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Carta do Presidente/Letter from the President

Jerolino Lopes Aquino
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A responsabilidade naproducao do Conhecimento
Theresponsability in the Knowledge production

A Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas é uma entidade cientifica profissional, sem
fins lucrativos, criada com o objetivo principal de desenvolver a especialidade de Analises
Clinicas e os Laboratérios Clinicos, assim como acompanhar as necessidades da popula-
¢do para receber uma atencao primaria de satude com melhor qualidade.

Comprometida com a difusdo do conhecimento cientifico, a SBAC se afirma como
referéncia de contelido extremamente qualificado e constréi parcerias, nacionais e inter-
nacionais, com 06rgaos e instituicbes de peso, garantindo a troca de conhecimento.

Acreditamos que é através da pesquisa e desenvolvimento cientifico que chegamos a
grandes avangos tecnoldgicos capazes nao sé de produzir conhecimento como também de
trazer beneficios ao ser humano.

Sabemos que a realidade brasileira atual, de crise econdmica e politica, com um futuro
ainda incerto e conturbado na area das Analises Clinicas, com inimeras questdes no que se
refere a remuneragdo de servicos laboratoriais, em especial no SUS, tende a refrear investi-
mentos seja nas pesquisas ou nos cursos voltados para o crescimento profissional, como
poés-graduagdes, mestrados e doutorados.

Porém, reconhecemos o valor dos profissionais empenhados em estudar, progredir e
ainda compartilhar o conhecimento e, por isso, temos tanto compromisso com a Revista
Brasileira de Analises Clinicas - RBAC. Ela é parte do movimento de propagacado de pesquisas,
principalmente na area de biodiagndstico, mas também nas areas de gestédo e controle de
qualidade, saude publica e tecnologia médica e laboratorial.

Publicada desde 1969, € o Unico periddico totalmente voltado as Ciéncias Laboratoriais,
seguindo um rigoroso padrédo de selecao do conteddo por uma equipe altamente qualificada,
sendo indexada pela LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Sau-
de) e classificada pela Comissdo de Avaliagdo do Programa Qualis do Ministério da Educa-
¢do, nas categorias Ciéncias Biolégicas, Medicina, Odontologia, Saude Coletiva e Inter-
disciplinar.

Caro colega, desejamos que aproveite a sua leitura, enriqgueca seus conhecimentos e
colabore com a revista enviando seu trabalho para avaliagdo e, quem sabe, publicagéo.

Um forte abrago,

Jerolino Lopes Aquino
Presidente da SBAC
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Eticadas Virtudes em Analises Clinicas
Ethics of Virtues in Clinical Analyses

O conceito de virtude (areté) tem sua origem na Antiguidade Grega, estando seus funda-
mentos baseados nas filosofias de Sdcrates, Platdo e Aristételes.® A sabedoria, a justica, a
temperanca e a coragem sdo consideradas as quatro virtudes cardeais. Os gregos conside-
ravam a virtude uma qualidade essencial que faz do ser o que ele é. Entdo, é virtuoso o
homem que tenta ser bom e perfeito, utilizando a raz8o e o conhecimento para atingir esse
objetivo, porque essas qualidades sdo proprias do homem. O contrario da virtude é o vicio,
que é caracterizado, basicamente, pela ignorancia, que é a auséncia da razao e do
conhecimento.®

Para Sécrates, os individuos deveriam concentrar seus esforcos em serem virtuosos.
Segundo esse fildsofo, ha uma relagdo estreita entre virtude e felicidade. Duas teses sobre
virtude e felicidade em Socrates séo propostas. Uma delas (instrumental) diz que Sécrates
considera a virtude como um meio para se obter as coisas boas (prazerosas) e, conse-
guentemente, a felicidade. A outra (constitutiva) diz que Socrates considera a sabedoria, uma
virtude, o Unico bem e que sua posse implica na felicidade. A posse da virtude é a felicidade
para o homem, sua auséncia, a infelicidade. Desse modo, as virtudes, quando possuidas
por um individuo, tornam-no bom e, logo, feliz.®

Para Platdo, numa primeira fase de sua vida, virtude é conhecimento. Para esse filéso-
fo, todo principio ético é fundamentado pela razéo, por isso, o conhecimento (ciéncia teorica)
€ o principio fundamental e unificador de todas as virtudes. Assim sendo, em Platdo, as
virtudes se constituem da primazia da razdo sobre o senso comum e sobre os vicios da
ignorancia (auséncia de virtude) ou dos desejos. Virtude é o controle, ordem, equilibrio,
proporcionalidade, justica. Numa segunda fase, o conhecimento continua sendo o principio
unificador, no entanto, o conceito de virtude se evidencia como uma unidade que se harmoni-
za pelo pressuposto das diferencas, fazendo emergir a acdo e o conflito e mostrando que o
conhecimento é necessario, mas ndo suficiente para unificar as virtudes. Segundo Platdo,
virtude € uma capacidade ou faculdade humana, desse modo, é suscetivel de ser desenvol-
vida e aprimorada. Pela natureza ensinavel das virtudes, sua busca, aprendizado e
ensinamentos devem prosseguir por toda a vida. Ao homem virtuoso, sempre sera dado
conhecer o bem e o belo.®

Para se prosperar como ser humano, de acordo com Aristoteles, deve-se cultivar as
virtudes. O pensamento aristotélico é teleoldgico (telos: finalidade, logos: estudo). Isso signi-
fica dizer que ele entende as coisas em termos dos objetivos que elas perseguem e das
funcdes para as quais elas foram projetadas.® A ética de Aristételes é caracterizada, entéo,
pelo finalismo da razéo. Esse finalismo da razéo é a teleologia que sera identificada como o
bem.® Para esse fil6sofo, as virtudes ndo tém um fim em si mesmas, mas sdo um meio para
se alcangar um objetivo, o bem. Aristoteles considera que o bem para o homem é a eudaimonia
(felicidade, bem-aventuranca). As virtudes sdo as qualidades que permitem ao individuo
atingir a felicidade, considerada o bem supremo.® Ele define a virtude como uma disposi¢édo
(intencional), ao invés de um sentimento ou uma faculdade.® Em Aristoteles, a prudéncia
(meio termo) é um elemento essencial para a vida virtuosa, pois evita 0s extremos (excesso
ou deficiéncia). No entanto, a virtude ira depender de julgamentos, por forca da reta razéo,
para repudiar esses excessos e alcancar o meio termo (mesotés).®

Para Aristoteles, as virtudes se distinguem em intelectuais e éticas. As intelectuais,
dianoéticas ou da razdo nascem do ensino e requerem experiéncia e tempo.® Elas sao
divididas em uma parte cientifica (intelecto expeculativo) e em uma parte calculativa ou
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deliberativa (intelecto pratico). A primeira se baseia em coisas de causas imutaveis e invariaveis, e a segunda se baseia em
coisas de causas mutaveis ou passiveis de variagdo. A cientifica compreende a ciéncia (epistéme) ou conhecimento teorético
ou puro (demonstracdo) e a sabedoria filosdfica (sophia) ou o estudo da totalidade das coisas e suas causas primeiras
(contemplacdo). A calculativa compreende a arte (téchne) e a sabedoria pratica (phrénesis), também chamada de discernimento
ou prudéncia, sendo que téchne se ocupa do que pode ser produzido (poietén) e phronesis se ocupa do que pode ser objeto
de acdo (prakton).® Outra forma de dividir as esferas de conhecimento em Aristételes é através da triparticdo (categorias
cognitivas): theoria (conhecimento como atividade da epistéme, sophia e nous [inteligéncia ou intelecto intuitivo]), praxis ou
saber agir (agdo como atividade de habito prudencial ou phroresis) e poiésis ou saber fazer (producdo como atividade da
téchne).®” Tem-se, entdo, que sdo cinco as disposi¢oes (héxeis) em virtude pelas quais 0 homem alcanca a verdade [exceléncia]
por meio da afirmacgéo ou da negacdo: a arte (téchne), a ciéncia (epistéme), o discernimento (phrénesis), a sabedoria (sophia)
e a inteligéncia (nous).®®

Em conformidade com Aristételes, as virtudes éticas/morais sdo adquiridas pelo habito ou pelo costume (éthos) e
abarcam a coragem, temperanca, liberalidade, magnificéncia, magnanimidade, ambic&o apropriada, paciéncia, veracidade,
testemunha, simpatia, modéstia e justa indignhacdo.®2 E pela pratica de atos corajosos que 0 homem se torna corajoso. E pela
pratica de atos temperantes que o homem se torna temperante. E pela pratica de atos justos que o homem se torna justo. E
pela pratica da paciéncia, verdade, simpatia e modéstia que o ser humano se torna paciente, verdadeiro [sincero], simpatico
[agradavel].®

Apesar da existéncia de muitas correntes éticas, a ética da virtude tem uma estrutura tedrica sélida e (til para se
compreender a moralidade, discernir o que se deve fazer e ser, defender virtudes especificas relacionadas a problemas
morais correntes e compreender a psicologia moral das pessoas virtuosas.®? Numa mengdo ao conceito de virtude que, em
Aristoteles, é a disposicao que torna o homem bom e o faz desempenhar bem a sua fungédo, é possivel ter, como nocgéo de
virtude, o correto desempenho da fungdo. No caso da bioética, para determinar [em esséncia] o que seria um homem bom,
deve-se analisar ndo o homem em si, mas a fungdo que ele desempenha.@?

Em analises clinicas, parte-se da ideia da prevaléncia do interesse do paciente e sua busca pela satude e bem-estar. Obter o
bom desempenho da fungdo de analista clinico, conforme Aristételes, é verificar a aproximagao da conduta profissional a esse fim.
A ética das virtudes poderia proporcionar uma base conceitual para a ética profissional. Neste sentido, a virtude poderia ser
entendida como um conceito normativo para a ética da profissdo de analista clinico.?

Para a elaboragdo de uma teoria normativa da ética do profissional do laboratério clinico, baseada em virtudes, sédo
elementos essenciais: a definicdo de telos [finalidade]: fato da doenca (vulnerabilidade do paciente), ato de profissédo (conhe-
cimentos necessarios a realizagdo das analises laboratoriais) e ato de diagnostico (direcionamento dos conhecimentos e
técnicas para a producgdo do laudo laboratorial); a definicdo da virtude a ser aplicada (definida como trago de caracter que
predispde o individuo a exceléncia de intengbes e de desempenho em relagédo a atividade das analises clinicas); determina-
¢do das virtudes passiveis de tornar o individuo um bom profissional das andlises clinicas (fidelidade, honestidade intelectual,
benevoléncia, desconsideragdo de interesses proprios, compaixao, justica e prudéncia).®

Espera-se do analista clinico que ele exiba tais disposi¢fes quando essas forem requeridas e que elas sejam habituais
a pratica do profissional. Para um bom exercicio das analises clinicas, deve haver um balango entre o bem do paciente e as
obrigagbes do profissional de laboratério.?5
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Estresse oxidativo no lUpus eritematoso sistémico
Oxidative stress in systemic lupus erythematosus

Thais Guimarédes Barreira*
Analucia Rampazzo Xavier?
Salim Kanaan®

Natalia Fonseca do Rosario*
Andréa Alice da Silva®

INTRODUCAO

Resumo

O ltpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatéria cronica caracterizada
pela elevada presenca de autoanticorpos e por comprometer diversos 6rgaos e sistemas.
O estresse oxidativo celular esté envolvido no desenvolvimento das varias caracteristicas
clinicas observadas nesta doenca, além de apresentar importante relagdo com a sua
génese e patogénese. Neste contexto, esse trabalho tem como objetivo fazer um
levantamento bibliografico das principais moléculas envolvidas no estresse oxidativo no
LES e correlacionar seus efeitos no acompanhamento da evolugéo e patogénese dessa
doenga, como ferramentas de diagndstico e prognéstico. Os marcadores de estresse
oxidativo mais comuns encontrados foram o malondialdeido, o 4-hidroxi-nonenal, a 8-
hidroxideoxiguanosina, o radical hidroxila, o 6xido nitrico, além da substancia glutationa
e enzimas antioxidantes, glutationa peroxidase, catalase e superéxido dismutase. Sen-
do assim, embora aparegcam algumas divergéncias entre a correla¢éo de alguns marcadores
de estresse oxidativo com a atividade da doenga, a maioria dos estudos mostrou importante
relagdo desses marcadores com o desenvolvimento e agravamento do LES. Apesar da
necessidade de estudos longitudinais, podemos sugerir grande potencial das moléculas
de estresse oxidativo como ferramenta no diagnéstico e prognéstico no LES.

Palavras-chave
LUpus eritematoso sistémico; Estresse oxidativo; Radicais livres; Espécies reativas de
nitrogénio; Espécies reativas de oxigénio

do pais.®% Devido as suas caracteristicas clinicas e diferentes
manifestagdes, as taxas de morbidade e mortalidade tornam-

O Lapus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga
inflamatdria cronica caracterizada pela elevada presenga de
autoanticorpos e por provocar uma variedade de manifesta-
¢Oes clinicas em diferentes sistemas do organismo, isola-
damente ou em conjunto, como artrite, erupcdes cutaneas,
vasculites, altera¢des nos sistemas nervoso central, renal e
cardiopulmonar. Esta doenga € comum em todo o mundo e
apresenta altas taxas de incidéncia e prevaléncia, sendo mais
frequente em mulheres durante o periodo reprodutivo, porém
as formas mais graves sdo observadas nos homens e
criangas.*? H& poucos relatos sobre a epidemiologia do
LES no Brasil, embora se saiba que foram encontradas taxas
de incidéncia semelhantes a de outros paises, na regido sul

se igualmente elevadas.®

Embora a etiologia do LES ainda ndo esteja totalmen-
te esclarecida, é sabido que a sua patogénese esta associ-
ada tanto com predisposi¢cdes genéticas quanto com influ-
éncias ambientais, resultando em um desequilibrio no sis-
tema imunoldgico, levando a producédo de autoanticorpos e
formacdo de imunocomplexos. Esses imunocomplexos se
depositam em diversos tecidos do organismo, sendo res-
ponsaveis pela ativagdo de células do microambiente
tecidual e células do sistema imune, que, consequente-
mente, em cascata, liberam inimeros mediadores inflama-
torios, contribuindo para exacerbagédo da resposta inflama-
téria.®” Das varias especulacdes sobre os mecanismos
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envolvidos nesse processo, sabe-se que o estresse oxida-
tivo, gerado pelo desequilibrio entre a formagao e a remogao
de substancias reativas, em decorréncia da ativacdo celular
exacerbada, tem papel primordial no desenvolvimento das
manifestacdes clinicas observadas nesta doenca.®? Mais
recente, Perl observou que o estresse oxidativo no LES é
compartimentado, iniciando-se nas células TCD4-CD8- e,
progressivamente, atingindo outras células envolvidas na
resposta imune e na fisiopatogenia do LES.®9

Neste contexto, os marcadores de estresse oxidativo
vém sendo cada vez mais pesquisados e utilizados nos es-
tudos sobre a patogénese da doenga.t1®

ESPECIES REATIVAS NA LESAO CELULAR ENO
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

As espécies reativas, em geral, sdo formadas por com-
postos com um ou mais elétrons desemparelhados em seu
orbital mais externo, possuindo alta capacidade de reagir
com varias substancias celulares, o que acarreta efeitos pre-
judiciais, tais como a peroxidacao de lipidios de membrana
e agressdo as proteinas, enzimas, carboidratos e DNA. As-
sim, dentre as espécies reativas presentes no organismo,
temos as espécies reativas de oxigénio (ERO) e as espéci-
es reativas de nitrogénio (ERN) que sdo geradas, principal-
mente, pela atividade de algumas enzimas envolvidas nos
processos de oxidagdo, como citocromo oxidase, xantina
oxidase, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
e as isoformas da 6xido nitrico sintase (NOS), essenciais
para o funcionamento celular.?® As ERO e ERN sao bem
conhecidas por desempenhar papéis paradoxais ao orga-
nismo, tanto causando beneficios como maleficios, através
da inducdo de reacgBes do tipo radicalares. Qualquer dese-
quilibrio destas reacgdes pode levar ao estresse oxidativo
celular.®20-27)

Um exemplo de reacéo radicalar importante é o proces-
so de peroxidagéo lipidica ou lipoperoxidacdo, que é
desencadeada pela reacdo das espécies reativas com 0s
acidos graxos polinsaturados das membranas celulares,
provocando perda de seletividade na troca i6nica e liberacao
do contetdo celular e, consequentemente, morte celular. Essa
reacdo gera como principal produto o malondialdeido. (0242829

Algumas espécies reativas provocam dano a estrutura
do DNA. Quando o ataque é na desoxirribose, leva a ruptura
da dupla hélice, gerando como produto a 8-hidroxideo-
xiguanosina. Entretanto, quando é nas bases nitrogenadas,
pode ser reparado pela excisédo de novos nucleotideos. Em
contrapartida, os danos oxidativos nas proteinas ja sintetiza-
das ndo podem ser reparados, resultando na degradacao
irreversivel dessas macromoléculas oxidadas pelos pro-
teossomas, gerando, como um dos produtos de reacao, o 4-
hidroxinonenal. (2024:28.30)

No LES, o acimulo de espécies reativas pode ser ge-
rado pelas células inflamatérias, que sdo constantemente
estimuladas pela presenca de depdsitos teciduais de imuno-
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complexos, formados, principalmente, por autoanticorpos.®
Em virtude disso, o uso da quantificacdo de radicais livres e
seus produtos como marcadores de estresse oxidativo celu-
lar poderia contribuir no acompanhamento da evolucdo e da
patogénese do LES (Tabela 1), uma vez que o desenvolvi-
mento das manifestacgBes clinicas tem correlagdo direta com
a presenca de reacdes radicalares celulares. 8337

Tabela 1
L Alvo das
Espécies i Produtos No )
e Tipos reagoes formados  LES Referéncias
radicalares
gr’:gl‘;"g Lipoperoxidacdo Malondialdeido T 46,64,76
2
3g* das Membranas (MDA) 70
HO" - albumina
Radical (albumina T 56
hidroxila Oxidagdo das amunogénica)
(HO") Proteinas HO®- 1gG
— (imunoglobulina T 2
r:g?i?:: imunogénica)
de Oxidacado dos
oxigénio . aminoacidos
(ERO) Anion das proteinas
radical (Catalase, 4-hidroxi- 1127
superoxido albumina) nonenal (HNE) T !
(0,*7)
Oxidagéo do
DNA
Perdxido de Oxidacdo do 8-hidroxi-
hidrogénio DI?.I A deoxiguanosina T 32,33
(H,0,) (8-OHdG)
Oxido Nitrico
(NO") Hiperpolarizagao
E— da Membrana  Peroxinitritos T 18,36,47,48
Espécies fos Mitocondrial
reativas (.NO'A')
de Nitratos
nitrogénio (NO7) S
(ERN) Omd[?ﬁio do DNA
Peroxinitritos imunogénico T 118

(ONRO’) Oxidacgéo dos

R 3-Nitrotirosina
aminoacidos

Radical Hidroxila

O radical hidroxila (HO") é considerado o mais deleté-
rio ao organismo, por ser altamente reativo, embora a meia-
vida seja curta. E formado in vivo, principalmente pela redu-
¢do do peroxido de hidrogénio por um metal de transicao,
normalmente ferro (Fe3*) ou cobre (Cu?*).?9 O HO" vem sen-
do estudado em varias doengas, mostrando-se importante
na oxidacdo de proteinas plasmaticas, como albumina e
imunoglobulinas.®4:34:38-40)

Alguns estudos tém demonstrado um importante pa-
pel do HO" na etiologia da autoimunidade do LES.®44) A rea-
¢ao deste radical com imunoglobulina G (IgG) humana alte-
ra a estrutura da imunoglobulina e, consequentemente, in-
sere nNovos epitopos, tornando-a altamente imunogénica e
induzindo um aumento significativo nos titulos de anticorpos
anti-lgG. Estes dados sdo muito semelhantes aos observa-
dos no processo inflamatério do LES, que apresentam como
caracteristica grande diversidade das ligag6es antigeno-
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anticorpo, e que estdo de acordo com os achados de
Rasheed e colaboradores, que observaram modificacdes
na estrutura da albumina sérica pelo radical HO", tornando-a
também muito imunogénica.®44v

Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula produzida em di-
versas células através da oxidagdo da L-arginina. Depen-
dendo do tipo celular, sua produgdo é catalisada por uma
das trés isoformas da NOS: neuronal (NNOS), endotelial
(eNOS) ou induzida (iNOS).“? O aumento da producao de
NO tem importante papel na patogénese de diversas doen-
¢as autoimunes, inclusive LES, devido a sua participacéo
nas diferentes funcfes celulares, como a producédo de
citocinas, transducao de sinal, fun¢c8es mitocondriais e
apoptose.“® O NO pode ter uma agéo direta ou indireta no
meio celular, através dos seus derivados peroxinitrito e
superoéxidos,“*? podendo ser esta espécie reativa, quando
em quantidades alteradas, a causa ou consequéncia de al-
teracdes celulares no LES e de outras doencas.

Estudos experimentais de LES utilizando camundon-
gos MRL/Ipr, como o de Reilly e colaboradores, observaram
uma reducgéo significativa da atividade do LES acompanha-
da da reducao da producéo de NO e outras espécies reativas,
depois do tratamento dos animais com inibidores especi-
ficos da INOS, como o NG-monometil-L-arginina (L-NMMA)
e |I-N6-(1-iminoetill) lisina (L-NIL).“

Num estudo longitudinal, Oates e colaboradores
demonstraram associag0es positivas entre a producéo sérica
de NO e a atividade da doenca.®® De modo interessante, 0s
pacientes com nefrite lUpica, confirmada através de bidpsia,
também apresentaram altas concentragGes de NO sérico,
sendo possivel que o NO colabore para uma resposta pro-
inflamatdria, visto que ele promove a proliferacéo de células
Thi, além de favorecer a sintese de IFN-y e diferenciacao
dessas células por indugéo seletiva de IL-12R[B2 via cGMP.“®)

O excesso de NO aumenta a hiperpolarizacdo mito-
condrial dos linfocitos T de pacientes com LES, contribuindo
para a desregulacdo dessas células e, consequentemente,
afetando suas fungfes.“”%» Corroborando, Nagy e colabo-
radores observaram que o aumento na producdo de NO em
mondcitos de pacientes com LES afetam as fungbes de
células T vizinhas, sugerindo, portanto, que essa des-
regulacdo dos linfécitos T colabora com os fendmenos de
autoimunidade.®®

Malondialdeido

O malondialdeido (MDA) é um dialdeido formado como
produto secundario da oxidagdo de acidos graxos poli-
insaturados das membranas celulares, principalmente o
acido araquiddnico. A alta reatividade dessa molécula per-
mite sua atuagéo no interior e exterior da célula, interagindo
com biomoléculas, como acidos nucleicos e proteinas, oca-
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sionando danos irreversiveis aos mecanismos que envol-
vem a funcionalidade celular.®? A quantificagdo do MDA nos
sistemas bioldgicos, como marcador de estresse oxidativo,
€ um parametro importante para avaliagdo da leséo celular
associada as diversas doencgas sistémicas, principalmente
0 LES.6259

Sendo assim, Shah e colaboradores observaram um
aumento significativo das concentrag@es circulantes de MDA
em pacientes com LES e correlacdo com a atividade da
doenca, sugerindo, portanto, que mecanismos de lesdo
celular decorrentes do processo de peroxidagao lipidica es-
tejam envolvidos no agravamento do quadro clinico.*® Re-
sultados similares foram observados por Wang e colabora-
dores, através da quantificacao de anticorpos anti-MDA.®% Ja
Tewthanom e colaboradores observaram falta de correlagéo
entre MDA e severidade da doenca, fato este que pode ser
explicado pela distingdo em relacéo a terapéutica, ja que, no
primeiro estudo, os pacientes ndo foram submetidos a qual-
quer tipo de terapia anti-inflamatéria.®® Mais recentemente,
Pérez e colaboradores, através da quantificacdo por croma-
tografia liquida de alto desempenho (HPLC), observaram
niveis maiores de MDA, em pacientes com LES, no entanto,
sem correlagcdo com a duragdo ou com a atividade da
doencga.®®

Embora existam na literatura resultados conflitantes,
tudo indica que os niveis exacerbados de MDA estéo relacio-
nados com a lesdo de membrana celular e, portanto, a
quantificagdo desta molécula pode ser utilizada como um
marcador de les&o celular no LES. Esses trabalhos também
mostraram que ha diferentes formas de quantificar o MDA.

De modo interessante, o MDA é capaz de oxidar a
lipoproteina de baixa densidade (LDL), originando o ox-LDL.
Apesar de existir uma reacgdo cruzada entre anticorpos anti-
ox-LDL e anticorpos anticardiolipina,®” o ox-LDL tem sido
correlacionado com manifesta¢cbes cardiovasculares em
pacientes com LES.®9 Neste sentido, além da deteccgdo di-
reta do MDA, as modificagbes provocadas por este, seja nas
proteinas ou nos lipideos, sado fortes candidatos a biomar-
cadores no LES, mas ainda sdo necessarios novos estu-
dos, levando em consideracdo a terapia que os pacientes
sdo submetidos.

4-hidroxinonenal

O aldeido insaturado, 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), é o
produto mais importante da degradagdo peroxidativa de aci-
dos graxos 6mega-6 e apresenta alta citotoxidade, principal-
mente, devido a sua propriedade de formar bases de Schiff
pela reacdo com aminoacidos, sobretudo com os residuos
de lisina e histidina presentes nas proteinas.®®

Estudo in vitro de modificagdo de proteinas enddgenas,
como a albumina (HSA) pelo HNE em pacientes com LES,
demonstrou aumento da imunogenicidade da albumina, apds
a ligacdo do HNE, via indug&o de anticorpos anti-HSA-HNE,
uma vez que a albumina fica com exposicdo de novos
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epitopos pela mudanca estrutural. Os autores sugerem que,
in vivo, o aumento circulante da albumina modificada pela
HNE seria capaz de estimular a produgéo de autoanticorpos,
pelo reconhecimento destes diferentes epitopos.*?

A ligacdo do HNE com outras proteinas presentes nas
células, como a enzima catalase, induz a mudanca estrutu-
ral e perda de funcionalidade em pacientes com LES. A liga-
¢do HNE-catalase provoca uma diminuigdo da sua atividade
antioxidante e, consequentemente, desequilibrio do estado
redox celular, que é fortemente associado com o agrava-
mento da doenga.®”

8-hidroxideoxiguanosina

A 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) é um produto ge-
rado da oxidacdo das bases nitrogenadas da molécula de
DNA, através do ataque de espécies reativas de oxigénio,
como o peréxido de hidrogénio.®*6) A modificacdo estrutural
na dupla hélice do DNA pode torna-las mais suscetiveis as
interacBes com autoanticorpos do LES, promovendo, assim,
0 aumento da formagdo de complexos imunolégicos.®®

Como exemplo de aplica¢do no LES, temos o trabalho
desenvolvido por Maeshima e colaboradores, que utilizaram
esse marcador para estudar os efeitos oxidativos danosos
da alta intensidade da luz solar em pacientes com LES,
observando niveis urinarios significativamente mais elevados
de 8-OHdG em pacientes doentes.®?

SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES NO LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO

Normalmente, em condic¢des fisioldgicas, a produgéo
das espécies reativas é balanceada por sistemas antioxi-
dantes eficientes, enzimaticos e ndo enzimaticos, capazes de
limitar os niveis intracelulares dessas substancias e prevenir
a inducdo de danos celulares.® Os sistemas enzimaticos
envolvem as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPx),
as Ultimas envolvidas na reducdo e oxidagao da glutationa. O
sistema antioxidante ndo enzimatico é formado por muitas
substancias, como tocoferdis, ascorbato, acido Urico, vita-
mina D, B-caroteno, transferrina, ceruloplasmina, mas desta-
ca-se a glutationa forma reduzida (GSH).®%

Desordens ambientais, nutricionais, patolégicas ou
qualquer outro fator externo ou interno podem diminuir es-
ses sistemas de defesa antioxidantes e levar ao desequilibrio
no estado redox, e, consequentemente, ao estresse oxidativo
celular.® Portanto, essas moléculas também sao importan-
tes marcadores utilizados na avaliagdo do dano oxidativo
gerado em diversas doencas, inclusive em doencas auto-
imunes, como o LES.

As principais substancias antioxidantes utilizadas atu-
almente como marcadores de estresse oxidativo no LES séo
a glutationa, as enzimas glutationa peroxidase, catalase e
superoxido dismutase.
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Glutationa

A glutationa é um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinil-
glicina) composto por trés aminoacidos: cisteina, acido
glutdmico e glicina. Em situa¢des normais, a glutationa é
encontrada em maior concentragdo sob a forma reduzida,
descrita como GSH e em menor concentragdo sob a forma
oxidada (GSSG), sendo a razdo GSH/GSSG utilizada para
estimar o estado redox dos sistemas biolégicos. A GSH é
responsavel pela detoxificagdo do H,O, e outras substan-
cias devido a sua forte capacidade redutora.®5®

Tewthanom e colaboradores associaram, pela primeira
vez, a diminuigdo nos niveis de GSH plasmaticos com os
diferentes graus de severidade do LES, através da utilizagéo
do indice SLEDAI.G% Contudo, em recente estudo em
pacientes com LES, foi observada uma consideravel dimi-
nuicdo nos niveis de GSH correlacionada ao aumento da
expressao da enzima caspase-3 dos linfocitos, o que reflete
apoptose. Esses resultados sugerem que a diminui¢cdo da
GSH e de sua agao protetora predispde as células a morte
diretamente pela formag&o de poros mitocondriais, aumen-
to da permeabilidade das membranas, além da ativacdo de
enzimas apoptoticas.®?

Glutationa Peroxidase

Enzima envolvida na oxidacdo da glutationa, a GPx &
responsavel pela detoxificagdo de peréxidos organicos e
inorganicos.® Apresenta-se sob quatro formas: GPx 1 ou
classica, encontrada no citosol de todas as células do cor-
po; GPx 2 ou gastrointestinal, especifica do trato gastro-
intestinal; GPx 3 ou plasmatica ou extracelular, encontrada
no fluido do revestimento interno do pulméo e no leite mater-
no, além do plasma de mamiferos, e a GPx 4, que atua sobre
peroxidos de residuos de acidos graxos nas membranas e
lipoproteinas, reduzindo, também, a formacédo de hidro-
peréxido da timina pelo ataque ao DNA celular.©7:9

Essa molécula antioxidante foi um dos alvos de estu-
do para a avaliacdo do estresse oxidativo em pacientes com
LES, onde foi observada que a diminuicdo da atividade
enzimatica tem relagdo direta com o dano celular e a ativida-
de da doenca, associada, principalmente, a nefrite e alopecia,
sugerindo o uso da GPx e de outras substancias antioxi-
dantes como alvos terapéuticos.®

Catalase

A CAT é uma enzima antioxidante endégena importan-
te, sendo responsavel pela desintoxicagdo do peroxido de
hidrogénio em oxigénio e agua, limitando assim os efeitos
deletérios dessa substancia.¢” Assim, a CAT tem sido con-
siderada um importante regulador de estresse oxidativo que
pode interferir na evolugdo da doenga autoimune.®

D'Souza e colaboradores observaram que a CAT esta
principalmente sob a forma oxidada nos pacientes com LES,
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ocasionando, portanto, uma diminuicdo significativa da sua
atividade antioxidante. Por sua vez, essa ineficiéncia da
enzima afeta ainda mais o equilibrio oxidante-antioxidante
celular, favorecendo, assim, o desenvolvimento de estresse
oxidativo.®"

Superoxido dismutase

As enzimas superoxido dismutases encontradas em
humanos sdo as associadas a fons: a cobre/zinco, a Cu/
ZnSOD (citosol, lisossomas e nucleo) e ao manganés
MnSOD (mitocondrial) ou na sua forma extracelular
ECSOD.(™

A Cu/ZnSOD foi utilizada na avaliagdo do dano oxidativo
em alguns trabalhos com pacientes com LES. Foi verificada
uma diminuicdo da atividade da SOD, altos niveis de anti-
corpos anti-SOD circulantes e maiores quantidades de
dienos conjugados nos pacientes com LES. A presenca des-
ses anticorpos foi associada ao aumento do dano causado
pelos radicais livres.® Em outros trabalhos, a diminui¢cao
da atividade da SOD e a baixa agéo protetora antioxidante de
outras substancias foram correlacionadas com o aumento
do estresse oxidativo no LES, o que, consequentemente,
contribuiu com a patogénese desta doenga, através do dano
celular e tecidual gerado, causando disfuncdes em células
imunolégicas, estimulando a produgédo de autoantigenos e
aumento da reatividade dos autoanticorpos.™

Processo inflamatdrio

8
™ HNE

N\

Lipoperoxidacdo

_..11||""|||.'|.'|:. y lill_l'l
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CONSIDERACOES FINAIS

A maioria dos estudos obteve resultados relevantes e
consistentes, mostrando a importante contribuicdo do
estresse oxidativo para o desenvolvimento e agravamento do
LES, mesmo utilizando metodologias diferentes. Para isso,
foram analisados os marcadores mais importantes e atuais
nesta doenca, tanto radicais livres, quanto substancias
antioxidantes. O aumento de radicais livres, sejam eles es-
pécies reativas ou produtos da lesdo celular, geram uma
resposta imunoldgica do tipo pré-inflamatéria, visto que, em
alguns estudos, ocorreu proliferacdo de células Thl e sinte-
se de citocinas proé-inflamatérias, como o IFN-y, o que contri-
bui ainda mais para ativacdo celular exacerbada, podendo
ser primordial para o agravamento das manifestacdes clini-
cas do LES, como a nefrite e alopecia. Além disso, essas
espécies contribuem para o desenvolvimento da auto-
imunidade desta doenga, através da capacidade reativa des-
sas moléculas com algumas proteinas, como a IgG, albu-
mina e a catalase, promovendo a inser¢éo de novos epitopos
em suas estruturas quimicas, tornando-as altamente imuno-
génicas ou induzindo a perda da sua funcionalidade.

Na maioria dos estudos, foi observada a relagdo dos
marcadores de estresse oxidativo com o desenvolvimento
desta doenca e, em alguns casos, com ainda mais relevan-
cia, foi demonstrada essa relacdo com a atividade e a seve-
ridade do LES (Figura 1).

¥
1 8-OHdG

-

7
(.I-ﬁ 1‘ MDA
It

Mewdrars M

Figura 1. 1: O anion radical superéxido é formado pela acdo da enzima NAD(P)H-oxidase e xantina oxidase ou de forma ndo enzimatica,
através da cadeia de transporte de elétrons na mitocondria; 2: Formagao de peroxinitrito pela reagdo do anion superéxido com o 6xido nitrico;
3: Formagédo de peroxido de hidrogénio pela agdo da enzima superéxido dismutase; 4: Formacdo de radical hidroxil na Reacédo de Fenton;
5: Danos ocasionados pelo potencial oxidativo do peroxinitrito (em proteinas, lipidios e DNA); 6: O radical hidroxil provoca dano na molécula
de DNA, reagindo com as suas bases nitrogenadas e levando a quebra da cadeia dupla, além de causar danos na membrana plasmatica
oxidando os &cidos graxos insaturados, causando a lipoperoxidacdo e provocando modificagbes nas estruturas moleculares e nas funcdes
de diversas proteinas, como albumina e imunoglobulina; 7: Lipoperoxidagdo gerando como produto o malondialdeido (MDA); 8: Lipo-
peroxidagdo do acido graxo 6dmega-6 gerando como produto o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), que leva a oxidagdo proteica; 9: Lesdo ao DNA
pelos radicais hidroxil e peroxinitrito (ruptura da molécula) formando 8-hidroxideoxiguanosina (80HdG).
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A baixa acao protetora antioxidante também foi corre-
lacionada com o aumento do estresse oxidativo no LES, o
que consequentemente contribuiu com a patogénese desta
doenca, através do dano celular e tecidual gerado, causando
disfuncdes em células imunolodgicas, apoptose, aumento da
producao de autoantigenos e da reatividade dos auto-
anticorpos.

Portanto, podemos concluir que essas moléculas sao
promissores biomarcadores para o diagnostico e prognosti-
co do LES, além de contribuirem como ferramentas para
avaliar o dano celular causado nesses pacientes.

Abstract

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory
disease characterized by exacerbated circulating autoantibodies
and committing various organs and systems. The cellular oxidative
stress is involved in the development of several clinical features
observed in this disease, in addition to presenting important
relationship with its genesis and pathogenesis. This work aims to
make a bibliographical survey of the main molecules used as
markers of oxidative stress in the SLE and their effects on the
monitoring of the evolution and pathogenesis of this disease, as
tools of diagnosis and prognosis. The most common oxidative stress
markers found were the malondialdehyde, the 4-hydroxy-nonenal,
8-hydroxydeoxyguanosina, the hydroxyl radical and nitric oxide,
besides the glutathione and the antioxidant enzymes, glutathione
peroxidase, catalase and superoxide dismutase. Thus, although
some differences appear between the correlations of some markers
of oxidative stress with the activity of the disease, most studies have
shown important relationship of these markers with the development
and aggravation of the SLE. Therefore, we suggest that these
molecules may be used in the diagnosis and prognosis as a tool to
evaluate cellular damage in SLE patients.

Keywords
Systemic Lupus Erythematosus; Oxidative stress; Free radicals;
Reactive nitrogen species; Reactive oxygen species
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Resumo

Objetivo: Avaliar os resultados da mobilizagao e coleta de células-tronco hematopoiéticas
do sangue periférico (CTHSP) e identificar as caracteristicas dos pacientes atendidos
na instituicdo. Métodos: Foram revisados retrospectivamente os prontuarios de 176
pacientes com diagnésticos de Mieloma Mdltiplo (MM), Linfoma de Hodgkin (LH),Linfoma
ndo Hodgkin (LNH), Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e outras neoplasias no periodo de
dezembro de 1996 e 2011. Resultados: A mediana de idade dos pacientes foi de 42
anos, sendo 76,6% adultos e 23,3% pediatricos. Os diagnésticos mais frequentes foram
MM (30,7%), LH (26,7%) e LNH (19,9%). Os métodos e regimes de mobilizacéo incluiram
o uso de G-CSF associado ou ndo a diferentes quimioterapicos: ciclofosfamida; ifosfamida,
carboplatina e etoposide (ICE) e quimioterapicos relacionados ao tratamento do pacien-
te. Foram realizadas 203 mobilizacdes e 474 coletas com média de 2,33 coletas por
paciente. O regime de mobilizacdo com melhor rendimento de células CD34+ foi G-CSF
associado a quimioterapicos relacionados ao tratamento do paciente. A mediana de
rendimento de células nucleadas totais obtida no estudo foi 7,01x10%kg e de células
CD34+ foi 2,63x10%/kg. Dezoito pacientes (10,2%) ndo atingiram o nimero desejado
ap6s mobilizacéo e coleta, sendo que a maioria dos pacientes (89,8%) atingiu a conta-
gem de células CD34+ esperada. Conclusédo: Constatou-se que fatores como o diag-
néstico, o tratamento prévio de quimioterapia e radioterapia, o regime de mobilizagdo, a
contagem de leucdcitos no inicio da coleta, os dias de administragdo de G-CSF e os dias
pés-quimioterapia de mobilizagdo necessitam ser considerados para a coleta de CTHSP,
sendo que antes dos procedimentos cada paciente deve ser avaliado em relagdo a sua
doenca e fase de evolucéo.

Palavras-chave
Transplante de células-tronco hematopoiéticas; Leucaférese; Mobilizagdo de células-
tronco hematopoiéticas

INTRODUCAO

O tratamento com células-tronco hematopoiéticas
(CTH) é uma das modalidades de terapia celular que tem
mostrado crescente eficacia no tratamento de pacientes,
adultos e criancas, com doencas malignas e benignas.®

Apesar de representar menos de 0,05% das células sangui-
neas em condigbes normais, 0 aumento das células CD34+
circulantes pode ser alcangado utilizando-se varios regimes
de mobilizagdo. A maneira mais usada para promover a cir-
culacao de células CD34+ envolve o uso de fatores de cres-
cimento hematopoiéticos, que podem ser usados com ou
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Anédlise da mobilizacéo e coleta de células-tronco hematopoiéticas do sangue periférico (CTHSP) para

transplante autélogo no Hospital Universitario de Santa Maria, RS

sem associagdo a quimioterapia. A combinagdo de fator de
crescimento e quimioterapia resulta em uma maior
mobilizacédo das células para o sangue periférico. A citocina
mais comumente usada é o fator estimulador de colbnias
de granulécitos (G-CSF) devido a sua eficacia quando com-
parada com outras (GM-CSF, SCF, eritropoetina) e por apre-
sentar um perfil de toxicidade relativamente baixo.®?

A mobilizacao de células-tronco com G-CSF, sem
quimioterapia associada, em pacientes com cancer, pode
oferecer algumas vantagens como prevencao de neutropenia
febril, transfusdes adicionais e também a facilidade de de-
terminar o cronograma de coleta sem determinagdo diaria
de células CD34+ no sangue periférico.®

Este estudo retrospectivo da mobilizagdo e coleta de
células-tronco hematopoiéticas do sangue periférico (CTHSP)
para transplante autélogo teve como objetivo avaliar os
resultados destes procedimentos e identificar o perfil dos
pacientes atendidos na instituic&o.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado através da revisdo dos prontua-
rios de 176 pacientes submetidos a mobilizacéo e coleta de
CTHSP para transplante autélogo, atendidos no Centro de
Transplante de Medula Ossea (CTMO) e Centro de Trata-
mento da Crianca e Adolescente com Céancer (CTCriaC) do
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), no periodo de
dezembro de 1996 a dezembro de 2011. O projeto foi enca-
minhado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Univer-
sidade Federal de Santa Maria (UFSM) e aprovado sob n°
0106.0.243.000-11.

As variaveis avaliadas foram sexo, idade, diagndstico,
tratamento prévio de quimioterapia e radioterapia, regime de
mobilizacéo, contagem de leucécitos no inicio da coleta, dias
de administracdo de G-CSF e dias po6s-quimioterapia de
mobilizacao, nimero de coletas, quantidade de células
nucleadas totais e quantidade de células CD34+ coletadas.

As mobilizagdes das CTH da medula 6ssea foram re-
alizadas utilizando-se diferentes regimes de quimioterapia
associados ao G-CSF ou somente com G-CSF. A dose de G-
CSF foi de 10 mcg/kg, via subcuténea, administrada diaria-
mente até o Ultimo dia de coleta. A quantidade minima de
células CD34+ desejada era de 2,0x108/kg.

As coletas foram realizadas por aférese e iniciadas
guando os leucdcitos do sangue periférico atingiam mais de
1,0x10%/puL para os pacientes mobilizados com G-CSF e
quimioterapia, e, para 0s que receberam somente G-CSF,
as coletas foram determinadas de acordo com a evolucdo
diaria dos hemogramas. Os procedimentos foram realizados
pela equipe do Banco de Sangue e do Centro de Transplan-
te de Medula Ossea (CTMO) em trés equipamentos: Baxter
CS3000 Plus (dezembro 1996 a maio 2001), Fresenius
AS 104 (julho 2003 a abril 2004) e Cobe Spectra (julho
2000 a junho 2011). A solucéo utilizada como anticoagulante
foi ACD-A. Alguns dos pacientes que ndo atingiram o minimo
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de células necessario na primeira mobilizagdo foram poste-
riormente remobilizados, enquanto que, em outros, o proce-
dimento n&o foi repetido.

A quantidade de células CD34+ nas amostras foi deter-
minada por citometria de fluxo pelo Laboratorio de Imunologia
de Transplantes do Hospital Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre no periodo de dezembro 1996 a abril 2002 e, a
partir de maio 2002 a dezembro 2011, as analises foram reali-
zadas no HUSM por citometria de fluxo em equipamento Facs
Calibur (Becton Dickinson), conforme o protocolo ISHAGE
(International Society for Hemotherapy and Graft Engineering).
Foram usados anticorpos monoclonais fluorescentes CD34-
PE (ficoeritrina) e CD45-FITC (fluoresceina), sendo analisa-
dos 200.000 eventos em cada amostra.

As CTHSP foram criopreservadas no laboratério de
Criopreservagdo do Servico de Hematologia-Oncologia do
HUSM em camara de congelamento a taxa programavel
(Cryoson BV-6, Germany), utilizando-se junto (DMSO) como
agente crioprotetor na concentracao de 10%. As bolsas con-
tendo as CTHSP foram armazenadas em tanque de nitrogé-
nio liquido na fase de vapor até o momento do transplante.

Anédlise Estatistica

Foi realizada uma andlise descritiva das variaveis do
estudo. A andlise técnica estatistica dos dados foi efetuada
pelo teste de Kruskall-Wallis. Para as variaveis nominais foi
usado o teste do qui-quadrado. Valores de P<0,05 foram
considerados significativos. As variaveis coletadas foram ar-
mazenadas em um banco de dados (Excel®2007) e anali-
sadas pelo programa Statistical Package for Social Science
15.0 (SPSS).

RESULTADOS
Caracteristicas da populagao pesquisada

Foram analisados 176 pacientes, sendo 98 do sexo
masculino (55,7%) e 78 do sexo feminino (44,3%), com ida-
des entre 01-69 anos (mediana 42 anos). Do total de
pacientes, 41 (23,3%) pertenciam ao grupo com idade de
até 21 anos, e 135 (76,7%) eram adultos. Quanto aos diag-
noésticos foram analisados 54 pacientes com Mieloma Mdlti-
plo (MM — 30,7%), 47 com Linfoma de Hodgkin (LH — 26,7%),
35 com Linfoma ndo Hodgkin (LNH — 19,9%), 16 com Leu-
cemia Mieloide Aguda (LMA—9,1%), 24 com outras neoplasias
(13,6%) — cinco com Tumor de Wilms, trés com Tumor de
Testiculo, seis com Sarcoma de Ewing, trés com Cancer de
Mama, dois com Neuroblastoma, um com Meduloblastoma,
um com Macroglobulinemia, um com Tumor de Sistema
Nervoso Central (SNC), um com Amiloidose e um com PNET.

Foi observado que, apesar da amostra conter um
percentual maior de homens (55,7%), ndo existiu diferenca
significativa quanto ao sexo. Quanto a idade, a maioria dos
pacientes tinha mais de 21 anos (76,6%). Na avaliacdo do
tipo de diagnéstico, ha uma diferenca significativa entre MM
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(30,7%) e LH (26,7%) em relacdo a LMA (9,1%) e outras
neoplasias (13,6%) - (P<0,0001).

Todos os pacientes tinham sido previamente subme-
tidos a tratamento antes da mobilizacdo. Estas terapias fo-
ram classificadas conforme as principais drogas utilizadas
em: outras drogas; agentes alquilantes; mitoxantrone; ana-
logos da platina; associacdo de agentes alquilantes e
mitoxantrone; associacdo de agentes alquilantes e andlo-
gos da platina; associagdo de mitoxantrone e analogos da
platina. Trinta e um pacientes (17,6%) tinham recebido ra-
dioterapia prévia a mobilizagdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes submetidos & mobilizagao
e coleta

gae:ca)vels Frequéncia (N) Percentual (%) P-valor
Feminino 78 443
Masculino 98 55,7 0,132
Total (N) 176 100

Idade
<21 41 233 <0,0001
>21 135 76,7

Diagnostico
MM 54 30,7
LH 47 26,7
LNH 35 189 <0,0001
LMA 16 9.1
QOutras neoplasias 24 136

Quimioterapia prévia
Outras drogas 65 36,9
Agentes alquilantes 47 26,7
Mitoxantrone 03 1,7 <0,0001
Analogos da platina 04 23
s
ALQ:;E;?SS;: I:Iatina 2 %04
Mg?l);?;gt?sn:acggtina a2 1

Radioterapia
Sim 31 176
Néo 145 824 <0,0001

Mobilizagao das células-tronco
Em 152 pacientes foi realizada apenas uma

mobilizacdo, enquanto que em 24 pacientes foram realiza-
das duas ou trés, totalizando 203 mobiliza¢des. A mobilizacdo

Tabela 2 - Comparacéao de rendimentos com regimes de mobilizagao

foi realizada com os seguintes regimes: ciclofosfamida as-
sociado a G-CSF em 111 (54,1%) pacientes; ifosfamida,
carboplatina e etoposide (ICE) associado a G-CSF em 25
(12,2%); outros quimioterapicos relacionados ao tratamento
do paciente associados a G-CSF em 19 (9,3%) e somente
G-CSF em 48 (23,4%) pacientes.

No grupo analisado, 23,4% (48) das aféreses foram
realizadas ap6s G-CSF e 76,4% (155) ap6s quimioterapia
associada ao G-CSF.

Quando comparado o numero de células nucleadas
totais com os regimes de mobilizagdo adotados, foi encon-
trado um rendimento maior no regime em que foi usado
somente G-CSF em relacdo aos demais (P<0,0001). Quan-
to ao nimero de células CD34+ obtido quando comparados
0s regimes de mobilizagdo, um rendimento maior foi obser-
vado entre os pacientes que foram submetidos a outros
quimioterapicos relacionados ao tratamento do paciente
associados ao G-CSF que néo ciclofosfamida e ICE ou so-
mente G-CSF (P=0,003) (Tabela 2).

Na correlacdo dos regimes de mobilizacdo com o ren-
dimento de células CD34+ para MM (1 e 4),LH (1,2,3e4)e
LMA (1, 3 e 4) ndo houve diferenca estatistica entre os esque-
mas adotados (P=0,240; P=0,792 e P=0,268 respectivamen-
te). Para LNH e outras neoplasias, o melhor regime de
mobilizagdo foi G-CSF associado a quimioterapicos relacio-
nados ao tratamento do paciente (3), que demonstrou dife-
renca estatistica dos demais esquemas (1, 2 e 4), com
P=0,009 e P=0,004 respectivamente.

Quanto ao nimero de coletas em relacdo ao regime
de mobilizagdo, observa-se que existiu diferenga estatistica
entre os esquemas adotados (P=0,003), com maior nimero
de coletas para os pacientes que usaram somente G-CSF
(4) comparados com 0s esquemas que associaram G-CSF
com ciclofosfamida ou ICE (1 e 2).

Coletadas CTHSP

Foram realizadas 474 coletas, com média de 2,33/
paciente. O inicio da coleta nos pacientes mobilizados so-
mente com G-CSF foi entre os dias 2 e 9 (mediana 3 dias),
para os pacientes que foram mobilizados com G-CSF em
associacdo com a quimioterapia entre os dias 9 e 19
(mediana 12 dias) pos-quimioterapia e apds 2 e 18 dias de
administracdo de G-CSF (mediana 4 dias). Os leucécitos
do primeiro dia de coleta variaram entre 800 e 64.300/pL
(mediana 5.500/pL). O rendimento de células nucleadas

Ciclofosfamida e Outros
Variaveis G-CSF (1) ICE e G-CSF (2) quimioterapicos e Somente G-CSF (4) P-valor
G-CSF (3)
Md(1°Q-3°Q)" 6,35(3,95-8,38) 8,21 (3,98-4,51) 7,08 (479-12,25) 12,90(7,44 -17,68) <0,0001
Células nucleadas totais x108 /kg ! ! ! ' ' ! ! ' ' ! ! ' !
Células CD34+ x10%/kg 2,84 (2,02-532) 2,44 (1,96-5,02) 4,46 (2,72-997) 2,19(1,23-2,79) 0

“Md (1°Q-3°Q) - mediana (1°Quartil-3°Quartil)
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totais obtido foi entre 0,36 e 52,96x108/kg (mediana 7,01),
enquanto o rendimento de células CD34+ foi entre 0,0 e
29,86x10%kg (mediana 2,63).

Dos 176 pacientes submetidos a coleta, 18 (10,2%)
ndo atingiram o numero desejado de células CD34+, sendo
trés MM, um LH, seis LNH, quatro LMA, um Sarcoma de Ewing,
um Tumor de Testiculo e dois Tumor de Wilms.

Quatro pacientes foram novamente mobilizados e ndo
atingiram a quantidade minima de células CD34+ (um MM,
um LMA e dois LNH) enquanto 14 pacientes ndo foram
novamente mobilizados por apresentarem contagem de
células CD34+ insuficiente.

Quando comparado o nimero de coletas necessarias
para atingir a quantidade minima de células CD34+ com o0s
diagnésticos, foi encontrada diferenca entre MM e LH
(P=0,004). Para a variavel numero de leucdcitos do inicio da
coleta foi observada diferenga entre os diagnésticos LMA e
outras neoplasias com MM que tem a menor mediana
(P<0,0001). O numero de células nucleadas totais obtido
nos diagndsticos MM, LH e LNH demonstra diferenga signi-
ficativa com os diagnésticos de LMA e outras neoplasias,
que apresentaram rendimentos maiores (P=0,001). Quanto
ao numero de células CD34+ obtido foi demonstrada dife-
renca entre os diagnosticos de MM e os demais, com rendi-
mento maior no MM (P=0,047) (Tabela 3).

N&o foi observada influéncia do sexo no rendimento
de células nucleadas totais (P=0,327) e células CD34+
obtidas nas coletas (P=0,415), porém foi encontrada uma
diferenga significativa no rendimento de células nucleadas
totais em relagdo a idade dos pacientes, sendo que aqueles
com idade < 21 anos obtiveram um rendimento maior
(P=0,005).

N&o foi encontrada influéncia da radioterapia nas cole-
tas quanto ao rendimento de células nucleadas totais e cé-
lulas CD34+ (P=0,208 e P=0,269).

Na analise de comparacdo dos regimes quimiotera-
picos prévios com o numero de células nucleadas totais foi
encontrada uma média de rendimento menor nos pacientes
que foram submetidos a associagdo de agentes alquilantes
e mitoxantrone (4) e a associagdo de mitoxantrone e deriva-
dos da platina (6) em relacdo ao grupo de pacientes que
foram submetidos somente aos derivados da platina (3) —
P=0,021. Os pacientes submetidos a agentes alquilantes
(1) também obtiveram uma média de rendimento de células
nucleadas totais maior que as do grupo submetido a asso-
ciacdo deste com mitoxantrone (4), enquanto que para o ren-
dimento de células CD34+ ndo houve diferenga entre os gru-
pos (P=0,086) (Tabela 4).

O rendimento diario de células coletadas dos pacien-
tes foi avaliado apenas até o terceiro dia porque a maioria
das coletas foi concentrada neste periodo de tempo. Foi
observado que existiu diferenca significativa entre os diag-
nésticos somente para células CD34+x10%/kg D1 (primeiro
dia de coleta), sendo que essa diferenga é encontrada entre
o diagnostico MM, que tem a maior média de rendimento
nessa variavel e difere do LNH e do LH que tem as menores
médias, respectivamente (P=0,013). Os outros diagnosticos
nédo diferem, nem da menor e nem da maior média. Para as
demais variaveis do rendimento diario ndo houve diferenca
entre os diagndsticos.

Foi observado rendimento médio de células
CD34+x108/kg no dia D1 maior em relagdo ao rendimento
do dia D3 (terceiro dia de coleta) na maioria dos diagnés-
ticos.

Tabela 3 - Comparacéo entre as variaveis da coleta e diagnosticos

Variaveis Outras
Md (1°Q-3°Q)* MM LH LNH LMA neoplasias
N° de coletas 2,00 3,00 2,00 2,00 2,50
(1,00-2,00) (2,00-3,00) (2,00-3,00) (2,00-3,00) (1,25-3,00)
Leucdcitos no inicio da 3450 4700 3400 11650 14350
coleta/uL (1550-8200) (2300-10300) (1800 -8300) (3650-38350) (5625-29675)
Células nucleadas totais 5,76 8,07 6,85 7,20 12,21
x10%/kg (3,19 -7,80) (4,74-11,11) (4,79 -13,29) (5,49 -13,48) (6,73-17,92)
. & 3,99 2,63 2,40 2,59 2,42
Celulas CD34+x10%/kg 2,71 -6,31) (1,97 -4,57) (1,59 -4,02) (1,43 -5,17) (2,04 -5,43)
*Md (1°Q-3°Q) - mediana (1°Quartil-3°Quartil)
Tabela 4 - Quimioterapias prévias
Variaveis 0 1 3 4 5 6 P-valor
Md(1°Q-3°Q)* 6,4 10,1 10,4 23 6,8 56 0,021
Células nucleadas totais ~ (3,5-9,0) (6,2-13,8) (5,7-12,8) (5,9-16,3) (0,9-36) (4,5-156) (4,4-6,8)
x108kg
Células CD34+ x108/kg 3.4 2,8 7.8 53 24 1.4 0,086
(23-53) (1,967 (16-73) (16-122) (53-53) (1,9-39) (0,4-2,4)

*0- outras drogas, 1- agentes alquilantes, 2- mitoxantrone, 3- analogos da platina, 4- associacao de agentes alquilantes e mitoxantrone,
5- associagdo de agentes alquilantes e analogos da platina, 6- associagio de mitoxantrone e analogos da platina
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DISCUSSAO

As células-tronco hematopoiéticas mobilizadas para o
sangue periférico tém sido cada vez mais usadas para trans-
plante com vantagens bem estabelecidas sobre as da me-
dula 6ssea.®* Este estudo incluiu um grupo de pacientes
bastante heterogéneo quanto aos diagnésticos de base, ida-
de e regimes quimioterapicos utilizados antes das mobiliza-
¢Oes e coletas. Assim, a analise dos resultados obtidos foi
realizada conhecendo estas variaveis limitantes de compa-
racao.

O inicio das coletas neste grupo foi baseado na recu-
peragdo de leucotcitos dos pacientes apos o uso de G-CSF
ou G-CSF associado a diferentes regimes de quimioterapia
demonstrando que é possivel realizar este procedimento
sem determinacdo prévia do nimero de células CD34+ no
sangue periférico. A contagem de células CD34+ é melhor
marcador para o rendimento de células na leucoaférese que
a contagem de leucécitos do sangue periférico, sendo reco-
mendado para determinar o tempo de coleta e para
monitoramento da qualidade do produto reinfundido no pa-
ciente. Determinar o tempo ideal para iniciar a coleta de CTH
ap6s a mobilizacdo é fundamental para se obter um bom
rendimento. Muitas controvérsias ainda existem acerca do
inicio do procedimento de aférese.®

As estratégias mais comuns para mobilizagdo inclu-
em apenas fatores de crescimento ou fatores de cresci-
mento apds quimioterapia. Porém, é ainda controversa a
questao de qual o método mais seguro e mais previsivel
para mobilizacdo de CTH.®" Neste estudo foi observado
um maior rendimento de células nucleadas totais nos pa-
cientes que foram mobilizados somente com G-CSF, porém
o rendimento das células CD34+ foi maior quando
associado G-CSF a quimioterapia. A combinacao de fatores
de crescimento e quimioterapia resulta em um efeito aditivo,
ocorrendo uma maior mobilizacdo de células-tronco para o
sangue periférico.*® Para os pacientes que foram mobi-
lizados com quimioterapicos relacionados ao tratamento
do paciente associados ao G-CSF foi obtido um rendimento
superior de células CD34+ aos demais esquemas ado-
tados. Segundo Bensinger et al., a mobilizagcdo com
quimioterapicos relacionados ao tratamento do paciente
em combinagdo com G-CSF sdo regimes frequentemente
bem sucedidos.® O regime de mobilizagdo com altas doses
de ciclofosfamida associada a fatores de crescimento hema-
topoiéticos foi usado em 54,1% dos pacientes incluidos
neste estudo. A administracdo de ciclofosfamida com G-
CSF é muito difundida como um regime efetivo para
mobilizacdo de CTH e altamente eficaz contra células
tumorais.®

Neste estudo nao foi encontrado influéncia do sexo,
idade e radioterapia prévia no rendimento de células CD34+.
Em diferentes estudos, o efeito da idade do paciente na quan-
tidade de células CD34+ obtidas foi analisado e revelou-se
contraditorio.®? Quanto as quimioterapias prévias realiza-
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das nao foi observada influéncia no rendimento de células
CD34+, exceto um rendimento menor no nimero de células
nucleadas totais dos pacientes que foram submetidos a
mitoxantrone associado a agentes alquilantes e/ou aos de-
rivados da platina, sendo esta variavel dificil de mensurar
devido ao grande numero de agentes quimioterapicos usa-
dos em diferentes doses e combinacdes. Haas et al.,*Y em
seu estudo, evidenciaram a quimioterapia e a radioterapia
prévias como importantes fatores adversos para a eficiéncia
da coleta. Mendrone Jr.4? relatou insucesso na mobilizacéo
de pacientes com prévia administracdo de Mitoxantrone ou
agentes alquilantes. Para pacientes com administracao pré-
via de derivados da platina e radioterapia ndo encontrou in-
fluéncia significativa na mobilizag&o.

Na avaliagdo do rendimento diario de células CD34+
foi constatado um rendimento médio superior no primeiro
dia de coleta em relacdo ao terceiro dia. O aumento das
células-tronco no sangue periférico resultante do processo
de mobilizacéo é de curta duragdo, sendo assim necessario
definir a época ideal para a aférese.®® Bini-Antunes et al., em
um grupo de pacientes pediatricos, também demonstraram
um rendimento de células CD34+ maior no primeiro dia de
coleta.®

Constatou-se neste estudo uma falha de mobilizagéo
de 10,2% (18/176) dos pacientes, enquanto 89,8% (158/176)
dos pacientes atingiram a dose desejada de CTH. Entre 5%
e 46% dos pacientes submetidos a mobilizagdo falham em
alcancar a dose pré-fixada de CTH e, entdo, sdo considera-
dos como mobilizadores pobres. Idade, sexo, diagnostico e
estagio da doenga, envolvimento da medula, radioterapia
prévia, tempo de diagnostico, tempo entre a Ultima quimio-
terapia e o regime de mobilizagéo, agentes alquilantes, febre
de origem desconhecida, dose e administracdo do fator de
crescimento tém sido considerados como possiveis fatores
de determinacdo de prognéstico negativo em diferentes
pacientes.®51% Foi observado que os pacientes com MM desta
analise foram submetidos a um nimero menor de coletas e
também obtiveram um nimero maior de células CD34+ em
relacdo aos pacientes com outros diagnésticos. Em geral, o
rendimento das coletas € maior em pacientes com mieloma
multiplo.®?

Dos pacientes deste estudo com LNH, 33,3% (6/18)
falharam em atingir o nimero desejado de células CD34+.
Pacientes com LNH, principalmente aqueles com envolvi-
mento da medula éssea, sdo mais frequentemente "maus”
mobilizadores.*® Cerca de 21% a 48% dos pacientes com
LNH mostraram-se pobres mobilizadores ap6s administra-
¢do de quimioterapia e G-CSF e, destes pacientes, 16% a
33% ndo mobilizaram células-tronco suficientes para coleta
e transplante.*920

Para os pacientes com LMA neste grupo avaliado, 22,2%
(4/18) ndo atingiram o minimo desejado de células-tronco
nas coletas. A leucemia aguda ja foi associada a um baixo
rendimento de CTHSP em comparagdo com outras doengas
hematolégicas malignas.®?
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Neste estudo, a mediana de células nucleadas totais
obtidas ao final das coletas foi 7,01x108/kg e de células
CD34+ foi 2,63x108/kg, tendo como mediana de dois proce-
dimentos de aférese por paciente. O numero de coletas por
aférese necessarias para se obter quantidade suficiente de
células-tronco do sangue periférico depende do tipo de do-
enca de base, das condi¢des clinicas de cada paciente, do
tipo de quimioterapia, da contagem de pré-coleta (CD34 no
sangue periférico), da administragdo do fator de crescimen-
to, do tempo ideal da aférese, do acesso vascular, da técnica
e do tipo de instrumentos usados. Portanto, o resultado e a
qualidade do produto obtido podem ser totalmente diferen-
tes, de acordo ndo s6 com o equipamento, mas também
com as condicdes clinicas dos pacientes.®??

CONCLUSAO

No presente estudo concluiu-se que fatores como o
diagndstico, o tratamento prévio de quimioterapia e radiote-
rapia, o regime de mobilizacédo, a contagem de leucécitos no
inicio da coleta, os dias de administracdo de G-CSF e os
dias pos-quimioterapia de mobilizagdo necessitam ser con-
siderados para uma coleta satisfatéria, sendo que cada pa-
ciente deve ser avaliado individualmente com sua doenca.
Também se observou que 89,8% dos pacientes estudados
atingiram a dose de células CD34+ esperada apds as mobi-
lizacdes e coletas.
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Abstract

Objective: Evaluate the results of the mobilization and collection of
peripheral blood stem cells (PBSC) and identify the characteristics
of patients. Methods: The medical records of 176 patients diagnosed
with Multiple Myeloma(MM),Hodgkin Lymphoma(HL), Non Hodgkin
Lymphoma(NHL), Acute Myeloid Leukemia(AML) and other
neoplasias were reviewed retrospectively in the period between
December 1996 and 2011. Results: The median age of the patients
was 42 years old, with 76.6% adults and 23.3% pediatric patients.The
most frequent diagnoses were MM(30.7%),HL(26.7%) and
NHL(19.9%).The methods and mobilization regimens included the
use of G-CSF associated or not with different chemotherapy
medication: cyclophosphamide;ifosfamide,carboplatin and etoposide
(ICE) and chemotherapy drugs related to the patient's treatment. A
number of 203 mobilizations and 474 collections were performed
with an average of 2.33 collections per patient. The regimen of
mobilization with the best CD34+cell performance was G-CSF plus
chemotherapy drugs related to the patient's treatment. The median
performance of total nucleated cells obtained in the study was
7.01x108/kg and 2.63x10%kg for CD34+ cells. Eighteen patients
(10.2%) did not achieve the number desired after mobilization and
collection, however, the majority of the patients (89.8%) achieved
the CD34+cell count expected. Conclusion: It was verified that
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factors such as diagnosis, previous chemotherapy and radiotherapy
treatment, mobilization regimen, leukocyte count in the beginning of
the collection, the days of administration of G-CSF and the post-
chemotherapy days of the mobilization should be considered for the
collection of PBSC, noting that before the procedures each patient
should be evaluated in relation to his/her disease and evolution
phase.

Keywords
Hematopoietic stem cell transplantation; Leukapheresis;
Hematopoietic stem cell mobilization
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Resumo

O cancer do colo do Utero é uma patologia que continua sendo um grave problema de
sautde publica, sempre apresentando altas taxas de mortalidade feminina. E uma doen-
¢a de progressao lenta, desenvolvendo-se a partir de transformag@es intraepiteliais
que podem evoluir para uma lesdo invasora, num periodo de 10 a 20 anos. No entanto,
é possivel sua prevencdo. O diagnéstico do cancer do colo do Utero é baseado na
realizacdo de trés métodos complementares: a citologia, a colposcopia e a histologia. O
presente estudo representa uma pesquisa quantitativa, retrospectiva e descritiva, rela-
cionada a correlacgdo entre citologia, colposcopia e histologia no diagnéstico das les6es
intraepiteliais e carcinoma do colo do Utero, na cidade de Patos, no estado da Paraiba.
Foram analisados 37 laudos de pacientes que apresentaram citologia positiva e compa-
rados com a colposcopia e a histologia. A colposcopia apresentou percentual de 73%
(27/37) de concordancia com a citologia, e a histologia apresentou percentual de 81%
(30/37). A partir da anélise do presente estudo, pode-se concluir que a associacéo dos
métodos citolégicos, colposcopicos e histolégicos apresenta maior eficiéncia do que
quando utilizados isoladamente.

Palavras-chave

Cancer; Citologia; Colposcopia; Histologia

INTRODUGAO

O cancer do colo do Utero é uma patologia que se apre-
senta como um grave problema de saude publica, uma vez
que este tipo de cancer ocupa o segundo lugar em incidén-
cia, atras apenas do cancer de mama, e o quarto em morta-
lidade, em todo o Brasil. Em 2012, as estimativas davam
conta de 17.540 novos casos, no pais, conforme o Instituto
Nacional do Cancer - INCA.®

O cancer do colo do utero se desenvolve a partir de
transformacdes intraepiteliais, ndo malignas e progressivas,
que podem evoluir para uma lesdo invasora, num periodo
de 10 a 20 anos. Essa evolucéo se da, na maioria dos casos,
de forma lenta, passando por fases pré-clinicas detectaveis
e curaveis.® Os métodos de diagndstico amplamente
utilizados, para a deteccdo do cancer do colo do Utero,
consistem no exame citolégico, no colposcoépico e no histo-
patolégico. Este ultimo é considerado o padrdo ouro do
diagndstico.®® E necessaria a realizacdo desses trés méto-
dos complementares, para correta interpretacédo e diagnos-
tico das lesdes intraepiteliais e cancer do colo do Utero, ndo

devendo o diagnéstico ser baseado em apenas um Unico
método.®

O exame citologico apresenta uma boa sensibilidade
e alta especificidade quando utilizado em popula¢Bes como
método de triagem. Uma das criticas mais frequentes a
esse exame € a alta taxa de falsos-negativos, que pode
variar de 6% a 68%.%" Sua principal finalidade é o ras-
treamento populacional das lesdes intraepiteliais, as quais
podem ser melhor definidas, a partir do exame colpos-
copico e estudo anatomopatologico. O sistema de Bethesda
é o0 mais utilizado, classificando as anormalidades do
epitélio escamoso cervical em: atipias celulares de signifi-
cado indeterminado (ASC-US), atipias celulares que nao
se exclui lesé@o de alto grau (ASC-H), lesao intraepitelial de
baixo grau (LSIL), les&o intraepitelial de alto grau (HSIL) e
carcinoma invasor, atipias em células glandulares sem
outras especificagbes (AGC-SOE), atipias em células glan-
dulares possivelmente neoplasicas (AGC-NEO), carcino-
ma in situ e adenocarinoma.®

A colposcopia € um método rapido, realizado com um
aparelho conhecido como colposcépio, o qual permite a
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visualizacéo do colo do Utero com aumento de dez a quaren-
ta vezes, ampliando assim uma pequena lesdo ndo obser-
vada pela inspecao visual desarmada. Esse método classi-
fica os achados colposcépicos em normal, anormal, sus-
peito para cancer invasor e achado insatisfatorio.®*® O estu-
do colposcépico permite a identificagdo de alteragbes sutis
do epitélio, imperceptiveis a olho nu, sendo um método de
diagnostico clinico que valoriza, sobretudo, mudancas do
nivel da superficie da cérvice. No caso da citologia, essa é
uma técnica de laboratério que permite estudar as mudan-
¢as a nivel celular, por isso, devem ser consideradas como
sistemas complementares.®

A histopatologia é realizada com amostras retiradas
de uma superficie suspeita da presenca de lesédo ou malig-
nidade e esta baseada em critérios morfologico-arquitetural
e celular. Esse método é considerado padrédo ouro do diag-
néstico morfoldgico. Para esse exame, € utilizada a classifi-
cacgdo de Richart: Neoplasia IntraEpitelial Cervical (NIC) grau
I, Il e Ill, conforme o grau da lesdo, carcinoma e adeno-
carcinoma in situ.®

A prevencdo e o diagnostico precoce sdo de grande
importancia na terapéutica e prognostico das pacientes,
correspondendo as Unicas maneiras de se reduzir a
morbidade e mortalidade decorrentes das neoplasias; por
isso, a importancia dos exames periddicos utilizando essas
técnicas.®

A citologia, a colposcopia e a histologia ndo devem ser
utilizadas isoladamente como métodos para o diagnéstico
das lesdes intraepiteliais e carcinoma do colo do Utero. Os
trés métodos sao considerados complementares e devem
ser usados em associagdo, porém, varios trabalhos apon-
tam controvérsias entre os resultados. Dessa forma, o obje-
tivo do presente estudo foi correlacionar os resultados dos
exames citologicos, colposcépicos e histolégicos no diag-
néstico das lesdes intraepiteliais e carcinoma do colo do
Gtero, avaliando a concordancia entre os resultados dos exa-
mes das pacientes.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo consistiu de uma pesquisa quanti-
tativa, retrospectiva e descritiva, onde foram avaliados 37
prontuarios de mulheres atendidas em um laboratério publi-
co localizado na cidade de Patos-PB, que apresentaram exa-
me citolégico com resultados positivos e que foram encami-
nhadas para colposcopia e biépsia, no periodo de 2008 a
2010. Foram considerados resultados positivos aqueles com
presenca de células epiteliais anormais, ou seja, resulta-
dos sugestivos de ASC-US, LSIL, HSIL e carcinoma invasor,
de acordo com a classificacdo de Bethesda (2001). Os da-
dos foram coletados a partir dos prontuarios das pacientes,
cuja faixa etaria variou entre 19 a 72 anos de idade. Os resul-
tados dos exames colposcopicos foram considerados como
normais, anormais e insatisfatorios, pela nao visualizagédo
da JEC (Juncdo escamo-coagular), e, para a histologia, foi
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utilizada a classificacdo de Richart, sendo considerada po-
sitiva nos casos de NIC I, NIC Il, NIC Ill e carcinoma
epidermoide. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa das Faculdades Integradas de Patos, protocolo
CEP/FIP n° 0888/2010.

RESULTADOS

Neste trabalho, foram analisados 37 laudos de mulhe-
res que se submeteram ao exame citolégico de Papanicolaou,
exame colposcépico e exame histolégico. A fim de se proce-
der a correlacao cito-colpo-histolégica, foram considerados
37 laudos que apresentaram citologia positiva, nas quais
foram realizados exames colposcépicos e histolégicos. Den-
tre aquelas mulheres que apresentaram resultados cito-
l6gicos positivos, foram diagnosticados sete casos de ASC-
US, 16 casos de LSIL, 13 casos de HSIL e um caso de carci-
noma epidermoide, como mostrado na Figura 1.

Dentre os 37 laudos com citologia positiva, a idade
das pacientes variou de 19 a 72 anos, tendo uma incidéncia
maior de LSIL entre 31 e 45 anos, HSIL entre 19 e 30 anos e
carcinoma epidermoide acima dos 60 anos (Figura 2).

A Tabela 1 mostra o percentual das alteracdes citol6-
gicas em comparacdo com os resultados dos exames
colposcopicos. O total de casos diagnosticados como ASC-
US foi de sete amostras, sendo que, dessas, trés (43%)

B Asc-us

B s

[ HsLL

I CARCINOMA

Figura 1. Percentual de exames citoldgicos positivos.

30% 1
25% 1
20% + W ASC-US
st mLsL

M HSIL
10% 1

m Carcinoma

5% 17
0% | — -

19-30 anos 31-45anos 46-59 anos 2 60anos

Figura 2. Distribuicdo das alteragées citolégicas de acordo com a
faixa etaria.

RBAC. 2015;47(3):81-5



Correlagao entre citologia, colposcopia e histologia no diagndstico das les6es intraepiteliais e carcinoma do colo do Gtero

Tabela 1. Percentual de concordéncia entre os exames citoldgicos e
colposcopicos

Colposcopia
Citologia Nl:lormal!% rﬁncrm:{l} [nNsitisfatggia N“Tmal%
ASC-US 4 57% 3 43% - - 7 100%
LSIL 4 25% 12 75% - - 16 100%
HSIL 1 8% 1 84% 1 8% 13 100%
Carcinoma - - 1 100% - - 1 100%

foram considerados anormais na colposcopia e quatro (57%)
foram considerados normais. Para os 16 casos de LSIL, 12
(75%) foram considerados anormais e quatro (25%) consi-
derados normais. Relativamente a HSIL, 11 (84%) foram
considerados anormais e um (8%) normal. Uma amostra
clinica (8%) foi considerada insatisfatoria por apresentar
sangramento intenso e pela ndo visualizacdo da JEC. Apenas
um caso de carcinoma epidermoide foi diagnosticado tanto

pela citologia quanto pela colposcopia, exibindo, portanto,
uma concordancia de 100%.

A Tabela 2 mostra o percentual das alteragfes cito-
l6gicas comparativamente aos resultados dos exames
histologicos. Para os sete casos de ASC-US, trés (43%) foram
classificados como NIC I, um (14%) como NIC Il e trés (43%)
foram considerados normais. Em relacdo aos 16 casos de
LSIL, dez (63%) foram considerados NIC I, um (6%) foi con-
siderado NIC II, um (6%) foi considerado NIC Ill, um (6%) foi
considerado carcinoma e trés (19%) normais. Nos 13 casos
de HSIL, dois (15%) foram NIC I, quatro (31%) foram NIC I,
cinco (38%) foram NIC IIl, um (8%) foi carcinoma e um (8%)
foi considerado normal. Um caso de carcinoma epidermoide
foi diagnosticado, concomitantemente, pela citologia e
histologia, sendo que a histologia diagnosticou mais 2 casos
de carcinoma ndo observados na citologia.

A correlagdo entre os exames citolégicos e os colpos-
copicos e entre os citolégicos e histoldgicos sdo apresenta-
dos nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

Tabela 2 - Percentual de concordéncia entre os exames citolégicos e histolégicos

Histologia
Citoloaia Normal NIC | NIC 1l NIC 1 Carcinoma Total
9 Ne % Ne % Ne % Ne % Ne % Ne %
ASC-US 3 43% 3 43% 1 14% - - - - 7 100%
LSIL 3 19% 10 63% 1 6% 1 6% 1 6% 16 100%
HSIL 1 8% 2 15% 4 31% 5 38% 1 8% 13 100%
Carcinoma E E - - - - E 1 100% 1 100%
80% 90%
70% | ?g:: i
60% |
| 60% |
50% 0%
40% | m73% a0% | o 81%
30% | w27 30% - m19%
20% |— 20% |
10% | 0 | .
0% L o% |
Concordantes Discordantes Concordantes Discordantes

Figura 3. Correlacédo entre resultados dos exames citolégicos com
os resultados dos exames colposcopicos.

DISCUSSAO

A principal finalidade do método citolégico é o ras-
treamento populacional das lesGes intraepiteliais.® no en-
tanto, a citologia é considerada como um método limitado.*®
Uma amostra adequada é obtida através do preenchimento
dos requisitos da fase pré-analitica como presenca de célu-
las escamosas e glandulares, fixacdo adequada, esfregaco
adequado (nem escasso, nem espesso), auséncia de san-
gue, identificagdo da lamina e preenchimento da ficha com
dados da paciente.® A correlacéo entre citologia, colposcopia

RBAC. 2015;47(3):81-5

Figura 4. Correlacédo entre resultados dos exames citolégicos com
os resultados dos exames histoldgicos.

e histologia no diagndstico das lesdes intraepiteliais e carci-
noma € essencial para uma conduta adequada tanto para a
prevengdo quanto para o tratamento das lesdes.*?

No presente estudo, a correlagdo entre os exames
citolégicos positivos com os resultados dos exames colpos-
copicos foi de 73% de concordancia. O maior grau de con-
cordancia, no entanto, foi entre os resultados citolégicos de
HSIL e anormalidades colposcopicas (84%). Ja foi demons-
trado que a acuracia de achados citologicos e colposcopicos
estda também na dependéncia do tamanho da lesao, pois
maiores graus de NIC estdo relacionados com lesdes mai-

83



Nobrega SF, Miguel MS, Rolim LA

ores e mais profundas, facilmente detectadas e graduadas
tanto pela citologia quanto pela colposcopia.®®

No caso da correlacdo dos resultados dos exames
citopatologicos e histopatolégicos, o percentual foi de 81%,
sendo considerado um elevado grau de concordancia en-
tre citologia e histologia. Apesar da necessidade da avali-
acdo histologica para estabelecer o diagndstico definitivo,
esta situacdo nem sempre € alcancada, devido a ocasio-
nal impossibilidade de se detectar pela colposcopia areas
representativas da lesdo que acomete o colo.¥

No estudo retrospectivo de Stival et al.,® a porcenta-
gem bruta de concordancia entre os resultados dos exa-
me citoldgico e colposcopico foi de 92% e entre o citologico
e o0 histolégico foi de 69%. Asturizaga e David,*® em seu
estudo prospectivo, compararam exames colposcopicos
com resultados citoldgicos e histopatologicos de 115 pa-
cientes, encontrando uma concordancia entre citologia e
colposcopia de 83,47% e uma concordancia entre a cito-
logia e a histologia de 79,16%. Pinho e Mattos® avaliaram
o grau de concordancia entre exames citolégicos e histo-
I6gicos, encontrando uma taxa bruta de 65,1%. Nos
estudos de Tuon et al.,® a correlagdo entre o diagndstico
citoldgico e histolégico foi de 50%, com o maior grau de
concordancia cito-histolégica nas lesGes de alto grau
(79%). A correlagdo relatada pelos autores aqui mencio-
nados para a citologia e colposcopia foi maior do que a
encontrada neste estudo (73%), no entanto, a correlacdo
entre citologia e histologia apresentou taxas claramente
menores quando comparadas com a informada no pre-
sente trabalho (81%).

Um Unico caso de carcinoma foi diagnosticado pela
citologia e confirmado pela colposcopia e pela histologia
nos estudos de Junior et al.,*? sendo esse resultado seme-
lhante ao do nosso estudo, onde foi observado um Unico
caso de carcinoma diagnosticado pela citologia com 100%
de concordancia entre a colposcopia e histologia.

CONCLUSAO

A partir da analise do presente estudo, pode-se con-
cluir que a associacao dos métodos citolégico, colpos-
copico e histolégico é eficaz na detecgdo das alteracdes
neoplasicas do colo do Utero, assim como de suas lesdes
precursoras, sendo a correlacdo cito-colpo-histolégica de
fundamental importancia na identificacdo das categorias
de maior dificuldade diagndstica.
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Abstract

Cancer of the cervix is a disease that continues to be a public health
problem, with high rates of female mortality. It is a slow progressive
disease, developing from intraepithelial changes that may progress
to an invasive lesion within 10 to 20 years. However the prevention is
possible. The diagnosis of cancer of the cervix is based on the
necessity of three complementary methods, cytology, colposcopy
and histology. The present study deals with a descriptive,
retrospective, quantitative research related to the correlation between
cytology, colposcopy and histology in the diagnosis of squamous
intraepithelial lesions and carcinoma of the cervix in the city of
Patos in Paraiba. We analyzed 37 reports of patients who had positive
cytology and compared with colposcopy and histology. Colposcopy
showed percentage of 73% (27/37) concordance with cytology and
histology showed the percentage of 81% (30/37). From the analysis
of this study can conclude that the association of cytology, colposcopy
and histological features more efficiently than when used alone.
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Cancer; Cytology; Colposcopy and Histology
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Avaliacdo da velocidade de hemossedimentacdo do analisador
automatico Microsed-System® em relacdo ao método de Westergren
e correlacdo com os valores da proteina C-reativa (PCR)
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Resumo

O MicroSed-System® (Vital Diagndstico, Itdlia) € um analisador automatico para a deter-
minacéo da velocidade de hemossedimentacédo (VHS) que oferece coleta de sangue a
vacuo em tubos fechados de vidro, com leitura automatizada de ponto final, apés 30
minutos. A dificuldade para aquisi¢cdo dos tubos padronizados para o equipamento tem
forgado muitos laboratérios a confeccionar seus préprios tubos, durante suas rotinas
laboratoriais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacéo de tubos confeccionados
no laboratério para o equipamento MicroSed-System®, com o método de Westergren
preconizado pelo Conselho Internacional de Padroniza¢cdo em Hematologia-ICSH (1988).
Paralelamente, foi realizada uma correlacéo dos valores da VHS de um grupo de pacien-
tes com valores quantificados da proteina C-reativa (PCR). Foram coletadas 139 amos-
tras de pacientes ambulatoriais e internados no Hospital de Guarni¢cdo de Santa Maria
(HGuSM, Brasil, RS), de ambos os sexos, com idade variando entre 18 e 78 anos. Cada
amostra ensaiada para VHS foi analisada no equipamento MicroSed-System® e pelo
método de Westergren, apés diluigdo com uma solucéo de citrato de sédio 0,129 M. Os
resultados dos valores obtidos para a VHS, no equipamento MicroSed-System® e pelo
método de Westergren, indicaram boa correlacéo entre os métodos com coeficiente de
correlacéo, segundo Pearson, igual a 0,984 (p<0,001). Para a comparacao dos valores
da VHS e PCR, foi observada uma menor correlacao, sendo o coeficiente igual a 0,791
(p<0,0001), segundo Pearson. Assim, pode-se concluir que os tubos para MicroSed-
System® confeccionados no laboratério podem ser utilizados como um método alternativo
na determinagdo da VHS. Comparando os resultados da PCR e VHS foi observada
menor correlagéo.

Palavras-chave
MicroSed-System®; Velocidade de hemossedimentagdo (VHS); método de Westergren,
Proteina C-Reativa (PCR)

INTRODUQAO em um tubo de vidro aberto de 300 mm de comprimento,
montado verticalmente em uma estante, sendo o resultado
A velocidade de hemossedimentacdo (VHS) ou veloci- lido em uma hora.*®

dade de sedimentagdo globular (VSG), embora inespecifica,
€ um teste laboratorial simples e barato, usado amplamente
para avaliacdo de fase aguda ou crbnica da resposta infla-
matoria, em diversas condi¢des, e para monitorar a respos-
ta a terapia.*?

O método de referéncia para medida do VHS recomen-
dado pelo ICSH foi baseado no método descrito por
Westergren,® usando sangue diluido (4 volumes de sangue
em 1 volume de citrato de sédio ou salina) e sedimentado

Novas técnicas de medida de VHS automatizadas tém
sido introduzidas no laboratério clinico. Estas apresentam
certas vantagens em relacdo as técnicas manuais, tais
como: a reducéo do tempo para execucdo do exame, redu-
¢do da exposicao ocupacional dos analistas, por ser um
sistema fechado, automatizagdo da leitura dos resultados,
otimizag&o do fluxo de trabalho e recursos humanos, utili-
zagdo de uma Unica amostra para varios exames hemato-
I6gicos.67®

!Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital de Guarni¢cdo de Santa Maria, RS.
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Avaliacédo da velocidade de hemossedimentacéo do analisador automatico Microsed-System® em relagdo ao
método de Westergren e correlagdo com os valores da proteina C-reativa (PCR)

O MicroSed-System® (Vital Diagnoéstico, Itdlia) € um
analisador automatico para a determinagdo da velocidade
de hemossedimentacdo (VHS), que oferece algumas des-
tas facilidades. Contudo, os laboratérios clinicos detentores
deste equipamento tém enfrentado dificuldade para aquisi-
¢do de insumos do equipamento. A falta de tubos padroniza-
dos de VHS para esse equipamento tem forcado muitos la-
boratérios a confeccionar seus préprios tubos, durante suas
rotinas laboratoriais.

A proteina C-reativa (PCR) é uma proteina indicativa de
fase aguda do processo inflamatério, sendo mais especifi-
ca. Esta mostra um aumento precoce em relagdo ao VHS. A
dosagem da proteina C-reativa € mais precisa, reprodutivel
e de facil execucdo. Todavia, seus valores apresentam pe-
guena correlacdo com os valores obtidos na VHS.®

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a uti-
lizagdo de tubos confeccionados no laboratério para o equi-
pamento MicroSed-System® e correlacionar os valores
encontrados com o método de Westergren, preconizado pelo
ICSH.® Paralelamente, foi avaliada a correlacéo dos valores
das VHS com valores quantificados da proteina C-reativa
(PCR) dos pacientes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Universidade Regional Integrada (Santo Angelo,
RS), sob o nimero 087-4/PPH/09. Apds assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foram cole-
tadas 139 amostras de pacientes ambulatoriais e internados
no Hospital de Guarni¢cdo de Santa Maria, RS, que apresen-
tavam na requisicdo os exames de VHS e PCR, de ambos
0s sexos e com idade entre 18 e 78 anos. As amostras foram
coletadas em tubos préprios de VHS confeccionados no
laboratério, tubos com citrato de sédio 0,129 M e tubos sem
anticoagulante. Todas as amostras foram ensaiadas em, no
maximo, trés horas ap6s a venopuncdo no MicroSed-
System®. Neste equipamento, os resultados sdo obtidos
por interpolagdo em uma curva de correcdo interna via
software. A corregéo é feita pelo fabricante. O resultado final é
compensado com a temperatura de referéncia de 18°C e
mostrado em display digital. Para a realizacdo do VHS, pelo
método de Westergren, foram utilizadas pipetas de vidro
especificas (graduagdo de 200 mm e diametro interno de
2,55 mm), preenchidas e dispostas, verticalmente, em su-
porte para esse fim. A determinacdo da PCR no soro dos
pacientes foi realizada por método turbidimétrico em um
Turbitimer (Dade Behring), sendo utilizado um controle
imunolégico nivel 1 turbitest (Wiener Lab). As analises esta-
tisticas foram realizadas utilizando o programa MedCalc ver-
sdo 11.2, sendo aplicado o Teste T de Student para compa-
rar as médias. O Teste de Pearson foi utilizado para avaliar a
correlacdo entre o método de Westergren e o método
automatizado. Tendéncia, precisédo e avaliacdo de limites de
concordancia foram realizadas, utilizando a anélise de Bland-
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Altman. A preciséo foi avaliada utilizando um intervalo de con-
fianca (IC) de 95%, para a diferenca média entre os métodos.

RESULTADOS

A avaliacdo da VHS de 139 pacientes foi procedida,
utilizando-se os métodos de Westergren e o sistema auto-
matizado MicroSed-System®. Paralelamente, foram realiza-
das determina¢cdes da PCR, empregando-se o aparelho
Turbidimeter® (Dade Behring) nos soros dos pacientes
participantes do estudo.

A média dos valores da VHS com o sistema auto-
matizado foi de 15,54 mm/h (IC 95% com valores variando
entre 12,18 a 18,90 mm/h), ndo havendo diferenca signifi-
cante desta medida com o método de Westergren, cuja mé-
dia foi de 16,81 mm/h (IC 95% com valores variando entre
13,17 a 20,44 mm/h). A diferenca da média foi de -1,27
(IC 95% da média foram -1,9598 e -0,5870) (P<0.01). O
coeficiente de correlagdo, segundo Pearson, foi de 0,984
(p< 0.001) (Figura 1).

Os resultados da andlise de regressao linear, de acor-
do com Passing-Bablock, mostrou boa correlagéo entre es-
tes métodos, com equagao de regresséo linear y = 0,1333 +
0,9333 x (Figura 1).
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Figura 1. Comparacgdo dos dois métodos de velocidade de
hemossedimentagdo: método MicroSed-System® x método de
Westergren. Figura mostrando a correlacdo (r = 0,984; P <0.001).
Equacéo de regresséo linear de acordo com Passa-Bablok: y = 0,1333
+0,9333 x.

A concordancia entre os resultados obtidos pelos di-
versos métodos é demonstrada, de acordo com Bland-
Altman, em diferentes faixas. Nao houve tendéncia de erro
sistematico (viés = 1,27) e os limites de concordancia foram
-6.8 a 9.3 mm/h (Figura 2).

Para a comparacdo dos resultados da PCR e VHS
no MicroSed-System®, obteve-se um coeficiente de corre-
lagdo, segundo Pearson, de 0,791 (p< 0.0001) e a andlise
de regresséo linear, de acordo com Passing-Bablock, foi
de y = 4,6900 + 0,09333x, mostrando uma pequena correla-
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Figura 2. Parcela da diferenca entre valores de VHS obtidos com o
método de Westergren e aqueles dados pelo método do MicroSed-
System® (eixo y) versus média dos valores do VHS (Westergren +
MicroSed-System®) (eixo x). As linhas pontilhadas indicam os limites
de concordancia: -6.8 a 9.3 mm/h., o viés é 1,27.

¢do relativa (Figura 3). Considerando, de forma arbitraria,
independentemente do sexo, o valor de referéncia de 20 mm/h,
para a VHS, e o valor de referéncia de 6,0 mg/L, para a PCR,
analises percentuais dos dados forneceram os seguintes
resultados: dos 139 (100%) pacientes analisados, foram
obtidas 78,4% (109/139) de amostras dentro dos valores de
referéncia, para a VHS, e dos 21,6% (30/139) de amostras
com valor acima da referéncia, foram encontradas 80,0%
(24/30) de amostras com valores para a PCR também acima
da referéncia. Em relacdo a analise dos valores da PCR,
foram encontradas 61,9% (86/139) de amostras dentro dos
valores de referéncia e 38,1% (53/139) das amostras apre-
sentaram valores acima de 6,0 mg/L. Ao ser analisado esse
conjunto, foram obtidas 38,1% (24/53) de amostras com
valores para a VHS também acima da referéncia.
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Figura 3. Correlacé@o entre os valores da PCR (eixo y) e os valores
da VHS no MicroSed-System® (eixo x). A figura mostra a correlagao
(r = 0,791; P <0.001). Equacgéo de regressao linear de acordo com
Passing-Bablock: y = 4,6900 + 0,09333x.
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DISCUSSAO

A VHS nao é a medida de um analito, mas a medida de
um fendmeno fisico em fungdo de um grande numero de
variaveis (nimero e tamanho dos eritrécitos, densidade do
plasma, a concentragdo de proteina e anticorpos, sexo,
idade).®19

O método de Westergren e suas versdes modificadas
ndo medem nem a cinética nem a taxa de hemossedi-
mentacdo, mas apenas o fendmeno final descrito por
Fahraeus.® Por ser um método manual, requer transferéncia,
diluicdo, mistura, enchimento das pipetas, posicionamento
vertical, contagem de tempo e a interpretacdo visual dos
resultados. Essas multiplas etapas, e uma ampla faixa de
variaveis, podem facilmente causar resultados imprecisos ou
inaceitaveis.® Entretanto, o método é amplamente difundido
nos laboratérios, sendo baseado no protocolo H2-A4.

As provas de atividade inflamatoria sdo exames fre-
guentemente utilizados na pratica médica para auxiliar o diag-
néstico e o seguimento de afecgbes inflamatodrias, infeccio-
sas e neoplasicas. Diversas provas laboratoriais podem ser
utilizadas com essa finalidade como velocidade de hemos-
sedimentacdo (VHS), proteina C-reativa (PCR), alfa-1 glico-
proteina &cida, mucoproteinas, fibrinogénio, haptoglobina e
inimeras outras proteinas, entretanto, na pratica laboratorial,
a VHS e a PCR tém sido mais utilizadas.®

A proteina C-reativa (PCR) é uma proteina indicativa de
fase aguda do processo inflamatério.? E secretada em
qguantidades aumentadas dentro de um periodo de seis ho-
ras, devido a um estimulo inflamatério agudo. A concentra-
¢ao plasmatica pode duplicar pelo menos a cada oito horas,
atingindo o pico, aproximadamente, depois de 50 horas. Apds
um tratamento eficaz ou remocéo do estimulo inflamatoério,
as concentragGes podem cair muito rapidamente.®?

Métodos modernos, quantitativos e rapidos tém aumen-
tado, significativamente, o potencial de uso dos niveis da
PCR.®2 A dosagem da proteina C-reativa é também mais
precisa e reprodutivel, sendo um teste de rapida execucéo.
No entanto, os testes de VHS permanecem Uteis, em certas
situacdes clinicas, tais como a deteccdo de paraprotei-
nemias, que, muitas vezes, ndo desencadeiam uma res-
posta de fase aguda.®¥

Na avaliacdo da VHS de 139 pacientes, utilizando o
método de Westergren e o sistema MicroSed-System®, foi
observada uma boa correlagéo (r = 0,984), entre ambas. Em
um estudo reportado por Wiwanitkit et al,®® foi relatada uma
correlagdo similar entre esses dois métodos (r = 0,904). Tam-
bém foi observado que as equagGes de regressdo linear
deste estudo, foram semelhantes, sendo determinada pe-
las formulas y = 0,1333 + 0,9333 X e Y = 0,842 + 0.1371 X,
respectivamente.

Em relagdo a concordancia entre os resultados, de
acordo com as andlises de Bland-Altman, nédo foi observada
tendéncia de erro sistematico, sendo o viés = 1,27 e os limi-
tes de concordancia de -6.8 a 9.3 mm/h. Para cada amostra
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de sangue, a média do resultado do MicroSed-System® e do
resultado Westergren foram plotados contra a diferenca en-
tre os dois resultados. Este € um método mais sensivel do
que o coeficiente de correlagéo, para a determinacéo de con-
cordancia entre dois métodos.®5!® Como a diferenca entre
os resultados é determinada pelos resultados da VHS do
método de Westergren menos o resultado da VHS do
MicroSed-System®, um valor negativo para essa diferenca
indica um falso resultado alto para a VHS do MicroSed-
System®, em comparacdo com a VHS de Westergren, as-
sim como, um resultado positivo indica um falso resultado
baixo para o MicroSed-System®. A incluséo do intervalo de +
2 DP (Desvio Padréo), com o valor correspondente em mm/
h fornece uma indicacdo da comparabilidade dos dois mé-
todos em termos clinicos.®

Nos estudos comparativos entre a VHS do MicroSed-
System® e PCR foi verificado um coeficiente de correlacédo
(Pearson r =0,791, p< 0.0001). Recentemente, Crowson et
al.A? reportaram uma correlacao significativa (Pearson
r=0,59, p< 0,001) inferior a reportada, nesta pesquisa, para
VHS e PCR. Existem poucos trabalhos na literatura que
realizam esta correlagdo, entretanto, a maioria dos estudos
tem correlacionado dados clinicos com valores de VHS e
PCR_(17-19)

Dos 139 pacientes analisados, foram obtidas 109
amostras dentro dos valores de referéncia, para a VHS. Das
30 amostras com valor acima da referéncia, foram obtidas
24 com valores para a PCR também acima da referéncia,
perfazendo 80% das amostras.

Em relagdo a analise dos valores da PCR, foram ob-
servadas 86 amostras dentro dos valores de referéncia e 53
amostras apresentaram valores acima de 6,0 mg/L. Foram
analisadas, dentro desse conjunto, 24 amostras com valo-
res para a VHS também acima da referéncia, perfazendo um
percentual de 38,1%. Ja que a PCR é um indicador mais
sensivel de resposta de fase aguda, os dados aqui apre-
sentados revelam a presenca de uma resposta inflamatéria,
nos pacientes com um VHS normal, embora, em muitos ca-
sos, seja discreta.??

Assim, pode-se observar que a VHS fornece uma me-
Ihor medida do quadro do paciente comparada a PCR. Quan-
do se realizam os dois exames, tanto a especificidade quan-
to o valor preditivo positivo, em relacéo a atividade ou nao de
doencga inflamatéria crénica, aumentam muito, corroboran-
do com a importancia da realizacdo simultanea desses dois
exames. @

CONCLUSAO

O analisador MicroSed-System® oferece uma rapida
determinacédo da VHS com uma boa correlagdo com o mé-
todo de Westergren. Contudo, entre os valores das
dosagens da PCR e VHS do MicroSed-System®, observou-
se uma menor correlacao relativa. Assim, pode-se concluir
que os tubos preparados no laboratério para VHS do
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analisador MicroSed-System® podem ser utilizados como
um método alternativo para a determinagédo de VHS, neste
equipamento.
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Abstract

The MicroSed-System® (Vital Diagnostics, Italy) is an automatic
analyzer for determination of erythrocyte sedimentation rate (ESR),
which provides blood collection vacuum tubes of glass closed with
automated reading of the end point after 30 minutes. The difficulty for
the acquisition of the tubes to the standard equipment has caused
many laboratories to make your own tubes during their routine
laboratory. The objective of this study was to evaluate the use of
tubes made in the laboratory for the equipment MicrsoSed-System®
with the Westergren method recommended by the International
Council for Standardization in Hematology-ICSH in 1988. In parallel,
we performed a correlation between the ESR values of a patient
group with quantified values of C-Reactive Protein (CRP). We
collected 139 samples from inpatients and outpatients at the Hospi-
tal of Garrison of Santa Maria (HGuSM, Brazil/RS) of both sexes,
aged between 18 and 78 years. Each sample was analyzed tested
for ESR in MicroSed-System® device and the Westergren method,
after dilution with a solution of sodium citrate 0.129 M. Results from
the values obtained for the equipment MicrsoSed-System® for ESR
and the Westergren method, showed good correlation between the
methods with Pearson correlation coefficient equal to 0.984 seconds
(p <0.001). To compare the values of ESR and CRP, we observed a
lower correlation coefficient being equal to 0.791 (p <0.0001), Pearson
said. Comparing the results of CRP and ESR was found a lower
correlation.

Keywords
MicroSed-System®, Erythrocyte sedimentation rate (ESR),
Westergren method, C-Reactive Protein (CRP).
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provenientes de pacientes internados em hospital publico
Blood culture: etiology and susceptibility of samples from patients admitted in

public hospital
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Resumo

A verificacdo de bactérias em amostras de sangue simboliza relevante recurso diagnés-
tico em doengas infecciosas nosocomiais. Um enorme problema da saude publica é
representado pelas infecgdes hospitalares, pois o tempo de internacdo do paciente é
aumentado, a morbidade e a mortalidade se elevam, os custos do tratamento sdo maio-
res e ha uma relacéo direta desse fato com a proliferagdo de bactérias multirresistentes.
O objetivo deste trabalho foi analisar o nimero total de hemoculturas realizadas por um
laboratério, a quantidade de hemoculturas positivas, idade média e faixa etaria dos
pacientes acometidos por infeccéo, etiologia e perfil de sensibilidade das bactérias
predominantes. Foram analisadas 387 hemoculturas de 253 pacientes. Os pacientes do
género masculino foram mais acometidos, com média de idade equivalente a 55,7. As
bactérias de maior prevaléncia foram Staphylococcus coagulase negativo e Klebsiella
sp. Foi percebido que Staphylococcus coagulase negativo se apresentou menos resis-
tente em comparagéo a Klebsiella sp. na totalidade de antimicrobianos testados. Desta-
ca-se que Staphylococcus coagulase negativo se manteve resistente a penicilina e a
oxacilina e Klebsiella sp. teve sensibilidade de 100% aos carbapenémicos.

Palavras-chave

Staphylococcus; Klebsiella; Hemocultura; Suscetibilidade a antimicrobianos

INTRODUGAO

Segundo o Ministério da Salde,® infec¢édo hospitalar
(IH) ou nosocomial refere-se ao grupo de infec¢des adquiri-
das, principalmente, por pacientes hospitalizados. As mani-
festacdes clinicas podem ocorrer durante a permanéncia no
hospital ou apés a alta.¥) A sepse é a clinica mais frequente,
sendo caracterizada por afetar varios 6rgédos e sistemas e
ocorre quando uma infecgdo acomete o organismo de forma
sistémica.®

A sepse é uma condicao relevante de hospitalizagdo e
e uma das mais importantes causas de obito em unidades
de terapia intensiva (UTI).¢% Estudos sobre pacientes com
sepse na Europa e nos EUA tém relatado uma taxa global de
mortalidade de 13,5% a 53,6%.3%% Pesquisas brasileiras,
nessa area tém encontrado taxas globais de mortalidade
em unidades de terapia intensiva entre 21,8% e 46,4%.7% A
hemocultura € um procedimento laboratorial que comprova
a existéncia ou nao de infecgdo na corrente sanguinea, que

pode ser primaria, normalmente originada por cateteres
intravasculares,® ou secundaria, que é decorrente de infec-
¢Oes em diferentes sitios anatdbmicos que, ao atingirem o
sistema vascular, se disseminam a outros 6rgaos. Os focos
primarios de maior importancia séo o trato urinario, o pul-
mao e a cirurgia abdominal.®® Para a realizagdo do correto
diagndstico, o recomendado é que, pelo menos, duas amos-
tras de sangue sejam colhidas, com um intervalo minimo de
quinze minutos entre elas, e que sejam pesquisados mi-
crorganismos aerdbios e anaerobios. A bacterioscopia do
material também deve ser feita.' Para evitar que resultados
falso-negativos sejam liberados é necessario que a coleta
das amostras seja feita antes da administragdo de antimi-
crobianos.® A distincéo entre infeccéo e contaminagdo deve
ser criteriosamente procedida.®?4

Desde o surgimento dos primeiros antimicrobianos
até as modernas drogas atuais, observa-se o fenémeno de
resisténcia. Isso é devido a administracao indiscriminada
de antimicrobianos e quimioterapicos.®® Uma quantidade
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relevante de microrganismos j& se tornou resistente a muitas
dessas substancias.®®1” Juntamente com a cultura das
amostras, deve-se realizar o teste de suscetibilidade, para
que seja possivel indicar a sensibilidade ou a resisténcia aos
antimicrobianos de maneira que a correta terapia antiinfecciosa
seja instituida.® Este estudo foi desenvolvido, entdo, com o
intuito de se conhecer quais as bactérias séo mais prevalentes
nas hemoculturas, bem como determinar seus perfis de
suscetibilidade aos antimicrobianos testados.

MATERIAL E METODO

Foi realizado um estudo retrospectivo a partir da anali-
se dos resultados laboratoriais de hemoculturas provenien-
tes de um hospital publico, localizado em uma cidade minei-
ra, no qual foram analisados 387 exames. Dados como gé-
nero, idade, etiologia e perfil de sensibilidade das bactérias
responsaveis pelas infeccdes foram coletados.

RESULTADOS

No periodo de estudo foram analisadas 387 hemo-
culturas de 253 pacientes, sendo 119 (47,0%) pertencentes
ao género masculino e 108 (42,7%) ao género feminino.
Para 26 (10,3%) dos pacientes, nao foi possivel a determi-
nacdo do género, pois esses nao foram encontrados no
histérico para pesquisa (Figura 1).

B Masculino ™ Feminino ™ Género indefinido

Figura 1. Determinacdo de género dos pacientes em relagdo a
totalidade de hemoculturas.

Foram identificadas 58 (15,0%) hemoculturas positi-
vas e 329 (85,0%) negativas para infecgédo bacteriana. Os
microrganismos encontrados foram: Staphylococcus coagu-
lase-negativo — 26 (44,8%); Klebsiella sp. — 10 (17,2%);
Enterobacter sp. — 08 (13,8%); Staphylococcus aureus — 05
(8,6%); Escherichia coli — 05 (8,6%); Pseudomonas sp. — 03
(5,2%) e Streptococcus sp. — 01 (1,7%) (Figura 2).

O microrganismo de maior prevaléncia nesta pesqui-
sa foi Staphylococcus coagulase-negativo, presente em 26
hemoculturas (44,8%), sendo que, dessas, 15 (57,7%) per-
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W Staphylococcus coagulase negativo
M Kiebsiella sp

W Enterobacter sp

W Staphylococcus aureus

W Escherichia coli

W Psendomonas sp

W Streptococcussp

Figura 2. Incidéncia de bactérias encontradas na pesquisa.

3.8%

38,5%

M Masculino ™ Feminino ™ Género indefinido

Figura 3. Prevaléncia de género dos pacientres com infecgéo por
Staphylococcus coagulase-negativo.

tenciam a pacientes do género masculino, 10 (38,5%) ao
género feminino e 01 (3,8%) permaneceu sem identifica¢éo
do género (Figura 3).

O segundo organismo mais prevalente foi Klebsiella
sp., encontrada em 10 infec¢des (17,2%), sendo 05 (50,0%)
do género masculino e também 05 (50,0%) caracterizados
como género feminino (Figura 4).

A idade média em relacdo ao total de hemoculturas
estudadas foi de 41,9 anos, sendo que o género masculino
apresentou idade média de 45,4 anos e o feminino idade
média de 48,0 anos. De acordo com infec¢des causadas
por Staphylococcus coagulase-negativo, a idade média foi
de 53,5 anos, onde o género masculino apresentou média
de 51,8 anos e o feminino média de 61,5 anos. A faixa etaria
que apresentou maior predominancia de infec¢des foi aque-
le entre 63 e 83 anos (34,6%) (Figura 5).
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m Masculino B Feminino

10,0%

10,0%

20,0%

B 632a83anos B 42a62anos
[ 21a41anos B 342104 anos
B 0a20anos

Figura 4. Prevaléncia de género dos pacientres com infec¢éo por
Klebsiella sp.

Bl 63a83anos HEM 42a62anos B 21a41anos

Bl 84a104anos WM 0a20anos

Figura 5. Identificacdo dos intervalos de idades nas infecdes
causadas por Staphylococcus coagulase-negativo.

Em relacdo a infeccdes causadas por Klebsiella sp., a
idade média foi de 59,8 anos, sendo que o género masculi-
no apresentou média de idades equivalente a 68,2 anos e o
feminino igual a 51,4 anos. A faixa etaria mais frequentemen-
te acometida também ficou entre 63 e 83 anos (50,0%) (Fi-
gura 6).

De acordo com o perfil de sensibilidade dos
Staphylococcus coagulase-negativo, foi observada uma taxa
de resisténcia a penicilina de 82,6% e a oxacilina (76,9%).
Na presente pesquisa, esse microrganismo se mostrou
sensivel a vancomicina (92,0%) e a rifampicina (91,7%) (Ta-
bela 1).

Em relacdo ao perfil de sensibilidade para Klebsiella
sp., foi identificada resisténcia desse microrganismo a
sulfazotrim (88,9%), a amoxicilina-acido clavulanico (AMC)
(85,7%) e a ceftriaxona (80,0%). O microrganismo se apre-
sentou sensivel aos carbapenémicos (100%), a piracilina/
tazobactam (87,5%) e a amicacina (80,0%) (Tabela 2).
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Figura 6. Identificacdo dos intervalos de idades nas infecdes
causadas por Klebsiella sp.

Tabela 1. Taxa de suscetibilidade aos antimicrobianos de
Staphylococcus coagulase-negativo

Antibistico Resistente  Sensivel Intermediario Total
N°(%) N°(%) N°(%) N°(%)
Penicilina 19(82,6%) 3(13,0%) 1(4,3%) 23 (100%)
Oxacilina 20 (76,9%) 5(19,2%) 1(3,8%) 26 (100%)
Ciprofloxacina 13 (56,5%) 11 (47,8%) - 24 (100%)
Ceftriaxona 12 (54,5%) 10 (45,5%) - 23 (100%)
Vancomicina 2 (8%) 23 (92%) - 25 (100%)
Rifampicina 2(8,3%) 22(91,7%) - 24 (100%)
Amicacina 3(11,5%) 23(88,5%) - 26 (100%)
Teicoplamina 2 (10,5%) 16(84,2%) 1(52%) 19(100%)
Sulfazotrim 9 (36%) 16 (64%) - 25 (100%)

Tabela 2. Taxa de suscetibilidade aos antimicrobianos de Kiebsiella sp.

Antibistico Resistente Sensivel Intermediario Total
N°(%) N°(%) N°(%) N°(%)
Sulfazotrim 8(88,9%) 1 (11,1%) T 9 (100%)
AMC 6 (85,7%) - 1(14,3%) 7 (100%)
Ceftriaxona 8(80,0%) 2(20,0%) - 10 (100%)
Cefepime 5(62,5%) 1(12,5%) 2 (25,0%) 8 (100%)
Cefoxitina 4(571%) 3 (42,9%) - 7 (100%)
Meropenem - 10 (100%) - 10 (100%)
Imipenem - 10 (100%) - 10 (100%)
Ertapenem - 2 (100%) - 2 (100%)
Piracilina- - 7 (87,5%) 1(12,5%) 8 (100%)
tazobactam
Amicacina 2 (20%) 8 (80%) - 10 (100%)
-;MI'IC = amox{r_;i-l.i.rg-écido clav_tHanloc; _________________
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DISCUSSAO

As mais elevadas taxas de 6bito em UTI s&o causadas
por processos infecciosos, sendo a sepse o de maior impor-
tancia clinica.®® No presente trabalho, foram estudadas 387
hemoculturas de 253 pacientes, sendo 58 (15,0%) positivas e
329 (85,0%) negativas. Em outro estudo, 1.388 hemoculturas
foram analisadas, sendo 98 (7%) positivas e 1.290 (93%)
negativas.*? Alves e colaboradores® avaliaram 512 hemo-
culturas de 170 pacientes, encontrando 123 (24,0%) positivas
e 389 (76,0%) negativas. Guilarde e colaboradores®? estu-
daram 258 pacientes com 295 hemoculturas positivas. Pereira
e colaboradores® verificaram que, de um total de 93 hemo-
culturas, 27 (29,03%) foram positivas.

Em relagdo ao género, foram encontrados 119 (47,0%)
pacientes do género masculino, 108 (42,7%) do género
feminino e 26 (10,3%) sem identificagcdo do género nos
documentos analisados.?” Alves também encontrou maior
prevaléncia do sexo masculino, relatando que 60% dos
individuos estudados eram desse género. Na pesquisa de
Guilarde e colaboradores,®? pacientes masculinos repre-
sentaram, também, o maior percentual (55,8%). Em outro
trabalho, 56% dos pacientes, igualmente, pertenciam ao
género masculino.®® No presente estudo, o género mascu-
lino prevaleceu sobre o feminino quanto a positividade das
hemoculturas (49,1%).

Em relacdo a média de idades, este trabalho obteve
uma média total de 41,9 anos. O género masculino apre-
sentou média de idade de 45,4 anos e o género feminino de
48,0 anos. De acordo com Guilarde e colaboradores,® a
média de idade foi de 47 anos, sendo um pouco superior ao
presente estudo. Nesta avaliacéo, foi obtido um intervalo de
idades de 63 a 83 anos, ja outra pesquisa teve um resultado
de 31 a 65 anos.®

Quanto as bactérias predominantes, na avaliagdo em
tela, aquela de maior ocorréncia foi Staphylococcus
coagulase-negativo (44,8%), em sequéncia, Klebsiella sp.
(17,2%) e outros microrganismos com taxas menores (38%).
Segundo Alves e colaboradores,? Staphylococcus epider-
midis (45,5%) foi o germe de maior prevaléncia, seguido por
Staphylococcus aureus (13,0%) e Pseudomonas aeruginosa
(12,2%). Porém, Guilarde e colaboradores,®?” em sua pes-
quisa, relataram que Staphylococcus coagulase-negativo ndo
foi 0 mais prevalente. Este organismo foi encontrado em 12
episodios (4,1%) e a bactéria predominante foi Staphy-
lococcus aureus, ocorrendo em 118 episddios (40,0%).
Staphylococcus aureus (43%), Pseudomonas aeruginosa
(31%), Acinetobacter (22%), Klebsiella (17%) e Escherichia
coli (15%) foram os microrganismos relatados nos estudos
de Lisboa e colaboradores.® Outros trabalhos apresentaram
Staphylococcus epidermidis como bactéria predomi-
nante.°%22 Staphylococcus coagulase-negativo sdo, em
grande parte, resultado de contaminagfes, sendo respon-
saveis por menos de 10% dos casos de infeccao.? Resul-
tados opostos aos relatados aqui informaram que bacilos
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Gram-negativos foram os predominantes.®? Nesse estudo,
as espécies mais isoladas foram Pseudomonas stutzeri
(18,2%) e Klebsiella pneumoniae (13,6%).t? Cabral e
Poveda® também relataram maior prevaléncia de bactérias
Gram-negativas em infec¢Ges da corrente sanguinea.

A identificacdo bacteriana e o estudo do perfil de
suscetibilidade em hemoculturas ajudam na diminuicdo da
mortalidade, pois permitem a instituicdo de uma terapéutica
correta.®? Em relagdo ao perfil de suscetibilidade antimi-
crobiana, Staphylococcus coagulase-negativo, neste traba-
Iho, apresentou maior resisténcia a penicilina (82,6%), a
oxacilina (76,9%) e a ciprofloxacina (56,52%). Outro estudo
também destacou a elevada taxa de resisténcia dos micror-
ganismos isolados a oxacilina (66,7%).? Alves e colabora-
dores® constataram que Staphylococcus coagulase-nega-
tivo, da mesma forma, foram resistentes a oxacilina (80,1%)
e a ciprofloxacina (64,30%). Nesta avaliacéo, foi identificada
maior sensibilidade desse microrganismo a vancomicina
(92,0%), rifampicina (91,7%) e a amicacina (88,5%), o que
foi corroborado por Ledo et al.,*? que informaram que os
cocos Gram-positivos isolados em seu estudo foram
também sensiveis & vancomicina. De acordo com Alves e
colaboradores,® os isolados de Staphylococcus coagulase-
negativo apresentaram uma sensibilidade de 100% a
teicoplamina, enquanto que, no presente trabalho, a mesma
bactéria exibiu uma taxa de 84,2%. Nesta pesquisa, Klebsiella
sp. foi mais resistente a sulfazotrim (88,9%), a amoxicilina-
acido clavulanico (85,7%) e a ceftriaxona (80,0%). De acordo
com Ledo e colaboradores,®? entre as enterobactérias, a
maior taxa de resisténcia observada foi para ampicilina
(100%), seguida por trimetoprim-sulfametoxazol (70%) e
piperacilina (60%). Esse estudo concorda com o presente
trabalho, pois Klebsiella sp. também aqui se apresentou
sensivel aos carbapenémicos.

Importa mencionar que 0 aumento nas taxas de sepses
e, consequentemente, de seu diagndstico e nivel de resistén-
cia aos antimicronbianos se deve aos procedimentos de
natureza invasiva, a antibioticoterapia prolongada, cortico-
terapia e cistostaticos, a doencas neoplasicas e a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (Sida).®?%2"

CONCLUSAO

Foram avaliadas 387 hemoculturas e, dessas, 58 fo-
ram positivas, sendo que 44,8% (26) foram causadas por
Staphylococcus coagulase-negativo e 17,2% (10) por
Klebsiella sp. Em relacdo ao género, 47,0% (119) foram do
género masculino e 42,7% (108) do feminino. A idade média
dos pacientes com infeccdo causada por Staphylococcus
coagulase-negativo foi de 53,5 anos e por Klebsiella sp. foi
de 59,8 anos. Staphylococcus coagulase-negativo apresen-
tou resisténcia a penicilina (82,6%) e a oxacilina (76,9%), ja
Klebsiella sp. apresentou resisténcia a sulfazotrim (88,9%)
e a amoxicilina-acido clavulanico (85,7%). Staphylococcus
coagulase-negativo apresentou sensibilidade a vancomicina
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(92,0%) e a rifampicina (91,7%), enquanto que Klebsiella sp.
apresentou sensibilidade aos carbapenémicos (100%) e a
piracilina/tazobactam (87,5%).
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Abstract

Verification of bacteria in blood samples symbolizing important
diagnostic tool in nosocomial infection . A huge public health problem
is represented by hospital infections, since the time of admission of
the patient is increased morbidity and mortality are elevated, treatment
costs are higher and there is a direct relationship of this fact with the
proliferation of multiresistant bacteria. This study aimed to analyze
the total number of blood cultures performed by a laboratory, the
amount of positive blood cultures, mean age and age range of patients
affected by infection, etiology and sensitivity profile of the predominant
bacteria. We analyzed 387 blood cultures from 253 patients. The
male patients were more affected by infections, mean age equivalent
of 55.7. The most prevalent bacteria found were coagulase-negative
Staphylococcus and Klebsiella sp. We realize that coagulase-
negative Staphylococcus presented less resistant Klebsiella sp
compared to the totality of antimicrobials, we highlight that coagulase-
negative Staphylococcus remained resistant to penicillin and
oxacillin and Klebsiella sp had 100% sensitivity to carbapenems.
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Staphylococcus; Klebsiella; Blood Culture; Antimicrobial susceptibility
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Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos de amostras
do género Staphylococcus sp. isoladas de infecgdes hospitalares, em um hospital de
nivel IV do Rio Grande do Sul, e comparar com infecg6es comunitarias. Os dados foram
obtidos através de documentos arquivados na instituicdo hospitalar pesquisada e no
Laboratério de Analises Clinicas. Foram analisadas todas as cepas de Staphylococcus
sp. no periodo de maio de 2011 a abril de 2012, obtendo-se 121 cepas de infecgdes
comunitarias e 174 de infec¢des hospitalares. O estudo revelou que as cepas de
Staphylococcus sp. isoladas de infecgdes hospitalares sdo mais resistentes aos
antimicrobianos, quando comparadas as cepas isoladas em infec¢ges comunitarias,
podendo apresentar 24,62 vezes mais chance de serem resistentes. Nesse sentido, as
infecgbes de origem comunitaria apresentaram um grande percentual de sensibilidade a
maioria dos antimicrobianos testados. Ja as infec¢Ges de origem hospitalar apresentaram
elevado grau de resisténcia ao antimicrobianos avaliados, particularmente com relagao
a oxacilina (59,19%). Dessa forma, um constante acompanhamento no perfil de
sensibilidade das cepas de Staphylococcus sp. é de fundamental importancia para que
se possa determinar a melhor terapia antimicrobiana a ser adotada, diminuindo o indice
de cepas resistentes..

Palavras-chave

Sensibilidade; Staphylococcus sp.; Infeccdes comunitarias; Infeccdes hospitalares

INTRODUCAO

O género Staphylococcus sp. € um dos principais
microrganismos causadores de infec¢fes, tanto de origem
hospitalar quanto comunitaria. Sdo cocos Gram-positivos que
fazem parte da microbiota da pele e membranas mucosas.®
Esse género pode provocar diferentes tipos de infeccdes,
desde as mais simples, como as relacionadas a pele
(inflamagdes do foliculo piloso, celulites), até infecces com
alto risco de morbidade e mortalidade, como pneumonias,
infeccdes de corrente sanguinea e septicemias. Essa bacté-
ria tem sido considerada um patégeno altamente infectante
gue apresenta elevada resisténcia aos antibacterianos.®*

Atualmente, inlmeras classes de antibacterianos séo
empregadas no tratamento de infeccées comunitarias e
hospitalares causadas por Staphylococcus sp., podendo ser
citados os macrolideos (eritromicina), lincosamidas (clinda-
micina), penicilinas (oxacilina), fluoroquinolonas (cipro-
floxacino, levofloxacino), sulfonamidas (sulfametoxazol e
trimetoprima), aminoglicosideos (gentamicina) e glico-
peptideos (vancomicina).® Todavia, o antibacteriano usado

em cada infeccdo sera determinado pelo perfil de susce-
tibilidade da cepa de Staphylococcus sp. Esse teste devera
ser realizado para todos os pacientes com clinica, uma vez
que o perfil de suscetibilidade difere de uma regido geogra-
fica para outra ou de um hospital para outro, 0 que impacta,
diretamente, a forma como serdo utilizados os antimicro-
bianos.®

Com dados relacionados ao perfil de sensibilidade,
pode-se identificar as principais caracteristicas das cepas,
o que é fundamental para o estabelecimento de uma politica
de uso racional dos antimicrobianos, permitindo, com isso,
a escolha do antimicrobiano mais adequado para cada tipo
de infec¢d@o. Importa mencionar que o uso indiscriminado de
agentes antimicrobianos, ao contrario, contribui para o
surgimento de microrganismos resistentes, o que constitui
um grave problema de saude publica, pois acarretam, além
de falhas terapéuticas, aumento de tempo e de custos
hospitalares.®®

Nesse sentido, para minimizar a incidéncia de micror-
ganismos resistentes na comunidade e na area hospitalar,
cabe ao profissional farmacéutico realizar o controle da
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antibioticoterapia, zelando pelo seu uso racional e garantindo
a eficacia do tratamento antimicrobiano.®

Diante do exposto, o objetivo deste estudo é realizar
uma andlise comparativa do perfil de sensibilidade de cepas
de Staphylococcus sp. recuperados de infec¢Bes de origem
hospitalar e comunitéria.

MATERIAL E METODOS

Para fins desta pesquisa, consideraram-se 0s seguin-
tes conceitos:®

— Infeccdo hospitalar: E a infeccdo adquirida apos a
internacdo do paciente, que se manifesta durante a internacao
ou mesmo apos a alta, quando puder ser relacionada com a
internacdo ou procedimentos hospitalares.

— Infecgdo comunitaria: Aquela constatada ou em incu-
bacdo no ato de admissdo do paciente, desde que néo
relacionada com internagdo anterior no mesmo hospital ou
infeccdo que esta associada com complicagdo ou extensao
da infecgdo ja presente na admissdo, a menos que haja
troca de microrganismos com sinais ou sintomas fortemente
sugestivos da aquisicdo de nova infeccao.

— CCIH: Comisséo de Controle de Infeccao Hospitalar,
orgdo de assessoria a autoridade maxima da instituicdo e
de execucdo de controle de infeccdo hospitalar.

Foi realizado um estudo retrospectivo e quantitativo em
um hospital de nivel 1V, no Rio Grande do Sul. Este hospital
classifica-se dessa forma por apresentar mais que 200 leitos
e possuir servicos de alta complexidade. Um laboratério de
analises clinicas, sediado, igualmente, no Rio Grande do
Sul, também participou da presente pesquisa. As informacdes
referentes ao perfil de sensibilidade das infec¢c6es hospi-
talares foram obtidas junto ao banco de dados da Comisséo
de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) do hospital em
estudo. As informacg0es referentes as infec¢cdes comunitarias
foram obtidas pelo acesso a laudos de exames de micro-
biologia e perfil de sensibilidade do laboratério de analises
clinicas. Foram analisadas todas as cepas de Staphylo-
coccus sp. no periodo de um ano, entre maio de 2011 e abril
de 2012. As cepas foram isoladas de fontes distintas como
swab, sangue, urina e aspirados.

As cepas de Staphylococcus sp. isoladas nas infec¢des
de origem comunitaria e hospitalar foram testadas, previa-
mente, para antimicrobianos padronizados pela CCIH e pelo
laboratério de analises clinicas. Sete antimicrobianos foram
utilizados, sendo eles: ciprofloxacino, clindamicina, eritro-
micina, gentamicina, oxacilina, sulfametoxaol e trimetoprima
e vancomicina. Entretanto, nem todas as amostras bacte-
rianas foram testadas frente aos antimicrobianos utilizados
neste estudo. O perfil de suscetibilidade das cepas de
Staphylococcus de origem comunitaria e hospitalar foi
realizado pelo teste de disco difusdo em agar Mueller-Hinton,
empregando-se os protocolos CLSI-M100-S20/ M2-A10 e
M7-A8. Os resultados foram classificados em sensivel (S) e
resistente (R).
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A andlise comparativa entre o perfil de resisténcia a
Staphylococcus sp. hospitalar e comunitério foi realizada por
meio do teste de Raz&o de Chances (Odds Ratio -OR), com
indice de confianca de 95%.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Regional do Noroeste do estado
do Rio Grande do Sul, parecer CEP n°50117.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo da coleta de dados, o nimero de casos de
infeccoes de origem comunitaria causadas por cepas de
Staphylococcus sp. foi de 121, enquanto que o nimero de
casos de infecgBes hospitalares ficou em 174.

Os dados demonstraram haver diferenca significativa
de resisténcia das cepas de Staphylococcus sp. isoladas de
infeccdes hospitalares e comunitarias, sendo que as razdes
de chance foram superiores nos diferentes antimicrobianos
testados, demonstrando que os Staphylococcus sp. apre-
sentam de 7,83 a 24,62 vezes mais chances de serem
resistentes em uma infeccdo hospitalar, quando comparada
a uma infeccdo comunitaria (Tabela 1). Trabulsi & Alterthum9
corroboram com esses resultados, salientando que as amos-
tras de pacientes hospitalizados, de uma forma geral,
possuem maior resisténcia quando comparadas a amostras
de pacientes que apresentam infecgBes comunitarias.

O fato das cepas hospitalares de Staphylococcus sp.
apresentarem maior resisténcia comparativamente as cepas
comunitarias se deve, principalmente, aos iniUmeros fatores
de risco apresentados por pacientes hospitalizados como a
constante exposicdo a procedimentos invasivos (catéteres
Venosos, urindrios) e a intensa utilizacéo de antimicrobianos.
Essa resisténcia esta entre as principais causas de morbi-
dade e mortalidade e é responsavel pelo aumento no tempo
de hospitalizacdo e, consequentemente, por custos adicio-
nais para o tratamento.®V

O perfil de sensibilidade/resisténcia das infec¢cfes
comunitarias e hospitalares encontra-se descrito na Tabela
1. A partir desses dados, € possivel verificar que a gentamicina
apresentou a maior razdo de chances, portanto, para esse
antimicrobiano, as cepas de Staphylococcus sp. tém 24,64
vezes mais chances de serem resistentes em uma infec¢éo
hospitalar. A gentamicina apresenta atividade contra o
Staphylococcus sp., porém limita-se a associagfes sinér-
gicas com as penicilinas, ndo sendo utilizado como farmaco
para uso isolado, frente a esse microrganismo. Além disso,
ndo possui apresentacdo comercial para administracdo por
via oral, o que também justifica o baixo indice de resisténcia
apresentado nas infecgfes comunitarias (6,61%).1213

As cepas de Staphylococcus sp. isoladas nas infec¢des
hospitalares mostraram elevada resisténcia a oxacilina,
sendo que essas cepas apresentaram 15,38 vezes mais
chances de serem resistentes em uma infeccéo hospitalar
do que em uma infeccdo comunitaria (Tabela 1). Essa alta
resisténcia apresentada para a oxacilina (59,19%) tem sido
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Tabela 1 - Percentual de sensibilidade/resisténcia nas infecgdes comunitarias e hospitalares frente a antimicrobianos em

um hospital de nivel IV

Antimicrobiano Infecgdes Comunitarias

Infecgdes Hospitalares Razao de Chances

Sensiveis Resistentes Sensiveis Resistentes (IC 95%)
% (n) % (n) % (n) % (n)

Clindamicina 79,33% (96) 19,84% (24) 25,86% (45) 74,14% (129) 11,47 (6,54-20,10)
Ciprofloxacino 84,30% (102) 9,92% (12) 31,61% (55) 66,67% (116) 17,93 (9,09-35,34)
Eritromicina 67,77% (82) 32,23% (39) 20,69% (36) 77,01% (134) 7,83 (4,61-13,29)
Gentamicina 91,74% (111) 6,61% (8) 35,63% (62) 63,22% (110) 24,62 (11,26-53,81)
Oxacilina 87,60% (108) 8,26% (10) 40,80% (71) 59,20% (103) 15,38 (7,52-31,45)
Sulfametoxazol/ 87,60% (108) 11,57% (14) 44,83% (78) 54,60% (95) 9,22 (4,90-17,36)
Trimetoprim
Vancomicina 100,00% (121) 0,00% (0) 100,00% (174) 0,00% (0)

também relatada na literatura (Almeida et.al.,*¥ Brasil®® e
Catdo et al.*® Esse indice mais elevado para a oxacilina
refor¢a a importancia da execucédo do teste de sensibilidade
aos antimicrobianos antes de prescricdo para pacientes
hospitalizados.®

O uso de glicopeptideos, cujo principal representante
€ a vancomicina, pode ser uma opcao terapéutica para o
tratamento de Staphylococcus sp. resistentes a oxacilina.
No presente estudo, a sensibilidade dos Staphylococcus sp.,
tanto nos casos de infecgBes comunitarias quanto nos casos
de infeccdes hospitalares, foi de 100% para a vancomicina.
Taxas elevadas de sensibilidade de cepas de Staphylococcus
sp. para esse antimicrobiano também foram reportadas por
Brown & Ngeno.®” No entanto, inUmeras cepas de Staphylo-
coccus sp. com sensibilidade diminuida ou resistentes a
vancomicina ja foram identificadas em todo o mundo. No
Brasil, em 2000, foram encontradas as primeiras cepas de
Staphylococcus sp. com resisténcia a vancomicina, no
municipio de Queimados, no Rio de Janeiro.®

Considerando o uso racional de antimicrobianos, a
vancomicina deve ser empregada, especificamente, para
infeccBes por bactérias Gram-positivas resistentes a oxaci-
lina. De forma geral, contudo, os Staphylococcus sp.
respondem muito melhor a oxacilina do que a vancomicina.®

O género Staphylococcus sp. é suscetivel a agdo de
diferentes antimicrobianos, porém, devido a sua grande
capacidade de desenvolver resisténcia, a escolha adequada
da antibioticoterapia é mais bem definida com bases em
testes de sensibilidade, uma vez que a escolha do antimi-
crobiano ira depender, dentre outros fatores clinicos, da
caracteristica da cepa causadora da infec¢cao. Assim, o
antimicrobiano de primeira escolha sdo as penicilinas G ou
V, para as cepas de Staphylococcus sp. ndo produtoras de
beta-lactamases. Ja para as cepas produtoras de beta-
lactamases, opta-se por uma penicilina resistente a elas,
como a oxacilina, porém, nos casos de cepas resistentes a
oxacilina, a vancomicina é utilizada em associacdo com
aminoglicosideos e rifampicina ou, ainda, de forma
isolada.®0:18)
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Para Silva,*9 as cefalosporinas também podem ser
utilizadas no tratamento de cepas de Staphylococcus sp.
quando essas ndo apresentarem resisténcia a oxacilina,
todavia, essa classe de antimicrobianos nao foi testada neste
estudo.

Com base nos resultados de sensilibilidade/resis-
téncia local do género Staphylococcus sp., nas infec¢des
comunitaria e hospitalar, podem-se realizar possiveis indi-
cacOes de farmacos para o tratamento dessas infec¢des
(Tabela 2). Dessa forma, como sugestéo de primeira escolha,
para a terapia das infeccbes comunitarias, foi selecionado o
ciprofloxacino, considerando variaveis como menor custo, a
alta sensibilidade das cepas a este farmaco nas infec¢Ges
comunitarias (84,30%) e facilidade posoldgica. A associacéo
de sulfametoxazol e trimetoprima constitui-se também numa
boa opcéo de escolha para o tratamento das infec¢gBes de
origem comunitaria, devido a alta sensibilidade apresentada
pelas cepas de Staphylococcus sp. (87,60%) e ao baixo custo
do tratamento.?329

Tabela 2 - Sugestdes de terapia antimicrobiana conforme origem
das infecgdes em um hospital de nivel IV

Infecgoes Infeccdes
Comunitarias Hospitalares
1? Escolha  Ciprofloxacino/sulfametoxazol Oxacilina
e trimetoprima
2° Escolha Clindamicina Vancomicina

A clindamicina pode ser utilizada como segunda
escolha por apresentar atividade especifica contra os
Staphylococcus sp., mesmo os produtores de penicilase e
resistentes a oxacilina. Além disso, as reacdes alérgicas
sdo pouco frequentes, proporcionando condi¢cbes de segu-
ranca ao farmaco. A clindamicina é disponivel para admi-
nistracdo por via oral e endovenosa, o que facilita o tratamento
medicamentoso em pacientes com infec¢cdes comu-
nitarias. ®13.20)

A ndo indicagdo da eritromicina, como opc¢ao de pri-
meira escolha, para o tratamento de infecgdes comunitarias,
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justifica-se devido a alta taxa de resisténcia a esse farmaco
(32,23%). A oxacilina e a gentamicina ndo possuem forma
farmacéutica comercial disponivel para o tratamento por via
oral, dificultando seu uso em infec¢cdes comunitarias.®®

Para as infec¢des hospitalares, embora os indices de
resisténcia aos antimicrobianos, neste estudo, apresentem-
se elevados, o0 uso da oxacilina é justificado, considerando
sua especificidade sobre essa cepa, bem como pela possi-
bilidade da vancomicina gerar, num futuro, cepas resistentes,
se essa for utilizada como droga de primeira escolha, o que
limitaria o tratamento a linezolida.®

Cabe salientar que devem ser observadas as espe-
cificidades de cada caso clinico, visto que, em infeccdes mais
graves, causadas por Staphylococcus sp., € recomendado o
inicio da terapia empirica com vancomicina, até haver o
resultado do antibiograma. Apds o resultado das culturas,
sendo a cepa sensivel a oxacilina ou outro antimicrobiano
com menor espectro de acao, deve-se realizar o desca-
lonamento ou descontinua¢do do antimicrobiano, retirando
a vancomicina e introduzindo o antimicrobiano, ao qual a
cepa apresentou sensibilidade.(229

A clindamicina, por apresentar atividade especifica
contra Staphylococcus sp., inclusive contra os resistentes
a oxacilina, poderia ser uma opgdo para o tratamento de
infeccdes hospitalares, entretanto, as cepas apresentaram
aqui indices de resisténcia mais elevados (74,14%) do que
a oxacilina (59,20%), nédo justificando seu uso como anti-
microbiano de primeira escolha nas infec¢gBes hospita-
lares.@9

Pode-se observar que, nas infec¢cBes hospitalares
causadas por Staphylococcus sp., a terapia antimicrobiana
é extremamente limitada, devido ao alto indice de resisténcia
apresentado para 0s antimicrobianos, na presente pesquisa.
Nesse sentido, cabe salientar que as infec¢des causadas
por bactérias resistentes, ao aumentarem exponencial-
mente, dificultam ou impossibilitam a cura do individuo,
elevando os custos do tratamento, devido ao maior tempo
de internagdo, bem como produzindo custos indiretos para a
familia e a sociedade. Além disso, a producdo de novos
farmacos antimicrobianos encontra-se aquém do surgimento
de cepas multirresistentes, pois o desenvolvimento e a
comercializacdo de novos antimicrobianos tém sido pro-
gressivamente menores.®

CONCLUSOES

As cepas de Staphylococcus sp. de origem comunitaria
isoladas, neste estudo, apresentaram uma maior sensi-
bilidade geral aos antimicrobianos, quando comparadas as
cepas hospitalares. Verificou-se que as cepas de infeccdes
hospitalares mostraram-se resistentes as diversas classes
antimicrobianas avaliadas, limitando a terapia ao uso de
glicopeptideos, como a vancomicina.

Este estudo é de fundamental importancia para a
comunidade e para as instituicbes hospitalares, uma vez
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que podera trazer subsidios para otimizar a antibioticoterapia
e buscar o uso racional de medicamentos.

Abstract

The aim of this study was to analyze the antimicrobial susceptibility
of Staphylococcus sp. genus isolated from a nosocomial infection in
a level IV hospital from Rio Grande do Sul State and compare it to
community infections. The data were collected from documents
archived in the researched Hospital and in the Clinical analysis
laboratory as well. All the Staphylococcus sp. strains were collected
and analyzed from May 2011 to April 2012 obtain 121 strains of
community infections and 174 of nosocomial infections. The study
evidenced the Staphylococcus sp. strains isolated from nosocomial
infections are more resistant to the antimicrobials when compared
to isolated community strains. It may reveal the probability of 24.62
times more likely of being resistant. In this means the community
infections presented the higher level of susceptibility to the
antimicrobials tested. By the other hand the nosocomial infections
presented the higher level of resistance to the most part of the
antimicrobial, particulary for oxacilin (59.19%). This way a constant
monitoring of the Staphylococcus sp. strain susceptibility presents
a fundamental matter to determinate the best antimicrobial therapy
reducing the rate of resistant strains in the population.

Keywords
Sensivity; Staphylococcus sp.; Nosocomial infections; Community
infections
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Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento sobre a
estabilidade dos parametros do hemograma
Effects of time and storage temperature over the stability of hemogram parameters

Leonardo Sokolnik de Oliveira*
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Resumo

O objetivo deste trabalho é mensurar o efeito da temperatura e tempo de armazenamento
na qualidade do hemograma, ja que esse é um dos exames laboratoriais mais solicitados
e também porque o modelo utilizado por muitos laboratérios, atualmente, consiste em
postos de coleta distantes do local de realizagado dos exames. Foram coletadas amostras
de sangue, utilizando sistema de coleta a vacuo, de 15 voluntarios e que foram, em
seguida, analisadas em 24 e 48 horas, apés a coleta, sendo uma parte do material
armazenada em temperatura ambiente e outra, refrigerada. As contagens hematolégicas
foram realizadas no equipamento Sysmex XE 2100. O principal parametro do hemograma
alterado pela temperatura e tempo de armazenamento foi o VCM, que sofreu um aumento
estatisticamente (P <0,001) e clinicamente significativo quando as amostras foram
armazenadas em temperatura ambiente por 24 horas (11,4%) e 48 horas (14,8%). As
amostras armazenadas em temperatura refrigerada ndo mostraram alteracéo significativa
em nenhum parametro do hemograma. A anéalise morfolégica das células mostrou
macrocitose nas hemacias armazenadas em temperatura ambiente e discreta
poiquilocitose nas amostras mantidas sob refrigeracdo. Estes resultados indicam que as
amostras de sangue podem ser consideradas estaveis para o hemograma por até 48
horas, desde que mantidas sob refrigeragao.

Palavras-chave

Hemograma; Estabilidade; Interferentes pré-analiticos

INTRODUGAO

O hemograma é um dos exames laboratoriais mais
solicitados na pratica clinica, pois fornece resultados de
parametros Uteis no diagndstico e acompanhamento tera-
péutico de doengas como anemias, leucemias, processos
infecciosos e desordens de coagulagdo. Neste exame, sdo
analisados parametros quantitativos e qualitativos das
hemacias, leucécitos e plaquetas que estdo sujeitos a
interferéncias entre o momento da coleta do material e a
realizacdo do exame, os chamados interferentes pré-ana-
liticos. Estes interferentes podem causar alteracdes na
quantidade ou qualidade dos parametros analisados,
podendo induzir a uma conclus&o que n&o condiz com a real
situacao clinica do paciente.

O modelo de medicina laboratorial utilizado, atualmente,
consiste, muitas vezes, em postos de coleta distribuidos por
diversas regifes e uma central técnica que centraliza o
processo analitico. Este modelo proporciona um melhor
aproveitamento do parque de equipamentos e de recursos
humanos disponiveis, além de uma maior padronizagéo

técnica dos exames, entretanto, torna necessario o transporte
do material coletado das diversas unidades de coleta para a
central analitica. Surgem, entdo, dois interferentes pré-
analiticos importantes sobre os parametros do hemograma:
tempo e temperatura de armazenamento da amostra.

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do tempo
e da temperatura de armazenamento sobre os parametros
do hemograma, de maneira a identificar qual o periodo e a
temperatura de estabilidade maxima de amostras de sangue
periférico coletadas com anticoagulante EDTA, assim contri-
buindo para a garantia da qualidade deste importante exame
laboratorial.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de sangue periférico por
coleta a vacuo, em tubos contendo EDTA tripotassico, de 15
voluntarios ndo fumantes, sem sinal clinico de doenca
hematolégica, com idades entre 19 e 31 anos, sendo 10
mulheres e 5 homens. O trabalho foi previamente aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Santo
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Amaro e todos os voluntarios assinaram Termo de Consen-
timento Livre e Esclarecido (TCLE).

As amostras foram analisadas em equipamento auto-
matizado Sysmex XE 2100, nas seguintes condi¢fes: a)
basal: em até duas horas apos a coleta; b) 24 horas ap6s a
coleta e c) 48 horas apos a coleta. Em cada condicéo, as
amostras foram mantidas sob refrigeracdo de 4°C ou a
temperatura ambiente.

Além dos parametros quantitativos fornecidos pela
andlise automatizada também foram analisadas caracte-
risticas morfologicas das células sanguineas em cada
condicgédo.

Os valores de cada condi¢cdo foram comparados pelo
teste estatistico ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
pela analise de Mann-Whitney com a correcéo de Bonferroni,
na comparacao entre cada grupo. Desta forma, foram
consideradas estatisticamente significantes valores de P
inferiores a 0,05, para o teste de Kruskal-Wallis e de 0,016,
para o teste de Mann-Whitney.

RESULTADOS

Série vermelha (Eritrograma)

A série vermelha foi a que sofreu maior interferéncia do
tempo e, principalmente, da temperatura de armazenamento.
Aprincipal alteragéo encontrada foi referente ao VCM (Volume
Corpuscular Médio), que sofreu um aumento estatistica e
clinicamente significativo quando as amostras foram arma-
zenadas, em temperatura ambiente, por 24 horas (11,4%) e
48 horas (14,8%) (P <0,001). Esta diferenga se torna esta-
tisticamente significativa apés 24 horas de armazenamento
em temperatura ambiente (P=0,002) e se torna maior ainda
apo6s 48 horas (P<0,001), conforme demonstram a Figura 1
e a Figura 2. Houve também aumento no valor do hemato6-
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Figura 1. Variacdo do VCM em amostras mantidas em temperatura
ambiente. Amostras mantidas em temperatura ambiente mostraram
aumento do VCM quando comparadas ao basal, P=0,002 (basal x
24 horas) e P<0,001 (basal x 48 horas).
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crito e diminuicdo no valor de CHCM (Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média), em amostras mantidas
em temperatura ambiente, por 24 e 48 horas (Figuras 3 e
4). Estes resultados eram esperados uma vez que tanto o
hematdcrito como o CHCM séo calculados em fungéo do
VCM, sendo o primeiro diretamente proporcional e o
segundo inversamente proporcional. Estas alteracdes nao
ocorreram em amostras mantidas sob refrigeracao.
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Figura 2. Intervalo de confian¢a de 95% para VCM - Intervalo de
confianga de 95% para os valores de VCM nas amostras mantidas
em temperatura ambiente.
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Figura 3. Elevagdo do hemat6crito em amostras mantidas em
temperatura ambiente. Amostras mantidas por 48 em temperatura
ambiente mostraram aumento do valor de hematécrito quando
comparadas ao valor basal (P=0,01).

Outro pardmetro que sofreu interferéncia significativa do
ponto de vista estatistico e clinico, principalmente da
temperatura de armazenamento, foi o RDW (Red Cell
Distribution Width). Este sofreu um incremento de 11,5%, apds
24 horas (P<0,001), e de 13,84%, apds 48 horas (P<0,001)
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Figura 4. Diminui¢cdo dos valores de CHCM em amostras mantidas
em temperatura ambiente. Amostras mantidas em temperatura
ambiente mostraram reducgéo dos valores de CHCM, P<0,01 (basal
X 24 horas) e (basal x 48 horas).

de armazenamento, em temperatura ambiente (Figura 5).
Este resultado corrobora os achados de microscopia onde
foi observada maior frequéncia de anisocitose e macrocitose
nas amostras armazenadas em temperatura ambiente,
embora, nas amostras armazenadas em temperatura
refrigerada, também tenha sido observada uma discreta
poiquilocitose com presenga de hemacias crenadas.

Os valores da determinacdo de hemoglobina e da
contagem de eritrocitos nao mostraram interferéncias clinica
ou estatisticamente significativas em nenhuma das
condi¢Bes estudadas.
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Figura 5. Elevacdo do RDW em amostras mantidas em temperatura
ambiente. Amostras mantidas em temperatura ambiente mostram
aumento do valor de RDW, P<0,001 (basal x 24 horas) e (basal x 48
horas).
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Série branca (Leucograma)

Houve uma ligeira diminuicdo na contagem global de
leucécitos nas amostras mantidas sob refrigeracao, mas
que nao foi significativa do ponto de vista estatistico ou clinico.
A mediana da contagem de leucdcitos, logo apos a coleta, foi
de 6.860 leucdcitos/mm?3, enquanto que, 48 horas apo6s a
coleta, a mediana para as amostras mantidas em tempe-
ratura refrigerada foi de 6.330 leucocitos/mm?. A analise
morfolédgica mostrou picnose em neutrdéfilos, que foi mais
evidente em amostras mantidas em temperatura ambiente,
porém, também presente, mas em menor intensidade, em
amostras mantidas sob refrigeracdo por 48 horas.

Plaquetas

A contagem de plaquetas mostrou uma pequena
reducdo quando as amostras foram mantidas em tem-
peratura refrigerada, embora sem significado estatistico ou
clinico. A mediana das contagens, em nimero de plaquetas
por mm?, passou de 268.500 para 248.500, apos 48 horas
de armazenamento, em temperatura refrigerada, enquanto
que, apds 48 horas de armazenamento, em temperatura
ambiente, a mediana das contagens foi de 267.500.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os estudos que visam avaliar o grau de interferéncia do
tempo e da temperatura de armazenamento sobre os
parametros do hemograma sdo escassos. Alguns artigos ja
estudaram estes efeitos sobre os resultados da contagem de
eritrécitos, hematdcrito, VCM e dosagem de hemoglobina e
verificaram que os niveis de hemoglobina e a contagem de
eritrocitos permanecem estaveis por até 76 horas, inde-
pendente da temperatura de armazenamento, mas o
hematdécrito e o VCM elevam-se de maneira importante,
guando a amostra € mantida em temperatura ambiente, e
gue este aumento € inibido pela refrigeracdo da amostra, que
mantém a estabilidade destes analitos por até 76 horas.®

Em outro estudo envolvendo 27 voluntarios, as amos-
tras foram coletadas, mantidas em temperatura refrigerada
de 4°C e analisadas em contador hematolégico automatizado,
imediatamente 24 horas, 48 horas e 72 horas ap6s a coleta.
Neste estudo, os parametros de hematdcrito, VCM, HCM,
CHCM e contagem de reticuldcitos mantiveram-se estaveis
por todo o periodo de 72 horas.®

Em trabalho realizado no Brasil, os autores avaliaram a
estabilidade do hemograma em temperatura ambiente e
refrigerada por até 72 horas, apds a coleta, e chegaram a
conclusdo de que alteracdes significativas, especialmente,
nos indices hematimétricos, ocorreram tanto quando as
amostras foram estocadas em temperatura ambiente quanto
em temperatura refrigerada e que os resultados foram satisfa-
térios quando analisados entre 12 e 24 horas apés a coleta.®

Os resultados observados neste trabalho corroboram
apenas em parte com os dados publicados por Delanhol et
al. Nesse estudo, os indices hematimétricos mantiveram-se
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estaveis por até 48 horas, apds a coleta, estando o sangue
sob armazenamento em temperatura refrigerada.

A série vermelha foi a que mais sofreu interferéncia
pelo tempo e temperatura de armazenamento. O aumento
de VCM e do hematécrito e diminuicdo de CHCM foram
marcantes quando a amostra foi mantida em temperatura
ambiente. Uma explicagdo para o aumento do volume das
hemacias pode ser a deplecdo de ATP com consequente
diminuicdo da atividade da bomba de sédio e potassio, com
acumulo de sédio no interior das hemacias, e, por fim, maior
influxo de agua e edema celular. A baixa temperatura diminui
o metabolismo das hemacias, preservando o ATP e preve-
nindo o edema e aumento do VCM.

Importa ressaltar que o VCM é um parametro utilizado
para esclarecer a causa da anemia, sendo que seu valor
eleva-se em casos de anemia causada por deficiéncia de
vitamina B12 ou acido félico e diminui em casos de anemia
por deficiéncia de ferro, ou seja, uma interpretacéo errbnea
deste parametro induzida por um interferente pré-analitico
pode retardar a identificagdo da causa da anemia e, conse-
guentemente, seu correto tratamento.

Neste estudo, foi avaliada a morfologia das hemacias
nas duas condi¢Bes de armazenamento e a Unica alteracédo
gue ocorreu nas heméacias mantidas em temperatura
refrigerada, por até 48 horas, foi a presenca de hemacias
crenadas, enquanto que, nas hemacias mantidas em tempe-
ratura ambiente, houve desenvolvimento de macrocitose e
intensa poiquilocitose com presenca de hemécias crenadas.

Quando foram avaliados os leucécitos, os resultados
observados sdao semelhantes ao estudo prévio de Dalanhol
et al.,® isto &, ndo houve alteragdo significativa na contagem
global nem diferencial de leucécitos nas condigdes estudadas.

A analise morfolégica dos leucécitos demonstrou a
presenca de picnose, especialmente em neutréfilos, em ambas
as temperaturas de armazenamento. Este tipo de leucécito é
justamente o que sobrevive menos tempo na circulagéo
sanguinea in vivo® e é de se esperar que in vitro esta célula
sofra maior alteracdo morfolégica com o passar do tempo.

A contagem de plaquetas sofreu uma pequena dimi-
nuicdo quando as amostras foram mantidas em temperatura
refrigerada, por 48 horas, porém, sem significancia estatistica
ou clinica.

Este estudo foi realizado em amostras de sangue de
individuos saudaveis, porém, é possivel que, em algumas
situacdes clinicas, como a esferocitose hereditaria e as
anemias hemoliticas autoimunes, as alteracdes observadas
nas hemacias possam, em tese, ser encontradas mesmo
em amostras mantidas sob refrigeracéo.

A partir dos dados apresentados, pode-se concluir que
a interferéncia do tempo e da temperatura de armazenamento
€ maior sobre os parametros da série vermelha, espe-
cialmente quando o material € armazenado em temperatura
ambiente e, praticamente, ausente sobre os leucocitos e
plaquetas. E recomendéavel, entretanto, que as extensdes
sanguineas sejam preparadas logo apds a coleta, espe-
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cialmente nos casos das amostras analisadas apés algu-
mas horas ou depois da coleta, para garantir a integridade
morfoldgica, particularmente, dos neutroéfilos. Estas inter-
feréncias devem ser levadas em consideracgdo, inclusive,
quando for necessario repetir uma contagem hematolégica
automatizada, com a finalidade de se confirmar o primeiro
resultado em uma amostra que foi estocada em temperatura
ambiente por algumas horas.

Desse modo, pode-se inferir, por fim, que o transporte
e a estocagem das amostras em temperatura ambiente, por
24 horas, ja cause alteragfes importantes no eritrograma,
ndo devendo ser utilizada pelos laboratérios clinicos sob
pena de resultados inexatos e imprecisos. Além disso, as
amostras de sangue venoso coletadas com anticoagulante
EDTA tripotassico mantém a estabilidade do material, por 48
horas apds a coleta, desde que mantidas em temperatura
refrigerada.

Abstract

The objective of this study is to measure the effect of time and
temperature of storage over the quality of complete blood count
since this is one of the most required laboratory tests and because
the model used by many laboratories nowadays consist in collecting
the samples in places distant from where the samples will be analised.
Blood samples were collected from 15 subjects and analysed
immediately, 24 and 48 hours after the collection. One aliquot of the
material was kept at room temperature and another at refrigerated
temperature. The complete blood count was performed in the Sysmex
XE 2100 equipment. The main parameter altered by time and
temperature of storage was MCV, which suffered statistically
(P<0,001) and clinically significant increase when the sample were
stored at room temperature for 24 hours (11,4%) and 48 hours
(14,8%). The samples stored at refrigerated temperature did not
show significant interference in none of the parameters of the blood
count. Morphologial analysis showed macrocytosis in the red cells
stored at room temperature e discrete poikylocytosis in the samples
stored at refrigerated temperature. These results suggests that the
blood samples may be considered stable up to 48 hours, since
stored under refrigerated temperature.
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Hemogram; Stability; Pre-analitycal interfering
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Este trabalho teve como objetivo avaliar os conhecimentos sobre erros pré-
analiticos em medicina laboratorial de profissionais que atuam nesta area. Métodos: O
presente estudo foi realizado por meio de um questionério para avaliar a ocorréncia de
erros laboratoriais pré-analiticos em dez laboratérios de andlises clinicas privados e de
pequeno porte nas zonas norte, sul e oeste da cidade do Rio de Janeiro. Resultados:
A média de idade dos entrevistados foi de 35-55 anos, que trabalham como flebotomistas,
técnicos de laboratério e analistas com formagéao superior. Duas das nove perguntas do
questionario de erros pré-analiticos apresentaram um elevado indice de respostas
incorretas, a primeira relacionada ao tempo maximo de aplicagdo do torniquete/garrote e
a segunda sobre as fases da etapa pré-analitica, ambas com 74% de respostas
incorretas. A pergunta que apresentou um percentual de 100% de acertos estava
relacionada a hemélise como causa de erros pré-analiticos. Conclusédo: A melhoria da
fase pré-analitica permanece um desafio para muitos laboratérios clinicos, visto que
todos os laboratérios avaliados apresentaram elevada frequéncia de procedimentos
incorretos. E provavel que este fato ocorra pela dificuldade dos laboratérios em relatar
e registrar os erros provenientes da fase pré-analitica, bem como pelo despreparo dos
profissionais envolvidos. Portanto, é de extrema importancia a implantagdo de um programa
para capacitacéo dos profissionais, a fim de minimizar a ocorréncia de tais erros.

Palavras-chave
Ciéncia de Laboratério Médico; Erros de diagndstico; Técnicas de Laboratério Clinico

As variaveis pré-analiticas sdo agrupadas em trés cate-
gorias: variaveis fisiologicas, variaveis de coleta de espécime

O laboratério de andlises clinicas tem como principal
objetivo garantir resultados exatos, precisos e confiaveis,® a
fim de contribuir para a correta tomada de decisGes clinicas
em relacdo a conduta terapéutica dos doentes.®

As etapas de execuc¢do de um exame sao divididas,
classicamente, em trés fases: pré-analitica, analitica e pos-
analitica.®® A fase pré-analitica inclui a indicacéo do exame,
redacdo da solicitacdo, transmissdo de eventuais instru¢des
de preparo do paciente, avaliagdo do atendimento as condi-
¢Oes prévias, procedimentos de coleta, acondicionamento,
preservacao e transporte da amostra biolégica até o momento
em que o exame seja realizado, ou seja, a fase pré-analitica
engloba todas as atividades que precedem o0 ensaio
laboratorial, dentro ou fora do laboratério de analises
clinicas.®®

e fatores de interferéncia. Cada etapa contempla a possi-
bilidade de erros que afetam a qualidade e a confiabilidade
do resultado.®

Atualmente, tem se utilizado os termos fase pré-pré-
analitica e fase pos-pos-analitica para definir as etapas de
execucdo de um exame que ndo dependem propriamente
do laboratério. A pré-pré-analitica esta relacionada a selegao,
pelo clinico, de exames apropriados ao diagnéstico a que se
pretende e a solicitacdo dos mesmos. Coleta, transporte e
recepcdo das amostras adequadas ao exame, quando nao
sdo de responsabilidade do laboratério, também podem
estar incluidos nessa fase. A pos-p6s-analitica refere-se a
interpretagdo do resultado pelo clinico.®

Varios autores consideram que a evolugdo tecnoldgica
dos instrumentos e reagentes proporcionou maior
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seguranca a fase analitica e que a maioria dos erros labora-
toriais sédo, de fato, originados na fase pré-analitica.®*?
Mesmo em laboratérios com avangado controle de qualidade,
a fase pré-analitica é a mais vulneravel, contando com quase
90% dos erros.( Lima-Oliveira et al.® corroboram também
com a ideia de que a fase pré-analitica é a principal
responsavel pelos erros atribuidos ao laboratério.

Estima-se que cerca de 60% a 70% das decisGes mé-
dicas mais importantes sdo baseadas nos resultados
laboratoriais.*® Dessa forma, os erros diagnosticos amea-
¢am a seguranca dos pacientes, comprometendo o trata-
mento, o que pode causar um agravamento do quadro clinico.
Além disso, problemas na esfera judiciaria também podem
ocorrer. Uma grande parte das reivindicaces judiciais, por
exemplo, é devida a erros da fase pré-analitica. Em funcéo
disso, a qualidade no laboratério é fundamental para
minimizar esses erros, pois leva a uma maior eficacia tanto
para o médico quanto para o paciente.®

A fase pré-analitica se desenvolve pela sequéncia de
acoes de um elevado numero de pessoas com diferentes
graus de formacdo profissional, interesses e responsa-
bilidades. Ao médico solicitante do exame e seus auxiliares
diretos interessa a obtenc@o de um resultado laboratorial
correto e célere; ao flebotomista interessa o cumprimento
dos requisitos técnicos da coleta, evitando os riscos biolo-
gicos potenciais envolvidos; as pessoas encarregadas pelo
acondicionamento preservacgao e transporte da amostra, inte-
ressam os cuidados para com a seguranca e integridade do
material, ambiente e delas préprias e, ao paciente, interessa
o possivel desconforto do preparo e da coleta da amostra.(415

Os fatores pré-analiticos séo dificeis de monitorar
porque grande parte deles pode ocorrer fora do controle do
laboratério, o que afeta, diretamente seus resultados. No
caso de uma amostra de urina, por exemplo, € dificil prever e
conscientizar o paciente quanto ao modo de coletar,
armazenar e transportar as amostras de maneira adequada,
bem como de seguir dietas e evitar esforgos fisicos.®'® Um
outro exemplo de erros potenciais no diagnostico é a
hemodlise. Este € um problema gerado na fase pré-analitica
e que interfere, de maneira importante, nos testes labora-
toriais.*” Segundo Henry,*® a lise dos eritrocitos pode alterar
os resultados de constituintes séricos como lactato desidro-
genase, aspartato aminotransferase ou transaminase
glutamico-oxalacética, potassio, alanina aminotransferase,
glicose, fosfato inorganico, sédio e céalcio. A homogeneizacéo
vigorosa do sangue nos tubos, o alcool residual remanes-
cente da limpeza da pele, a exposicdo prolongada dos tubos
ao calor e frio extremos e a remoc¢do inadequada dos
eritrocitos durante a centrifugagdo podem causar hemolise
e alterar as leituras espectrofotométricas.

Com a finalidade de diminuir o risco no processo de
diagnostico, a ANVISA,®® publicou a Resolucédo de Diretoria
Colegiada (RDC) n° 302, em 2005, onde foram estabelecidos
0s requisitos minimos para o funcionamento de um labora-
torio clinico que visam implantar um sistema de gestéo dos
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servicos, para oferecer aos clientes um produto com quali-
dade analitica, cujos procedimentos e processos sao
validados e controlados.®

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar,
preliminarmente, o conhecimento sobre erros pré-analiticos
em medicina laboratorial de profissionais que atuam em
laboratérios de andlises clinicas da cidade do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODO

No desenvolvimento do presente trabalho foi realizada
uma pesquisa com 23 profissionais de 10 laboratérios de
andlises clinicas de pequeno porte nas zonas norte, sul e
oeste da cidade do Rio de Janeiro. Utilizou-se um ques-
tionario com trés questbes gerais (idade, formacao acadé-
mica e atividade), uma questdo objetiva e cinco questbes
assertivas sobre erros pré-analiticos, boas praticas de
laboratério e controle de qualidade com as opgdes concordo,
sem interferéncia e discordo.

Foi considerado critério de inclusdo os laboratérios
estritamente da rede privada com até sete funcionarios e que
concordaram em assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Foram definidas como critério de exclusdo
as instituicdes que ndo concordaram em assinar o TCLE.

Além das entrevistas, este estudo compreendeu uma
pequena andlise da literatura acerca de alteragdes de
exames laboratoriais que ocorrem na fase pré-analitica.

Os resultados do questionario foram avaliados através
do uso do programa Microsoft Office Excel®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados 10 laboratdrios de andlises clinicas
anonimizados, onde foi aplicado um questionario sobre erros
pré-analiticos em 23 profissionais de diferentes niveis de
formacgao. A Tabela 1 resume as caracteristicas gerais sobre
o perfil da populagdo de estudo. Tratou-se de um grupo com
faixa etaria entre de 35 a 55 anos, sendo constituida por
flebotomistas, técnicos e analistas com formacéo superior
em biologia, biomedicina e farmacia.

De acordo com o Grafico 1, que versa sobre processos
pré-analiticos em laboratorios de analises clinicas, o

Tabela 1 - Perfil dos entrevistados

Caracteristicas Ne %
Faixa etaria
18-30 6 26,1
31-45 <] 391
46-60 8 348
Atividade profissional
Flebotomista 4 17,4
Técnico 9 391
Analista superior* 10 435
Total 23 100

*Formacao académica: bidlogo (6); biomédico (2); farmacéutico (2)
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entrevistado deveria assinalar a alternativa ndo diretamente
relacionadas a problemas de fase pré-analitica (controle
externo da qualidade). Dezenove pessoas (86%) respon-
deram de forma correta e 3 (14%) marcaram a segunda alter-
nativa (solicitagdo médica nao legivel). Apenas um participante
ndo respondeu a pergunta. Com base em outros estudos,?
as variaveis pré-analiticas sdo agrupadas em trés categorias,
qual sejam, variaveis fisioldgicas, variaveis de coleta de
espécime e fatores de interferéncia.

Em um laboratorio de analises clinicas, sdo considerados processos
pré-analiticos, exceto:

AN AN
Controle Solicitagio Amostra Condigdes
externoda  médica nio hemolizada inapropriadas
qualidade legivel de transporte

Gréfico 1. Conhecimento sobre processos pré-analiticos.

A Tabela 2, apresenta uma sequéncia de cinco per-
guntas sobre erros pré-analiticos. A primeira discorre sobre
a ordem correta dos tubos de coleta sanguinea, segundo as
recomendacdes técnicas. Os profissionais foram questio-
nados se a ordem apresentada estava correta e 12 pessoas
(52%) responderam acertadamente que sim, 10 (43%)
discordaram da sequéncia e apenas uma pessoa (5%)
respondeu que nado havia interferéncia nos resultados
laboratoriais. E consenso® que a sequéncia de utilizacdo
dos diferentes tipos de tubos de coleta em sistema a vacuo
é uma potencial fonte de erro pré-analitico.

A segunda pergunta referia-se ao tempo de aplicacdo
do torniquete/garrote. O questionamento abordado era se o
tempo deveria ser de no maximo trés minutos. A pergunta
mostrou um indice elevado de respostas incorretas. Dezes-
sete participantes (74%) concordaram com o tempo apre-

Tabela 2 - Questionario sobre erros pré-analiticos

sentado erroneamente (este tempo deve ser de no maximo
60 segundos), 5 profissionais (21%) discordaram e apenas
uma pessoa (5%) afirmou que o tempo de garrotiamento
néo influi nos resultados analiticos. Segundo Ernst e Ernst, @
para que a aplicacdo do torniquete ndo interfira nas deter-
minag6es analiticas, este deve ser retirado no momento em
que a agulha é introduzida no acesso venoso.

A terceira questdo da Tabela 2 estava relacionada a
hemolise provocada pela fricgdo no brago do paciente, para
se obter estase venosa. De acordo com o questionario, 10
entrevistados (43%) concordaram de forma correta com a
pergunta, 8 profissionais (35%) discordaram e 5 pessoas
(22%) responderam que a friccdo no braco do paciente ndo
influéncia nos resultados laboratoriais. Segundo varios
estudos, 2223 esse procedimento altera a qualidade da
amostra que sera analisada.

A quarta pergunta descrevia o numero de homo-
geneizacao dos tubos de sangue, conforme especificacdo
técnica,® que preconiza 6 a 8 vezes. Segundo a presente
pesquisa, 12 participantes (55%) concordaram corretamente
com a pergunta, 9 pessoas (45%) discordaram e apenas
uma pessoa nao respondeu a pergunta, alegando que
somente os tubos de hemograma, citrato de sédio e fluoreto
devem ser homogeneizados, ndo incluindo o tubo de
heparina, que, de fato, também deve ser homogeneizado.
Em outro trabalho realizado,® evidenciou-se que a forma de
homogeneizacdo dos tubos afeta a qualidade final da
amostra, portanto, todos os tubos devem ser homoge-
neizados, inclusive os sem aditivos.

A quinta e Ultima pergunta da Tabela 2 abordou um
assunto pouco conhecido, que é a fase pré-pré-analitica. De
acordo com Peblani,® essa fase se d4 no momento em que o
clinico ainda esta selecionando os exames a serem solicitados.
De forma correta, 15 profissionais (65%) concordaram com a
questdo e 8 pessoas (35%) discordaram da pergunta.

O Gréfico 2 exemplifica de maneira objetiva que os 23
profissionais (100%) entrevistados sabem que a hemdlise
pode ser causada em decorréncia de erros na fase pré-
analitica. Segundo as recomendagdes técnicas,®” a forma
inadequada de coleta pode gerar erro no diagnostico, como
hemolise, que tanto pode elevar o nivel de potassio quanto
alterar a dosagem de célcio, dentre outros parametros.

Concordo Sem interferéncia Discordo
Segundo as recomendacgdes da SBPC, a ordem correta para a coleta de sangue em
tubos de plasticos e frascos de hemocultura por sistema a vacuo é a seguinte: frasco de 10 (43%) 1(5%) 12 (52%)
hemocultura, tubo citrato de sodio, tubo para soro com ou sem gel reparador, tubo EDTA
O tempo de aplicagdo do torniquete/garrote deve ser de no maximo 3 minutos? 17 (74%) 1 (5%) 5 (21%)
Quando o ﬂebotonju.sta fricciona o brago do paciente para provocar estase venosa, 10 (43%) 5 (22%) 8 (35%)
pode ocorrer hemolise?
Segundo a NCCLS deve-se homogeneizar de 6 a 8 vezes os tubos de sangue colhidos? 12 (55%) - 10 (45%)
E cor_reto afirmar que a fase pre—pre—_analltlca é 0 momento em que o clinico esta 15 (65%) ) 8 (35%)
selecionando os exames a serem feitos?
RBAC. 2015;47(3):105-9 107



Faria GM, Pereira RL, Lourenco PM

Ahemdlise pode ser consequéncia de erros
pré-analiticos?

00%

Sim Nio

Gréfico 2. Relagdo da hemolise com erros pré-analiticos.

De acordo com o Grafico 3, pode-se observar que 17
(74%) dos 23 entrevistados afirmaram que a coleta, o
acondicionamento da amostra, transporte e a analise da
amostra fazem parte da etapa pré-analitica e apenas 6
pessoas (26%) negaram corretamente a assertiva, pois a
andlise da amostra faz parte da etapa analitica. De fato, a
fase pré-analitica inclui a indicacdo do exame, redagdo da
solicitacd@o, transmissdo de eventuais instru¢fes de preparo
do paciente, avaliacdo do atendimento as condi¢des prévias,
procedimentos de coleta, acondicionamento, preservacédo e
transporte da amostra bioldégica até o momento em que o
exame seja, efetivamente, realizado.®

S@o etapas constituintes da fase pré-analitica: coleta,
acondicionamento da amostra, transporte e andlise da amostra

6 (26%)

¥ Sim
m Nao

17 (74%)

Grafico 3. Sobre as etapas da fase pré-analitica.

O Grafico 4 demonstra o indice de profissionais que
foram submetidos a treinamento de coleta sanguinea, nos
Ultimos 6 meses. Apenas 7 (30%) dos 23 entrevistados
afirmaram que sofreram treinamento e 16 (70%) informaram
gue ndo fizeram nenhum tipo de capacitacdo recente. Para
evitar erros e fontes de variacdo na fase pré-analitica, é
necessario que o treinamento dos profissionais envolvidos
na coleta de amostras seja constante.®
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Participou de treinamento de coleta sanguinea nos
ultimos 6 meses?

7 (30%)

¥ Sim

m Nio

16 (70%)

Gréafico 4. Participagdo em treinamento de coleta sanguinea

Em consenso com outros estudos,??® a participagdo
de médicos na correta orientagdo dos pacientes parece ser
fator critico para a diminuicdo dos erros pré-analiticos.
Conforme Bonini P. et al.,®” as avaliagGes clinicas devem ser
utilizadas para a deteccado de erros causados por problemas
organizacionais externos ao laboratério clinico e que, muitas
vezes, esta ligado ao paciente que ndo é adequadamente
orientado desde a consulta médica.

Atualmente, o objetivo mais importante da medicina
diagnostica é garantir a médicos e pacientes um atendimento
eficiente e seguro, fornecendo laudos, sejam eles labo-
ratoriais ou de imagem, com resultados rapidos e confiaveis
para adequada tomada de decisdo clinicas.®2"

CONCLUSAO

Pelo presente estudo, é possivel concluir, prelimi-
narmente, que é fundamental a implantagdo de programas
de capacitacdo e treinamento profissional e de uma
metodologia mais eficaz de detecc¢do, classificacdo e
controle de erros pré-analiticos nos laboratérios clinicos,
para a melhoria dos servi¢os que oferecem. Importa reiterar,
ainda, que o laboratério deve ter instrucdes por escrito para
cada teste e que descrevam o tipo de amostra, 0 proce-
dimento de coleta de amostra e o dispositivo apropriado
para a coleta.
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Abstract

Objective: This paper has aimed to evoluate the knowledge about
pre-analytical errors in Laboratory Medicine of professionals working
in this area. Methods: This study has been performed throughout a
guestionnaire to evaluate the occurrence of pre-analytical
laboratorial errors from ten private and small clinical laboratories
located in the northern, southern and western city of Rio de Janeiro.
Results: The mean age of interviewees was between 35-55 years of
age who have been working as phlebotomists, laboratory technicians
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and analysts with higher univesity degree. Two from the nine pre-
analytical errors questions from the questionnaire showed a high
rate of incorrect answers, the first related to the maximum time of
application of tourniquet/withers and the second one about the
stages of pre-analytical phase, both with 74% of the professionals
answering incorrectly. The question which got 100% of correct
answers was about hemolysis as a cause of pre-analytical errors.
Conclusion: The improvement of pre-analytical phase remains a
challenge for many clinical laboratories, as all the laboratories
which have been scrutinized showed high frequency of incorrect
procedures. It is likely that this fact occurs due to the difficulty of
laboratories to report, record errors from the pre-analytical phase
and also the lack of knowledge of the professionals involved.
Therefore, it is extremely important the implement of a program for
training those professionals in order to minimize the occurrence of
such errors of the process.

Keywords
Diagnostic errors; Clinical Laboratory Techniques; Medical
Laboratory Science
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Resumo

Objetivo: Esse estudo visa comparar o desempenho do plasma humano com o plasma
de coelho padronizado na técnica da coagulase livre para diagnéstico de Staphylococcus
aureus, verificando a viabilidade da substituicdo. Métodos: Foi realizada a comparacéo
do desempenho de ambos os plasmas colhidos com EDTA, através da prova da coagulase
livre em tubo, utilizando 34 isolados de Staphylococcus aureus. Resultados: Dos 34
isolados de Staphylococcus aureus de amostras clinicas, todos (100%) coagularam o
plasma de coelho e o plasma humano com heparina e 15 (44%) coagularam o plasma
humano com EDTA. Concluséao: Visto que o uso do plasma de coelho é o reagente
padronizado para realizagcdo da prova da coagulase livre em tubo, na identificacdo de
Staphylococcus aureus, os resultados obtidos indicam a possibilidade de substituicéo
do plasma de coelho comercialmente disponivel por plasma humano colhido com heparina,
diminuindo os custos com esse procedimento laboratorial.

Palavras-chave

Staphylococcus aureus; Coagulase; Plasma

INTRODUCAO

O diagnostico de infecgdes estafiloctcicas é feito pelo
isolamento e caracterizagdo do microrganismo. O isolamento
é realizado em meios de cultura de uso comum, como, por
exemplo, o0 agar-sangue, e por meios seletivos, como o agar
manitol salgado. A caracterizagdo da espécie pode ser feita
através de testes bioquimicos, como o da catalase e
coagulase livre, entre outros, que, em regides com recursos
limitados, pode ser inviavel.*?

Na rotina do exame microbiolégico para identificagédo
bacteriana, o teste de produgédo de coagulase livre em tubo é
empregado para classificar os Staphylococcus sp. em dois
grupos: os coagulase-positivos e 0s coagulase-negativos.
Historicamente, tem sido considerada como Staphylococcus
aureus a bactéria que apresenta hemodlise incompleta em
agar sangue e resultado positivo no teste da coagulase em
tubo, apés quatro horas de incubagdo, em banho-maria a
37°[C. O teste é considerado positivo também com 18 a 24
horas de incubacéo, nas mesmas condigdes.*®

A coagulase é uma proteina com atividade enzimatica
similar a protrombina, capaz de converter o fibrinogénio em
fibrina, resultando na formacdo de um coagulo visivel, em
sistemas adequados.®

A coagulase esta presente nos S. aureus em duas
formas: coagulase ligada ou "clumping factor" e coagulase
livre. Enquanto a coagulase livre coagula amostras de plasma
tendo como substrato o fibrinogénio ou os monémeros de
fibrina, a coagulase ligada causa acumulo dos proprios
microrganismos, semelhante a uma aglutinacéo.®®

A prova da coagulase em tubo ainda € o procedimento
de referéncia para a identificagdo de S. aureus, que &, sem
davida, o patégeno mais importante entre os estafilococos.
O meio recomendado para o procedimento do teste da
coagulase é o plasma de coelho, entretanto, esse é um
reagente com custo relativamente alto e cuja obtencdo tem
apresentado certas dificuldades, tanto pela técnica como pelo
grande nimero de animais necessarios em biotério.® A
utilizacdo de plasma de outros animais ja foi relatada como
alternativa a utilizagdo de plasma de coelho.®?

!Farmacéutica. Mestre em Ciéncias Bioldgicas. UNIFAL, MG.
2Farmacéutica. Especialista em Farmacologia. UNIFAL, MG.
SBiomédico graduado pela UNIFENAS, MG.
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Estudos anteriores tém demonstrado variacdes na
coagulabilidade de diferentes plasmas para S. aureus
isolados de diversos hospedeiros. Esta variabilidade pode
ser intrinseca ao plasma ou devido a presencga de biotipos
de S. aureus que, preferencialmente, coagulam determinados
plasmas.®

Nao ha padronizacao da técnica do teste da coagulase
livre utilizando plasma humano, provavelmente pela utiliza-
¢do de anticoagulantes que podem interferir no crescimento
bacteriano.®

Os anticoagulantes utilizados rotineiramente para
obtengdo de plasma humano em laboratério clinico séo o
citrato de sédio, EDTA, fluoreto de sodio e heparina.®

O plasma citratado ndo deve ser utilizado, pois o0s
microrganismos capazes de metabolizar o citrato (por
exemplo, espécies de enterococos) poderdo originar resul-
tados falso-positivos, se forem confundidos, inadverti-
damente, com estafilococos. Esse erro pode ser evitado se
for realizada, primeiramente, a prova da catalase.®

Tendo em vista os inconvenientes, como obtencéo e
custo do uso do plasma de coelho, para diagnéstico
laboratorial, esse estudo visa comparar o desempenho do
plasma humano com o plasma de coelho padronizado na
técnica da coagulase livre, para diagnostico de S.aureus,
verificando a viabilidade da substitui¢co.

MATERIAL E METODOS

Para realizacdo do teste da coagulase, foram utilizados
34 isolados de amostras clinicas de S. aureus, previamente
identificados em laboratérios de analises clinicas, plasma
de coelho comercialmente disponivel e pool de plasma
humano colhido com heparina e com EDTA, de voluntarios
que estivessem em jejum de no minimo 8 horas, obede-
cendo as normas e técnicas de biosseguranca.

Foram utilizados 0,5 mg de heparina e de EDTA por mL
de sangue colhido. Ap6s a coleta, o sangue foi centrifugado
a 1500 rpm, durante 15 minutos. Retirou-se o plasma em
seguida e armazenou-se sob refrigeracdo, por no maximo
48 horas.

Todas as cepas de S. aureus utilizadas foram inocu-
ladas em agar triptico-soja e incubadas em estufa a 35-37°C,
por 24 horas. Colbnias isoladas no agar triptico-soja foram
colhidas e inoculadas em caldo BHI (Brain and Heart Infusion)
e incubadas, por 24 horas, em estufa a 35-37°C. Apos o
periodo de incubagao, todas as amostras produziram turvagéo
no meio de cultura. De cada amostra em caldo BHI, foi retirado
0,5 mL e inoculado em tubos de Kahn estéreis, contendo,
separadamente, 0,5 mL de plasma de coelho, 0,5 mL de
plasma humano colhido com heparina e 0,5mL de plasma
humano colhido com EDTA. Incubou-se em banho-maria a
35°C, durante 4 horas, observando-se a presenc¢a ou ausén-
cia de coagulo de 30 em 30 minutos. Nao sendo observado
coagulo, em 4 horas, incubou-se por mais 20 horas, efetu-
ando-se nova leitura ao final desse periodo.
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Os dados obtidos foram analisados estatisticamente
pelo teste G no software Bioestat.

RESULTADOS

Conforme mostra a Figura 1, dos 34 isolados de
S.aureus analisados, todos (100%) coagularam o plasma
de coelho comercialmente disponivel e o plasma humano
heparinizado. Apenas 15 (44%) amostras coagularam o
plasma humano com EDTA.
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Figura 1. Prova de coagulose livre: comparacdo dos resultados
positivos para este teste com diferentes tipos de plasma, mostrando
o tempo (h) necessario para ocorrer a coagulacéo

O tempo de incubacgdo para obten¢do da coagulagéo,
em plasma de coelho, foi: para 10 (29,5%) amostras de S.
aureus, de 1 hora, para 12 (35%) amostras, de 2 horas, para
6 (17,5%) amostras, de 3 horas, para 1 (3%) amostra, de 4
horas, e para 5 (15%) amostras, de mais de 4 horas.

Nas amostras inoculadas em plasma humano hepari-
nizado, 10 (29,5%) amostras coagularam em 1 hora de
incubacado, 12 (35%) coagularam em 2 horas, 5 (15%)
coagularam em 3 horas, 2 (5,5%) em 4 horas e 5 (15%) ap6s
4 horas.

Nas amostras de plasma humano com EDTA, 2 (5,9%)
das amostras coagularam em 1 hora de incubagéo, 1 (2,9%)
coagulou em 4 horas, 12 (35,3%) ap6s 4 horas e 19 (55,9%)
nao coagularam.

DISCUSSAO

A andlise dos 34 isolados clinicos de S. aureus mostrou
que 100% das cepas foram positivas no teste da coagulase
livre, usando plasma de coelho e plasma humano hepa-
rinizado, sendo considerados, portanto, igualmente eficazes
e confiaveis para a execugdo desse teste.

Esses resultados estdo de acordo com Silva et al.,®
que compararam o desempenho do plasma de coelho com
plasma humano e plasma de cavalo, na prova da coagulase,
utilizando uma solucao de citrato de sodio a 10% como
anticoagulante, na proporcdo de 25%, obtendo como
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resultado 100% das amostras coaguladas apenas com o
plasma de coelho e humano.

Diferentemente do presente trabalho, Martinez et al.®
avaliaram a capacidade de amostras de S. aureus coagular
plasmas de algumas espécies de animais, coletados em
frascos contendo citrato de sédio a 2%, na proporcao de 1:5,
encontrando que, das 53 amostras coagulase-positivas, 39
(73,58%) foram positivas em plasma humano e apenas 24
(45,28%) em plasma comercial de coelho, cées, caprinos e
bovinos.

Rubin et al.® compararam o desempenho do plasma
de coelho e de c@es para o teste da coagulase, aplicado em
amostras de S. aureus isolados de diferentes espécies de
animais, relatando que a eficiéncia dos dois plasmas era a
mesma, porém, o tempo para obter a coagulacédo foi
significativamente maior para o plasma de cdo, em amostras
de S. aureus isolados de bovinos.

Kateete et al.» compararam o desempenho do plasma
de ovelha com o plasma humano, verificando que este tltimo
era mais sensivel (91%) que o plasma de ovelha (81%) no
teste da coagulase em tubo.

Na presente avaliacdo, 44% das amostras de S. aureus
coagularam com plasma humano colhido com EDTA, sendo
34% delas com mais de 4 horas de incubagéo.

O resultado obtido neste estudo permite falar, preli-
minarmente, a favor da substituicdo do reagente plasma de
coelho comercialmente disponivel por plasma humano
heparinizado, diminuindo, consideravelmente, os custos com
a identificagdo microbiologica dos S. aureus. Além disso, a
obtengdo do plasma humano é muito mais facil e pratica,
eliminando todos os custos dos procedimentos de manu-
tencdo de animais em biotério, assim como da propria
obtencéo do plasma de coelho.

CONCLUSOES

O desempenho do plasma humano colhido com heparina
foi considerado equivalente ao do plasma de coelho no teste
da coagulase livre em tubo, para identificagdo de S. aureus,
podendo, portanto, ser indicada, a principio, a substituicdo do
plasma de coelho por plasma humano heparinizado, na
realizacdo desse teste, nas condic¢des testadas.

O plasma humano colhido com EDTA ndo se mostrou
confiavel para utilizagdo na prova da coagulase livre em tubo
em substituicdo ao plasma de coelho, pois, segundo os
resultados obtidos, mostrou-se um reagente que pode
produzir resultados falso-negativos, ndo sendo, portanto,
indicado para substituicdo do plasma de coelho.

Ficou evidente, também, a interferéncia no tempo de
incubacdo para obtencdo da coagulacdo do plasma pela
coagulase, porém, ndo foram observados resultados falsos-
negativos com o plasma humano heparinizado, confirmando
a possivel substituicdo; ja o plasma humano com EDTA
apresentou resultados negativos, justificando a sua nédo
indicacdo como potencial substituto.

112

Abstract

Objective:This study aimed to compare the performance of human
plasma with standard rabbit plasma free coagulase in the art for
diagnosing Staphylococcus aureus, checking the viability of the
replacement. Methods: Was performed to compare the performance
of both plasmas with heparin and EDTA by the free coagulase test
tube, using 34 isolates of Staphylococcus aureus. Results: Of the
34 Staphylococcus aureus isolates of clinical samples, all of them
(100%) coagulated the rabbit plasma and the heparinized human
plasma, and 15 (44%) coagulated the human plasma with EDTA.
Conclusion: Since the use of rabbit plasma is the standard reagent
for performing free coagulase test tube in the identification of
Staphylococcus aureus, the results indicate the possibility of
substitution of commercially available rabbit plasma for human
plasma collected with heparin, reducing the cost of this laboratory
procedure.
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Comunicacdo Breve/Short Communication

Salmonella sp. em ovos e cloacas de galinhas e seu risco para a
saude publica
Salmonellasp.on eggs and chickens sewers and your risk for public health

Larissa Kluwe dos Santos* Resumo

Objetivo: Avaliar a presenca de Salmonella sp. em ovos e cloacas de galinhas,
provenientes de dois sitios no Rio Grande do Sul, sendo um para consumo préprio e o
outro para comércio. Métodos: A amostra deste estudo foi constituida por 30 galinhas
e 17 ovos, sendo 22 galinhas e 10 ovos provenientes de um sitio que as utiliza para
consumo proéprio, localizado na cidade de Aguas Claras, RS e 8 galinhas e 7 ovos
oriundos de um sitio que as comercializa, localizado na cidade de Torres, RS. O isolamento
da Salmonella foi feito em meios agar MacConkey e agar Salmonella/Shigella e sua
identificacdo e confirmagao foi feita por série bioquimica. Resultados: Observou-se a
presenca de Salmonella sp. no sitio para consumo préprio em 13,6% das aves e 80%
dos ovos, ja no sitio que as comercializa, ndo houve contaminagéo tanto nas galinhas
guanto nos ovos analisados. Concluséo: a Salmonella sp. € um agente frequentemente
encontrado no ambiente e essas aves sdo portadoras naturais da bactéria, justificando
sua presenca no que as utiliza para proprio consumo, e, devido ao uso de antibiético nas
galinhas do sitio comercial, a auséncia dela.

Juliana Guedes Silveira?
Laura Vicedo Jacociunas®

Palavras-chave
Galinhas; Salmonella; Ovos; Cloaca

INTRODUGAO

A Salmonelose é uma infeccdo alimentar causada por
microrganismos do género Salmonella pertencentes a familia
Enterobacteriaceae.®? Estes microrganismos possuem a
capacidade de infectar diversas espécies, inclusive o homem,
sendo considerada uma das causas mais importantes de
toxinfecgdes alimentares em todo o mundo.®* Este género
apresenta mais de 2.500 sorotipos e pertence a duas espé-
cies, Salmonella enterica e Salmonella bongori, que podem
ser diferenciadas com base em séries bioquimicas e soro-
I6gicas.®®

As salmonelas séo isoladas mundialmente, podendo
infectar uma grande variedade de hospedeiros, incluindo ani-
mais selvagens, domésticos e humanos.®9 No setor avicola,
a Salmonella esta entre as principais bactérias patogénicas
de interesse no que se refere a seguranca alimentar, seja no
tocante ao alimento (ovos in natura), seja em relacdo aos
alimentos elaborados para consumo humano, a partir de
animais infectados.®

Entre os varios sorotipos isolados de aves, Salmonella
Enteritidis é encontrado constantemente em carcaca de
frangos, no Brasil, seguido de Salmonella Typhimurium,

Salmonella Heidelberg, Salmonella Mbandaka.®* Cepas
de S. Enteritidis apresentam a capacidade de colonizar o
canal ovopositor de galinhas, podendo gerar contaminagdo
da membrana que envolve a gema, durante a formagédo do
ovo, provocando, assim, casos de infec¢Bes relacionadas
ao consumo de frangos e alimentos preparados com ovos
crus ou insuficientemente cozidos.®? Esses sorotipos, comu-
mente, colonizam o trato gastrointestinal de aves, sem causar
sintomas, contaminando carcagas e ovos e ocasionando
infeccdes alimentares.®

O ambiente onde sao criados 0s animais, como cama e
ninhos, também séo fontes de contaminacdes para aves e
ovos.® A contaminacdo direta, igualmente, favorece a
transmissdo dos microrganismos.®®

A contaminacdo pela Salmonella sp., normalmente,
acontece por via oral. Existem também suspeitas de infeccao
via conjuntivas e pelo trato respiratdrio superior e membranas
mucosas. A doenga entérica pode acontecer com a propagagao
pelo intestino delgado distal e o inicio do célon. Um dos fatores
que contribuem para a colonizacdo pela Salmonella é o
desequilibrio do peristaltismo e da microbiota intestinal.61?

Quando a bactéria invade o hospedeiro, ela pode se
ligar a matriz celular ou diretamente a célula. Depois que o
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tecido é lesado, a matriz extracelular subjacente é exposta.
Posteriormente ao consumo de agua e alimento contaminado,
a Salmonella comeca seu ciclo de infec¢do, disseminando-
se pelo hospedeiro, através do tecido linfoide, incluindo, nas
aves, placas de Peyer e tonsilas cecais e aderindo,
apicalmente, as células M e as células epiteliais do ileo, que,
devido a caréncia de bordas, representam uma porta de entrada
ideal para enterobactérias.(7-29

Segundo Molbak e coloboradores,® para cada caso
relatado de salmonelose, de 3,8 a 38 pessoas ha populacdo
adoecem. Nos Estados Unidos, avalia-se que a Salmonella
sp. seja responsavel por 1 milhdo de casos de doengas
transmitidas por alimento (DTA).?® De acordo com Aimeya et
al.,®» de Janeiro a Margco de 2009, houve um surto de
Salmonella sp., em granjas de postura, em Barbados (Caribe),
pois, das 26 fazendas analisadas, 19 foram classificadas
como positivas para Salmonella sp., indicando uma alta
prevaléncia de Salmonella. No Brasil, a Salmonella sp. é o
principal agente etiolégico responsavel por doencas
transmitidas por alimento, com taxas de mais de 19%.?®

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a presencga
de Salmonella sp. em ovos e cloacas de galinhas provenientes
de dois sitios produtores no Rio Grande do Sul, sendo um
para consumo proprio e o outro para comércio. Para a
prevencdo de doencas, este Ultimo fazia uso de antibioticos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em dois sitios localizados no
Rio Grande do Sul (RS), um ndo comercial da cidade de Aguas
Claras e outro comercial da cidade de Torres. As analises das
amostras foram feitas no Laboratério de Microbiologia do
Centro Universitario Metodista, IPA, apds a aprovagédo do
Comité de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario
Metodista (Protocolo CEUA n° 23/2012).

A amostragem foi constituida por 30 galinhas e 17 ovos.
O critério de inclusao, no sitio que criava para consumo proprio,
foi aves que ndo faziam uso de antibioticos e, no sitio
comercial, animais que faziam uso de antibiéticos. No sitio
nao comercial, foram analisadas 22 aves e 10 ovos e, no sitio
com criacdo para a venda, foram estudadas 8 aves e 7 ovos.
Cada um dos estabelecimentos fornecia diferentes dietas.
Enguanto o primeiro sitio tratava os animais com verduras,
cereais e racdo, o segundo ofertava racdo comercial e antibio-
ticos. Foram excluidas as aves que ndo realizavam postura.

A colheita dessas amostras ocorreu no més de abril de
2013. Cada ave foi contida com a parte posterior para cima a
fim de permitir a coleta do material da cloaca, com swab
umedecido com agua peptonada, em movimentos circulares.
Posteriormente, o swab foi submerso em 9 mL de agua
peptonada tamponada, em tubos de ensaio individualizados
e identificados. Em outro momento, foi coletado o material
dos ovos com swab umedecido com agua peptonada, em
movimentos circulares, de maneira a abranger toda a casca
do ovo. Em seguida, o swab foi também submerso em 9 mL
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de agua peptonada tamponada, em tubos de ensaio
individualizados e identificados.

O material foi transportado para o laboratério em
temperatura de 2° a 6°C. Os tubos de ensaio foram colocados,
na estufa, a 37°C, por 24 horas. Apos este periodo de incubagao,
foram transferidos 100 pL de cada amostra para tubos de
ensaio contendo 4 mL de meio selenito. Estes foram incuba-
dos, por 24 horas, em estufa, a 37°C. Consecutivamente, foi
realizada a semeadura, por esgotamento, em meios agar
MacConkey e agar Salmonella/Shigella (SS), incubando-se a
37°C, por 24 horas. Apo6s o periodo de incubagao, as placas
foram analisadas. As que ndo apresentaram crescimento
foram consideradas negativas. Naquelas em que houve
crescimento, procedeu-se a série bioquimica para identi-
ficagdo do microrganismo. Neste contexto, as provas bio-
quimicas realizadas para a identificacdo de Salmonella foram
TSI, SIM, Citrato, Ureia, LIA. Apds a semeadura, as amostras
foram, novamente, incubadas a 37°C, por 24 horas, quando,
entdo, foi procedida a identificagdo através da leitura dos
resultados das provas bioquimicas.

RESULTADOS

Das 22 amostras de cloacas obtidas das aves do sitio
ndo comercial, 3 foram positivas para Salmonella sp. Desse
mesmo sitio, das 10 amostras de ovos, 8 foram também
positivas para a mesma bactéria (Figura 1A). Das 8 amostras

Figura 1. Contaminagao de ovos e cloacas de galinhas
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Figura 1 A. Sitio para Consumo Proprio; Figura 1 B. Sitio Comercial
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de cloacas de aves do sitio comercial, nenhuma apresentou
Salmonella sp. Desse sitio, também nédo se obteve isolamento
bacteriano das 7 amostras de ovos avaliadas (Figura 1B).

DISCUSSAO

A Salmonella sp. € uma bactéria que tem um reservatério
animal especifico. Por fazer parte da microbiota comum de
galinaceos, podera haver uma colonizagdao do canal
ovopositor, ocorrendo a contaminagéo na formacao da gema
do ovo. Desse modo, compreende-se que, se 0 animal estiver
contaminado, os produtos derivados dele também estardo.*?
Os resultados deste estudo mostram que, em 22 aves,
apenas 3 apresentavam Salmonella nas cloacas. Entretanto,
em 10 ovos, 8 estavam contaminados. A casca do ovo pode
se tornar contaminada ao atravessar a porcao final do oviduto,
cloaca e ap6s a postura, nas instalagdes ou durante o
processamento de lavagem e classificagcdo dos ovos.?®
Grande parte da contaminag&o dos ovos por Salmonella sp.
ocorre através da casca. No presente estudo, o alto indice de
Salmonella sp., nos ovos, justifica-se pelo contato entre eles.
A transmissdo de Salmonella sp. em galinhas poedeiras
pode ocorrer durante a incubagdo de ovos férteis. Neste
contexto, quando ovos livres da contamina¢&o por Salmonella
sp. séo incubados junto com ovos contaminados, a bactéria
se espalha rapidamente, elevando a taxa de contami-
nacéo.?”?® QOs fatores que influenciam a passagem dessa
bactéria para a parte interna do ovo (gema e clara) sédo
temperatura e tempo de armazenagem. ?°3 No ano de 2010,
autoridades sanitarias dos EUA fizeram um recall de milhdes
de ovos dispostos no mercado apos a confirmacéo de surtos
causados por S. Enteritidis.*® Otomo et al.®? observaram a
associagcdo de aves e ovos contaminados com Salmonella
sp. em surtos de infecgdo alimentar em humanos, no Japéo.

A persisténcia de Salmonella na casca de ovos
experimentalmente contaminados pode chegar a 21 dias,
tanto para os mantidos em temperatura ambiente quanto
para aqueles sob refrigeragédo.®® Sabe-se que a conta-
minacao de ovos pode ocorrer pela contaminagdo vertical e/
ou horizontal. De acordo com Gantois et al.,®¥ as salmo-
neloses ligadas ao consumo de ovos sao atribuidas,
principalmente, a ovos contaminados de forma vertical, de
casca limpa e aparéncia normal.

A presenca de Salmonella sp. é relatada em estudos
que envolvem ambiente e aves com um dia de vida. Zancan
et al.,®» ao pesquisarem Salmonella sp. em caixas de
transporte de pintos de um dia, para a producdo de ovos,
encontraram 77% de lotes positivos para Salmonella sp.,
demonstrando a possibilidade de transmissao através do
transporte e o caracterizando como um fator importante de
introducdo de Salmonella sp. nas granjas de producéo. Lotes
de pintos positivos no inicio da vida podem tornar-se
portadores desse agente até a fase adulta, resultando na
contaminagdo de carcaga e ovos. Além de aves positivas
para esse agente, a contaminagdo dos ovos através do
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ambiente contaminado permite a sobrevivéncia da
Salmonella sp., por longos periodos.®53)

A transmissdo horizontal de Salmonella sp. ocorre
através do contato direto entre aves, ingestdo de agua ou
alimento contaminado, pessoas e equipamentos e pela
penetragdo da bactéria através da casca nos ambientes,
ainda que a estrutura do ovo apresente barreiras fisicas e
guimicas contra a contaminacdo por patégenos.®3139

O uso de antibiéticos na alimentagdo de animais, para
0 tratamento ou para a prevencdo de doencas, permite que
bactérias resistentes se propaguem aos seres humano,
através da cadeia alimentar.“?

CONCLUSAO

Visto que a Salmonella sp. € um agente frequen-
temente encontrado no ambiente e que a galinha é portadora
natural dessa bactéria, justifica-se a presenca deste
microrganismo no sitio ndo comercial, bem como a ausén-
cia deste, devido ao uso de antibiético, nas aves do sitio
que as comercializa.

Ressalta-se, ainda, a importancia de se assegurar o
controle de Salmonella em alimentos, uma vez que esse é
um importante patégeno associado a toxinfec¢des alimen-
tares.

Abstract

Objective: Evaluate the presence of Salmonella sp. on eggs and
cloacae of chickens from two sites in the Rio Grande do Sul, one for
their own use and the other for trade. Methods: The sample consisted
of 30 chickens and 17 eggs. Being 22 chickens and 10 eggs coming
from a site that uses for its own consumption, located in Aguas
Claras/RS, and 8 chickens and 7 eggs proceded from a site that
commercialize them, located in Torres/RS. The Salmonella isolation
was done on MacConkey agar and Salmonella / Shigella agar, then
the identification and confirmation was made by biochemical tests.
Results: It was observed the presence of Salmonella sp. in the own
use site on 13.6% and 80% in eggs. In the site that use for trade
there's absence of Salmonella, as in the cloacae as in eggs.
Conclusion: Salmonella sp. is an agent commonly found in the
environment and the chicken is a natural carrier of this bacteria,
justifying her presence at the site used for own consumed and because
of the use of antibiotics in chickens, her absence in the site that
trade them.
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profissional, telefone e e-mail do autor responséavel pelo manuscrito devera ser
especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, ser conciso e claro,
pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importancia encontrados
e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado de forma estruturada, contendo
introducéo, objetivos, material e métodos, resultados, discusséo e conclusées.
Referéncias ndo deverao ser citadas e o emprego de acrénimos e abreviaturas
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INTRODUCAO: Devera apresentar a justificativa para a realizagdo do
trabalho, situar a importancia do problema cientifico a ser solucionado e esta-
belecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto. Nesta
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ndo devera incluir ainda dados ou conclusdes do trabalho em referéncia. O
Ultimo paragrafo devera expressar o objetivo de forma coerente com o descrito
no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deveréo ser apresentados de forma breve, porém
suficiente para possibilitar a reproducéo e replicacéo do trabalho. Nesta secéo
deverdo ser informados o desenho experimental e o material envolvido, bem
como a descri¢do dos métodos utilizados. Métodos j& publicados, a menos que
tenham sido extensamente modificados, deverdo ser referidos apenas por
citacdo. Fontes de reagentes e equipamentos (empresa, cidade, estado e pais)
deverdo ser mencionados. Nomes que sdo marcas registradas deverdo ser
também, claramente, indicados. Para melhor leitura e compreensao, subtitulos
poderao ser estabelecidos

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

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

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

CONCLUSOES: Deverso ser concisas, fundamentadas nos resultados e
na discussdo, contendo deducdes logicas e correspondentes aos objetivos
propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo, ndo havendo
necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explicita,
por todos os autores, a existéncia ou nao de conflitos de interesse que podem
derivar do trabalho. Ndo havendo conflitos de interesse, devera ser escrito
"Né&o ha conflitos de interesse".

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

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

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu conteldo e o contexto [ou amostra] a partir do qual a informacao foi
obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustragdo e ser precedido
pela palavra "Tabela", seguida por um numero identificador em algarismos
arabicos. A numeracédo das tabelas devera ser feita consecutivamente, a partir
da ordem de citagdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas de rodapé
[legendas], indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela. Para notas
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de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas deverédo ser
elaboradas com linhas horizontais de separacéo no cabecgalho e em sua parte
inferior e sem linhas verticais. Ndo deverdo ser utilizadas também linhas
horizontais internas. Os dados das tabelas deverdo ser digitados em tamanho
10 e com mindsculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras e as
siglas. Nas tabelas, devera ser empregado espacamento entrelinhas 1,5, sem
qualquer forma de tabulagédo ou recuos de paragrafos. O comprimento da tabela
ndo devera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e apresentar largura maxima de
17cm. Os dados apresentados em tabelas néo deveréo ser repetidos em gréficos.
As tabelas deverao ser compostas em programa Word ou MS-Excell e enviadas
em arquivo separado. Devera ser evitado um nimero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustracdes que ndo se enquadram no conceito de
tabela sdo consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos,
imagens e fotografias. Deverdo ter um titulo breve e descritivo, disposto em
sua parte inferior. Deverdo ainda ser numeradas com algarismos arabicos,
consecutivamente, na ordem de aparecimento no texto e citadas como figuras.
As figuras deverdo ter boa resolugdo (minimo de 300 dpi), ser gravadas em
formato ".jpg" ou "tiff" € medir no minimo 12 x 17cm e no maximo 20 x 25cm.
As escalas deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na figura e refe-
renciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deveréo ser preparados nos
programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato ".doc", ".docx" ou ".xIs" e
ndo como imagem. Imagens produzidas em software estatistico devem ser
convertidas para formato MS-Excell, caso ndo seja possivel converter para
formato ".tiff". llustracdes coloridas somente poderdo ser aceitas se 0s autores
assumirem os custos. Os dados apresentados nas figuras nao deverao repetir
aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais aproximados onde as ilustragdes
serdo colocadas deverdo ser determinados no texto. As figuras deverdo ser
enviadas em arquivos separados. Nao devera ser enviado um nimero excessivo
de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho
cientifico, deverdo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado
em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(Normas para Uniformizagdo de Manuscritos Submetidos as Revistas
Biomédicas) pelo International Committee of Medical Journal Editors [ICMJE]
(http://www.icmje.org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/pdf/rcbc/
v35n6/v35n6al4.pdf (Versdo em Portugués) ou em www.icmje.org/urm_full.pdf
(Versdo em Inglés). A abreviacéo dos titulos dos periddicos devera seguir o
recomendado em List of Journals Indexed in Index Medicus [National Library
For Medicine] (http://www.nlm.gov/tsd/serials/lji.html) ou no Portal de Revistas
Cientificas em Ciéncias da Saude [Biblioteca Virtual em Saude] (http://portal.
revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias
estritamente pertinentes a problematica abordada e evitar a inclusdo de nimero
excessivo de referéncias numa mesma citacéo. A lista das referéncias devera
ser numerada de acordo com a ordem em que os autores foram citados
no texto e ndo em ordem alfabética. Deverdo ser listados somente os
trabalhos consultados e citados no texto. Citacdes de "resumo", "dados ndo
publicados", "comunicagfes pessoais" ou "no prelo" poderéo ser adequadamente
mencionados no texto, mas ndo serdo aceitos como referéncias bibliogréaficas.
A exatiddo das referéncias sera de responsabilidade exclusiva dos autores

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

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada
Numérico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter numeragéo
Unica e consecutiva, indicada pelo nimero da referéncia em expoente e entre
parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua citacéo no texto,
independentemente da ordem alfabética. As referéncias citadas em legendas
de tabelas e figuras deverdo manter a sequéncia com as referéncias citadas no
texto. O mesmo trabalho mencionado mais de uma vez devera manter, sempre
gue aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observacgfes Gerais:

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

« Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o primeiro
sobrenome seguido da expresséo latina “et al.”;

* Quando uma entidade, corporacgéo, editores ou projetos editoriais assu-
mirem a responsabilidade integral pelo documento deverao ser indicados/ tratados
como autores;

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

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

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

Alguns exemplos de citacdes:

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

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

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

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

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

Observacgfes Gerais:

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

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

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

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

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

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

TITULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos
consultados deverdo ser referenciados em letras minlsculas, no entanto, a
primeira palavra devera ser iniciada por letra mailscula. Ndo deverdo ser
escritos em negrito ou itdlico e devem ser finalizados por ponto.

TITULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periddicos/
revistas consultados deveréo ser referenciados abreviados e finalizados com
ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo
deverdo ser eliminados, com excegédo do Ultimo, empregado para separar o
titulo do ano. Um espaco devera ser dado entre o ponto colocado ao final do
titulo e o0 ano. A separacéo entre ano e volume devera ser feita utilizando-se
ponto e virgula.

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

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

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

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

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

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

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui
S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Livros:

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

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

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

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

Teses, DissertacOes e Monografias:

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

Eventos Cientificos:

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

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

Orgéos/ Instituigdes:

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

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

Referéncias Legislativas:

« Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispde sobre as
condicdes para a promogéo, protecdo e recuperagédo da salde, a organizagéo e
o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras providéncias. Diério
Oficial da Uni&o 20 set 1990; secéo 1.

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

« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de maio
de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengéao e o controle da infec¢éo
hospitalar. Diario Oficial da Unido13 mai 1998; secéo 1.
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* Resolugdes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para
Funcionamento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005;
secao 1.

Meios Eletrénicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-
Nascimento A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.: manual
identification (reference method) and automated identification (Vitek system
platform). J Venom Anim Toxins incl Trop Dis [periédicos na internet]. 2012 set
[acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://www.scielo.br/pdf/
jvatitd/v18n3/allv18n3.pdf.

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

« Eventos Cientificos:. Albuguerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido
MM, Felipe MSS, Silva-Pereira I. Identification and Characterization of Phase-
Specific cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides
brasiliensis. In: 40. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patdgenos en
América Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela
[acesso em 10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

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

Observacdes Gerais:

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

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

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

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

« Pedidos de fast-track poderdo ser considerados desde que justificados e
solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de pés-graduagéo
ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores ou servigos de
instituicdes publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente fundamentados por
seus autores. Os pedidos de fast-track deverdo vir enderegados ao editor da
RBAC em documento em papel timbrado da instituicdo e carimbado por seus
superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

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

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

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

a s~ wD

Data: / /
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