).®

O virus da hepatite B e o virus da hepatite C podem ser
considerados os fatores mais importantes para o desen-
volvimento do hepatocarcinoma, presentes em 70%-80% dos
casos.”

Técnicas de biologia molecular tém demonstrado que
mesmo em casos de hepatocarcinoma celular HBsAg
negativo em alcoolatras cronicos pode haver integracdo do
DNA viral no genoma do hospedeiro, indicando que, mesmo
em casos HBsAg negativo, o virus B pode ser o principal
fator etiolégico do tumor.®

A infecgéo crénica pelo HBV é diagnosticada através
da presenca do antigeno de superficie (HBsAg) durante mais
de seis meses. Os portadores cronicos do HBsAg podem
ser divididos em dois grupos soroldgicos facilmente
identificados, aqueles que sdo HBeAg positivo e aqueles
que sao anti-HBe positivo."

A hepatite alcodlica comumente s6 se desenvolve em
pacientes que consomem pelo menos 80 g de alcool etilico
ao dia, durante pelo menos cinco anos (geralmente dez
anos ou mais). Os fatores de risco para doenga hepatica
alcodlica sdo: quantidade de alcool ingerida, tempo de
ingestao, continuidade, género feminino, desnutrigéo,
substancias hepatotéxicas em bebidas alcodlicas, outras
condicbes patologicas (obesidade, deposicéo de ferro),
infeccdo pelos virus da hepatite B e C, fator genético (pre-
disponente).®

Segundo Oliveira et al.," em varios estudos foram
relatados maiores prevaléncias de marcadores soroldgicos
de infeccdo pelo HBV em alcoolistas, quando comparados a
controles ou a populagéo em geral, indicando que alcoolistas
apresentam maiores riscos de adquirir esta infecgdo.("'-1"

Estudos anteriores sobre hepatite B destacam o oeste
de Santa Catarina e oeste do Parana como areas de alta ou
média endemicidade,(®?" ressaltando assim a importancia
de se avaliar a prevaléncia de hepatite B em alcoolistas
pertencentes a essa regiao.

Este estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia de
marcadores sorolégicos do virus da hepatite B em individuos
alcoolistas atendidos na Unidade de Saude Mental do
Hospital Regional de Palmitos, oeste de Santa Catarina.
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MATERIAL E METODOS

A Unidade de Saude Mental do Hospital Regional
(USMHR) de Palmitos esta localizada na regido oeste do
estado de Santa Catarina e presta atendimento a 41 muni-
cipios da regido. A maior demanda atendida na Unidade,
segundo dados obtidos da instituicdo, refere-se ao tratamento
de recuperacéo de individuos alcoolistas.®

Foi coletada uma amostra de 10 mL de sangue de
todos os pacientes classificados como alcoolistas com idade
igual ou superior a 18 anos, de acordo com o seu prontuario
de internagdo na Unidade de Saude Mental do Hospital
Regional de Palmitos, no periodo de novembro de 2009 a
marco de 2010. Os pacientes que faziam uso de drogas
injetaveis concomitantemente com o alcool e que apre-
sentaram algum tipo de disturbio mental relatadas no seu
prontuario de internacdo foram excluidos.

A coleta da amostra foi realizada pelo laboratério
Laborvida, do municipio de Palmitos, em parceria com a
Secretaria Municipal de Saude, e seguiu os procedimentos
e técnicas recomendadas, tais como identificagcéo, preparo,
armazenamento e transporte para os testes sorologicos, de
acordo com os critérios de biosseguranca, sendo que, apos
a separagao do soro, o mesmo foi armazenado a -20°C até a
realizacdo dos marcadores sorolégicos pelo Laboratério de
Alvaro do municipio de Cascavel.

Um questionario para obteng¢ao de informagdes do
paciente quanto a hepatite B foi aplicado. Antes da coleta do
material bioldgico, os pacientes foram informados sobre os
temas: infecgdo, meios de transmisséao, riscos, sintomas e
prevencédo da hepatite B por intermédio de uma palestra
ministrada pelas pesquisadoras.

Foram pesquisados os marcadores sorolégicos
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), anticorpo contra
o antigeno de superficie (anti-HBs) e anticorpo contra o
antigeno do core (anti-HBc total), pela metodologia de
enzimaimunoensaio utilizando os kits Elecsys® HBsAg I,
Imunoensaio Elecsys® anti-HBs e anti-HBc EIA (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), seguindo as
recomendacgdes do fabricante.

O resultado positivo para o marcador sorologico HBsAg
foi confirmado pelo teste Elecsys HBsAg Teste Confirmatério
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), conforme
as recomendacgdes do fabricante.

Os custos para a realizagdo dos marcadores soro-
I6gicos para a hepatite B foram assumidos pela Secretaria
de Saude do Municipio, uma vez que a Clinica de Saude
Mental é mantida pelo SUS.

Os pacientes que apresentaram o marcador soroldgico
HBsAg positivo foram considerados como tendo infecgcéo
aguda ou cronica, enquanto que os que apresentaram os
marcadores soroldgicos anti-HBs e anti-HBc como infec¢édo
passada.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Pontificia
Universidade Catolica do Parana conforme determina a
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Resolugéo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, e foi
obtido um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

RESULTADOS

Setenta e dois pacientes foram internados na Clinica
de Saude Mental do Hospital Regional de Palmitos, no
periodo de novembro de 2009 a margo de 2010. Dois
pacientes ndo foram entrevistados porque apresentavam
evidéncia de deficiéncia intelectual e outros dois porque
faziam uso de drogas concomitantemente com o alcool.

Foram coletadas 68 amostras de material biolégico de
alcoolistas, sendo 63 (92,6%) do género masculino, com
idade de 21 a 71 anos (média de 47 anos) e 5 (7,4%) do
género feminino, com idade de 22 a 53 anos (média de 42
anos). Com a realizacdo dos marcadores soroldgicos,

obtiveram-se os seguintes resultados: 2 (2,9%) alcoolistas
apresentaram HBsAg reagente, 37 (54,5%) foram anti-HBs
reagente, dos quais 5 (7,4%) pacientes apresentaram
resultados compativeis com imunizagdo pela vacina, 10
(14,7%) apresentaram anti-HBc total isolado e 19 (27,9%)
alcoolistas apresentaram resultado ndo reagente para o
HBsAg, anti-HBs e anti-HBc total (Tabela 1).

Os casos de alcoolistas que apresentaram o HBsAg
reagente pertenciam a faixa etaria de 40 a 59 anos de idade.
A maior frequéncia de infec¢cdo passada foi observada na
faixa etaria de 31 a 39 anos. Dentre os 32 alcodlatras com
infeccao passada, 22 pertenciam a faixa etaria de 40 a 59
anos. (Tabela 2). Quanto ao tempo em que os alcoolistas
faziam uso do alcool, a frequéncia de infeccdo aguda ou
crbnica e de infecgdo passada foi maior no periodo de uso
de cinco a dez anos (Tabela 3).

Tabela 1 - Distribuicdo dos marcadores soroldgicos dentre os 68 alcoolistas da Unidade de Saude Mental do
Hospital Regional de Palmitos, estado de Santa Catarina, no periodo de novembro de 2009 a margo de 2010

Anti-HBc+
HBsAg (+) anti-HBs (+) anti-HBs (-) anti-HBs Isolado HBsAg (-) Total
HBsAg (-) anti-HBc (-)
anti-HBs (-)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
USMHR 2 (2)9) 32 (47,1) 10 (14,7) 5 (7.4) 19 (27,9) 68 (100,0)

USMHR - Unidade de Saude Mental do Hospital Regional

Tabela 2 - Distribuicdo dos 68 pacientes alcoolistas pertencentes a Unidade de Saude Mental do Hospital Regional
de Palmitos, Estado de Santa Catarina, conforme a faixa etaria, de novembro de 2009 a margo de 2010

Anti-HBc

Vacinados Suscetiveis

Faixa otari Infecgéo aguda Infecgéo Total de
a'(’;iss";”a ou crénica passada isolado pacientes
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
18-30 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0 4 (80,0) 1 (20,0) 5
31-39 0 (0,0) 6 (60,0 2 (20,0) 0 (0,0 2 (2000 10
40-49 1 (42 11 (45,8) 2 (83) 0 (00 10 (42,0) 24
50-59 1 (48) 11 (52,4) 4 (19,1) 1 (48) 4 (1900 21
Acimade60 0  (0,0) 4 (50,0) 2 (250) 0 (0,0) 2 (25,0) 8
Total 2 (29 32 (47.1) 10 (14,7) 5  (7,3) 19  (28,0) 68

Tabela 3 - Distribuigdo dos 68 pacientes alcoolistas pertencentes a Unidade de Satde Mental do Hospital Regional
de Palmitos, Estado de Santa Catarina, conforme o tempo de ingestéo de alcool, de novembro de 2009 a margo

de 2010
Tempo de Infecgé@o aguda Infeccédo Anti-HBc Vacinados Suscetiveis Total de

ingestdo de ou crénica passada isolado pacientes

alcool (anos) n % n % % n % n %
5-10 2 5,0 20 50,0 4 10,0 4 10,0 10 25 40
11-15 2 5,0 20 50,0 4 10,0 4 10,0 10 25 40
16-20 0 0 5 50,0 3 30,0 0 0 2 20,0 10
21-25 0 0 2 33,3 0 0 0 0 4 66,7 6
+25 0 0 0 0 0 0 0 0 1 100 1
Total 2 2,9 12 471 10 147 5 7,3 19 28,0 68
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DISCUSSAO

Desde que Pettigrew et al., em 1972, sugeriram que o
virus da hepatite B poderia ter papel significativo no
desenvolvimento de cirrose em alcoolistas crénicos, varios
trabalhos tém mostrado prevaléncia maior dos seus marca-
dores soroldgicos em alcoolistas do que na populagédo em
gera|_(11,23-25)

A desnutricdo, a promiscuidade a que frequentemente
estdo sujeitos os alcoolistas e as alteragbes imunitarias que
o etanol é capaz de produzir constituem fatores capazes de
propiciar maior suscetibilidade a infeccao viral e prolongada
persisténcia do HBsAg apds exposigao inicial ao virus.

Orholm et al.("? pesquisaram marcadores de HBV em
253 pacientes com doenga alcodlica hepatica, numa pro-
porcéo de género masculino e feminino de 2:1, onde a idade
média foi de 51 anos, sendo que o consumo médio de alcool
era de 50 g diarias num periodo de cinco anos. Obtiveram
como resultado 4% de positividade para o marcador soro-
l6gico HBsAg e de 28% para o anti-HBs, indicando um
aumento de vinte vezes a mais do HBsAg em relacéo a popu-
lacdo dinamarquesa. Nesse estudo, observou-se um aumento
na frequéncia dos marcadores do HBV com o aumento da
idade.

Conforme resultados obtidos, no presente estudo, da
distribuigdo dos marcadores de HBV por faixa etaria, ilustrado
na Tabela 2, verificou-se uma concordancia em comparacao
ao estudo de Orholm et al.,"» uma vez que a frequéncia dos
marcadores soroldgicos obtida manteve-se na faixa dos 40
a 59 anos.

Hislop et al.("” estudaram na Escécia um grupo de 195
pacientes, dos quais 151 eram homens com idade de 26 a
76 anos (média de 51 anos) e 44 eram mulheres (média de
49 anos), e encontraram 36 pacientes com marcadores de
HBYV, sendo que 24 (66,7%) apresentaram positividade para
anti-HBs e anti-HBc, dois (5,6%) para HBsAg e anti-HBc, cinco
(13,9%) anti-HBs e cinco (13,9%) anti-HBc.

Entre 51 pacientes com varios tipos de doenga hepatica
alcodlica, mas sem cancer hepatocelular, Brechot et al.('®
verificaram que 19 (37,3%) tinham marcadores soroldgicos
do HBV, mas apenas trés (5,9%) tiveram antigeno de
superficie (HBsAg) em seu soro.

Sauders et al.,(™® num periodo de trés anos, estudaram
189 homens com idade de 23 a 74 anos e 96 mulheres
com idade de 22 a 71 anos que consumiam 40 g de alcool
por dia por quatro anos ou mais, sendo que, em 263 (92,0%)
pacientes, o consumo excedeu 80 g. Amostras soroldgicas
de 5 (1,8%) pacientes foram positivas para HBsAg, 41 (14,4%)
para o anti-HBs e um paciente tinha anti-HBc. O anti-HBc foi
encontrado em 16 (62%) de 26 soros positivos para o anti-
HBs.

Mincis et al.(") estudaram um grupo de 200 alcoolistas
internados no Ambulatério de recuperacéo de alcodlatras da
prefeitura de Sdo Paulo, todos do género masculino, com
idade de 18 a 77 anos (média de 38 anos) que consumiam
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mais de 100 g de etanol ao dia durante pelo menos oito
anos, encontrando o marcador HBsAg positivo em 13%, anti-
HBs em 33,5% e anti-HBc em 43,0%.

Na populacdo em estudo, em relagdo ao tempo de
ingestdo de alcool, conforme Tabela 3, obtivemos uma
frequéncia maior dos marcadores sorolégicos no periodo
de cinco a dez anos, observando-se uma semelhanga em
relacdo aos estudos de Saunders et al."® e Mincis et al.("™
demonstrando que, provavelmente, é no inicio do vicio que
ocorre o maior numero de infecgbes pelo virus da hepatite
B. Na populacdo em estudo, esses resultados demons-
traram que o risco de adquirir a infecgéo nao é proporcional
ao tempo de ingestao de alcool, sugerindo-se que o risco
maior € nos primeiros anos de consumo, devido a um
conjunto de fatores, como mudancas repentinas de
habitos, baixa imunidade e internagdes sucessivas no
decorrer desse periodo, ficando mais expostos e
suscetiveis ao virus.

Oliveira et al." avaliaram a frequéncia de marcadores
soroldgicos da hepatite B e C em 315 pacientes alcoolistas
sem evidéncia clinica laboratorial de cirrose hepatica (287
masculinos e 28 femininos), com idade média de 41 + 10
anos, que ingeriam, em média, 220 + 80 g de etanol por
dia, por um periodo médio de 20 + 10 anos. Também foram
avaliados 50 pacientes alcoolistas com cirrose hepatica
(38 homens e 12 mulheres), com idade média de 48 + 10
anos que ingeriam em média 210 £ 70 g de etanol diario,
durante 22 £ 10 anos. No grupo dos alcoolistas sem cirrose,
o marcador HBsAg foi determinado nos 315 pacientes,
sendo que o resultado obtido foi de 0,95%. Os marcadores
sorolégicos anti-HBc e anti-HBs foram determinados em
130 pacientes, sendo que os resultados foram, respec-
tivamente, 28,5% e 20,8%. No grupo com cirrose, foram
encontrados para os marcadores HBsAg 8%, anti-HBc
28% e anti-HBs 10%. O grupo controle foi de 0,4% para o
HBsAg, de 4,0% para o anti-HBc e de 0,4% para o anti-
HCV.

No presente estudo, verificou-se uma positividade de
2,9% para os marcadores sorologicos HBsAg e anti-HBc,
que indica uma infec¢do aguda ou crénica, ficando abaixo
da frequéncia encontrada na maioria dos trabalhos anali-
sados. No entanto, ficou acima do verificado por Sauders
(1983) e do grupo sem cirrose analisado por Oliveira et al.
(1999), indicando que a populacao analisada nesse estudo
pertencia a uma regido considerada de prevaléncia inter-
mediaria.

Conforme a classificacédo de endemicidade da Orga-
nizagdo Mundial da Saude (Margolis et al., 1991),%% onde a
prevaléncia do HBsAg inferior a 2% é considerada baixa, de
2% a 7% como intermediaria e superior a 8% como alta,
pode-se classificar a prevaléncia de hepatite B nos
pacientes alcoolistas desse estudo como sendo inter-
mediaria.

A ocorréncia do HBsAg e anti-HBc no banco de sangue
de Chapecd, regido oeste de Santa Catarina, foi de 3,20% e

RBAC. 2012;44(2):87-92



Prevaléncia de marcadores sorolégicos de hepatite B em pacientes internados para tratamento de

alcoolismo em uma unidade de saude mental do oeste catarinense

29,04%, respectivamente, no ano de 1999. Em 2000, a
ocorréncia foi de 1,63% para o HBsAg e de 18,09% para o
anti-HBc. Ja em 2001, 1,54% para o HBsAg e 12,72% para o
anti-HBc.@"

Confrontando os resultados para os marcadores
sorologicos obtidos no presente estudo, com os dados
fornecidos pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia de
Santa Catarina, percebe-se um aumento significativo dos
marcadores HBsAg e anti-HBc no grupo de alcoolistas,
sugerindo uma maior suscetibilidade dos mesmos para
adquirir a infecgéo pelo HBV.

A ocorréncia nesse estudo do marcador anti-HBs e anti-
HBc em 47,1% dos pacientes, indicando recuperagdo da
infeccdo com eliminagdo do virus e o desenvolvimento de
um estado imune, foi superior ao verificado por Oholm et al.
(1981), Mincis (1984) e Oliveira (1999).

O padrao sorolégico caracterizado pela presenga de
anticorpos contra o capsideo do virus da hepatite B (anti-
HBc) de forma isolada ndo é incomum em uma definicéo
de diagnostico. Dependendo da prevaléncia da infecgao
pelo HBV e dos grupos de pacientes investigados, o anti-
HBc isolado pode variar a sua positividade de 1% a 31%.@

A freqiéncia do marcador anti-HBc isolado de 14,7%,
obtida no grupo de alcoolistas neste estudo, foi superior
ao encontrado por Hislop (1981), Saunders (1983) e
Oliveira (1999) em seu grupo de alcoolistas com cirrose,
sugerindo as seguintes possibilidades: infecgéo recente,
com HBsAg ja negativo e anti-HBs ainda n&o positivo
(Janela Imunoldgica); infecgdo crénica, com HBsAg em
niveis baixos, indetectaveis por métodos convencionais;
infeccao prévia pelo HBV com anti-HBs indetectavel; ou
falso positivo.

Oliveira e col.®?® avaliaram a possibilidade de infecgédo
oculta pelo virus da hepatite B em alcoolistas. Em 18
pacientes que mantiveram o padréo soroldgico de anticorpos
anti-HBc isolado foram negativos para o HBV-DNA. Na
discussdo do seu trabalho, esses resultados estdo de
acordo com os dados encontrados por Zignego e col.,®% que
mostraram que a infecgéo oculta do HBV é rara em pacientes
alcodlicos HBsAg negativos. Esses mesmos resultados,
contudo, s&o diferentes daqueles encontrados por Nalpas e
col.,®Y que registraram uma alta positividade para o HBV-
DNA em alcodlicos.

CONCLUSOES

Os resultados relatados nesse estudo sugerem uma
suscetibilidade maior para o HBV em alcoolistas no oeste
de Santa Catarina, uma vez que foi encontrada uma
frequéncia de 2,9% para alcoolistas com infec¢do aguda ou
cronica e de 47,1% para aqueles que ja se recuperaram da
infecgdo, ressaltando assim a importancia de se vacinar o
grupo suscetivel, como medida preventiva, principalmente
por se tratar de uma doenga em que as chances de infeccao
aumentam com a idade.
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Summary

The objective of this study was to evaluate the Hepatitis B prevalence
in alcoholics internee in the Mental Health Unit of the Regional
Hospital (MHURH) in Palmitos, western state of Santa Catarina. 68
biological material samples were colected to the achievement of
AgHBs, anti-HBc and hepatitis B anti-HBs serological markers from
November 2009 to march 2010. From these samples, 63 (92,6%)
were masculine, aged from 21 to 71 years old (47 years average)
and 5 (7,4%) female, aged from 22 to 53 years old (42 years everage).
It has been verified a 2,9% positivity to AgHBs and anti-HBc total
serological markers, 47,1% of anti-HBs and anti-HBc, 14,7% to the
isolated anti-HBc. These results suggest a significant serological
markers increase in the alcoholics group, proving a greater
susceptibility for them to acquire the HBV infection, noting, therefore,
the importance of vaccinating the susceptible group, as a preventive
act, mainly because this is a disease in which the infection chances
increase with age.
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Hepatitis B; Alcoholics; Serological markers
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INTRODUGCAO

Resumo

Funguria é definida como crescimento de fungos em culturas de urina sem
necessariamente haver infecgéo. Essa condicdo é, em geral, encontrada em pacientes
hospitalizados que fazem uso de cateter urinario. A identificacéo fungica é fundamental
para a definicdo da etiologia e para o estudo do perfil de suscetibilidade aos antifungicos.
Uma vez que a resisténcia ao fluconazol tem se tornado comum, a avaliagdo desse
farmaco é particularmente importante. Dessa forma, objetivou-se determinar o padréao
de suscetibilidade ao fluconazol de leveduras isoladas de urina de pacientes internados
no Hospital Escola da Faculdade de Medicina de Itajuba — FMIt. As leveduras (63) foram
testadas frente ao fluconazol pelo método de difusdo em agar, empregando E-Test e
tendo Candida parapsilosis (ATCC 22019), como controle. O resultado do E-test revelou
que 79,36% das leveduras apresentaram sensibilidade ao fluconazol, 4,77% mostraram
suscetibilidade dependente da dose (S-DD) e que 15,87% foram resistentes. As espécies
que apresentaram maiores percentuais de sensibilidade para o fluconazol foram Candida
tropicalis (92,3%) e Candida albicans (83,33%). Os resultados aqui apresentados
mostram uma elevada taxa de suscetibilidade para isolados de urina. No entanto, os
percentuais de resisténcia encontrados foram maiores do que aqueles normalmente
reportados para leveduras de urina.

Palavras-chave
Leveduras; Fluconazol; Perfil de suscetibilidade

de risco, sendo que até 20% de individuos hospitalizados
podem apresentar essa condi¢ao, ao longo de sua internagao,

Normalmente, a urina ndo apresenta nenhum
microrganismo, ja que o trato urinario é estéril. A excecao
fica por conta do primeiro centimetro distal da uretra, que
pode conter microrganismos encontrados na pele.( A
presenca de microrganismos pode levar ao desenvolvimento
de infecgdo urinaria, principalmente, em pacientes em uso
de cateter urinario.®

A capacidade das leveduras em aderir e formar
biofilmes em cateter urinario tem sido considerada um dos
principais fatores relacionados a viruléncia de Candida spp.,
pois faz com que esse material se torne um reservatoério
microbiano, aumentando o risco de infeccéo hospitalar, entre
elas, a candiduria.®% O termo candiduria ndo envolve
necessariamente a presenca de sinais e/ou sintomas de
infeccéo urinaria e pode ser definido, simplesmente, como o
crescimento de Candida sp. em culturas de urina. Trata-se
de evento muito frequente entre pacientes expostos a fatores

principalmente quando internados em unidade de terapia
intensiva.®?

Em casuisticas de infecgdes urinarias por leveduras,
Candida albicans tem sido considerada a espécie mais
comumente isolada de trato urinario (50% a 70%), seguida
por Candida glabrata (5% a 33%) e por outras espécies de
leveduras do grupo n&o albicans (8% a 28%).®"'9 Clara-
mente, no mundo, a frequéncia de espécies nao albicans
vem aumentando de forma consistente.(") No Brasil, além de
C. albicans (35,5%-70%), as duas espécies mais isoladas
de urina de pacientes hospitalizados séo Candida tropicalis
(4,6% a 52,5%) e Candida glabrata (7% a 8,8%).(21219

Estudos padronizados de testes de suscetibilidade in
vitro aos antifungicos tém fornecido também dados acerca
da epidemiologia dos isolados de Candida spp.('®'" recupe-
rados de urina de pacientes hospitalizados frente as drogas
antifungicas. De fato, baixas taxas de sensibilidade a anti-
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fangicos tém sido verificadas em muitos isolados e em
diferentes regides geograficas, inclusive no Brasil, o que
parece ser decorrente de terapéutica prolongada®'® e/ou
de resisténcia cruzada.®2"

Tendo em vista o aumento na incidéncia de infecgbes
fungicas invasivas e a utilizacdo macica de agentes anti-
fungicos na quimioterapia desses processos, bem como a
ocorréncia do fendbmeno de resisténcia, € fundamental a
realizacdo de estudos que abordem a identificacdo e a
distribuicdo dos perfis de suscetibilidade de leveduras de
origem clinica para um manejo de pacientes e um controle
dos processos fungicos mais eficientes.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram analisadas 63 amostras de leve-
duras isoladas de urina de pacientes internados no Hospital
Escola da Faculdade de Medicina de Itajuba (HE - FMIt),
previamente identificadas pelo método bioquimico classico.
Duas amostras eram de Trichosporon asahii e as demais de
C. albicans (18), C. parapsilosis (20), C. tropicalis (13),
Candida. guilliermondii (03), C. glabrata (03), Candida krusei
(01), Candida dubliniensii (01) e Candida spp. (02).

E-test. O teste de suscetibilidade ao fluconazol foi
realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante
(AB Biodisk®), empregando agar de Sabouraud dextrosado,
vertido em placas de Petri de 90 mm de didmetro. O in6culo
foi ajustado a escala 0,5 de McFarland e distribuido unifor-
memente sobre a superficie do meio com auxilio de swab
esterilizado. Apds a deposicao da tira de fluconazol sobre a
placa, esta foi incubada a 35° C durante 48 horas. As leituras
dos halos foram realizadas com 24 e 48 horas, e a determi-
nacao do ponto final da concentragao do fluconazol foi aquela
em que a elipse de inibicdo foi detectada.?® A leitura da
concentracao determinou a sensibilidade (halo <8 pg/mL), a
resisténcia (halo <64 pg/mL) e a suscetibilidade dose-
dependente [S-DD] (16 e 32 pg/mL).) Candida parapsilosis
(ATCC 22019) foi utilizada como cepa controle.

RESULTADOS

A concentragédo inibitéria minima das 63 amostras
analisadas para fluconazol variou de 0,25 a >256 ug/mL e a
CIM,, foi 1,5 pg/mL e CIM,, 128 pg/mL. A espécie que apre-
sentou maior variagéo da CIM foi C. parapsilosis com valores
entre 0,25 a >256 pg/mL. As amostras de C. parapsilosis e
C. krusei evidenciaram o mesmo valor para CIM,, (64 ug/mL)
e, entre as amostras de C. glabrata, C. albicans e Candida
spp., a CIM,, foi >256 pg/mL (Tabela 1).

A Tabela 2 mostra a distribuicdo da suscetibilidade de
acordo com as diferentes espécies. Cinquenta (79,36%)
amostras foram sensiveis ao fluconazol, trés (4,77%) foram
S-DD e dez (15,87%) resistentes. A espécie que apresentou
maior suscetibilidade foi C. tropicalis (92,3%), seguida de C.
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albicans (83,33%) e C. parapsilosis (80%). Todas as amostras
de C. guilliermondii, C. dubliniensi e T. asahii foram sensiveis
ao fluconazol. Suscetibilidade dose dependente (S-DD) foi
encontrada em C. parapsilosis (5%), C. tropicalis (7,7%) e C.
glabrata (33,34%). As cepas que apresentaram resisténcia
foram C. krusei (100%), C. glabrata (66,66%), C. albicans
(16,67%), C. parapsilosis (15%) e Candida spp. (50%).

Tabela 1 - Parametros de suscetibilidade de Candida spp. isoladas
de urina, frente ao fluconazol

Espécies Variacéo da CIM CIM 50 CIM gg
(n) (Hg/mL) (Mg/mL)  (ug/mL)

C. albicans (18) 1->256 1.5 > 256
C. parapsilosis (20) 0.25 - >256 1 64
C. tropicalis (13) 0.75-24 0.75 2
C. guilliermondii (3) 0.75-8 1 3
C. glabrata (3) 32 - >256 32 > 256
C. krusei (1) 64 64 64
C. dubliniensii (1) 0.38 0.38 0.38
Candida spp. (2) 1->256 1 > 256
T. asahii (2) 2-6 2 6
Total (63) 0.25 - > 256 1.5 128

CIM = Concentracédo Inibitéria Minima

Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade ao fluconazol de espécies de
Candida e Trichosporon determinado pelo E-test

Espécies Sensivel SDD Resistente
(n) <8 16-32 > 64
n (%) n (%) n (%)
C. albicans (28,60) 15 (83,33) - 03 (16,67)
C. parapsilosis (31,75) 16 (80) 01 (5%) 03 (15)
C. tropicalis (20,63) 12 (92,3) 01 (7,7%) -
C. guilliermondii (4,76) 03 (100) - -
C. glabrata (4,76) - 01(33,34%) 02 (66,66)
C. krusei (1,58) - - 01 (100)
C. dubliniensii (1,58) 01 (100) - -
Candida spp. (3,17) 01 (50) - 01 (50)
T. asahii (3,17) 02 (100) - -
Total (100) 50 (79,36) 3(4,77) 10 (15,87)

SDD = Suscetibilidade Dependente da Dose

DISCUSSAO

Apesar da ocorréncia de candiduria em pacientes
hospitalizados ser um fenémeno conhecido, o significado
clinico da presenca de leveduras na urina desses pacientes
é de dificil interpretacdo,® pois a distingao entre contaminagéo
e infecgdo ndo é clara, mesmo com critérios diagndsticos
confidveis. ® Candidurias sdo muito frequentes em pacientes

RBAC. 2012;44(2):93-6



Perfil de suscetibilidade ao fluconazol de leveduras isoladas de urina de pacientes internados em um

hospital universitario do sul de Minas Gerais, Brasil

expostos a fatores de risco, sendo que até 20% dos pacientes
hospitalizados podem apresentar infec¢éo urinaria ao longo
de sua internagéo, particularmente, aqueles de unidades de
terapia intensiva.® Estima-se que pacientes de risco para
candidemia em UTI estejam sendo tratados empiricamente
com fluconazol, o que ocasiona a selecédo de espécie néo
albicans com suscetibilidade reduzida a azélicos(?527
acarretando o isolamento de cepas resistentes.®?”

De acordo com diferentes trabalhos, a incidéncia de
cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol no Brasil é
inferior a 10%.%3% Segundo Colombo,?® esse baixo indice é
decorrente do uso reduzido de fluconazol como profilatico
nos hospitais brasileiros. No presente estudo, no entanto, foi
obtida uma taxa de resisténcia (15,87%) maior do que a
informada por Colombo.?® Da mesma maneira, a taxa de
sensibilidade ao fluconazol obtida nesta avaliagéo (79,36%)
foi menor do que aquela (92,4%) relatada por Aquino et al.®?
Com reportada comumente na literatura,®? a resisténcia
intrinseca de C. krusei ao fluconazol (100%) também foi
observada.

Neste estudo, apesar dos valores de CIM para fluconazol
de isolados de C. glabrata serem variaveis e frequentemente
maiores do que aqueles para C. albicans,®? C. glabrata, C.
albicans e Candida spp evidenciaram o mesmo valor de CIM,
(>256 pg/mL). Todavia, para C. glabrata, os valores CIM aqui
observados foram maiores do que os descritos em outras
publicagdes. (833

Nas cepas aqui estudadas, 7,7% de C. tropicalis e
33,34% de C. glabrata foram S-DD, enquanto que em um
estudo com diversos hospitais brasileiros, Colombo et al.¢4
encontraram taxas menores, com percentuais de SDD/
resisténcia ao fluconazol de 2,1% para C. tropicalis e de 16%
para C. glabrata. Os resultados apresentados aqui estdo de
acordo com a literatura nacional quanto a taxa de sensi-
bilidade de C. tropicalis (92,3%), um pouco inferior a taxa
obtida por Colombo et al.®** (97,8%) e Aquino et al.®" (100%).

Colombo et al.®¥ relataram ainda taxas de SDD/resis-
téncia ao fluconazol de 4% para C. albicans e de 4,4% para
C. guilliermondii. No entanto, no presente trabalho, C. albicans
exibiu taxas de resisténcia de 16,67%, e C. guilliermondii taxa
de sensibilidade de 100%. A sensibilidade de C. guilliermondii
aqui obtida foi superior, inclusive, ao informado para a
América Latina (77%).¢®

Oitenta por cento das amostras de C. parapsilosis
analisadas apresentaram-se sensiveis ao fluconazol, 5%
foram S-DD e 15% foram resistentes. Os dados aqui
reportados, quando comparados com os de Colombo et al.®%
e Silva et al.,?" evidenciam taxas de dose-dependéncia e
resisténcia cerca de 15 a 25 vezes maiores do que as taxas
encontradas por aqueles autores.

Embora haja divergéncia entre os dados obtidos neste
estudo e a literatura, deve-se levar em consideragao a
diferenca entre os sitios de obtencdo das amostras, pois
variagcbes da suscetibilidade ao fluconazol podem ser
observadas entre diferentes sitios de isolamento de

RBAC. 2012;44(2):93-6

leveduras,®) bem como em decorréncia do método empre-
gado para a avaliagdo da suscetibilidade as drogas
antifungicas. Outro fator significativo € a procedéncia das
amostras analisadas, ja que, neste estudo, estas foram
oriundas apenas do Hospital Escola da FMIt, enquanto que
os estudos brasileiros, cujos dados foram usados para
comparagdo, apresentavam um carater multicéntrico. @343

CONCLUSOES

A partir da presente avaliagao, foi possivel concluir que
os valores de CIM obtidos dos espécimens de urina aqui
estudados sdo maiores do que aqueles obtidos a partir de
outros sitios anatdmicos. Os dados de resisténcia e SDD
estdo acima dos obtidos nos demais hospitais brasileiros
e, por isso, presumimos haver uso profilatico ou empirico de
fluconazol no Hospital Escola da FMIt. Estes dados nos levam
a sugerir como protocolo a realizacdo de testes de susce-
tibilidade ao fluconazol para amostras de leveduras prove-
nientes de pacientes hospitalizados com infecgéo fungica
documentada, apds o uso empirico ou profilatico de azdlicos.

Summary

Funguria is defined as fungi growth in urine cultures without infection
and it is frequent among hospitalized patients in use of urinary
catheter. The identification of these fungi is essential for the etiology
definition and the study of susceptibility profile to antifungal agents,
since the resistance to fluconazol has become frequent and
important. The aim of this study was determine the susceptibility
profile of yeasts isolated from urine of patients at the Hospital of
Medical School [FMIt]. The yeasts (63) were tested by the E-test
method using Candida parapsilosis [ATCC 22019] as control. The
E-test result showed that 79,36% of yeasts were fluconazole
susceptible, 4,77% were dose-dependent susceptible (DD-S) and
15,87% were resistant. The species with highest sensitivity were
Candida tropicalis (92,3%) and Candida albicans (83,33%). The
results presented here show a high rate of susceptibility to urine
isolates. However, the resistance percentages found were larger
than those reported usually for yeast from urine.

Keywords
Yeasts; Fluconazole; Susceptibility profile
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INTRODUGCAO

Resumo

A infecgao do trato urinario € uma patologia extremamente frequente em todo mundo,
sendo uma das mais importantes causas de infecgbes na comunidade. Os organismos
envolvidos nesses processos sdo normalmente bactérias Gram-negativas, destacando-
se, entre elas, a Escherichia coli. Em alguns isolados de enterobacterias, tem sido
encontrado mecanismos de resisténcia denominado de ESBL, que afeta grande parte
dos antimicrobianos beta-lactamicos de uso clinico. Devido a esse fato, o presente
trabalho teve como objetivo pesquisar a frequéncia das bactérias causadoras de infec¢éo
urinaria oriundas da comunidade e, adicionalmente, averiguar a presenca de ESBL
através da implementagcdo de um método de deteccdo em um laboratério privado de
Caxias do Sul (RS). Foi analisado um total de 277 amostras de urina, das quais 123 foram
uroculturas positivas. Escherichia coli foi a bactéria mais isolada (70%), seguida por
Staphylococcus saprophyticus (13%), Proteus mirabilis (8.3%), Klebsiella sp. (6.7%),
Pseudomonas aeruginosa (1.8%) e Enterococcus sp. (0.8%). A possivel produgéo de
beta-lactamases foi observada em apenas dois isolados de enterobactérias que
apresentaram triagem positiva para ESBL, mas nenhuma foi positiva na confirmacao.
Ainda assim, é de grande importancia o conhecimento epidemiolégico dos isolamentos
bacterianos, seu padréo de sensibilidade aos antimicrobianos e mecanismos de
resisténcia existentes, a fim de proporcionar ao paciente as condigbes para um tratamento
adequado e eficaz.

Palavras-chave
ESBL; Infecgéo urinaria; Escherichia coli; Resisténcia bacteriana

beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL). As ESBLs sao
um grupo de enzimas de codificagdo plasmidial, derivadas

A infecgdo do trato urinario (ITU) é uma patologia
extremamente frequente em todo mundo, sendo a principal
causa de infecgbes na comunidade, atingindo todas as
idades e géneros na populagao. Apesar das infecgdes
urinarias normalmente serem de carater agudo e de facil
tratamento, podem se agravar, resultando em perda da
funcéo renal, contribuindo para uma pequena taxa de
mortalidade na populagédo.(-®

As principais bactérias causadoras das ITUs séo,
na sua maioria, Gram-negativas. Dentre elas, Escherichia
coli é, seguramente, a mais isolada, sendo seguida por
Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa.*®

Um importante mecanismo de resisténcia enzimatico
encontrado em isolados de enterobactérias é a producédo de

das beta-lactamases classicas (TEM-1, TEM-2, SHV-1), que
sofreram mutagdes, alterando sua configuracdo de amino-
acidos. Além de proporcionarem resisténcia as amino e
ureidopenicilinas, tém seu espectro ampliado as cefalos-
porinas de terceira e quarta geragéo e aos monobactans, nao
hidrolisando as cefamicinas e os carbapenens.”

Sabe-se que muitos estudos sao realizados na
pesquisa de isolados bacterianos produtores de ESBL em
hospitais, mostrando uma alta prevaléncia desses pato-
genos. No entanto, poucos estudos sdo desenvolvidos no
ambito da comunidade.®® Devido a esse fato, o presente
trabalho buscou avaliar a frequéncia de cepas de uroculturas
oriundas de ambiente comunitario, mediante implementacao
de um método de detecgao laboratorial para ESBL em
instituicdo privada.

'Académica de Biomedicina da Universidade Feevale. Novo Hamburgo, RS, Brasil.
2Professora Me. do Curso de Biomedicina da Universidade Feevale. Novo Hamburgo, RS, Brasil.

3Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.
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MATERIAL E METODOS

As amostras do presente estudo foram constituidas
de cepas bacterianas isoladas de espécimens de urina de
individuos egressos da comunidade, atendidos em um
Laboratério privado de Caxias do Sul (RS), no periodo de
dezembro de 2009 a abril de 2010. As bactérias presentes
na urina, cujo crescimento foi igual ou superior a 100.000
UFC/mL, foram identificadas através de provas bioquimicas
em equipamento automatizado.

E. coli, Klebsiella sp. e P. mirabilis foram avaliadas
quanto ao seu potencial de produzir ESBL por teste de triagem
de disco difusdo com beta-lactdmicos de amplo espectro,
conforme Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).(1»
Nessa triagem, cada cepa foi suspendida em solugéo
fisiologica até o equivalente a escala 0.5 McFarland, semeada
em agar Miller-Hinton e testadas frente a discos de
cefatzidima (30 pg), ceftriaxona (30 ug), cefotaxima (30 pg) e
aztreonam (30 pg) (DME) contra E. coli e Klebsiella sp. e
discos de ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg) e
cefpodoxima (10 pg) (DME) contra P. mirabilis. Apds incubacao
a 35°C/18 horas, foram procedidas leituras dos halos de
inibicdo. Os valores desses halos foram confrontados com
aqueles estabelecidos pelo CLSI.(" (Tabelas 1 e 2) e a
producdo enzimatica foi confirmada por disco aproximacgéo
com disco de amoxicilina/ &cido clavulanico 20 pug/10 ug - DME.

Tabela 1 - Medidas de halos sugestivos para produgéo de ESBL em
E. coli e Klebsiella sp.

Antimicrobiano Halo (mm)
Aztreonam <27
Cefotaxima <27
Ceftazidima <22
Ceftriaxona <25

Fonte: CLSI, 2010 (M100-S20)

Tabela 2 - Medidas de halos sugestivos para produgéo de ESBL em
P. mirabilis.

Antimicrobiano Halo (mm)
Cefotaxima <27
Ceftazidima <22

Cefpodoxima <22

Fonte: CLSI 2010 (M100-S20)

Para técnica de disco aproximagao, realizou-se a
difusdo com amoxicilina/acido clavulanico (20 pg/10 pg) na
regido central da placa e, a 20 mm desse, foram colocados
os discos de ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg) e
ceftriaxona (30 pg) e, ainda, aztreonam (30 ug) (DME). Apds a
incubacao (35°C/18 a 20 horas), foi avaliada a presenca/
auséncia de zona deformada caracteristica, chamada de zona
fantasma, entre o disco combinado e os discos com os
demais antibioticos dispostos na periferia.
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Para fins de controle de qualidade do teste de deteccao
de ESBL, utilizou-se cepa de Klebsiella pneumoniae [ATCC
700603] e, como controle negativo, empregou-se Escherichia
coli [ATCC 25922].

RESULTADOS

Foi analisado um total de 277 amostras de urina, das
quais 123 (44.4%) foram urinoculturas positivas. A bactéria
mais frequentemente isolada foi E. coli, representando
praticamente 70% das amostras, seguida por S. saprophyticus
(13%), P. mirabilis (8,3%), Klebsiella sp. (6,7%), P. aeruginosa
(1,8%) e Enterococcus sp. (0,8%) (Tabela 3).

Dentre as enterobactérias classicamente produtoras
de ESBL, E. coli, P. mirabilis e Klebsiella sp., apenas duas
cepas apresentaram teste de triagem positivo, tendo halos
sugestivos para producao de ESBL, sendo elas, uma E. coli
e outra de P. mirabilis. Porém, no teste confirmatério por disco
aproximagdo, nenhuma delas apresentou positividade para
ESBL (Tabela 3).

Tabela 3 - Isolados bacterianos em urina comunitaria e resultados
de triagem/confirmagéo para ESBL

. . N° de Teste de .Test(? .

Microrganismo . . confirmatério
amostras (%) triagem positivo
ESBL

Escherichia coli 85 (69,4) 1 Negativo
S. saprophyticus 16 (13) N.A. N.A.
Proteus mirabilis 10 (8,3) 1 Negativo
Klebsiella sp. 8(6,7) - -
P. aeruginosa 2(1,8) - -
Enterococcus sp. 1(0,8) N.A. N.A.
Total 123 (100) 2 Negativo

N.A.: Nao se aplica

DISCUSSAO

As infec¢cbes do trato urinario sdo extremamente
frequentes em todas as idades, desde o neonato até a idade
senil. Nos Estados Unidos, quase 10 milhdes de pessoas
se submetem anualmente a consultas médicas, devido a
complicacbes urinarias. No Brasil, cerca de 80% das con-
sultas médicas sao atribuidas a esse mesmo problema e
45% das amostras de urina séo positivas, demonstrando
uma alta taxa de infecgdo urinaria na populagdo do Pais.(""

Os dados encontrados no presente estudo referentes
a etiologia bacteriana sdo similares aos descritos por outros
autores, uma vez que E. coli é o patégeno mais frequente-
mente isolado. Essa bactéria esta envolvida em 70% a 95%
das ITUs adquiridas na comunidade, sendo suas taxas
influenciadas pela translocacdo de cepas de E. coli da
microbiota intestinal para o trato urinario.(219

O S. saprophyticus foi o segundo organismo mais
isolado (13%) em ITU's, o que é compativel com os dados
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da literatura americana. Porém, na maioria dos artigos
brasileiros tem sido descrita baixa prevaléncia, variando de
3,5% a 5,7%. Tal fato pode ser explicado por seu crescimento
mais lento ou pela confusdo com outros Staphylococcus
comensais do trato urinario.®4' Em contrapartida, em
estudos nacionais, a Klebsiella sp. surge como o segundo
patégeno mais isolado em infecgbes urinarias, o que
contraria os achados da presente investigacdo, onde ela
ocupa o quarto lugar (6,7%).49

Em relagdo as outras enterobactérias isoladas,
encontrou-se concordancia com a frequéncia descrita em
outras analises, verificando-se baixa prevaléncia de P.
aeruginosa. Contudo, essa bactéria tem sido considerada
um patoégeno emergente em ITUs na comunidade.®

Em geral, tem sido observado, em bactérias, um
grande numero de formas de resisténcia aos antimicro-
bianos. Dentre esses mecanismos, a producao de beta-
lactamases é um dos mais importantes.('®') Nesse grupo
de enzimas hidroliticas, destacam-se as beta-lactamases
de espectro estendido (ESBL), que sdo produzidas por
bacilos Gram-negativos, frequentemente isoladas em cepas
de Klebsiella sp. e E. coli, sendo menos incidentes em outras
enterobactérias como em P. mirabilis.('®

As cepas produtoras de ESBL vém sendo descritas
com frequéncia crescente em todas as partes do mundo,
incluindo a América do Sul, onde a taxa em Klebsiella sp.
oscila de 3,1% a 95%; em E. coli de 3,3% a 47,3% e em P.
mirabilis de 9,5% a 35,5%. Cepas ESBL-positivas sado
sabidamente mais isoladas em amostras de pacientes
hospitalizados, podendo causar surtos nosocomiais. No
entanto, também podem ser encontradas em amostras de
origem comunitaria, onde a maioria das infecgdes sao
urinarias e causadas por E. coli.®19

Dados nacionais de pesquisa desenvolvida no Parana
revelaram que 31% de isolados de E. coli uropatogénicas
comunitarias foram consideradas suspeitas de serem produ-
toras de ESBL, durante triagem preliminar dessas amostras,
revelando um prevaléncia de 3,5%. No Canada, estudos
realizados no periodo de 2000 a 2002 em 157 pacientes
hospitalizados e n&o hospitalizados com infecgbes por E.
coli demonstraram uma incidéncia de 5.5% de cepas de E.
coli ESBL-positiva."?® Na Espanha, uma pesquisa também
revelou taxas mais elevadas de ESBL tanto em pacientes
hospitalizados quanto ambulatoriais. Segundo os autores
espanhdis, entre 1991 e 2003, houve um aumento dos per-
centuais de isolamento de bactérias ESBL-positivas, em
ambos os grupos de pacientes avaliados, da ordem de 4,8%
e 5,2%, respectivamente.®?'?2)

Apesar de estudos realizados por americanos e
europeus reportarem um aumento de casos de bactérias
produtoras de ESBL em locais ndo hospitalares, no presente
trabalho, ndo foram encontradas, nesses ambientes, cepas
produtoras de ESBL.?%2® Contudo, a implementagéo de um
método de detecgéo in vitro para ESBL em laboratérios
comerciais, sistematiza seu estudo, permitido futuras

RBAC. 2012;44(2):97-100

detecgdes na comunidade, contribuindo, dessa forma,
também com a vigilancia em saude.

CONCLUSAO

Nas condi¢cbes experimentais do trabalho em tela,
verificou-se que E. coli foi a principal bactéria responsavel
pelas infec¢des urinarias, seguida pelo S. saprophyticus.

O diagnéstico laboratorial das infecgbes urinarias, sua
epidemiologia e padrdo de sensibilidadade aos antimicro-
bianos séo informacgbes importantes, pois sabe-se que, na
maioria dos casos, o tratamento clinico é realizado de
maneira empirica, o que pode levar a uma propedéutica
inadequada e até mesmo ineficaz.

Na presente avaliacdo, apesar de ndo terem sido
isoladas cepas produtoras de ESBL cabe também aos
laboratérios de analises clinicas tal investigacdo, pois estes
tém, igualmente, papel importante na vigilancia dos indices
de resisténcia microbiana seja no ambiente hospitalar seja
no ambiente comunitario.

Summary

The urinary tract infection is an extremely frequent worldwide disease,
being the leading cause of infections in the community. The main
causative bacteria are Gram-negative and, among these,
Escherichia coli is the most isolated. In some enterobacteria's
isolated a important mechanism of resistance denominated ESBL
has been found, which affects most of beta-lactamic antibiotics of
clinical use. Because of this, this study sought to search the frequency
of urinary infection's causative bacteria arising from community and,
additionally, to verify the presence of ESBL in these through
implementation of a method for its detection at a private laboratory in
Caxias do Sul (RS). A total of 277 urine samples was analyzed, of
which 123 were positive uroculture. Escherichia coli was the most
isolated bacterium (70%), followed by Staphylococcus saprophyticus
(13%), Proteus mirabilis (8.3%), Klebsiella sp. (6.7%), Pseudomonas
aeruginosa (1.8%) and Enterococcus sp. (0.8%). The possible
production of beta-lactamase was observed in only two
enterobacteria's isolates which presented positive screening for
ESBL, but none of them was positive in the confirmation. Even so, it
is of great importance the epidemiologic knowledge of bacterial
isolates, their sensibility standard to antimicrobials and mechanisms
of resistance existent, in order to offer to the patient the conditions
for an adequate and effective treatment.
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ESBL; Urinary infection; Escherichia coli; Bacterial resistance
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Resumo

Este estudo caracteriza o perfil epidemioldgico e clinico dos portadores de HIV/AIDS que
frequentaram o Servigo de Assisténcia Especializada (SAE) de Cruz Alta, RS, no periodo
margo de 1993 a setembro de 2008, segundo aspectos demograficos, socioecondmicos
e comportamental. Um estudo epidemioldgico e analitico do tipo longitudinal retrospectivo
em 227 pessoas com sorologia positiva anti-HIV foi procedido. Foi avaliado um ndmero
significativo de casos do sexo feminino (51,5%), de etnia branca (70%), com faixa etaria
de 30 aos 39 anos (33%) e residentes em Cruz Alta (88,1%). Este estudo observou,
quanto as caracteristicas sociais, que se tratavam de individuos com escolaridade entre
cinco e oito anos (41,3%), casados (46,7%) e em situagéo regular de emprego (41%).
Verificou-se ainda que a categoria de exposigao com maior nimero de casos foi a de
individuos heterossexuais (85%), tendo a toxoplasmose cerebral (16,7%) como a principal
doencga oportunista. Em 6,1% dos casos, contudo, houve coinfecgdo com o virus da
hepatite C. Relativamente a terapia antirretroviral, 67,4% dos pacientes estavam sob
regime com antirretroviral, no momento da coleta dos dados. Os autores consideram
fundamentais para o controle da doenga, as intervengdes sobre a transmissdo do HIV
em populagdes de maior risco como mulheres e individuos de baixa escolaridade.

Palavras-chave

Perfil epidemioldgico; HIV; AIDS, Cruz Alta

INTRODUGCAO

No Brasil, na década de 80, foram registrados oficial-
mente, no estado de Sdo Paulo, os primeiros casos da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).(" . Em 1983,
foram notificados os primeiros casos no Rio Grande do Sul
(RS), em individuos do sexo masculino tanto homossexuais
quanto bissexuais.®® Segundo o Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS and World Health Organization
(UNAIDS/WHO),® cerca de 33,2 milhdes de pessoas no
mundo estdo contaminadas pelo virus da Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). No Brasil, sdo aproxima-
damente 730.000 pessoas infectadas® e, no Rio Grande
do Sul, sdo 37.207 casos.®

Vista a principio como uma epidemia especifica de
jovens pertencentes a “grupos de risco”, passou a acometer
indistintamente os individuos, ndo estando vinculada a sexo
e idade. Os fatores que mais contribuiram para a mudanca
do perfil da epidemia foram o comportamento heterossexual
individual e/ou coletivo, a maior insercdo da mulher na
sociedade, o aumento dos casos nas areas de interior e o
empobrecimento da populagdo.®©7)

Como forma de conter a disseminacédo da doenga, o
Ministério da Saude (MS) tem investido em programas de
prevencao. Em 1994, foram criados os Servigos de Assistén-
cia Especializada (SAE) que prestam assisténcia ambu-
latorial aos pacientes portadores de DST/HIV/AIDS em
diversas regibes do Pais. Por meio de uma equipe multidis-
ciplinar, esses servicos tém como objetivo principal prestar
atendimento integral e de qualidade a populagéo e contribuir
para o estabelecimento de uma rede de referéncia e contra-
referéncia de servicos no Sistema Unico de Satde. No Rio
Grande do Sul, ha cerca de 50 SAE's, distribuidos em diver-
sas regides do estado.® Esses servigos se caracterizam
pela presenca de equipes multidisciplinares que fornecem
assisténcia clinica e psicossocial aos pacientes, fazem
controle e dispensacgéo de antirretrovirais e de preservativos,
promovem atividades educativas para ades&o a terapia
antirretroviral e atividades educativas para prevencao e
controle das DST/AIDS, bem como a operacionalizagdo na
realizacdo de exames laboratoriais necessarios ao
monitoramento do tratamento antirretroviral.®

Neste contexto, sendo o SAE de Cruz Alta, RS o centro
de referéncia para assisténcia e tratamento de pacientes

Centro Universitario Feevale — FEEVALE e Servigo Municipal de Assisténcia Especializada em DST/HIV/AIDS (SAE) de Cruz Alta, RS, Brasil.

'Biomédica, Pés-Graduanda em Anélises Clinicas — FEEVALE — Novo Hamburgo, RS, Brasil.

2Médico, Adjunto ao SAE — Cruz Alta, RS, Brasil.

SEnfermeiro, Docente da Universidade de Cruz Alta — UNICRZ — Cruz Alta, RS, Brasil.
“Farmacéutico Bioquimico, Docente da FEEVALE — Novo Hamburgo, RS, Brasil.
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HIV positivos dos municipios da 92 Coordenadoria Regional
de Saude do RS (92 CRS-RS), este trabalho teve como objetivo
descrever o perfil epidemioldgico e clinico das pessoas com
sorologia positiva anti-HIV que frequentaram os servigos do
SAE de 1993 a 2008, segundo aspectos demogréficos,
socioeconémicos e de comportamento.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo epidemioldgico e analitico, do
tipo longitudinal retrospectivo, desenvolvido no SAE de Cruz
Alta (RS) durante o segundo semestre de 2008. O numero
de individuos cadastrados no SAE foi de 454, no periodo de
margo de 1993 a setembro de 2008. Porém, a amostra utili-
zada para este estudo contou com 227 individuos, em decor-
réncia de exclusdes por o6bito, falta e transferéncia.

Para caracterizar os pacientes faltosos, os seguintes
critérios foram definidos: a) pacientes que realizam terapia
antirretroviral e que ndo buscaram medicagdo durante dois
meses consecutivos, no periodo de um ano; b) pacientes
que realizam e nao realizaram a terapia antirretroviral e fica-
ram sem ser avaliados em exames periédicos, durante dois
trimestres, no periodo de um ano; c¢) pacientes que realizam
terapia antirretroviral e ndo buscaram medicagcdo durante
um més, bem como nao realizaram os exames periodicos
em um trimestre, no periodo de um ano.

Os dados foram coletados diretamente do banco de
dados do programa Epi Info 3.2.1, sendo a ultima atualizagéo
procedida em outubro de 2008, a partir dos prontuarios
clinicos.

As variaveis selecionadas para o estudo foram perfil
sociodemografico (sexo, faixa etaria, municipio de residéncia,
cor, escolaridade, estado civil e situagéo profissional) e perfil
clinico (tipo de exposicdo, doenca oportunista, coinfecgéo e
terapia antirretroviral).

A analise estatistica dos dados foi realizada pelos
programas Epi Info 3.2.1 e SPSS for Windows, verséo 12.0
através de analises de frequéncia.

RESULTADOS

Um total de 227 pessoas com sorologia positiva anti-
HIV frequentaram o SAE de Cruz Alta-RS, no periodo de
marco de 1993 a setembro de 2008. A Tabela | apresenta
as caracteristicas demograficas dos individuos estudados.
Mais da metade das pessoas avaliadas era do sexo
feminino (n=117; 51,5%), de cor branca (n=159; 70%) e com
faixa etaria entre 20 e 60 anos. No entanto, havia predominio
de individuos jovens com idade oscilando entre 30 a 39
anos (n=75; 33%). Observou-se que 11,5% (n=26) dos indivi-
duos estudados residiam em outros municipios préximos
a cidade de Cruz Alta.

Quanto as caracteristicas sociais (Tabela Il), verificou-
se que 41,3% (n=105) dos individuos avaliados possuiam
tempo de escolaridade entre cinco a oito anos. O estado civil
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Tabela | - Caracteristicas demograficas dos pacientes com
HIV/AIDS SAE (Cruz Alta - RS), 1993-2008

o Frequéncia
Variaveis n(227) %
Sexo

Feminino 117 51,5
Masculino 110 48,5
Idade (anos)
<20 17 7,5
20-29 48 21,1
30-39 75 33,0
40-49 57 25,1
50 - 59 23 10,1
> 60 7 3,1
Residéncia
Municipio de Cruz Alta 200 88,1
Outros municipios 26 11,5
Ignorado 1 0,4
Cor
Branca 159 70,0
Parda 52 23,0
Negra 16 7,0

Tabela Il - Caracteristicas sociais dos pacientes com HIV/AIDS - SAE
(Cruz Alta - RS), 1993-2008

o Frequéncia
Variaveis n@27) %
Escolaridade (anos)

Nenhuma 11 4.8
1-4 42 18,5
5-8 105 41,3
9-1 35 15,4
>12 9 4,0
Ignorado 25 11,0
Estado civil
Casado/Companheiro 106 46,7
Separado/Divorciado 8 3,5
Solteiro 80 35,2
Viavo 15 6,6
Ignorado 18 8,0
Situagéo profissional
Estudante 17 7,5
Do lar 51 22,5
Desempregado 34 15,0
Empregado 93 41,0
Autébnomo 5 2,2
Aposentado 6 2,6
Ignorado 21 9,3
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mais frequente foi casado [ou com relacdo marital estavel]
em 46,7% (n=106) dos casos. Relativamente a situagéo
profissional, 41% (n=93) dos individuos que frequentaram o
SAE estavam empregados.

As caracteristicas associadas aos pacientes com HIV/
AIDS estao descritas na Tabela Ill. No entanto, com relagéo a
opcédo sexual, 85% (n=193) desses pacientes mantinham
relacao heterossexual. A taxa de transmissao da doencga entre
usuarios de drogas injetaveis (UDI) foi de 13,2% (n=30) e a
taxa de transmisséo vertical foi de 6,1% (n=14). A toxoplas-
mose cerebral foi a doenga oportunista com o maior numero
de casos (n=38; 16,4%). A sifilis foi encontrada em seis
individuos (2,6%) analisados. Observou-se ainda que, além
da sorologia positiva para o HIV, alguns pacientes também
apresentavam sorologia positiva para hepatite B (n=6; 2,6%)
e hepatite C (n=14; 6,1%). No momento da coleta de dados,
67,4% (n=153) das pessoas estudadas encontravam-se sob
terapia antirretroviral.

Tabela Il - Caracteristicas relativas ao HIV/AIDS - SAE (Cruz Alta -
RS),1993-2008

Variaveis Frequéncia
n (227) %
Tipo de exposigao
Homossexual 22 9,7
Heterossexual 193 85,0
Bissexual 5 2,2
Ignorado 7 3,1
Usuario de droga injetavel 30 13,2
Transmissé&o vertical 14 6,1
Doencas oportunistas
Toxoplasmose cerebral 38 16,7
Candidiase de es6fago 23 10,1
Pneumonia 23 10,1
Herpes zoster 16 7,0
Citomegalovirose 12 52
Tuberculose 1 4.8
Herpes labial 5 2,2
Coinfecgao
Hepatite C 14 6,1
Hepatite B 6 2,6
Sifilis 6 2,6
Terapia antirretroviral
Sim 153 67,4
Né&o 74 32,6
DISCUSSAO

O presente trabalho permitiu o conhecimento das
caracteristicas dos individuos com HIV que frequentaram o
SAE de Cruz Alta no periodo de 1993 a 2008. O estudo foi
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realizado com base em dados secundarios, estando sujeito
a limitagcbes, que podem, em maior ou menor grau, interferir
nos resultados apresentados. Como exemplo, pode-se citar
a falta de padronizacado no preenchimento dos questionarios
e, principalmente, a auséncia de funcionarios treinados des-
tinados especificamente para a coleta de dados.

Em decorréncia da feminizagao da epidemia, um nime-
ro significativo de casos em mulheres foi observado. Segundo
Brito et al.,(" a via de transmissao heterossexual tem contri-
buido de modo decisivo para o aumento de casos em mulhe-
res, no Brasil. Entre outros fatores, esse aumento tem ocorrido
devido a menor capacidade feminina para negociar a pratica
de sexo seguro com seus parceiros, se tornando, por isso,
mais vulneravel a doenca.® Além disso, o menor acesso a
servigos de saude reprodutiva, bem como as desigualdades
no ambito politico, cultural e socioeconémico sao fatores
que condicionam fortemente taxas mais elevadas em
mulheres.'®

Neste estudo, a faixa etaria de individuos acometidos
variou entre 20 e 60 anos. Alguns estudos revelam que indivi-
duos mais velhos podem apresentar maiores chances de
infeccéo por HIV por terem sido expostos, por mais tempo, a
situacbes de risco e apresentarem um maior desconheci-
mento acerca da doenca, por pertencerem a uma época onde
havia, claramente, menor quantidade de informagdes preven-
tivas disponiveis.('12)

Varios estudos tém confirmado que individuos de baixa
renda, nivel educacional inferior e menor acesso a infor-
macdes sobre saude e assisténcia médica tornam-se alvos
faceis de doencas potencialmente evitaveis.('>'® De acordo
com o grau de escolaridade, foi observado que a maioria dos
individuos que frequentaram o SAE possuia apenas de cinco
a oito anos de estudo formal. Estes dados s&o corroborados
por aqueles da pesquisa do CTA de Porto Alegre,('® onde o
maior percentual de infeccdo/doenga foi encontrado em
pacientes com baixo nivel de instrugdo. O aumento no
numero de casos em individuos com menor escolaridade
esta associado ao fenémeno de pauperiza¢édo.( O grau de
escolaridade tem sido uma variavel proxis do nivel socio-
econdémico dos individuos acometidos.('®'® Com relagdo a
situacdo profissional, encontrou-se maior numero de casos
em individuos empregados, assemelhando-se aos resul-
tados obtidos no estudo de Pechansky et al.,('? que também
demonstraram uma maior prevaléncia de soropositividade
em individuos com situagao regular de emprego.

Outro dado avaliado foi o local de residéncia dos paci-
entes. Um percentual de 11,5% dos individuos residia em
municipios proximos a cidade de Cruz Ata. Este dado parece
ter apoio em outros estudos que relatam a interiorizagédo da
doenca que vem se dirigindo para municipios com reduzido
tamanho populacional e menor renda per capita.'”

Segundo o estado civil, a populagdo que frequentou o
SAE de Cruz Alta era composta, em sua maioria, por
individuos casados. No entanto, em outros estudos, a pre-
ponderancia foi de individuos solteiros.("®' O fato de ter
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sido encontrado um maior numero de pacientes casados,
pode indicar uma mudanga de comportamento sexual. E
possivel que o relacionamento monogamico esteja sendo
substituido por um relacionamento mais flexivel com busca
por outros parceiros e novas praticas sexuais, tornando mais
vulneraveis esses individuos casados, a semelhanga do que
acontece com individuos solteiros.("®

Em perspectiva com os dados sobre o estado civil do
grupo estudado, observou-se também que a categoria de
exposicdo com maior numero de casos foi a heterossexual.
A hipotese de heterossexualizagdo da epidemia é corro-
borada pelo crescimento do numero de casos entre
homens heterossexuais. Uma justificativa para o aumento
no numero de casos para esta categoria de exposicdo em
mulheres é a negligéncia de protecdo dos maridos e
companheiros.'® Essa forma de contaminagdo remete,
indubitavelmente, a condicéo feminina, que, por submisséo
e/ou dependéncia em relagdo a seus parceiros, ndo tomam
a iniciativa para o estabelecimento de medidas pre-
ventivas.(¥

A categoria dos UDI foi outra que teve taxas mais eleva-
das. O maior numero de casos para a categoria de UDI é
normalmente encontrado nas regiées Centro-Oeste, Sudeste
e Sul do Pais, onde a oferta e 0 acesso as drogas ilicitas
apresentam menores dificuldades. A rota de escoamento de
drogas por portos e aeroportos e sua facilidade de distri-
buicdo, a densidade populacional e os grandes bolsées de
pobreza dessas regibes sdo os principais fatores condicio-
nantes.®01%

Em relacdo a transmissao vertical, observou-se um
numero significativo de casos. Estudos tém mostrado um
aumento progressivo desta categoria no decorrer do tempo,
como consequéncia direta da maior participagdo feminina
entre os casos de AIDS no Brasil.'5 E possivel que este
achado reflita a dificuldade de cobertura da demanda do pré-
natal pela atengdo basica dos municipios.?"

Entre as doencas oportunistas, a toxoplasmose cere-
bral teve um maior nimero de casos, seguida da candidiase
esofagiana e pneumonia. Frequentemente, as manifesta-
¢bes avangadas do HIV sdo observadas em individuos com
linfécitos CD4 inferior a 200 células/mm?, elevados niveis de
carga viral e condigbes clinicas indicativas de grave imuno-
comprometimento.?? Este cenario pode ser definido como
AIDS (CDC, 1992)@ e o aparecimento das doencas oportu-
nistas séo intercorréncias comuns .

A toxoplasmose cerebral pode ser considerada como
uma das principais causas da encefalite focal em pacientes
com AIDS.?" Na década de 90, alguns estudos mostraram
que, com o aumento no numero de casos de HIV, houve um
aumento na prevaléncia de toxoplasmose.®) Ja com o
advento da terapia antirretroviral de alta eficiéncia, observou-
se uma mudanca no curso da infec¢édo pelo HIV, verificando-
se um declinio na prevaléncia e incidéncia da toxoplasmose.
Vale ressaltar que esta é uma doenga com elevada morbi-
mortalidade, se ndo reconhecida e tratada precocemente.?)
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Na maioria dos casos, contudo, a doenca resulta de reati—
vacao de infecgao latente, com prevaléncia variavel (3% a
50%), de acordo com a area geografica, nivel cultural,
habitos alimentares, idade e estabelecimento rural ou
urbano.?2" Neste estudo, fatores como a area geografica
e 0 baixo nivel socioeconémico contribuiram de forma
significativa para o grande numero de casos de toxoplas-
mose cerebral.

Com relagdo a presenca de comorbidades, a coinfec-
¢ao por hepatite C (HCV) teve maior prevaléncia. Estudos
revelam que, devido a similaridade das rotas de transmisséao,
a coinfecgcdo HIV/HCV é relativamente frequente, afetando
30% a 50% dos portadores de HIV.?® Entre os principais
fatores de risco para a coinfeccéo HIV/ HCV, estédo o estado
civil (individuo separado/ viuvo), uso de drogas ilicitas e habito
de compartilhar seringas. 30

No presente trabalho, foi possivel ainda observar que
mais da metade dos individuos que frequentaram o SAE de
Cruz Alta encontravam-se em tratamento. Segundo o Minis-
tério da Saude,®" o inicio da terapia antirretroviral é reco-
mendado para pacientes com manifestagbes clinicas
associadas ao HIV, independentemente da contagem de
linfécitos CD4 e da carga viral plasmatica, e para aqueles
com contagem de linfécitos CD4 abaixo de 200 células/mm?,
independentemente da presenca de sintomas ou da mag-
nitude da carga viral. Entretanto, com a introdugéo de tera-
pias novas e cada vez mais eficientes, houve uma reducéo
na morbi-mortalidade da epidemia da AIDS no Brasil, como
resultado do amplo acesso a terapia antirretroviral, estraté-
gias de prevencao e controle da doenga no Pais. (323334

CONCLUSOES

A presente avaliagdo permitiu concluir que se trata de
uma epidemia com caracteristicas semelhantes aquelas que
ocorre em outras regides do Pais, onde ha disseminacéo
crescente da doenga em municipios de menor tamanho po-
pulacional, o que é o caso de Cruz Alta e os demais municipios
da 9% CRS - RS, que contabilizam uma populacéo inferior a
70.000 habitantes.®17.10)

Para controle da doencga, sao necessarias inter-
vencgdes voltadas a prevencado da transmissédo do HIV, em
populagdes de maior risco, como mulheres e individuos de
baixa escolaridade. Constatou-se que ha necessidade de
melhorar o acesso das pessoas com HIV/AIDS aos servigos
de saude de referéncia, bem como refor¢car o acompa-
nhamento e tratamento de pacientes em situacdo desfa-
voravel, minimizando o impacto negativo da desigualdade
social na sobrevida dos doentes. Ademais, este trabalho
marca o inicio da utilizagdo dos dados do SAE de Cruz Alta
como forma de enriquecer o sistema de vigilancia epide-
miolégica e possibilitar a realizacdo de novas investigacbes
cientificas, bem como permitir agbes de assisténcia,
prevencdo e promocgdo de saude aos portadores de HIV
desta regido.
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Summary

This study describes the epidemiological profile and clinical
management of HIV/AIDS who attended the SAE Cruz Alta, in the
period March 1993 to September 2008, according to demographic,
socioeconomic, and behavior. This is an epidemiological study and
analytical type of longitudinal study in 227 subjects with positive
serology for HIV. It was found that most subjects were female (51.5%),
white (70%), aged between 30 and 39 years (33%) and lived in Cruz
Alta (88.1%) . Regarding the social characteristics showed that these
are individuals with schooling from 5 to 8 years (41.3%), married
(46.7%) and in good standing of employment (41%). There was also
that the exposure category with the highest number of cases was
heterosexual (85%) and cerebral toxoplasmosis (16.7%) was the
most frequent opportunistic disease. In 6.1% of the cases were co-
infection with hepatitis C. Regarding the use of antiretroviral therapy,
67.4% performed at the time of data collection. The authors concluded
that interventions are needed towards the prevention of HIV
transmission in high-risk populations such as women and individuals
with low education.
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Epidemiological profile; HIV; AIDS, Cruz Alta
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de parasitoses em escolares de 6 a 12
anos do sistema publico de ensino de Alfenas, MG. Para isso foram escolhidas duas
escolas de ensino fundamental, uma localizada no centro da cidade e outra no bairro de
Gaspar Lopes. Foi passado um questionario para os alunos, e logo apds foram realizadas
palestras educativas sobre o tema "parasitoses”. Foram recolhidas amostras fecais das
criangas com o uso do PARATEST® e estas amostras foram analisadas pelo método de
Ritchie modificado. De 171 amostras analisadas, 31 foram positivas para pelo menos um
tipo de parasita, o que representa 18,12% de grau de positividade, porcentagem baixa
em se comparando trabalhos de outros autores, realizados em outras cidades. A Entamoeba
coli e a Giardia lamblia foram os parasitos mais encontrados (14,03 e 5,85%, respec-
tivamente), fato este que pode ter relacdes com o habito de tomar agua da torneira,
relatado por 25% das criangas. Percebeu-se, pela aplicagédo do questionario, que as
criangas sao cientes de bons habitos de higiene. A abordagem do tema "parasitoses”
pelas professoras existe nas escolas avaliadas, porém, precisa ser mais incentivado.

Palavras-chave
PARATEST®; Parasitas; Criangas

INTRODUGCAO

As parasitoses, apesar de todo o avancgo cientifico e
tecnoldgico atual, ainda implicam em importante objeto de
estudo, principalmente nos paises em vias de desen-
volvimento, nos quais até hoje s&o observadas precarias
condigbes higiénico-sanitarias e de baixa qualidade de vida
da populagédo. No Brasil, as enteroparasitoses estdo entre
0s principais problemas de saude publica, principalmente
em criangas.™

Sao doencas que acometem homens e animais com
maior frequéncia em paises tropicais, favorecidas pelas
condi¢des climaticas. No Brasil, a semelhanca de outros
paises em desenvolvimento, sua disseminagédo é ainda
aumentada por condigbdes socioeconOmicas, principal-
mente pelo baixo nivel de educacéo e falta de educagéo
sanitaria. Em numerosas localidades, as parasitoses tém
carater endémico. Os parasitas, por mecanismos diversos,
prejudicam a saude do hospedeiro, reduzindo a resisténcia
do organismo, predispéem a outras infeccdes e, na
populacéo infantil, particularmente, o parasitismo pode
constituir-se num fator agravante da subnutricdo. O baixo
rendimento de aprendizagem, entre os escolares, assim

como de trabalho, entre os operarios, pode ser conse-
quéncia da indisposi¢ao natural advinda de moléstias para-
sitarias.®

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou, em
1997, que existiam, em todo o mundo, cerca de um bilhdo de
individuos infectados por Ascaris lumbricoides, entre 800 e
900 milhées albergando Trichuris trichiura e ancilos-
tomideos, 400 milhdes infectados por Entamoeba histolytica
e 200 milhdes por Giardia lamblia.®

Os parasitos intestinais mais frequentemente en-
contrados em seres humanos sao: Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e os ancilostomideos (Necator ameri-
canus e Ancylostoma duodenale); e, dentre os protozoarios,
destacam-se a Entamoeba histolytica e Giardia lamblia.
Os danos que os parasitos intestinais podem causar a seus
portadores, principalmente em criancas, sédo: a obstrugéo
intestinal (Ascaris lumbricoides), a desnutricdo (Ascaris
lumbricoides e Trichuris trichiura), a anemia por deficiéncia
de ferro (ancilostomideos) e quadros de diarreia e ma
absorcédo de nutrientes (Entamoeba histolytica e Giardia
lamblia), sendo que as manifestagdes clinicas sado usual-
mente proporcionais a carga parasitaria albergada pelo
individuo.®

Pesquisa realizada no Laboratério de Anélises Clinicas e Toxicolégicas da Universidade José do Rosario Vellano — Unifenas — Alfenas, MG Brasil.

"Professor da disciplina Parasitologia Clinica e Humana na Universidade José do Rosério Vellano, Especialista em Anélises Clinicas e
Toxicolégicas e mestrando em Ciéncia Animal — Unifenas — Alfenas, MG, Brasil.
2Graduandos do Curso de Farmacia — Universidade José do Rosario Vellano — Unifenas — Alfenas, MG, Brasil.
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Um dos levantamentos multicéntricos das parasitoses
intestinais realizados no Pais revelou uma prevaléncia de
28,5% em escolares com idade de 7 a 14 anos.("

Estas parasitoses tém ocorréncia maior entre crian-
¢as devido ao fato destas brincarem no chao e levarem as
maos sujas a boca e, muitas vezes, sem que os pais e
responsaveis percebam, alimentam-se sem lavar as méos.
O sistema imunoldgico das criancas esta menos apto a
reconhecer e combater estes agentes patogénicos. Além
disso, a desnutrigdo, comum nas populagbes de baixa renda,
diminui a capacidade de resposta organica e a capacidade
de resposta a tratamentos medicamentosos.

A realizagdo do exame parasitolégico das fezes con-
siste num importante procedimento em laboratérios de
analises clinicas, pois podem confirmar suspeitas clinicas
de parasitoses intestinais, doengas que sdo causas de
mortalidade e morbidade em paises subdesenvolvidos.

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos na Universidade José
do Rosario Vellano obtendo um parecer favoravel, sob registro
de n° 24/2009.

Objetivos

« Orientar as criangas a respeito das parasitoses
intestinais e suas profilaxias;

» Verificar se ocorre abordagem do assunto nas
escolas;

» Averiguar a incidéncia atual de parasitoses na popu-
lagdo estudada e comparar os resultados das duas escolas,
ja que uma atende exclusivamente a zona urbana e outra
atende criangas da zona urbana e rural;

» Tracar o perfil higiénico-sanitario das criancas e de
suas familias por meio da analise das respostas dadas pelas
criangas a um questionario aplicado de forma individual com
questdes de multipla escolha.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas duas escolas da cidade de Alfe-
nas, MG. Inicialmente, foram realizadas visitas aplicando-se
questionarios individualmente as criangas, visando
estabelecer o perfil higiénico-sanitario da populagao e esta-
belecer relagdes dos resultados com o meio ambiente e
com fatores predisponentes as parasitoses, tais como
saneamento basico, habitos alimentares e pessoais, além
do contato com animais domésticos. Apos a aplicagéo,
realizaram-se palestras educativas com o propdsito de alertar
sobre os riscos de adquirir parasitoses e sua prevencgao.

Foi proposto as criangas que trouxessem amostras
para andlises. Em relacéo a orientagéo da coleta foi utilizado
material explicativo sobre a forma correta visto que o frasco
de utilizacao foi do tipo PARATEST®.

As 171 amostras foram encaminhadas ao Laboratério
de Parasitologia Clinica situado no bloco 13 (Curso de
Farmécia/campus Alfenas - Unifenas) e armazenadas de 2°
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a 8°C. Utilizou-se a metodologia de Ritchie, porém adaptado
ao uso do PARATEST®. Analisou-se o sedimento em ftriplicata
ao microscopio, utilizando-se como corante o lugol, e efetuou-
se a visualizagédo na objetiva de 10X e confirmag&o na de 40X.

RESULTADOS

Resultado geral

Foram analisadas amostras de 171 criangas, sendo
que 80 dessas amostras foram da escola da Zona Rural
(escola A) e 91 da escola do centro de Alfenas, MG (escola B).
Das 171 amostras analisadas, 31 foram positivas para pelo
menos um tipo de parasita intestinal, sendo que, dessas 31
amostras, 20 eram provenientes da escola A e 11 eram da
escola B. Essas 31 amostras representam um total de 18,12%
de casos positivos para algum tipo de parasita (Grafico1).
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Grafico 1. Percentual de casos positivos nas 171 amostras analisadas.

Dentre as 171 amostras analisadas, 87 eram do sexo
masculino e 84 eram do sexo feminino. O sexo masculino
apresentou positividade de 23%, enquanto o sexo feminino
apresentou uma positividade de 13,09% (Tabela1).

Tabela 1- Percentual de casos positivos das 171 amostras segundo
0 sexo

Numero de Numero de Percentual de
Sexo amostras amostras positividade

analisadas positivas (%)
Masculino 87 20 (23)
Feminino 84 11 (13709)

Em relagdo ao poliparasitismo, foram encontrados 8
casos de poliparasitismo e 23 casos de monoparasitismo.
Os casos de poliparasitismo representaram 25,81% dos
casos positivos. Todos os casos de poliparasitismo foram
associacdo de Entamoeba coli com Giardia lamblia (sete
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casos) ou com Blastocystis hominis (um caso), ou seja, todos
os casos foram na forma de diparasitismo (Tabela 2).

Tabela 2 - Percentual de monoparasitismo e poliparasitismo das
31 amostras positivas

Percentual de positivos

Numero - _
Parasitismo de casos Em relagéo Em relagéo ao
positivos ao total (%) numero de
casos positivos (%)
Monoparasitismo 23 (74,20) (13,45)
Poliparasitismo 8 (25,80) (4,67)

Foram encontrados, nas amostras analisadas, 24 casos
de infecgéo por Entamoeba coli, sendo que 16 destes casos
foram monoparasitismo e oito casos associados a outro
parasita; dez infectados com Giardia lamblia, sendo trés sob
a forma de monoparasitismo e sete sob poliparasitismo; dois
casos de Blastocystis hominis, sendo um associado a outro
parasita; dois casos de monoparasitismo por Endolimax nana
e um caso de monoparasitismo por Taenia sp (Tabela 3).

Tabela 3 - Ocorréncia dos parasitos em relacéo a totalidade da
populagao estudada, e em relagdo ao nimero de casos positivos

Ocorrénciana Ocorréncia na

casos de poliparasitismo, sendo que, desses seis casos
de poliparasitismo, cinco eram associacdo de Entamoeba
coli com Giardia lamblia e um era de Entamoeba coli com
Blastocystis hominis. E na escola B, foram nove casos de
monoparasitismo e dois de poliparasitismo, dentre 11 casos
positivos. Os dois casos de poliparasitismo foram asso-
ciacdo de Entamoeba coli com Giardia lamblia (Tabela 5).

Tabela 5 - Numero de casos com mono e poliparasitismo das
amostras positivas por escola

Escola Casos Mono- Poli-
positivos parasitismo parasitismo

Associagdes

E.coli + G. lamblia
E.coli + B. hominis
E.coli + B. hominis

Escola A 20 14 6
Escola B 11 9 2

Analise do conhecimento sobre parasitoses e o

grau de exposicdo a possiveis focos

Para avaliar o conhecimento sobre parasitoses, bem
como o grau de exposicao, foi elaborado um questionario
que abordava o assunto. A entrevista ocorreu antes da
palestra, de forma oral e individual, onde a crianga respondeu
diretamente ao entrevistador (Tabela 6).

Parasito N° absoluto populagao populagao
estudada (%) estudada (%) Tabela 6 - Percentual das respostas ao questionario respondido
Entamoeba coli 24 14,03 77,42 pelos alunos das escolas A e B durante a entrevista
Giardia lamblia 10 5,85 32,26 Pergunta Resposta Total (%)
Blastocystis hominis 2 1,17 6,45 Vocé sabe o que é Sim 59  (32,%)
Endolimax nana 2 1,17 6,45 parasitose? N&o 123 (67,5)
Taenia sp. 1 0,58 3,23 Vocé sabe como adquire? Sim 47 (25,8)
N3o 135  (74,2)
Resultados por escola Vocé Jf te"?e alguma ﬁi{n 1;8 (52'2)
Na escola A, da qual foram analisadas 80 amostras, paraAS| 0se ) .ao (76,4)
20 foram positivas para, pelo menos, um tipo de parasita, ou ngri;igoimmal de ﬁ'g(‘) 1%‘; Eg;g;
seja, 25% de positividade para a escola A. ' . '
12, o P P . O animal frequenta lugares Sim 45 (43,3)
Na escola B, da qual foram analisadas 91 amostras, publicos? Nao 59 (56,8)
11 foram positivas para, pelo menos, um tipo de parasita Vocé j fez exame de fezes? sim 104 (57,1)
intestinal, correspondendo a 12,08% de positividade para a Nzo 78 (42:9)
escola B (Tabela 4). Ja tomou algum medicamento  Sim 70  (38,5)
Em relagdo ao sexo foi um total de 42 amostras do para verminose? Nao 112 (61,5)
sexo masculino e 38 do sexo feminino na escola A. Dos 20 O assunto verminose foi Sim 93 (51,1)
casos positivos, 13 eram do sexo masculino e sete eram do falado em sua sala por sua Nao 89 (49,9)
sexo feminino. E na escola B foram 45 amostras do sexo professora ou outra pessoa?
masculino e 46 do sexo feminino, onde foram encontrados Vocé lava as méos Sempre 140 (77,0)
" . . antes das refeigoes? Algumas vezes 33 (18,2)
11 casos positivos, dos quais sete eram do sexo masculino Nunca 9 (4,95)
e quatro do ferr~1|n|no (Tabela 4). . . Vocé lava as méaos Sempre 160 (87,9)
Em relagdo ao mono e poliparasitismo, na escola A depois de ir ao banheiro? Algumas vezes 18 (9,8)
foram confirmados 14 casos de monoparasitismo e seis Nunca 4 (2,3)
. I Vocé ou sua méae tem Sempre 170 (93,3)
Tabela 4 - Percentual e numeros de casos positivos por sexo e costume de lavar frutas e Algumas vezes (2.8)
numeros de amostras analisadas por escola verduras antes de comer? Nunca (3‘9)
Escola N° de N°de Percentualde Casos Casos . . . !
amostras amostras positividade positivos  positivos Em sua casa vocé bebe agua _'I:_(')Ilt,:]agfa 14212 (;ggg)
analisadas positivas (%) masculinos femininos Minerial 7 ((3,85;
Escola A 80 20 (25) 13 (em42) 7 (em 38) . . '
Ja tomou algum medicamento 32,55%  (67,45)
Escola B 91 11 (12,08) 7 (em45) 4 (em 46) para verminose?
RBAC. 2012;44(2):107-11 109



Ponciano A, Borges AP, Muniz HA, Garcia JS, Peret JC

DISCUSSAO

O exame parasitoldgico de fezes, na pratica médica, é
de fundamental importancia para o diagnéstico das
parasitoses intestinais, devendo ser rotina nos servigos
meédicos, pois as enteroparasitoses sdo muito frequentes
em nosso meio. Ndo existe um método capaz de evidenciar
todos os ovos e larvas de helmintos e cistos ou trofozoitos
de protozoarios intestinais. Alguns métodos, entretanto, séo
mais usados rotineiramente, pois sdo capazes de evidenciar
maior numero de formas parasitarias, além de serem de
execucgao facil e barata.

Quando comparado a estudos feitos com alunos prove-
nientes de escolas publicas de outras cidades do Brasil, a
ocorréncia de parasitoses em Alfenas (18,71%) mostrou-se
relativamente baixa. Encontraram em criangas de Natal (RN)
76,0% de prevaléncia, em Salvador (BA) 66,1%, e em Sero-
pédica (RJ) 33,88%.

A grande variagdo de percentual, de acordo com Silvia,®
pode ser influenciada pelas caracteristicas ambientais,
socioeconémicas e de saneamento basico de cada muni-
cipio.

A utilizagdo de amostra Unica pode ser um fator também
importante, pois um exame parasitoldgico apresenta boa
especificidade e a sua sensibilidade alcanga até 95% quando
utilizado no minimo trés amostras.

De acordo com Neves,® esse resultado baixo nao
elimina a necessidade de adog¢do de medidas de controle e
combate as parasitoses intestinais.

Observou-se uma alta frequéncia de Entamoeba coli
(77,42% dos casos positivos) e Giardia lamblia (32,26% dos
casos positivos) evidenciando a necessidade da adogéo de
medidas de cuidado com a agua ingerida e utilizada no
preparo dos alimentos, tendo em vista que a principal via de
transmissao desses parasitas € a agua, o que fortalece a
importancia da implementacéo do sistema de tratamento de
esgoto na cidade. O questionario fortalece essa questéao,
onde a maioria dos entrevistados confirma a utilizagao de
agua filtrada, a lavagem das méaos apds ir ao banheiro e a
lavagem de frutas e verduras.

Komagome et al.?) relatam que 65,4% das criancas
tinham conhecimento do diagnéstico realizado através do
exame parasitoldgico das fezes, valor bem proximo deste
trabalho com relagéo a pergunta "Vocé ja fez exame de fezes",
onde 57,1% responderam de forma positiva.

De acordo com os dados da Tabela 1, criangas do sexo
masculino apresentaram maior percentual de infectividade
por parasitos. A maior prevaléncia da infeccdo entre as
criangas do género masculino pode estar relacionada ao
fato de que os meninos ficam mais expostos ao ambiente
peridomiciliar durante as atividades de lazer.® A maioria das
criancas do sexo masculino de um estudo realizado por
Komagome et al.?” teve como local disponivel para as suas
brincadeiras as ruas e/ou quadras esportivas sem pavi-
mentacgéo.
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A escola A, que atende em maior proporg¢éo criangas
da zona rural, apresentou um percentual de positividade de
25%, enquanto a escola B, que atende exclusivamente
criangas da zona urbana, apresentou um percentual de
positividade de 12,08%.

Das criangas entrevistadas, aproximadamente 70%
ndo sabiam o que € ou como se adquire parasitoses. Apesar
de algumas turmas serem de alunos de 6 a 7 anos de idade,
acredita-se que o trabalho tenha atingido um de seus prin-
cipais objetivos, que foi justamente orientar ensinando ou
aprimorando os conhecimentos dos alunos a respeito das
doengas parasitarias.

Pelo fato de a entrevista ter sido feita com as proprias
criangas, nao foi possivel descartar a presenca de alguns
dados discrepantes no questionario, como, por exemplo,
76,4% disseram nao terem tido parasitose, porém aproxi-
madamente 70% delas ndo sabiam o que era tal doenga. O
que pode ter interferido também nesses valores foi o fato de
ndo conter, no questionario, a opgao "nado sei" na pergunta n°
3, pois pode ter ocorrido de muitas dessas criangas que nao
sabiam o que era a doenga terem respondido que néao tiveram
uma parasitose pelo desconhecimento do assunto.

A maior parte das criangas relatou possuir animais
domésticos, principalmente cachorros e gatos. Esses
animais, se nao cuidados adequadamente, transmitem
diversas zoonoses. Foi relatado ainda que a maioria desses
animais frequenta lugares publicos, o que € mais um
agravante, pois estes animais entram em contato com outros
animais nas ruas. Segundo Thadei,® as pulgas, frequentes
em animais de rua, podem servir de vetores para certas
parasitoses intestinais. Os animais domésticos, ao entrarem
em contato com os ndo domesticados, podem contrair para-
sitoses através das pulgas, e com isso se tornarem possiveis
vetores destas doencgas dentro de suas residéncias, infec-
tando finalmente o homem.

De acordo com a Tabela 6, pode-se perceber ainda
que o exame de fezes tem se tornado cada vez mais
valorizado, visto que grande parte das criancas respondeu ja
ter feito o EPF.

Em relagdo aos habitos de higiene percebeu-se diante
dos resultados que as criangas os conhecem, ou seja,
sabem que é necessario lavar as maos ao se alimentarem
e depois de ir ao banheiro, além de lavarem os alimentos. O
fato de a maioria das criangas responder positivamente as
perguntas feitas na parte do questionario relacionado a
habitos de higiene significa que, mesmo que elas ndo sigam
esses habitos corretamente e sempre, elas sabem que
eles existem e sdo necessarios.

Aproximadamente 71% das criangas disseram que em
casa tomam agua filtrada, sendo que o ideal seria a ingestao
de agua tratada. Pode-se até relacionar o fato de que uma
parcela das criangas relatou que ingere agua da torneira e
isso pode ter contribuido para a incidéncia relativamente
maior de Entamoeba coli e Giardia lamblia, ja que os cistos
de ambos os parasitas sao resistentes as concentragoes
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de cloro usadas habitualmente no tratamento da agua para
0 abastecimento publico, o que favorece a veiculagéo hidrica
destes parasitas, segundo Silva et al.("®

Os casos positivos foram emitidos laudos e enca-
minhados aos Postos de Saude, localizados nas proxi-
midades das escolas.

CONCLUSAO

A ocorréncia de parasitoses na populacao estudada
foi relativamente baixa se comparada com outros autores,
porém apresentou-se uma elevada incidéncia de proto-
zoarios que sao veiculados na maioria das vezes por agua,
sugerindo a deficiéncia no tratamento do sistema de
esgoto.

Nos resultados dos questionarios observou-se que as
criancas estdo cientes dos habitos corretos de higiene,
porém ndo se sabe em qual proporcéo esses habitos sdo
utilizados no dia-a-dia.

Percebeu-se que o assunto parasitoses tem sido
abordado nas escolas pelas professoras, segundo relatos
das criancas, porém, um aumento da abordagem seria ideal,
visto que apenas 50% das criangas relataram que o assunto
ja foi tratado em sala de aula.

A técnica de Ritchie apresenta uma satisfatéria sensi-
bilidade. Entretanto, novos estudos devem ser realizados no
sentido de aumentar o niumero de coletas, visto que foi
efetuada apenas uma coleta e até mesmo a utilizagdo de
pelo menos duas metodologias para eficiéncia no diagndstico
e/ou possiveis comparacdes de metodologias.

Summary

The aim of this work was to evaluate the occurrence of parasitic
infections in schoolchildren between 6 and 12 years of public
education in Alfenas, MG. That were chosen for two elementary
schools, one located in the city center and another in the
neighborhood of Gaspar Lopes. Was passed a questionnaire to
students, and soon after attended educational lectures on "parasites”.
We collected fecal samples of children with the use of PARATEST®
and these samples were analyzed by the modified Ritchie. Of 171
samples analyzed, 31 were positive for at least one type of parasite,
which represents 18.12% of degree of positivity, low percentage in
comparison to the work of other authors, carried out in other cities.
The Entamoeba coli and Giardia lamblia was the parasite most
commonly found (14.03 and 5.85% respectively), a fact that may
have links with the habit of drinking tap water, reported by 25% of
children. It was noticed by the questionnaire, the children are aware
of good hygiene habits. The theme "parasites” by teachers in schools
is assessed, however, must be further encouraged.
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PARATEST®; Parasites; Children
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Resumo

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o método de conservagéo de leveduras do
género Candida estocadas em agua destilada estéril a baixas temperaturas. Utilizaram-
se 240 cepas de Candida albicans estocadas em agua destilada estéril a -20°C, durante
o periodo de seis meses a oito anos. As cepas foram subcultivadas em duplicata em
agar de Sabouraud e incubadas a 35°C, por 96 horas. Houve recuperagéo de 68,4%
das 240 leveduras estocadas, sendo que a maior porcentagem de viabilidade foi referente
ao periodo de seis meses e a menor foi de trés anos. O método utilizado para o
armazenamento das leveduras possui vantagens quando comparado a outros, além de
ocupar pouco espaco, € faciimente executado e possui baixo custo.

Palavras-chave

Leveduras; Colecgao de cultura; Manutengéo; Congelamento.

INTRODUGCAO

Nas ultimas trés décadas, as infec¢des fungicas tém
crescido significativamente em importancia na pratica mé-
dica. Essa situacao é decorrente do aumento do niumero de
individuos imunocomprometidos na populagdo humana que,
por se apresentarem criticamente enfermos ou submetidos
a procedimentos invasivos, tornaram-se extremamente
suscetiveis a doengas por fungos oportunistas.

Neste contexto, Candida spp € considerada o agente
de infecgcdo fungica sistémica mais prevalente, represen-
tando cerca de 8% a 10% de todos casos. Indubitavelmente,
o aumento de 500% na taxa de infeccéo fungica hospitalar,
observado em varias partes do mundo, a partir da década de
80, impactou diretamente as taxas de candidiase invasiva,
gerando, da mesma forma, aumentos nos percentuais de
infeccdo nosocomial por membros desse género. Nos
ultimos 10 anos, também numerosos estudos tém docu-
mentado o aumento da incidéncia de infeccdo por Candida
spp no Brasil.?®

Como o aumento na frequéncia de isolamentos de
fungos oportunistas foi acompanhado do aumento nas taxas
de mortalidade e resisténcia aos antifungicos, a pesquisa
micolégica passou a ter maior destaque dentro das doencas
infecciosas. Consequentemente, a manutencéo de isolados
clinicos em cole¢des de cultura de laboratérios de micologia
meédica passou a ser considerada de fundamental impor-
tancia para estudos retrospectivos e prospectivos asso-
ciados a morfologia, fisiologia, biologia molecular e genética,
suscetibilidade a drogas antifungicas e epidemiologia desses

agentes. No entanto, a qualidade do material preservado
deve ser assegurada. Métodos de conservagao devem, entéo,
garantir, por longos periodos de tempo, a pureza, a viabili-
dade e a estabilidade dos isolados.®® Atualmente, diversas
metodologias estdo disponiveis (Tabela1), mas o custo
financeiro, a complexidade técnica e o comportamento idios-
sincratico das espécies fungicas frente a cada método de
conservacao condicionam a escolha.®

Dentre as metodologias de preservacdo menos com-
plexas e pouco onerosas estdo aquelas que utilizam fungos
em cultura. A conservagéo de fungos em meios solidos requer
que certos critérios técnicos sejam levados em conside-
racéo, pois os nutrientes podem ser consumidos totalmente,
exaurindo os meios e acarretando a diminui¢do da viabilidade
dos organismos estocados. A fim de se evitarem rupturas do
status de saude dos isolados causadas pelo esgotamento e
ressecamento desses meios, subcultivos periddicos séo
normalmente necessarios. No entanto, efeitos deletéreos
sobre a patogenicidade e a viruléncia fungica podem ocorrer
em fungdo das passagens sucessivas para novos meios. A
contaminagdo por acaros e fungos ambientais ainda pode
ocorrer em colegdes de cultura mantidas em tubos de ensaio
com meios sélidos.9

Na rotina dos laboratérios de andlises clinicas, os mé-
todos que contém meios sélidos como matriz normalmente
mais utilizados s&o subcultivos sucessivos em agar, oleo
mineral estéril e agua destilada estéril. Outros métodos como
a liofilizacdo e a criopreservagdo em nitrogénio liquido tém
sido também utilizados. De maneira geral, tais métodos apre-
sentam melhor rendimento do que aqueles que empregam

'Aluna de doutorado do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Pneumoldgicas, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil.

2Doutor em Ciéncias Pneumolégicas/UFRGS, Laboratério de Micologia, Hospital Santa Rita, Santa Casa-Complexo Hospitalar, Porto Alegre, RS, Brasil.
SProfessor Associado da Faculdade de Medicina, UFRGS, Pesquisador 1B CNPq, Porto Alegre, RS, Brasil.
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112

RBAC. 2012;44(2):112-4



Viabilidade de Candida albicans estocada em agua destilada estéril a -20°C

Tabela 1 - Métodos de preservagéo de fungos filamentosos e leveduriformes mais frequentemente descritos na literatura.

Método de preservagdo Microrganismo estudado (n)

Tempo de conservagdo  Viabilidade (%) Referéncia

Caldo BHI adicionado de
glicerol a -80°C

Caldo BHI adicionado de
glicerol a -20°C

Salina a 25°C
Agua destilada estéril a 25°C
Agua destilada a 4°C

Caldo BHI adicionado de
glicerol a -20°C

Rhodotorula (328)

Agua destilada estéril a 25°C

Candida, Cryptococcus, Trichosporon (35)
Candida, Cryptococcus, Trichosporon,

Malassezia pachydermatis (48)
Diferentes géneros de fungos filamentosos (43)
Diferentes géneros de fungos filamentosos (26)

Cryptococcus neoformans (30)

Diferentes géneros de leveduras (34)

6 meses 100% Cavalcanti et al ®
3 a4 anos 99 a 90% Silva et al(™
6 meses 39,6% Girao et al ®
12 meses 100% Diogo et al (9
2 anos 100% Bueno e Gallardo (10)
4 meses 100% Nery et al(!)

6, 12, 18, 24 meses 100 a 60% Rodrigues et al (12)

BHI; Infusdo Cérebro-Coragao

agares, pois a pureza e a estabilidade morfofisiolégica
alcangcam niveis mais elevados, ja que o metabolismo celular
é drasticamente diminuido. Contudo, estes, por serem mais
sofisticados, s&o pouco acessiveis a maioria dos laboratérios
de micologia clinica. Ndo obstante haver varios métodos de
preservagao, ndo ha uma técnica universal para todos os tipos
de fungos e que, ao mesmo tempo, atendam parémetros de
qualidade e custo. Assim, diversos estudos tém sido
realizados com o intuito de se buscar a melhor forma de
preservacéo desses micro-organismos; por isso, diferentes
técnicas tém sido desenvolvidas e diferentes resultados tém
sido obtidos.®®)

A presente pesquisa objetivou avaliar o método de
conservacao de leveduras do género Candida estocadas em
agua destilada estéril a -20°C, tendo em vista ser um método
de facil execugéo e apresentar custos aceitaveis, bem como
ser adequado ao trabalho em laboratérios clinicos.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas 240 amostras clinicas
de Candida albicans de origem humana, provenientes de
diversos sitios anatdomicos e pertencentes a Colecéo de
Cultura do Laboratério de Micologia do Hospital Santa Rita
do Complexo Hospitalar da Santa Casa de Porto Alegre, RS.

Consecutivamente a identificagéo pelo sistema comer-
cial ID 32C da Biomérieux®, conforme instru¢des do fabricante,
os isolados clinicos de C. albicans foram preservados como
fragmentos de cultura suspensos em 5 mL de agua destilada
estéril, acondicionados em tubos Eppendorf, a temperatura de
-20°C, em freezer, por um periodo de seis meses a oito anos.

Para a avaliagédo da viabilidade e estabilidade, as amos-
tras foram subcultivadas, em duplicata, em agar de Sabouraud
dextrosado e incubadas a 35°C, por 96 horas, com visualizagao
diaria do crescimento. A confirmacédo da identidade das
amostras viaveis foi procedida em equipamento ID 32C da
Biomérieux®, como mencionado anteriormente.

RESULTADOS

Das 240 amostras de levedura testadas, 68,4% foram
recuperadas apds longos periodos de preservagcéo em agua

RBAC. 2012;44(2):112-4

destilada. O maior percentual de viabilidade foi observado
no periodo de seis meses de conservagado. Neste, todas as
amostras estudadas foram recuperadas. No entanto, a menor
taxa de viabilidade (41,7%) foi observada no periodo de
preservacédo de trés anos. Na Tabela 2, sdo apresentados
os resultados obtidos nos ensaios.

Tabela 2 - Relagdo do numero de leveduras examinadas com o
numero de amostras viaveis, apés o periodo de 6 meses a 8 anos

Tempo de estocagem Amostras analisadas ~ Amostras viaveis

8 anos 7 5(71,5%)
7 anos 5 4 (80%)
6 anos 5 4 (80%)
5 anos 36 21 (58,4%)
4 anos 52 43 (82,7%)
3 anos 60 25 (41,7%)
2 anos 30 19 (63,4%)
1ano 29 27 (93,1%)
6 meses 16 16 (100%)
Total 240 164 (68,4%)
DISCUSSAO E CONCLUSAO

Leveduras de origem clinica sao facilmente isoladas
em meios de cultura, todavia, a manutencédo de culturas
viaveis tem apresentado problemas metodolégicos.® Alguns
métodos resultam em baixos niveis de sobrevivéncia e
instabilidade das propriedades morfolégicas e bioquimicas
das cepas preservadas,” impossibilitando estudos retros-
pectivos® de amostras clinicas.

Bueno e Gallardo,"® Rodrigues et al.(? descreveram a
recuperagao de 100% de fungos filamentos e leveduriformes
armazenados em agua destilada, em temperatura ambiente,
por um periodo de cinco anos. Todavia, quando comparado
ao presente estudo, a taxa de viabilidade aqui obtida foi menor
(68,4%).

Em outros estudos, a recuperagdo de cepas de C.
albicans e Cryptococcus neoformans variou de 90% a 100%,
sendo, contudo, utilizado o método de preservagdo em caldo
infusdo cérebro-coracéo (BHI), a temperatura de -20°C, tendo
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como crioprotetor, o glicerol.”" No presente trabalho, as taxas
de viabilidade obtidas foram de 42% a 82%. A menor taxa
encontrada na avaliagdo em tela pode ser decorrente da
diferenga entre os liquidos de preservagéo, bem como a falta
de um crioprotetor.

A sobrevivéncia de fungos depende da temperatura e
periodo de armazenamento, sendo que a estocagem a -20°C
em freezer proporciona viabilidades positivas por quatro a
cinco anos, em decorréncia da redugdo do metabolismo
celular até o nivel de dorméncia artificial.”” Porém, a forma-
¢ao de cristais de gelo pode alterar essa viabilidade.("®
Isso poderia explicar a baixa taxa geral de recuperacao das
leveduras nesse estudo. Uma alternativa a esse problema
poderia ser a adicéo de glicerol, cuja eficiéncia como pro-
tetor celular foi demonstrada por Silva et al.,”” com a recu-
peragdo de 90% das leveduras estocadas, durante trés e
quatro anos.

A comparacdo dos resultados obtidos neste estudo
(Tabela 2) com aqueles apresentados na Tabela 1 permite
constatar que os dados aqui demonstrados sdo compativeis
com os resultados encontrados por outros autores.®'? Dife-
rencas no tempo de preservacgéo e o tipo de cepa estocada
podem explicar as variagdes observadas na taxa de viabi-
lidade dos organismos.

Métodos sofisticados de preservacao, como liofilizagao
e nitrogénio liquido, tém, claramente, maior capacidade de
manter estaveis as caracteristicas morfofisiolégicas dos
fungos. Diversos estudos tém mostrado que a liofilizagéo e
a criopreservagao em nitrogénio liquido permitem recuperar,
depois de longos periodos de estocagem, um elevado
numero de cepas com morfologia e patogenicidade inalte-
radas. No entanto, o alto custo de execugao dessas técnicas
€ um fator limitante, principalmente para os pequenos labora-
toérios de analises clinicas.®8™

A maior taxa de recuperacado de cepas ocorreu no
periodo de preservagdo compreendido entre seis meses a
um ano (Tabela 2), o que demonstra a adequagédo do método
para estocagens em curtos periodos de tempo. No entanto,
foram aceitaveis as taxas de recuperagao acima de seis anos
de preservagao (71,5%-80,0%). Além disso, a manutencéo
em agua destilada otimiza espacos nas cole¢des de cultura
de fungos, € menos laboriosa e requer pequeno investi-
mento.® Outras vantagens do método incluem certa protecéo
das culturas preservadas frente a contaminagéo por fungos,
bactérias e acaros do ambiente, bem como evita a desse-
cacado e o esgotamento dos meios de cultura que podem
levar a importantes perdas na viabilidade.

Summary

This study aimed to evaluate the mantainance of Candida genus
stored at -20°C in sterile distilled water. We used 240 strains of
Candida albicans stored at -20°C in sterile distilled water from six
months to eight years. The strains subcultured on Sabouraud agar
and incubated at 35°C for 96 h in two sets. It was recovered 68.4% of
240 yeast, the six months period was the highest percentage of
viability and the three years was lowest. The used method in the

114

study for yeast storage has advantages when compared to others,
little space takes up, easiness and low cost.
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Resumo

O diagnéstico precoce do cancer de mama é realizado pelo autoexame das mamas,
exame clinico das mamas, mamografia e pelo exame de ultrassonografia. Porém, outros
exames que se destinam a confirmacao cito-histoldgico consistem na citologia de material
colhido por puncéo aspirativa por agulha fina, histopatologia do material colhido por
puncéo aspirativa por agulha grossa e biopsia. A citologia € um importante instrumento
de diagndstico em diversas patologias pela sua simplicidade e precisdo, tendo uma
sensibilidade elevada. Esse exame ¢ indispensavel ao diagndstico das lesbes palpaveis
da mama e junto com o exame fisico e mamografico fornecem o triplice diagndstico,
elevando ainda mais a sensibilidade de detecg¢éo de qualquer patologia mamaria, sem ter
a necessidade de um procedimento mais agressivo. O objetivo desse estudo foi revisar
algumas doencas das mamas com énfase ao diagnostico citopatolégico. Foi realizada
uma revisao da literatura em livros e artigos cientificos de revistas impressas e eletrénicas
disponiveis, que continham descrigbes dos aspectos citomorfolégicos das patologias
da mama.

Palavras-chave

Citologia; Puncgéo aspirativa por agulha fina; Fibroadenoma; Cancer de mama

INTRODUGCAO

O céncer de mama é a neoplasia mais frequente entre
as mulheres no mundo, tanto em paises em desenvolvimento
quanto em paises desenvolvidos, sem considerar os
tumores da pele ndo melanoma. No Brasil, as estimativas
para o ano de 2012, apontaram que o numero de novos
casos de cancer de mama sera de 52.680, com um risco
estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres. No estado
do Rio Grande do Sul, regido sul do Brasil, o cancer de mama
€ o0 mais incidente entre as mulheres, com taxas brutas de
incidéncia de 81,03 por 100 mil mulheres € um numero de
4.610 casos novos por esse tipo de cancer para o ano de
2012.M

Os métodos de deteccdo das doengas da mama séo:
o autoexame das mamas (AEM), o exame clinico das mamas
(ECM) e o exame mamografico das mamas (MMG).?3 O AEM
consiste em um processo sistematico e metddico, simples
e indolor, realizado pela prépria mulher com o objetivo de
detectar nédulos mamarios. Deve ser realizado mensal-
mente, aos 10 dias que seguem a menstruagéo, sendo que
em mulheres na menopausa, pode ser realizado a qualquer

dia do més.®» O ECM deve ser realizado anualmente em
mulheres, a partir de 40 anos de idade, como forma de
deteccdo de lesbes sugestivas de cancer. Ele é realizado
pela histéria clinica, pelo exame fisico ou avaliagdo da
morfologia, simetria e vascularizagdo da mama.?® No MMG
¢é realizada radiografia das mamas, que permite a deteccéo
precoce do cancer por ser capaz de mostrar lesées em fase
inicial, sendo realizada anualmente, a partir de 35 anos de
idade. Essa mamografia é utilizada no rastreamento do cancer
de mama e tem resultado em um aumento do numero de
pacientes que apresentam lesbes mastoldgicas impalpaveis
que, para melhor orientagcdo terapéutica, necessitam de
estudos citolégico e histopatolégico.(:7-19

Além do AEM, ECM e MMG, o exame de ultrassonografia
permite uma clara diferenciacado entre nodulos sdlidos e
cisticos, tornando-se assim, um valioso complemento a MMG,
sobretudo devido a sua sensibilidade e especificidade em
avaliacbes de mamas densas em mulheres jovens e em
mulheres gravidas.?' Qutras formas de diagndstico sédo
realizadas através de puncgdes e bidpsias, que se destinam
a confirmacéo cito-histolégica das lesdes detectadas pela
clinica e pelos métodos de imagem. Esses exames
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consistem na citologia de material colhido por puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF), e histopatologia de material
colhido por puncéo aspirativa por agulha grossa (PAG) e
bidpsia.? A biépsia percutanea (BC) é um procedimento que
consiste na retirada de pequenos fragmentos de tecidos para
exame anatomopatoldgico ou histopatoldgico, permitindo um
diagnéstico definitivo.®™

A citologia é considerada um importante instrumento
de diagndstico em doengas mamarias pela sua simplicidade
e preciséo, tendo sozinha valor elevado (70% a 90%) de
sensibilidade." A puncao aspirativa por agulha fina pode
ser indicada para investigar: massas palpaveis, inde-
pendente de serem consideradas benignas ou malignas;
massas nao palpaveis detectadas por exame de imagem,
que sao consideradas benignas ou com caracteristicas
tipicamente malignas; suspeita de recidiva local de céncer
de mama; avaliagdo de lesbes cisticas e confirmagado do
diagndstico de cancer de mama quando a bidpsia ndo esta
disponivel, ndo é possivel realizar ou esta contraindicada. O
exame citologico de lesbes palpaveis da mama junto com o
exame fisico e a MMG fornecem o triplice diagnéstico com
sensibilidade de 99,6%.6 1214

O relatdrio citolégico da puncgéo aspirativa por agulha
fina deve comecgar com uma declaragao indicando a ade-
quacado da amostra para avaliagéo citoldgica. A adequacao
da amostra dependera do tipo de lesdo. Os achados citolo-
gicos devem ser correlacionados com a clinica e com os
achados de imagem. Logo, devera seguir uma descricao
dos tipos de células presentes, observando a presenca de
células benignas ou malignas, células atipicas e como se
apresenta o fundo do esfregaco. A classificagéo citologica
para diagnosticos representa a interpretagcdo das conclu-
sdes sobre o que foi analisado na amostra e compreende
as seguintes categorias: material inadequado; benigna;
atipica/indeterminado; suspeita de malignidade e maligna.'™

O objetivo desse estudo foi revisar algumas doencas
das mamas com énfase ao diagndstico citopatolégico. Foi
realizada uma revisdo narrativa, com carater de atualizacao
do conhecimento, em livros e artigos cientificos de revistas
impressas e eletrénicas disponiveis, que continham infor-
magdes sobre as patologias da mama e seus diagnosticos,
apresentando detalhes sobre os aspectos citomorfolégicos
de patologias benignas da mama, assim como de cancer
de mama. Para a realizagao dessa pesquisa foram utilizadas
varias fontes de busca, tais como: Scientific Electronic Library
Online (Scielo), Literatura Latino-Americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude (LILACS), National Center for Bio-
technology Information. National Library of Medicine
(PUBMED) e Instituto Nacional do Cancer (INCA). Para a
busca, foram utilizadas as seguintes palavras-chave em
portugués: doengas benignas da mama; cancer de mama;
neoplasias mamarias; rastreamento de cancer de mama;
diagnéstico de cancer de mama; autoexame de mamas;
exame clinico das mamas; mamografia; citologia da mama;
puncgéo aspirativa por agulha fina; cistos mamarios; mastite;
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fibroadenoma; derrame papilar. Em inglés, foram utilizadas
as seguintes palavras-chave: benign breast disease; breast
cancer; breast neoplastic; breast cancer screening; breast
cancer diagnosis; breast self-exam; clinical breast exam;
mammogram; breast cytology; fine-needle aspiration
cytology; breast cysts; mastitis; fibroadenoma; spill papillary.
Para ilustrar as descricdes dos aspectos citologicos das
doencas da mama descritas nesse artigo, foram utilizadas
fotomicrografias de pungéo aspirativa por agulha fina
cedidas pelo Laboratério de Analises Clinicas Osvaldo Cruz,
Santo Angelo, RS.

DOENCAS DA MAMA

Existem nodulos que aparecem na mama das mulhe-
res no inicio da menacme, que podem aumentar no periodo
pré-menstrual, que sdo nodularidades consideradas nor-
mais e denominadas de alteragdes funcionais benignas da
mama. Para essas alteragbes funcionais existiam varias
denominagbes como displasia mamaria, displasia ciclica,
mastopatia fibrocistica, doenca cistica, alteragéo fibrocistica,
entre outras, que confundiam tanto os médicos como paci-
entes. Porém, nédulos palpaveis na mama podem ser desde
patologias benignas até canceres da mama, sendo que
massas palpaveis da mama sao benignas em até 80% dos
casos, e o diagnostico diferencial dessas envolve cistos
mamarios, fiboroadenomas, papilomas, lipomas, canceres
entre outros.®1213.1518) Entre as doengcas da mama, essa
revisao vai se limitar a mastite, fibroadenoma, lipoma, cistos
mamarios, papiloma e cancer de mama.

Mastite

A mastite € uma doenca inflamatdéria da mama que
pode estar associada a gestagcéo e periodo puerperal (pos-
gestacional), sendo esta ultima a mais frequente. Esta
doenca caracteriza-se por hiperemia, calor, dor, inchaco e
ingurgitamento mamario, podendo evoluir para abscessos
quando nao tratada. A mastite aguda puerperal ocorre durante
a amamentacdo associada a infecgdo bacteriana, sendo
principalmente pela bactéria Staphylococcus aureus. A via de
contaminacgéo é a transpapilar, através da sucgao do recém-
nascido na hora de amamentar.'":1® A ectasia ductal € uma
doenca inflamatéria, que ocorre no periodo ndo puerperal e
corresponde a dilatagéo dos ductos terminais da mama, com
consequente aumento de restos de células e secregdes no
seu interior, podendo causar um processo inflamatério ao
redor dos ductos, chamado de mastite periductal. Este
processo inflamatério pode causar dor mamaria, derrame
papilar e nddulos mamarios relatado pela mulher, e ao exame
clinico; além desses sinais, podem ser observadas retracao
e fistula mamaria.("” A descarga papilar é a saida espontanea
de secregdo pela papila mamaria quando néo esta asso-
ciada a lactagcdo, sendo um sinal inespecifico que pode ser
encontrado em diversas situagbes como condigbes benignas
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até cancer. Outro processo inflamatorio, que pode ocorrer, &
a mastite granulomatosa como secundaria a tuberculose,
sifilis ou infec¢des fungicas. Esse processo pode simular
carcinomas avancgados.®'517)

No exame citolégico do derrame papilar é necessaria
uma andlise de grande quantidade de células para se evitar
um resultado falso-negativo. Nesse exame, normalmente,
sdo observadas numerosas células de inflamagéo aguda e
cronica. Apresenta exsudato leucocitario com grande quan-
tidade de polimorfos neutréfilos, com alguns histiécitos e
células gigantes multinucleados. Também podem ser obser-

vadas células epiteliais que mostram modificagbes reativas,
como o aumento nuclear que nao excede a duas vezes o
tamanho de uma hemacia e nucléolos visiveis. Em estagio
mais avancado, surgem células inflamatdrias crénicas, inclu-
sive linfocitos, e as células epiteliais perdem a aparéncia
reativa. O fundo pode apresenta-se proteico com debris celu-
lares (Figura 1, A). Na mastite granulomatosa, o esfregaco
apresenta numerosas células inflamatérias, com um maior
predominio de neutréfilos do que linfocitos e histiocitos multi-
nucleados e vasos sanguineos em proliferacdo, porém com
auséncia de necrose (Figura 1, B).(%:1516.1922)

Figura 1. Fotomicrografia de esfregaco de paciente com diagnéstico citoloégico de mastite. Em A, esfregagco de descarga mamaria com
neutréfilos polimorfonucleares, eritrécitos e debris celulares (Coloragdo de Papanicolaou, x 400). Em B, esfregago de pungédo aspirativa por
agulha fina de paciente com mastite granulomatosa com numerosas células inflamatérias com predominio de neutrdfilos, linfécitos e
histiécitos e vasos sanguineos em formagao (Coloragdo de Papanicolaou, x 100).

Fibroadenoma

O fibroadenoma é a neoplasia mamaria fibroepitelial
mais frequente em mulheres com idades entre 20 e 35
anos. O fibroadenoma tem origem lobular e consiste na
proliferacao do estroma mamario e do epitélio ductolobular.
Ele surge em qualquer lugar da mama, tendo maior
incidéncia no quadrante supero-lateral. Caracteriza-se por
ser um tumor benigno, com aspecto solido, bem delimitado,
de consisténcia fibroelastica, multiplicidade, bilateralidade
e mobilidade dos nédulos.?12232%9 O fibroadenoma, geral-
mente, é assintomatico, exceto no periodo de gestacao e
lactacdo sendo descoberto pela palpagédo da propria paci-
ente no autoexame das mamas. Clinicamente, apresenta-
se como um pequeno nédulo indolor que cresce lentamente
de um a trés centimetros, mas pode atingir grandes
proporgdes. No exame mamografico, o diagnéstico do fibro-
adenoma torna-se um pouco mais dificil devido a sua textura,
que é idéntica a da glandula mamaria. No exame de
ultrassonografia, ele aparece como uma imagem nodular,
circunscrita, ovalada e com margens bem delimi-
tadaS.(23’24’26'27)
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O exame citologico tem alta sensibilidade (99,6%) para
o diagnostico do fibroadenoma e a coleta do material &
realizada por pungdo aspirativa com agulha fina.? A carac-
teristica dos esfregacos citologicos do fibroadenoma mais
comum ¢é a presenca de células epiteliais em folhetos de
monocamadas e com contornos bem definidos, apresentando
células mioepiteliais sobrepostas e diversos nucleos des-
nudos no fundo, além de células de estroma com celularidade
baixa. Esses esfregacos sdo altamente celulares, aparecendo
grandes folhetos planos de células ductais, que possuem
nucleos uniformes, finamente granulares, nucléolos pequenos
e pouco citoplasma. Muitos dos folhetos mostram rami-
ficacdes, seja em chifre de veado, taco de golfe ou grupos
celulares epiteliais em dedo de luva formando agrupamentos
arborescentes. Outro detalhe caracteristico € a presenca de
células mioepiteliais na superficie dos folhetos, parecendo
sementes de gergelim sobre um paozinho. Também, pode
apresentar um fundo com células estromais fusiformes
espalhadas e nucleos bipolares desnudos e hipercromaticos,
além de fragmentos de estroma tipicamente hipocelulares.
N&o sdo encontradas células inflamatérias e mostra evidéncia
de necrose (Figura 2).(27.1516.19-21.24)

117



Bau AR, Corte EAD, Vargas VRA

Figura 2. Fotomicrografia de esfregacos da mama, colhido por pungdo aspirativa por agulha fina, de paciente com diagnéstico citologico de
fibroadenoma. Em A, apresenta um lencgol de células ductais com células mioepiteliais (Coloracdo de Papanicolaou, x 400); em B, apresenta
agrupamentos coesos de células ductais caracteristicos de fibroadenoma (Coloracdo de Papanicolaou, x 400).

Lipoma

O lipoma é uma proliferacédo benigna de células
lipidicas, formando ndédulos amolecidos ou com
consisténcia elastica, nem sempre bem delimitados e
podem atingir grandes proporgdes que modificam as
delimitagcdes da mama. Geralmente estes nddulos sao
indolores, e em seu estagio inicial causam hemorragias,
seguidas de necrose liquefativa central de gordura. E um
processo inflamatério muito freqliente, levando em conta a
histologia da mama, que é formada por uma grande
quantidade de tecido adiposo, porém sua importancia
reside no diagnéstico diferencial com o cancer de mama.
No autoexame das mamas, a mulher observa um nédulo
que ao exame clinico apresenta-se amolecido ou com
consisténcia elastica, nem sempre bem delimitado que
pode ser grande.?'?

No diagndstico citolégico do lipoma, o fundo pode
apresenta-se sujo, com uma quantidade pequena de células
epiteliais ductais, macrofagos espumosos, histidcitos
gigantes multinucleados. Esse esfregaco citologico também
pode apresentar agrupamentos de células adiposas
maduras, sem atividade mitética, algum estroma e por vezes
necrose gordurosa, além de detritos celulares e
componentes inflamatérios (Figura 3).(7:1315.16.19:21)

Cistos mamarios

Os cistos mamarios formam-se pela expanséo e/ou
dilatagéo dos lébulos. Estes nédulos sao elasticos, podendo
ser delimitados ou ndo, mas sempre maiores que 3 mm.
Sao mais frequentes em mulheres com idade de 35 a 50
anos, ou seja, na idade de involugdo dos l6bulos. Podem
aumentar ou até desaparecer sem tratamento médico e

Figura 3. Fotomicrografias de esfregaco da mama, colhido por pung¢do aspirativa por agulha fina, de paciente com diagnostico citologico de
lipoma, mostrando agrupamentos de células adiposas (Coloracdo de Papanicolaou, x 400 e 100).
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podem causar desconforto e dor local devido a distensao de
tecidos. Seus principais agravantes sao a ativacdo estromal
por esteroides sexuais durante os ciclos reprodutivos, menarca
precoce e menopausa tardia, nuliparidade, oligoparidade ou
primiparidade tardia e amamentagéo curta.'® Ao exame
clinico, os cistos sdo elasticos, delimitados ou ndo e pouco
moveis. Como nem todo cisto € palpavel, as vezes, € um
achado de nddulo a MMG. A ecografia dos cistos os diferencia
de nodulos solidos. Na pungéo aspirativa por agulha fina
(PAAF), o liquido pode ser claro ou sanguinolento.®217.28)

Aspirados destas lesdes podem ser acelulares ou
podem conter células ductais e células inflamatorias, inclu-
sive histiécitos multinucleados. A caracteristica mais notavel
€ a presencga de restos cisticos finamente granulares, com
macrofagos de citoplasma esponjoso (Figura 4, A). A parede
do cisto pode sofrer metaplasia apdcrina, com producéo
ativa de liquido, sendo que mostra alguns folhetos de células
apocrinas. Essas células apdcrinas apresentam citoplasma
granular e limites precisos, outras vezes exibem modifi-
cagbes degenerativas (Figura 4, B).(12.15.1620.21)

Figura 4. Fotomicrografias de esfregacos da mama, colhidos por pungdo aspirativa, de pacientes que apresentavam cistos. Em A, presenca
de macroéfagos de citoplasma esponjoso e restos cisticos granulares (Coloragdo de Papanicolaou, x 250), e em B presenca de grupos de

células apocrinas (Coloragdo de Papanicolaou, x 400).

Papiloma

O papiloma intraductal é uma neoplasia epitelial
benigna, menos frequente, caracterizada por proliferagdes
das células epiteliais sem atipias dos grandes ductos
subareolares. Possui um potencial de malignidade baixo (RR
de 1,3), sendo importante o diagnéstico diferencial com o
carcinoma, pois ambos produzem massas palpaveis e
descarga papilar.221623 A principal queixa relatada pelas
mulheres é a secregcdo espontdnea mamilar ou descarga
que pode ser hemorragica ou serosa, esponténea e
unilateral. No diagndstico clinico, é importante encontrar o
ponto gatilho pressionando o complexo aréolo-papilar com
o dedo indicador para encontrar o ducto comprometido. O
exame mamografico fornece poucos subsidios, e a citologia
do fluxo apresenta uma baixa sensibilidade e baixo valor
preditivo de malignidade (30% de resultados falso-
negativos). O exame histopatoldgico é realizado da extirpagao
do papiloma, sendo considerado o diagnéstico definitivo da
lesdo. O tumor é benigno, ndo é considerado precursor do
carcinoma da mama.('219

No exame citoldgico, sdo observadas células epiteliais
ductais coesas; arranjos em bola (poucas células,
citoplasma claro), nucleos grandes hipercromaticos; fundo
proteinaceo; células mioepiteliais e macrofagos espumo-
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sos com hemossiderina (eritrécitos fagocitados). Em casos
suspeitos, os esfregagos sdo hemorragicos com macro-
fagos e grupos tridimensionais de células ductais com
nucleos ovoides de cromatina homogénea. Nos casos
positivos para malignidade, os esfregagcos apresentam
células atipicas isoladas ou em pequenos blocos, com
nucleos pleomorfos, hipercromaticos e cromatina grosseira
(Figura 5).(16.16:2021.28)

Cancer de mama

O cancer de mama é uma doenca genética multifatorial
que apresenta varios fatores etiolégicos, complicando o seu
entendimento. Esta doenca é responsavel pelo maior nimero
de 6bitos por céncer entre as mulheres, no mundo, sendo
mais frequente em mulheres no periodo perimenopausa,
podendo aparecer com uma frequéncia de 4% em mulheres
com menos de 35 anos com sintomas mamarios. Quando o
cancer de mama acomete mulheres jovens, é considerado
muito grave pela baixa suspeicao clinica, pela dificuldade do
exame devido as mamas densas e também pelo néo
rastreamento mamografico nesta faixa etaria.?¢2% Os
carcinomas séo divididos em dois grupos, denominados
carcinoma in situ e carcinoma invasivo. O carcinoma in situ é
caracterizado por células neoplasicas que estédo limitadas
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Figura 5. Fotomicrografias de esfregacos de derrame papilar de paciente com diagndstico citoloégico sugestivo de papiloma, confirmado pela
histopatologia. Apresentam arranjos em bola de células epiteliais com citoplasma claro (Coloragdo de Papanicolaou, x 400).

aos ductos e lébulos, ndo ultrapassando a membrana basal,
ndo invadindo os linfaticos nem os vasos sanguineos e néo
produzindo metastases. O carcinoma invasivo ou infiltrante,
que invade o estroma, chega até a vasculatura causando
metastases.?)

Na citologia, a diferenga entre carcinoma ductal in situ e
invasivo & extremamente dificil e em alguns casos impos-
sivel. O esfregaco que contém grande quantidade de células
com caracteristicas de malignidade n&o apresenta maiores
dificuldades. Os critérios incluem celularidade aumentada
onde sao observadas varias células atipicas mal preser-

vadas, isoladas ou em agregados, apresentando nucleos
com tamanho excedendo a duas vezes o tamanho de uma
hemacia. As células tumorais podem apresentar o citoplasma
finamente granular e vacuolizado. O nucleo pode apresentar
sobreposicéo, hipercromatismo com anisocariose e pleo-
morfismo, irregularidade na distribuicdo de cromatina e mito-
ses atipicas, nucléolos proeminentes ou imperceptiveis. Os
agrupamentos celulares apresentam perda de coeséo e
dispersao celular. O fundo pode apresentar-se grumoso,
obscurecido por inflamagéo, sangue ou fragmento de células
(Figura 6). “57.1516.202131-33)

Figura 6. Fotomicrografias de esfregago da mama, colhido por pungédo aspirativa por agulha fina de paciente com diagnéstico citolégico
sugestivo de cancer, confirmado pela histopatologia. Apresenta células com anisocariose, nucleos com pleomorfismo, irregularidade na
distribuicdo de cromatina e nucléolos evidentes (Coloragdo de Papanicolaou, x 400).

CONSIDERAGOES FINAIS

As informacgdes reunidas neste estudo visam contribuir
para um melhor conhecimento sobre o diagndstico citolégico
de algumas patologias da mama de material colhido por
puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF). Conforme foi
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demonstrado nessa revisdo, as caracteristicas citolégicas
das doengas da mama estdo bem estabelecidas, sendo
esse um método considerado importante no diagndstico
das patologias mamarias pela sua simplicidade, precisao
e elevada sensibilidade. Foram encontrados poucos
trabalhos cientificos publicados referentes a analise

RBAC. 2012;44(2):115-22



Exame citolégico do derrame papilar, fibroadenoma, lipoma, cistos mamarios, papiloma intraductal e cancer de mama

citolégica que descrevessem os aspectos citolégicos das
patologias mamarias.

E importante ressaltar que ndo houve intengdo de
esgotar o assunto e, como perspectivas futuras, sugerimos
novos estudos, incluindo um maior numero de informacgdes,
principalmente sobre os aspectos citologicos das doencas
mamarias.

Summary

Early diagnosis breast cancer is done by breast self-examination,
clinical breast and mammography examination and by ultrasound.
However, other tests intended for cyto-histological confirmation in
cytology consist of material collected by fine-needle aspiration
cytology, histopathology material collected by core-needle biopsy.
The cytology is an important diagnostic tool in various diseases due
to its simplicity and accuracy, with high sensitivity. This exam is
essential for the diagnosis of palpable breast lesions and along with
the physical examination and mammography provides the triple
diagnosis, further increasing the sensitivity of detection of any breast
pathology, without the need for a more aggressive procedure. The
aim of this study was to review the literature on the diagnosis of
breast diseases with emphasis on cytological diagnosis. We
conducted a review of literature in books and scientific articles of
printed and electronic journals available, containing descriptions of
cytomorphological aspects of breast diseases.

Keywords
Cytology; Fine-needle aspiration cytology; Fibroadenoma; Breast
cancer
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