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Analise laboratorial do liquido céfalo-raquidiano (liquor/LCR)

Clinical laboratory analysis of cerebrospinal fluid (CSF)

Célio Lima de Melo?; Alice Maria Costa Martins’; René Duarte Martins® & Maria Goretti Rodrigues de Queiroz*

RESUMO - Diversos trabalhos cientificos publicados descrevem que, a exemplo do exame sumadrio de urina, os
testes e os resultados do liquor, particularmente a citobioquimica, sdo realizados e descritos de diferentes formas
nos laboratorios clinicos. Certamente, essa situacdo introduz a possibilidade de erros sistematicos, provocados ou
nao pelo analista, além de dificultar a compreensao e a correta interpretacao, do resultado por parte dos médicos
assistente e/ou solicitante. A padronizacdo de procedimentos é o tinico meio e, de fundamental importancia, para
se obter a precisdo e a exatiddo dos resultados, levando o laboratério a aumentar e melhorar o desempenho, no
sentido de executar cada vez melhor sua funcéo social a servico do usudrio. O presente artigo é uma revisdo de
varios trabalhos, publicados na literatura sobre o assunto, com a intencdo de descrever o exame do liquido céfalo-
raquidiano quanto as técnicas de coleta da amostra, caracteristicas fisicas, contagens celulares e andlises bioqui-
micas, imunolégicas e microbioldgicas, bem como, apontar os problemas mais freqiientes nas etapas pré-analiti-
ca, analitica e pos-analitica e descrever o quadro caracteristico das meningites, diante do resultado de alguns
parametros laboratoriais.

PALAVRAS-CHAVE - Liquido céfalo-raquidiano, liquor.

SUMMARY - Several scientific works demonstrated that urinalysis, as well as, cerebrospinal fluid (CSF) exams were
described and assayed differently in distinct clinical laboratories. Consequently, systematic and/or random mistakes
were occasionally done misunderstanding interpretations by physicians and assistants data. Standard procedures
were the only way to get precision and safety results from the laboratories. They were extremely important to increase its
quality and social skills. This article is a large review from several publications concerning this subject. Its describes
cell counting and specimens collecting techniques; microbiologic, biochemical and immunologic parameters, as well
as detecting the most frequent problems in pre, intra and post analytic steps exams; demonstrating meningitis charac-

teristics according to laboratory exam parameters.
KEYWORDS - Cerebrospinal fluid, CSFE
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| Coleta da amostra

boa qualidade de qualquer amostra destinada a

andlise laboratorial garante a obtencdo de resul-
tados confidveis, caso ndo haja erros técnicos ou de
transcricdo. Assim como a urina, o liquor, por conta
da sua fragilidade fisico-quimica, deve ser tratado com
maiores cuidados desde a coleta até a andlise, a fim
de que seus constituintes sejam preservados. Vale
salientar que a importancia clinica do exame é tanto
maior quanto mais bem conservados estiverem os com-
ponentes do material. O liquido céfalo-raquidiano é
normal e frequientemente colhido por puncao entre a
3% e a 4? ou entre a 4% e a 52 vértebras lombares. As
amostras devem ser coletadas em trés tubos ou fras-
cos seguramente estéreis e devidamente identifica-
dos com os numeros 1, 2 e 3, na ordem em que sdo
obtidas. A identificacdo do material deve também con-
ter o nome do paciente, numero do exame, data, hora
da coleta, etc. A amostra do primeiro recipiente deve-
rd ser usada para a realizacdo das andlises bioquimi-
cas e sorolégicas. O segundo serd utilizado para os
exames microbiolégicos, enquanto o terceiro, desti-
na-se as contagens celulares devido a menor proba-
bilidade de conter material, particularmente células
sanguineas, introduzido acidentalmente no momento
da puncao espinhal’. A rigor, o material devera ser
enviado para o laboratério o mais rapidamente possi-
vel, de preferéncia em até 30 minutos apds a coleta,
j& que mudancas importantes tais como desintegra-

cdo ou alteragdes morfoldgicas de hemadcias, leucédci-
tos e outros tipos celulares, diminuicao da glicose, au-
mento na concentracdo das proteinas e de bactérias po-
dem ser detectadas depois de transcorridas aproxi-
madamente 2 horas. Caso ndo seja possivel iniciar a
andlise do LCR no periodo de tempo recomendado
(30 a 60 minutos), a amostra deve ser refrigerada en-
tre 2 e 8°C234,

Obs.: Considerar qualquer amostra como um material potencialmente infec-
tante que deve ser manipulado com extrema precaug@o.

Exame fisico

Cor - a observacdo inicial e cuidadosa da aparén-
cia do LCR pode fornecer importantes informacoes
diagnésticas. O liquido céfalo-raquidiano, dependen-
do do quadro clinico, assume diferentes tipos de co-
loracéao:

a) Incolor (como agua de rocha) — liquor normal.

b) Xantocromico — qualquer vestigio da tonalida-
de amarela ou laranja devido a presenca de hemoglo-
bina (hemolise) e concentracdes elevadas de proteinas
ou bilirrubina. Considerar também a possibilidade da
existéncia de outras substancias, tais como: mertiolate,
iodo, caroteno, melanina, etc*. Em caso de divida, na
observacao segura da xantocromia, comparar o tubo da
amostra apos centrifugacdo com um tubo contendo dgua
destilada em ambiente com boa luminosidade.

¢) Sangiiinolento - tonalidade francamente verme-
lha, causada por niveis muito aumentados de hemoglo-
bina ou presenca de grande quantidade de hemadcias.
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Evidentemente, outras tonalidades devem ser des-
critas como se apresentam.

Aspecto — assim como a cor, este item é parte im-
portante do exame inicial e deve ser observado com
toda a atencdao em ambiente com boa luminosidade. O
aspecto do material serd descrito como:

a) Limpido - liquor normal. Porém ndo devemos es-
quecer que a presenca de até 200 leucdcitos ou 400 he-
macias/UL pode ndo modificar esta caracteristica da amos-
tra clinica. A duvida certamente serd eliminada através
do exame microscopico’.

b) Levemente turvo - turvacdo pode ser observada
devido a presenca de células sangiiineas, microrganis-
mos (bactérias, fungos) e taxas elevadas de proteinas
ou lipidios. Em caso de duvida na observacdo segura da
turvacao, comparar o tubo da amostra previamente ho-
mogeneizada e nao centrifugada com um tubo contendo
dgua destilada em ambiente com boa luminosidade.

c¢) Turvo - ver item anterior, levando em conta que a
turvacdo é diretamente proporcional a quantidade de
substdncias ou elementos sélidos contidos na amostra.

d) Turvo-leitoso — neste caso, o material apresenta-se
intensamente turvo em virtude da presenca de numerosas
células (leucocitos), bactérias, fungos e niveis muito ele-
vados de proteinas ou lipidios.

Contagens celulares

A contagem celular total (leucécitos e hemacias con-
juntamente) somente merece confiabilidade quando o
material apresenta-se limpido e incolor ou o numero
de células é extremamente baixo. Ao contrario, isto é,
quando a amostra contém grande ntumero de células,
se traduz em perda de tempo, além de evitar a intro-
ducéo do erro laboratorial. Porquanto existem técnicas
de contagens para cada um dos tipos celulares acima
mencionados.

Material necessario:

e Camara ou hemocitémetro de Neubauer aperfei-
coada, com laminula;

* Pipetadores autométicos de boa procedéncia e
ponteiras descartaveis;

* Solucbes diluentes especificas (se necesséario);

* Em amostras limpidas e incolores, a contagem das
hemacias e leucécitos deve ser feita sem diluicdo em
amostra previamente homogeneizada. As células serdo
contadas simultaneamente nos 4 quadrantes externos e
no quadrante central em ambos os lados do hemocit6-
metro (10 quadrantes). Nesse caso, o resultado sera des-
crito da seguinte forma:

Leucdcitos/pL = n° de células co ntadas nos 10 quadrantes
Hemacias/pL = n° de células contadas nos 10 quadrantes

* Em amostras turvas e/ou sangiiinolentas deve-se
adotar as técnicas abaixo descritas:

a) Contagem das hemacias — ap6s homogeneiza-
cdo, diluir o material em tubo de ensaio 12x75mm 1:10,
1:20, 1:50 ou 1:100, conforme a necessidade, com solu-
cdo de Gower (ver modo de preparar). Misturar, preen-
cher os dois lados da cdmara, aguardar cerca de 1 mi-
nuto e proceder a contagem como acima referida. O
resultado serd calculado da seguinte maneira:

solucdo total e completar o volume com dgua reagente.
Misturar e armazenar em frasco de vidro @mbar na ge-
ladeira.

b) Contagem dos leucdcitos — apés homogeneiza-
¢do, diluir o material em tubo de ensaio 12x75 mm 1:10,
1:20, 1:50 ou 1:100, conforme a necessidade, com solu-
cdo de Turk (ver modo de preparar). Misturar, preen-
cher os dois lados da cdmara, aguardar cerca de um
minuto e proceder a contagem como acima referido.

O resultado serd calculado da seguinte maneira:

Leucocitos/uL = n° de células contadas
nos 10 quadrantes x fator de diluicdo

Solucao de Turk: em um baldo volumétrico de 100 mL
com tampa, colocar 50 mL de dgua reagente e 2 mL de
Acido Acético puro. Misturar e adicionar 1 mL da solu-
¢ao de Violeta de Genciana 1%. Misturar novamente e
completar o volume com dgua reagente. Misturar e
armazenar em frasco de vidro dmbar na geladeira.
Esta solucao deve ser mantida sob refrigeracdo e, pe-
riodicamente, filtrada para eliminar a possivel presen-
ca de bactérias, fungos ou grdnulos do corante.

Obs.: O volume preparado das solugées de Gower e de Turk pode ser aumen-
tado ou diminuido conforme a necessidade do laboratério. Antes de usar, as solu-
¢bes devem permanecer pelo menos 10 minutos fora da geladeira’.

¢) Citocentrifuga — Com o objetivo de garantir um
numero suficiente de células para o exame do liquor é
necessario, utilizando-se qualquer técnica apropriada,
que o material seja previamente concentrado. Em la-
boratoérios clinicos que possuem esse equipamento al-
gumas vantagens sao obtidas durante a fase de pro-
cessamento da amostra, quais sejam: maior rendimen-
to celular, melhor preservacdo da morfologia dos leu-
cécitos, hemdcias e outras células, pequeno volume de
amostra e aparelho de facil manuseio®. Caso contrério,
o material deverd ser centrifugado a 1.500 rpm, duran-
te 5 minutos e o sobrenadante mantido em geladeira
para outros exames. Preparar o esfregaco com o sedi-
mento obtido.

d) Correcao das contagens celulares — A presenca
de sangue no liquido céfalo-raquidiano é um indica-
dor importante para o diagnostico da hemorragia in-
tracraniana. No entanto, o médico assistente e o ana-
lista clinico devem também considerar a possibilidade
de que o sangue presente na amostra pode ter sido
acidentalmente introduzido no momento da coleta por
puncao ventricular, sub-occipital ou lombar. Ambas as
situacdes sdo responséveis pelo aparecimento da xan-
tocromia ou do aspecto sangiiinolento do liquor, pro-
vocando por um determinado periodo, confusdo na
andlise laboratorial, na interpretacdo do resultado e
conseqientemente na conduta terapéutica. Entretan-
to, o laboratério dispde de um artificio razoavelmente
confidvel para promover a correcao das contagens ce-
lulares em caso de coleta traumatica, embora alguns
estudos demonstrem a grande incidéncia de erro na
correcdo das contagens celulares de liquidos corporais
que contenham numerosas hemdcias®.

Leucdcitos (Sangue) x Hemacias(LCR)
Hemacias (Sangue)

Leucécitos introduzidos =

O resultado real é calculado pela férmula:

Hemacias/puL = n° de células contadas
nos 10 quadrantes x fator de diluicdo

Solucao de Gower: em um baldo volumétrico de 100 mL
com tampa, colocar 50 mL de dgua reagente e 16,5 mL
de Acido Acético puro. Misturar e adicionar 6,25 g de
Sulfato de Sédio Anidro. Misturar novamente até dis-
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| Leucdcitos/pL = Leucdcitos Totais - Leucdcitos Introduzidos |

Obs.: Caso o numero de leucdcitos e hemdcias do sangue se encontre dentro
dos valores de referéncia a correg¢do pode ser feita subtraindo-se 1 leucdcito para
cada 750 hemdcias presentes no LCR’.

e) Resumo técnico
Para as contagens celulares:

RBAC, vol. 35(3), 2003



* Homogeneizar a amostra;

* Colocar o material ndo centrifugado (diluido ou néo)
na camara de Neubauer para a contagem total conforme
recomendacdes acima mencionadas;

¢ Centrifugar a amostra e preparar o esfregaco para
a contagem diferencial (May Griinwald-Giemsa ou si-
milar). Contar 100 células, identificar e registrar os re-
sultados em percentagem.

Para os exames bioquimicos e imunologicos:

* Homogeneizar e centrifugar a amostra;

* Realizar as andlises padronizadas e/ou solicita-
das no sobrenadante;

Exames bioquimicos: proteinas totais, albumina (li-
quor/soro), glicose, cloretos, lactato desidrogenase (LD/
LDH), lactato, glutamina, uréia, reacdo de Pandy, rea-
cao de Takata-Ara, eletroforese, etc.

Exames imunologicos: VDRL, FTA-ABS, cisticerco-
se, antigenos bacterianos e fungicos, enzimaimunoen-
saio, contraimunoeletroforese, imunofluorescéncia, IgG
(liquor/soro), testes de aglutinacdo em latex, etc.

Para os exames microscopicos padronizados e/ou
solicitados (pesquisa de microrganismos e células neo-
pldsicas):

* Homogeneizar e centrifugar o material;

* Preparar os esfregacos corados (sedimento) para a
identificacdo das caracteristicas morfoldgicas e tintoriais de
cada tipo de microrganismo solicitado (Gram, Ziehl-Neel-
sen, Kinyoun, Tinta da China, etc) ou de células neoplési-
cas (May Grinwald-Giemsa, Wright, Papanicolaou, etc);

Para os exames microbiologicos solicitados (ma-
nual ou automatizado):

* Homogeneizar e centrifugar o material;

* Semear o material (sedimento) em meios de cul-
tura apropriados e de boa qualidade (agar-sangue,
agar-chocolate, MacConkey, etc);

* TSA (teste de sensibilidade a antimicrobianos);

Problemas evidenciados no laboratorio |

Todo o pessoal envolvido no desenvolvimento das
etapas abaixo referidas deve ter conhecimento técnico,
responsabilidade e compromisso suficientes para ado-
tar procedimentos que identifiquem precocemente a
existéncia de quaisquer ndo conformidades para que
estas sejam imediatamente corrigidas no sentido de
evitar o erro laboratorial, o descrédito e o constrangi-
mento para o usudrio do laboratorio.

Etapa pré-analitica

1) Erro no cadastro do paciente (nome e/ou iniciais,
numero do exame, tipo de amostra, andlises solicitadas,
leito, apto, enfermaria, suspeita clinica, etc);

2) Puncéo traumética — observar cuidadosamente o as-
pecto dos recipientes que contém a amostra, pois a maior
quantidade de células estard concentrada no tubo 1, dimi-
nuindo gradativamente nos tubos 2 e 3 o que causa visivel
distribuicdo desigual do sangue. E freqliente, nesse caso,
o encontro de codgulos nos tubos ou frascos coletores em
virtude da presenca de fibrinogénio'*;

3) Quantidade insuficiente de material;

4) Armazenamento da amostra (tubos e/ou frascos
de coleta inadequados);

5) Contaminacao da amostra com solugoes antissép-
ticas (mertiolate, iodo, etc);

6) Conservagédo inadequada, no caso de nao ser pos-
sivel iniciar a andlise imediata do LCR;

7) Demora no processamento do material (destrui-
cdo celular, alteracdes morfologicas, proliferacdes bac-
teriana e fingica, aumento (t proteinas) ou diminui-
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cao (; glicose) de alguns constituintes bioquimicos, etc);
8) Processamento inadequado (homogeneizacao,
centrifugagdo, confecgdo do esfregaco, coloracéao, etc);
9) Erro na diluicdo do material — usar sempre as
mesmas pipetas automaticas;
10) Quantidade desigual da amostra colocada nos
reticulos da cdmara de Neubauer (usar sempre a mes-
ma pipeta automatica de 20 pL);

Etapa analitica

1) Equipamentos e materiais apresentando més con-
dicoes de uso;

2) Uso de reagentes de baixa qualidade, adultera-
dos ou fora do prazo de validade;

3) Troca de reagentes e/ou amostras;

4) Pipetagem incorreta;

5) Identificacdo incorreta, durante o exame bacte-
rioscépico, de microrganismos por desconhecimento da
morfologia;

6) Coloracao inadequada da ldmina (granulos do co-
rante podem ser confundidos com bactérias ou fungos e
deficiente ou excessiva descoloracéao, etc);

7) Uso inadequado do microscopio (focalizacéao, lu-
minosidade deficiente ou excessiva)

8) Uso de meios de cultura impréprios;

9) Imperfeicdo na semeadura do material;

Etapa pos-analitica

1) Letra ilegivel no registro dos resultados;

2) Erro no registro dos resultados;

3) Troca de resultados durante o registro;

4) Cédlculos incorretos;

5) Fator de diluicdo néo utilizado por esquecimento;
6) Erro de transcricdo dos resultados (digitacao);

| Quadro laboratorial das meningites

As doencas do sistema nervoso central (SNC) que
provocam o quadro de meningoencefalites sdo causa-
das por diversos agentes etioldgicos (virus, bactérias,
fungos, parasitas), endocrinopatias (neuropatia diabé-
tica, mixedema), alteragdes metabdlicas (uremia, hiper-
calcemia), processos obstrutivos (tumores, abcessos),
aumento da producdo de IgG e da permeabilidade da
barreira hematoencefélica (Guillain-Barré, colagenoses)
e apresentam algumas caracteristicas tais como febre,
ndusea, vomitos, cefaléia, irritacdo das meninges e al-
teracoes fisicas, quimicas e laboratoriais do liquor.

Neste item do trabalho serdo descritos alguns acha-
dos laboratoriais presentes nos diversos tipos de me-
ningites.

a) Tipos de células predominantes

* Neutrofilos — meningites bacterianas, e quadro
inicial das meningites viral, fungica, tuberculosa e
amebiana, abcessos cerebrais, hemorragias cerebrais.

* Linfécitos — meningites viral, fingica, tuberculosa,
neurossifilis, parasitdrias, esclerose multipla, Guillain-Bar-
ré, colagenoses, drogas.

* Mondcitos — meningites viral, fingica, tuberculo-
sa e bacteriana cronica.

* Eosindfilos — meningites parasitarias, fingicas,
afeccdes causadas por ricketsias, mielografia (material
estranho).

* Macro6fagos — meningites viral e tuberculosa, con-
trastes radiograficos. Observar também a possivel pre-
senca de hemdcias fagocitadas.



* Plasmocitos — meningites viral e tuberculosa, escle-
rose multipla, neurossifilis, sindrome de Guillain-Barré.

* Células ependimarias e do plexo cordide — em-
bora ndo sejam consideradas como tendo importancia
clinica, estdo presentes em casos de traumatismo.

* Células neoplasicas - carcinomas metastaticos.

b) Proteinas — aumento da concentracdo pode ser
detectado nos seguintes casos:

* Aumento da permeabilidade da barreira hemato-
encefdlica — meningites bacteriana, viral, fingica e tu-
berculosa;

* Hemorragias subaracnoide e intracerebral;

* Aumento da sintese de imunoglobulinas (IgG) no
sistema nervoso central — meningite viral, sindrome de
Guillain-Barré, colagenoses (lupus eritematoso), escle-
rose multipla, neurossifilis;

* Reducdo da depuracdo das proteinas normais do
liquor;

* Degeneracao do tecido neural;

c) Glicose — as condicbes que provocam reducao nos
niveis deste analito sdo: transporte inadequado, au-
mento da atividade glicolitica e consumo pelos leucé-
citos e microrganismos. Hipoglicorraquia é encontra-
da nas meningites bacterianas, tuberculosa e viral, po-
dendo nesta apresentar também valores normais. En-
tretanto, a literatura médica afirma que a principal cau-
sa de diminuicdo no teor de glicose do LCR é determi-
nada por alteragoes nos mecanismos de transporte atra-
vés da barreira hematoencefdlica e utilizacao pelas cé-
lulas encefdlicas®.

d) Cloretos — disturbios da osmolaridade do liqui-
do extracelular (LEC) e perturbacdes do equilibrio hi-
droeletrolitico e &cido-base sdo os principais fatores de
variacoes na concentracdo liqiiérica destes fons.

e) Glutamina - aminodcido nao essencial sintetiza-
do no SNC a partir da amonia e do alfa-cetoglutarato.
E o meio pelo qual o organismo retira a aménia (pro-
duto extremamente t6xico) do liquido céfalorraquidia-
no. Portanto, a determinacao da glutamina no LCR tem
utilidade clinico-laboratorial por revelar indiretamente
a concentracdo de amonia, particularmente de pacien-
tes em coma. Niveis aumentados de glutamina sdo res-
ponsaveis pelos disturbios da consciéncia e apareci-
mento do coma.

f) Lactato — nas meningites bacteriana, tuberculosa
e fingica os niveis deste constituinte do metabolismo
da glicose aumentam significativamente.

Tem especificidade e sensibilidade maiores que a
glicose e propicia ao médico informacdes mais segu-
ras, especialmente nas situacdes em que o diagnéstico
apresenta dificuldades. O retorno dos seus niveis aos
valores de referéncia ou diminuicao rapida sao indica-
dores precoces da eficdcia da antibioticoterapia.

Lembrar que a obtencdo de resultados falsamente
elevados pode ser conseqiiéncia do alto teor de lactato
existente no interior dos eritrécitos quando a amostra
apresenta-se hemolisada.

g) VDRL e FTA-ABS - testes tteis no diagndstico
da neurossifilis cujos resultados devem ser correlacio-
nados com os obtidos no soro sangtiineo®,

h) Eletroforese em gel de agarose — técnica utili-
zada quando hé suspeita clinica de esclerose multipla.
O perfil eletroforético apresenta uma banda monoclo-
nal na regido das gamaglobulinas em até 95% dos pa-
cientes portadores da doenca''.

i) Contraimunoeletroforese, ELISA e testes rapi-
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dos de aglutinacao em latex - metodologias utilizadas
na deteccédo de antigenos bacterianos e fungicos'?. Lem-
brar que € possivel ocorrer reacoes cruzadas entre os
varios tipos de microrganismos.

j) Cultura e microscopia — a utilizacdo de meios de
cultura apropriados e esfregacos adequadamente con-
feccionados e corados sao uteis na identificacdo de bac-
térias e fungos.

Controle de Qualidade (CQ)

A utilizacao de amostras-controle em todos os seto-
res do laboratério clinico deve ser obrigatoriamente
pratica de rotina no sentido de checar diariamente os
equipamentos, reagentes, metodologias e os recursos
humanos. Os objetivos do CQ sdo varios, mas dentre
eles podemos destacar: obtencdo da precisdo e exati-
dao dos resultados, diminuicao das repeticoes e do erro
laboratorial e redugao dos custos operacionais. Para
tanto, é necessario que todo o pessoal (recepcionistas,
coletadores, digitadores, técnicos e outros) seja cons-
cientizado da importancia da adogédo de atitudes e pro-
cedimentos padronizados os quais devem estar docu-
mentados nos manuais e meios eletronicos pertencen-
tes a cada setor do laboratorio.

Filiar-se a um programa de controle de qualidade
idéneo, como é o caso do PNCQ (Programa Nacional
de Controle de Qualidade) sob a responsabilidade da
SBAC (Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas) é
indispensdvel para a aquisicdo da credibilidade moral
ndo sendo compreensivel que o laboratério esteja dele
desvinculado.
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Contagem de plaquetas: método manual
versus método automatizado

Platelets count: manual versus automated methods

Marcelo Carvalho Lasmar?; Jénathns B.G. Souto?; Médnica de F. Ribeiro Ferreira2; Luci Maria Sant’Ana Dusse3;
Lauro Mello Viana3; Geralda Fatima Guerra Lages® & Maria das Gragas Carvalho3

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo investigar a concorddncia entre o método manual (Rees Ecker)
e automatizado (Cell Dyn 3700 — Abbott), buscando obter subsidios para responder os numerosos questionamentos
levantados pelos profissionais acerca do método de escolha. Foi observada uma correlacdo positiva e significativa
(r=0.86; p<0.05) entre os métodos e auséncia de diferenca significativa entre ambos. O coeficiente de variacao
intra-ensaio do método manual foi maior, portanto, exige padronizacao rigorosa e enorme familiarizacdo com o
mesmo. Foi observada uma tendéncia ao aumento para os pardmetros VPM (volume plaquetdrio médio) e PDW
(amplitude de distribuicdo das plaquetas) nos pacientes que apresentaram plaquetopenia quando comparados aos
resultados daqueles que apresentaram numero de plaquetas dentro da faixa normal e daqueles com plaquetocitose.
Este achado vem ressaltar a possivel associacdo entre numero de plaquetas, volume plaquetério e certos estados
patolégicos. Portanto, a medida do VPM possui potencialidade para uso em trabalhos de pesquisa visando aplica-
coes clinicas. A presenca de um profissional capaz de reconhecer as possiveis interferéncias dos métodos automa-
tizados e manual e equacionar satisfatoriamente as situacdes “problema"” torna-se indispensével.

PALAVRAS-CHAVE - Plaquetas, método manual, método automatizado.

SUMMARY - The present work investigates the relationship between the manual (Rees-Ecker) and automated (Cell-
Dyn 3700 — Abbott) methods, in order to get support to answering a several questions raised by professionals about the
choice method. It was observed a positive and significant (r=0.86; p<0.05) correlation between those methods and no
significant difference between them. The variation of coefficient intraassay from the manual method was higher
compared to the automated one, thus, it demands a rigorous standardization and a big familiarization with the first
method. It was observed an increasing tendency for VPM (median platelet volume) and PDW (platelet distribution
width) parameters in patients who showed thrombocytopeny if compared to results from subjects with platelets count
within normal range and those with thrombocytosis. This finding comes highlight the possible association between
platelet count, platelet volume and specific pathologic states, in which platelet abnormalities seem to be a frequent
finding. Therefore, VPM and PDW measurements constitutes important parameters in the research field with potential
clinical application. An expert professional is required in order to detect possible interferences related between the
methods and to solve satisfactorily the spurious situations.

KEYWORDS - Platelets; manual method; automated method.
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INTRODUGCAO

om o crescente avanco tecnoldgico voltado aos labo-
C ratorios clinicos, novos métodos para avaliacdo dos
elementos figurados do sangue tém sido desenvolvidos.
Nao obstante, a implantacdao da moderna tecnologia ter
contribuido substancialmente para dinamizar a rotina
laboratorial, ndo significa obrigatoriamente, em casos
especificos, ganho de qualidade no resultado final da
andlise. Portanto, diante da realidade do uso constante
da automacéao nos laboratérios clinicos e do crescente
numero de amostras para serem analisadas, ha necessi-
dade premente de estudos criteriosos acerca da confia-
bilidade dos resultados e de profissionais dotados de
alto senso critico. Estudos comparativos entre diferentes
meétodos sao altamente desejaveis, principalmente, quan-
do possiveis interferéncias podem comprometer um dos
resultados, gerando interpretacdes erroneas pelo médi-
co e acarretando prejuizos ao paciente.

Um fator relevante na determinacao de parametros

plaquetdrios, tais como contagem do nimero de pla-
quetas, volume plaquetdrio médio (VPM) e amplitude
de distribuicdo de plaquetas (PDW), seria sua estreita
relacdo com o anticoagulante utilizado e o tempo de
processamento do material''. Além disso, outro fator
capaz de causar variagoes na determinagao de alguns
parametros plaquetdrios seria a observacao do princi-
pio utilizado pelo equipamento automatizado, seja atra-
vés de impedancia por abertura, dispersdo 6tica utili-
zando-se de laser ou outros'’.

O presente estudo foi motivado para responder ques-
tionamentos levantados por profissionais sobre o grau de
concordancia entre os métodos manual (Rees Ecker) e
automatizado (empregou-se o Cell-Dyn 3700 — Abbott)
para contagem de plaquetas, como também para descre-
ver situacoes potencialmente comprometedoras da acu-
rdcia do resultado fornecido pela automacao. Investigou-
se também neste trabalho a existéncia de correlacao entre
o numero de plaquetas, o volume destas (VPM) e o indi-
ce de anisocitose plaquetaria (PDW).

Recebido em 25/7/2003
Aprovado em 4/8/2003
"Bolsista de Iniciagao Cientifica/Depto. de Anal. Clin. e Toxic. da Fac. de Farm. da UFMG; Servigo de Pat. Clin. do Hosp. Israel Pinheiro, IPSEMG, Belo Horizonte, MG;
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RBAC, vol. 35(3): 113-116, 2003



MATERIAL E METODOS

Sessenta e cinco (65) amostras de sangue em EDTA
(5 ml) foram obtidas por puncéao venosa, utilizando o
sistema Vacutainer (sem trauma e com uso minimo de
torniquete, obedecendo a uma padronizacdo do pro-
cesso), de pacientes da rotina ambulatorial do Hospi-
tal Israel Pinheiro (IPSEMG), Belo Horizonte, MG.
Apos a realizacdo da contagem de plaquetas pelo con-
tador de células Cell-Dyn 3700 (Abbott), o qual funcio-
na baseado no principio fisico da impedancia, as amos-
tras foram classificadas em :

1. 18 amostras com numero de plaquetas abaixo de

150.000/mms3.

2. 25 amostras com numero normal de plaquetas:
faixa compreendida entre 150.000 a 400.000/mm?.

3. 22 amostras com numero de plaquetas acima de
400.000/mms3.

Logo ap6s a contagem automatizada, as amostras
de sangue foram submetidas a contagem manual pelo
método de Rees-Ecker, em cadmara de Neubauer, utili-
zando um microscopio 6tico Olympus (contagem feita
com a objetiva de 40x). Para a realizacdo deste método,
procedeu-se a diluicdo de 0,02 ml de cada amostra de
sangue, apo6s devida homogeneizagdo, em 2ml da so-
lugéo diluidora (3,8g de citrato de Sodio; 2ml de for-
mol a 40%; 0,05 g de azul de cresil brilhante e dgua
destilada g.s.p. 100ml). Para garantir a qualidade, a
solucdo diluidora foi filtrada antes do uso e, posterior-
mente, analisada para se detectar a possivel presenca
de precipitados, que podem ser facilmente confundi-
dos com as plaquetas. A diluicdo da amostra somente
deve-se processar em solucoes absolutamente isentas
de precipitados e/ou particulas. O coeficiente de varia-
cdo intra-ensaio foi calculado utilizando-se uma amos-
tra de sangue normal da seguinte forma:

1. Vinte diluicbes da mesma amostra, com conta-
gem normal (150.000 a 400.000/mm?), seguidas
da contagem do ntimero de plaquetas pelo mes-
mo analista (método manual).

2. Vinte contagens automatizadas em uma mesma
amostra, com contagem normal (150.000 a
400.000/mm?), na mesma hora e pelo mesmo ana-
lista (Cell Dyn 3700 — Abbott).

A diferenca entre os dois métodos, investigada atra-
vés do teste 't' de Student, e as médias para as trés faixas
estudadas, foram determinadas utilizando-se o software
Sigma Stat V1.0. O coeficiente de correlacao entre os
meétodos foi determinado pela correlacao de Pearson. P
foi considerado significativo quando inferior a 0,05.

RESULTADOS

O coeficiente de variacdo para os métodos manual e
automatizado foram 8,5% e 3,9%, respectivamente, su-
gerindo ser o método automatizado mais linear.

As maiores discrepancias entre os dois métodos ocor-
reram quando as plaquetas estavam em ntimero normal
ou em numero aumentado, o que equivale a dizer que a
concordancia entre os métodos foi maior quando havia
trombocitopenia. A Figura 1 mostra que a oscilacao da
contagem de plaquetas pelo método manual em torno
dos valores obtidos pelo método automatizado foi visi-
velmente menor quando o numero de plaquetas era in-
ferior a 150.000/mm?.

O coeficiente de correlagdo entre os dois métodos
foide 0,86, quando todas as amostras foram estudadas
simultaneamente e independente do nimero de pla-
quetas (Fig. 2). Diferenca significativa nao foi obser-
vada entre os dois métodos, para as trés faixas estuda-
das (Tabela I).

Quanto ao volume plaquetadrio médio (VPM) e a
amplitude de distribuicao das plaquetas (PDW) foram
observadas diferencas significativas entre :

a) VPM dos individuos que apresentaram plaque-
tocitose e VPM dos individuos com faixa normal
de plaquetas (P<0,02).

b) VPM dos individuos que apresentaram plaque-
tocitose e VPM dos individuos com plaquetopenia
(P<0,004).

c¢) PDW dos individuos que apresentaram plaque-
topenia e PDW dos individuos com faixa normal
de plaquetas (P<0,01).

d) PDW dos individuos que apresentaram plaque-
topenia e PDW dos individuos que apresenta-
ram plaquetocitose (P<0,001).

A Tabela I mostra os resultados médios para a con-

tagem de plaquetas (métodos manual e automatizado),
VPM e PDW.

TABELA |
Valores médios para a contagem de plaquetas
(métodos manual e automatizado), VPM (volume plaquetario
médio) e PDW (amplitude de distribuicdo das plaquetas)

N° plaquetas (/mm3) Manual (p) Automatizado (u) | VPM PDW
< 150.000 76,000 78,800 9.14 19.5
150.000 - 400.000 250,700 287,800 7.97 17.4
>400.000 492,400 545,600 7.13 16.9
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FIG.1 - Distribuicdo grafica das contagens de plaquetas pelos métodos
automatizado e manual.
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DISCUSSAO

A comparacao entre os dois métodos permite dizer
que a diferenca de resultados entre ambos é menor quando
hé trombocitopenia, o que permite inferir que uma pla-
quetopenia inicialmente determinada pela automacao ge-
ralmente é confirmada pelo método manual sem grandes
discrepancias de resultados. Cumpre ressaltar que as pla-
quetopenias persistentes tém que ser minuciosamente in-
vestigadas, considerando a possibilidade de doenca gra-
ve. Assim o analista clinico devera analisar, de forma cri-
tica, as possiveis interferéncias nos resultados fornecidos
pelos aparelhos automaticos, principalmente em situa-
coes de trombocitopenia. Presenca de plaquetas gigan-
tes, agregacao plaquetdria e/ou satelitismo plaquetario
(freqiientemente induzido por EDTA) e codgulos de fibri-
na indetectaveis, resultam em uma falsa plaquetopenia.
Ao contrério, a presenca de particulas no liquido dilui-
dor, degranulacdes de leucocitos (especialmente eosind-
filos), fragmentacoes de eritrocitos e de blastos, microci-
tose acentuada e bactérias, sdo alguns exemplos de in-
terferéncias no método automatizado favorecendo uma
falsa plaquetocitose e determinacgao esptria do VPM 4815,

As determinacoes sao realizadas em amostra de san-
gue diluida em meio condutor de eletricidade, utili-
zando-se o principio da impedancia elétrica. Dois ele-
trodos, mergulhados na solucao condutora, determinam
uma corrente elétrica. O nimero e o tamanho das célu-
las sdo medidos de acordo com as alteracoes produzi-
das na conducéao de eletricidade entre os dois eletro-
dos: positivo (d&nodo) e negativo (catodo), quando uma
célula passa através de um pequeno orificio interrom-
pendo a corrente elétrica. Esta interrupcéo gera um
pulso, assim, o numero de pulsos corresponde ao nu-
mero de células e a magnitude do pulso corresponde
ao volume da célula. No entanto, a forma da célula
pode causar uma “sombra"” no campo elétrico do orifi-
cio. Acredita-se que o volume desta “sombra” interfira
no tamanho celular. A microscopia eletronica de pla-
quetas, expostas ao EDTA, mostra que a mudanca de
forma de discéide para esférica é acompanhada pela
formacao de pseudoépodes que pode criar um aumento
na “sombra elétrica” e um falso aumento no VPM'",

Uma vez que interferéncias na contagem de plaque-
tas e na determinacéo de seu volume podem ocorrer, ha
necessidade de familiarizacdo com um método alterna-
tivo altamente otimizado que possa confirmar achados
fora dos parametros da normalidade e em situagdes po-
tencialmente favorecedora de falsos resultados.

E corrente o uso de “flags"” que sinalizam para o ana-
lista a presenca de parametros fora da normalidade, exi-
gindo um exame minucioso do filme sanguineo®. Desta
forma, “flags” denunciando situacoes de plaquetocitose
ou plaquetopenia exigem uma observacao rigorosa da
lamina, cuja andlise do filme fornecera uma impressao
sobre o numero de plaquetas. A aparente ou evidente
plaquetopenia/plaquetocitose demandard uma contagem
de plaquetas por método alternativo confidvel, ou solici-
tacdo de outra amostra, conforme o caso. A andalise dos
filmes sanguineos dos pacientes integrantes deste traba-
lho mostrou que a condicdo de trombocitopenia esta as-
sociada geralmente ao encontro de um valor médio infe-
rior a 5 plaquetas por campo, enquanto na trombocitose
este valor médio supera 30.

Um outro fator importante a acrescentar, visando uma
melhor interpretacao dos resultados, consiste em res-
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saltar o efeito da metodologia utilizada sobre os valo-
res de VPM. Assim cabe ressaltar que amostras colhi-
das com EDTA apresentam VPM diferentes em funcao
do principio utilizado pelo equipamento de contagem
eletronica'’. De acordo com O'Malley et al.(1996), um
aumento da ordem de 17% no VPM, medido através da
tecnologia Coulter (impedéancia por abertura), foi ob-
servado apos 39 horas de exposicao ao EDTA. Contra-
riamente, uma diminuicao de 22 % foi observada quan-
do a mesma amostra foi analisada pelo aparelho Tech-
nicon (disperséao 6tica a laser). Ainda segundo o mes-
mo autor, acreditava—se que a exposicao ao EDTA seria
capaz de alterar a permeabilidade da membrana pla-
quetdria, resultando em progressivo entumescimento
da plaqueta e concomitante reducao na densidade ao
longo do tempo, o que poderia explicar a diferencga nos
valores de VPM entre as duas metodologias. A luz deste
conhecimento, ou seja, da interferéncia do principio
da metodologia empregada na determinacao de certos
parametros plaquetdrios, torna-se essencial determi-
nar os valores de normalidade para cada tipo de apa-
relho a fim de que os resultados possam ser adequada-
mente interpretados. Estas diferencas observadas para
o volume plaquetario empregando—-se dois métodos
automatizados distintos parecem ser mais acentuadas
durante as primeiras duas horas de exposi¢ao ao EDTA,
embora o processo continue além de 24 horas.

Um levantamento da literatura relata uma possivel
associacao entre altos valores de VPM com uma série
de doencas, tais como infarto agudo do miocardio®®,
AVCH? pré-eclampsia®*® e Diabetes mellitus>”'*'*. Acre-
ditava-se que o VPM elevado contribua para uma acen-
tuada funcao plaquetdria em doencas cardiovascula-
res. Desta forma, pode-se pensar que o uso de certas
drogas podem trazer beneficios, reduzindo o risco de
aterotromboses. Portanto, o encontro de plaquetas gi-
gantes em grande quantidade traduzido por um VPM
elevado, pode sinalizar para risco de aterotrombose,
sendo desejavel que este risco seja minimizado tera-
peuticamente?.

Diante dos dados apresentados pelo estudo, pode-
mos observar uma correlacdao positiva e significativa
(r=0,86 ; p<0,05) entre os métodos e auséncia de dife-
renca significativa entre ambos. O coeficiente de varia-
cdo intra-ensaio do método manual foi maior, portanto,
exige padronizacao rigorosa e enorme familiarizacao com
o mesmo. Observou-se também uma tendéncia de au-
mento para os pardmetros VPM e PDW nos pacientes
que apresentaram plaquetopenia quando comparados
aos resultados dos pacientes que apresentaram nimero
de plaquetas dentro da faixa normal e aqueles com
plaquetocitose. Cumpre ressaltar que a discussao reali-
zada sobre as alteracoes de alguns parametros plaqueta-
rios, especialmente o VPM, pretende suscitar no leitor a
atencdo necesséaria para o estabelecimento de possiveis
interrelacdes entre tais alteracdes plaquetarias e certos
estados patolégicos, contribuindo ndo apenas para o
diagnostico precoce dos mesmos, para a adocao de me-
didas profilaticas e/ou terapéuticas cabiveis. A presenca
de um profissional capaz de reconhecer as possiveis
interferéncias do método automatizado e equacionar
satisfatoriamente as situagdes "problema” é de funda-
mental importdncia para garantir a qualidade do pro-
cesso como um todo, incluindo as fases pré-analitica,
analitica e pds-analitica, com reflexos altamente positi-
vos para a clinica médica.
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Papilomavirus humano e lesoes intra-epiteliais
cervicais: estudo colpocitologico retrospectivo

Human Papillomavirus and cervical intraepithelial lesions: retrospective cytologic study

Heliana de Araujo Silva'; Luiz Mario da Silva Silveira'; Vanda Maria Furtado Pinheiro®;
Ana Paula Sanches Mendes®; Wanessa Rocha Ribeiro* & Marcirio Ferreira de Souza Junior*

- ™
RESUMO - Estudos epidemiolégicos tém apontado o papel do papilomavirus humano (HPV) no aparecimento de
lesdes cervicais em mulheres do mundo todo. Neste trabalho foram investigadas mulheres com lesdes cervicais e
sua relacdo com o HPV, usando dados citoldgicos. Durante o estudo, foram examinadas 8.020 mulheres atendidas
no Laboratoério Central de Satide Publica do Maranhdo (LACEN-MA), em 2002. Foram encontrados 256 pacientes
(3,2%) com laudos de alteragdes citoldgicas, onde 39 (0,5%) estavam relacionadas as atipias de significado indeter-
minado em células escamosas (ASCUS), 116 (1,4%) LSIL, 96 (1,2%) HSIL e quatro casos (0,05%) de carcinoma
invasor. De todos os casos com alteracgdes citoldgicas, 8,6% estavam relacionados a infeccdo por HPV. Diferentes
aspectos morfolégicos de HPV na citologia foram avaliados e verificou-se prevaléncia maior nos critérios néo-
classicos. Verificou-se que o HPV foi mais freqlientemente detectado em lesoes de baixo grau e em mulheres jovens.

PALAVRAS-CHAVE - Papilomavirus humano, lesdo cervical, citopatologia.
AN /

~ N
SUMMARY - Several epidemiologic studies point to the role of human papillomavirus (HPV) in the development of
cervical lesions in women around the world. The starting point of this work was to search women with cervical lesions
and correlate them with HPV infection using cytologic data with 8,020 patients who were attended at the Public
Health Central Laboratory of Maranhédo (LACEN-MA) in 2002 wich abnormal cytology were found in 256 patients
(3.2%) whose 39 women screened (0.5%) have atypical squamous cells of undetermined significance (ASCUS), 116
(1.4%) LSIL, 96 (1.2%) HSIL and 4 cases (0.05%) with squamous cells carcinoma. From overall cases of cervical
lesions, 8.6% were related to HPV infection. Different HPV-positive features observed in the cervical lesions were
recorded and non-classical criteria were prevalent. It was observed that occurs HPV in low-grade lesion and in

younger women.

KEYWORDS — Human papillomavirus, cervical lesion, cytopathology.
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INTRODUCAO

esde sua idealizacdo e implantacdo na rotina, o
D exame colpocitolégico adquiriu papel de destaque
na prevencao do cancer ginecologico. Considerado res-
ponsavel pela reducéo de casos fatais, devido ao aces-
so facilitado e boa sensibilidade, possibilita um diag-
noéstico precoce, condigdo essencial para o sucesso te-
rapéutico.

Em contrapartida, ainda permanecem presentes de
forma marcante os fatores predisponentes do cancer no
cotidiano da populacao, traduzindo-se pela crescente
disseminacdo do papilomavirus humano, principal
agente relacionado a lesoes cervicais malignas.

O reconhecimento clinico da verruga do trato geni-
tal data do século I d.C., relatado por escritores gregos
e romanos’.

Entretanto, foi no século XX, em 1977, que Meisels e
Purolla relacionaram imagens citolégicas de lesdes condi-
lomatosas ao virus do papiloma humano. Estabeleceram a
inter-relagdo entre esfregacos citologicos e bidpsias de pa-
cientes com o virus, mostrando, inclusive, uma relacédo entre
as verrugas genitais e lesoes pré-cancerosas>.

Nos EUA e no Reino Unido, o condiloma acuminado
figura como a doenga viral sexualmente transmitida de
maior freqiiéncia. A prevaléncia varia bastante (0,24 a
13%) conforme a distribuicdo etéria e o risco de doenca
sexualmente transmissivel da populacgao estudada’.

Estima-se que 10 a 20% das mulheres sao infecta-
das de forma latente pelo HPV. Em mulheres gravidas
pesquisadas por PCR (reacdo de cadeia polimerase)
detectou-se o virus em metade delas’.

A incidéncia de HPV na populacdo em geral é de 1
a 8%. Acredita-se que num periodo de 10 anos metade
das mulheres com vida sexual ativa adquirem, ao me-
nos, uma infecgao por papilomavirus humano®,.

A infeccdo por HPV é mais freqliente em jovens,
estando o pico na faixa entre 20 e 24 anos®. Entretan-
to, outros estudos realizados com mulheres acima de
50 anos com alteragoes citopaticas de infeccao por HPV
mostraram padroes citolégicos similares aos de outras
faixas etdrias, e quando submetidas a bioépsia e hibri-
dizacdo in situ demonstraram numeros semelhantes a
faixas etarias mais baixas®.

A investigacdo de infecgdo genital pelo virus do pa-
piloma humano é feita rotineiramente pela triade com-

Recebido em 10/7/2003
Aprovado em 30/7/2003
*Prémio CFF, XXX CBAC, 2003, Rio de Janeiro, RJ
* Trabalho realizado no Laboratério Central de Sade Publica do Maranhéo (LACEN-MA).
'Professores do Departamento de Farmécia da Universidade Federal do Maranh&o (UFMA) e Citologistas do LACEN-MA,; 2Citologista do LACEN-MA;
SFarmacéutica-Bioquimica; *“Académicos do Curso de Farméacia da UFMA.

RBAC, vol. 35(3): 117-121, 2003



posta pela colpocitologia, colposcopia e histopatologia.
Em verdade, a extensa maioria da populacao brasileira
dispoe apenas do exame citologico como método acessi-
vel para identificacao tanto de infeccao por HPV quanto
de lesbes pré-malignas e malignas da cérvice.

Atualmente, métodos utilizando biologia molecular
estao sendo empregados na deteccao do HPV, possibi-
litando inclusive a tipagem e quantificacdo viral. Sao
os métodos de hibridizacado e a PCR.

O exame colpocitoldgico envolve agoes simplifica-
das e nado requer equipamentos, materiais ou técnicas
sofisticadas, condi¢des que fazem deste método o mais
vidvel do ponto de vista de saude publica?.

A coilocitose, a disceratose e algumas anomalias
nucleares caracterizam o diagnéstico citolégico de in-
feccao por HPV. Em 1956, Koss e Durfee denominaram
de atipia coilocitética células grandes com citoplasma
claro e transparente, circundando um nucleo pequeno,
irregular e hipercromético''.

Células disceratoticas ndo sao especificas de lesoes
por HPV. Sao também freqiientes em leucoplasias e dis-
plasias. Dessa forma, parece precipitado um diagnosti-
co de papilomavirus humano baseado apenas na pre-
senca dessas alteracoes. E necessdria a observacao de
um conjunto de parametros citologicos®. Esfregacos de
pacientes com infeccdo por HPV demonstram os dois
tipos celulares mais comuns: coilécitos e células disce-
ratoticas. Apresentam-se limpos com pouco ou nenhum
infiltrado inflamatodrio, onde predominam as células dis-
ceratéticas e poucos coilécitos ou vice-versa'®.

Os critérios nao-classicos de infeccao por HPV séao
a coilocitose leve, disceratose leve, hiperceratose, hi-
percromasia nuclear, binucleacéao, halos perinucleares,
citoplasma claro, citomegalia, granulos de cerato-hia-
lino e células alongadas.

A binucleacdo, multinucleacédo, nicleo aumentado
com padrao de cromatina fina e nucléolo ausente ou
diminuido sdo alteragdes também vistas em esfregacos
de pacientes infectadas pelo HPV®,

Erros podem ocorrer no que se refere ao laudo citolo-
gico. Além das limitagées do método, uma coleta inade-
quada, a ma fixacdo do esfregaco, o erro de leitura por
citopatologista ou citotécnico inexperiente, ou condicoes
desfavordveis da paciente (infeccdo, traumatismo, uso de
DIU, etc) podem levar a uma conclusdo equivocada®.

MATERIAL E METODOS

A populacao estudada foi composta por pacientes
submetidas a colpocitologia oncética, realizada no La-
boratdrio Central de Satide Publica do Maranhéo - Ins-
tituto Oswaldo Cruz — Setor de Citopatologia (LACEN-
MA), no periodo de janeiro a dezembro de 2002. Utili-
zaram-se os arquivos de entrevistas, laudos e laminas
para selecionar as amostras que seriam analisadas.

Selecdo das amostras

Fez-se a triagem dos casos através do exame de to-
dos os laudos, sendo selecionados aqueles cujo diag-
noéstico citolégico apresentavam lesdes pré-malignas,
lesdes malignas, alteracbdes citopaticas caracteristicas
ou sugestivas de infeccdo por HPV, com algum critério
celular classico ou nao-classico da referida virose. Ex-
cluiram-se os casos descritos como esfregacos normais,
inflamatorios e os insatisfatérios.

118

Registro dos dados

Anotaram-se os dados existentes nos laudos e nas
entrevistas realizadas quando da colheita do material
cérvico-vaginal, a saber: a faixa etaria, o inicio da ati-
vidade sexual, a realizacao de exame anterior, a pro-
fissdo, a procedéncia (logradouro), os agentes micro-
biolégicos detectados, a presenca ou ndo de células en-
docervicais e/ou metaplésicas e a conclusao existente
no diagnostico citoldgico.

Organizacéao dos dados

Agruparam-se os dados para serem avaliados de
acordo com a classe a que pertenciam:

a) deacordo com a faixa etéria: a primeira faixa com-
preendeu aquelas com idade até 20 anos, seguida de
intervalos de 10 anos e finalizando com uma faixa com-
postas por pacientes com idade superior a 60 anos;

b) deacordo com o inicio da atividade sexual: a par-
tir do primeiro grupo formado por pacientes com idade
maxima de 15 anos, seguiu-se intervalo de cinco anos
até atingir as maiores de 30 anos;

¢) quanto a realizagdo de exame anterior;

d) quanto a presenca no esfregaco de células endo-
cervicais e/ou metapldsicas;

e) conforme o diagnostico colpocitolégico (Bethes-
da, 2001);

f) quanto a microflora cérvico-vaginal;

g) quanto a profissao;

h) quanto a procedéncia (logradouro) e

i) quanto a associacdo entre o HPV e lesbes intra-
epiteliais cervicais ou carcinoma invasor

Anélise dos critérios morfolégicos do HPV

Efetuou-se a revisdo das laminas das pacientes se-
lecionadas para a quantificacdo das alteracoes morfo-
légicas relacionadas ao HPV quanto os critérios classi-
cos e nao-classicos. O referido material encontrava-se
corado por Papanicolaou e montada com Entellan”®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 256 fichas analisadas de pacientes atendidas no
LACEN-MA em 2002, conforme ilustrado na Tabela I,
verificou-se que 142 (55,5%) estavam na faixa etdria de
31-50 anos, faixa onde frequientemente se observam al-
teracoes citologicas cervicais®.

Tem-se referido que existe uma nitida associacao das
lesbes cervicais com a idade do inicio da atividade se-
xual e o nimero de parceiros. Todos os fatores permitem
caracterizar a lesao cervical como uma doenga sexual-
mente transmissivel associada ao HPV. A idéia apoiada
por Rawls e colaboradores é de que o primeiro coito em
idade precoce poderia significar um epitélio cervical
puberal mais suscetivel a agressdao oncogénica®.

Tem-se considerado precoce o inicio de atividade
sexual antes de 16 anos e tardio, quando este acontece
apods os 26 anos.

Adotando-se este critério, foi obtido neste trabalho
o indice de 30% para precocidade sexual, sendo que
um pico foi observado entre os 16 e 20 anos de idade
(52,3%). E importante lembrar a peculiaridade da po-
pulacao estudada, composta apenas por pacientes que
demonstraram nos esfregacos cérvico-vaginais altera-
coes indicativas de atipias celulares (Tabela II).
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TABELA | TABELA Il TABELA Il
Pacientes selecionadas de acordo Inicio da atividade sexual, por Realizacdo do exame colpocitoldgico anterior,
com a faixa etaria (LACEN-MA, 2002) grupos etarios (LACEN-MA, 2002) por faixa etéria (LACEN-MA, 2002)
Faixa n? Faixa n? Faixa Sim Nao Nao informaram
etaria pacientes E etaria pacientes i etaria n? % n? % n? %
<20 10 3,9 15 77 30,1 <20 2 08 4 16 3 12
21-30 45 17,6 16-20 134 | 523 21-30 12 47 | 20 78 12 47
31-40 7% 29,3 2105 20 78 31-40 25 98 | 34 13,3 15 59
41-50 67 26,2 26-30 3 12 41-50 25 9,8 25 9,8 16 6,3
51-60 33 12,9 51-60 7 27 | 13 5,1 12 47
261 19 |74 >30 0 00 261 s [ 16| 14 | 55 5 20
S/informagao 7 2,7 Slinformagéao 22 8,6 Sem informagao | 1 04 1 04 6 23
Total 256 100 Total 256 100 Total 76 297 | 111 43,4 69 27,0
Outro aspecto observado foi a realizacao de exame 40 -
colpocitoldgico anterior (Tabela I1I). Das 256 pacientes % 349
estudadas, 111 (43,4%) nunca haviam sido submetidas
a uma citologia oncética. Entre elas, 28 (10,9%) apre- 30 - O Lactobacilos
sentavam idade superior a 50 anos. Entre as pacientes B Cocos
infectadas pelo HPV, 21,7% estavam submetendo-se ao O Bacilos
exame citolégico pela primeira vez, entre as pacientes o0 184 18.0 [ Candida sp.
com SIL este indice foi de 40,2%. 15.7 W T, vaginalis
A incidéncia de cancer do colo uterino esti na de- OG. vaginalis
pendéncia direta da existéncia ou ndo de acdes prima- 10 4 B Chlamydia sp.
rias atuando no controle dos fatores de risco, e a detec- 54 57
cao precoce de lesdes precursoras, através do exame 1.9
citoldgico, realizado periodicamente por todas as mu-

lheres expostas ao risco®.

O baixo nivel s6cio-econémico e doencgas sexual-
mente transmissiveis também sdo arrolados como fato-
res de risco importante na etiologia do cancer cervical
uterino®,

Entre as pacientes analisadas, a grande maioria exer-
ce funcao considerada de baixa remuneracdao. As em-
pregadas domésticas corresponderam a 23,8%, outras
15,2% eram lavradoras e 30% desenvolviam atividades
apenas no lar, sem remuneracdo. Outras profissoes esti-
veram representadas com menor freqliéncia como: cos-
tureira, zeladora, lavadeira e cozinheira. Boa parte des-
sas pacientes é oriunda de municipios do interior do
Estado somando 224 (87,5%), enquanto apenas 32
(12,5%) foram atendidas nos postos de satide da capital.

Quanto a presenca de agentes microbiologicos qua-
se todas mostraram, pelo menos, um tipo de infeccao
(Fig. 1). Os cocos estiveram presentes em maior quanti-
dade infectando 91 mulheres (34,9%). Observou-se que
46,0% dos esfregacos examinados com presenca de co-
cos encontravam-se associados a presenca de bacilos.

Naquelas infectadas pelo HPV, a co-infeccao mais
freqliente foi a causada por cocos (27,3%), embora es-
tudos apontem a Gardnerella vaginalis como agente
mais comumente associado ao virus do papiloma hu-
mano™'’. Neste trabalho, a prevaléncia deste agente
foi concordante com estes trabalhos, encontrando-se
porcentagem de 18,0%.

Trichomonas vaginalis, apontado como agente de
grande agressividade tissular, foi encontrado em apenas
5,7% dos casos. Estes dados concordam com os encontra-
dos na literatura, visto que este agente vem sistematica-
mente diminuindo a sua incidéncia ao longo dos anos’.

A adequacao da amostra constitui ponto essencial
para um diagndstico seguro. Varios aspectos estdo en-
volvidos no que se refere a um esfregaco satisfatorio
para avaliacdo, cuja descricdo é detalhada de forma
propria e objetiva na classificacdo de Bethesda. Além
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FIG.1 - Distribuicao dos agentes microbiolégicos encontrados, em porcenta-
gem. (LACEN-MA, 2002)

14,4% 4,6% M Endocervicais

[ Metaplasicas

33,0% [J Ambas

48,0%

[J Nenhuma

FIG.2 - Presenca de células endocervicais e/ou metaplasicas nos esfregagos
analisados. (LACEN-MA, 2002)

da identificacdo apropriada das laminas e informacoes
clinicas relevantes, a composicao celular do esfregaco
¢é considerada primordial na avaliagdo de sua repre-
sentatividade.

O fato é que na juncdo escamo-colunar origina-se a
maioria das lesdes precursoras do cancer de colo. A
presenca de um componente escamoso e endocervical
garantem uma amostra adequada dessa regidao, aumen-
tando a probabilidade da deteccao de anormalidades
cervicais®'. Ainda, existem observacéoes que indicam que
espécime sem tais componentes também permite a iden-
tificagao de atipias celulares™

O sistema Bethesda estabelece, como um compo-
nente endocervical/zona de transformacao adequado,
um minimo de dois grupos celulares glandulares en-
docervicais e/ou metaplésicas bem preservadas, sendo
cada grupo composto por, pelo menos, 5 células, ndo
se aplicando a esfregacos marcadamente atréficos, onde
células metaplasicas e endocervicais nem sempre po-
dem ser distintas de células parabasais'?.

Entre as pacientes selecionadas para este estudo, 37
(14,4%) ndo apresentaram células endocervicais nem
metapldsicas e 85,6% mostraram células endocervicais,
metaplésicas ou ambas. Das 135 mulheres que tiveram
laudo de neoplasia intra-epitelial cervical 17 (12,6%) ndo
exibiam esses tipos celulares (Fig. 2).



TABELA IV TABELA V
Distribuicdo dos casos de acordo com o laudo Relacéo entre HPV e lesbes
citolégico e faixa etaria intra-epiteliais cervicais,
(LACEN-MA, 2002) por faixa etaria (LACEN-MA, 2002)
Faixa ASCUS LSIL HSIL c*l‘;f,g‘;’:r‘a F{alix.a LSIL HSIL
etéria 0 % 0 % % 5 % etaria a % = %
<20 0 0,0 10 39 0 0,0 0 0,0 <20 2 0,9 0 0,0
21-30 4 16 29 13 11 43 0 0,0 2130 | 7 | 33 1 | o5
31-40 14 55 4 1,6 24 9,4 1 0,4 3140 5 24 9 09
41-50 16 6,3 43 16,8 35 13,7 2 0,8
41-50 6 2,8 1 0,5
51-60 5 2,0 14 55 16 6,3 1 0,4
61 0 00 10 39 6 23 0 00 5160 | 0 |00 | 0 |00
S/ inform. 0 00 6 23 4 16 0 0,0 261 0 ] 00 0 | 00
Total 39 15,2 116 45,3 96 37,5 4 1,6 Total 20 9,4 4 1,9
O universo ao qual pertencem as 256 pacientes es- TABELA VI

colhidas para este estudo é de 8.020 fichas analisadas,
chegando-se ao percentual de incidéncia tanto das le-
soes intra-epiteliais cervicais e carcinoma invasor, quan-
to da infecgdo por papilomavirus humano. Atipias em
células escamosas de significado indeterminado e le-
soes de baixo e alto grau tiveram indice de 0,5%, 1,4%
e 1,2%, respectivamente. Quatro casos de carcinoma
invasor foram encontrados (0,05%) e o percentual de
infeccéao por HPV foi de 0,3%.

O numero total de casos alterados diagnosticados deve
corresponder a 4 a 6% do total de casos avaliados'?. En-
tretanto, dados recentes revelaram taxas de resultados
alterados na ordem de 4,80%¢, 3,14%?* e 4,75%°. O quan-
titativo de casos alterados diagnosticados e relatados
neste trabalho (3,15%) encontram-se dentro da faixa do
padrao internacional.

Das 96 pacientes com lesao de alto grau, 59 encon-
travam-se na faixa etaria de 31-50 anos, e dois dos
quatro casos de cancer invasivo estdo na faixa de 51 a
60 anos (Tabela IV).

O total de casos de HPV observados neste trabalho
foi de 24, sendo que a relacao com as lesoes intra-epi-
teliais cervicais de baixo e alto grau correspondeu a
9,4 e 1,9%, respectivamente. E facil notar, neste caso, o
decréscimo na deteccdo do HPV com o aumento do grau
da lesdo cervical (Tabela V).

Caracteristicas de infeccdo por papilomavirus hu-
mano coexistem nas lesoes de alto grau, embora a coi-
locitose seja encontrada com menos freqiiéncia nesta
circunstancia. A coilocitose representa multiplicacdo
virética e lesdes contagiosas, porém menos graves, ao
passo que nas mais severas a coilocitose nao esta pre-
sente; nesses casos, o genoma viral estaria integrado a
célula. Assim, perde-se o poder infectante, ganhando-
se o poder oncogénico''.

Durante o screening do material em estudo, foram
registrados as alteracoes relacionadas ao HPV presen-
tes em cada esfregaco, como as alteragdes classicas, a
coilocitose e a disceratose, e as nao-classicas, como
esboco de coilocitose, hiperceratose, paraceratose, bi-
nucleacao, multinucleagéo, células com aspecto de ra-
chaduras citoplasméticas (amarfanhados celulares),
presenca de granulos de cerato-hialino, cariomegalia,
citomegalia e escamas, além de atipias nucleares.

Entre as mulheres infectadas pelo HPV, as altera-
¢Oes mais encontradas foram a hiperceratose (91,7%),
a disceratose (79,2%), a cariomegalia (83,3%) e a cito-
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Frequéncia de alteragfes celulares
relacionadas ao HPV (LACEN-MA, 2002)

Alteragoes n? % de
celulares pacientes ocorréncia
Coilocitose 11 45,8
Disceratose 19 79,2
Esboco de coilocitose 16 66,7
Hiperceratose 22 91,7
Paraceratose 7 29,2
Binucleacao 14 58,3
Citomegalia 17 70,8
Cariomegalia 20 83,3
Amarfanhados 18 75,0
Escamas 20 83,3

megalia (70,8%). Os coildcitos caracteristicos estiveram
presentes em 45,8% dos casos, e os esbocos (coilocito-
se leve) em 66,7% (Tabela VI).

Na literatura foi relatado que 60% das infecc¢des cer-
vicais e vaginais por HPV demonstram coilécitos tipi-
cos, 20% de casos adicionais revelam coildcitos se ras-
treados cuidadosamente, e cerca de 20% ndao sao de-
tectados por método citologico®.

As mudancas citoplasmaticas sofridas pelas células
até a formacdao do coilocito derivam provavelmente do
processo de producgédo virética, iniciando-se com o apa-
recimento de formacoes semelhantes a microvacuolos,
cuja fusdo determina o aparecimento de uma zona cla-
ra que se alarga gradual e centrifugamente até a for-
macao de um grande halo perinuclear®.

Um estudo similar realizado por Moura com 80 pa-
cientes cujos laudos mostraram alteracdes compativeis
com HPV apresentou freqiiéncia concordante em mui-
tos critérios apresentados neste trabalho, com a dife-
renca que a frequiéncia de coilocitose encontrada por
esse autor foi mais significativa (95,0%). Nota-se uma
acentuada discordancia quanto ao percentual de coil6-
citos cléssicos, além da auséncia de citacdo da coiloci-
tose leve como critério citolégico na detecgao de HPV
na referida pesquisa.

Assim, se for levado em consideracao os achados de
coilocitose e aquelas alteracoes bastante sugestivas de
sua presenca (esboco de coilocitose), este indice sobe
para a quase totalidade dos casos examinados.

Outros estudos relatam as alteracoes citoldgicas re-
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lacionadas ao HPV, chegando a um certo nivel de dis-
cordancia entre a presenca e a freqiiéncia dos varios
critérios de identificacdo do virus.

Tem-se verificado que mais de 99% de todos os cance-
res cervicais contém alto risco para HPV*, Estudos pros-
pectivos e de seguimento tém mostrado que mulheres com
lesdes cervicais apresentam elevada incidéncia de HPV,
variando, porém as taxas de acordo com o método de de-
teccao do virus®'%, Palaoro e colaboradores'®, em pesqui-
sa realizada com 129 mulheres com diagnoéstico prévio de
infeccdo por HPV através de método biomolecular, chega-
ram a um indice de 48,8% de casos mostrando coilocitos.

O diagnostico citoloégico de condiloma virético nao
pode ser baseado apenas no encontro de células coilo-
citoticas. Outros tipos sdo mais freqiientemente obser-
vados, especialmente células displasicas mono ou bi-
nucleadas, com esboco de coilocitose com marcante hi-
percromasia nuclear, presente em 66,2% dos casos®.

Chuaqui e Verni’ em andlise de sinais nao-classi-
cos de infeccao por HPV em 81 mulheres com condilo-
ma confirmado em bidpsia, observou 78% de casos con-
tendo halos perinucleares, 77% com citoplasma claro e
74% apresentando coilocitose leve. Verificaram ainda
que 89% exibiram, pelo menos, quatro dos critérios nao-
classicos de infeccéo.

CONCLUSAO

A andlise dos aspectos observados na populacao
estudada permitiu a discussao dos varios fatores rela-
cionados a infeccao pelo virus do papiloma humano e
sua associacao a lesées cérvico-vaginais, dentre os quais
destacam-se alguns de maior importéncia, a saber:

» a maioria das pacientes mostrou um perfil conside-
rado de risco para a infeccao pelo virus e o desen-
volvimento de lesoes intra-epiteliais cervicais. Apre-
sentaram inicio de atividade sexual precoce, grande
frequiéncia de infeccdo por agentes microbiologicos,
baixo nivel sécio-econdmico, além do grande ntime-
ro de mulheres submetendo-se ao exame citoldgico
pela primeira vez apos os 40 anos de idade;

« a freqliéncia das lesdes intra-epiteliais cervicais e

a deteccao do HPV decresceram com o aumento da
severidade da lesao cervical. Dos 212 casos de SIL
(Tab.IV), 24 estavam associados ao HPV, sendo que
a maioria estava caracterizada como LSIL;

quanto as alteragoes relacionadas ao HPV, as de maior
freqiiéncia foram as consideradas néao-cléssicas,
merecendo destaque a hiperceratose, a cariomegalia,
os amarfanhados celulares e a presenca de escamas.
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Analise de amostras preservadas para controle
de qualidade em hematologia em laboratorios
de analises clinicas de Curitiba
e Regiao Metropolitana, PR

Preserved samples analysis for hematology quality control in
clinical laboratories from Curitiba and Metropolitan area, PR, Brazil

Aline Borsato Hauser'; Caroline Luise Prochaska?®; Aguinaldo José do Nascimento® & Maria Suely Soares Leonart*

RESUMO - Para a obtencao de valores hematoldgicos confidveis, € imprescindivel o emprego de amostras controle estaveis,
como parte de programas de Controle de Qualidade. Esse projeto teve como objetivo analisar a estabilidade de amostras
preservadas em hematimetria. Preparou-se amostras estadveis para o eritrograma e plaquetas, a partir de unidades de
sangue venoso de 3 doadores, coletadas no Banco de Sangue do Hospital de Clinicas da UFPR. Isolou-se eritrécitos e
plaquetas, ressuspendendo-se em meio CE, apds fixacdo parcial com glutaraldeido (Leonart et al., RBAC 21:111,1989;
Emendorfer et al.,, RBAC 32:192, 2000) para amostras controle altas, médias e baixas. Distribuiu-se aliquotas aos laboratorios
participantes, que determinaram os valores do eritrograma e plaquetas semanalmente, empregando os equipamentos T890
e STKS (Coulter), Cell Dyn 1400, 1700 e 3500 (Abbott) ou Sysmex (Roche). Comprovou-se a estabilidade das amostras
durante a preservacao pelo coeficiente de determinacéo (r?) préoximo de zero, cujos valores foram comparados nas amostras-
controle altas, médias e baixas como medida de tendéncia central e de dispersdo. A comparagao dos valores médios de r* para
as medidas hematimétricas em funcdo do tempo mostrou que ndo hé diferenca estatisticamente significativa entre as
amostras controle (p>0,05). As amostras controle médias mostraram menor dispersao em torno da média que as amostras-
controle altas e baixas para eritrocitos, hemoglobina e VG (p<0,05). A partir dos resultados obtidos pode-se sugerir que a
amostra-controle média resulta em menor variabilidade dos dados durante o armazenamento, e que as amostras analisadas
apresentaram estabilidade adequada para uso em controle da qualidade em hematologia.

PALAVRAS-CHAVE - Controle da qualidade em hematologia, preservacao de eritrécitos e preservacgdo de plaquetas.

SUMMARY - In order to obtain reliable values in hematology it is necessary the employment of stable control samples as part of
Quality Control Programs. The aim of this work was to analyze the samples stability for the red cells values and platelet. Stable
samples were prepared from three healthy donors’ venous blood. The blood samples were collected in the Blood Bank of UFPr's
Clinical Hospital. The isolated red blood cells and platelets were partially fixed with glutaraldehyde and ressuspended in CE
solution (Leonart et al. RBAC 21:111,1989; Emendérfer et al. RBAC 32:192, 2000) for high, medium and low control samples.
Aliquots were distributed weekly to the participant laboratories wich determinates the red cell values and platelets, using
automated equipments T890 and STKS (Coulter); Cell Dyn 1400, 1700 and 3500 (Abbott) or Sysmex (Roche). Samples stability
as a function of time were observed during the preservation by the coefficient determination (r?) close to zero being analyzed
for average and variance values and compared for the high, medium and low control samples. The comparison for ¥ average
values to hematology as a function of time showed that there was no difference statistically significant among the three control
samples (p>0.05). The medium control showed smaller dispersion around the average then the high and low controls for red
cells, hemoglobin and PCV (p <0.05). It can be concluded that the samples presented stability during preservation and was
adequate for use in quality control in hematology.

KEYWORDS - Quality control in hematology, red blood cell preservations, platelet preservations
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INTRODUGCAO

implantacao de programas de controle de qualida-

de em hematologia é essencial para um cuidado
adequado aos pacientes. Embora a avaliacao do contro-
le da qualidade interno e externo tenha melhorado, um
sistema ideal de controle de qualidade, para todas as
determinacdes hematoldgicas, ainda nédo é vidvel. Mui-
tos laboratérios de andlises clinicas tém utilizado amos-
tras de sangue preservadas como material de referéncia
(Springer et al., 1999).

O sangue, mantido a 4 °C com os anticoagulantes
usuais, é estdvel apenas por 1 a 4 dias. Porém, as amos-
tras-controle devem conter células humanas ou de ani-
mais, fixadas, tamponadas, estabilizadas ou preservadas
(Leonart et al., 1986). A amostra ideal para controle da
qualidade dos dados do eritrograma deve conter eritréci-
tos em suspensdo, mantido por longos periodos, com ca-
racteristicas préprias de forma, metabolismo, fluidez da
membrana, maleabilidade, filtrabilidade, resisténcia a he-
molise e capacidade de liberar a hemoglobina, para que
a mesma possa ser dosada corretamente (Leonart, 1994).

Recebido em 9/4/2003
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Foram desenvolvidas amostras adequadas ao con-
trole da qualidade em hematimetria, estaveis para os
valores do eritrograma, pela preservacdo de eritrocitos
em meio CE, composto por glicose, cloreto de sédio, ci-
trato de sédio, fosfato monohidrégeno de sédio, cloreto
de potassio, Edta Na,, albumina bovina, cloromicetina,
neomicina e cortisona (Leonart et al., 1986). Amostras
obtidas com incubacéo dos eritrécitos em glutaraldeido
e ressuspensas em meio CE, apresentam viscosidade
ideal para a determinacao dos valores do eritrograma
(Leonart et al., 1989). Tais amostras foram distribuidas a
10 laboratdrios, com metodologias diferenciadas, para a
determinacao de valores do eritrograma durante um
periodo de 3 meses, coletando-se dados cuja anadlise
estatistica comprovou o sucesso do seu uso em progra-
mas de controle externo da qualidade (Braga et al., 1990).

Acredita-se que a amostra ideal para preservacao de
plaquetas para controle de sua contagem inclui a ma-
nutencao da morfologia original, niveis de ATP glicose,
lactato e pH adequados para realizar a sua contagem
(Snyder, 2000). A idéia de se empregar meios de pre-
servacdo em comum para eritrocitos e plaquetas se fun-
damentou no estudo comparativo do metabolismo e da
estrutura de ambos, considerando-se principalmente as
semelhancas existentes nas estruturas das membranas
eritrocitaria e plaquetéaria (Heaton et al., 1990).

Emendorfer et al., 2000 testaram amostras de pla-
quetas em meio CE ap6s fixacdo parcial com glutara-
deido em sistema semelhante ao ja testado para eritro-
citos, obtendo-se valores estaveis durante 50 dias.

O presente trabalho é o resultado de um planeja-
mento para o estudo da variacao interlaboratorial em
hematologia envolvendo 14 laboratérios de analises
clinicas de médio e grande porte, publicos e privados,
de Curitiba e Regiao Metropolitana, PR. Objetivou-se
avaliar a estabilidade de amostras-controle altas, mé-
dias e baixas para os valores do eritrograma e da con-
tagem de plaquetas, através do estudo das possiveis
variacoes interlaboratoriais.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa Envolvendo Seres Humanos do Hospital de Cli-
nicas da Universidade Federal do Parand (HC/UFPR).

Apobs consentimento informado, coletou-se 3 unida-
des de sangue venoso, de doadores voluntarios, no Banco
de Sangue do HC/UFPR, segundo as Normas Técnicas
para coleta de sangue em Hemocentros, preconizadas
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanité-
ria), portaria n° 2.135 (Brasil, 2003) (Fig.1).

b

(grifols) apds a coleta de
uma unidade de sangue
venoso. (Banco de
Sangue do HC/ UFPR).
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Acondicionou-se as amostras em bolsas triplas (Gri-
fols), num sistema fechado, com uma bolsa méae consti-
tuida de cloreto de polivinil (PVC), com citrato, fosfa-
to, dextrose e adenina (CPDA1) e duas bolsas satéli-
tes, uma de PVC e a outra de material plastificante tri-
2-etilexil-trimelitato (TOTM), para preservacéo de pla-
quetas. Centrifugou-se as bolsas (centrifuga refrigera-
da Sorvall RC-3B), durante 6 min a 600xg, transferin-
do-se o plasma rico em plaquetas para a bolsa TOTM e
mantendo-se o concentrado de eritrocitos na bolsa mée.
Removeu-se os leucocitos do plasma rico em plaquetas
(Bio P Plus Biofil) e do concentrado de eritrécitos (R-
500 IT Sepacell Baxter), filtrando-se durante cerca de
20 min. Submeteu-se o material empregado para o pre-
paro das amostras a lavagem em Extran neutro (Mer-
ck) e a sucessivos enxaglies em dgua destilada-deioni-
zada, para evitar contaminag¢ées minimas por metais
pesados, autoclavando-o (Grimes, 1980; Leonartet al.,
1986). Preparou-se o meio CE (Leonart et al., 1986)
para a preservacao de eritrocitos e de plaquetas com
4gua do tipo I (Elga Maxima Ultra Pure Water), tinda-
lizando-o a 65°C antes do uso. Fixou-se parcialmente
os eritrocitos e as plaquetas com glutaraldeido em meio
CE, diluindo-se as suspensoes de células no meio na
proporcao de 1:2, e homogeneizando-se as amostras
durante 1h (homogeinizador Melco LPR-3A). Os pro-
cedimentos em sistema aberto foram realizados em ca-
mara de fluxo laminar.

Centrifugou-se as amostras de eritrocitos a 600 x g
durante 20min. Retirou-se o meio CE sobrenadante com
extrator de plasma (Hemoblu) (Fig. 2), ressuspenden-
do-se os eritrocitos em meio CE, em frascos plasticos
estéreis de 100ml para: amostras-controle altas - 70ml
de eritrécitos e 20ml de meio CE; amostras-controle
médias - 50 ml de eritrocitos e 40ml de meio CE e amos-
tras-controle baixas - 30ml de eritrdcitos e 60 ml de meio
CE, para VG de 60%, 45% e 25%, respectivamente.

Centrifugou-se as amostras de plaquetas a 2250xg
durante 10min, retirando-se o meio CE sobrenadante.
Adicionou-se o sedimento de plaquetas ao meio CE
em frascos plasticos estéreis de 100ml para amostras-
controle altas - 15ml de plaquetas e 35ml do meio CE,
e amostras-controle médias - 5ml de plaquetas e 45 ml
do meio CE.

Realizou-se o controle microbiolégico das amostras,
semeando-as em meio Brain Heart Infusion (BHI) para
hemocultura, ndo se observando turvacao, ou seja, cres-
cimento bacteriano. Homogeneizou-se as suspensoes
de eritrécitos e de plaquetas, fracionando-as em ali-
quotas de 2ml e acondicionado-as em frascos plésticos,
mantidos a 4 °C. Distribuiu-se as amostras preserva-

FIG.2 - Extratores de
plasma (hemoblu) para a
separagao de sedimento

de eritrdcitos e de
plaquetas. (Banco de
Sangue do HC/UFPR).
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das a 14 Laboratoérios de Andlises Clinicas, com orien-
tagoes pertinentes ao manuseio das mesmas. Em cada
laboratério, determinou-se a contagem de eritrdcitos
(x10%ul), a concentragao de hemoglobina (g/dl), os va-
lores de VCM (fl), HCM (pg), CHCM (g/dl) e VG (%)
e a contagem de plaquetas; semanalmente, durante 11
semanas, empregando os equipamentos T890 e STKS
(Coulter), Cell Dyn 1400, 1700 e 3500 (Abbott) ou Sys-
mex (Roche).

Analisou-se a estabilidade das amostras preservadas
para as variaveis analisadas em relacdo as 11 semanas
de andlise, através da correlacao linear, com as medidas
hematimétricas (y) em funcédo do tempo (x). Utilizou-se
o coeficiente de determinacéo (r?) para verificar a esta-
bilidade das amostras e a influéncia da concentracao da
suspensao de células na qualidade de preservacao. Sub-
meteu-se os valores de r? para as varidveis hematimétri-
cas nas amostras-controle altas, médias e baixas, a ana-
lise de dispersdo e comparacdo de meédia pela anadlise
de variancia. Considerou-se os resultados estatisticamen-
te significativos para p<0,05 (Vieira, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anédlise dos resultados obtidos para os valores do
eritrograma e contagem de plaquetas nas amostras-con-
trole altas, médias e baixas esté ilustrada na Fig. 3 e
Tabelas I e II.
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padrao; a-controle alto; b - controle baixo;
m - controle médio; * - variancia diferente de
varidncia de “a” e “b”; ** - variancia diferente
de varidnciade “a”. Teste F para comparagoes
de variancias na Tab. 2.
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FIG.3 - Valores meédios e a variabilidade dos dados do coeficiente de
determinacgéo (r?) obtidos a partir dos valores hematimétricos de amostras
controle altas, médias e baixas, em fungao do tempo. graficos de caixa e
delimitadores.
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TABELA |
Analise de variancia para comparacdes entre os valores
médios dos coeficientes de determinacio (R?) obtidos
a partir dos valores hematimétricos das
amostras-controle altas, médias e baixas

Fonte Tratamento Residuo E 5
QM GL QM GL

ert 0,00235 2 0,00475 38 0,49475 0,613
hb 0,00460 2 0,00287 38 1,60378 0,214
vem 0,00112 2 0,04779 38 0,23363 0,792
hcm 0,00125 2 0,04297 38 0,02905 0,971
chcm 0,02477 2 0,04761 38 0,52029 0,598
e] 0,00794 2 0,00888 38 0,89423 0,417
plg 0,01222 1 0,02268 25 0,53881 0,469

QM - quadrado médio; GL- graus de liberdade; F- teste de distribuigdo F; p -
probabilidade

TABELA 1l
Teste F para comparacgdes de varidncias entre os valores
médios dos coeficientes de determinacéo (R?) obtidos a
partir dos valores hematimétricos de amostras-controle
altas, médias e baixas, em funcdo do tempo

P Comparagoes
Variaveis | Controle | N s Teso F| b am -
a 13 | 0,0090 Fo 2,179 | 6,652 3,052
ert b 14 | 0,0041 p p>0,05 | p<0,05 | p<0,05
m 141 0,0014
a 13 | 0,0050 Fo 1,556 | 9,266 5,955
hb b 14 | 0,0032 p p>0,05 | p<0,05 | p<0,05
m 14 | 0,0005
a 13 | 0,0361 Fo 1,641 1,309 1,254
vem b 14| 0,0592 p p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
m 141 0,0472
a 13 | 0,0465 Fo 1,457 1,089 1,586
hcm b 14 1 0,0320 p p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
m 14 | 0,0507
a 13 | 0,0477 Fo 1,016 1,019 1,035
chem b 14 | 0,0484 p p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
m 14| 0,0468
a 131 0,0170 Fo 2,368 5,779 2,441
vg b 14 10,0072 p p>0,05 | p<0,05 | p>0,05
m 14 | 0,0030
olg a 14 | 0,0270 Fo 1,506
m 131 0,0180 p p>0,05

N - Ndmero de dados; s? - variancia; Fo - Raz&o entre pares de varidncias; Fc — (F
critico a 5%): ab - 2,600; am - 2,600; bm - 2,57 p — probabilidade; ab - alto x baixo;
am - alto x médio; bm — baixo x médio.

A relagdo entre os valores hematimétricos das sus-
pensdes de eritrocitos e de plaquetas preservados em
meio CE, apos fixacdo parcial com glutaraldeido, e o
tempo de armazenamento (11 semanas) foi analisada
como o coeficiente de determinacao (%), ou seja, o coe-
ficiente de correlacdo (r) elevado ao quadrado. O r? foi
calculado para todos os dados independentes analisa-
dos, cerca de 400 dados para cada variavel. Observa-
se na Figura 3, que a média aritmética de r* é proxima
de zero para todas as medidas hematimétricas em to-
dos os niveis de controle, o que indica a sua estabili-
dade em funcao do tempo.

Nao se observou diferenca estatistica entre as médias
do r? para as amostras-controles altas, médias e baixas,
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conforme a Tabela I (ANOVA, p>0,05). A comparacao
das variabilidades dos dados do r* em torno dos valores
médios, entre as amostras-controle, foi analisada pelas
comparacoes de variancia pelo teste F cujos resultados
estdo ilustrados na Tabela II. As menores varidncias fo-
ram obtidas com as amostras-controle médias, nas me-
didas hematimétricas de eritrécitos, hemoglobina e VG
(p<0,05), como se observa na Fig. 3.

Mesmo com correlacoes estatisticamente semelhan-
tes e proximas de zero para as amostras-controle para
todos os valores hematimétricos (Tabela I), observou-se
uma menor dispersao dos dados em torno dos valores
médios para as amostras-controle médias, nas quais a
relacdo entre células e meio CE era em torno de 50%
(Tabela II).

Para que a qualidade seja mantida em relacédo a
determinacao de valores hematimétricos, é relevante
que sejam reforcados os programas de controle da qua-
lidade ja existentes no pais e também que se estabele-
gam novos programas, que envolvam todos os labora-
torios, inclusive os de pequeno porte. E necessdrio tam-
bém que se estimule a pesquisa cientifica para o de-
senvolvimento de novas metodologias nesta area, in-
cluindo a padronizacao e o preparo de amostras-con-
trole estaveis, vidveis e de boa qualidade para as mais
diversas determinacoes laboratoriais.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

a) Amostras de eritrocitos e de plaquetas preservadas em
meio CE, ap6s fixacdo parcial com glutaraldeido, séo
adequadas para uso em controle da qualidade para
os valores de eritrograma e contagem de plaquetas,
por se manterem estdveis durante 11 semanas.

b) A média aritmética dos valores do 17, para os valo-
res hematimétricos e o tempo de armazenamento,
foi préxima de zero para todas as medidas hemati-
métricas em amostras-controle altas, médias e bai-
xas, porém com menor dispersdo para as amostras-
controle médias.

AGRADECIMENTOS

Aos doadores das unidades de sangue e as equipes do
Banco de Sangue do Hospital de Clinicas da UFPR e dos
Laboratorios de Andlises Clinicas participantes: Frisch-
mann-Aisengart, Hospital Cajuru, Hospital de Clinicas da
UFPR, Hospital Geral do Exército de Curitiba, Hospital do
Trabalhador, Hormocentro, Metrolab, Champagnat, Hos-
pital das Nacoes, Hospital Nossa Senhora das Gracas, Pa-
rana Clinicas, Prefeitura Municipal de Curitiba e Prefeitu-
ra Municipal de Araucéria; a CAPES, UFPR e Fundacao
Araucdria pela cooperacdo para a realizacao do trabalho.

REFERENCIAS

1. Braga, A.L.; Tutake, E.M.; Nascimento, A. J. Pelissari, C. B.; Stinghen, S.
T.; Malvezzi, M.; Duarte, L. C.; Leonart, M.S.S. Controle de qualidade
externo do eritrograma: uma experiéncia em laboratérios de analises clinicas
do Parana. Revista Brasileira de Andlises Clinicas, Rio de Janeiro. v.22, n.4, p.
93-96, 1990.

2. Brasil. Portaria n®2.135, de 22 de dezembro de 1994. Normas técnicas para
coleta, processamento e transfuséo de sangue, componentes e derivados. Dis-
ponivel em <http://www.anvisa.gov.br/> Acesso em 20 fev. 2003.

3. Emendorfer, F; Claro, L. M.; Comar, S. R.; Nascimento, A. J.; Leonart,
M. S. S. Meio CE e glutaraldeido na preservagao de plaquetas para o controle
de qualidade em hematimetria. Revista Brasileira de Analises Clinicas, Rio de
Janeiro, v.32, n.3, p.191-194, 2000.

4. Grimes, A. T. Human red cell metabolism. Oxford: Blackwell, 1980. 384 p.

5. Heaton, W.A.L.; Holme, S.; Keegan, T. Development of a combined storage
medium for 7-day storage of platelet concentrates and 42-day storage of red cell
concentrates. British Journal of Haematology, Oxford, v.75, p.400-407, 1990.

6. Leonart, M.S.S. Estudos sobre a preservagao de eritrécitos. 1311. Tese (Douto-
rado em Analises Clinicas) — Universidade de Sdo Paulo. Sao Paulo, 1994,
Orientador: Doménico H. G. P. Barbieri.

7. Leonart, M. S. S.; Granato, E. S.; Nascimento, A. J. Hashimoto, Y.; Leonart,
R. Solucéo preservadora de eritrécitos para controle de qualidade do eritrograma.
Revista Brasileira de Anélises Clinicas, Rio de Janeiro, v.18, p.7-12, 1986.

8. Leonart, M. S. S.; Silva, E. L.; Stinghen, S. T.; Nascimento, A. J. Amostra
para controle de qualidade do eritrograma estavel durante 100 dias. Revista
Brasileira de Andlises Clinicas, Rio de Janeiro, v.21, p.111-113, 1989.

9. Snyder, E. L. Platelet storage — 1999 as good as it gets? Transfusion Science,
Oxford, v.22, p.89-91, 2000.

10. Springer, W.; Prohaska, W.; Neukammer, J.; Hope, A.; Ruecker, A. Evalu-
ation of a new reagent for preserving fresh blood samples and its potencial
usefulness for internal quality controls of multichannel hematology analyzers.
American Journal of Clinical Pathology, Philadelphia, v.111, p.387-396, 1999.

11. Vieira, S. Introducéo a Bioestatistica. 32 ed. Rio de Janeiro: Campus, 1998.

Enderego para correspondéncia

Prof2 Dr2 Maria Suely Soares Leonart

R. Benvenuto, 880 - B. Vista - Vitéria - ES - 82540-080
E-mail: msue@ufpr.br

Adesao gratis

A SBAC oferece até margo de 2004, a oportunidade dos colegas professores se associarem gratuitamente. Para isso basta
apresentar documentagao que comprove o vinculo empregaticio e duas fotos 3x4. A ficha de inscrigdo pode ser obtida no site:

www.sbac.org.br * e-mail: congresso@sbac.org.br
ou na Sociedade Brasileira de Analises Clinicas.

Os académicos de penultimo e Ultimo periodo e primeiro ano apds a formatura na habilitacdo de Analises Clinicas,
também tém inscricdo gratuita. Os documentos necessarios sao duas fotos 3x4,
declaracao do coordenador do curso ou certificado de conclusédo.

Os académicos de pos-graduagao que quiserem inscrever trabalhos de pesquisa nos Temas Livres, deverao fazé-lo
pagando a taxa de inscrigao do Congresso apenas do titular do trabalho; os outros participantes terdo o acesso liberado.
Contatos:

Prof. Antenor H.P. Pedrazzi
pedrazzi@cirp.usp.br
Tel.: (0xx16)625-4970
Prof. Homero J. J. Lopes

sac@goldanalisa.com.br
Tel.: (0xx31)3275-3756 ou 3272-1888

126

RBAC, vol. 35(3), 2003



Tipagem molecular de amostras de
Pseudomonas aeruginosa produtoras de
metalo-f3-lactamases isoladas em Joao Pessoa/PB

The presence of Pseudomonas aeruginosa strains producing MBLs
isolated in Joao Pessoa, Paraiba, Brazil

Lauro Santos Filho®; Isabele Beserra Santos?; Danilo Elias Xavier® & Liana Carballo Menezes*

RESUMO - Pseudomonas aeruginosa ¢ um patégeno oportunista que apresenta um alto nivel de resisténcia aos
antimicrobianos, sendo freqiientemente isolado com capacidade de produzir metalo B-lactamases (MBLs), que sao
enzimas com atividade sobre varios B-lactamicos, incluindo cefamicinas e carbapenens. O trabalho teve por obje-
tivo confirmar por tipagem molecular a presenca de linhagens de Pseudomonas aeruginosa produtoras de MBLs ja
dectadas por métodos fenotipicos. Foram analisadas 250 amostras néo repetitivas de P. aeruginosa identificadas
por métodos de rotina. Foram consideradas para andlise as cepas que mostraram-se multirresistentes, com dimi-
nuicdo de sensibilidade ao imipenem (halo<16mm) e a ceftazidima (halo<18mm). Estas foram submetidas aos
testes fenotipicos de dupla difusdo com discos em superficie de agar e ao método E-test” padronizados para a
deteccao de MBLs, confirmadas pelo método molecular de PCR. Como resultado foi obtido um percentual de 14,8%
de resisténcia cruzada ao imipenem/ceftazidima com identificacdo de (8/250) 3,2% de amostras produtoras de
MBLs, das quais 75% foram caracterizadas como SPM-1 e 25% como IMP-1. Destacando a importancia do isola-
mento de amostras com o gene SPM-1 em nosso meio, sem que haja um relacionamento epidemiolégico. O apare-
cimento destes tipos de amostras se configura um problema emergente, com importantes implicacdes na terapéu-
tica antimicrobiana e necessitando, portanto, de maior investigacdo através de metodologia molecular mais dis-
criminatéria, para melhor caracterizar a extensdo do problema.

PALAVRAS-CHAVE - Pseudomonas aeruginosa, Tipagem molecular, metalo-B-lactamase.

SUMMARY - Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that presents a high-level resistance to many
antibiotics, and is usually isolated with the ability to produce metallo-f-lactamase (MBLs), who is an enzyme with
activity against many [-lactams antibiotics, as cefamicins and carbapenems. The aim of this study was to confirm,
using molecular typing, the presence of Pseudomonas aeruginosa strains producing MBLs, that was previously
investigated by phenotipic methods. A total of 250 non-repetitive strains of Pseudomonas aeruginosa identified by
routine techniques was examinated. It was considered to analysis the strains that showed antibiotics multiresistan-
ce, with the increased sensibility to imipenem (inibition zone<16mm) and ceftazidime (inibition zone<18mm).
These strains were screened for MBLs production using the double disk diffusion test and the E-test” standardized to
MBLs detection and confirmed by the PCR molecular test. The results were a cross resistance 37/250 (14.8%) to
imipenem/ceftazidime and (8/250) 3.2% of positivity to MBLs producers and among them 75% was characterized as
SPM-1 gene and 25% as IMP-1 gene. The detection of SPM-1 gene (specific gene recently characterized at Sdéo
Paulo) is important by the lack of epidemiologic correlation with our isolates. Our findings indicate an emerging
problem, with important therapeutic implications and this fact needs further investigation including the use of
molecular methodologies to fully characterize the extent of the problem.

KEYWORDS - Pseudomonas aeruginosa, molecular typing, metallo-f-lactamase.
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INTRODUGCAO

seudomonas aeruginosa é um bastonete Gram-ne-
gativo ubiqiio, de vida livre e muito encontrado em
ambientes imidos, como dgua, solo, plantas e detritos.
Embora raramente possa causar patologias em indivi-
duos sadios, essa bactéria é uma grande ameaca a
pacientes hospitalizados, particularmente, aqueles com
sérias doencas de base (Dubois et al, 2001). Trata-se de
um patégeno oportunista causador de bacteremias em

pacientes imuno-comprometidos, vitimas de queimadu-
ras, com infec¢oes urindrias associadas ao uso de caté-
teres e pneumonias hospitalares, particularmente, em
Unidades de Terapia Intensiva (Pollack, 2000; Tsakris et
al, 2000).

A importancia clinica dos bacilos Gram-negativos
nao-fermentadores tem aumentado significativamente,
devido a gravidade das infecgdes, as altas taxas de
morbi-mortalidade em pacientes hospitalizados e ao
grande indice de resisténcia. Uma das caracteristicas
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da P. aeruginosa é seu alto nivel de resisténcia intrin-
seca a agentes antimicrobianos estruturalmente dife-
rentes. Devido ao seu largo espectro de atividade e a
estabilidade a hidrélise pela maioria das B-lactamases,
os carbapenens tém sido considerados as drogas de
escolha para o tratamento de infeccdes causadas por
bactérias Gram-negativas resistentes as cefalosporinas
(Bradley et al, 1999).

Bactérias Gram-negativas resistentes ao carbapenem,
incluindo linhagens de enterobactérias e de P. aerugi-
nosa, tém sido isoladas freqiientemente, com capacida-
de de produzirem metalo-B-lactamases (MBLs), que sdo
enzimas com atividade sobre vérios [3-lactdmicos, in-
cluindo cefamicinas e carbapenens e, ainda, sobre os
inibidores de b-lactdmicos, como acido clavulanico e sul-
bactam (Bush et al, 1995; Arakawa et al, 2000). Como
dentro da classe dos antibiéticos B-lactadmicos, os carba-
penens sdo os que possuem o mais amplo espectro de
atividade, amostras de P. aeruginosa resistentes a esses
agentes devem ser registradas (Cardoso et al, 1999).

Baseado em estudos moleculares enzimas de dois
grupos com capacidade de hidrolizar os carbapenens
tém sido descritas: enzimas que possuem a serina como
sitio ativo (classes A, C e D) e enzimas que requerem
cations divalentes como co-fatores para sua atividade
enzimética e sdo denominadas metalo-f3-lactamases
(classe B), que podem ser inibidas por ions de metais
quelantes como o EDTA ou compostos tiolicos (Wata-
nabe et al, 1991; Rasmussen e Bush, 1997; Bush, 1998).

As MBLs pertencem ao grupo 3 das p-lactamases
de espectro ampliado, fazendo parte de uma classe fun-
cional comum de metaloenzimas classificadas com base
em sua habilidade de hidrolizar o imipenem em um
nivel mensuravel, assim como sua suscetibilidade aos
inibidores de [-lactamases disponiveis comercialmen-
te (Rasmussen e Bush, 1997; Bush, 1998).

Dentro da classe B das metaloenzimas duas [3-lacta-
mases que hidrolizam o carbapenem foram, inicialmente,
caracterizadas: IMP-1, a primeira MBL descrita, no Japéao,
em P. aeruginosa (Watanabe et al, 1991) e VIM-1. Ambas
as enzimas possuem uma ampla diversidade de substrato
para hidrolise que inclui: penicilinas, cefalosporinas, ce-
famicinas, e carbapenens, mas ndo atingem os monobac-
tamicos (Bush, 2001). Recentemente, houve a descober-
ta de um terceiro tipo de enzima: a VIM-2, a qual apre-
senta 90% dos aminodcidos idénticos a VIM-1. As amos-
tras de P. aeruginosa produtoras das MBLs VIM-1 ou
VIM-2 sé@o susceptiveis apenas ao aztreonam e resis-
tentes a maioria dos aminoglicosideos, o que limita a
escolha de drogas eficazes no uso clinico (Poirel et al,
2000). Existindo ainda outras variantes identificadas na
Asia e em outras regides, como é o caso da VIM-3 em
Taiwan (Yan et al, 2001).

A propagacao e a disseminacao desse tipo de micror-
ganismo tém sido confirmadas em varios locais, tais como:
Japao, Itdlia, Cingapura, Inglaterra, Portugal, Grécia,
Taiwan e Franca (Woodford et al, 1998; Cardoso et al,
1999; Cornaglia et al, 1999; Koh et al, 1999; Poirel et al
2000; Tsakis et al, 2000; Yan et al, 2001). No Brasil, foram
isoladas as primeiras amostras no Hospital Universitario
do Rio de Janeiro, havendo registros também na regiao
nordeste, na cidade de Joao Pessoa e em Sao Paulo (Pel-
legrino et al, 2001; Santos F° et al, 2002; Tolleman et al,
2002), inclusive, com a caracterizagdo bioquimica e mo-
lecular de uma nova MBL, diferente daquelas classifica-
das como VIM e IMP obtida de uma amostra isolada na
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cidade de Sao Paulo e denominada SPM-1, que constitui
uma nova sub-familia com caracteristicas préprias (Mur-
phy et al, 2003).

Como os produtores de MBLs tendem a demonstrar
resisténcia a drogas B-lactdmicas de amplo espectro, sua
deteccdo preliminar é importante para o controle de in-
feccoes e orientacdo adequada da terapéutica (Bush,
1998). Arakawa e cols. (2000) testaram varios produtos
quimicos inibidores das MBLs, estabelecendo um mé-
todo conveniente de difusao com duplo disco para a tria-
gem de bactérias produtoras de MBLs, através do uso
do 4cido 2-mercapto propionico (2-MPA). No entanto,
seu uso é limitado devido a sua alta volatilidade, utili-
zando-se em seu lugar, o mercaptoacetato de sédio (Shi-
bata et al, 2001).

Com esta finalidade, a andlise por reacdo de cadeia
de polimerase (PCR) é a técnica mais adequada e sa-
tisfatéria para a confirmacdo de amostras MBL-positi-
vas. No entanto, este método tem seu uso pratico limi-
tado em virtude do elevado custo (Senda et al, 1996;
Arakawa et al, 2000), sendo necessario portanto, um
método simples, especifico e de baixo custo que possa
ser utilizado em rotina (Nakajima et al, 2001).

A ceftazidima mostrou-se o substrato mais adequado
para o teste de deteccdo de produtores MBLs (IMP-1),
por apresentarem usualmente, altos niveis de resistén-
cia & ceftazidima (MIC>64ug/mL) e pelo fato do efeito
inibitério dos compostos tidlicos serem bem visiveis
(Arakawa, 2000). Para outros tipos de teste, ou quando
se tenta detectar diferentes M BLs, outros substratos po-
dem apresentar melhor desempenho.

O presente estudo teve por objetivo:

1 - Comparar os métodos de deteccao fenotipicos de
P. aeruginosa produtoras de MBLs pela técnica de du-
pla difuséao utilizando discos de ceftazidima, imipenem
e meropenem associados a discos contendo mercaptoa-
cetato de sddio (SMA), e pelo método do E-test”, para
determinacédo de metalo [3-lactamases, no qual se utiliza
o imipenem associado ao EDTA em um gradiente pré-
definido;

2- Confirmar, por tipagem molecular (PCR), a pro-
ducdo de MBLs por amostras de P. aeruginosa, ja ca-
racterizadas fenotipicamente;

3- Identificar, através da tipagem molecular, a pre-
senca em nosso meio de amostras de P. aeruginosa pro-
dutoras de MBLs, contendo o gene SPM-1, recentemen-
te caracterizado no Brasil.

METODOLOGIA

Foi utilizado um total de 250 amostras nao repetiti-
vas de Pseudomonas aeruginosa de origem comunita-
ria e hospitalar, identificadas por métodos de rotina.
Realizaram-se testes de sensibilidade aos antimicrobi-
anos pelo método de difusdo com discos, utilizando-se
critérios aprovados pelo NCCLS (1999) e antimicrobia-
nos de uso corrente. Considerou-se para andlise as
cepas que mostraram perfil de resisténcia elevado, com
diminuicdo de sensibilidade ao imipenem (halo<16mm)
e a ceftazidima (halo<18mm).

| Métodos fenotipicos |

A deteccao presuntiva de amostras produtoras de
MBLs foi realizada por dois métodos fenotipicos:
a) Dupla difusao com discos em superficie de agar -
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utilizando-se discos de ceftazidima, imipenem e mero-
penem associados a discos padronizados contendo mer-
captoacetato de sédio (SMA), obtendo-se zonas de inibi-
cédo proximas aos discos nos casos positivos (Nakajima et
al, 2001; Santos F° et al, 2002).

A dupla difusao com discos consiste em diluir a amos-
tra de Pseudomonas aeruginosa em caldo de Mueller-
Hinton para se obter uma concentracdao aproximada de
10°UFC/mL, sendo entao espalhada em uma placa de Petri
(10mmx100mm), contendo Agar Mueller-Hinton (Oxoid)
de acordo com o protocolo do NCCLS (1999). Dois discos
comerciais de ceftazidima (Oxoid), contendo respectiva-
mente 30mg, foram entdo colocados sobre a placa inocula-
da. A distancia entre os discos foi de aproximadamente
30mm. Um disco padronizado contendo 3mg de mercapto-
acetato de sédio (SMA — Eiken Chemical, Japao), foi colo-
cado 15mm abaixo do segundo disco (Fig. 1). Essa mesma
técnica foi aplicada aos discos de imipenem e meropenem
(Oxoid) (Fig. 2). A amostra teste foi considerada produto-
ra de MBL quando uma diferenca de 5mm ou mais era
observada entre os didmetros da zona de inibicdo, compa-
rando-se os dois discos de antibiéticos (Nakajima et al, 2001).

b) Método E-test” - é constituido de uma fita pa-
dronizada para a deteccao de MBLs utilizando imipe-
nem associado ao EDTA em um gradiente pré-definido
(Bolmstron et al, 2000, Walsh et al, 2002).

O E-test MBL" consiste em uma fita plastica (5x60mm)
calibrada com uma escala de leitura de MIC graduada
em Pg/mL e impressa em um dos lados, enquanto na su-
perficie reversa existem dois gradientes pré-definidos:
IP (imipenem: 4-256ug/mL) e IPI (imipenem: 1-64pug/mL)
associado ao EDTA em um nivel constante (Fig. 3). O
teste foi realizado pelo procedimento padrao adotado para
o E-test” convencional e a leitura dos valores de IP e IPI
sdo lidos no ponto de interseccao da elipse de inibicao
com a fita, sendo a positividade para M BL refletida pela
reducgdo da MIC de imipenem em trés dilui¢des logarit-
micas (>3 log,) na presenca do EDTA. Como néo existe
disponibilidade comercial de amostras-controle positivas
(ATCC), uma amostra referéncia isolada no préprio labo-
ratério, onde se realiza o teste e que apresente positivi-
dade, pode ser utilizada como controle positivo para com-
parar com novas cepas isoladas (Bolmstron et al, 2000).

As amostras que demonstraram producao de MBLs,
a partir da triagem com métodos fenotipicos, foram sub-
metidas a determinacdo da concentracéo inibitéria mini-
ma (CIM), através do método de microdiluicao em cal-
do recomendado pelo NCCLS (1999), e utilizando uma
bateria padronizada de antimicrobianos (Tabela I).

| Métodos moleculares |

Para confirmacao dos resultados observados nos tes-

TABELA |
Concentracgéo Inibitoria Minima (ug/mL) das amostras de
P, aeruginosa submetidas a tipagem molecular por PCR

ATCC
Drogas | 11 32 07 05 22 35 27 21 27853

ATM 4 >32 16 16 8 8 16 2 4
PTZ | 256/4 |>256/4| 128/4 | 64/4 |256/4 | 256/4 | 128/4 | 256/4 | 8/4
CAZ >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 4
CPM >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 2
CRO >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 16
SAM [>64/32|>64/32|>64/32(>64/32|>64/32 |>64/32(>64/32|>64/32|>64/32
CIP >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 0,5
coL 1 2 2 2 2 2 4 2 2
GAT >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 2
FOX >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32
MER >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 | 0,25
GEN >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 4
IMI >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 2
AMI >64 | >64 >64 | >64 | >64 >64 | >64 >64 | <8
CTX >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
CPD >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
CEF >16 >16 >16 >16 >16 >16 | >16 >16 >16

NAL >32 | >32 >32 | >32 | >32 >32 | >32 >32 >32

ATM=aztreonam; PTZ=piperacilina/tazobactam; CAZ=ceftazidima; CPM=cefepima;
CRO=ceftriaxona; SAM=ampicilina/sulbactam; CIP=ciprofloxacina; COL=colistina;
AT=gatifloxacina; FOX=cefoxitina;, MER=meropenem; GEN=gentamicina; IMl=imipenem;
AMI=amicacina; CTX=cefotaxima; CPD=cefpodoxima; CEF=cefalotina; NAL=acido
nalidixico.

tes fenotipicos, foi utilizada a técnica molecular de PCR.

a) Reacdo da polimerase em cadeia (polimerase
chain reaction — PCR) - sera utilizada para determinar
a presenca de genes responsaveis por resisténcia a anti-
microbianos.

A extracao do DNA foi realizada segundo protocolo
padronizado. As amostras bacterianas foram subcultiva-
das em dgar Mueller-Hinton e, apds isolamento em cul-
tura pura, trés colénias de cada amostra foram transferi-
das para tubos de microcentrifuga contendo 200l de
dgua estéril, agitadas no vortex por 3 minutos. A seguir
as amostras foram colocadas a 100°C por 20 minutos e,
apos este periodo, foram centrifugadas por 5 minutos a
3500 rpm em temperatura ambiente. A seguir 10ul do
sobrenadante de cada uma das amostras foram utiliza-
das para a etapa de amplificacdao do DNA.

Utilizando técnica estéril, foram preparadas mistu-
ras “master"” para cada rea¢do contendo: H,O deioni-
zada, solucao tampao NH,Cl/50mM, tampao MgCl,/
15mM, tampao Tris-HCI pH 9.0/10mM, 2 pL de deso-
xinucleotideo trifosfato (0,5uL de cada um: dATP, dTTP,
dGTP e dCTP), 1uL /2uL (primers) dos iniciadores da

FIG. 1 - Detecgéo fenotipica de metalo B-lactamases
pela técnica de disco aproximagao, utilizando discos
de ceftazidime e mercaptoacetato de so6dio (SMA).
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FIG. 2 - Técnica de disco aproximacao utilizando
imipenem, meropenem e ceftazidima associados
ao disco de mercaptoacetato de sédio (SMA).

i/ s r i L
FIG. 3 - Deteccao da produgao de metalo B-lacta-
mases em amostras de Pseudomonas aeruginosa
utilizando o método E-test” MBL.
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fita sentido "“sense” e da fita "anti-sense” e 2,5 unida-
des por litro de Taq polimerase. Esta mistura “master"”
foi mantida a aproximadamente 4°C durante seu pre-
paro e, apo6s leve agitacdo, 90 mL foram transferidos
para cada tubo de amplificagdo, ao qual serd adiciona-
do 10uL do inéculo.

As condicbes de termociclagem (Mastercycler Gra-
dient 5331, Eppendorf) para a amplificacdo do gene
spm foram as seguintes: cinco minutos a 95°C para o
primeiro ciclo (fase inicial de desnaturacao), seguidos
por 30 ciclos de um minuto a 95°C (desnaturacdo), um
minuto a 40°C (anelamento), um minuto a 68°C (exten-
sdo). Para a amplificacdo do gene imp foram as seguin-
tes: cinco minutos a 95°C para o primeiro ciclo (fase
inicial de desnaturacéo), seguidos por 35 ciclos de um
minuto a 94°C (desnaturacdo), um minuto a 61°C (ane-
lamento), um minuto a 72°C (extensao).

Apos a amplificacdo do DNA a revelacao do produ-
to foi obtida através de eletroforese em gel de agarose
a 1% em tampao tris acido boérico/EDTA (pH 7,0). A
corrida em gel de agarose foi feita durante 40 minutos
a 120v e 40* e visualizados sob luz UV, ap6s coloragao
do gel com brometo de etidio (0,5 ml/ml ). Para a am-
plificagdo dos genes de MBLs foram utilizados os se-
guintes "primers":

A 01 02 03 04 05 060708 09 1011 12 A 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

FIG. 5 - Resultado da eletroforese em
gel de agarose de PCR na detecgao de
genes tipo IMP-1. A marcador de peso
molecular; 01 Controle positivo SPM-
1; 02 Controle negativo ATCC 27853
Positivo: 03 (27), 04 (07); Negativo: 05
(972), 06 (741).

FIG. 4 - Resultado da eletroforese em
gel de agarose de PCR na detecgao de
genes tipo SPM-1. A marcador de peso
molecular; 01Controle positivo SPM-1;
02 Controle negativo ATCC 27853 Po-
sitivo: lanes 03(22), 04(35), 06(21),
07(05), 09(32), 12(11). Negativo: lanes
05(27), 08 (07), 10(972), 11(741).

TABELA I
Comparacéo entre métodos fenotipicos e PCR na determinacdo
da producdo de MBLs em amostras de P. aeruginosa

Testes
genotipicos
X

fenoﬁpic()s 1 32 07 05 2 35 27 21

Amostras bacterianas

SPM-1 POS POS NEG POS POS POS NEG POS
MP-1sp NR NR POS NR NR NR POS NR
E-test” POS POS POS POS POS POS POS POS

SMA/CAZ | POS POS POS POS POS POS POS POS

5' CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC 3'
3' GAACAACCAGTTTTGCCTTACC &'

blag,,, 5' CCTACAATCTAACGGCGACC 3'
3' TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 5'

blay,

RESULTADOS E DISCUSSAO

A disseminacgdo de bactérias Gram-negativas com
resisténcia adquirida a varios [3-lactdmicos de amplo
espectro estd tornando-se um problema clinico mundial
(Arakawa, 2000; Bush, 2001). A selecdo de cepas de P
aeruginosa resistentes deve-se, dentre outras causas,
ao uso indiscriminado de antibiéticos, especialmente,
no Japao onde os carbapenémicos sdo lideres de merca-
do entre os antimicrobianos -lactdmicos parenterais, em
contraste com outras areas geograficas, onde os carba-
penens sdo usados em bases mais restritas (Rasmussen
e Bush, 1997; Senda et al, 1996). A antibidticoterapia
das infec¢oes causadas por esta bactéria consiste, prin-
cipalmente, no uso de ceftazidima, imipenem e amica-
cina (Cardoso ef al, 1999; Dubois et al, 2001).

Em nossa amostragem foram caracterizadas na tria-
gem preliminar um percentual de resisténcia de 58/250
(23,2%) ao imipenem e 52/250 (20,8%) a ceftazidima, des-
sas amostras 37/250 (14,8%) evidenciaram resisténcia cru-
zada aos dois antimicrobianos e padrao de multiresistén-
cia, com a deteccao por técnicas fenotipicas de 07/250
(3,2%) linhagens que demonstraram producdo de MBLs.

Entre as amostras de P. aeruginosa produtoras de
MBLS 6/8 (75,0%) foram classificadas como SPM-1
(Fig. 4), enquanto 2/8 (25,0%) foram identificadas como
IMP-1 (Fig. 5), através da técnica molecular de PCR.

Na Tabela I é apresentado o resultado da determi-
nacado da CIM das amostras submetidas a confirmacéo
por método molecular (PCR), evidenciando-se o aspecto
de multiresisténcia dessas amostras. Na Tabela II evi-
dencia-se uma comparacao entre os métodos fenotipi-
cos e a respectiva confirmacao com metodologia mole-
cular, e apesar de nao constituirem um resultado defi-
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MBLs POS POS POS POS POS POS POS POS
POS = positivo; NEG = negativo; NR = nao realizado

nitivo, a triagem preliminar ¢ uma importante etapa na
deteccado preliminar das MBLs, constituindo-se em téc-
nicas confidveis e apropriadas para utilizagdo em roti-
na laboratorial.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos podemos concluir:

* Houve uma correlagdo entre os dois métodos fenotipi-
cos que por sua vez demonstraram concordancia com
o método molecular (PCR). Configurando-se assim em
métodos simples e especificos que podem ser utiliza-
dos como rotina.

¢ O registro dessas amostras no Brasil merece atengao
especial no tocante a possibilidade do surgimento de
novos casos, alterando a conduta terapéutica nessas
infeccoes e servindo de alerta para motivar a¢oes ne-
cessdrias a prevencao contra a disseminacao desses
microrganismos.

* Como achado principal destacamos a presenca de
amostras com o gene SPM-1 em nosso meio, sem que
haja um relacionamento epidemiolégico com nossos
isolamentos. Este fato aponta a possibilidade de ca-
racterizacao das amostras pertencentes a um mesmo
clone o que devera ser obtido com métodos mais dis-
criminatdrios como o “Pulsed field gel eletrophoresis”
(PFGE).

* Apesar da existéncia de correlacdo entre os métodos
fenotipicos e moleculares, as amostras devem ser re-
metidas aos laboratorios de referéncia para confirma-
cdo genotipica.

A deteccao dessas amostras se configura um pro-
blema emergente, com importantes implica¢oes na te-
rapéutica antimicrobiana e necessitando, portanto, de
maior investigacdo através de metodologia molecular
mais discriminatoria, para melhor caracterizar a exten-
sdao do problema.

RBAC, vol. 35(3), 2003
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Atividade antimicrobiana da Linezolida
frente a cocos Gram-positivos isolados
no Hospital Divina Providéncia, Porto Alegre, RS

Antimicrobial activity of Linezolid against Gram-positive cocci isolated
in Hospital Divina Providéncia, Porto Alegre, RS
Roberto Christ Vianna Santos; Jairo Luis Hoerlle & Alzira Resende do Carmo Aquino

RESUMO - A Linezolida é a primeira droga de uma nova classe de antimicrobianos, as Oxazolidinonas, que apre-
sentam ampla atividade in vitro contra uma grande gama de patégenos gram-positivos, como Staphylococcus
aureus, Enterococcus sp. e Streptococcus pneumoniae. Foram estudadas 81 cepas isoladas de diversas amostras
clinicas, provenientes de pacientes internados no Hospital Divina Providéncia de Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
durante o periodo de abril a agosto de 2002. Os microorganismos gram-positivos mais freqlientemente encontra-
dos foram Staphylococcus sp. Coagulase negativa (33,3%), Staphylococcus aureus (32,1%) e Streptococcus sp. (16,1%).
A Linezolida, Vancomicina e Teicoplanina foram as drogas que tiveram 100% de atividade frente aos cocos Gram-
positivos testados. A excelente atividade in vitro apresentada pela Linezolida neste estudo, pode representar uma
importante opcao terapéutica para o tratamento de infeccdes causadas por cocos Gram-positivos.

PALAVRAS-CHAVE - Atividade de Linezolida, cocos Gram-positivos.

SUMMARY — The Linezolid is the first drug from a new class of antimicrobial agents, the Oxazolidinons, that presents
extensive activity in vitro against a variety of Gram-positive pathogens, as Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.
and Streptococcus pneumoniae. It had been studied 81 clinical samples from in-patients at the Hospital Divina
Providéncia, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, from april to august, 2002. The Gram-positive more frequently found had
been Staphylococcus spp. (33.3%), Staphylococcus aureus (32.1%) and Streptococcus spp. (16.1%). The Linezolid,
Vancomicin and Teicoplanin had been the drugs with 100% of activity to the Gram-positive cocci tested. The excellent
activity in vitro presented by the Linezolida in this study, can represent an important therapeutical option for the

treatment of Gram-positive infections.
KEYWORDS - Activity of Linezolid, Gram-positive cocci.
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INTRODUCAO

s oxazolidinonas, que sdo uma nova classe de anti-
microbianos, foram descritas inicialmente em
1987! e a Linezolida foi o primeiro composto desta clas-
se a ser aprovado para uso clinico pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 20002, As indicacées para o
uso desta droga incluem tanto infeccdes comunitérias
quanto infeccoes nosocomiais, sendo utilizada para
tratamento de pneumonias, lesdes de pele e infeccoes
de tecidos moles.

A Linezolida apresenta alta atividade in vitro contra
uma grande gama de patégenos Gram-positivos, como
Staphylococcus aureus (inclusive o Oxacilina-resisten-
te), Enterococcus sp. (incluindo o Vancomicina-resis-
tente) e Streptococcus pneumoniae (incluindo a Penici-
lina-resistente). Seu mecanismo de acgdo consiste na
inibicdo da sintese protéica bacteriana, através de sua
ligagdo a subunidade 50S, distorcendo o local de liga-
cdo do tRNA, impedindo a formacao do complexo de
iniciacdo’.

A Linezolida é capaz de penetrar na membrana de
microrganismos Gram-negativos mas € rapidamente eli-
minada da célula bacteriana através da bomba de eflu-
xo*, razdo pela qual a Linezolida ndo possui a aprova-
cdo do FDA para uso em infeccoes causadas por Gram-
negativos?.

Considerando que a obtencao de informacoes locais
sobre a sensibilidade dos microrganismos frente aos an-
timicrobianos utilizados é de grande importancia para

uma melhor monitorizacao e otimizacao do tratamento,
este trabalho tem por objetivo determinar atividade an-
timicrobiana da Linezolida frente a cocos Gram-positi-
vos isolados no Hospital Divina Providéncia de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul.

MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas 81 cepas isoladas de diversas amos-
tras clinicas, provenientes de pacientes internados no
Hospital Divina Providéncia de Porto Alegre, Rio Gran-
de do Sul, durante o periodo de abril a agosto de 2002.
As amostras foram coradas pelo Gram e isoladas através
da inoculacdo primdria em dgar Sangue de carneiro 5%
(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England). Posterior-
mente ao desenvolvimento em placa, as bactérias foram
diferenciadas em Staphylococcus ou Streptococcus atra-
vés do teste da catalase. A coagulase em tubo foi o teste
realizado para a identificacdao do Staphylococcus aureus
e o teste de resisténcia ao disco de novobiocina 5mg
(Laborclin Brasil) foi utilizado para a identificacao do
Staphylococcus saprophyticus. O crescimento nos meios
de SF (Laborclin Brasil) e da Bilesculina (Laborclin Bra-
sil) foram utilizados para a identificacdo do Enterococ-
cus sp. Foram realizados testes de sensibilidade aos an-
timicrobianos pelo método de difusdo de discos em dgar
Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, En-
gland) e utilizados discos de antimicrobianos: Penicili-
na, Ampicilina, Clindamicina, Oxacilina, Eritromicina,
Vancomicina, Teicoplanina e Linezolida (Oxoid, Basin-
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TABELA |
Local de isolamento de cocos gram-positivos
Hemo- | Trato Trato Secrecdo | Ferida Total
cultura [urinério  espiratorio ocular | operatéria
Streptococcus sp. 4 7 1 0 1 13
S. saprophyticus 0 9 0 0 0 9
Staphylococcus
. Godg 6g, 7 4 7 3 6 27
Enterococcus sp. 0 3 0 0 3 6
S. aureus 1 2 13 0 10 26
Total 12 25 21 3 20 81
TABELA I

Perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus
isolados no HDP, 2002

Oxacilina-Resistente (ORSA) %  |Oxacilina-Sensivel (OSSA) %
Ampicilina 0 25
Penicilina 0 16.66
Clindamicina 0 83.33
Vancomicina 100 100
Teicoplanina 100 100
Linezolida 100 100

gstoke, Hampshire, England). Foram adotados os crité-
rios recomendados pelo NCCLS (1998)° e foi realizado
o controle de qualidade através da utilizacdo de cepas
da American Type Culture Collection (ATCC) de Sta-
phylococcus aureus ATCC 29213.

RESULTADOS

Os microrganismos Gram-positivos mais frequen-
temente encontrados e o seu local de isolamento, du-
rante o periodo deste estudo, foram Staphylococcus
sp. coagulase negativa (33,3%), Staphylococcus au-
reus (32,1%) e Streptococcus sp. (16,1%). Das 81 amos-
tras isoladas, 12 foram isoladas de hemoculturas, 21
de infeccbes do trato respiratoério, 25 de trato urinério
e 20 de ferida operatdria, como pode ser verificado na
Tabela I.

A Linezolida, Vancomicina e Teicoplanina foram as
drogas que tiveram 100% de atividade frente aos cocos
Gram-positivos testados, como pode ser visto da Figu-
ra 1. Dos Staphylococcus aureus isolados, 53,8% foram
resistentes a Oxacilina (ORSA) e apresentaram resis-
téncia a Penicilina e Ampicilina, confirmando a resis-
téncia a Beta-lactamicos, com pode ser visto na Tabela II.

DISCUSSAO

As oxazolidinonas representam uma nova classe de
agentes antimicrobianos que possuem excelente ativida-
de contra Gram-positivos. A Linezolida ¢ a primeira dro-
ga representante desta classe aprovada para o tratamen-
to de infeccdes causadas por Staphylococcus aureus,
Enterococcus sp. e Streptococcus pneumoniae.

Os glicopeptideos Vancomicina e Teicoplanina, con-
tinuam sendo a terapia de referéncia para infecgoes
graves causadas por Gram-positivos®. Atualmente, ce-
pas com crescente resisténcia frente a Teicoplanina es-
tdo sendo reportadas na Europa e Estados Unidos®. Re-
sisténcia a Vancomicina é incomum, mas niveis de re-
sisténcia de Staphylococcus aureus tém sido recente-
mente reportados nos Estados Unidos e Japao™.

Em nosso estudo, ndo encontramos nenhuma cepa
resistente a Linezolida, Vancomicina e Teicoplanina, pois
estes agentes antimicrobianos apresentaram 100% de
atividade frente aos cocos Gram-positivos. Os micror-
ganismos mais freqiientemente isolados durante o pe-
riodo de estudo foram: Staphylococcus sp. (33,3%), Sta-
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FIG. 1 - Sensibilidade de diferentes microrganismos frente a Ampicilina
(AMP), Penicilina (PEN), Clindamicina (CLI), Oxacilina (OXA), Vancomicina
(VAN) e Teicoplanina.

phylococcus aureus (32,1%) e Streptococcus sp. (16,1%).
Das 81 amostras clinicas isoladas, 12 foram isoladas de
hemoculturas, 21 de infecgdes do trato respiratorio, 25
de trato urindrio e 20 de ferida operatoéria. Dos Staphylo-
coccus aureus isolados, 53,8% foram resistentes a Oxa-
cilina (ORSA).

Apesar dos grandes avancgos na terapia antimicrobia-
na, a resisténcia em patégenos Gram-positivos conti-
nua a aumentar, principalmente em relacdo a drogas
comumente utilizadas na pratica médica. Este estudo
demonstrou que a Linezolida vem a ser um importante
agente antimicrobiano no combate a este problema e
pode se tornar uma interessante alternativa a agentes
glicopeptideos’. O laboratério de bacteriologia deve
estar em alerta para o aparecimento de isolados clini-
cos resistentes a Linezolida, para iniciar os procedimen-
tos de confirmacao e comunicacao destes resultados,
da mesma maneira como é realizado para o Enterococ-
cus resistente a Vancomicina e para o Staphylococcus
aureus, intermediario a Vancomicina®.
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Citometria de Fluxo, imunocitoquimica
e Western Blot na deteccao da expressao
da proteina p53 em células tumorais:
uma analise comparativa’

Flow cytometry, immunocytochemistry and Western Blot in measurement
of p53 protein expression in tumor cells: a comparative analysis

Geraldo Barroso Cavalcanti Junior (MSc)?, Marcos Antonio Mauricio Scheiner (MSc)?, José Gustavo Pugliese de Oliveira®,
Flavia da Cunha Vasconcelos?, Ana Carolina dos Santos Ferreira® & Raquel C. Maia (MD, PhD)®

RESUMO - Infroducao e Obijetivos: p53 ¢ a proteina cuja funcdo ¢ crucial no controle do ciclo celular, reparo do DNA e inducdo de apoptose
de células geneticamente instaveis. O Western Blot (WB) e a imunocitoquimica (ICQ) sdo atualmente os métodos de deteccao mais
empregados da proteina p53, se tratando, porém de técnicas de execucdo demorada e trabalhosa. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
uma metodologia répida para deteccdo e quantificagdo da proteina p53 em células tumorais através da citometria de fluxo (CF). Material e
Meétodos: Empregou-se 14 linhagens de células tumorais humanas: Namalva, Raji e Daudi (linfoma de Burkitt), C91 e MT-2 (leucemia de
células T do adulto), Jurkat (leucemia linfoblastica de células T), HL-60 (leucemia promielocitica), HT-29 (adenocarcinoma de Colon), GLC-4
(carcinoma de pulméo), MCF-7 (carcinoma de mama), H460 e H460/bcl-2 (carcinoma de células ndo pequenas de pulmao), K562 e Lucena
(leucemia mieldide cronica em crise bléstica) e C6 (astrocitoma originaria de rato). Paralelamente, linfocitos provenientes de 36 individuos
sadios serviram como controle da reacdo negativa. A ICQ foi realizada pelo método da imunoperoxidase indireta, a CF por marcacao direta
com anticorpo monoclonal anti-p53 diretamente conjugado ao isotiocianato de fluoresceina apés permeabilizacdo celular e o WB através
do método padrdo. A quantificacdo antigénica foi realizada através da média de intensidade de fluorescéncia na CF e densitometria no WB.
Resultados: Observou-se uma correlacao direta entre os resultados da CE WB e ICQ), com expressao positiva nas linhagens Namalva, Raji,
HT-29, GLC-4, MT-2, C91pl, MCF-7, H460 e H460/bcl-2 e negativa nas demais linhagens e em todas as células do grupo controle. A ICQ
foi eficaz na demonstracdo da presenca da p53 no nucleo da célula e a CF e WB permitiram também a quantificacdo antigénica,
evidenciando células com variados niveis de expressdo antigénica. A CF quando comparada ao WB apresentou maior sensibilidade.
Conclusoes: Nossos resultados mostraram que a proteina p53 pode ser detectada em células tumorais através da CE Esta metodologia é
eficaz, sensivel e pratica, podendo ser empregada rotineiramente em estudos de expressdo da proteina p53 em células tumorias.

PALAVRAS-CHAVE - Proteina p53, citometria de fluxo, imunocitoquimica, Western Blot e células tumorais.

SUMMARY - Introduction and Objective: p53 is a protein with a crucial role in the cell cycle control, DNA damage repair and induction
of apoptosis in genetically unstable cells. Over 50% of all human cancers contain a mutation in the p53 gene and an overexpression of
p53 protein. The Western Blot (WB) and Immunocytochemistry (ICC) are the most used methods to detect p53 protein, but they both
have the disadvantage of requiring lots of time to be executed. The objective of this study is to describe a faster and more reliable
methodology to detect and quantify p53 in tumor cells by flow cytometry (FC). Methods: Fourteen human tumor cell lines including:
Namalva, Raji and Daudi (Burkitt lymphoma); C91pl and MT2 (adult T-cell leukemia); Jurkat (T-cell lymphoblastic leukemia); HL-60
(Acute Promielocytic Leukemia); HT-29 (colon adenocarcinoma); GLC-4 (lung carcinoma); H460 and H460/bcl-2 (lung non small cells
carcinoma); MCF-7 (breast carcinoma); K562 and Lucena (chronic myeloid leukemia in blastic crisis) and C6 (derived from rat astrocy-
toma) were used in this study. As a negative control, we used 36 samples from healthy donors. The ICC method was performed by
indirect immunoperoxidase technique, the FC by FITC monoclonal antibody after cell permeabilization and the WB by standard
methodology. The antigenic quantification was performed by the measurement of mean of the fluorescence intensity in FC and by
densitometry in the WB. Results: A positive correlation between the FC, ICC and WB results for positive p53 expression in Raji,
Namalva, GLC-4, MT-2, C-91pl, HT-29, MCF-7, H460 and H460/bcl-2 was found. The other samples including the control ones were
negative for p53 expression in all methods. The ICC method was useful to show the presence of p53 in the cell nucleous and WB and
FC also allowed an antigenic quantification, showing cells with many different levels of antigenic expression, but FC quantification was
shown to be more sensitive when compared to WB data. Conclusion: Our results show that p53 can be detected in tumor cells by FC. This
technique is sensitive, practical and reliable, allowing its routine usage in p53 expression studies with cancer cells.

KEYWORDS - p53 protein, Flow Cytometry, Imunocytochemistry, Western Blot and tumor cells.
- /

INTRODUGAO desfavoravel em diversos tipos de neoplasias malig-
nas, tais como cancer de mama, pulmao, célon e uma
superexpressdo da oncoproteina p53 é um achado | variedade de hemopatias malignas 2.
A comum na maioria das neoplasias humanas, es- A proteina p53 é uma fosfoproteina de 53 kD, codi-
tando freqiientemente associada com um prognéstico | ficada pelo gene supressor tumoral p53, localizado na
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regidao 13p do braco curto do cromossomo 17 * *17, A
principal funcdo desta proteina é o controle do ciclo
celular, possibilitando o reparo do DNA alterado e,
dependendo da extensao da lesdo, induzindo a apop-
tose de células geneticamente instaveis, mantendo des-
ta forma a integridade do genoma?®***°,

A mutacao do gene p53 ou inativacao do seu produto
de transcricdo tem sido descrita como a alteracdo gené-
tica mais observada nas neoplasias malignas, levando
freqiientemente a estabilizacdo e superexpressao da
proteina p53 no nucleo das células neoplasicas?®1%19,

A proteina p53 funcional (selvagem ou wild-type) en-
contra-se normalmente no nucleo das células, apresen-
tando meia vida curta, ndo sendo detectada na maioria
dos tecidos normais®®'°?°. Em contraste, a forma mutada
ou inativada apresenta uma maior estabilizacao, sendo
possivel sua deteccao por técnicas imunolégicas por meio
de anticorpos monoclonais (AcMo) anti-p53 utilizados nos
métodos da imunohistoquimica’®?® imunocitoquimica
(ICQ)**%, Western Blot (WB)'%222° e mais recentemente a
citometria de fluxo (CF)11923:2425,

A ICQ é um método de avaliacdo da expressao de
antigenos e tem como vantagem a correlacdo dos resul-
tados obtidos com a andlise citomorfoldgica e a identifi-
cacdo precisa da localizagao da proteina na célula'®?°. A
técnica utiliza células em suspensdo ou imprint de te-
cidos previamente fixados em ldminas que sdo subme-
tidas a permeabilizacdo e em seguida, incubadas com
AcMo. A presenca da proteina é revelada por meio da
adicdo do anticorpo secunddrio com especificidade con-
tra a fracdo constante (FC) da imunoglobulina de ca-
mundongo, estando conjugado a um substrato revela-
dor que pode ser peroxidase ou fosfatase alcalina. A
ICQ apresenta, como fator limitante, a rapida degra-
dacao da proteina, sendo necessario a preservacao do
material em baixa temperatura (-70°C)%**,

O WB apresenta como caracteristica, a alta resolu-
cdo da eletroforese em gel de poliacrilamida aliada a
especificidade da imunoquimica. Os componentes re-
sultantes da separacdo eletroforética sdo transferidos
do gel para uma membrana de nitrocelulose, imediata-
mente apds a corrida eletroforética, seqguida da incu-
bagdo com anticorpo primario (em geral AcMo) e de
uma segunda incubacdo com um anticorpo secundario
conjugado a peroxidase. O sistema revelador contém
uma substancia que, ao reagir com o conjugado, emiti-
ra luz. Essa membrana quando exposta a um filme ra-
diogréafico revela a presenca das bandas antigénicas
especificas para o AcMo em questdao®.

Embora o WB seja um método de alta especificida-
de e sensibilidade e, portanto a técnica é referida como
"padrao ouro” para a deteccdo da proteina p53, além
de demorada, apresenta muitas etapas de execucao que
dificultam sua aplicacéo, principalmente, em um nu-
mero grande de amostras ficando o seu uso mais restri-
to aos trabalhos de pesquisa®®?.

A CF tem se destacado como método de deteccdo de
expressdo de antigenos celulares de outras metodolo-
gias por ser uma técnica semi-automatizada, possibili-
tando a andlise de um grande ntimero de amostras em
um tempo curto®?*, A CF apresenta ainda, como vanta-
gem em relacdo a ICQ e ao WB, a possibilidade de
analisar de forma multiparamétrica, permitindo a de-
tecgdo de co-expressao de varios antigenos simultane-
amente, bem como, a quantificacdo antigénica ',

Células previamente marcadas com AcMo conjuga-
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dos a fluorocromos sdo introduzidas no citémetro de
fluxo. Dentro do equipamento, as células sdo conduzi-
das através de um fluxo de liquido isotonico até um
compartimento denominado camara de fluxo "flow cell".
Nesse compartimento, um feixe de raios laser incide
sobre cada célula individualmente. Ao incidir sobre a
célula, uma fracao, ou seja, uma parte da luz € bloquea-
da frontalmente (Forward Scatter ou FSC) e outra fra-
cdo é dispersa lateralmente (Side Scatter ou SSC). A
fracdo FSC é relativa ao tamanho da célula e a SSC
representa a complexidade intracitoplasmatica, que
caracteriza a granulosidade interna®?*?°,

Andlises preliminares de (SSC x FSC) fornecem in-
formacoes que identificam e separam populacoes celu-
lares diferentes, distinguindo-as de acordo com tama-
nho e a complexidade interna*?% ., Adicionalmente,
ainda sob acao do raio laser, anticorpos conjugados a
fluorocromos emitem sinais fluorescentes que sao de-
tectados por tubos fotomultiplicadores, convertendo a
luz em sinais eletrénicos e possibilitando a deteccéo
das células que reagiram positivamente para cada um
dos anticorpos. Estes sinais fornecem resultados em
forma de histogramas®?*?,

A CF pode ser utilizada como método de estudo da
expressdo da p53%*2, com vantagem sobre as demais
metodologias pela praticidade, rapidez e precisao (Tabe-
la I). Entretanto, por se tratar de uma proteina que pode
ser encontrada no nucleo, torna-se necessario a permea-
bilizacao preliminar da membrana nuclear possibilitando
a exposicao do antigeno ao AcMo anti-p53*°%,

OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram o de empregar as
técnicas de CF, ICQ e WB para a deteccao da expres-
sdo e quantificacdo da proteina p53 em células de li-
nhagens tumorais humanas e uma linhagem de rato, e
em linfécitos normais, provenientes de individuos sa-
dios. Procurou-se fazer uma andlise critica e compara-
tiva dos resultados obtidos entre as técnicas de ICQ e
WB com a de CE objetivando a validacao da CF como
uma técnica que pode ser empregada rotineiramente
para a detecgdo da proteina p53.

TABELA |
Analise comparativa entre a citometria de fluxo,
imunocitoquimica e Western Blot

Parametros Cé‘g'ﬁj;ga Imunocitoquimica Weletoetrn
N2 de células avaliadas 10%-10° 10%-10° 10%- 108
Tempo de realizagéo Minutos Horas Dias
Precisao Objetividade Subjetividade | Objetividade
Andlises . - Positivo/ Positivo/
dos dados Multiparamétrica negativo negativo
Reprodutibilidade Alta Baixa Baixa
- Semi- Trabalhosa Trabalhosa
Técnica automatizada (manual) (manual)
, = Alternativo/ p
Método Padrao Complementar Padréo
Sensibilidade Alta Baixa Alta
Reagédo imunolégica Direto Direto Indireto
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MATERIAIS E METODOS

* Materiais

Linhagens celulares |

Este estudo foi realizado em 15 linhagens distintas
de células tumorais, estabilizadas e mantidas no Labo-
ratério de Hematologia Celular e Molecular, do Servi-
co de Hematologia, Hospital do Cancer I, Instituto Na-
cional de Céncer no Rio de Janeiro-RJ (INCA-RJ), se-
gundo recomendacao do American Type Culture Col-
lection (ATCC)*, (Tabela II).

Células-controle |

Paralelamente foram empregados linfocitos normais
provenientes de 36 individuos sadios que serviram como
controle negativo para a expressdo da proteina p53.
Nesses casos, amostras de sangue periférico foram co-
letadas em tubos heparinizados e os linfdcitos separa-
dos em gradiente de densidade (Ficoll-Hypaque, 1077-
Sigma), lavadas trés vezes com solucdo fisiologica
(NaCl 0,9%) e ressuspendidos em meio de cultura RPMI
(RPMI 1640-Sigma), suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF-Gibco).

TABELA I
Linhagens de células tumorais empregadas neste estudo
Linhagem ; Proteina Ani
Celular Qg p53/status Referéncias
HTpg | Adenocarcinoma +Mutada 30
Leucemia B
HL-60 promislocitica -/Delegao 30, 42-46
Carcinoma
GLC-4 de pulmao +/Mutada 30, 40
Leucemia mieldide
K562 cronica em -/Mutada 30, 32
crise blastica
Derivada da
Lucena linhagem K562 nr 33
Linfoma
Jurkat de células T r* 30
Leucemia
MT-2 de células-T +/Selvagem 30, 41
do adulto
Leucemia
Co1pl de células-T nr* 30
do adulto
Daudi Linfoma /Mutada 30, 34
Raj Linfoma +/Mutada 30; 34, 35
Linfoma
Namalva de Burkitt +/Mutada 30, 34
Carcinoma
H460 de néo pequenas +/Selvagem 30, 40
células de pulmao
Linhagem H460,
H460/bcl-2 transfectada com nrx 40
o0 gene BCL-2
Carcinoma
MCF-7 de mama +/Selvagem 22, 30, 36, 37, 38
Sistema Nervoso
o6 Central (Astrocitoma) r* 30

(nr*) dados ndo relatados na literatura consultada, (**) linhagem originéria de rato.
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* Métodos

| Teste de viabilidade celular

A determinacao de viabilidade celular foi realizada
nas amostras antes de qualquer experimento. Neste caso,
1,0x10%ml células mononucleares foram incubadas com
solucdo de azul de tripan (Merck) a 0,5% em solucao
salina tamponada com fosfatos (PBS), na proporcao de
9/1. Apbés homogeneizacdo, a mistura foi analisada no
microscépio 6tico com objetiva de 20%, sendo descarta-
das as amostras com viabilidade inferior a 80%.

| Citometria de fluxo

a) Preparacao das amostras

A pesquisa da proteina p53 pela CF foi realizada
em triplicata para cada linhagem celular e em 36 dife-
rentes amostras de sangue de doadores sadios, empre-
gando solucao de lise (Becton Dickinson’s FACS ly-
sing solution) para a permeabilizacao celular®,

A suspensao celular foi ajustada na concentracao
1,0x10%células por ml por tubo e fixada em solugao de
paraformaldeido (Merck) a 2% em PBS em um volume
de 1 ml da suspensao celular juntamente com 1 ml de
solucgédo de paraformaldeido (1/1), durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com SBF (Gibco) diluido a 5% em
PBS, descartando-se o sobrenadante e ressuspenden-
do-se o sedimento quando entdo foi incubado com so-
lucéo de lise previamente diluida a 10% em agua des-
tilada por 10 minutos a temperatura ambiente, sequido
de uma centrifugacao a 1.500 rpm por 7 minutos, des-
cartando o sobrenadante e ressuspendendo o sedimen-
to. Este sedimento foi lavado 2 vezes com solucao de
Tween 20 (Merck) na concentragdo de 0,5% em PBS,
pH 7.4.

Ap6s o descarte do sobrenadante, o sedimento foi ho-
mogeneizado adicionando-se 10pl de AcMo anti-p53 (Clo-
ne DO-7; Dako) conjugado a isotiocianato de fluorosceina
(FICT), procedendo-se em seguida a incubacao por 30
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés
ressuspender o sedimento em solucao de PBS/Tween-20,
seguida de centrifugacdo a 1.500 rpm por 7 minutos, des-
prezado o sobrenadante, o sedimento foi submetido a mais
uma lavagem com solucao de PBS/Tween-20. Apo6s o des-
carte do sobrenadante, ao sedimento final foi adicionado
1 ml de formalina (Merck) a 1% em PBS e estocado na
geladeira ao abrigo da luz até o momento da leitura no
citometro de fluxo.

Para cada amostra foi utilizado um tubo controle de
marcacao inespecifica, empregando-se para tal, imu-
noglobulina inespecifica conjugada ao FITC diluida
conforme as especificacbes do fabricante (Rabit anti
mouse immunoglobulin/FICT, Dako).

b) Leitura e analises

A leitura e as andlises foram realizadas em um cito-
metro de fluxo (Fluorescence Activated Cell Analyser -
Facs-can da Becton Dickinson, San-Jose, Ca, USA), uti-
lizando-se o software cell quest, com aquisicao de 40.000
eventos, tendo como parametros FSC e SSC em escala
linear e FL1 em escala logaritmica que detecta a fluo-
rescéncia verde, ou seja, a reacdo antigeno/anticorpo
conjugado ao FICT.

Os resultados foram fornecidos na forma de histogra-
mas e em percentual da populacao celular com reacao
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A) Demonstracao das caracteristicas fisicas SSC (granulosidade interna) e FSC (tamanho); B) Histogramas de int,

de fluor ia do tubo

le de fluor:

controle e tubo marcado com o AcMo anti-p53 apr o

ia e MIF (Media de il lade de fluorescéncia).

positiva para o AcMo anti-p53. Determinou-se também a
quantificacdo antigénica da proteina p53 através da in-
tensidade de fluorescéncia, calculada pela razdo entre a
média de intensidade de fluorescéncia do tubo com o
AcMo e a média de intensidade de fluorescéncia do tubo
controle (MIF) 262831 Para tal, procedeu-se a sobreposi-
cdo dos histogramas das amostras do tubo controle sobre
o tubo marcado com o AcMo (Figuras 1, 2 e 3).

Imunocitoquimica |

a) Preparo das amostras

A expressdo e localizacdo topografica da proteina
p53 no ntcleo das células foram realizadas em laminas
de microscopia contendo concentrado de células mo-
nonucleares apos citocentrifugacdo de 150l de sus-
pensao contendo 1,0x10%ml de células mononucleares.
Apbs a confeccdo dos cytospins, as laminas foram man-
tidas em temperatura ambiente para secagem até o dia
seguinte e entdo, embaladas em papel aluminio e man-
tidas a —80°C até a realizacdo da ICQ.

b) Metodologia

As laminas foram retiradas do freezer e descongeladas
por 15 minutos ainda sob protecdo do papel aluminio. Esta
protecao foi entdo retirada, sendo realizada a identificacao
das amostras. Apds este procedimento, as células foram fi-
xadas e permeabilizadas simultaneamente com uma solu-
¢do em partes iguais de acetona / metanol (Merck) por 10
minutos a temperatura ambiente. Apds a secagem, as lami-
nas foram lavadas com agua destilada e incubadas por 5
minutos em PBS a temperatura ambiente, sequida de nova
incubacao com soro de doador do sexo masculino do grupo
sanglineo AB, inativado e diluido a 5% em PBS, por 20
minutos, para inibir as ligacoes inespecificas. Em seguida,
as laminas foram lavadas e incubadas com PBS por 5 minu-
tos em PBS a temperatura ambiente.

Foi depositado sobre as amostras, 20Ul de AcMo anti
p53 (DO7-Dako) previamente diluido a 1/50 em PBS/SBE
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Aslaminas foram entdo incubadas por uma hora a tempe-
ratura ambiente em camara imida, lavadas e incubadas
por 5 minutos em PBS a temperatura ambiente para reti-
rar o excesso do AcMo.

Na etapa seguinte, procedeu-se a incubagdo com o
anticorpo secundario (biotinylated Goat Antibody to Mou-
se/Rabbit Immunoglobulins-Dako) diluido a 1/100 em
PBS/SBE conforme recomendacéao do fabricante, por 30
minutos em cdmara imida a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Para retirar o excesso de anticorpos secun-
dario, uma etapa de lavagem e incubacdo com PBS du-
rante 5 minutos a temperatura ambiente foi realizada.

Procedeu-se entdo a incubacdo com o anticorpo tercidrio
(Strept ABC complex/HRP-Dako, diluidoa 1/100 em PBS/BSA,
conforme recomendacao do fabricante, por 30 minutos, em ca-
mara Umida a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As
laminas foram lavadas e incubadas por 5 minutos em PBS
a temperatura ambiente, para retirar o excesso do anticorpo
tercidrio e em seguida foi realizada a incubacdo em solucdo de
diaminobenzidina (Merck) (a 5% em PBS) acrescida de 10pl
peroéxido de hidrogénio 20v (Merck), por 10 minutos ao abrigo
da luz, seguindo-se a lavagem das laminas com PBS.

Finalmente, as laminas foram submetidas a uma co-
loracdo de fundo com hematoxilina de Haris (Merck)
por 10 minutos, seguindo-se uma lavagem com bastan-
te &gua corrente, secagem e montagem com laminula e
balsamo do Canada.

A andlise foi realizada em um microscépio 6tico com
objetiva de imersdo, com contagem de no minimo 200
células. A reacdo foi considerada positiva quando as cé-
lulas apresentavam uma coloracao castanho-escuro na
regido nuclear (Figura 4).

Para cada lamina, procedeu-se o controle de marca-
cdo inespecifica, onde o anticorpo primario foi omitido.

Western Blot

a) Preparacao das amostras
As amostras foram preparadas por lise direta de 10°
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FIG. 4 - Reacao de imunoperoxidase positiva para proteina p53 em células
das linhagens tumorais HT-29, GLC-4, Namalva, Raji, MT-2 e MCF-7.

células, em 20pl de tampéo de lise (10 mM EDTA, 60
mM de pirofosfato, 40mM tris-HCI pH 6,8), acrescida
de 20pl de SDS (solucdo a 10%) e 20pl de tampao de
amostras (115 mM tris-HCIl pH 6,8; 15% SDS; 10% de
glicerol; 100 mM de 2-B-mercaptoetanol; 0,1% de azul
de bromofenol) e incubadas a 95°C por 10 minutos, sen-
do mantidas a —20°C até serem usadas.

b) Eletroforese de proteinas

Em cada amostra, 2x10° células de cada amostra foram
submetidas a SDS-PAGE (acrilamida/bis-acrilamida 29:1),
sendo o gel de separagao a 12% preparado em tampao con-
tendo 1,5M tris-HCI pH 8,8 e 0,4% de SDS e o gel de empi-
lhamento (stacking gel) a 3% em tampéao 0,5M tris-HCl pH
6,8 € 0,4% de SDS. A composicao do tampdao de eletroforese
foi 25 mM de tris-HCI pH 8,3, 200mM de glicina e 1% de
SDS. A eletroforese das proteinas foi realizada a 70 volts em
gel 14cmx16 cm com duracgao de 16 horas.

c) Transferéncia das bandas protéicas para

suporte sélido

Apos a eletroforese, as bandas protéicas foram trans-
feridas para a membrana de nitrocelulose utilizando-
se tampao com 25mM de tris, 193mM de glicina e 20%
de metanol. A transferéncia foi feita em cuba semi-seca
(Hoeffer-Scientific), por duas horas sendo a poténcia
estabelecida em funcdo da 4rea da membrana.

d) Marcagao com anticorpo monoclonal anti-p53

Apbés a transferéncia das bandas de proteinas, a mem-
brana de nitrocelulose, foi incubada por duas horas em
uma solucéo constituida de leite em p6 desnatado a 5%
em tampéo TBS (10mM de tris-HCI pH 7,4 e 0,9% de
NacCl), a temperatura ambiente sob agitacao leve e de-
pois lavada duas vezes em tampao TBS-Tween (10mM
de tris-HCI1 pH 7,4, 0,9% de NaCl e 0,2% de Tween 20)
por 10 minutos. Em seguida, a membrana foi incubada
com 0 AcMo anti-p53 (clone DO-7 Dako), diluido 1/2000
em leite em p6 desnatado a 5% em tampao TBS, por 16
horas na temperatura de 2 a 8°C.
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FIG. 5 - Expressao da proteina p53 em amostras de células tumorais e
respectivos niveis de expressao antigénica determinado por densitometria.

A) Linhagens HT-29, Raji, GLC-4 e Namalva com elevados niveis de expres-
sao antigénica. Em destaque a presenga de banda extra na linhagem Namalva,

B) Linhagens MCF-7, H460, H460/bcl2, C91 e MT-2 exibindo baixos niveis de
expressao antigénica.

Apos este periodo, a membrana foi lavada por trés
vezes (15 minutos em cada lavagem) em tampao TBS-
Tween, sob agitacao leve em temperatura ambiente, sen-
do em seguida incubada com o anticorpo secundario
(goat anti-mouse IgG F(ab)? HRP-Pierce), previamente
diluido 1/5000 em leite em pé desnatado a 5% em tam-
pédo TBS por duas horas a temperatura ambiente sob
agitacdo suave, sendo em seguida lavada 6 vezes (15
minutos em cada lavagem) em tampao TBS-Tween.

e) Revelagcao

A banda da proteina p53 foi revelada utilizando-se
o kit ECL (Amersham Pharmacia Biotech) e exposicdo
da membrana a um filme de raio X (Mamo-M Kodak)
por 10 minutos e revelacdo em maquina de raio-X (Ko-
dak) (Figura 5).

f) Analise quantitativa

Niveis de expressao da proteina p53 foram deter-
minados por densitometria das amostras, usando o pro-
grama SigmaGel software (Jandel Scientific, San Ra-
fael CA), com escala linear.

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram feitas pela teste do qui-
quadrado (x?) tomando-se o valor de p<0,05 como es-
tatisticamente significativo. Foram também construidos
graficos de correlacdo linear confrontando os resulta-
dos das andlises de quantificacdo antigénica obtidos
pela CF e WB e também entre o percentual de células
marcadas com o AcMo anti p53 pela CF e ICQ.

Nas andlises realizadas pela CF foram calculados,
os valores minimos, méximos, média e desvios-padrao
desses resultados.

RESULTADOS

Citometria de fluxo

Como observado na Tabela III e Figuras 1, 2 e 3, a
expressdo da proteina p53 nas linhagens de células
tumorais HT-29, GLC-4, MT-2, C91, Raji, Namalva,
MCF-7, H460 e H460/bcl-2 apresentaram elevado per-
centual de células positivamente marcadas. Nas linha-
gens HL-60, Daudi, Jurkat, K562, Lucena, C6 e amos-
tras das células-controle, observou-se auséncia de ex-
pressao da p53.

A andlise quantitativa da densidade antigénica de-
terminada pela média da intensidade de fluorescéncia
(MIF) nas amostras mostraram-se variaveis, refletindo
em uma maior ou menor quantidade da proteina p53

139



TABELA Il
Avaliacdo da expressao da proteina p53 em células
tumorais através da citometria de fluxo

TABELA IV
Anélises da expressao da proteina p53 em linhagens
tumorais e linfécitos normais por metodologias diferentes

Citometria de fluxo Células CF Ica wB
c‘;i:"'gzg‘?";g;is Percentual indice de fluorescéncia %* MIF* % IA*
variagdo (m*) variagéo (m*) HT-29 98 12,1 98 154,79
HL60 0 1,0 0 0
HT-29 97 = 1 (98) 12,2 = 0,2 (12,1) GLCA % 452 100 98.78
HL-60 0 1.0 K562 0 1,3 0 0
GLC-4 98 = 1 (98) 45,2 + 1,2 (45,2) Lucena 0 12 0 0
K562 0 1,3 = 0,1 (1,3) Jurkat 0 1.0 0 0
Lucena 0 1,2 + 0,1 (1,2) MT2 87 35 89 3,33
Jurkat 0 1,1 = 0,1 (13) Co91 87 4,2 87 1,91
MT-2 86 + 1 (87) 3.5 = 0.2 (3,5) Daudi 3 1,1 0 0
Cotpl 88 + 8 (87) 44 =11 (42 Raji 93 51,3 97 173,89
Daudi 2 +1(3) 1,1 = 0,1 (1,1) Namalva 93 42,4 98 231,98
Raji 93 = 7 (93) 52,2 + 2,9 (51,3) H460 82 2,6 70 2,6
Namalva 92 + 5 (93) 43,9 = 11,8 (42,4) H460/bcl-2 69 1,9 70 3,15
H460 80 = 5 (82) 2,5 + 0,6 (2,6) MCF-7 44 2,1 50 2,0
H460/bcl-2 70 = 10 (69) 2,0 = 0,5 (1,9 C6 0 1,0 0 0
MCF-7 44 + 1 (44) 2,2 = 0,5 (2,1) Doador 0 1,2 0 0
C6 0 1,0 *(m) media dos valores determinados pela realizag&o dos testes em triplicata, exceto
Controle 2+ 2(0) 12 =02 (1.1) em célulagmonopuclearesde doador9309m 36difereqtesamostras estuAdao'las, (%)
! ) ) percentuais de células marcadas, (MIF) média de intensidade de fluorescéncia, (DO)

* (m) media dos valores determinados pela realizagao dos testes em triplicata,
exceto em células-controle com 36 diferentes amostras estudadas.

no nucleo das células. Foi observa- 1004
da elevada intensidade de fluores-
céncia nas linhagens originarias do
linfoma de Burkitt (Raji e Namal-
va), com valores MIF médio de 51,3
e 42,4 respectivamente, na linha-
gem proveniente de carcinoma de
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45,2. As células de adenocarcino-
ma de célon (HT-29) com MIF mé-
dio de 12,1 apresentaram uma in-
tensidade intermedidria, contras-

Citometria de fluxo (%)

FIG.6- Analise de correlagao linear demonstrando
entre o percentual de células marcadas pela reagao de
imunocitoquimica e citometria de fluxo nas amostras
de células tumorais e células-controle.

Citometria de fluxo (MIF)

FIG.7- Andlise de correlacéo linear entre a media de inten-
sidade de fluorescéncia (MIF) obtida pela citometria de
fluxo e densitometria do Western Blot, realizada nas amos-
tras de linhagens de células tumorais e células-controle.

tando com MIFs médios menores

das linhagens C-91 e MT-2 (leucemia de células T do
adulto), carcinoma de ndo pequenas células de pul-
mao (H-460 e H-460/bcl2), e carcinoma de mama (MCEF-
7), que mostraram valores de MIF de 4,2; 3,5; 2,6; 1,9
e 2,1, respectivamente.

Células tumorais com marcacao negativa apresen-
taram baixa intensidade de fluorescéncia com valores
de MIF homogéneos e similares aos resultados obser-
vados pelas células-controle, com média de 1.0 na maio-
ria dos casos (Tabelas III e IV).

| Imunoperoxidase |

Os resultados obtidos pela ICQ mostraram percen-
tual elevado de células positivas nas seguintes linha-
gens: GLC-4 (100%), HT-29 (98%), Namalva (98%) e
Raji (93%), menores nas linhagens C-91 (87%), MT-2
(87%), H460/bcl-2 (70%), H460 (70%) e MCE-7 (50%) e
auséncia de expressdo nas linhagens Daudi, HL-60,
K562, Lucena, Jurkat, C6 e nas células-controle, es-
tando estes resultados concordantes com os dados ob-
tidos pela CF (Tabela IV e Figura 6).

Western Blot

O WB foi positivo nas linhagens HT-29, MT-2, C-
91, Raji, GLC-4, MCF-7, H460 e H460/bcl2. Na linha-
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gem Namalva na qual observou-se adicionalmente a
presenca de uma banda extra (Figura 3). Os resulta-
dos foram negativos nas linhagens HL-60, Daudi, K562,
Lucena, Jurkat, e C6 e células-controle (Tabela III), ob-
servou-se também nestes casos, uma concordancia en-
tre os resultados da expressao da proteina p53 deter-
minada pela WB com as andlises feitas pela ICQ e CF
(Tabela 1V).

Andlises quantitativas mostraram valores varidveis,
indicando niveis elevados de expressao da proteina p53
nas linhagens Namalva (231,98), HT-29 (154,79), Raji
(173,89), GLC-4 (98,78) e niveis mais baixos nas li-
nhagens MT2 (3,33), C91 (1,91), H460 (2,6), H460/bcl-
2 (3,15) e MCF-7 (2,0).

Comparando os resultados referentes a quantifica-
cdo antigénica determinada pelas intensidades de fluo-
rescéncia na CF e densitometria no WB constatou-se
uma tendéncia entre os dados obtidos pelos dois méto-
dos de quantificacdo antigénica (Figura 7).

DISCUSSAO

O numero crescente de estudos relacionados os as-
pectos moleculares da biologia do cancer, elevam o inte-
resse sobre o gene supressor tumoral p53 e a funcao da
respectiva proteina nessas doencas'®'®'%, Uma série de
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alteragoes genéticas do gene p53 inclui a troca de nu-
cleotideos na seqiiéncia do gene p53 (mutacdo missen-
se), assim como delecdes***®, inversoes e translocacoes,
envolvendo o cromossomo 17, havendo uma estreita cor-
relacao dessas alteragdes genéticas e o acumulo da pro-
teina p53 no nucleo das células afetadas®' 1819 2122,

Outras formas de inativacdo da proteina p53 inclu-
em interacdes com outras proteinas regulatorias do ci-
clo celular, como a proteina MDM-2, produto do gene
mouse double minute 2 e proteinas virais como o anti-
geno TAX do virus linfotrépico de células T humana
(HTLV) e EBNAS do virus Epstein-Barr (EBV) dentre
outras. Essas proteinas quando interagem com a pro-
teina p53 levam a inativacdo, estabilizacdo e acimulo
da p53 no nucleo da célula, tornando possivel a sua
detecgéOZ-9,18-19,41.

A deteccao da proteina p53 por métodos imunologi-
cos consiste em adicionar um anticorpo com especifici-
dade para a proteina, possibilitando a pesquisa em
amostras de cortes histolégicos, células em suspenséo,
Imprint de tecidos ou lisados celulares. Esse complexo
antigeno-anticorpo pode ser facilmente detectado de
acordo com a particularidade do método adotado.

Neste trabalho, a proteina p53 foi investigada em
amostras procedentes de linhagens tumorais empre-
gando-se o AcMo anti-p53 (clone DO-7-Dako), especi-
fico para a regiao N-terminal da molécula (selvagem e
mutada). Este método é sensivel e especifico para de-
teccdo da proteina nas formas mutadas ou inativada. A
proteina p53 selvagem tem meia vida muito curta, nao
sendo possivel a sua detecgdo nas células nor-
mai522'36'39'45.

No presente estudo, embora considerando particu-
laridades dos trés métodos de deteccao da proteina p53,
obtivemos resultados concordantes no que tange a pre-
senca ou a auséncia de expressdo nas diferentes amos-
tras investigadas.

A ICQ foi a metodologia que apresentou mais des-
vantagens em termos informativos quando comparada
com as demais metodologias. Entretanto, este método
apresenta a vantagem da reagdo imunolégica se pro-
cessar na propria célula e de poder ser associado com
a andlise citomorfoldgica, possibilitando a distincao
entre as células patoldgicas das normais, assim como,
alocalizacdo topografica da proteina p53 no ntcleo das
células®.

Por se tratar de uma metodologia demorada e cons-
tituida de muitas etapas, sua utilizacdo na rotina tem
sido dificultada, principalmente, quando se utiliza um
grande numero de amostras o que torna este método
alternativo ou complementar. Como se trata de uma me-
todologia puramente qualitativa, seu resultado limita-
se a uma contagem dos elementos positivos ou negati-
vos, ficando a intensidade antigénica sujeita a uma
andlise subjetiva de acordo com a intensidade da colo-
racao e interpretacao do operador.

A ICQ apresenta ainda, baixa sensibilidade, pois a
auséncia de marcacdo nao significa necessariamente
mutacdo do gene p53 ou auséncia da proteina, que pode
ocorrer em condicoes adversas de fixacdo das células
ou conservacdao do material de forma inadequada em
funcéo da rapida degradacdo da proteina p532°?!, No
entanto, uma contagem criteriosa com elevado nimero
de células (mais que 200) tornou os resultados confia-
veis e compativeis com os resultados obtidos pela CE
conforme pode ser observado na Tabela IV e Figura 6.
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A CF mostrou ser a metodologia mais adequada para
a deteccdo da expressao da proteina p53 em funcéao da
facil execucgédo, o que possibilita o processamento e ana-
lise das amostras em tempo hébil quando comparada
com a ICQ e WB. Aliada a estas caracteristicas, a CF
apresentou reprodutibilidade da técnica com concor-
dancia nos resultados das andlises em triplicata nas
células tumorais e nas 36 amostras procedentes do gru-
po-controle, tanto na andlise quantitativa, quanto na
avaliacdo de densidade antigénica (Tabela III).

Por se tratar de um método indireto, o WB perde em
termos de viabilidade de execucao quando comparado
a CF na qual a reacdo imunolégica é efetuada em uma
Unica etapa de marcacgédo e que adicionalmente apre-
senta ainda a vantagem de se utilizar células recém-
obtidas e pelo fato da mesma se processar na propria
célula.

Por necessitar varias etapas de processamento, tais
como o preparo dos lisados, a eletroforese em gel de
poliacrilamida, eletrotransferéncia das bandas de pro-
teinas do gel para membrana de nitrocelulose e a
captura e digitalizacdo das imagens das mesmas do
filme de raio-X por um scanner, o WB foi a metodo-
logia que apresentou mais desvantagens em termos
operacionais, perdendo também em sensibilidade
para a CE

Resultados do WB mostraram a presenca de dois
grupos de células tumorais de acordo com os resulta-
dos dos niveis de expressdo da proteina p53 obtidos
pela densitometria: alta na HT-29 (154,79), Raji (173,89)
e Namalva (216,98) e GLC-4 (98,78) e baixa na linha-
gem MT-2 (3,33), C91 (1,91) MCEF-7 (2,0), H460 (2,6)
e H460/bcl-2 (3,15). Em contraste com os resultados
obtidos pelo WB, na CF observou-se distintamente a
presenca de trés grupos determinados através dos re-
sultados com os resultados das intensidade de fluores-
céncia: MIF alto na Raji (45,2 = 2,9), Namalva (43,9 +
11,8), GLC-4 (45,2 = 1,2), intermediario na HT-29 (12,2
+ 0,2) e baixo nas linhagens MT-2 (3,5 = 0,2), C91
(44 = 1,1), MCF-7 (2,2 £ 0,5), H460 (2,5 = 0,6) e
H460/bcl-2 (2,0 = 0,5) o que reflete uma maior sensibi-
lidade da CF em relacdao ao WB.

Outra limitacdo deste método é o surgimento es-
poréadico de bandas extras, que podem ocorrer em fun-
cao da qualidade dos anticorpos* ou ainda, como con-
seqiéncia da degradacédo da proteina pela acdo de pro-
teases no momento de preparo dos lisados ou na esto-
cagem das amostras. Este achado foi observado ape-
nas na linhagem Namalva (Figura 4).

Em ultima andlise, observou-se superexpressao anti-
génica nas linhagens com mutacdo do tipo missense do
gene p53: Namalva com mutacao nos codons 248, exon
8%, Raji (codon 234, exon 7)*, HT-29 (codon 273, exon
8)*e GLC-4 (codon 132, exon 5)*°, em detrimento das li-
nhagens MCF-7%2%% H460* e MT-2*! que expressaram a
forma selvagem do gene e possivelmente, apresentam
outros mecanismos de estabilizacao da proteina'®*®,

As linhagens K-562 e Daudi, que também apresen-
tam mutacao do gene p53 no codons 135 e 136 do exon
5 e codon 213 no exon 6 respectivamente, nao mostra-
ram expressdo da proteina p53 pelo fato destas muta-
¢Oes impedirem a transcricdo da proteina (mutacao do
tipo stop codon)****, e a linhagem HL60 que também
apresenta auséncia de transcri¢do da proteina p53 em
decorréncia apresentar delecao na regido 13p do cro-
mossomo 174%%,
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CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos concluimos que o
AcMo DO-7 mostrou-se eficaz na deteccao da expres-
sdo da proteina p53, sendo observada uma concordan-
cia dos resultados nas trés metodologias apesar das
limitacoes presentes em cada uma da técnicas.

A CF foi a metodologia mais eficiente na deteccao
da proteina p53 quando comparada com a ICQ e WB.

Com relacao a ICQ, ficou demonstrado a eficacia da
correlacdo entre a reacdo imunolégica e a andlise cito-
morfoldgica, possibilitando a visualizacdo da expres-
sdo da proteina p53 no nucleo das células tumorais.

Observou-se niveis mais altos de expressdo da pro-
teina p53 nas linhagens com mutacao do tipo missense
no gene p53 tais como nas linhagens Namalva, Raji,
GLC-4 e HT-29 em relacéo as linhagens H460, MCF-7
e MT-2 que expressam a forma selvagem da proteina.
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Vantagens da citologia de monocamada
em preventivos de cancer de colo de utero

Monolayer citology advantages in preventive examination
from the col cancer of the uterus

Patricia Haas'; Rodrigo Ferreira Paludo?; Luciane Anita Savi’> & Marcelo Lehmkuh! Miranda?®

RESUMO - O controle do cancer do colo do utero continua sendo o rastreamento através do exame preventivo,
sendo fundamental que os servigos de saude orientem sobre o que é e qual a importancia do exame preventivo,
pois a sua realizacao perioédica permite reduzir em 70% a mortalidade por cancer do colo do utero na populacao de
risco. A metodologia da monocamada minimiza os problemas causados pelo excesso de muco, sangue e restos
celulares que, freqiientemente, estdo presentes no esfregaco convencional. O exame consiste em processar a amos-
tra acondicionada em liquido conservante com centrifugacdes seriadas. O resultado é um concentrado de células
que serdo colocadas sobre a lamina, em uma camada fina e uniforme. Dessa forma, além da amostra representar
de forma fiel o colo do tutero, as alteragdes celulares tornam-se mais evidentes. O novo teste foi aprovado em 1999
pelo FDA, 6rgdo americano de controle de medicamentos, e vem sendo amplamente usado nos Estados Unidos.

PALAVRAS-CHAVE - Monocamada, Papanicolaou, cancer do colo do ttero.

SUMMARY - The control of the col cancer of the uterus is being the tracking through the preventive examination to the
health jobs guide on what or which is it important, therefore its periodic accomplishment permits to reduce in 70% the
mortality for col cancer of the uterus in the risk population. The monolayer methodology minimizes the problems caused
by the mucus excess, blood and cellular remaining portions, frequently present in the Papanicolaou. The examination
consists in processing sample conditioned in conservation liquid with seriates centrifugalizations. Its result a cells
concentrate that will be placed on the blade in an uniform fine layer. In this form, the sample gets a faithful of the col
uterus form, as well as the cellular alterations become evident. The new test was approved in 1999 for the FDA,

american agency of medicine control and being widely used in the United States.
KEYWORDS - Monolayer, Papanicolaou, col cancer of the uterus.
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INTRODUCAO

No Brasil, estima-se que o céncer do colo do utero
seja o terceiro mais comum na populacao femini-
na, sendo superado pelo cancer de pele ndo melano-
ma e pelo de mama. Este tipo de cancer representa
10% de todos os tumores malignos em mulheres. E uma
doenca que pode ser prevenida, estando diretamente
vinculada ao grau de subdesenvolvimento do pais. De
acordo com dados absolutos sobre a incidéncia e mor-
talidade por cancer do Instituto Nacional de Cancer
(INCA), o cancer de colo do utero foi responsavel pela
morte de 3.693 mulheres no Brasil em 1998. Em 2001,
a incidéncia e mortalidade por cancer foi 3.725 novos
Obitos (INCA, 2001).

O céncer do aparelho genital feminino é uma das
principais causas de morte no mundo e no Brasil.
Particularmente,em nosso meio, o cancer do colo uteri-
no acomete muitas mulheres em importante fase da
vida. Embora os progressos no tratamento do cancer
nado estejam propiciando a melhora que se deseja no
combate a doenca, algumas conquistas permitem uma
diminuicdo da incidéncia e previnem a morte. O can-
cer do colo uterino ¢ um bom exemplo, a medida em
que exames preventivos periddicos, de baixo custo, (ci-
tologia e colposcopia), conseguem detectar precocemen-
te a doencga, em fases em que o tratamento é simples e

eficaz. O cancer ndo aparece de um dia para o outro.
Ele leva, no caso do colo do utero, uma média de dez
anos para se desenvolver a partir de lesdes pré-cance-
rosas, nao existindo sintomatologia aparente ou mu-
dancas fisicas que permitam a portadora descobrir a
doenca, até que esteja em estados avancados do can-
cer, onde os sintomas incluem freqiientemente hemor-
ragia vaginal anormal (Tenconi et al,, 2000; FDA, 2001;
INCA, 2001).

Também, hd uma porcentagem pequena de mulhe-
res que desenvolvem uma forma rara de céancer cervi-
cal agressivo que pode desenvolver para uma fase avan-
cada em menos de um ano. O cancer cervical continuara
acontecendo em mulheres que néo fizerem exames gi-
necolégicos regulares e testes laboratoriais para a de-
teccdo da doencga. A maioria dos profissionais de sau-
de recomendam que todas as mulheres que sdo ou fo-
ram sexualmente ativas ou alcancaram idade de 18
anos, facam o exame anualmente ou, dependendo dos
fatores de risco que estdo expostas, facam o teste a cada
trés anos (FDA, 2001).

Existe a possibilidade real de se reduzir significati-
vamente a incidéncia de céncer ginecolégico, poupan-
do-se muitas vidas. Basta estruturar um programa efi-
caz de combate ao cancer, com campanhas educativas
para a populacao feminina de risco, viabilizar os meios
para o diagnoéstico precoce em postos de saude bem
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aparelhados, e tratar adequadamente em hospitais es-
pecializados. Um principio fundamental em oncologia,
é o de que quanto mais inicial a doenca, quanto mais
precoce o diagnostico, mais chances temos de vencé-
la. Dai a importancia das visitas peridédicas ao gineco-
logista, uma ou duas vezes ao ano, que possibilitam a
deteccdo das lesdes pré-cancerosas ou fases iniciais,
com boa chance de cura. As mulheres devem ser moti-
vadas e conscientizadas de que ndo precisam esperar
por sinais da doenca para procurarem o médico, pois
esta inicia-se silenciosamente, sem sintomas definidos
(Sogimig, 2001).

Devido a grande quantidade de resultados “falso-
negativos", no diagnoéstico por Papanicolaou, pode atra-
sar o tratamento da doenca. As diferencas entre as duas
técnicas comecam ja no consultério, quando o médico
faz a coleta das células do colo do utero. No Papanico-
laou, apenas 20% do material é aproveitado. Boa parte
dele se perde na hora de preparar as laminas que se-
rao analisadas no laboratério. Apesar do método de Pa-
panicolaou convencional resultar num declinio da mor-
talidade por cancer cervical, ele continua crescendo,
sendo o cancer cervical o 3° mais comum em mulheres
nos EUA e em algumas partes do mundo é o primeiro
ou o segundo. O Brasil ainda apresenta uma alta taxa
de mortalidade feminina com cancer de colo uterino
em funcdo da nao-prevencdo. A maioria dos profissio-
nais concorda que a taxa de mortalidade pode ser re-
duzida pela maior freqiiéncia no screening, 1 vez por
ano, portanto a importancia de programas de preven-
cdo de cancer cérvico-uterino com maior abrangéncia,
em todas as mulheres que tem ou tiveram vida sexual
ativas e aumento na sensibilidade do método papani-
colaou convencional.

No caso da citologia de monocamada, a propria es-
covinha utilizada para a esfoliacdo celular é enviada
para exame dentro de um saco plastico. No laboraté-
rio, o material colhido é colocado numa espécie de cen-
trifuga. O aparelho separa todos os elementos que po-
dem dificultar o diagnéstico, como muco cervical e leu-
cocitos. O resultado é um concentrado de células que
serao colocadas sobre a ldmina, em uma camada fina e
uniforme. Dessa forma, além de a amostra representar,
de forma fiel, o colo do utero, as alteragdes celulares
tornam-se mais evidentes. O novo teste foi aprovado
em 1999 pelo FDA, 6rgdao americano de controle de
medicamentos, e vem sendo amplamente usado nos
Estados Unidos (Revista Veja, 1996; FDA, 2001; Pro6-
Célula, 2001).

Cancer do colo do utero |

Ao contrario dos paises desenvolvidos, onde as ta-
xas de mortalidade por essa doenca vém caindo, no
Brasil as taxas de mortalidade continuam altas, porém
relativamente estdveis desde 1985. Em 1997, a taxa
bruta de mortalidade era de 4,23/100 mil mulheres.
Embora o cancer do colo do utero possa ser prevenido
por meio do exame Papanicolaou e curado quando tra-
tado precoce e adequadamente, suas taxas de mortali-
dade e incidéncia estdo entre as mais elevadas entre
as mulheres brasileiras. Levando-se em consideracao
o seu longo periodo de evolucgdo (quando detectado
em estdgio pré-maligno, demora cerca de 15 anos para
se tornar um céncer) o alto indice de mortes por esta
doenca, quando comparado a paises com programas
de controle estabelecido, sugere que a cobertura do
exame preventivo na populacao foi baixa no passado.
Um esforco para superar esse quadro esta sendo feito
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pelo Ministério da Saude sob a coordenacdo do INCA,
pela aplicacdo de um programa de abrangéncia nacio-
nal para o diagndstico precoce e tratamento oportuno
dos casos detectados. No norte e no nordeste, também,
o cancer do colo do utero é o de maior incidéncia, pro-
vavelmente por causa da falta de informacédo sobre o
exame preventivo, preconceito e falta de acesso aos
servicos de saude (INCA, 2003).

Fatores de risco

Evidéncias coletadas durante as ultimas décadas
sugere que alguns fatores de risco para o desenvolvi-
mento do cancer cervical, incluem fatores sociais, ambien-
tais e os hébitos de vida, tais como baixas condic¢des
sbcio-econbmicas, inicio de atividade sexual antes dos
18 anos de idade, tendo varios parceiros sexuais, ou
tendo um parceiro sexual que previamente teve uma
relacdo sexual a longo prazo com uma mulher que teve
cancer cervical (FDA, 2001; INCA, 2001).

Pesquisas sugerem que alguns tipos de virus do
papiloma humano (HPV), (h4 mais de 60 tipos dife-
rentes), e o Herpes virus Tipo II (HSV) tém papel im-
portante no desenvolvimento da displasia das células
cervicais e na sua transformacdo em células cancero-
sas, podendo ativar o crescimento de células anormais
no colo uterino e representar um papel chave no de-
senvolvimento de cancer cervical. Mulheres que tém
HPV ou parceiros portadores de HPV tém maior risco
de desenvolver cancer cervical. O virus do papiloma
humano (HPV) estd presente em 94% dos casos de can-
cer do colo do utero, pode ser transmitido por contato
sexual e pode ser um precursor do cancer cervical. Nao
hd nenhum tratamento especifico para uma infeccao
de HPV, mas o virus pode ser controlado através de
medicamento ou interferon, e as verrugas podem ser
removidas por criocirurgia, tratamento de laser ou ci-
rurgia convencional (Silva et al., 2000; Coalizdo Nacio-
nal de Cancer Cervical, 2001; FDA, 2001; INCA, 2003).

Hormonios também podem influenciar o desenvol-
vimento de cancer cervical. Alguns estudos acharam
maior incidéncia de cancer cervical em mulheres que
usam pilulas para controle da natalidade. Fumantes
elevam o indice do risco de cancer cervical, que sobe
com o numero de cigarros que a mulher fuma cada dia
e com o numero de anos que ela fumou. Mulheres ex-
postas a fumaca de tabaco de outras pessoas também
podem desenvolver cancer cervical. Pesquisa sugere
que as mulheres possam reduzir o risco de céncer cer-
vical usando métodos de barreira de contracepgdo, como
o diafragma com espermicida e preservativos, prova-
velmente porque tais métodos diminuem o risco de in-
fectar-se por uma doencga sexualmente transmissivel
(FDA, 2001; INCA, 2003).

| Prevencao

Apesar do conhecimento cada vez maior nesta area,
a abordagem mais efetiva para o controle do céncer do
colo do utero continua sendo o rastreamento através
do exame preventivo. E fundamental que os servicos
de saude orientem sobre o que é e qual a importdncia
do exame preventivo, pois a sua realizacdo periddica
permite reduzir em 70% a mortalidade por cancer do
colo do utero na populacao de risco. O Instituto Nacio-
nal de Cancer, por intermédio do Pro-Onco (Coorde-
nadoria de Programas de Controle de Céancer) tem rea-
lizado diversas campanhas educativas para incentivar
0 exame preventivo tanto voltado para a populacao
quanto para os profissionais da saude (INCA, 2001).
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Exame preventivo

O exame preventivo do cancer do colo do tutero, co-
nhecido popularmente como exame de Papanicolaou,
é indolor, barato e eficaz, podendo ser realizado por
qualquer profissional da satude treinado adequadamen-
te, em qualquer local do pais, sem a necessidade de
uma infra-estrutura sofisticada. Ele consiste na coleta
de material para exame, que é triplice, ou seja, da par-
te externa do colo (ectocérvice), da parte interna do
colo (endocérvice) e do fundo do saco posterior da va-
gina. O material coletado é afixado em lamina de vi-
dro, corado pelo método de Papanicolaou e, entdo, exa-
minado ao microscopio. Para a coleta do material intro-
duz-se um espéculo vaginal e procede-se a escamacao
ou esfoliacdo da superficie do colo e da vagina com
uma espdtula de madeira. Em mulheres gravidas, deve-
se evitar a coleta endocervical. A fim de garantir a efi-
cacia dos resultados, a mulher deve evitar relacoes se-
xuais um dia antes do exame, ndao usar duchas, medi-
camentos vaginais ou anticoncepcionais locais nos trés
dias anteriores ao exame e nao se submeter ao exame
durante o periodo menstrual (INCA, 2001).

Na citologia de monocamada, a prépria escovinha
utilizada para a esfoliacdo celular € enviada para exa-
me dentro de um saco plastico. No laboratério, o mate-
rial colhido é colocado numa centrifuga. O aparelho
separa todos os elementos que podem dificultar o diag-
néstico, como muco cervical e leucécitos. O resultado é
um concentrado de células que serdo colocadas sobre
a lamina do microscopio em uma camada fina e unifor-
me. Dessa forma, além de a amostra representar de
forma fiel o colo do utero, as alteracdes celulares tor-
nam-se mais evidentes (Revista Veja, 1996; FDA, 2001;
Pr6-Célula, 2001).

Quando fazer o preventivo |

Toda mulher com vida sexual ativa deve se submeter
periodicamente ao exame preventivo, do inicio da sua
vida sexual aos 60 anos de idade. Inicialmente o exame
deve ser feito a cada ano. Se dois exames anuais segui-
dos apresentarem resultado negativo para displasia ou
neoplasia, o exame pode passar a ser feito entdo a cada
trés anos. O exame também deve ser feito nas seguin-
tes eventualidades: periodo menstrual prolongado,
além do habitual, sangramentos vaginais entre dois
periodos menstruais, ou ap6s relacdes sexuais ou la-
vagens vaginais. O exame deve ser feito 10 ou 20 dias
apds a menstruacdo, pois a presenca de sangue pode
alterar o resultado. Mulheres gravidas também podem
realizar o exame. Neste caso, sdo coletadas amostras
do fundo-do-saco, vagina posterior e da ectocérvice,
mas ndo da endocérvice, para nao estimular contra-
¢oes uterinas (INCA, 2001).

SINTOMAS

Quando nao se faz prevencao e o cancer do célo do
utero ndo é diagnosticado em fase inicial, ele progre-
dir4 ocasionando sintomas. Os principais sintomas do
cancer do colo do utero ja localmente invasivo sdo o
sangramento no inicio ou no fim da relacdo sexual e a
ocorréncia de dor durante a relacdo (INCA, 2001).

Método Papanicolaou |

1. Limitacoes na coleta do Papanicolaou convencional
(FDA, 2001; Pré-Célula, 2001)
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* S6 10% ou 20% das células colhidas sdo colocadas
na lamina;

* A lamina deve ser apropriadamente fixada em 15
a 30 segundos;

* Esfregacos irregulares (extensdo e distribuicdo do
material), esfregacos espessos, purulentos, inten-
sa citélise, dessecamento da amostra, esfregagos
hemorragicos, laminas fragmentadas;

¢ Dificuldades no controle de qualidade.

2. Falso-negativos do Papanicolaou convencional

(FDA, 2001; Pré6-Célula, 2001; Sogimig, 2001)

Causas dos resultados falsos negativos (15% a 54%
das lesdes cervicais ndo sdo detectadas pelo método
convencional):

* LesoOes epiteliais que fornecam amostra celular es-
cassa (lesdes ceratinizadas, displasia muito leve, le-
sdes pequenas, mucosa ressecada, esfregagos citoli-
ticos, ducha vaginal, parte da amostra fica na espéatu-
la e/ou escova), deficiéncia no controle de qualidade;

* Artefatos criados pela fixacdo da amostra, esfregaco
espesso (por sobreposicao celular e muco), esfrega-
¢os hemorrdgicos, muito inflamatérios (purulentos
inclusive), muito muco, restos celulares, material
necrosado, pode causar interpretacao subjetiva.

3. Falso-positivos e amostras insatisfatorias
do método convencional
(FDA, 2001; Pré-Célula, 2001)
Os resultados falsos-positivos do método convencional:
* Causam a volta da paciente para repetir a coleta
da amostra;
* Resultam em custos adicionais;
* Resultam em ansiedade da paciente.

| Método de monocamada

A metodologia da monocamada minimiza os proble-
mas causados pelo excesso de muco, sangue e restos celu-
lares. O exame consiste em processar a amostra acondicio-
nada em liquido conservante, com centrifugaces seria-
das, e finalizando na utilizacdo do “pellet” livre dos gran-
des interferentes. O Kit contém reagentes e aparelhos ne-
cesséarios para processar 480 amostras (DMED, 2001).

1. Solucao de coleta

(FDA, 2001; Pr6-Célula, 2001)

* 100% das células colhidas ficardo preservadas para
analise;

* Procedimento tdo facil quanto o convencional;

* Da escova direto para o frasco preservativo com célu-
las preservadas sem artefatos;

* Amostra preservada em temperatura ambiente per-
manece estavel por 60 dias.

2. Material necessario para coleta da amostra
no método Monocamada
(FDA, 2001; Pro-Célula, 2001)

CytoRich GYN - frasco preservativo

3. Processamento da amostra
(Pré-Célula, 2001)

¢ Simples, sem necessidade de pessoal adicional;
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* Amostra serd limpa de muco, excesso de leucocitos,
etc. - simples, rdpido, mais preciso na leitura;

* O pellet é estavel por 14 meses, para fazer ldminas
adicionais com corantes especiais, ou outros exa-
mes como biologia molecular (PCR, Captura Hibri-
da, imunocitoquimica).

Papanicolaou Convencional

.'ﬁ‘.;

,}J Esfregaco espesso

| (sobreposicao

| celular), distribuido
irregularmente.

L'-' -

Citologia de Monocamada

e hk‘i‘ ;,
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" - - s "’ - j )
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o 21 . WL s elementos celulares

FIG. 1 - Resultados dos dois métodos: Papanicolaou e Monocamada. - Fonte: Pro-
Célula,2001.

4. Vantagens do método Monocamada
em relacao ao Papanicolaou
(FDA, 2001; Pré-Célula, 2001)

* Permite ao patologista ler e interpretar com facilidade,
as células atipicas na amostra. Em Novembro de 1996,
o governo dos EUA, concordou que o método é mais
efetivo e sequro em 65%, no diagnoéstico de células
pré-cancerosas, que podem se transformar em cancer;

* Possibilita uma reducdo de 44% na incidéncia de
amostras limitadas e reducao de 39% de amostras
insatisfatorias;

* Permite eficiéncia mais elevada na deteccao de al-
teracdes epiteliais cérvico-uterina relacionadas com
0 cancer e lesdes precursoras;

* O mesmo tempo que se gasta na leitura de uma
ldamina com amostra (sem atipias celulares) pelo mé-
todo convencional, pode-se ler de 3 a 5 pelo méto-
do Monocamada.

CONCLUSAO

A citologia de monocamada permite ao patologista ler
e interpretar com facilidade, as células atipicas na amos-
tra. Em Novembro de 1996, o governo dos EUA, concor-
dou que o método é mais efetivo e seguro em 65%, no
diagnoéstico de células pré-cancerosas, que podem se
transformar em céancer, reduz em 44% na incidéncia de
amostras limitadas e reducéao de 39% de amostras insatis-
fatérias, possibilita uma eficiéncia mais elevada na de-
teccdo de alteracdes epiteliais cérvico-uterina relaciona-
das com o cancer e lesdes precursoras e no mesmo tempo
que se gasta na leitura de uma ldmina com amostra (sem
atipias celulares) pelo método convencional, pode-se ler
de 3 a 5 pelo método Monocamada.
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Papanicolaou

Citologia de
Monocamada

Convencional

Massa grossa e confluente de célu-
las escamosas enchendo metade
do espago do campo. Sobreposicao,
excesso de muco mesclado com
leucdcitos, dificultam ou mesmo im-
possibilitam a analise dos elemen-
tos celulares individualizados.

O esfregaco convencional espessa-
do, entrecortado por artefatos quebra-
digos e agrupamentos de células
epiteliais com um fundo obscurecido
por sangue, muco e leucdcitos.

A lamina mostra a predominancia de
células intermediarias, algumas cé-
lulas epiteliais escamosas superfici-
ais e metaplasicas, que estao acom-
panhadas de poucas células inflama-
torias distribuidas em monocamada
contra um fundo limpo.

Lamina com grupos de células colu-
nares endocervicais, bem distribuidas
entre células escamosas intermedia-
rias e superficiais; fundo com peque-
no nimero de células inflamatorias,
ocasionais células metaplasicas e
endocervicais colunares separadas.

#‘. .é‘.'n

Esfregaco de baixa celularidade por
excesso de muco: poucas células
epiteliais escamosas podem ser
identificadas contra um fundo de

Monocamada bem definida de célu-
las endocervicais colunares nor-
mais agrupadas, alguns neutréfilos
que tendem a formar agrupamentos.

muco espesso. Células epiteliais escamosas inter-
mediarias, bem distribuidas, contra

um fundo claro.

FIG. 2 - Comparacao visual entre o método Papanicolaou e Monocamada. -
Fonte: Pr6-Célula, 2001.
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Preservacao em laboratodrio de fungos
filamentosos pelo método do oleo mineral

Laboratory preservation of filamentous fungi by mineral oil method

Paulo Murillo Neufeld* & Maria Inéz de Moura Sarquis?®

RESUMO - A preservacdo de fungos filamentosos pelo método do 6leo mineral foi avaliada. Noventa e duas
amostras de fungos foram mantidas sob dleo mineral estéril a temperatura ambiente por um periodo méaximo de 38
anos na Colecdo de Culturas do Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ. A taxa de viabilidade geral foi de 65,2% e o
percentual de recuperacao por grupo de fungo foi de 60% para os Ascomycota, 81,2% para os Zygomycota, 61,9%
para os fungos anamorficos (80% para os anamorfos deméceos e 48,8% para os anamorfos hialinos). Neste traba-
lho, a longevidade das culturas preservadas oscilou entre 1 e 20 anos. A técnica do 6leo mineral é de facil aplicacao,
de baixo custo e adequada a estocagem de varios grupos de fungos.

PALAVRAS-CHAVE - Fungos filamentosos, 6leo mineral, preservacao, viabilidade.

/

SUMMARY - The preservation of filamentous fungi by mineral oil method was evaluated. Ninety-two fungal samples
were kept under sterile mineral oil at room temperature for a maximum period of 38 years in the Culture Collection
of Oswaldo Cruz Institute. The general viability rate was 65.2% and the recovery percentage for fungal group was
60% for the Ascomycota, 81.2% for the Zygomycota, and 61.9% for the anamorphic fungi (80% for the dematiaceous
anamorphs and 48.8% for the hyaline anamorphs). In this study, the longevity of the preserved cultures ranged
between 1 and 20 years. The mineral oil technique is easy to apply, low costing and suitable to storage of various

~

fungi groups.

KEYWORDS - Filamentous fungi; mineral oil; preservation; viability.

/

INTRODUCAO

cultura de fungos é um elemento essencial na pro-

ducao de alimentos, fArmacos e quimicos; nos en-
saios sobre a qualidade, poténcia e seguranca de mui-
tos produtos usados no diagnostico e tratamento de mi-
coses que afetam o homem e os animais; nos estudos
taxonOmicos e comparativos de novos isolados e no trei-
namento de pessoal especializado (Haynes et al.,
1955). Contudo, para o desenvolvimento de todas es-
sas atividades é necessaria a preservacao de cepas em
bom estado de higidez (Heckly, 1978).

A preservacao de culturas fingicas tem como obje-
tivo manter a completa viabilidade e estabilidade dos
organismos estocados (Smith e Onions, 1983). Isso é
conseguido basicamente pela paralisacdao ou o retar-
damento do metabolismo celular (Grivell e Jackson,
1969). Nesse sentido, iniimeros processos fisicos po-
dem ser utilizados: estocagem sob 6leo mineral este-
rilizado (Buell e Weston, 1947); estocagem em &gua
destilada esterilizada (Castellani, 1967); estocagem
em terra argilosa esterilizada (Bakerspigel, 1953);
liofilizacao (Raper e Alexander, 1945); congelamento
a baixas temperaturas (Carmichael, 1956) e nitrogé-
nio liquido (Hwang, 1960).

A técnica de preservacgao sob 6leo mineral tem sido
indicada como eficiente na manutencao de culturas fin-
gicas (Cavalcanti, 1990). Esse método consiste em se
cobrir uma cultura jovem e vigorosa, que esteja se de-

senvolvendo em meio s6lido adequado, com uma ca-
mada de 1 cm de altura de 6leo mineral esterilizado
por autoclavacdao (Wernham, 1946; Stockdale et al.,
1989). A camada de 6leo previne a desidratacdo das
culturas e, pela reducéo da tensado do oxigénio, dimi-
nui a atividade metabélica e o crescimento dos fungos
(Buell e Weston, 1947; Edwards et al., 1947).

O primeiro a informar o uso do 6leo mineral como
preservativo de culturas fungicas foi Sherf (1943). Pos-
teriormente, outros autores também relataram a aplica-
cdo do 6leo mineral na armazenagem de culturas de
fungos de diversas origens taxon6micas (Hesseltine et
al., 1960; Perrin, 1979; Zhongqing e Yanyan, 1981; Lal
e Mathur, 1989). O propésito do presente trabalho é
avaliar a viabilidade e estabilidade morfolégica de 92
cepas de fungos filamentosos estocados sob 6leo mine-
ral no periodo de 1960 a 1998.

MATERIAIS E METODOS

Organismos: um total de 92 isolados fiingicos com-
preendendo 5 cepas de Ascomycota, 16 cepas de
Zygomycota e 71 cepas de fungos anamorficos (30 ce-
pas de anamorfos deméceos e 41 cepas de anamorfos
hialinos) preservados em camada alta de Potato Dex-
trose Agar (PDA) sob 6leo mineral a temperatura am-
biente na Colecao de Cultura de Fungos do Instituto
Oswaldo Cruz, por longos periodos de tempo, foram
avaliados.
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Viabilidades: as culturas estocadas foram removidas
do 6leo mineral e subcultivadas em Sabouraud Dex-
trose Agar - SDA (Oxoid, Hampshire, England) e Po-
tato Dextrose Agar - PDA (Oxoid, Hampshire, England)
e mantidas a temperatura ambiente por periodos de
até um més para a determinacéo das viabilidades (Bor-
ba et al., 1992).

Morfologia: microcultivos em lamina (Riddel, 1950)
foram procedidos para a avaliacao da estabilidade mor-
folégica dos subcultivos viaveis.

RESULTADOS

Sessenta (65,2%) das 92 cepas examinadas perma-
neceram vidveis e mantiveram inalterados os seus prin-
cipais aspectos micromorfolégicos. A longevidade das
culturas com data de estocagem conhecida sob 6leo mi-
neral variou entre 1 e 20 anos. Os grupos de fungos
estudados, as datas de preservacao dos isolados e as
viabilidades sob 6leo mineral sdo apresentados na Tabe-
la I. Considerando individualmente cada grupo de fun-
go, observou-se que das 5 cepas de Ascomycota, 3 (60%)
permaneceram vidveis depois de 6 a 18 anos de estoca-

gem; das 16 cepas de Zygomycota, 13 (81,2%) perma-
neceram viaveis depois de 3 a 16 anos de estocagem
sob 6leo mineral; das 71 cepas de fungos anamoérficos,
44 (61,9%) permaneceram viaveis depois de 1 a 20 anos
de estocagem. Dentro dos anamorfos, a avaliacao em
separado das viabilidades dos fungos demaceos e hi-
alinos mostrou que das 30 cepas de fungos deméceos,
24 (80%) mantiveram-se vidves depois de 5 a 20 anos de
estocagem; e das 41 cepas de fungos hialinos, 20 (48,8%)
mantiveram-se viaveis depois de 1 a 16 anos de estoca-
gem. As cepas com data de preservacao desconhecida
apresentaram taxa de viabilidade de 36%.

As cepas que apresentaram as maiores longevida-
des foram, entre os Ascomycota: Pseudoallescheria
boydii-IOC 2996 (16 anos) e Pseudoallescheria boydii-
I0OC3672 (18 anos); entre os Zygomycota: Cunningha-
mella echinulata-1I0C3143 (16 anos), Cunninghame-
lla echinulata-I0OC3697 (16 anos), Mucor circinelloi-
des-1I0C3299 (16 anos), Mucor hiemalis-I0C2232 (16
anos), Mucor mucedo-IOC1013 (16 anos) e Rhizopus
microsporus-I0C3771 (14 anos); entre os fungos de-
maceos: Bipolares sp.-I0OC3742 (14 anos), Cladophia-
lophora carrionii-IOC3750 (14 anos), Exophiala der-

TABELA |
Viabilidade dos cultivos preservados sob 6leo mineral
Fungos 10C N° prezztg/ggéo Viabilidade Fungos I0C N° preDsztg/ggéo Viabilidade
Ascomycota Anamorfos demaceos
Chaetomium sp. 3800 d () Exophiala jeanselmei 3747 1984 (+)
Emmericella nidulans 3888 1992 (+) Exophiala dermatitidis 3772 1984 (+)
Leptosphaeria senegalensis 3773 1984 () Exophiala werneckii 3881 1991 (+)
Pseudoallescheria boydii 2996 1982 (+) Exophiala spinifera 3686 1980 (+)
Pseudoallescheria boydii 3672 1980 (+) Fonsecaea compacta 3687 1980 (+)
Zygomycota Fonsecaea pedrosoi 3759 1984 (+)
Absidia corymbifera 2131 d () Helminthosporium sp. 3137 1981 (+)
Absidia corymbifera 2132 d (+) Humicola fuscoatra 3907 1993 ()
Absidia corymbifera 2134 d (+) Madurella grisea 3378 d (+)
Absidia corymbifera 2135 d (+) Madurella mycetomatis 3776 1984 (+)
Absidia glauca 4035 1995 () Nigrospora sphaerica 3904 1992 (+)
Circinella sp. 4034 1995 (+) Phialophora richardsiae 3887 1992 ()
Conidiobolus Coronatus 3808 1989 (+) Phialophora verrucosa 1993 1978 (+)
Cunninghamella echinulata 3143 1982 (+) Phialophora verrucosa 3744 1984 (+)
Cunninghamella echinulata 3697 1982 (+) Piedraia hortae 3754 1984 (+)
Mucor circinelloides 3299 1982 (+) Rhinocladiella atrovirens 3910 1993 (+)
Mucor hiemalis 2232 1982 (+) Rhinocladiella cellaris 3892 1992 ()
Mucor mucedo 1013 1982 (+) Scopulariopsis brevicaulis 3923 1992 ()
Mucor sp. 4033 1995 (+) Stachybotrys citrus 3846 1990 (+)
Rhizopus microsporus 3771 1984 (+) Anamorfos hialinos
Rhizopus microsporus 3801 1988 (+) Acremonium nepalense 3938 1993 ()
Rhizopus stolonifer 1805 1982 () Acremonium recifei 1669 1982 ()
Anamorfos demaceos Acremonium strictum 3937 1993 ()
Alternaria alternata 3922 1992 (+) Aspergillus clavatus 4013 1994 ()
Alternaria solani 3869 d () Aspergillus flavus 3974 1994 ()
Bipolares sp. 3742 1984 (+) Aspergillus flavus 4102 1997 ()
Cladosporium carrionii 3750 1984 (+) Aspergillus flavus 4123 1997 (+)
Cladosporium cladosporioides | 4010 d () Aspergillus fumigatus 3941 1992 ()
Cladosporim herbarum 3979 1993 (+) Aspergillus fumigatus 4091 1997 ()
Curvularia clavata 3876 1991 (+) Aspergillus giganteus 3960 1994 (+)
Curvularia trifolii 3934 1993 (+) Aspergillus nidulans 3696 d ()
Drechslera australiensis 3804 1988 (+) Aspergillus niger 4003 1994 (+)
Drechslera sacchari 3939 1993 (+) Aspergillus tamarii 4005 1994 (+)
Epiccocum nigrum 3868 1990 (+) Aspergillus terreus 4007 1994 (+)
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(continuagao)

TABELA |

Viabilidade dos cultivos preservados sob 6leo mineral

Fungos 10C N° preDs%tr?/ggéo Viabilidade Fungos I0C Ne preDsZtﬁ/ggao Viabilidade
Anamorfos hialinos Anamorfos hialinos
Chrysosporium inops 2579 d () Penicillium chrysogenum 4101 1997 (+)
Emmonsia crescens 3756 1984 (-) Penicillium citreonigrum 3931 1993 (+)
Emmonsia parva 2915 1960 (-) Penicillium griseofulvum 3972 1992 (+)
Fusarium moniliforme 4063 1995 (-) Penicillium puberulum 3953 1994 (+)
Fusarium oxysporum 4069 1995 (4) Penicillium purpurogenum 4143 1997 (+)
Fusarium solani 4066 1995 (-) Penicillium viridicatum 3912 1992 (+)
Fusarium sporotrichoides 4089 1997 (4) Phoma jolyana 3894 1992 (+)
Gliocladium roseum 4094 1997 (4) Pyrenochaeta romeroi 3695 1982 (-)
Gliocladium catenulatum 3968 1994 () Scedosporium apiospermum 2796 1982 (+)
Graphium penicillioides 3870 1990 () Scedosporium apiospermum 3767 1984 (+)
Monilia sitophila 3933 1993 (+) Trichoderma aureoviride 3842 1990 (+)
Paecilomyces clavisporus 4095 1997 (+) Trichoderma polysporum 3854 1990 (-)
Paecilomyces variotii 4103 1997 () Verticillium dahliae 3324 d (-)
Paecilomyces viridis 3760 1984 (9 Nota: (+) viabilidade positiva; (-) viabilidade negativa; d, data de estocagem desconhecida.
diferentes géneros e espécies fuingicas, frente ao trata-
100 mento com o 6leo mineral, portanto, sdo fundamentais
% | para uma melhor aplicacdo da técnica e obtencéao de
resultados mais satisfatérios.
80 — — N Elevadas taxas de sobrevivéncia sob 6leo mineral tém
70 || sido relatadas por diversos investigadores (Gutter e Bar-
= ] ] kai-Golan, 1967; Little e Gordon, 1967; Tandon et al.,
_°g o1 N HBEEE 1987). Os resultados aqui obtidos mostram que depois de
g soH N I U Ny O ) B ] um periodo maximo de 38 anos de preservacao, 65,2% de
g oL ] todos os isolados apresentaram viabilidades e mantive-
3 ram estdveis seus atributos morfolégicos mais importan-
soH H H H M H H — — H tes. Segundo Mendes da Silva et al. (1994), os mecanis-
ol L e ] e L mos envolvidos na sobrevivéncia da célula fungica duran-
te o processo de preservacao sob 6leo mineral sdo muito
o — 1 M complexos e pouco conhecidos. Contudo, esta bem estabe-
o AL P P lecido que o 6leo mineral previne a perda de dgua e reduz
t 8 4 5 6 7 8 10 14 16 18 a quantidade de oxigénio disponivel, diminuindo o meta-
Anos de Preservagao bolismo celular (Buell e Weston, 1947; Edwards et al.,

FIG. 1 - Taxa de viabilidade anual

matitidis-IOC3772 (14 anos), Exophiala jeanselmei-
I0C3747 (14 anos), Exophiala spinifera-1I0C3686 (16
anos), Fonsecaea pederosoi-IOC3687 (16 anos), Fon-
secaea pedrosoi-IOC3759 (14 anos), Helminthosporium
sp.-I0OC3137 (17 anos), Madurella mycetomatis-
IOC3776 (14 anos), Phialophora verrucosa-1I0C1993 (20
anos), Phialophora verrucosa-10C3744 (14 anos), Pie-
draia hortae-I0OC3754 (14 anos); entre os fungos hia-
linos: Scedosporium apiospermum-I0OC2796 (16 anos),
Scedosporium apiospermum-10C3767 (14 anos) e Pyre-
nochaeta romeroi-IOC3695 (16 anos). Contudo, os iso-
lados de Aspergillus flavus-10C4123, Aspergillus fu-
migatus-10C4091 e Paecilomyces variotii-IOC4103 nao
sobreviveram, depois de apenas um ano de preserva-
cdo sob 6leo mineral. A cepa Emmonsia parva-10C-
2915 nao apresentou viabilidade depois de 38 anos de
armazenamento. A Figura 1 mostra a taxa de viabilida-
de anual das cepas com data de estocagem conhecida.

DISCUSSAO
A técnica do 6leo mineral é largamente empregada

na preservacao de culturas de fungos de interesse mé-
dico e industrial. Avaliac6es sobre o comportamento dos

RBAC, vol. 35(3), 2003

1947). Com isso, ocorre um menor acumulo de substanci-
as toxicas e deletéreas que podem afetar a viabilidade e
estabilidade do organismo preservado (Hartsell, 1956).

Dos trés grupos de fungos estudados, os Mucorales fo-
ram os que apresentaram as maiores taxas de viabilidade sob
Oleo mineral. Schonborn (1989) também obteve bons niveis
de viabilidade para Zygomycota da ordem Mucorales esto-
cados por esse método. Cepas de Mucor e Rhizopus testadas
por Smith e Onions (1983) apresentaram igualmente viabili-
dade com bom crescimento e esporulacao, apds 19-20 anos
de preservacdo. Fennel et al. (1950), em estudo comparativo
com 245 culturas de Mucorales preservadas por liofilizacao,
em terra de jardim, sob 6leo mineral e por subcultivos perio-
dicos, demonstraram que esse grupo de fungos responde
bem ao uso do 6leo mineral como preservativo.

Niveis intermediarios de viabilidades foram obser-
vadas para o grupo dos Ascomycota. Todavia, Tandon
et al. (1987), trabalhando com alguns Ascomycota en-
tre outros fungos, informaram que esse grupo pode ser
convenientemente mantido sob 6leo mineral com bons
padrdes de sobrevivéncia e livres de contaminacdes por
acaros. Crescimento e esporulacdo de boa qualidade
foram da mesma forma relatados por Smith e Onions
(1983) para a maioria dos Ascomycota testados. De acor-
do com Cavalcanti (1990), o método parece ser eficien-
te também para a preservacdo de Basidiomycota.

149



Os menores percentuais de cepas viaveis sob 6leo
mineral foram encontrados nos fungos anamoérficos. Re-
sultados positivos quanto a viabilidade das culturas ana-
moérficas estocadas sob 6leo mineral, contudo, tém sido
freqiientemente relatados por outros autores (Ajello et
al., 1951; Fernandes, 1982; Lima, 1990; Neufeld, 2000).
Apesar dos baixos percentuais de sobrevivéncia obser-
vados para este grupo, a andlise individual das viabili-
dades mostrou taxas bastante elevadas para os fungos
anamorficos deméceos e taxas relativamente modestas
para os fungos anamoérficos hialinos. Os fatores que de-
terminaram essa grande diferencga entre os percentuais
de recuperacao dos dois grupos nao estao muito claros,
tendo vista serem semelhantes as datas de preservacao
sob 6leo mineral. Todavia, interferéncias nas viabilida-
des dos isolados podem ocorrer em funcao de inéculos
constituidos por células senescentes; caracteristicas ge-
néticas e individuais; periodo do ciclo biolégico em que
houve a paralizacao ou retardamento do metabolismo; e
acumulo de metabolitos téxicos ou de indutores de trans-
formacdes morfo-fisioloégicas (Borba et al., 1992; Fen-
nel, 1960; Heckly, 1978; Mendes da Silva et al., 1994)

A taxa de viabilidade anual das cepas estocadas sob
6leo mineral foi varidvel, ndo sendo possivel estabele-
cer correlacoes entre viabilidade e ano de preservacao
dentro ou entre os grupos de fungos estudados. Mui-
tos dos fatores que interferem com a sobrevivéncia das
cepas podem estar aqui também envolvidos. Entretan-
to, segundo Capriles et al. (1989), o estado da cepa no
momento do tratamento com o preservativo fungico e
as condicbes de armazenagem sdo pontos criticos e
condicionam fortemente o percentual de viabilidade.

Algumas técnicas, como a liofilizacdo (Ellis e Rober-
son, 1968) e o nitrogénio liquido (Hwang, 1966), apresen-
tam melhores rendimentos do que o dleo mineral (Butter-
field et al., 1974). Porém, o valor dessa técnica reside no
fato de poder ser empregada por qualquer tipo de labora-
torio, inclusive como uma técnica suplementar, ja que é de
facil execucdo, ndo onerosa e indicada para a preservacao
de um grande numero de espécies de fungos.
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Avaliacao citologica da mucosa nasal de
portadores de Staphylococcus aureus’

Staphylococcus aureus’ carriers nasal mucosal cytologic evaluation

Daniella Marques Tellarolli*; Naidileia Cristina Ferreira®;
Maria Stella Gongalves Raddi® & Christiane Piena Soares®

RESUMO - Voluntérios (32) que atuam profissionalmente na recepc¢éao de Postos de Saude da cidade de Araraquara
participaram desse estudo. Para a coleta do lavado nasal, 5 mL de solucdo salina estéril foram instilados em cada
narina e recolhidos em recipiente estéril. O fluido recuperado foi centrifugado e o sedimento ressuspendido em
solucéo fisiolégica (1,5 mL). Uma aliquota foi cultivada em agar sangue de carneiro (5%) objetivando o isolamento
de S. aureus. As cepas isoladas foram submetidas ao teste de susceptibilidade a alguns antimicrobianos. A conta-
gem total de células presente foi realizada em camara de Neubauer e a citologia diferencial através de esfregacos
corados pelo método de Grunwald-Giemsa. Os resultados demonstraram que portadores do microrganismo apre-
sentam neutrdéfilos polimorfonucleares em quantidade significativamente aumentada em relagdo aos nao portado-
res, indicando resposta celular aguda. S. aureus é o agente mais comum de infecgdes piogénicas e apresentam
varios componentes de superficie que contribuem para a quimiotaxia de leucécitos, justificando assim o aumento
desse tipo celular.

PALAVRAS-CHAVE - Staphylococcus aureus, portadores, lavado nasal, citologia.

~

SUMMARY - Volunteers (32), who attend patients in Public Health Centers of Araraquara (SP), were recruited to partic-
ipate in this study. To collect the nasal wash samples, five milliliters of sterile saline solution were instilled in each nasal
cavity and placed into sterile flasks. The recuperated fluid was centrifuged and the sediment was suspended in sterile
physiologic solution. An aliquot of this sample was cultured on trypticase soy agar with 5% sheep blood. The microor-
ganisms identified as S. aureus were submitted to antimicrobial susceptibility testing. The total cell counting in the
nasal wash was done in a Neubauer chamber and the differential cytology smears were evaluated by May Grunwald-
Giemsa’s methodology. S. aureus carriers showing more neutrophils than non-carriers, indicating acute inflammatory
response. S. aureus also is the most common agent of piogenic infections and it surface components collaborate to

leukocytes migration, explaining the high number of this type of cells.
KEYWORDS - Staphylococcus aureus, carrier, nasal wash, citology.
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INTRODUCAO

principal reservatério de Staphylococcus aureus é o
ser humano que quando colonizado pelo microrga-
nismo, por um periodo prolongado, sem apresentar sin-
tomas é designado de portador assintomadtico e, dependo
da frequéncia com que alberga o microrganismo, de por-
tador persistente ou intermitente®. Estima-se que 70%
dos individuos carreiem esse microrganismo, como parte
da microbiota nasal, em algum momento de suas vidas®.
A colonizacao das fossas nasais de profissional da
saude por S. aureus é apontada como importante via de
disseminacdo do microrganismo. Entretanto, a identifi-
cacdo e tratamento de portadores que atuam em unida-
des hospitalares ndo é rotineira, favorecendo a dissemi-
nacdo desse agente infeccioso®.

Os S. aureus adquirem, facilmente, resisténcia aos
antimicrobianos. Quanto maior a resisténcia da cepa maior
condicdo de sobrevivéncia, ndo s6 em ambientes hospita-
lares, como também em ambientes extra-hospitalares®.
Cerca de 70% dos S. aureus isolados nos principais hos-
pitais brasileiros sdo resistentes aos antibiéticos beta-lac-
tdmicos’®. Varias penicilinas beta-lactamases resistentes
surgiram no inicio da década de 60, entre elas, a metici-

lina e oxacilina que sdo indicadas no tratamento de in-
feccoes estafilococicas. Entretanto, cepas resistentes a es-
ses antimicrobianos vém sendo isoladas e se observa que
S. aureus resistente a oxacilina (ORSA) também é resis-
tente a inimeros outros antimicrobianos, incluindo beta-
lactamicos, macrolideos, lincosaminas, aminoglicosideos,
cloranfenicol e tetraciclinas, sendo a vancomicina consi-
derada droga de escolha para o tratamento de infecgoes
por cepas multirresistentes®.

A aderéncia do microrganismo a células epiteliais da
mucosa nasal é um processo complexo que requer alto
grau de especificidade'®. Varios trabalhos tém sido reali-
zados na tentativa de elucidar os fatores envolvidos no
mecanismo de adesdo, visto ser o evento inicial para a
colonizacao. Esse processo envolve a interacdo especifi-
ca de estruturas da superficie do microrganismo (adesi-
nas) com componentes das células epiteliais do hospe-
deiro. A fibronectina, importante proteina da matriz, pa-
rece ser o maior ligante no estdgio inicial da infecgéo.
Um grupo de adesinas, conhecidas por “componentes da
superficie bacteriana que reconhecem moléculas adesi-
vas da matriz" (Microbial Surface Components Recogni-
zing Adhesive Matrix Molecules — MSCRAMMs), reco-
nhece e liga-se a fibronectina®
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A composicdo do fluido nasal parece influenciar no
estado de portador do microrganismo®. A secrecdo res-
piratéria consiste numa mistura de mucoglicoproteinas
(mucina), produtos glandulares, proteinas plasmaticas
e outras proteinas como albumina, IgG, IgA secretora,
lactoferrinas, IgA néo secretora, IgM e inibidores de leu-
coproteases’. A aderéncia do S. aureus a mucina, maior
componente do muco nasal, é fator importante de colo-
nizacdo, sendo esta interacdo mediada por proteinas
especificas'. Assim, a atividade antimicrobiana das se-
crecdes nasais possui papel importante na prevencao
da colonizacdo microbiana. Alteracoes dessas substan-
cias podem induzir patologias de vias aéreas, tais como
bronquite e sinusite, modificando a composi¢do da mi-
crobiota nasal. A diminuicdo da agdo mucociliar também
pode explicar a permanéncia do S. aureus na cavidade
nasal, mas nao tem significado direto com a multiplica-
¢éo bacteriana®.

A mucosa nasal € um ambiente biologicamente com-
plexo. O epitélio é composto por células escamosas em
varios graus de queratinizacdo, células de epitélio tran-
sicional e epitélio colunar ciliado, incluindo células se-
cretoras de muco (células caliciformes). Os leucocitos
estdo presentes em pequeno numero, presumivelmen-
te, representando uma expressao do baixo nivel de in-
flamacdo da mucosa nasal, visto essas células represen-
tarem a primeira linha de defesa contra microrganismos
invasores, poluentes e particulas atmosféricas'.

A andlise das células presentes na mucosa nasal tem
sido utilizada, na clinica médica, para avaliar a respos-
ta inflamatoéria em individuos com asma e rinite alérgi-
ca®. A quantidade de leucdcitos polimorfonucleares
(PMNs) pode ser de importdncia fundamental na de-
terminacao de um processo infeccioso, predizendo a res-
posta do hospedeiro a colonizacdo pelo microrganismo.

Nesse trabalho comparamos o perfil citoldgico do la-
vado nasal de portadores e nao-portadores de S. aureus
de profissionais atuantes na area de saude e a suscepti-
bilidade do microrganismo a alguns antimicrobianos.

MATERIAIS E METODOS

Participaram do estudo 32 individuos que atuam
profissionalmente na recepcao de pacientes atendidos
em Postos de Saude da cidade de Araraquara.

Coleta do material — Os voluntdrios permaneceram
sentados, com a cabeca inclinada para trds e 5ml de
solucédo fisiolégica estéril foi instilada em cada narina
enquanto o individuo mantinha sua respiracdo suspen-
sa. A suspensdo celular com volume minimo de 8ml,
recolhida das narinas em frasco de polipropileno, foi
transferida para um tubo de centrifuga e vigorosamente
agitada por 1 minuto. Em seguida foi submetida a cen-
trifugacao de 3800rpm por 10 minutos, o sobrenadante
desprezado e o sedimento ressuspendido num volume
final de 0,5ml. O sedimento obtido foi utilizado para a
execucdo dos exames microbiolégicos e citologicos.

Isolamento e identificacdo de S. aureus - Com au-
xilio da alca bacterioldgica, uma aliquota do sedimen-
to foi semeada em placas de Petri contendo agar san-
gue de carneiro a 5% e agar salgado manitol (Difco).
As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em mi-
croaerofilia (jarra de vela) apds o que as coldnias sus-
peitas foram identificadas segundo métodos usuais®. O
teste de sensibilidade aos antimicrobianos (penicilina,
ampicilina, oxacilina, vancomicina, cefalotina, cipro-
floxacina, clindamicina, gentamicina, cloranfenicol,
sulfametoxazol), pela técnica da difusdo, seguiu meto-
dologia descrita por Bauer et al'.
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Exame citolégico do lavado nasal - A avaliacéo
quantitativa das células presentes no material seguiu
recomendacdes de Cruz & Carvalho* sendo o resultado
emitido em numero de células/mm? Para a contagem
diferencial de leucécitos, com a mesma suspensdo, fo-
ram confeccionados esfregacos em citocentrifuga (Ci-
tospin 248-Fanem), a 1000 rpm por 50 segundos, sobre
laminas previamente silanizadas. Apos secagem, as 1a-
minas foram coradas pelo método de May Griinwald-
Giemsa. Observou-se de 100 a 400 células, dependen-
do do numero presente, estabelecendo-se a porcenta-
gem dos elementos celulares: neutréfilos, eosinéfilos,
linfécitos e monécitos. Os resultados foram expressos
como média * desvio padréo.

Anadlise estatistica — O teste t de Student para duas
amostras, presumindo variancias diferentes, foi utili-
zado para a andlises dos resultados (p<0,05).

RESULTADOS

A taxa de portadores de S. aureus nos profissionais
amostrados foi de 43,8%. Das 14 cepas isoladas e sub-
metidas ao teste de susceptibilidade a antimicrobianos,
12 apresentaram o mesmo padrdo de sensibilidade, sendo
resistentes a penicilina e ampicilina. Duas cepas de-
monstraram padroes diferentes das demais, sendo uma
sensivel a todos antimicrobianos testados e outra apre-
sentou resisténcia a penicilina, ampicilina, oxacilina, clo-
ranfenicol, gentamicina e sulfametoxazol. A conta-
gem das células no lavado nasal dos individuos amos-
trados é apresentada na Tabela I, diferenciando-os em
grupo portador e nao-portador de S. aureus. Observa-
se que portadores de S. aureus demonstraram aumento
significativo (p<0,05) no ntmero total de leucécitos
quando comparado aos nao-portadores; entretanto, nao
houve alteracdes dos tipos celulares especificos (neu-
tréfilos, eosinoéfilos, linfocitos e mondcitos) entre os gru-
pos (Tabela II).

TABELA |
Células presentes no lavado nasal de profissionais
da saude portadores e ndo-portadores de
S. aureus dos Centros de Saude de Araraquara

N2 de células/mm?®
Parametro Portadores Nao-portadores P
(n=14) (n=18)

Leucdcitos 118,21 + 38,74* 31,55 + 8,18 0,046
Células epiteliais 59,64 = 17,04 62,77 = 13,64 0,088

Heméaceas 12,78 = 9,68 5,77 = 3,17 0,501

* média + desvio padrao
TABELA I

Diferenciacéo especifica dos leucécitos polimorfonucleares
presentes no lavado nasal de profissionais da saude
portadores e ndo-portadores de S. aureus

N2 de células/mm?
Parametro Portadores Nao-portadores P
(n=14) (n=18)
Neutrdfilos 95,14 + 1,50* 93,13 + 2,57 0,507
Eosindfilos 1,07 £ 0,85 2,93 £ 2,09 0,419
Linfocitos 3,43 £ 1,14 3,93 1,20 0,771
Mondcitos 0,36 = 0,20 0+0 0,096

* média + desvio padrao
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DISCUSSAO

A cavidade nasal € a drea anatémica onde o S. aureus
é frequentemente encontrado, sendo o portador uma im-
portante fonte de disseminacdo do microrganismo®’. Estu-
dos recentes demonstram variacoes na taxa de portadores
nasais persistentes e intermitentes, sendo estas de aproxi-
madamente 20%° e 60%", respectivamente. Nesse estudo,
portadores persistentes e intermitentes ndo foram diferen-
ciados, sendo de 43,8% a taxa de portadores do microrga-
nismo dentre os profissionais amostrados. Alguns traba-
Thos relacionam a freqiiéncia de isolamento a densidade
de colonizacdo, idade, sexo e sasonalidade®’, o que pode-
ria justificar os diferentes indices descritos na literatura.

A alta porcentagem de individuos colonizados por nos
observada, pode estar relacionada com a técnica de coleta
do material. A maioria dos trabalhos utiliza swab, método
que ndo garante a amostragem de todo o vestibulo nasal.
A técnica do lavado nasal permite a retirada das células,
de forma nao agressiva, de toda a cavidade o que poderia
justificar a alta taxa de portadores do microrganismo.

Um aspecto relacionado ao microrganismo que mere-
ce destaque, é o perfil de sensibilidade aos antimicrobia-
nos das cepas isoladas. O padrdo de resisténcia dos mi-
crorganismos reflete a freqiiéncia com que os antibidticos
sado utilizados na comunidade. Cepas sensiveis a penici-
lina e ampicilina, atualmente, sao bastante raras. A oxa-
cilina, introduzida por Doyle e col., em 1961, sob a desig-
nacdo de penicilina BRL 1400, é hoje o antimicrobino
utilizado no tratamento de infec¢bes causadas por S. au-
reus penicilina e ampicilina resistentes'®, todavia a inci-
déncia de infeccbes por cepas resistentes vém aumen-
tando, principalmente quando de origem hospitalar®. A
constatacdo de que profissionais colonizados disseminam
0 microrganismo é uma das razdes para linhagens resis-
tentes a muitos antibiéticos confinarem-se em hospitais®.

Cepas oxacilina resistentes também podem exibir re-
sisténcia a varios aminoglicosideos, incluindo a genta-
micina. Nossos achados revelam a presenca de S. au-
reus resistente a oxacilina e gentamicina, simultaneamen-
te, bem como, a resisténcia a penicilina, ampicilina, clo-
ranfenicol e sulfametoxazol em um individuo que presta
servico em Centro de Saude de Araraquara, demonstran-
do a presenca de cepas multirresistentes na comunida-
de. Apenas uma, dentre as 14 cepas isoladas, foi sensivel
a todos os antimicrobianos testados.

As bactérias contam com recursos genéticos de trans-
missdo e aquisicao de resisténcia aos antimicrobianos que
vém superando, rapidamente, a disponibilidade de no-
vos agentes terapéuticos. Apds o reconhecimento de que
a colonizacao nasal por S. aureus favorece infeccoes in-
vasivas, numerosas tentativas para a erradicacdo do es-
tado de portador, através da utilizacdo de antibidticos t6-
picos, orais e parenterais tém sido realizadas, mostran-
do, contudo, ter eficacia limitada devido a recolonizagdo
do hospedeiro pelo micrororganismo®®.

Nossos resultados revelam que 43% dos portadores de
S. aureus possuiam >10° PMNs/mL de lavado nasal e ape-
nas 5% dos individuos nao-portadores apresentaram quan-
tidades semelhantes. Koren, Hatch & Graham'? avaliando
lavado nasal de 200 voluntarios sadios, observaram que 50%
desses individuos possuiam <10 10% possuiam >10°,
enquanto que os demais (40%) apresentaram quantidades
que variaram de 10* a 10° PMN/mL.

Outros trabalhos mostram a resposta inflamatéria nasal,
através do aumento de PMNs, quando da inalacdo do 0z6-
nio, conhecido oxidante poluente do ar, sugerindo que a
via aérea nasal possa servir como um marcador para os efei-
tos da inalacdo de poluentes. Graham & Koren® avaliam 10
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voluntdrios, sem histéria de doencas respiratérias, a expo-
sicdo de 0,4 ppm de ozo6nio. Os autores observaram au-
mento de 6 vezes no numero de PMNs apoés 18 horas da
exposicao em relacdo ao material colhido dos mesmos pa-
cientes antes da exposicao. Nossos resultados mostram que
portadores de S. aureus possuem cerca de 4 vezes mais
PMNs do que os nao-portadores.

Nao encontramos relatos que associam a presenca do
S. aureus em portadores assintomdticos com a resposta
inflamatéria aguda da cavidade nasal. Esse estudo aponta
que portadores do microrganismo apresentam PMNs em
quantidade significativamente aumentada, indicando
resposta celular aguda. O S. aureus é o agente mais co-
mum de infecg¢bes piogénicas, apresentando varios com-
ponentes de superficie que contribuem para a quimiota-
xia de leucocitos, sendo responsavel pelo aumento desse
tipo celular. Apesar dos portadores serem designados
assintomaticos, eles apresentam sinais de infeccéo.
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Diversidade e perfil antimicrobiano
de cepas de Listeria sp. € 0 comportamento
de bactérias indicadoras de contaminacao fecal

em um rio poluido do tropico semi-arido (Paraiba)

Antimicrobian and profile diversity of stumps from Listeria sp. and indicative bacterias
behavior of fecal contamination in a polluted river from semi-arid tropic (Paraiba)

Nicia Stellita da Cruz Soares®; Beatriz Susana O. de Ceballos? & Raissa Mayer Ramalho Catao®

RESUMO - A deteccéo de Listeria sp. em &guas superficiais apresenta particular relevancia por ser uma bactéria
emergente e causadora de doencas de grande interesse na satude publica. Este trabalho objetivou avaliar a diversi-
dade e o perfil antimicrobiano de Listeria sp. e o comportamento de bactérias indicadoras de contaminacéo fecal.
O local de estudo foi a microbacia do Rio Bodocong6 sendo analisadas 12 amostras de dgua no periodo de
dezembro de 1999 a fevereiro de 2000. Coliformes fecais foram quantificados seguindo a APHA (1998): Listeria sp.
foi isolada em caldo LEB (24/48h 30°C), seguido de semeio em Agar Oxford a 37°C/24h. De 42 cepas de Listeria, 35
foram identificadas em nivel de espécie, com predominancia de L. grayi (15 cepas- 42,8%) e trés cepas (8,6%) de L.
monocytogenes. Dentre as 35 cepas testadas frente a 8 antimicrobianos de uso rotineiro na clinica médica, obser-
vou-se que todas foram resistentes a Oxacilina e a maior parte (94,3%) sensiveis a Vancomicina. Esses padroes de
resisténcia sdo semelhantes aos encontrados em cepas de origem humana. Conclui-se que o rio Bodocongé nao
apresenta condi¢oes sanitdrias adequadas para os usos aos quais se destina, constatadas pela alta freqiiéncia e
diversidade de Listeria sp.

PALAVRAS-CHAVE - Listeria sp., diversidade, antimicrobianos.

SUMMARY - The detection of Listeria spp. in superficial waters presents private relevance for being an emer-
gent bacteria to diseases with great interest to the public health. This work evaluate the diversity and the
antimicrobial profile of Listeria spp. as well as the indicative bacterias behavior of fecal contamination. The
study were made at the basin of Bodocongo river with 12 samples analyzed from December, 1999 to February, 2000.
Fecal coliforms were quantified according to APHA (1998) Listeria spp. were isolated in LEB broth (24/48h 30°C),
followed by spreading in Agar Oxford for 37°C/24h. From 42 strains of Listeria, 35 were identified as the species
level, with L. grayi (15 strains—42.8%) and 3 strains (8.6%) as L. monocytogenes. Among those 35 strains tested
against 8 antimicrobial drugs used in medical clinic, all were resistant to Oxaciline and 94.3% were sensitive
to Vancomicine. Those resistance patterns are similar in strains found in human origin. The Bodocongé river did
not achieve appropriate sanitary conditions for the uses as it destines expressed by the high frequency and
diversity of Listeria spp.

KEYWORDS - Listeria spp., diversity, antimicrobial.
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INTRODUGCAO

crescimento demogréafico, aliado ao aumento

da capacidade tecnoldgica do homem que provo-
cam a alteracdo do ambiente, estdo comprometendo a
disponibilidade dos recursos hidricos que atendem as
necessidades béasicas dos seres vivos. Os suprimentos
das cidades, o consumo humano, animal e a irrigacao
vém sendo prejudicados e nesse aspecto o Brasil ocu-
pa um lugar unico e estratégico no contexto mundial:
destaca-se pela grande descarga de dgua doce dos seus
rios (177.900 m?/s e 73.100 m®/s da Amaz0nia interna-
cional), o que representa 53% da producdo de agua
doce do continente sulamericano e 12% do total mun-

dial. No entanto, enfrenta problemas atuais de abaste-
cimento decorrentes da combinacao do crescimento exa-
gerado das demandas localizadas e da degradacao da
qualidade das 4guas, como conseqiiéncia da expansao
desordenada dos processos de urbanizacao e industria-
lizacdo, verificados a partir da década de 1950 (Tundi-
si, 1999; Reboucas, 1999).

As doencas de veiculacdo hidrica sdo responséaveis
pela maioria dos casos de morbidade e mortalidade nas
Américas. Em particular, nas regides aridas e semi-ari-
das, ocorre forte contaminacdo dos escassos recursos
hidricos pelo seu uso intensivo e extensivo. O Nordes-
te do Brasil esté inserido nesse quadro (Dias & Maren-
go, 1999).
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Os estudos da qualidade das dguas superficiais na
regido Nordeste sdo importantes, pois estas dguas tém
usos diversos: consumo humano, irrigagao irrestrita, la-
vagem de roupas, recreacao de contato primadrio, entre
outros.

O Rio Bodocongé atravessa uma regido semi-arida
do estado de Paraiba, com aproximadamente 75 Km de
extensdo que forma parte da microbacia do Médio Parai-
ba, o principal rio do estado. Atualmente este rio recebe
descargas pontuais de esgotos sanitarios, efluentes in-
dustriais, matadouros clandestinos e impactos difusos
que chegam com o escoamento superficial de areas agro-
pastoris. Contudo, o rio € um importante recurso hidrico
para a populacao que habita nas suas proximidades,
constituindo com seus multiplos usos, sério risco para a
saude publica.

As bactérias do género Listeria estdo amplamente
distribuidas na natureza, tendo sido isoladas de inse-
tos, solo, material fecal, esgotos, dgua de rio, efluentes
de abatedouro, aves, pescados e animais domésticos
(Uboldi Eiroa, 1990). A freqiiéncia e a diversidade de
ambientes nos quais a Listeria sp. vem sendo encontra-
da, levam a considerar este microrganismo como ubi-
quitdrio sendo capaz de se desenvolver em ampla faixa
de temperatura (0 a 44°C), elevada tolerdncia ao sal (até
10,5%) e facilidade de crescimento em substratos com
baixo pH e atividade de dgua (Pereira & Rocourt, 1993).
A listeriose emerge como uma nova doenca transmitida
por 4gua, alimentos e esgotos. Seu impacto social e eco-
ndémico € um do mais elevados entre os agentes de doen-
cas veiculadas por dgua e alimentos (Hoffer,1999).

O uso indiscriminado de antibiéticos tanto na clini-
ca como na alimentacao dos animais, provoca a prolife-
racdo de linhagens resistentes as drogas normalmente
usadas no tratamento das infec¢oes humanas.

Os coliformes fecais tém sido parametros de avalia-
cdo do comprometimento da dgua, sendo utilizados
convencionalmente como critérios de risco da &gua ao
consumo humano. Sdo um subgrupo caracterizado pela
termotolerdncia (APHA,1995) e sao bons indicadores
de enterobactérias patogénicas, mas pouco indicam so-
bre novas bactérias (patégenos emergentes) como Lis-
teria sp. e virus.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou inves-
tigar a presenca e diversidade de Listeria sp., avaliar
sua sensibilidade frente aos antimicrobianos utilizados
rotineiramente na clinica médica e o comportamento de
bactérias indicadoras de contaminacéo fecal, em um rio
poluido do trépico semi-arido (Paraiba).

MATERIAL E METODOS

O local de estudo foi a microbacia de Rio Bodocon-
go, situada na Regido Nordeste do Estado de Paraiba,
com 4rea de aproximadamente 981 Km?

Os locais de coleta (7 pontos) em diferentes trechos
do rio, foram selecionados "in loco" levando-se em con-
sideracao as atividades desenvolvidas na bacia de dre-
nagem e a facilidade de acesso.

O periodo de amostragem foi de 11/12/1999 a 22/02/
2000, sendo coletadas 12 amostras de dgua.

O isolamento de Listeria sp. foi feito filtrando-se a
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amostra de dgua (5 litros) em aparelho de filtracao " Ste-
rifil" (Milipore) conectado a uma bomba de vacuo, usan-
do-se membrana de 0,45um de porosidade por 142mm
de didmetro. Foi utilizado caldo LEB (24/48h-30°C)
para o isolamento, seguido de semeio em meio seletivo
Agar Oxford com incubacdo a 37°C/24h. As colonias
tipicas foram submetidas a provas bioquimicas.

A quantificacao de coliformes fecais foi feita por
membrana filtrante e semeio em m-FC com incubacao
a 44,5°C/24h (APHA, 1998).

O antibiograma foi realizado pelo método de difu-
sdo de discos segundo Kirby-Bauer (1966), em agar
Mueller-Hinton. Os antibi6ticos testados foram: Ami-
cacina (AM), Cefalotina (CF), Cindamicina (CL), Eri-
tromocina (EI), Oxacilina (OX), Penicilina (PN), Tetra-
ciclina (TT) e Vancomocina (VN).

RESULTADOS

Das 42 cepas de Listeria sp., 35 foram identificadas
bioquimicamente como: 15 (42,8%) L. grayi; 12 (34,2%)
L.welshimeri; 3 (8,6%) L. monocytogenes; 3 (8,6%) L.
innocua e 2 (5,7%) L. seeligeri.

A Figura 1 evidencia o comportamento de cepas de Lis-
teria frente aos antimicrobianos. Observa-se que as 35 ce-
pas foram resistentes a dois ou mais antibiéticos. Consta-
tou-se que OX foi o antimicrobiano que apresentou maior
numero de cepas resistentes: 35 (100%), seguido de CL 34
(97,15%), TT (34,3%), VN (31,4%), EI (28,6%), CF (25,7%) e
AM (11,4%). A menor resisténcia bacteriana e nenhum limi-
te intermediario, foi verificado para VN (2 — 5,7%), sendo
este, portanto, o antimicrobiano mais eficaz para o controle
de Listeria sp. isoladas de ambiente aquatico.

A Figura 2 mostra os valores percentuais de apare-
cimento de Listeria. sp. e os valores logaritmicos médi-
os de coliformes fecais no Rio Bodocongé. Observou-
se que Listeria sp. foi isolada em todos os pontos que
apresentaram altas concentracoes de coliformes fecais
(P1, P2 e P4), como também nos pontos com menores
concentracoes (P6 e P7). Verificou-se também, que no
ponto P5, onde se observa uma diminuicao dos valores
de coliformes fecais, houve uma alta freqiéncia de iso-
lamento de Listeria sp. (60%), sugerindo maior resis-
téncia que aqueles, aos fatores ambientais.
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AM=Amicacina; CF=Cefalotina; CL=Cindamicina; El=Eritromocina;
OX=0Oxacilina; PN=Penicilina; TT=Tetraciclina e VN=Vancomocina.

FIG. 1 - Perfil antimicrobiano das cepas de Listeria frente aos antimicrobianos
testados.
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FIG. 2 - Freqiiéncia de aparecimento de Listeria sp. e distribuicao dos
valores logaritmicos médios de coliformes fecais no Rio Bodocongé (PB) no
periodo de dez/1999 a fev/2000.

DISCUSSAO

Este estudo permitiu avaliar a biodiversidade de
Listeria sp. em aguas poluidas com esgotos domésti-
cos do semi-arido nordestino, assunto este, que apre-
senta poucos relatos na literatura.

A diversidade de Listeria sp. no Rio Bodocongd, foi
semelhante a documentada por Hofer, Ribeiro & Feitosa
(2000), que identificaram grande diversidade de Liste-
ria sp., em diferentes fontes de infecg¢do (humano, ali-
mentos e componentes ambientais), solo, efluentes de
industrias de carne e de esgotos, coletadas de diferen-
tes lugares do Brasil (Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Goids)
no periodo de 1971 a 1997, as quais foram identificadas
como: L. monocytogenes (24,8%), L. innocua (72,9%) L.
seeligeri (1,1%), L. welshimeri (0,7%), L. grayii (0,2%) e
L. ivanovii (0,03%).

Na literatura consultada nao foram encontrados re-
latos de testes de sensibilidade aos antimicrobianos para
Listeria sp. isolada de ambientes aqudticos. Entretan-
to, comparando-se os resultados dos antibiogramas
desta pesquisa com os de Hofer, Nascimento & Olivei-
ra (1998), de casos de meningite bacteriana por Liste-
ria monocytogenes no Distrito Federal, foi constatado
que as trés amostras apresentaram-se resistentes a
Oxacilina e sensiveis a Vancomicina. Estes resultados
estdo em concordancia com os encontrados na presen-
te pesquisa onde 100% (35 cepas) foram resistentes a
Ozxacilina e apenas 5,7% (2 cepas) foram resistentes a
Vancomicina.

CONCLUSAO

Listeria. sp. e Listeria monocytogenes estiveram
presentes nas aguas do Rio Bodocongé com freqiién-

cia de isolamento de 83,4% e 8,6% respectivamente.

A maior diversidade de espécie de Listeria corres-
pondeu a Listeria grayi (42,8%).

A maioria das cepas de Listeria apresentaram ele-
vada resisténcia a um ou mais antimicrobianos. Todas
foram resistentes a Oxacilina e os antimicrobianos mais
eficazes foram: Vancomicina, Amicacina, Eritromicina
e Tetraciclina.

Séo necessarios estudos mais aprofundados com
relacdo ao comportamento de bactérias ambientais fren-
te aos antimicrobianos, uma vez que nao se sabe se
esta resisténcia é intrinseca ou adquirida.

Listeria sp. foiisolada em todos os pontos que apre-
sentaram concentracoes altas de coliformes fecais, como
também nos pontos de menor concentracdo, sugerindo
maior resisténcia para os fatores ambientais que o coli-
formes.

O rio mostrou-se altamente contaminado com Liste-
ria sp. constituindo sério risco a saude da populacao
que usa esta agua.
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Acompanhamento domiciliar de pacientes
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Patients home attendance with Chagas’ disease etiologically treated
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RESUMO - A doenca da Chagas é uma doencga estigmatizante que pode desenvolver mudancas significativas na
vida de seus portadores. Até o momento ndo conta com tratamento completamente eficaz e livre de efeitos colate-
rais. O laboratério de Doenca de Chagas — DAC — UEM atende pacientes chagésicos de Maring4 e regido realizan-
do diagnéstico, tratamento e controle de cura. Durante o tratamento deve ser assegurado ao paciente o acompa-
nhamento e a identificacdo de efeitos colaterais. Através de visitas domiciliares e entrevistas utilizando os instru-
mentos de abordagem da familia foram acompanhados no periodo de dois anos, cinqlienta e um pacientes subme-
tidos a tratamento etiol6gico. Pode-se verificar a desinformacédo dos pacientes no que diz respeito a sua doenca e o
tratamento. A atencdo dispensada individualmente aos pacientes foi importante no sentido de diminuir a ansieda-
de dos mesmos, no processo de adesdo ao tratamento e controle de cura e no controle de reagdes adversas ao
medicamento utilizado.

PALAVRAS-CHAVE - Doenca de Chagas, acompanhamento domiciliar, tratamento etioldgico

~

SUMMARY - Chagas’ disease is a stigmatizing disease that can develop significant changes in the life of their bearers.
Until the present time there is no completely effective treatment and from free side effects. The Chagas’ Laboratory
Disease/DAC/UEM attend patients with Chagas’s disease from Maringd and area doing diagnosis, treatment and
cures control. During the treatment it should be insured to the patient the management and the identification of side
effects. Through home visits and interviews as well the family approaches, 51 patients were submitted to etiological
treatment for two years. It could be verify the patients’ disinformation and the treatment in relation to his/her disease .
The individually care attention to the patients was important to reduce their anxiety in the adhesion process for
treatment, cure control and medicine adverse reactions used.

KEYWORDS - Chagas’ disease, home attendance, etiological treatment.
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INTRODUCAO

doenca de Chagas constitui ainda hoje no Brasil e

em diversos paises da América Latina um proble-

ma social grave, atingindo cerca de 5 milhoes de habi-
tantes. O Inquérito Nacional para Doenca de Chagas/
1980 (Camargo et al., 1984) aponta a prevaléncia de
4% de reacodes positivas para o Trypanosoma cruzi, no
Parand, por estimativa, 166.511 individuos infectados.
Investigacoes sorologicas mais recentes realizadas pelo
setor de Parasitologia Basica-UEM detectou taxa de
6,25% de individuos com sorologia positiva em cinco
municipios da regido Noroeste do Parana (Gomes et
al., 1992). O benznidazol (Rochagan) é a droga de es-
colha para o tratamento especifico da doenca de Cha-
gas, sendo indicado para o tratamento da fase aguda,
onde observa-se altos indices de cura parasitolégica e
soroldgica e, sob estrita supervisdo médica e acompa-
nhamento prolongado, para pacientes na forma inde-
terminada da fase crénica da doenga (Cangado,1991).
Segundo a Fundacdo Nacional de Saude (FNS),
durante o tratamento etiolégico, deve ser assegurado
ao paciente o acompanhamento e identificacao de efei-
tos colaterais bem como o acompanhamento por pelo
menos 5 anos para a avaliacdo do controle de cura (Tra-
tamento Etiolégico da Doenga de Chagas, FNS-1997).

Os ensaios clinicos usualmente aplicados ao estudo
da toxicidade dos farmacos utilizados na terapéutica
humana, ndo sdao capazes de detectar as reacoes que
s6 aparecem apos tratamentos prolongados, as que tem
baixa incidéncia ou aquelas que se manifestam em gru-
pos especificos da populacao (Barros,1992).

A possibilidade do benznidazol causar reagoes ad-
versas graves impoe o dever de acompanhar de perto o
paciente. Na prética, o obstdculo é maior quando o
paciente faz o tratamento em casa, ou em outra cidade,
o que é bastante comum. Torna-se entdo necessario um
melhor esclarecimento sobre a doenca e o tratamento
por parte do paciente e seus familiares. Além disso, ha
marcadas controvérsias sobre o que significam as ins-
trucoes dos médicos, que podem ser magnificadas pela
familia e pelo paciente e interpretadas de uma manei-
ra totalmente pessoal.

Além disso, abordagem clinica tradicional, baseada
no modelo biomédico, estd centrada na patologia e ndo
na pessoa. Isto nao deixa espacgo para as dimensoes
sociais, econdmicas, psicoldégicas e comportamentais da
doenca, que podem ser manifestadas pelo individuo.
Neste século, de modo especial, o modelo tradicional
de abordagem clinica, centrado na doencga, nao satis-
faz a necessidade do ser humano quando se trata de
recuperar ou manter a saude.
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Este trabalho teve como objetivo dar suporte ao pa-
ciente chagasico e seus familiares, facilitando o pro-
cesso terapéutico, além de identificar e acompanhar
reacoes adversas aos farmacos utilizados, de modo que
uma intervencéao precoce diminua os efeitos toxicos.

MATERIAL E METODOS

Pacientes: O Laboratorio de Doenca de Chagas —
Parasitologia Basica — DAC-UEM atende pacientes
chagésicos encaminhados pelo SUS, estes sdo prove-
nientes de unidades béasicas de satide e bancos de san-
gue. Este laboratério realiza diagnostico, tratamento e
controle de cura destes pacientes. Semanalmente sao
atendidos 5 novos pacientes; destes, pelo menos 2 ini-
ciam o tratamento etiolégico com benznidazol (Rocha-
gan). Os pacientes constantes neste trabalho sdo os que
foram submetidos ao tratamento etiologico.

Acompanhamento domiciliar: Foram realizadas visitas
domiciliares semanais, quinzenais ou mensais conforme
anecessidade individual. Foi também disponibilizada uma
linha telefénica para atendimento do paciente.

Instrumentos de abordagem: Para abordagem da familia
foram utilizados os instrumentos preconizados pelo Progra-
ma Satde da Familia constando de Genograma, Practive e
modelo Firo (Doherty, 1986; Doherty & Colangelo,1984).

Para o acompanhamento clinico-laboratorial foram
utilizadas as informacgées contidas nos prontuarios dos
pacientes.

A ocorréncia de Reagdes Adversas a Medicamentos
(RAM) foi avaliada utilizando-se formulério especifico
(Fig.1).

Através destes métodos foi possivel agrupar dados
relacionados a histéria familiar, condigcoes de saude-
doenca anteriores e uso de medicamentos, definindo-
se um perfil do paciente e sua familia. Utilizando-se
estas informaco6es fez-se as orientacdes quanto a doen-
¢a, uso correto de medicamentos, reacoes adversas e

mudancas de habitos visando melhoria da qualidade
de vida. Estas intervencoes foram feitas através de con-
versas particulares e esclarecimentos dados ao pacien-
te e membros da familia envolvidos com este.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de dois anos (2000 a 2002) foram
acompanhados 51 pacientes submetidos a tratamento etio-
l6gico com Rochagan. Através do modelo humanizado
de abordagem clinica foi possivel colher informacoes do
paciente e orienta-lo. Nas entrevistas pode-se verificar a
desinformacdo em 100% dos pacientes e seus familiares
no que diz respeito & Doenca de Chagas e o tratamento
etiologico. Todos mostraram em suas respostas um estig-
ma de morte e uma grande expectativa com rela¢dao ao
tratamento. As frases comumente usadas foram: “E a maior
tristeza do mundo, choro todo dia porque tenho esta doen-
ca"; "E a pior coisa que pode existir”; “E a coisa mais
triste do mundo”; “E um empecilho na vida"; “E muito
grave"; " Tudo perde a graca"; "E uma preocupacdo, falta
de paz"; "Acaba com a vida"; "E muito complicado".

Com relagao as caracteristicas de vida do paciente res-
salta-se que 78,43% tem grau de escolaridade médio in-
completo, 17,6% tem ensino médio completo e 1,96% en-
sino superior incompleto e 1,96 sdao analfabetos. A maio-
ria dos pacientes (96%) trabalham ativamente e apenas
dois (3,9%) aposentaram-se devido a doenca (Tabela I).

No que diz respeito a avaliacdo clinica destaca-se
que 94,1% dos pacientes apresentaram RX térax normal
enquanto 5,9% apresentaram RX de torax alterado, ECG
normal em 98,1% para 1,9% com ECG alterado e RX de
esdfago normal para 100% dos pacientes (Tabela II).

Com relacdo a ocorréncia de reagoes adversas a medica-
mentos observou-se que 29,4% dos pacientes apresentaram
algum tipo de reacao adversa, sendo que as mais freqiien-
tes foram: urticéria, irritacdo na garganta, descamacao do
pé e formigamento, alergia respiratéria, emagrecimento, ce-

TABELA |
Universidade Estadual de Maringa Caracteristicas de vida do paciente
Laboratorio de Doenca de Chagas - Parasitologia Basica B. 1-90 Ne %
CONFIDENCIAL
Notificagao de suspeita de reagdo adversa a medicamento Analfabeto 01 1,96
Na&o deixe de notificar por desconhecer uma parte da informagdo que estamos pedindo Ensino médio
completo 09 |17.65
Nome do paciente Sexo Idade Peso(Kg) .
Paciente Hospitalizado: ST N O N2 do Prontuario Hospital Escolaridade E_nsino médio 40 | 7843
Medicamento(s)* Dose Via Data Motivo prescrito incompleto
(nome comercial) Diaria de Adm. Inicio | Fim P Ensino superior
incompleto 01 1,96
Ativo 49 96,1
Trabalho
*Para as vacinas, indique N2 de lote Aposentado 02 3.9
Reacgao Data Evolucao Total 51 100
Suspeita Inicio | Fim (p.ex: mortal, recuperado, sequelas, etc.)
TABELA I
Avaliacao clinica
Valores dentro
PR da normalidade
Informacdes adicionais (tratamento, histéria médica, altura, queixa técnica, etc.) % N2 % N¢
Profissional notificador/profissao: i
Sordlogia | 100 | st
Nome: para Lhagas
Endereco: Fone: BX 59 3 94 1 48
- Térax ' '
Cidade/Estado:
RX
Assinatura Data____ /[ Es()fago 0 0 100 51
Figura 1 ECG 19 1 98,1 | 50
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faléia, intolerancia TABELA Il

gastrointestinal, Ocorréncia de reacGes adversas
fadiga e mal estar a medicamentos
(Tabela III). Reagao Ne
Quanto ao cum- Fadiga e mal estar 3
primento do trata- Urticaria 2
me}nto: 92,1% cum- " pescamacéo do pé e formigamento 1
priram o tratamen- Irritagéo da garganta 3
to, 3,9% pararal_n o Alergia respiratdria 1
trata{nent(z1 devido Emagrecimento 1
reacoes adversas Cefaléia 2
e 3,9% pararam o — ——
Intolerdncia gastrointestinal 2
tratamento sem -
Total de Pacientes 10
causa aparente. Total % 26.2%
Através das fi- ol ® i
chas dereacoes ad-
TABELA IV

versas observou-se A .
Evolucéo do paciente

que 50% dos pacien-
o Cl0S pa com o acompanhamento
tes faz uso de outros
medicamentos além NE %

de Rochagan, tais
como pepsogel, cap-
topril, digoxina, dor-
flex, somalium, te-
troid, biofenac, pre-
marim, meticorten,
dolamin, vertizine,
adalat, voltaren, al-
domed, hidrocortizol e hidroclorotiazida, além de chés e
remédios homeopéticos.

Todos os pacientes acompanhados relataram senti-
rem-se mais confiantes e animados para enfrentar a
doenca e 21,6% (Tab. IV) deles relataram melhora de
sintomas tais como falta de ar, cansaco e dor no peito,
apods o tratamento com benzanidazol.

O tratamento parasiticida é indicado para pacientes
assintomaéticos e com comprometimento clinico de pouca
expressao, na tentativa de minimizar as possiveis lesdes
que poderiam comprometer a qualidade e quantidade de
vida destes individuos. Embora poucos pacientes tenham
relatado melhora do quadro clinico apoés o tratamento,
ndao foi relatado nenhum caso de piora dos sintomas.

As principais reacoes de toxicidade relatadas na litera-
tura devido ao uso do benzanidazol sao alteracoes hema-
tolégicas, dermatopatias por hipersensibilidade e polineu-
ropatia dose-dependente. Apesar do grupo de pacientes ser
pequeno, observa-se neste estudo que as reagoes adver-
sas relatadas pelos pacientes sao indicativas de uma pro-
véavel toxicidade do farmaco utilizado e ndo devido a inte-
racoes medicamentosas, mesmo que os pacientes facam
uso de diversos medicamentos diferentes.

O fato dos pacientes mostrarem-se satisfeitos e mais
animados, terem uma adesao alta ao tratamento e até re-
latarem melhora de sintomas confirma a proposta deste
trabalho de que o esclarecimento sobre a doencga e seu
tratamento utilizando-se uma abordagem humanista, ou
seja, mais proxima do seu contexto de vida, realmente é
eficaz na melhoria da qualidade de vida.

Os pacientes acompanhados e seus familiares de-
monstraram uma progressiva melhora no entendimento
da doenca, cuidados da satude e uso de medicamentos.

Tém-se ainda observado uma maior adesao dos pa-
cientes ao controle de cura que deve ser feito a cada 6
meses, todos os pacientes que concluiram o tratamento
mantém-se constantes nas visitas ao laboratério para
fazer os exames indicados.

Sentiram-se satisfeitos
e mais animados 47 1921

Abandonaram
o tratamento 04 178

Relataram melhorar
nos sintomas falta de ar, 11 21,6
cansaco e dor no peito.
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Outro ponto a ser destacado foi a dificuldade por par-
te dos académicos do curso de Farmacia participantes do
trabalho, na abordagem do paciente. Ha por parte dos
académicos dificuldade quanto ao atendimento humani-
zado, dificultando assim uma andlise aprofundada dos
aspectos psicoldgicos de cada paciente, impossibilitando
muitas vezes um didlogo mais dindmico, produtivo e di-
recionado, o que levaria talvez a intervencoes mais efica-
zes. Este fato mostra uma lacuna a ser preenchida pelos
atuais curriculos dos cursos de FarmaAcia, ja que a abor-
dagem clinica humanizada é uma tendéncia mundial.

CONCLUSOES

A visita domiciliar € um dos instrumentos mais in-
dicados para se trabalhar o individuo, colocando a fa-
milia e a comunidade na prestacdo de assisténcia a
saude (Mazza,1994). Além disso, visando a familia
amplia-se a nocdo de atendimento integral da saude,
em que a partir de um paciente, as acoes sao desdo-
bradas para o grupo, com a organizacao de praticas
preventivas coletivas e de promocao a saude.

A atencédo dispensada através deste método vem
sendo importante no sentido de diminuir a ansiedade
dos pacientes e no processo de adesao ao tratamento e
controle de cura. Promove-se ainda um aumento da
auto-estima do paciente.

Este trabalho também evidencia a possibilidade de
reducdo de efeitos toxicos do medicamento pela inter-
vencao precoce junto ao paciente, além de possibilitar
a identificacdo de novas reacdes adversas a este far-
maco e/ou interacoes medicamentosas.

Nas tltimas décadas tem-se evidenciado uma forte ten-
déncia a mudar o modelo clinico de atendimento centrado
na doenca para um modelo humanizado centrado no
paciente. E necessario que se forme profissionais capazes
de atuar dentro deste modelo. Este trabalho tem permitido
aos académicos de Farmdacia o desenvolvimento de novas
habilidades, principalmente a pratica da comunicacéao,
usando seus conhecimentos técnicos para suavizar a ten-
sdo temporaria dos pacientes. Desse modo o trabalho con-
tribui grandemente para a formacéo do profissional de sau-
de, além da melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
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