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RESUMO - A interferéncia negativa da bilirrubina na dosagem de creatinina
pelo método de Jaffé € bem documentada. Para estudarmos esta interferéncia
nos autoanalisadores Cobas Mira® (Roche) e Merck-Mega® (Diagnéstica
Merck), ferricianeto de potassio [KsFe(CN)g] foi usado para oxidar a bilirrubina
a biliverdina. Trinta amostras de soro, com diferentes niveis de ictericia
(bilirrubina total = 6.9 + 6.5mg/dl, média + desvio padréo), foram analisadas
para creatinina, em ambos aparelhos, antes e depois de serem tratadas (1:1)
com uma solugdo de KsFe(CN)s 3 mmol / L, usando o método de Jaffé
automatizado. Em paralelo, KsFe(CN)s 3 mmol/L foi adicionado ao reagente de
Jaffé (1:6.5) para ser usado no Cobas e a diluicdo automatica (“rerun mode”)
de amostra sem tratamento prévio foi usada no Mega como procedimentos
alternativos de eliminagdo da interferéncia. Estes procedimentos foram
comparados com o procedimento de tratamento prévio da amostra com
KsFe(CN)s. Os valores de creatinina antes do tratamento variaram de 0.2 a 9.4
mg/dl e de 0.5 a 9.5 mg/dl para Cobas e Mega, respectivamente. Apds
tratamento, os valores variaram de 0.4 a 10.6 mg/dl, para ambos aparelhos.
Houve diferenga significativa entre os valores de creatinina pré e pos-
tratamento (p<0.0001). A interferéncia negativa variou de 0.1 a 3.4 mg/dl no
Cobas e de 0.0 a 0.8 mg/dl no Mega. O erro relativo varioude 7 a 75% e de 0 a
37% no Cobas e Mega, respectivamente. O aumento de creatinina apés
tratamento foi independente da concentragdo de bilirrubina na amostra.
Quando diferentes concentracbes de creatinina foram adicionadas em um
‘pool” de soro e amostras foram tratadas previamente com KszFe(CN)g,
aproximadamente 95% de recuperacao foi alcancado. Valores de creatinina
obtidos com Ks;Fe(CN)s adicionado ao reativo de Jaffé do Cobas e amostras
dosadas em ‘“rerun mode” no Mega mostraram excelente correlagdo e
concordancia com os resultados obtidos com amostras pré-tratadas dosadas
em ambos aparelhos (r=0.97 e r=0.99, p<0.0001). NoOs sugerimos que
amostras ictéricas sejam dosadas com KsFe(CN)s adicionado ao reativo de
Jaffé no Cobas e em “rerun mode” sem tratamento prévio no Mega para
eliminar a interferéncia negativa da bilirrubina.

PALAVRAS CHAVES - Comparagdao de métodos, reacdo de Jaffée,

interferéncias, creatinina



SUMMARY - The negative interference of bilirubin on estimation of creatinine
by the Jaffé method has been very well documented. To study this interference
in a Cobas Mira® (Roche) and a Merck-Mega ®(Diagnostic Merck)
autoanalysers, we used potassium ferricyanide [KsFe(CN)g] to oxide bilirubin to
biliverdin. Creatinine was determined in thirty samples, with different degree of
jaundice (total bilirubin = 6.9 + 6.5 mg/dl), in both machines, before and after
treatment with a 3mmol/L KsFe(CN)s solution (1:1), by the Jaffé method. We
also tested the effect of addition of KsFe(CN)s (1:6.5) to Jaffé reagent (Cobas)
and the “rerun mode” without previous treatment (Mega) as alternative
procedures to eliminate interfering substances. These procedures were
compared with the method using previous treatment. Before treatment, values
for creatinine ranged from 0.2 to 9.4 mg/dl and from 0.5 to 9.5 mg/dl for Cobas
and Mega, respectively. After treatment , the values ranged from 0.4 to 10.6
mg/dl, for both machines. There was a significative difference between
creatinine values before and after treatment. The negative interference ranged
from 0.1 to 3.4 in Cobas and from 0.0 to 0.8 mg/dl in Mega. The relative bias
ranged from 7 to 75% and from 0 to 37% in Cobas and Mega, respectively.
The increase in creatinine concentration after treatment was bilirubin
concentration independent. When different concentrations of creatinine were
added to a pooled sera and samples were previously treated with KzsFe(CN)s ,
approximately 95% of recovery was obtained. Creatinine values obtained with
Jaffe reagent treated with KsFe(CN)s and “rerun” mode showed excellent
correlation and agreement with values obtained with pre-treated samples, in
both autoanalysers (r=0.97 and r=0.99, p< 0.0001). We suggested that
jaundiced samples should be measured with Jaffé reagent treated with
KsFe(CN)s in the Cobas Mira and in “rerun mode” without treatment in the
Merck-Mega to eliminate the negative interference of bilirubin.

KEY WORDS - Jaffé reaction, analytical comparison, interference evaluation,

creatinine



INTRODUGAO

O reagente alcalino de picrato de sodio tem sido o mais usado para
determinacdo de creatinina em laboratérios clinicos desde que a reagao de
Jaffé foi descrita em 1886 °. A creatinina reage com o picrato alcalino para
formar um complexo equimolar laranja-avermelhado que € medido e

quantificado a 500 nm °°

. A caréncia de especificidade do método de Jaffé é
bem documentada e interferentes como acetoacetato e glicose foram relatados
pelo préprio Jaffé quando a reagado foi descrita. De fato, muitos compostos
oxidoredutivos presentes no soro reagem com o picrato alcalino para reduzir
ou aumentar a concentragdo aparente de creatinina 2.

Interferéncias positivas podem ocorrer devido a lenta redugao do picrato
alcalino a picramato por compostos como glicose, acido urico e ascorbato ou
devido a reagdo do picrato com substancias como acetoacetato, cetoacidos, e
piruvato que forma complexos corados. A interferéncia negativa mais
conhecida € aquela causada pela presenca de altas concentracbes de
bilirrubina. Em base forte, a bilirrubina € oxidada a um composto cromdgeno
com uma concomitante reducdo em absorbancia na regido de 500nm,
diminuindo assim, a absorbancia total medida na reag¢ao de Jaffé, levando a
uma concentragao falsamente diminuida de creatinina ®'%,

Durante os ultimos 100 anos, muitas medidas tém sido usadas para
eliminar as interferéncias e aumentar a especificidade da reagao de Jaffé.
Adsorcao da creatinina, oxidacdo ou extracido de interferentes, dialise e
medida cinética da reacdo em diferentes condicdes ja foram propostas *'"'2.
De todas as alternativas, o ensaio automatizado, cinético ou de ponto

s

final com multiplas leituras, € o mais usado e aceito entre os laboratorios



clinicos %1%12,

O método é facilmente automatizado, permite o uso de
pequenas quantidades de amostra e reagente, e dispensa desproteinizagao 3,
A formacao do complexo corado picrato-creatinina comega a ser monitorizada
apos 10-60 segundos da adi¢cdo dos reagentes. Esse tempo de espera permite
que os interferentes que reagem rapido, como acetoacetato, sejam
efetivamente eliminados antes da leitura da absorbancia inicial da reacdo. A
monitorizagao total varia de 16 a 120 segundos e reduz substancialmente, mas
nao elimina totalmente, as interferéncias positivas. A interferéncia negativa
causada pela bilirrubina ainda € a maior fonte de erro na determinacdo de
creatinina por métodos automatizados .

Os objetivos deste estudo foram determinar o grau de interferéncia da
bilirrubina na determinacdo de creatinina usando o reagente de Jaffé e propor
um procedimento rapido e eficiente para determinar a verdadeira concentragao

de creatinina em soros ictéricos usando os aparelhos Cobas Mira® (Roche) e

Merck-Mega® (Diagndstica Merck).



MATERIAIS E METODOS

Trinta amostras de soro, com diferentes niveis de ictericia, foram
selecionadas da rotina do nosso laboratorio e analisadas para creatinina
usando o meétodo colorimétrico de Jaffé de ponto final com monitoramento

continuo (“kit” Diagndstica Merck), sem desproteinizacdo, em um Cobas Mira®

e um Merck-Mega®. Bilirrubina total e direta foram determinadas no Merck-
Mega® (“kit” Diagnéstica Merck). Em paralelo, aliquotas de 1ml das mesmas
amostras foram tratadas (1:1) com uma solugcéo de ferricianeto de potassio
[KsFe(CN)s] 3 mmol/L, para eliminagdo da bilirrubina por oxidac&o °, Apos
homogeneizagao e espera de 5 minutos, as amostras foram re-analisadas para
creatinina e bilirrubina, como acima mencionado, levando-se em consideragao
o fator de diluicdo. A eficiéncia da oxidacao foi testada comparando-se os
resultados de bilirrubina antes e depois do tratamento das amostras com
KsFe(CN)e.

Como métodos alternativos para eliminacdo da interferéncia da
bilirrubina, KsFe(CN)s 3 mmol/L foi adicionado ao reagente de Jaffé de trabalho
no Cobas Mira® em uma proporcdo 1:6.5 e a determinacdo da creatinina foi
feita usando a diluicdo automatica (“rerun mode”) da amostra, sem nenhum
tratamento, no Merck-Mega®. Sessenta amostras de soro foram analisadas
pelo método alternativo no Cobas Mira®e 23 pelo método alternativo no
Merck-Mega®. Resultados de creatinina obtidos pelos dois métodos
alternativos foram comparados com o método de tratamento prévio da amostra

descrito por O’Leary & colaboradores ® em ambos aparelhos.



Para estudarmos a recuperagcdo da creatinina na presenga de
KsFe(CN)s, diferentes concentragcdes de creatinina (Merck) foram adicionadas
em um “pool” de soro. Amostras foram analisadas para creatinina usando o
meétodo de tratamento prévio nos dois autoanalisadores e o0 método alternativo
no Cobas Mira®.

As diferengas entre os resultados, obtidos pelos diferentes métodos e
aparelhos, foram analisadas através do teste t de Student para amostras
pareadas. O coeficiente de Pearson foi empregado para avaliar a existéncia de
correlagado quando necessario. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

A comparacao entre os métodos alternativos e o método de tratamento
prévio da amostra foi analisada pela medida da concordancia 2 A presenga
ou auséncia de concordancia é sumarizada pelos 95% de limites de
concordancia (média das diferengas entre os dois métodos comparados + 2
desvios padrdoes [DP]). A maioria das diferencas estara entre média + 2DP.
Dois métodos sdo considerados em concordancia quando as diferencas entre
0s 95% dos limites de concordancia ndo s&o clinicamente importantes. Desta
forma, resultados obtidos pelos dois métodos ndo s&o significativamente

diferentes.



RESULTADOS

A Tabela 1 resume os resultados de bilirrubina, creatinina obtida antes e
depois do tratamento com Ks;Fe(CN)s, e a interferéncia negativa encontrada
para as 30 amostras ictéricas analisadas neste estudo.

A bilirrubina total foi de 6.9 + 6.5 mg/dl (média + desvio padrao [DP]). Os
valores de creatinina variaram de 0.2 a 9.4mg/dl e 0.5 a 9.5 mg/dl para Cobas
Mira® e Merck-Mega®, respectivamente, quando as amostras foram analisadas
sem tratamento prévio. Depois do tratamento com Ks;Fe(CN)s, os valores de
creatinina revelaram um aumento significativo quando comparados com os
valores obtidos com amostras sem tratamento (p<0.0001), e variaram de 0.4 a
10.6 mg/dl para ambos aparelhos. O aumento em concentragdo de creatinina
variou de 0.1 a 3.4 mg/dl no Cobas Mira® e de 0.0 a 0.8 mg/dl no Merck-Mega®
e mostrou-se independente da concentracdo de bilirrubina presente na
amostra. Nao houve diferenga significativa entre os resultados de creatinina
apoés tratamento obtidos pelo dois aparelhos. A interferéncia representou um
erro relativo de 7 a 75% e de 0 a 37% no Cobas Mira® e Merck-Mega®,
respectivamente. A oxidacao pelo KsFe(CN)g foi considerada efetiva quando os
valores de bilirrubina total nas amostras tratadas foram < 1.2 mg/dl.

Quando creatinina, em diferentes concentragdes, foi adicionada a um
pool de soro, uma recuperagao analitica de 95.3 + 8.2% foi observada para o
método de Jaffé sem tratamento prévio de amostras nos dois aparelhos. Para
0 método usando tratamento prévio das amostras com KsFe(CN)s , a
recuperacao foi de 94.3 + 5.8%, para ambos aparelhos. Para o método usando

KsFe(CN)es incorporado ao reativo de uso, uma recuperacéo de 97.0 + 2.3% foi

encontrada (Tabela 2).



Sessenta amostras de soro foram dosadas para creatinina com
KsFe(CN)s adicionado ao reativo de Jaffé e , em paralelo, pelo método de
tratamento prévio das amostras no Cobas Mira®. Os resultados entre estes
dois procedimentos mostraram excelente correlagéo (r=0.97, p< 0.0001, Figura
1) e concordéancia (Figura 2). Os 95% limites de concordancia ficaram entre -
0.06 + 0.26 mg/dl. O reativo adicionado de KsFe(CN)s mostrou-se estavel até 5
horas apos preparacgao.

Da mesma forma, 23 amostras de soro foram dosadas em “rerun mode”
sem tratamento prévio e pelo método de tratamento prévio das amostras no
Merck-Mega®.Os resultados obtidos pelos diferentes métodos, também
apresentaram excelente correlacdo (r= 0.99, p<0.0001, Figura 1) e
concordancia (Figura 2). O intervalo dos 95% de limites de concordancia foi -

0.16 £ 0.42 mg/dl.
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DISCUSSAO

As vantagens da reagdo automatizada de Jaffé incluem pequenos
volumes de amostra, uso de amostras sem desproteinizacédo e velocidade de
analise. A maior desvantagem é a interferéncia negativa causada pela
presenca de altas concentragdes de bilirrubina. Este estudo confirmou a
presenca dessa interferéncia, e estd em concordancia com prévios estudos
3491 que relataram uma diminuigdo da concentragdo de creatinina em soros
ictéricos usando diferentes aparelhos de automagao.

A interferéncia mostrou-se menor no Merck-Mega® que no Cobas Mira®,
isso é devido, provavelmente, ao uso de reagentes separados no Merck-
Mega®. Existem trabalhos relatando que a ordem de adicdo dos reagentes
pode afetar as leituras durante a reacdo de Jaffé, amenizando assim as
interferéncias °. As diferengas entre a interferéncia vista nos dois aparelhos
nao podem ser atribuidas a diferengas na composi¢cdo dos reagentes 312 ja
que o reagente do Merck-Mega® (picrato de litio e NaOH) foi usado no Cobas
Mira®, seguindo as orientacdes do proprio fornecedor, e ndo houve alteragées
nos resultados obtidos.

Esse estudo ndo demonstrou relagédo entre a concentragao de bilirrubina
e a magnitude da interferéncia. Isso pode ser atribuido ao fato de que a
maioria das amostras continham uma concentragdo de bilirrubina < 10 mg/dl.
Estudos anteriores mostraram que a interferéncia foi dependente da
concentracdo de bilirrubina quando concentragbes muito altas de bilirrubina
estavam presentes na amostra 34 Nesse estudo, apenas 7 amostras

apresentaram uma concentragdo de bilirrubina > que 10 mg/dl e s6 uma
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amostra apresentou bilirrubina acima de 30.0 mg/dl. Quando todas as
amostras foram consideradas, uma moderada, embora significativa, correlagéo
(r= 0.68 e r= 0.52, para Cobas e Mega, respectivamente) foi encontrada. Re-
analisando os dados, desconsiderando a unica amostra com bilirrubina > 30
mg/dl, a correlagdo praticamente inexiste (r=0.21e r=0.19, p>0.1, para Cobas e
Mega, respectivamente). Devido a essas observagdes, nds concluimos que os
dados, aqui apresentados, sao insuficientes para determinar a relagado entre a
concentracao de bilirrubina e interferéncia. Ha necessidade de se incluir, em
estudo posterior, mais amostras com concentragdes de bilirrubina > 10 mg/dl.

Em geral, a interferéncia negativa da bilirrubina na determinagéo da
creatinina ndo parece ser clinicamente relevante, mas em pacientes muito
ictéricos e com uma concentragdo de creatinina normal ou levemente
aumentada, uma falsa diminuicdo da creatinina pode resultar em um problema
de diagndstico. Considerando os pequenos coeficientes de variagbes (CV)
interensaio apresentados pelas técnicas automatizadas (neste estudo o CV
interensaio foi < 3%), pequenas variagdes nos resultados se tornam
relevantes. Esses fatos se tornam extremamente importantes quando
pacientes recém-nascidos ictéricos, hemodialisados ou transplantados renais
estdo envolvidos. Nessas situagdes, pequenas flutuacdes na concentragcado de
creatinina exigem mudancgas na conduta médica, e no caso dos transplantados
renais, pode indicar rejeicdo. Devido a esses eventuais pacientes, nés
sugerimos que a interferéncia negativa da bilirrubina na determinagdo da
creatinina seja eliminada.

Os métodos alternativos, neste estudo, mostraram-se eficientes em

eliminar a interferéncia da bilirrubina, como mostra a concordancia com o
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método de tratamento prévio da amostra proposto por O’Leary &

colaboradores °

. Eles sédo baratos, rapidos e faceis de fazer, ndo exigindo
passos adicionais como centrifugacdo ou incubagdo, e sao capazes de
fornecer resultados de creatinina que se aproximam do verdadeiro.

Nos sugerimos que a creatinina, de amostras visualmente ictéricas,

sejam dosadas com KsFe(CN)s incorporado ao reativo de uso no Cobas Mira®

e em “rerun mode” sem tratamento prévio no Merck-Mega® para eliminar a

interferéncia negativa da bilirrubina na reagao de Jaffé.
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Tabela 1
Resultados de bilirrubina, creatinina antes e depois do tratamento com [K3Fe(CN)g], e interferéncia nos
autoanalisadores Cobas Mira® e Merck-Mega®.

Bilirrubina Cobas Mira® Merck Mega®
Paciente Total
(mg/dl) Creatinina Creatinina Creatinina Creatinina
antes do apos Interferéncia Erro antes do apos Interferéncia Erro
tratamento tratamento (mg/dl) (%) tratamento tratamento (mg/dl) (%)
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

1 32.9 1.8 5.2 3.4 65.4 4.2 5.0 0.8 16.0
2 7.2 2.5 4.2 1.7 40.5 3.8 4.0 0.2 5.0
3 2.8 0.3 0.6 0.3 50.0 0.5 0.6 0.1 16.7
4 10.3 1.9 3.0 1.1 36.7 2.6 3.0 0.3 10.0
5 2.2 0.9 1.2 0.3 25.0 0.9 1.0 0.1 10.0
6 1.7 2.0 2.2 0.2 9.1 1.8 2.0 0.2 10.0
7 1.9 1.8 2.0 0.2 10.0 1.7 2.0 0.3 15.0
8 18.1 1.6 2.0 0.4 20.0 1.7 2.0 0.3 15.0
9 5.6 3.9 4.2 0.3 7.1 3.8 4.2 0.4 9.5
10 5.7 1.8 2.6 0.8 30.8 2.1 2.4 0.3 12.5
11 2.6 0.8 1.0 0.2 20.0 0.8 1.0 0.2 20.0
12 3.8 0.5 1.0 0.5 50.0 0.6 0.8 0.2 25.0
13 15.7 0.3 04 0.1 25.0 0.5 0.8 0.3 37.5
14 5.4 0.8 1.2 0.4 33.3 1.0 1.2 0.2 16.7
15 12.1 0.3 1.2 0.9 75.0 0.9 1.2 0.3 25.0
16 12.7 0.2 0.6 0.4 66.7 0.5 0.8 0.3 37.5
17 7.0 2.5 3.4 0.9 26.5 2.7 3.2 0.5 15.6
18 6.9 1.7 2.0 0.3 15.0 1.8 2.0 0.2 10.0
19 5.5 1.1 1.2 0.1 8.3 1.1 1.2 0.1 8.3
20 3.0 0.9 1.2 0.3 25.0 0.9 1.2 0.3 25.0
21 5.6 0.3 0.6 0.3 50.0 0.6 0.6 0.0 00.0
22 2.5 1.1 14 0.3 214 1.3 14 0.1 7.1
23 21 2.0 2.6 0.6 23.1 2.1 2.4 0.6 12.5
24 2.7 0.7 1.0 0.3 30.0 0.9 1.0 0.3 10.0
25 6.0 0.3 0.6 0.3 50.0 0.5 0.6 0.3 16.7
26 12.1 6.3 7.0 0.7 10.0 6.5 7.0 0.7 7.1
27 5.3 1.8 2.4 0.6 25.0 2.2 2.6 0.6 15.4
28 25 9.4 10.6 1.2 11.3 9.5 10.2 1.2 6.9
29 3.2 0.8 1.0 0.2 20.0 0.8 1.2 0.2 33.3

30 1.8 3.9 4.4 0.5 11.4 4.1 4.4 0.5 6.8
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Tabela 2
Teste de recuperacgao analitica da creatinina usando K;Fe(CN)g
incorporado ao reativo no Cobas Mira®.

Creatinina Creatinina Medida Creatinina Recuperagao
Adicionada (mg/dl) Recuperada (%)
(mg/dl) (mg/dl)
- 1.5 - -
1.25 2.7 1.2 98.2
7.5 8.6 7.1 95.6
10 10.8 9.3 93.9
15 16.5 15.0 100.0
20 20.6 19.1 95.8

30 31.1 29.6 98.73




FIGURA 1: Correlagao entre os métodos alternativos e o método de
tratamento prévio da amostra, A) COBAS MIRA e B) MEGA

FIGURA 2: Concordancia entre os métodos alternativos e o método de
tratamento prévio da amostra, A) COBAS MIRA e B) MEGA
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RESUMO: Com o objetivo de promover a qualidade de ensino da Citologia Clinica,
notadamente a sua abordagem funcional, o presente trabalho buscou o adestramento técnico
e o confronto do estudante com a realidade pratica do cotidiano profissional. A obtengdo de
material didatico as aulas do curso de Farmacia - Bioquimica também foi um dos objetivos

atingidos.

Unitermos: citologia funcional; formacao farmacéutico bioquimico.

SUMMARY: To learn Cytology with quality on endocrinological focus, the objective of
this paper was to train the students about cytologics techniques used and to evaluate the
values normally found in the human menstrual cycle. This study resulted in didactical

materials to Citologia Clinica sector of Farmacia-Bioquimica course.

Key words: funcional citology; formation in clinical analist.

INTRODUCAO



Tendo em vista o Decreto n® 85.878 de 07/04/81 que estabelece normas sobre o

exercicio da profissdo farmacéutica e a Resolugdo n°179 do Conselho Federal de Farmacia
de 18/03/87 que ratifica a competéncia legal do farmacéutico executar exames de Citologia
Esfoliativa: Oncoética e Hormonal bem como a Resolu¢do n® 296/96 de 25/07/96 do mesmo
conselho que normatiza o exercicio das Analises Clinicas pelo farmacéutico-bioquimico.
A Universidade como 6rgao formador destes profissionais deve buscar sempre a qualidade
do ensino para que os farmacéuticos como profissionais de saide possam exercer
plenamante o seu direito bem como as suas responsabilidades perante a populacdo. Este
trabalho teve como objetivo a busca de treinamento especializado dos académicos em
Citologia Hormonal e também obter material didatico para aulas praticas de Citologia
Clinica.

As alteracgoes ciclicas da funcdo ovariana ocorrem mensalmente, com variagdo da
secrecao dos hormonios femininos e da estrutura do revestimento interno do Utero; em seu
conjunto, essas variagdes constituem o ciclo sexual feminino (Guyton,1988).

O epitélio da vagina sofre uma série de modificagdes ciclicas, dependentes
fundamentalmente da secre¢do hormonal ovarica(Ayala & Ortiz,1978). Como esse epitélio
apresenta uma descamagdo fisiologica de suas células, a coleta do material vaginal, sua
coloracdo e a sua avaliacdo microscopica permitirdo fazer uma avaliacdo indireta do estudo
da funcao ovarica.

Lencione (1971), faz referéncias quanto a determinagdo do grau de atividade

estrogénica através de esfregacos vaginais aplicaveis nos casos de precocidades sexuais em



criangas e nos transtornos menstruais em que estdo envolvidas a disfun¢do ovarica e a sua
utilidade no diagnostico da ovulagdo ressaltando a sua facilidade e o baixo custo
comparados aos demais métodos analiticos. Salienta ainda a sua utilidade nos casos em que
uma vez determinada a existéncia de insuficiéncia ovarica, a possibilidade de uma
indicagdo terapéutica racional

Tendo em vista estes conhecimentos, o ensino da citologia hormonal torna-se
dificultoso na medida em que ha necessidade de coletas sequenciais ressaltadas por Ayala
& Ortiz (1978) para a avaliacao correta do ciclo. Ressalte-se ainda que nao existe material
didatico disponivel no mercado.

A dificuldade em se obter material didatico para a utilizagdo em aulas praticas bem
como a posterior confec¢do de slides com o material obtido e ainda proporcionar
treinamento e vivéncia de casos reais aos académicos do curso de Farmacia - Bioquimica

foram motivos suficientes para a existéncia do projeto.



MATERIAL E METODO

As pacientes interessadas e doadoras colheram o material vaginal as cegas com
swab esterilizado, confeccionando geralmente trés esfregacos de cada amostra.

O material obtido foi imediatamente fixado em alcool comercial a 95%. A fixacdo
foi de dez minutos a uma semana.

A coloragdo utilizada foi a de Papanicolaou segundo Takahashi (1982).

A montagem da lamina permanente foi feita com enterllam.

Foi realizada a leitura sob microscopia otica a seco em aumento 25X e 40X.

O resultado foi expresso em Indice de Eosinofilia, indice de Picnose e Indice de
Maturagao (Takahashi, 1982), e ainda foram realizadas a avaliagdo semi-quantitativa da
quantidade do material, leucdcitos, hemacias e flora bacteriana como forma de treinamento
de leitura.

Com os indices encontrados foi confeccionado o respectivo grafico e realizada a
discussdo do caso a luz dos dados clinicos da paciente.

A primeira amostra foi colhida no quinto dia do ciclo, sabendo-se que o primeiro dia
da menstruacdo € o primeiro dia do ciclo. As amostras seguintes foram colhidas geralmente
a intervalos de cinco dias até o término do ciclo que acontece com a proxima menstruagao

conforme Ayala & Ortiz (1978).



RESULTADOS E DISCUSSOES

Pela natureza do trabalho, de acompanhamento longo, observou-se a dificuldade de
se trabalhar tanto com alunos quanto com doadoras resultando em grande indice de
desisténcia. Em relagdo aos académicos, houve um grande interesse inicial em aderir ao
projeto, e muitos destes se inscreveram, porém, houve um indice razoavel de desisténcia.
Dos trinta e dois inscritos desistiram doze (37%). Participaram do projeto vinte académicos
(dezoito do curso de Farméacia e dois do curso de Medicina). Dois académicos foram
agraciados pela Bolsa Ensino. Na analise da desisténcia observou-se que o motivo principal
foi econdmico. Existem na universidade outras bolsas como PET, Inicia¢do Cientifica,
Bolsa Extensdo, Monitoria que t€m tido a preferéncia dos alunos em relacdo as atividades
voluntérias.

Tiveram interesse em doar o material, sessenta e quatro mulheres no menacme das
quais onze desistiram. Das cincoenta e trés doadoras que participaram do projeto, obteve-se
trinta ciclos completos. O material de quatro mulheres foi desprezado e niao foram
concluidos os ciclos de oito doadoras. Tendo em vista que de cada coleta confeccionou-se
trés esfregacos, deveriamos obter trés ciclos completos, porém isso ndo ocorreu na pratica
desde que o padrio trés esfregacos por amostra nao foi respeitado e nem todas as amostras
foram aproveitadas. A causa principal do ndo aproveitamento foi a insuficiéncia de
material, além de mé fixacdo provocando em consequéncia, uma ma coloracao resultando
em inutilizagdo do ciclo. Porém, pode-se considerar como saldo positivo a obtencdao de

material didatico os trinta e sete ciclos completos inclusive com gabarito ( leitura das



laminas e o grafico) e os vinte e nove ciclos que estdo prontos e poderdo ser utilizados para
a reposi¢ao de material em casos de quebra de laminas.

Além de tudo vale ressaltar a possibilidade do académico ter contato com as
doadoras na obtencdo dos dados clinicos (anexo 1)pois estas poderdo ser as possiveis
pacientes no futuro, exercitando assim o perfil do profissional analista clinico.

Dos trinta e sete ciclos obtidos observou-se quanto ao trofismo, dezessete curvas
normotroficas, dezoito hipotroficas e duas hipertréficas. Trinta curvas foram do tipo ciclico
e sete aciclico. Em rela¢do a ocorréncia de ovulacao, obteve-se treze curvas ovulatorias
(grafico 1), quatorze ndo ovulatdrias (grafico 2), duas provavelmente ovulatérias e oito
doadoras faziam uso de anticoncepcional hormonal (gréafico 3). Houve dois casos de ovarios
policisticos e um caso com suspeita de insuficiéncia luteinica.

Carvalho (1988) ¢ criterioso ao descrever as varias fases do ciclo e relata “o
diagnéstico da atividade hormonal por meio de estendidos citologicos e a respectiva
identificagdo das diversas fases do ciclo vaginal normal ¢ hoje assunto que suscita
pouquissimas objecdes. Embora ndo seja possivel ainda fornecer uma analise quantitativa
das diversas nuances hormonais, as informagdes qualitativas proporcionadas pelos
estendidos, colhidos periodicamente, sdo de tal utilidade que nenhum ginecologista
minucioso dispensard uma colheita de material vaginal a fim de estabelecer uma avaliagdo

acurada do estado hormonal de sua paciente por intermédio das variagdes celulares™.
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Anexo 1

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS
DISCIPLINA : CITOLOGIA CLINICA

Paciente : Registro :

Endereco : Fone :

Idade : Estado civil :

Data da ultima menstruagao : Tipo de ciclo :

Leucorréia : Coceira : Sangramento :

Esta gravida? Esta amamentando?

Medicacao : Anticoncepcional :
RESULTADO

Data da coleta

Dia do ciclo

C.S.E.

C.S.C.

C.L

C.P.

Q. de Células

Agrupamento

Pregueadura

Muco

Leucocitos

Hemacias

Flora Bact.

I. Picnoético

1. Eosindfilo

1. Maturagao

Observagoes :

Responsavel




Grafico 1. Caso 25X. Curva Normotrofica Ciclica Ovulatoria.
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Grafico 2. Caso 43X.Curva Hipotrofica Aciclica (ndo ovulatoria).
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Grafico 3. Caso 27X. Curva Hipotroéfica ciclica(uso de ACHO)
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AMOSTRAS DE COLO UTERINO: ESTUDO COMPARATIVO COM EXAMES
CITOPATOLOGICO E COLPOSCOPICO

Nilo ITkuta* Bernadette Nonnenmacher** Luiza Lina Villa*** Jodo Carlos Prolla**** André
Salvador Kazantzi Fonseca*, Carla Streit* e Vagner Ricardo Lunge*.

* Pesquisadores da SIMBIOS Biotecnologia - Centro de Biotecnologia/UFRGS
** Aluna de doutorado do CPG em Clinica Médica /UFRGS

*#%* Pesquisadora do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer

**%% Pesquisador Hospital das Clinicas/UFRGS

endereco para correspondéncia - André S. K. Fonseca, Caixa Postal CP 15092, CEP 91501-970.
Porto Alegre/RS.

SINOPSE

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) é uma técnica de
amplificacdo enzimatica de seqiliéncias especificas de 4cidos nucleicos. Essa técnica tem sido
amplamente descrita para detecgdo e tipagem do Papilomavirus Humano (HPV - Human
Papillomavirus). Neste trabalho, 460 amostras de colo uterino foram avaliadas para a presenca do
DNA do HPV pela técnica de PCR. Amostras positivas foram subseqiientemente tipadas por RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Os resultados de PCR-RFLP foram comparados com
os exames colposcopico e citopatologico (Papanicolaou). O PCR-RFLP demonstrou ser uma técnica
eficaz na detecgdo e tipagem virais, apresentando maior sensibilidade do que os exames
citopatologico e colposcopico.

UNITERMOS: HPV, PCR, tipagem viral, diagnéstico molecular.

ABSTRACT

Polymerase Chain Reaction (PCR) is an enzymatic method for amplification of specific nucleic acid
sequences. This method has been widely described for Human Papillomavirus (HPV) detection and
typing. In this study, 460 cervical samples were evaluated for the HPV DNA presence by PCR assay.
Positive samples were subsequently typed by restriction fragment length polymorphism (RFLP)
analysis. The PCR-RFLP results were compared with the ones from colposcopy and cytology
(Papanicolaou smears). PCR-RFLP proved to be an efficient and sensitive method for virus detection
and typing.

Uniterms: HPV, PCR, genotyping, Molecular Diagnostic

INTRODUGAO

O grupo do papilomavirus genital humano (HPV - Human Papillomavirus) compreende mais de 20
tipos virais relacionados com infecgdo de colo uterino. Os tipos 16, 18, 39, 45, 56 estdo associados
com displasia e carcinoma cervical e considerados de alto risco. Os tipos 31, 33, 35, 51, 52, 58 sdo



considerados de risco intermediario e os tipos 6, 11, 34, 40, 42, 44, de baixo risco. A deteccdo precoce
e a tipagem do papilomavirus sdo importantes na prevengao e tratamento de lesdes que possam evoluir
para carcinomas cervicais (1 - 8).

Varios métodos ja foram descritos para deteccdo e tipagem viral, dentre os quais "Dot Filter
Hibridization", "Southern Transfer Hibridization", "in situ Hibridization" e Captura Hibrida . Essas
técnicas tém-se mostrado extremamente eficientes para a identificagdo dos tipos virais, mas

apresentam como inconvenientes baixa sensibilidade e alto custo em alguns casos (8 -11).

Outro método que vem sendo amplamente utilizado para identificacdo e tipagem do virus é a Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction). Trata-se de uma técnica altamente
promissora devido a sua alta especificidade, maior sensibilidade e potencialidade de automacao.
Varios estudos t€ém demonstrado o uso intensivo dessa técnica tanto para deteccdo do HPV quanto
para o diagnostico dos tipos virais oncogénicos (1 - 6, 12).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o uso da técnica de PCR para a detecgdo do DNA do HPV,
com subseqiiente tipagem viral por RFLP, em um estudo comparativo com exames rotineiros para
detecgdo de lesdes genitais causadas pelo HPV (colposcopia e exame citopatologico).

MATERIAIS E METODOS

As amostras foram coletadas, ap6s consentimento solicitado em ficha de triagem, no Ambulatorio da
Liga Feminina de Combate ao Cancer de Porto Alegre.

Foram coletadas 460 amostras do colo uterino na Jung@o Escamo-Colunar e Endocérvice para
Citopatologico e "PCR" através de uma escova (cytobrush). No mesmo momento da coleta foi
realizada colposcopia das pacientes.

Os resultados da citologia foram classificados para maior praticidade, neste estudo, como CP normal,
e CP positivo. O CP positivo compreendeu lesdes do tipo ASCUS, Baixo Grau - LGSIL, Alto Grau -
HGSIL e lesdes ndo relacionadas pela infec¢do do HPV.

Para o PCR, o DNA das amostras foi extraido pelo método padrdo de fenol-cloroférmio (1, 12) e
amplificado num sistema multiplex com "primers" para beta-globina humana e HPV genérico (12). Os
produtos da amplificacdo foram visualizados em luz ultravioleta apds eletroforese em gel de agarose
corado com brometo de etidio. As amostras positivas para beta-globina ¢ HPV genérico foram
analisadas quanto a determinag@o dos tipos virais. A genotipagem viral das amostra foi realizada por
RFLP do fragmento amplificado, segundo a técnica descrita por Bernard (25). Os genétipos de HPVs
pesquisados pela técnica utilizada foram classificados quanto ao risco relativo de severidade de
doenga cervical, em: baixo risco (6, 11, 34, 40,42, 44), risco intermediario (31, 33, 35, 51, 52, 58),
alto risco (16, 18, 39, 45, 56) e risco ndo determinado (13, 26, 32, 34, 39, 40, 53, 54, 55, 57, 59, 61,
62, 64, 66, 67, 68, 69, MM 4, MM 7, MM 8, MM 9, LVX 100, IS 39, CP 141, CP 6108, CP 8304, CP
4173, CP 8061).

Em todos os ensaios, foram utilizados controles com amostras comprovadamente positivas e
negativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagdes de PCR apresentaram, nos casos positivos para HPV genérico e betaglobina,
fragmentos amplificados de aproximadamente 450 pares de bases (pb) e 268 pb, respectivamente,
demonstrando-se compativeis aos descritos por e BAUER & MANOS (1993).



O Quadro 1 apresenta resultados comparativos dos exame citopatologico, colposcopia e PCR.

Na CONDICAO 1, onde o diagnéstico colposcopico e citopatologico ddo resultados normais (357
casos), ndao houve a correspondéncia por PCR em 27 amostras (positivas apenas para o PCR). Esta
bem estabelecida a maior sensibilidade do PCR quando em comparagdo com técnicas convencionais
de diagnostico (5, 6, 10, 11) e, até mesmo, com outros métodos moleculares (5, 6, 8 - 11), o que
justifica a ocorréncia de positividade em situacdes onde outros métodos apresentam resultados
negativos.

Na CONDICAO 4, onde o CP e a Colposcopia apresentaram resultados positivos (10 amostras), nio
houve correspondéncia por PCR em apenas 1 amostra. Apesar do exame colposcopio detectar nesta
paciente uma lesdo na zona de transformacdo, o CP “positivo” relacionava-se a uma lesdo “ndo
relacionada pela infec¢do do HPV” (ver materiais e métodos).

Nos casos onde niio houve concordancia dos exames citopatolégico e colposcopico, CONDICOES 2 ¢
3, o PCR evidenciou seu valor como indicativo adicional, ratificando um ou outro diagnostico. Na
CONDICAO 2 o PCR confirmou o resultado de 5 casos de colposcopia suspeita das 62 amostras CP
normal, e na CONDICAO 3 o PCR confirmou 6 casos CP positivos das 31 amostras em que a
colposcopia era normal.

Com relagdo ao material submetido a tipagem (47 amostras), observou-se: 1) 18 casos de HPV de alto
risco, dos quais 12 com resultado de CP normal e 11 de colposcopia normal;. 2) 4 casos de HPV de
risco intermediario, dos quais 2 (tipos 33 e 58) de CP com lesdes de alto grau apesar de apresentarem
colposcopia normal; 3) 4 casos de HPV de baixo risco, dos quais nenhum apresentou CP com lesoes
de alto grau; 4) 19 casos de HPV de risco ndo determinado, 16 com CP normal e 3 com CP positivo
(sendo 2 pacientes com lesoes de baixo grau causados pelo HPV tipo 53). Em 2 casos o padrdo de
RFLP encontrado ndo foi compativel com os 46 tipos descritos por Bernard et al. (17) e em outros 2
casos ndo foi possivel realizar a tipagem viral.

CONCLUSOES

- O PCR-RFLP permitiu a detec¢do da ocorréncia de HPV (genérico) e a determinagdo dos tipos virais
prevalentes.

- O PCR-RFLP foi eficaz para a deteccao de casos de infecgdo causada por HPV, tendo sido positivo
em diversos casos ndo detectados pelo CP e/ou colposcopia.

AGRADECIMENTOS

Este trabalho teve o apoio e financiamento do CNPq, da empresa Simbios Biotecnologia, ¢ do
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer.



BIBLIOGRAFIA

1) TING, Y. & MANOS, M.. Detection and Typing of Genital Human Papillomaviruses. in PCR
Protocols, a Guide to Methods and Applications. edited by Innes, M.A.; Gelfand, D.H.;
Sninsky, J.J. & White, T.J.. Academic Press, Inc. p 356-367. 1990.

2) BOSCH F.X., MUNOZ N., SANJOSE S.. Human papillomavirus and cervical intraepithelial
neoplasia grade Ill/carcinoma in situ: A case-control study in Spain and Colombia. Cancer
Epidemiol. 1993; 2:415-422.

3) LORINCZ A.T., REID R., JENSON A.B. Human papillomavirus infection of the cervix: relative
risk associations of 15 common anogenital types. Obst. Gynecol. 1992; 79:328-337.

4) NETO J.E.; BOOTH M.; MUNOZ N.; BOSCH F.X.; MEIJER C.J.LM. & WALBOOMERS
J.M.M.. Human papillomavirus and invasive cervical cancer in Brazil. J. Cancer 1994; 69:114-
119.

5) BAUER H.M; TING Y.; GREER C.E; CHAMBERS J.C.; TASHIRO C.J.; CHIMERA J;
REINGOLD A.; MANOS M.M.. Genital Human Papillomavirus Infection in Female University
Students as Determined by a PCR-Based Method. JAMA 1991; 265:23-30.

6) MORRISON E.A.B.; GOLDBERG G.L.; KADISH A.S. AND BURK R.D.. Polymerase Chain
Reaction Detection of Human Papillomavirus: Quantitation May Improve Clinical Utility. J.
Clin. Microbiol. 1992; 30:2539-2543.

7) SCHIFFMANN M, BAUER H.M., HOOVER R.N.. Epidemiologic evidence showing that human
papillomavirus infection causes most cervical intraepithelial neoplasia. J. Natl. Cancer Inst.
1993; 85:958-964.

8) MARGALL N.; GUIU X.M.; CHILLON M.; COOL P.; ALEJO M.; NUNES V.; QUILEZ M_;
RABELLA N.; PRATS G. AND PRAT J.. Detection of Human Papillomavirus 16 and 18 DNA
in Epithelial Lesions of the Lower Genital Tract by In Situ Hybridization and Polymerase Chain
Reaction: Cervical Scrapes Are Not Substitutes for Biopsies. J. Clin. Microbiol. 1993; 31:924-
930.

9) KUYPERS J.M.; CRITCHLOW C.W.; GRAVITT P.E ; VERNON D.A.; SAYER J.B.; MANOS
M.M. AND KIVIAT N.B.. Comparison of Dot Filter Hybridization, Southern Transfer
Hybridization, and Polymerase Chain Reaction Amplification for Diagnosis of Anal Human
Papillomavirus Infection. J. Clin. Microbiol. 1993; 31:1003-1006.

10) SCHIFFMAN, M.H., BAUER, H.M., LORINCS, A.T., MANOS, M. M., BYRNE, J. C., GLASS,
A. G., CADELL, D. M. AND HOWLEY, P. M.. Comparison of Southern Blot Hibridization
and Polymerase Chain Reaction methods for the detection of human papillmavirus DNA. J.
Clin. Microbiol. 1991; 29:573-577.

11) GUERREIRO E.; DANIEL R.W.; BOSCH F.X.; CASTELLSAGUE X.; MUNOZ N.; GILI M;
VILADIU P. ; NAVARRO C.; ZUBIRI M.L.; ASCUNCE N.; GONZALEZ L.C.; TAFUR L;
IZARZUGAZA 1. AND SHAH K.V.. Comparison of ViralPap, Souther Hybridization, and
Polymerase Chain Reaction Methods for Human Papillomavirus Identification in an
Epidemiological Investigation of Cervical Cancer. J. Clin. Microbiol. 1992; 30: 2951-2959.

12) BAUER, HM. & MANOS, M.M.. PCR Detection of Genital Human Papillomavirus. in
Diagnostic Molecular Microbiology, Principales and Applications. edited by Persing D.H.;
Smith T.F.; Tenover F.C.; White T.J.. Amercican Society for Microbiology. Mayo Foundation,
407-413.1993.



13) VAN DEN BRULE, A.J.C, ET AL. Use of anti-contamination primers in the polymerase chain
reaction for the detection of human papillomavirus genotypes in cervical scrapes and biopsies.
J. Med. Virol. 1989; 29:20-27.

14) VAN DEN BRULE, A.J.C, ET AL.. Rapid detection of human papillomavirus in cervical scrapes
by combined general primer-mediated and typespecific polymerase chain reaction. J. Clin.
Microbiol. 1990; 28:2739-2743.

15) KOSS, L.G.. Epidermoid Carcinoma of The Uterine Cervix and Related Precancerous Lesions. in
Diagnostic Citology, 4th edition. J.B. Lippincott Company. p 374-423, 1992.

16) MALDONADO, P., JACINTHO, C., ALMEIDA, F.G.. HPV- Infec¢dao Genital Feminina e
Masculilna, primeira edicao, editora Revinter Ltda, 1994.

17)  BERNARD, H., CHAN, S., MANOS, M.M., ONG, C., VILLA, L.L., DELIUS, H., PEYTON,
C.L., BAUER, HM., WHEELER, C.M.. Identification and Assessment of Known and Novel HPV
by PCR, RFLP, Nucleotide sequence, and Phylogenetic Algorithms. J.I.LD 170:1077-1085 , 1994.



QUADRO 1 - Relagdo da avaliagdo de colposcopia, exame citopatologico com resultados positivos
para deteccdo/caracterizagdo de papilomavirus por PCR/RFLP - 460 pacientes

examinadas.
~ RISCO
CONDIGCAO
alto intermediario baixo indeterminado

1) CP** e Colposcopia*** Normais 10/357 0/357 2/357 15/357
2) CP Normal e Colposcopia Suspeita 2/62 0/62 0/62 3/62
3) CP Positivo e Colposcopia Normal 1/31 2/31 1/31 2/31
4) CP Positivo e Colposcopia Suspeita 5/10 2/10 1/10 1/10

TOTAL 18/460 4/460 4/460 21/460

* (n) - representa o total de casos estudados em cada condigdo.

** resultados de CP segundo L. G. Koss (15).

***resultados de Colposcopia segundo P. Maldonado (16).
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RESUMO

Foram analisados os resultados dos testes imunoenzimaticos ELISA (Roche
Diagndstica) para anticorpos anti-HAV das classes IgG (HAV-G) e IgM (HAV-M) obtidos
no periodo de dezembro de 1995 a novembro de 1996. Os 1177 pacientes estavam
assim distribuidos: 1042 (88,5%) adultos (> 15 anos), sendo 49,4% do sexo masculino e
50,6% feminino, e 135 criangas (54,1% masculino e 45,9% feminino).

Foram obtidos os seguintes indices de positividade para HAV-G: 76,2% para
adultos (77,5% dos homens e 75,0% das mulheres) e 48,9% para as criangas (56,2%
entre os meninos e 40,3% entre as meninas). Os adultos apresentaram maior frequéncia
de positividade que as criangas (p<0,05). O contrario foi observado para anticorpos IgM:
4,6% de positividade para adultos e 29,6% entre as criangas.

Palavras-Chave: Hepatite Viral A, Anticorpos 1gG e IgM anti-HAV.

SUMMARY

We present the 1,177 results of anti-HAV antibodies, IgG (HAV-G) and IgM (HAV-
M) carried out from December 1995 to November 1996 using ELISA method (Roche
Diagndstica). The patients were distributed as follows: 1042 (88.5%) adults (> 15 anos),
represented by 515 (49.4%) males and 527 (50.6%) females, and 135 children (54.1%
male and 45.9% female). The following reactivity frequencies were obtained for HAV-G:
76.2% among the adults, higher (p<0.05) than among the children group (48.9%). The
opposite was observed for frequency of HAV-M positivity: 4.6% for adults and 29.6% for
children.
Keywords: HAV virus, Anti-HAV antibodies.



INTRODUCAO

Hepatites virais sdo definidas como aquelas causadas por virus hepatotropicos,
cinco deles bem conhecidos: A, B, C, D, E. Recentemente, outros estudos tém levado a
identificacdo de novos virus como, por exemplo, o virus G (GBV-A, GBV-B e GBV-C)
(SIMONS et al., 1995).

Estes virus apresentam diferengas importantes entre si, tanto no que diz respeito a
estrutura, conteudo de acidos nucléicos, vias de transmissdo e formas de inativagao e
quanto a evolugéo clinica dos individuos infectados (SAEZ-ALQUEZAR et al, 1996).

O virus da hepatite A (HAV) é um RNA virus com 7.900 nucleotideos e dimensdes
de 27nm de didmetro médio, ndo possuindo envelope. Morfologicamente é classificado
como picornavirus (estrutura icosaédrica) (McNAMARA, 1990).

A distribuicdo do HAV é cosmopolita, nas formas epidémica e endémica. A via de
transmissao € fecal-oral, sendo frequentes os surtos epidémicos, por contaminacdo de
alimentos e agua, em comunidades fechadas (PERRENOUD et al, 1996). Assim, € mais
frequente em areas de piores condi¢coes sanitarias. No Brasil, a maioria da populagao
adulta apresenta positividade para anticorpos IgG anti-HAV (NATH et al., 1981).

O HAV nao tem tido importancia epidemiolégica no controle de produtos derivados
do sangue, ja que o virus tem sido isolado apenas em fezes de individuos infectados,
sendo pouco provavel a transmigéo por via parenteral (SAEZ et al, 1996).

A infeccdo por HAV ocorre mais freqientemente na forma assintomatica ou
branda, como pode ser observado pelo elevado numero de individuos com anticorpos I1gG
anti-HAV sem historia de hepatite. Nos casos sintomaticos podem ser observados febre,
anorexia, vomitos, fadiga e mal estar. Nao esta descrita a evolugdo da hepetite A para a
forma crénica nem para estado de portador assintomatico; raros casos se apresentam
sob a forma fulminante. A mortalidade é muito baixa, < 0,2% (SAEZ et al., 1996)

Os achados laboratoriais incluem urina escura, niveis elevados de transaminases e
bilirrubina, todos inespecificos e requerem exames diferenciais para identificar o agente
etiolégico. O periodo de incubagao varia de 10 a 50 dias (McNAMARA, 1990) e ao final
desse periodo podem surgir, ou ndo, os sintomas. Nessa fase, o HAV esta presente nas
fezes e antes mesmo do inicio dos sintomas, pode ser observada a producédo de
anticorpos séricos especificos anti-HAV, iniciando pelos da classe IgM (patognomoénicos

de infecgao recente).



Os marcadores sorolégicos da infecgado sdo anticorpos IgG e IgM. Em 6-9 meses
desaparecem os anticorpos classe IgM, enquanto que IgG pode persistir por muitos anos.
Por isso, o teste HAV-IgM é util no diagnédstico de fases aguda e recentes e o teste HAV-
IgG pode ser empregado em estudos epidemiologicos de prevaléncia.

Mais recentemente, métodos de biologia molecular para detec¢gao do RNA do HAV
podem ser empregados para identificar o virus em fezes. Esses métodos sdo mais
rapidos que o isolamento viral em culturas de células e apresentam resultados mais
precoces que a deteccdo de anticorpos IgM (SAEZ et al., 1996). Devido ao elevado custo
e pouca disponibilidade tém sido aplicacao limitada em nosso meio.

A prevencao da hepatite A pode ser garantida por excelentes condi¢cdes sanitarias
locais. No entanto, as correntes migratérias e o numero grande de individuos
locomovendo-se pelo mundo, permitirdo sempre a introducdo do virus naquelas
comunidades.

A imunizagdo passiva pela administracdo de gamaglobulina de individuos
previamente expostos € utilizada com eficiéncia na fase sintomatica e, preventivamente,
em individuos do nucleo familiar ou geografico do paciente.

Por outro lado, a imunizagao ativa pode ser a melhor forma de prevenir a infecgao,
em especial naqueles grupos expostos aos fatores de risco (ANONIMO, 1995). A vacina
para hepatite A disponivel no mercado tem sido considerada como altamente
imunogénica e eficiente, sem apresentar reagbes adversas, sendo sugerido que a
imunizacao universal poderia, eventualmente, erradicar a hepatite A (LISKER et al.,
1996).

MATERIAL E METODOS

Foram analisados os resultados dos testes imunoenzimaticos ELISA (Roche
Diagnéstica) para anticorpos anti-HAV das classes 19G (HAV-G) e IgM (HAV-M) obtidos
no periodo de dezembro de 1995 a novembro de 1996 no Laboratério Bio-Ciéncia
Lavoisier. Os testes foram realizados em sistemas automatizados da Roche: Cobas-Core
(até agosto/96) e Cobas-Core Il (a partir de setembro/96).

Os 1177 pacientes estudados estavam assim distribuidos: 1042 (88,5%) adultos (>
15 anos), sendo 515 (49,4%) do sexo masculino e 527 (50,6%) feminino, e 135 (11,5%)

criangas sendo 73 (54,1%) delas do sexo masculino e 62 (45,9%) do sexo feminino.



RESULTADOS

A distribuicdo dos resultados obtidos para os testes HAV-G e HAV-M, de acordo
com o grupo (idade e sexo) sdo apresentados na tabela 1.

A tabela 2 mostra os resultados do teste HAV-M distribuidos de acordo com época
do ano, em trimestre sazonal.

Foram obtidos os seguintes indices de positividade para HAV-G: 76,2% para
adultos (77,5% entre os homens e 75,0% entre as mulheres) e 48,9% para as criangas
(56,2%entre os meninos e 40,3% entre as meninas). Ndo foi observada diferenca
significativa entre os sexos.

Os adultos apresentaram maior frequéncia de positividade no teste HAV-G do que
as criangas (p<0,05).

O contrario foi observado para anticorpos IgM: 4,6% de positividade para adultos
(5,6% no sexo masculino e 3,6% no feminino) e 29,6% entre as criangas (35,1% dos
meninos e 22,6% das meninas).

Quando comparamos os indices positividade do teste HAV-M de acordo com a
época do ano, observamos ligeiro predominio dos casos nos meses chuvosos (9,3%) em

relacao ao restante do ano (5,8%).

Tabela 1
Distribuicdo dos pacientes de acordo com idade, sexo e resultado obtido nos testes
imunoenzimatico para anticorpos anti-HAV das classes IgG (HAV-G) e IgM (HAV-M).

GRUPO* HAV-G HAV-M
idade/sexo Positivo Negativo Total Positivo Negativo
M| 399 (77,5%) 116 (22,5%) 515 29 (5,6%) 486 (94,4%)
ADULTOS
F| 395 (75,0%) 132 (25,0%) 527 19 (3,6%) 508 (96,4%)
M| 41 (56,2%) 32 (43,8%) 73 26 (35,6%) 47 (64,4%)
CRIANCAS
F| 25 (40,3%) 37 (59,7%) 62 14 (22,6%) 48 (77,4%)
Total | 860 (73,1%) 317 (26,9%) 1.177 88 (7,5%) 1.089 (92,5%)




* Adultos: > 15 anos. Criangas: < 15 anos. M: sexo masculino. F: sexo feminino.



Tabela 2
Distribuicdo dos resultados obtidos nos testes imunoenzimatico para anticorpos anti-HAV
das classes IgG (HAV-G) e IgM (HAV-M), de acordo com o trimestre.

HAV-M
Meses Positivo Negativo Total
Dezembro-Fevereiro | 18 (7,9%) 209 (92,1%) 227
Marco-Maio 34 (10,3%) 297 (89,7%) 331
Junho-Agosto 23 (7,3%) 294 (92,7%) 317
Setembro-Novembro | 13 (4,3%) 289 (95,7%) 302
Total 88 (7,5%) 1.089 (92,5%) | 1.177

DISCUSSAO

A deteccao de anticorpos anti-HAV por testes imunoenzimaticos, para auxiliar no
diagnéstico diferencial das hepatites virais e em estudos epidemioldgicos, tem sido muito
utilizada em razdo da elevada eficiéncia, facilidade de execugao e custo relativamente
menor que os meéetodos de identificacdo viral em fezes, por isolamento em cultura de
células ou por técnicas de biologia molecular. A automacao dos testes enzimaticos veio
aumentar a rapidez com que s&o obtidos os resultados, importante nos casos graves e
naqueles em que o paciente é crianga.

Antes mesmo do inicio dos sintomas, sdo observadas anticorpos especificos da
classe IgM, que perduram por 6 a 9 meses, em concentragdo decrescente.
Concomitantemente, ou logo a seguir, surgem os anticorpos classe IgG, que poderao
persistir por muitos anos. Contatos posteriores com o virus irdo manter a IgG anti-HAV
presente por toda a vida.

Os métodos indiretos de detecao de IgM tinham a desvantagem de nao eliminar a
competicdo da IgG. O teste imunoenzimatico de captura de IgM resolveu esse problema
e vem sendo utilizado com elevada sensibilidade diagndstica. A quantificagdo dos
anticorpos anti-HAV (por intensidade de positividade) mostra grande variabilidade sem

correlagdo com a clinica e, por isso, ndo tem sido empregada.



Para diagnostico da fase aguda da infecgcdo por HAV, o melhor marcador é o
anticorpo IgM e, se possivel o isolamento do virus em fezes. Em estudos de prevaléncia
da infecgao o anticorpos IgG pode ser empregado.

Com o objetivo de avaliar os dois marcadores, foram analisados os resultados dos
testes imunoenzimaticos ELISA para anticorpos anti-HAV das classes IgG (HAV-G) e IgM
(HAV-M) obtidos no periodo de dezembro de 1995 a novembro de 1996 no Laboratorio
Bio-Ciéncia Lavoisier.

Os resultados foram obtidos de 1.177 pacientes assim distribuidos: 1042 (88,5%)
adultos (> 15 anos), sendo 515 (49,4%) do sexo masculino e 527 (50,6%) feminino, e 135
criangas (< 15 anos), 73 (54,1%) deles do sexo masculino e 62 (45,9%) do sexo feminino.

No teste HAV-G foi observada maior freqiéncia de positividade entre os adultos do
que entre as criangas (76,2% vs 48,9% p<0,05). Nao foi observada diferenga significativa
entre os sexos (77,5% dos homens, 75,0% das mulheres, 56,2% dos meninos e 40,3%
das meninas). (tabela 1)

A frequéncia de positividade do teste HAV-M mostrou diferenga estatistica
significativa (p<0,05) entre criangas (29,6%) e adultos (4,6%), sem distingdo quanto ao
sexo (5,6% dos homens, 3,6% das mulheres, 35,1% dos meninos e 22,6% das meninas)
(tabela 1)

Quando comparamos os indices positividade do teste HAV-M de acordo com a
época do ano, observamos ligeiro predominio dos casos nos meses chuvosos (9,3%) em
relacao ao restante do ano (5,8%), sem diferenca significativa (tabela2).

O numero elevado de adultos estudados se explica por representar a faixa etaria
de maior risco para hepatites virais, incluindo aquelas de transmissao parenteral e sexual.
Acreditamos que os testes HAV em adultos s&o solicitados apenas para diagnostico
diferencial do agente etiolégico. Esse dado, a elevada positividade de HAV-M observada
entre as criangas (29,6%) e a elevada frequéncia de adultos infectados anteriormente
(76,2%) também pode corroborar o fato de que na infancia a infeccdo por HAV é
geralmente assintomatica (SAEZ et al, 1996).

Considerando que os pacientes analisados estavam sob investigagdo da etiologia
de hepatite, e a frequéncia de positividade para infeccdo recente (7,5% no total
estudado), conclue-se que o virus da hepatite A tem importancia epidemioldgica para

inclusdo no diagndstico diferencial das hepatites.



Os resultados obtidos sugerem que a infecgao por HAV continua prevalente em

nosso meio, indicando que as condi¢cdes sanitarias, em especial nos meses chuvosos,

permanecem adequadas para a transmissao de mais essa virose. Investimentos no

sentido de prevenir a infeccdo devem ser estimulados, pela imunizagdo ativa com

vacinagdo da populagdao exposta e, principalmente, pela melhoria das condi¢cbes

sanitarias que também minimizaria o impacto de outras afec¢des de transmissao fecal-

oral.
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Meio de Cultura Liquido para pesquisa e identificacio do Mycoplasma hominis,
utilizando o Azactam no Suplemento (MHAZ). Modificacao do
Meio M-42
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Palavras chaves: meio de cultura liquido - Mycoplasma hominis-Azactam-M-42-MHAZ.

Resumo: o Azactam ¢ um medicamento que possui em sua formulacdo o aztreonam, um
betalatamico e o aminoacido L-argina, elementos essenciais na composi¢ao do
meio de cultura para pesquisa e identificacdo do Mycoplasma hominis. Baseado
nessa formulagdo, utilizamos com éxito a confeccdo do suplemento para o novo
meio de cultura liquido, o MHAZ.

A metodologia apresentada simplifica a confec¢do do meio de cultura,
viabilizando uma abrangéncia maior dos laboratérios que se preocupam com o

isolamento e diagnéstico do M. hominis.
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hominis, employing Azactam as a suplement (MHAZ). Modification
of the M-42 medium.

Key Liquid culture medium; Mycoplasma hominis, Azactam-MHAZ

words:

* Farmacéutico - Bioquimico
Chefe de secio de bacteriologia do Hospital do Sesi - Maceio-AL
Membro da American Society for Microbiology



SUMARY: Azactam is medicament that contains in it composition aztreonam - a
betalactamic - and the aminoacido L-arginina, both essencial
elements for the formulation of the culture medium for research and
identification of Mycoplasma hominis.

Based on this formulation, the author successfully employed it for the
preparation of a suplement for a new liquid culture medium, the
MHAZ.

The metodology presented simplifics the preparation of the culture
medium, making possible a major extent in laboratory pratce, for

those who are looking towards isolation and of. M. hominis.

Introdugao: Tem crescido de importancia o envolvimento do M. hominis em
diversas patologias urogenitais, cervicais, neonatais e até
infertilidade. (2) (3)
Sua pesquisa tem sido Dbastante valorizada e solicitada
constantemente pela clinica médica. A vasta literatura ja existente,
abordando o assunto, comprova a importancia dessa bactéria, que
tem como caracteristicas principais:
a) Ser imune a a¢do dos beta lactamicos, por nao possuir parede celular;
b) Hidrolizar a arginina, que em conseqiiéncia libera compostos
aminados, alcalinizando o meio e provocando uma viragem

indicadora da presenga e proliferacao da mesma. (1)

O presente trabalho tem por objetivo viabilizar e simplificar a confec¢do do meio de
cultura para M. hominis, tornando-o acessivel a todos os laboratorios de andlise clinicas.
A praticidade e simplicidade de confeccdo do meio de cultura apresentado, evidencia-se

quando comparado as formulagdes ja existentes. (4)



MATERIAL E METODOS

As amostras inoculadas no meio foram obtidas dos seguintes sitios:
- uretra masculina - 20
- primeiro jato urinario - masculino - 10
- canal endocervical - 60

- fundo do saco vaginal - 60

Método de Obtencao das amostras

- Da uretra masculina - por introdu¢do de uma swab fino no canal uretral cerca de 2 a 3
cm, explorando a fossa navicular. No ato de introdu¢ao do swab deve-se girar o mesmo. No
caso da presenca de muita secre¢do ou muco, remove-se com o auxilio de outro swab, antes
da coleta.

- Canal da endocervice - utilizando o espéculo para expor o sitio, remover o excesso de
muco ou secre¢ao; introduzir o swab no canal endocervical, girando vérias vezes.

- Fundo do saco vaginal - utilizar o espéculo para visualizar melhor o campo, remover o
excesso de muco ou secregdo e introduzir o swab na exploragdo do fundo de saco vaginal.

- Urina de primeiro jato - a urina obtida do primeiro jato foi centrifugada durante 10
minutos a uma velocidade de 400 x g(2.000RPM); desprezado o sobrenadante, obteve-se o

sedimento para ser inoculado.

Inoculacdo no meio

Os swabs utilizados na coleta das amostras da uretra masculina, canal da endocervice e do

fundo de saco vaginal, foram inoculados no meio MHAZ mediante esgotamento do material



neles contidos, através de rapido mergulho e agitagdo, sendo retirados em seguida. No caso
da urina de primeiro jato, o swab foi mergulhado no sedimento urinario e transportado para
o meio MHAZ da mesma forma acima descrita.

O volume inoculado ndo foi avaliado em virtude do objetivo do meio de cultura em
estudo se destinar a uma identificacdo qualitativa. O volume inoculado limitou-se portanto,

ao esgotamento da amostra obtida, em 2 ml do meio MHAZ.

O meio de cultura MHAZ, se constitui de base e suplemento

1. Base: Tryptone soya broth ..........ccccceeeviiiiiiiiiiiiiieiiiee e, 2,0g

agua destilada ou deionizada ............cccoeeveiiiiiiiiieniieen. 100 ml

pH ajustado entre 6,5 a 7,0 - uma solugao de HCL 1,0N, foi utilizada para ajustar o pH.
Apo6s o ajuste do pH foi adicionado 0,1 ml de solucdo de vermelho de fenol a 2%
(solu¢do indicadora).

A base foi autoclavada a 121 °C, por 20 minutos.

Suplemento Soro de cavalo, eSteril .........coevviiriiiiiieiiiiiiieeeieeeiee s 10,0ml
Solucao de extrato de levedura 25% .......ccoevvveeiveeennnnnnns 4,0ml
Azactam de 1g (frasco ampola) .........ccccveeevieieniieennnennns 3,0ml

O suplemento foi adicionado a base, apos esta ser resfriada em torno de 40°C.
O meio foi distribuido em porg¢des de 2,0ml em tubos de ensaios.

O Azactam de 1,0g possui em sua formulagdo 780mg de L-arginina

Preparo da solucdo do extrato de levedura a 25%

Em condi¢gdes ambientais estéreis, pesar sobre papel laminado, previamente esterilizado

por autoclavagdo, 12,5g do extrato de levedura (yeast extract), diluir em 50,0 ml de agua



destilada ou deionizada estéril. Nao autoclavar a solugcdo. Conservar em geladeira entre 4 a

8°C. Adotamos o prazo de validade de 15 dias.

Procedéncia das substancias e meios de cultura utilizadas:

- Tryptone soya broth - Oxoid

- Yeast extract (extrato de levedura) - Oxoid

- Soro de cavalo, estéril - Fazenda Pigue - Fundacao BioRio
- Azactam de 1g - Laboratorio Bristol Myers - Squibb

- Mycogen - meio solido - Labomedical Ind. Com. Rep. Ltda.

Deixamos de utilizar no suplemento, fatores essenciais de crescimento, como Polvitex,
Vitox, Biovitalex, etc... objetivando dar mais especificidade ao meio, uma vez que os
produtos citados contém glicose em suas formulagdes, a qual ¢ utilizada por outras espécies

de Mycoplasmas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras pesquisadas foram obtidas de pacientes ambulatoriais das clinicas urologica
e tocoginecologica do Hospital do SESI - Maceid, no 1° Semestre do ano de 1996. Total de
pacientes pesquisados: 90.

Resultados obtidos:

AMOSTRAS EXAME RESULTADOS PERCENTUAL
REALIZADOS DE
POSITIVIDADE

Positivo Negativo

- Uretra masculina 20 4 16 20%




- Canal da endocervice (*) 60 5 55 8,3%
- Fundo de saco vaginal 60 7 53 11,6%
- Urina de 1° jato (masc) 10 2 08 20%

(*) As amostra do canal endocérvico e do fundo de saco vaginal, foram colhidas
concomitantemente das mesmas pacientes.

Confirmacao do crescimento e identificacio do M. hominis

A viragem do meio de cultura da cor amarela para vermelho ou cereja (fig. 1), com
aspecto limpido, ap6s incubacdao de 24 a 48 horas, a 37 °C, indica a proliferacdo do
Mycoplasma, o qual utiliza a L-arginina, liberando compostos aminados que alcalizam o
meio de cultura, provocando a viragem do mesmo.

O aspecto turvo do meio, mesmo ocorrendo a viragem, ¢ indicativo de contaminagdo. A
maior parte das espécies de Pseudomonas, vira o meio em virtude de possuir a propriedade
de hidrolizar a arginina.

A confirmag¢do da proliferacio do M. hominis no meio indicativo de positividade (onde
ocorreu a viragem), foi feita mediante repicagem para o meio sélido (Mycogen) e apos
incubacdo a 37 °C por 48 horas na jarra com vela constatou-se a presencga de colonias tipica
de M. hominis. (fig. 2)

A técnica de repicagem do meio MHAZ para o meio MYCOGEN, foi feita utilizando um
swab umedecido no meio MHAZ, onde ocorreu a viragem, e semeando no meio
MYCOGEN.

Os resultados obtidos foram plenamente satisfatorios, considerando a simplificagdo da
confeccao do meio de cultura em comparacdo com as formulagdes descritas no manual de
microbiologia clinica da Sociedade Americana de Microbiologia (2) e o meio M-42, bem
como, levando-se em conta se tratar de meio de cultura destinado ao cultivo ¢ identificagdo

de uma bactéria classificada como fastidiosa.
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e RESUMO: Um total de 219 fezes humanas, 77 material vaginal e 107 fezes de
diversos animais foram analizadas quanto a presen¢a do patogeno Listeria
monocytogenes. Crioenriquecimento em caldo triptose, contendo 40 mg/L de
acido nalidixico, ¢ isolamento em agar seletivo (agar BEA) foram utilizados
para o processamento das amostras. Duas cepas isoladas de fezes humanas
foram identificadas sorologicamente como L. monocytogenes sorotipo 1/2b e
uma L. innoccua sorotipo 6B. L. monocytogenes nao foi encontrada em
material vaginal e fezes de animais. Apesar dos resultados desse estudo
demonstrarem a baixa ocorréncia de L. monocytogenes, a possibilidade de

listeriose humana esporadica nao deve ser descartada.
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Introducio

A listeriose ¢ uma zoonose causada pela Listeria monocytogenes que, em
1911, foi de grande importancia em animais domésticos e selvagens, contudo, rara
no homem®. Nos tltimos anos, esse microrganismo vem demonstrando causar uma
doenga de origem alimentar, sendo preocupante para a industria de alimentos,
como também, na clinica médica'*'%"".

O género listeria compreende um grupo de microrganismos ubiquitarios,
onde apenas uma espécie tem patogenicidade reconhecida, a L. monocytogenes,
encontrada em uma lista surpreendentemente grande de hospedeiros, tais como:
mamiferos, aves, carrapatos, peixes e crustaceos’. Esse patogeno psicrofilo, de
ocorréncia cosmopolita, demonstrou ser de vida livre sendo isolado de plantas e
solo®*. O ciclo infeccioso ¢, provavelmente, determinado pela sua sobrevida no
solo ou vegetagdo, estabelecendo portadores ou causando doenga em animais e
aves, ¢ no homem, apdés consumo de alimentos contaminados cozidos
inadequadamente”.

Em 1989-90, estudos sobre fatores nutricionais de risco, realizados na
Dinamarca, constataram que o leite ndo pasteurizado era responsavel pela listeriose
esporadica € que o surgimento de uma cepa epidémica européia de L.
monocytogenes estava veiculada a queijos tipo gorgonzola (“blue-mould
cheese”)!'. A ingestio de carne de ave e bovina contaminada por esse
microrganismo também ¢ considerada uma possivel fonte de infecgdo’.

Na ultima década, o Center for Diseases Control (CDC) relatou casos de
listeriose em 154 pacientes de seis regides americanas, onde apenas um terco dos

casos eram perinatais € que os outros dois tergos ocorreram em pacientes 1dosos



e/ou imunodeprimidos, provavelmente, tendo como causa a ingestao de carne de
frango mal cozida®.

A L. monocytogenes ¢ um pequeno bastonete Gram positivo, com 0,4 a
0,5um de largura por 0,5 a 2,0um de comprimento, ndo esporulado, microaeroéfilo,
movel, que cresce melhor em pH neutro a levemente alcalino, podendo suportar pH
extremos (6,0-9,0) e temperaturas de 1-45°C, tendo crescimento 6timo a 30-37°C.
E um microrganismo que cresce bem em meios gerais utilizados de rotina. Em agar
sangue de carneiro, as colonias geralmente sdo circundadas por estreita faixa de
beta hemolise, simulando a produzida pelo Streptococcus pyogenes. O fendmeno
CAMP (fator hemolitico acentuado) utilizado na identificacdo presuntiva de
Streptococcus agalactiae ¢ verificado também em algumas cepas de listeria. Na
verdade, se L. monocytogenes nao for cuidadosamente examinada em relagdo as
outras caracteristicas bioquimicas, o microrganismo pode ser confundido com
estreptococos hemoliticos. Da mesma forma, pode ser erroneamente identificado
como Enterococcus sp devido seu crescimento em agar esculina, seletivo para esse
género. Como o microrganismo, via de regra, apresenta uma formagao em pali¢ada
ao exame bacterioscopico, frequentemente ¢ confundido com bacilos difterdides®.

A incidéncia de listeriose humana ¢ desconhecida, principalmente, devido a
semelhanca da L. monocytogenes com outros microrganismos isolados em
materiais clinicos. E provavel que este microrganismo seja, na verdade, muito
comum sem ser identificado. Assim, no presente trabalho, propusemo-nos verificar
a presenca de L. monocytogenes em fezes humanas, conteudo vaginal e fezes de
diversos animais da regido de Araraquara utilizando técnica de enriquecimento e

meio seletivo.



MATERIAIS E METODOS

Crioenriquecimento a 4°C, de aproximadamente 1g de material bioldgico
(conteudo vaginal, fezes humanas e de animais), foi realizado em 9 ml de caldo
triptose contendo por litro: triptose 20g (Maknur Laboratories), cloreto de soédio 5g
(Merck), dextrose 1g (Carlo Erba), extrato de carne 10g (Difco), acido nalidixico
40mg, por periodo de até 60 dias. No 30° e 60° dias o caldo foi homogeinizado e
uma al¢ada inoculada em agar seletivo indicador BEA, contendo por litro: caldo
brucela 28g (Difco), manitol 10g (Difco), esculina 0,8g (Merck), citrato de ferro
0,5g (Riedel-de Haén), agar 15g (Merck), vermelho de fenol 0,08g (Merck),
acriflavina 5mg, utilizando-se a técnica de esgotamento, o qual foi incubado por
um periodo de 24 horas, em microaerofilia. As coldnias suspeitas (com halo escuro
sob as mesmas) foram repicadas para caldo TSB que apds incubagdo por 24 horas,
a 35°C foram submetidos a exame bacterioscopico pelo método de Gram. Os
microrganismos Gram positivos foram identificados através de testes bioquimicos:
catalase (+), hidrolise da esculina (+), mobilidade a temperatura ambiente (+), VM
(+), VP (+), reducao do nitrato (+), uréia (-), oxidacdo e fermentagdo da glicose,
TSI (A/A), NaCl (+), azul de metileno (+) e teste CAMP (faixa estreita) foram
realizadas'’. Os microrganismos identificados presuntivamente como L.
monocytogenes foram encaminhados ao Instituto Oswaldo Cruz para confirmagao
soroloégica. A cepa L. monocytogenes ATCC 7644 foi utilizada no

acompanhamento da metodologia padronizada.



RESULTADOS

Foram processadas 219 amostras de fezes de pacientes, com solicitagcdo para
realizacdo de exame parasitoldgico, encaminhados ao Laboratério de Anélises
Clinicas “Prof. Antdonio Longo”, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara-UNESP. Dentre as amostras analisadas, 166 (76,9%) apresentaram
crescimento de colonias suspeitas. Devido a capacidade do meio triar
microrganismos que hidrolisam a esculina, 446 colonias foram repicadas para
caldo triptose soja (TSB) e, posteriormente, submetidas a bacterioscopia, apos
coloracdo pelo método de Gram. Os microganismos Gram-positivos foram
identificados como sendo, na sua maioria, pertencentes ao género Enterococcus
(Figura 1). De um total de 11 bacilos Gram-positivos isolados, apenas 3 (27,2%)
foram triados como sendo Listeria sp. Estes foram encaminhados para realiza¢ao
de testes soroldgicos e identificados como Listeria monocytogenes sorotipo 1/2b
(2 cepas) e Listeria innocua sorotipo 6B.

Das 77 amostras de secre¢do vaginal, coletadas no Laboratério de
Microbiologia Clinica, 48 (62,3%) apresentaram crescimento em meio seletivo
(agar BEA). Um total de 93 colonias foram triadas e 86% (80) dos microrganismos
isolados, que hidrolisaram a esculina, foram identificados como Enterococcus sp
(Figura 1).

Um total de 107 amostras de fezes de animais da regido de Araraquara foram
processadas, sendo 64 de cao (59,8%), 15 de gado (14,1%), 7 de cavalo (6,5%), 6
de galinha (5,6%), 5 de porco (4,7%), 5 de gato (4,7%), 2 de cabra (1,9%), 1 de
ganso (0,9%), 1 de carneiro (0,9%) e 1 de papagaio (0,9%). Do total, 65,4% (70)
apresentaram crescimento de colonias suspeitas; 116 colonias foram repicadas para
caldo TSB, conforme metodologia descrita anteriormente. A maioria dos

microrganismos isolados foi identificado como Enterococcus sp (Figura 1). O



crescimento de Proteus sp, em 6 amostras, impossibilitou a pesquisa

monocytogenes.
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Figura 1 - Resultado obtido na triagem de coldnias com caracteristica morfoldgica
de Listeria sp em fezes humanas, secre¢do vaginal e fezes de animais

DISCUSSAO

Apesar do reconhecimento da L. momnocytogenes como causa de
enfermidade humana ja ter ultrapassado meio século, somente nas ultimas duas
décadas investigagcdes epidemioldgicas, vém merecendo atencdo, com o objetivo
de identificar casos de listeriose humana e determinar o papel dos alimentos na
transmissdo dessa doenca™.

A dificuldade no isolamento desse microrganismo, principalmente a partir de
espécimes contendo alto indice de contaminantes, como fezes de origem humana e
animal, foi explicada por diversos pesquisadores McBride'®, Kampelmacher'” e
Hoffer'® que responsabilizaram a interferéncia de outras bactérias como fator
inibidor do desenvolvimento normal de Listeria sp.

O enriquecimento a frio (4°C) em caldo triptose ¢ o método classico para
selecionar cepas de Listeria sp psicrofilicas e é proposto por varios autores"’'>".
A eficacia dessa metodologia também foi constatada no presente trabalho onde
verificou-se que a temperatura de 4°C ¢ capaz de inibir microrganismos
competidores. Todavia, o método mostra-se desvantajoso por requerer longo
periodo de incubacao (30-60 dias) revelando pouca eficacia para situagdes onde ha
necessidade de resultados mais rapidos.

A utilizagdo do caldo de enriquecimento resultou em método de boa

produtividade, acrescido da vantagem do antibidtico adicionado possibilitar a



inibicdo de microrganismos que competem com a Listeria sp. O 4cido nalidixico,
inibindo a sintese de DNA bacteriano, tem eclevada atividade antibacteriana,

principalmente, contra microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

O meio Agar BEA (Brucela Esculina Acriflavina) mostrou ser seletivo e
diferencial, além de inibir grande parte das bactérias contaminantes. A adicao de
acriflavina possibilitou um aumento na eficiéncia do meio, sem substancial perda
de seletividade. A caracteristica diferencial obtida pela incorporagdo de esculina,

manitol, sal férrico e vermelho de fenol é defendida por alguns pesquisadores® .

L. monocytogenes tem sido isolada em 0,6 a 2,9% das fezes de individuos
assintomaticos’. Na maioria dos casos o estado de portador ndo estd relacionado
com o trabalho ou profissdo dos pacientes, embora alguns trabalhadores de
matadouros e frigorificos apresentem o microrganismo com maior frequéncia'’. No
presente estudo foram isoladas 3 cepas de Listeria sp (1,4%) de um total de 219

fezes humanas, de pacientes com solicitacao de exame parasitologico.

A associacao de listeriose esporadica ao consumo de alimentos ndo cozidos
de origem animal como carne, salsicha e frango™ talvez venha explicar a baixa
taxa de isolamento por nds encontrada, tendo em vista que esse tipo de alimentacao
ndo estd incluida entre os habitos alimentares da regido. A andlise dos dados
obtidos por MacGowan et al'® em relacdo a ocorréncia de L. monocytogenes em
agua de esgoto (60,0%), alimentos (10,5%), solo (0,7%) e fezes humanas (0,6%)
mostram que apesar da frequéncia do microrganismo em alimentos prontos para o
consumo, apenas 4 das 692 espécimes fecais processadas apresentavam o
microrganismo. Tappero et al** obseraram reducgdo na incidéncia de listeriose

humana nos Estados Unidos por sorotipos virulentos sugerindo que medidas



profilaticas tomadas pelas industrias, normas técnicas de higiene e campanhas

educativas foram efetivas no controle da doenca.

Recentemente, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos na tentativa de
justificar a baixa incidéncia do microrganismo na populagdo. Infecgdes
experimentais em ratos, com varias espécies de Listeria, demonstraram que cepas
de ocorréncia natural de baixa viruléncia sdo capazes de induzir prote¢dao contra
cepas virulentas de sorotipos homologos ou heterdlogos, sugerindo que a
resisténcia humana as infecgdes por listerias virulentas poderia ser devido a
infeccdes naturais assintomadticas, por cepas atenuadas, que protegeriam contra
cepas virulentas’. Outra justificativa pode ser baseada na produgdo de
bacteriocinas  produzidas por Enterococcus faecium que inibe L.

26
monocytogenes .

Poucos sdo os trabalhos que demonstram a prevaléncia dos sorotipos de L.
monocytogenes no Brasil. Em 1984, Hoffer et al’ relataram predominio do
sorotipo 4b (50,70%) e 1/2a (26,19%) em amostras isoladas de processos
patoldgicos e apenas 1 cepa 1/2b (1,4%) encontrada em fezes de paciente
procedente do Rio de Janeiro. Nojimoto®® comprovou a participacio dos mesmos
sorotipos (1/2a (2,04%) e 4b (1,36%) em casos clinicos de abortos repetitivos na
cidade de Goiania. Possivelmente, a frequéncia dos sorotipos isolados em processo
patologicos possam sugerir maior viruléncia do microrganismo. Nesse trabalho, o
sorotipo 1/2b isolado de 2 pacientes com solicitacdo clinica de exame
parasitoldgico poderia ser responsdvel pelos distirbios intestinais dos mesmos.
Assim, apesar da baixa frequéncia de portadores gastrintestinais de listeria por nds

encontrada, observamos que os sorotipos nao sdo coincidentes aos isolados em
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processos patologicos invasivos, sugerindo a possibilidade do sorotipo 1/2b estar

relacionado apenas a quadros de gastrinterites.

Aproximadamente metade dos casos de listeriose humana tem sido relatado
em mulheres gestantes e neonatos. Acredita-se que a colonizacao vaginal possa ser
frequente em mulheres portadoras do microrganismo no trato intestinal e que
alteragdes hormonais ¢ depressdo da imunidade celular, durante a gestagao,
favorecam a colonizagdo vaginal. Assim, ¢ de se esperar que a incidéncia de
vaginites por L. monocytogenes seja bem menor que a taxa de portadores

assintomaticos no trato gastrintestinal.

Em estudo realizado por Krahe” ndo foi constatada presenga de L.
monocytogenes em secre¢ao vaginal em 132 gestantes com clinica de aborto, no
Estado do Rio Grande do Sul. Nojimoto™, de um total de 147 gestantes com
abortos repetitivos, isolou 5 cepas (3 do sorotipo 1/2a e 2 do sorotipo 4b). Apesar
das pacientes por ndés amostradas, na maioria das vezes, nao serem gestantes nao
observamos presenca de L. monocytogenes nas 77 culturas de conteudo vaginal

processadas.

Considerando a listeriose uma zoonose, isto ¢, ter o reino animal como
reservatorio natural e a doenga humana ser causada pelo contato direto ou indireto
com animais infectados, o reconhecimento de animais portadores do
microrganismo ¢ pré-requisito para elucidacdo dessa relacdo epidemiologica.
Larsen'®, pesquisador pioneiro a apresentar resultados sobre a ocorréncia de
Listeria em fezes de varias espécies de animais (cavalo, porco, ovelha, chinchila,
cachorro, passaros, galinha, pato, ganso e peru), detectou ser a chinchila a espécie
animal predominantemente infectada por Listeria, sendo rara nas outras espécies

de animais estudadas.
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No presente trabalho, Listeria sp ndo foi isolada nas 107 fezes processadas
oriundas de diversos animais da regido. A possibilidade da acdo de duas
bacteriocinas produzidas pelo Enterococcus faecium, isoladas e caracterizadas por
Vlaemynck et al*® ndo pode ser descartada como possivel fator interferente na
recuperacao de listeria, uma vez que sdo termo-resistentes e estaveis em pH baixo,

e cerca de 66% (70) dos materiais processados continham Enterococcus sp.

A listeriose humana parece estar estreitamente relacionada a sorotipos
especificos veiculados por hospedeiros naturais. A frequéncia da doenga ¢ maior
em paises de baixas temperaturas cuja fauna, principalmente a silvestre, difere
daquela encontrada em paises de clima quente. A baixa incidéncia de listeriose no
Brasil, pais de clima tipicamente tropical, pode ser justificada, principalmente, pela

caracteristica psicrofilica da L. monocytogenes.
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ABSTRACT: A total of 219 human faeces, 77 vaginal specimens and 107 faeces
from different animals were analysed for presence of the pathogenic bacterium
Listeria monocytogenes. Cold enrichment procedure and seletive agar medium
(agar BEA) were employed. Serotyping of the isolates strains from humam faeces
showed that two were L. monocytogenes serotype 1/2b and one was Listeria
innoccua serotype 6B. None of the vaginal specimens or animals faeces contened
the organism. Although the results of this study found low occurence of L.

monocytogenes , especial attention requires to assess esporadic human listeriosis.

KEYWORDS: Listeria monocytogenes, listeriosis.
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Oxido Nitrico: Benéfico ou Prejudicial?

Luci Maria Sant'Ana Dusse*
*Professora da Faculdade de Farmacia/lUFMG
Pés-graduanda da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP

RESUMO

O oxido nitrico (N'O) constitui um importante mediador de processos
bioldgicos. Dentre eles, a vasodilatagédo, a regulagao da pressao sanguinea, a inibicao
da coagulagdo sanguinea por prevenir a agregacado plaquetaria, o processo de
aprendizagem e formacdo da memoéria e a erecdo do pénis. Participa também do
mecanismo de defesa, com atividade citotoxica e citostatica contra microrganismos e
células tumorais. Entretanto, a célula produtora de N'O e sua vizinhanga nao estao a
salvo de sua toxicidade, podendo ser destruidas. Evidéncias estdo se acumulando no
sentido de admitir a participagao do N'O na destruigao tissular em diversos processos
inflamatorios.

Palavras chaves: Oxido nitrico, fungdes fisioldgicas e patoldgicas.
SUMMARY

Nitric oxide (N'O) is an important mediator in biological processes. It
mediates the vasodilator tone that is essential for regulation of blood pressure, the
inhibition of blood clotting by preventing the aggregation of platelets, the learning and
memory formation and the penile erectile function. N'‘O also has a role in host defense
with cytotoxic and cytostatic properties against microorganisms and tumoral cells.
Nevertheless, N'‘O may play a role in tissue damage, for it may be toxic for the cells that
produce it, as well as for neighboring cells, suggesting the idea that it has a dualistic
function in inflamation.

Key Words: Nitric oxide, physiological and pathological.

O oxido nitrico (N'O) constitui uma das mais intrigantes moléculas
bioldgicas. Apesar de ser extremamente simples, ele esta envolvido em uma infinidade
de processos fisioldgicos e patoldgicos.

O N'O é um radical livre, formado por sete elétrons do nitrogénio e oito do
oxigénio, tendo, portanto, um elétron desemparelhado. Em sistemas bioldgicos, o N'O
reage rapidamente com o oxigénio molecular (O3), gerando nitrito (NO2’), com o &nion
superéxido (Oz), gerando peroxinitrito (ONOO’) e com metais de transigao,
especialmente ferro e enxofre. Sua meia vida é extremamente curta, cerca de 10 a 60
segundos nos tecidos e 6 segundos no plasma M Esse fato dificulta muito a sua
determinagdo e as mais avangadas tecnologias tém sido propostas para determina-lo,
seja direta ou indiretamente, através de ensaios que reflitam a sua presenca.

A sintese do N'O ocorre no interior de varias células, através da oxidagao
do aminoacido L-arginina, com a produgao de quantidades equimolares de L-citrulina e
N'O. Essa reacgdo é catalisada pela enzima, NO-sintase (NOS) e requer 4 cofatores, -




Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH), Flavina Adenlna Dinucleotideo
(FAD), Flavina Monucleotideo (FMN) e Tetrahidrobiopterina (BH4)

As evidéncias mostram que ha pelo menos dois tipos (isoformas) de
NOS, a isoforma constitutiva (c-NOS) e a induzivel (i-NOS). Essas isoformas diferem
quanto a forma de ativagao, a capacidade de sintese de NO e a fungéo(2’3)

A isoforma constitutiva € calcio/calmodulina dependente e esta envolvida
na sinalizagdo celular. Com reende a NOS neuronal (n-NOS, tipo [), presente
normalmente nos neurdnios®, e a NOS endotelial (e-NOS, tipo Ill), presente
normalmente nas células endoteliais vasculares® e plaquetas

A ¢-NOS produz pequenas quantidades de N'O (da ordem de nano ou
picomoles). Sua ativagdo depende da sua interacdo com a calmodulina que, por sua
vez, é controlada pelos niveis de calcio®

A NOS induzivel (i- NOS) ndo & expressa sob condi¢gbes normais. E
induzida por citocinas e/ou endotoxinas em uma variedade de células, incluindo células
imunes (macréfagos, linfocito T), endotellals musculares lisa, midcitos, hepatécitos,

condriécitos, neutréfilos e plaquetas( Essa isoforma requer algumas horas para ser

expressa, mas, uma vez sintetizada, libera quantidades maiores de N'‘O que a ¢c-NOS
(da ordem de micromoles) e a produgdo desse continua indefinidamente até que o
substrato (L-arginina) ou os cofatores (NADPH, FAD, FMN, e BH,4) sejam depletados
ou ocorra a morte celular®.

O NO, produ2|do pelas células endoteliais, tem um papel essencial no
processo de relaxamento do vaso sanguineo. Em condigdes fisioldgicas, o relaxamento
vascular ocorre quando receptores da membrana das células endoteliais sao ativados
por estimulos soluveis (incluindo acetilcolina, bradicinina, ADP, substancia P,
serotonina e outros) ou quando ha um aumento do atrito exercido pelas células
circulantes sobre a camada endotelial (shear-stress), levando a ativagao da enZ|ma
NO-sintase (e-NOS), presente nessas células, e a consequente produgédo de N-O®
Admite-se que, em condi¢cbes fisioldégicas, haja uma constante liberagao de
quantidades infimas de N'O, resultando em uma discreta vasodilatagdo'”. O fluxo
pulsatil pode contribuir para regular a liberagao de N'O em condig¢des f|S|oIog|cas(11)

O NO produzido na célula endotelial difunde-se rapidamente para a
célula muscular ou para o lumen vascular. A difusao rapida do N'O e a facilidade com
que penetra em outras células, gragas ao seu pequeno tamanho e sua caracterlstlca
lipofilica, sao cruciais para o entendimento das suas atividades b|olog|cas( . No
interior da célula muscular, ele interage com o ferro do grupo heme da enzima
guanilato ciclase (GC), tornando-a ativada (GCa). A GCa catalisa a formagao de
Guanosina Monofosfato ciclica (GMPc) a partir da Guanosina Trifosfato (GTP). O
aumento da concentracdo de GMPc na célula muscular acarreta uma diminui¢gao do
calcio livre intracelular e o consequente relaxamento dessa®.

O mecanismo pelo qual o NO é liberado da GCa, apds ocorrer a
vasodilatagdo necessaria, ndo € conhecido. Sabe-se ctue a producido de GMPc é
interrompida segundos apds a remocgao do N'O da Gca

O NO que deixa a célula endotelial em diregcdo a corrente sanguinea
pode penetrar nas plaquetas, espemalmente nas que se encontram justapostas a
parede do vaso, ou nas hemacnas( 9 No interior das plaquetas, de modo analogo ao
discutido para a célula muscular, o N’ O promove um aumento de GMPc e consequente
diminui¢cdo do calcio livre. Como o calcio é essencial para o processo de ativagao
plaquetaria, esse processo estara inibido, prevenindo, assim, a deposi¢cao de plaquetas
nas paredes dos vasos!'?.



As plaquetas humanas possuem e-NOS e sdo, também, produtoras de
N-O®). Tanto o N‘O oriundo das células endoteliais %uanto o produzido endogenamente
sado importantes no controle da fungao plaquetarla . Um estudo recente sugere que
a propriedade de inibir a agregagcédo das plaquetas apresentada pelo alho, resulta
unicamente da sua capacidade de estimular a c- -NOS"),

Se o N'O penetra nas hemacias, ele & ehmmado através de sua rea%
com o ferro da hemoglobina, tanto oxigenada (Hb-O;), quanto desoxigenada ( Hb)(21
Hb-O, + N°O — Metemoglobina (MetHb) + nitrato (NO3")

Hb + N'‘O — Nitrosil-Hemoglobina (NO-Hb)
NO-Hb + O, — MetHb + NOz"®

Curiosamente, ha mais de 100 anos, foi introduzido, de modo empirico, o
uso de nitratos organicos e nitroglicerina no tratamento da angina, falha cardiaca
congestiva, hipertensdo pulmonar e outras complicagbes vasculares. Hoje, sabe-se
que tais compostos, por si s6, sdo inativos, mas sua metabolizacdo resulta na
producdo de NO. O NO &, portanto, a molécula efetora comum a todos os
nitrovasodilatadores, sendo o responsavel pela dilatagdo das artérias coronarianas,
melhorando o suprimento sanguineo ao coragao e, consequentemente, aliviando os
sintomas!"”.

E oportuno comentar que a nitroglicerina é o quimico ativo da dinamite e
que o inventor dessa, Alfred Nobel, ao ser vitimado por uma angina, escreveu a um
amigo o segumte "Parece ironia o fato de eu estar de acordo em utilizar nitroglicerina
internamente"'®).

Atualmente esta bem estabelecido que o NO resultante da NOS
constitutiva tem um Eapel crucial na manutencao do ténus vascular'', na regulacao da
pressao sangumea , ha prevencdo da coagulagdo san uinea®", na regulagcédo da
interacéo leucdcito-endotélio e na permeabilidade vascular'

As evidéncias sugerem que um comprometimento na sintese de NO
pode ter um papel relevante na patogénese de varias desordens cardiovasculares
incluindo a hlépertensao essencial, doenga hipertensiva especifica da gravidez e
aterosclerose ¢

No S|stema nervoso central, o N'O resultante da n-NOS age como um
neurotransmissor e € possivel que tenha participagado no processo de desenvolvimento
do cérebro, aprendizagem e meméria®.

No sistema nervoso periférico, o N'‘O atua como um dos neuromediadores
para diminuir o ténus contratil dos musculos cardiaco, liso e esquelético ® No trato
gastrointestinal, as evidéncias sugerem q2ue N'O regula o fluxo sanguineo na mucosa
gastrointestinal, conferindo-lhe protega No péancreas, participa do processo de
secregao de insulina estimulada pela gllcose

O N'O participa, ainda, do mecanismo de ere¢céo do pénis por promover o
relaxamento dos vasos sanguineos e do musculo liso do corpus cavernosum (25

O NO resultante da ativacdo da i-NOS, que ocorre em condigdes
patoldgicas, esta envolvido no mecanismo de defesa e resposta imune. Nessa
circunstancia, o N'‘O possui agao citotoxica e citostatica, promovendo a destruicdo de
virus, fungos, bactérias, protozoarios, helmintos e de células tumorais (26.:27)

A citotoxidade do NO resulta de sua acéo direta ou de sua reagao com
outros compostos liberados durante o processo inflamatério (28

A base bioquimica para a acao direta do N'O conS|ste, primariamente, da
inativagao de vias metabdlicas criticas do microrganismo, parasita ou célula tumoral.



Essa inativacdo é consequente da reagcao do N'O com metais, especialmente ferro e
enxofre, presentes nas enzimas do seu alvo. Desta forma, sdo inativadas enzimas
cruciais para o ciclo de Krebs, para a cadeia de transgorte de elétrons, para a sintese
de DNA e para o mecanismo de proliferagao celulart

Em um processo infeccioso, células ativadas como macrofagos,
neutrofilos e células endoteliais secretam simultaneamente N'O e intermediarios
reativos do OX|gen|o Uma agéo toxica cooperativa do N'O e 0% (anion superdéxido) tem
sido demonstrada®®. O produto dessa reagao € o peroxinitrito (ONOQO"), que é um
poderoso oxidante de protelnas( Re) peroxinitrito pode, posteriormente degradar-se,
na presenca de ion hidrogénio (H"), originando um radical altamente reatlvo e toxico, o
hidroxil (HO'), aumentando, efetivamente, a agao téxica do N'O e do 02

A célula produtora de N'O e sua vizinhanga n&o estao a salvo da
toxicidade dessa molécula, podendo ser destruidas. Evidéncias estdao se acumulando
no sentido de admitir que o N'O contribui para algumas condigdes patolégicas como
asma, septicemia, artrite reumatoide, lesbes ateroscleréticas, tuberculose, gastrite
induzida Por Helicobacter pylori, rejeicdo de enxerto, doenga de Alzheimer e esclerose
multlpla

Estudos realizados com modelo animal revelam que o uso de inibidores
da sintese de N'O tem mostrado um efeito benéfico em varias patologias. Na artrite
experimental, ocorre uma atenuagao dos sinais clinicos e histolégicos da doenga. Na
glomerulofrite, ha uma diminuicdo da deposi¢cao de complexos imunes®?. Na diabetes
dependente de insulina (Tipo |), induzida imunologicamente, os estudos demonstram
que a destruicdo das células pancreaticas p € mediada por NOzg) e as primeiras
tentativas de inibir a i-NOS nessa patologia tém sido animadoras®*

Na pratica clinica almeja-se encontrar um marcador da sintese de NO
que reflita a extensao da destruicédo celular e do processo inflamatério. A determinagao
de nitrito (resultante da reagdo do NO e 0? ') e nitrato (resultante da oxidagao do nitrito)
em fluidos biolégicos tem sido utilizada®®>". Entretanto, os n|ve|s de nitrato e nitrito
variam com a dieta, o que compromete a espeC|f|C|dade do teste!”

Um candidato promissor para se estimar a producao de NO tem sido a 3-
nltrotlrosma Essa é formada pela agdo do peroxinitrito (resultante da reagcdo do N'O e
0? ") sobre os residuos de tirosina das proteinas. O turn-over de proteinas contendo
residuos 3-nitrotirosina gera residuos livres de 3-nitrotirosina. Esses tém sido
detectados, por HPLC, no plasma e no liquido sinovial como marcadores de
inflamagéao e exposi¢cao ao peroxmltnto

Concluindo, o NO apresenta um papel paradoxal, benéfico como
mensageiro/modulador em processos biologicos essenciais € como mediador do
sistema imunoldgico, mas potencialmente toéxico. A toxicidade se faz presente,
particularmente, em situagbes de estresse oxidativo, geragdo de intermediarios
reativos do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante.

O campo esta aberto para investigacdo do papel dubio do NO em
circunstancias diversas e o numero de publicagcbes relacionadas a essa molécula tem
aumentado exponencialmente. A determinagao de ativadores e inibidores especificos
da sintese de N'O constitui 0 novo desafio para o entendimento e tratamento de varias
patologias e tem sido um dos principais alvos da industria farmacéutica®
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PREVALENCIA DE PARASITOSES INTESTINAIS EM
ESCOLARES NO MUNICIPIO DE SAO JOAQUIM, SC*

Intestinal parasites prevalence in scholars fron S&o Joaquim, Santa Catarina,
Brazil.

MARCELO L. SCHMITT & MARCO ANTONIO S. PAES
RESUMO

S&o apresentados os resultados de 398 exames parasitologicos de fezes, realizados
pelo método sedimentacdo em formalina - éter, em escolares de S&o Joaquim, SC. O
estudo foi desenvolvido no periodo de maio a setembro de 1996, em pré escolares e
escolares com idade variando de 0 a 17 anos, provenientes de 2 estabelecimentos de
ensino publicos. A prevaléncia de parasitoses intestinais foi analisada estatisticamente,
revelando uma percentagem de exames positivos de 22.36 %. Observou-se também que 0s
monoparasitados foram maioria com 19.34 %, enquanto os biparasitados representaram
3.02 % das amostras examinadas. N&o foram observados amostras tri ou poliparasitados.
Entre os monoparasitados a maior prevaléncia foi de Ascaris lumbricoides 7.28 %,
seguido de Entamoeba coli com 5.77 % e Giardia lamblia com 5.53 %. Entre os
biparasitados a maior prevaléncia foi da associacdo Entamoeba coli / Giardia lamblia com
1.26 %. Os indices de parasitoses intestinais sdo analisados e discutidos em relagdo ao
nivel socio econdmico da populacdo e a falta de saneamento béasico da populacdo
atendida pelos estabelecimentos de ensino.

Unitermos: Parasitoses intestinais, exame parasitoldgico de fezes, escolares.

SUMMARY

The authors presents the results of a prevalence intestinal parasites. The study
was carried out from may to september of 1996, in 398 scholars from under 0 to 17 year
old, from two public schools, in Sdo Joaquim, Santa Catarina, Brazil. The study shows a
prevalence of 22.36 % of intestinal parasites. Ascaris lumbricoides was the predominant (
7.28 %), following by Entamoeba coli ( 5.77 %) and Giardia lamblia ( 5.53 %). The results
are discussed in terms of social - economic level of the studied population.

Key words: Intestinal parasites, school examinations, parasitism prevalence.
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INTRODUCAO

A alta prevaléncia de parasitoses intestinais figuram como um dos principais
fatores responsaveis pela ma nutricdo e morbidade na infancia e, desta forma,
prejudicam o desenvolvimento fisico e mental das crianca acometidas (07).

As campanhas de controle e erradicacdo das enteroparasitoses ndo requerem
financiamentos exorbitantes, capacitacdo humana nem equipamentos complexos mas,
imediata concientizacdo das populagdes sobre higiene, educagdo sanitéaria e de urgente
campanha de tratamento em massa ( 03).

Precarias condicbes de moradia e alimentacdo , déficit de tratamento de &gua e
esgoto, habitos higiénicos inadequados, além de caréncia de conhecimentos basicos de
educagdo comunitaria, sdo alguns dos fatores responsaveis pelos elevados percentuais de
parasitoses intestinais em varias cidades brasileiras, representando importante problema
de saude publica (01, 02, 03, 07 ). Além dos prejuizos que podem trazer a saide do homem,
as parasitoses intestinais, causam consideraveis perdas econémicas com assisténcia
medica, reducdo do aprendizado e da produtividade, e em alguns casos a incapacitacao
para o trabalho (07).

Alguns segmentos educacionais e de assisténcia da familia, numa tentativa de
minimizar os fatores que possam influenciar negativamente no processo de
desenvolvimento, ensino e aprendizagem, tem procurado através do sistema de saude,
fazer o diagnostico e tratamento destas parasitoses ( 07).

Com o objetivo de avaliar os niveis de contaminagéo de parasitoses intestinais em
pré escolares e escolares, foram realizados exames parasitoldgicos de fezes em 2
estabelecimentos de ensino no municipio de Sdo Joaquim, SC.

MATERIAIS E METODOS

Foram examinados 398 amostra de fezes de criancas e adolescentes de ambos 0s
sexos, com idade variando entre 0 e 17 anos provenientes do Centro de Atencao Integral a
Crianga e ao Adolescente - CAIC e da creche municipal Nelo Souza, ambos localizados
em S&o Joaquim, SC, no periodo de maio a setembro de 1996. As fezes foram coletadas
em recipientes préprios, sendo processadas pelo método de sedimentacdo em formalina -
éter, ( 04 ). Foram realizados também dois exames parasitologico de fezes em cada
funcionario com trabalho relacionado com a preparacdo de alimentacdo fornecida aos
escolares nestes estabelecimentos, um em maio e outro em setembro, com finalidade de



descartar a contaminacao dos escolares nos proprios estabelecimentos de ensino. Ambas
escolas fornecem agua tratada aos seus frequientadores.

RESULTADQOS

Nos funcionarios responsaveis pela alimentagdo (total de 09), 100 % das
amostras ndo apresentaram parasitos intestinais.

Nos estudantes a prevaléncia de parasitoses intestinais foi de 22.36 % (Tabela 1),
sendo que os monoparasitados foram maioria 19.34 %, os biparasitados foram 3.02 %
(Tabela 2), ndao foram observadas amostras tri ou poliparasitadas. Entre o0s
monoparasitados a maior prevaléncia foi de Ascaris lumbricoides com 7.28 % das
amostras, seguido de Entamoeba coli com 5.77 %, Giardia lamblia com 553 % e
Entamoeba histolytica com 0.76 % (Tabela 3). Nos biparasitados a maior prevaléncia de
parasitoses intestinais foi a associacdo Entamoeba coli / Giardia lamblia com 1.26 %,
seguido da associagdo Ascaris lumbricoides / Entamoeba histolytica com 0.51 % e as
associagdes Ascaris lumbricoides / Giardia lamblia, Ascaris lumbricoides / Tricocephalus
trichiurus, Giardia lamblia / Tricocephalus trichiurus, Giardia lamblia / Entamoeba
histolytica e Entamoeba coli / Entamoeba histolytica obtiveram cada uma prevaléncia de
0.25 % (Tabela 4).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os indices de parasitoses intestinais observados neste trabalho estdo de acordo
com dados obtidos por outros autores ( 02, 03, 04 , 07 ). Reflete 0 baixo nivel sécio
econdmico dos escolares e a caréncia de infra estrutura de saneamento basico nas
comunidades atendidas. A auséncia de Enterobios vermiculares e Taenia sp. pode ser
justificada pela baixa sensibilidade do método de exame de fezes para estes parasitos. A
ndo observacdo de parasitos em 100 % das amostras provenientes dos funcionarios
responsaveis pela preparacdo da alimentacdo dos escolares, reforca a afirmativa de ndo
contaminacdo destas criangas e adolescentes nos estabelecimentos de ensino. A alta
prevaléncia de Ascaris lumbricoides poderia estar relacionada com o fato de que a maioria
das familias ndo dispBe de uma rede de esgoto, favorecendo o contato das criangas com o
ambiente altamente poluido com fezes humanas. A maior incidéncia de contaminacao
por protozoarios revelou-se uma surpresa, uma vez que, a maioria das familias possui
abastecimento de agua tratada em suas residéncias, favorecendo assim, a hipotese de
contaminacdo interpessoal, facilitada pelas altas densidades demograficas comumente



observadas nas familias destes escolares e, em ambos 0s casos 0S precarios habitos
higiénicos parecem ser fator determinante para a transmissdo de parasitoses intestinais.

Pode-se salientar ainda, que a literatura mostra altos indices de reinfeccao ( 05, 06 )
nao sendo portanto, suficiente apenas o tratamento de individuos com exames de fezes
positivos, porem amplas acOes de prevencdo das parasitoses intestinais devem ser
realizadas, tornando maior a abrangéncia da rede de &gua tratada, oferecendo-se a
populacdo um efetivo sistema de saneamento basico e ainda, investimento em recursos
humanos, para que a partir da educacdo possamos melhorar os habitos higiénicos.
Medidas isoladas ndo sdo capazes de reduzir os elevados indices de contaminacdo deste
grave problema de satide publica, as parasitoses intestinais.
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TABELA 1
Prevaléncia global de parasitoses intestinais em escolares
no municipio de Sao Joaquim, SC

EXAMES No ABSOLUTO PERCENTUAL %
NEGATIVOS 309 77.64
POSITIVOS 89 22.36

TOTAL 398 100.00
TABELA 2

Relacdo entre o nUmero de exames
e incidéncia de parasitos

PACIENTES No ABSOLUTO PERCENTUAL %
MONOPARASITADOS 77 19.34
BIPARASITADOS 12 3.02

TOTAL 89 22.36
TABELA 3

Prevaléncia de parasitos intestinais
em pacientes monoparasitados

PARASITOS No ABSOLUTO PERCENTUAL %
ASCARIS LUMBRICOIDES 29 7.28
ENTAMOEBA COLI 23 5.77
GIARDIA LAMBLIA 22 5.53
ENTAMOEBA HISTOLYT. 03 0.76
TOTAL 77 19.34




TABELA 4
Principais associa¢Oes de parasitos encontradas
em pacientes biparasitados

PARASITOS PERCENTUAL %
ENTAMOEBA COLI/GIARDIA LAMBLIA 1.26
ASCARIS LUMBRICOIDES / ENTAMOEBA HISTOLYTICA 0.51
ASCARIS LUMBRICOIDES / GIARDIA LAMBLIA 0.25
ASCARIS LUMBRICOIDES / ENTAMOEBA COLI 0.25
ASCARIS LUMBLICOIDES / TRICOCEPHALUS TRICHIURUS 0.25
GIARDIA LAMBLIA / TRICOCEPHALUS TRICHIURUS 0.25
GIARDIA LAMBLIA/ENTAMOEBA HISTOLYTICA 0.25
ENTAMOEBA COLI/ENTAMOEBA HISTOLYTICA 0.25

TOTAL

3.02




