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Definindo Infeccao Fungica Invasiva:
sumario de um consenso internacional

Defining Invasive Fungal Infection: summary of an international consensus

Paulo Murillo Neufeld”

RESUMO - Recentemente, o Grupo de Infec¢oes Fiingicas Invasivas da Organizacao Européia de Pesquisa e Trata-
mento do Cancer (EORTC) e o Grupo de Estudos de Micoses do Instituto Nacional de Alergia e Doencgas Infecciosas
dos Estados Unidos da América (NIAID) apresentaram uma proposta de padronizagédo de critérios para o diagnés-
tico das infecgdes fungicas invasivas em pacientes imunocomprometidos. Trés niveis de probabilidades foram
propostos (provada, provavel e possivel) tendo como base fatores relacionados ao hospedeiro, fatores clinicos e
fatores microbiolégicos.

PALAVRAS-CHAVE - Infecgao fingica invasiva, paciente imunocomprometido, critérios de diagnostico.

SUMMARY - Recently the Invasive Fungal Infections Cooperative Group of the European Organization for Research
and Treatment of Cancer (EORTC) and the Mycoses Study Group of the National Institute of Allergy and Infectious
Diseases of the United States of America (NIAID) proposed a criterion standadization of invasive fungal infection
diagnosis in Inmunocompromised patients. Three levels of probability were proposed (proven, probable, and posible)

on the basis of host factors, clinical features, and, microbiological factors.
KEYWORDS - Invasive fungal infection, immunocompromised patient, diagnosis criteria.
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INTRODUGCAO

as duas ultimas décadas, a incidéncia de infec-
N ¢oes fungicas invasivas tem aumentado dramati-
camente e o espectro dos agentes etiolégicos tem apre-
sentado alteragoes (Singh, 2001). As novas técnicas de
transplante de célula-tronco, a melhoria das préaticas
de transplante de 6rgéos sélidos, os novos métodos de
diagnostico, o uso de novos medicamentos imunossu-
pressores, os avancos da quimioterapia anti-tumor, a
profilaxia com antimicrobianos e o aprimoramento nas
medidas de suporte de doentes criticos sdo os princi-
pais determinantes de mudancas no padrao epidemio-
l6gico das micoses sistémicas (McNeil et al., 2001).

Diante deste novo quadro, as infecgdes fungicas
oportunistas tornaram-se a principal causa de morbi-
dade e mortalidade em pacientes graves. O reconheci-
mento desses processos, muitas vezes, € dificil e con-
troverso (Donnelly, 2002; Maertens et al., 2001). Re-
centemente, o Grupo de Infec¢des Fungicas Invasivas
da Organizacdo Européia de Pesquisa e Tratamento do
Céncer (EORTC) e o Grupo de Estudos de Micoses do
Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas dos
Estados Unidos da América (NIAID) apresentaram uma
proposta de padronizacédo de critérios de diagnostico
para as infecgdes fungicas invasivas oportunistas (Den-
ning et al., 2003). Com base em revisoes de literatura
e em um consenso internacional, um conjunto de defi-
ni¢oes para as infecgoes sistémicas mais freqiientemente
observadas e estudadas em pacientes imunocompro-
metidos foram desenvolvidas, a partir de elementos
patolégicos e laboratoriais.

O Comité formado pelo EORTC e NIAID restringiu
o escopo das defini¢bes aos pacientes imunocompro-
metidos com cancer e aos transplantados de medula
ossea. Um esforco foi feito por esse Comité no sentido

de diferenciar clinicamente os processos fungicos de
outros processos infecciosos e de qualificar a amostra
clinica e as técnicas de investigacao utilizadas para a
evidéncia micolégica de infeccdo (Ascioglu et al., 2002).

» Definicao de infeccao flingica

A definicdo de infeccao fungica invasiva compreen-
de trés elementos principais, representados pelos fato-
res relacionados ao hospedeiro, fatores clinicos e fato-
res microbiolégicos (Tab. I). Associados a amostra cli-
nica (Fig. 1), esses fatores permitem o estabelecimento
de niveis de probabilidade de infeccdo (Holzheimer &
Dralle, 2002). Os fatores relacionados ao hospedeiro e
os fatores clinicos sdo prontamente discerniveis, ja que
sdo rotineiramente empregados para o reconhecimen-
to de pacientes de risco. Do mesmo modo, a aplicacao
dos critérios microbiolégicos ndo apresenta maiores
dificuldades, pois sdo classicamente baseados na de-
monstracdo tecidual dos patdégenos e na cultura dos
espécimens clinicos (Ascioglu et al., 2002).

| Fatores relacionados ao hospedeiro

a) Neutropenia (menos de 500 neutrdfilos/mm?® por mais
de 10 dias).

b) Febre persistente por mais de 96 horas, a despeito
do uso de antibidtico de largo espectro.

c¢) Temperatura corporal maior que 38 C ou menor que
36°C associada com uma as seguintes condigdes pre-
disponentes: neutropenia prolongada (mais del0
dias), uso de agentes imunossupressores, ocorréncia
de infecgdo fungica invasiva provada ou provavel nos
episédios iniciais de neutropenia e coexisténcia com
AIDS.

d) Doenca enxerto contra hospedeiro severa (grau >2)
ou extensa doencga cronica.

e) Prolongado uso de corticoesterdéides (por mais de 3
semanas).
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TABELA |
Definicdo de Infeccdo Flngica Invasiva

Fatores Definigao

* Persistente estado febril

 Baixa contagem de neutrdfilos
 Corticoterapia

¢ Terapia imunossupressora

* Doencga enxerto contra hospedeiro

« Infecgdes do trato respiratorio, seios nasais
e sistema nervoso central

Diagnéstico porimagem
Sinais e sintomas clinicos

« Infecgdes fungicas disseminadas
Lesoes cutaneas e oculares

¢ Candidiases disseminadas cronicas
Diagnéstico porimagem
Abscessos hepatoesplénicos

¢ Candidemias
Nao existem definicbes

* Exame direto e cultura positivos para Aspergillus sp.,
Candida sp., Fusarium sp., Scedosporium sp.,
Zygomycota, Cryptococcus sp.

 Testes com antigenos positivos para Aspergillus sp.,
Cryptococcus sp., Histoplasma capsulatum

Fatores do
Hospedeiro

Fatores Clinicos

Fatores
Microbiolégicos

Ascioglu et al. (2002).

| Fatores clinicos |

a) Infeccdo no Trato Respiratério Inferior

Manifestag¢do Clinica Principal: em imagem na to-
mografia computadorizada: sinal de ar-crescente e si-
nal do halo e cavidades com &reas de consolidacao.

Manifesta¢do Clinica Secunddria: sintomas de in-
feccdo (tosse, dor no peito, hemoptise, dispnéia), acha-
dos clinicos de atrito pleural, efusdo pleural e outros
infiltrados.

b) Infeccao Nasal e dos Seios Nasais

Manifesta¢do Clinica Principal: evidéncia radiold-
gica de infeccdo nos seios nasais (erosdo da parede
dos seios nasais, extensa infeccao de estruturas adja-
centes e extensa destruicdo da base do cranio).

Manifesta¢do Clinica Secunddria: sintomas de in-
feccdo em trato respiratorio superior (descarga nasal,
congestdo), ulceracdo da mucosa nasal ou epistaxe,
inchaco periorbital, dor temporomandibular, lesdes ne-
créticas negras e/ou perfuracdo do palato duro.

c) Infeccao do Sistema Nervoso Central (SNC)

Manifesta¢do Clinica Principal: evidéncia radiold-
gica de infeccdo no SNC (mastoidites ou outro foco
parameningeal, empiema extradural, massa no parén-
quima cerebral ou coluna vertebral).

Manifestagdo Clinica Secunddria: sintomas neuro-
logicos focais: convulsdes, hemiparesia, paralisia, con-
fusdo mental, sintomas de irritacdo de meninges e alte-
racdo bioquimica e celular do liquido cefalorraquidiano.
d) Infeccdo Fangica Disseminada

Lesdes cutdaneas nodulares ou papulares sem causa
determinada e achados intraoculares sugestivos de co-
rioretinite hematogénica fingica ou endoftalmite.

e) Candidiase Disseminada Cronica

Abscessos pequenos e periféricos no figado e/ou
baco demonstrados por tomografia ou ultra-sonografia
e elevado nivel de fosfatase alcalina. Critérios microbio-
logicos ndo sado requeridos na categoria provavel.

f) Candidemia

Critérios clinicos ndo sado requeridos para candide-
mia provavel. Nao existe definicdo para candidemia
possivel.

| Fatores microbioldgicos |

a) Resultados positivos para cultura de escarro ou la-
vado broncoalveolar para fungos filamentosos (Asper-
gillus, Fusarium, Scedosporium ou Zigomycota); Cryp-
tococcus neoformans e patégenos endémicos.

b) Resultados positivos para cultura ou exame micros-
copico direto/citolégico de aspirados de seios nasais
para fungos filamentosos.
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FIG. 1 - Elementos para o diagnoéstico de infecgao fungica ir

c) Resultados positivos para exame microscépico dire-
to/citoloégico de escarro e lavado broncoalveolar para
fungos filamentosos ou Cryptococcus sp.

d) Resultados positivos para antigenos de Aspergillus
em lavados broncoalveolares e liquido cefalorraquidi-
ano ou em pelo menos 2 amostras de sangue.

e) Resultados positivos para antigenos de Cryptococ-
cus no sangue (Reacgoes falso-positivas podem ocorrer
com Trichosporon beigelii, Stomatococcus mucilagino-
sis, fator reumatoide circulante e processos malignos
concomitantes e devem ser descartadas se o teste para
antigenos fungicos for a tnica prova positiva no fator
microbiolégico).

f) Resultados positivos para elementos fingicos em exa-
me microscopico direto/citolégico de espécimens esté-
reis (Cryptococcus sp. em liquido cefalorraquidiano).
g) Resultados positivos para antigenos de Histoplas-
ma capsulatum no sangue, urina ou liquido cefalorra-
quidiano.

h) Dois resultados positivos de cultura de urina para
leveduras na auséncia de cateter urinario.

i) Elementos de Candida sp. em urina na auséncia de
cateter urindrio.

j) Resultados positivos para Candida sp. em hemocul-
turas.

Pela precocidade e rapidez do diagnostico, as téc-
nicas de avaliacdo por imagem e as técnicas de detec-
cdo de antigenos tém sido cada vez mais valorizadas,
sendo colocadas atualmente no mesmo nivel dos crité-
rios microbiolégicos, apesar de serem métodos indire-
tos de evidenciacdo. Contudo, as técnicas de deteccao
de acidos nucléicos, por ndo estarem suficientemente
desenvolvidas, ainda ndo sdao consideradas métodos
validados de diagnéstico (Donnelly, 2002).

¢ Niveis de probabilidade de infecgao flingica

Os sinais e sintomas de infeccdo fungica invasiva
raramente sdo especificos e testes micolégicos conven-
cionais com freqiiéncia ndo sédo suficientes para o diag-
noéstico (Ascioglu et al., 2002). Apoiadas nos fatores do
hospedeiro, fatores clinicos e fatores microbiolégicos,
trés categorias de probabilidade de infeccao foram for-
muladas para aqueles pacientes com cancer e trans-
plantados de célula-tronco: provada, provavel e possi-
vel (Tab. II).

A categoria de provada infeccdo (Fig. 2) é composta
por critérios que permitem que a infeccdo fungica in-
vasiva seja diagnosticada de maneira definitiva. De
acordo com o Comité da EORTC e NIAID, o mais alto
nivel de certeza no diagndstico é dado pela presenca
do fungo no tecido. Contudo, para alguns agentes, a
deteccao de antigenos foi aceita como um critério de
provada infeccdo (Donnelly, 2002).

As categorias de provavel e possivel infeccdo (Fig.
2) apresentam um conjunto de informacdes suficientes
para sugerir uma infecgdo fungica invasiva e subsidiar
o estabelecimento de algumas formas de terapia anti-
fingica empirica (Ascioglu et al., 2002). Pacientes des-
sas categorias sdo freqientemente febris, a despeito
da antibioticoterapia de largo-espectro e podem ter um
foco potencial de infecgdo. Para uma infeccao ser con-
siderada provavel, o nivel de consideracdo dos crité-
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TABELA I
Niveis de Probabilidade de Infeccdo Fungica Invasiva

Categoria Descrigao

Critérios
¢ Fatores do hospedeiro
 Fatores clinicos;
 Fatores microbiolégicos
Processos Sistémicos
e Infeccbes profundas
Exame direto e histopatologia positivos
Cultura de espécimens clinicos positiva
Diagnéstico por imagem positivo
Testes com antigenos positivos para Cryptococcus sp.
e Fungemia
Hemocultura positiva
Sinais e sintomas compativeis
¢ Infeccbes Endémicas
Exame direto e histopatologia positivos
Culturalhemocultura positivas
Testes com antigenos positivos
Sinais e sintomas compativeis
Critérios
¢ Fatores do hospedeiro
« Fatores clinicos
 Fatores microbiolégicos
Critérios
¢ Fatores do hospedeiro
« Fatores clinicos ou fatores microbioldgicos (auséncia de um
dos dois fatores)

Modificado de Holzheimer & Dralle (2002).

Infeccao
Fungica
Provada

Infeccao
Fangica
Provavel

Infeccao
Fungica
Possivel

rios é menos profundo, apesar dos trés elementos (fa-
tores do hospedeiro, fatores clinicos e fatores microbio-
légicos) estarem presentes (Donnelly, 2002). Na cate-
goria possivel, o critério relacionado ao hospedeiro esta
presente, mas h& auséncia de um dos outros dois (fato-
res clinicos ou fatores microbiol6gicos) provavelmente
por néo terem sido feitos ou serem negativos (Ascioglu
et al., 2002).

| Infeccao flngica provada |
a) Infeccao Fungica Profunda

Fungos Filamentosos: exame microscopico direto ou
histopatologia de aspirados ou biopsia, mostrando hi-
fas e evidéncia de destruicdo tecidual (microscopia e
imagem) associada ou resultados positivos de cultura
para amostras obtidas assepticamente de sitios anato6-
micos estéreis e/ou sitios com aspectos clinicos e radio-
légicos anormais consistentes com infec¢do (excluindo
urina e/ou membranas mucosas).

Fungos Leveduriformes: exame microscopico direto
ou histopatologia de aspirados e biopsia (excluindo
membranas mucosas), mostrando células de levedura
(Candida sp. pode também mostrar pseudo-hifas ou
hifas verdadeiras) ou resultados positivos de cultura
para amostras obtidas assepticamente de sitios anato6-
micos estéreis e/ou sitios com aspectos clinicos e radio-
légicos anormais consistentes com infec¢do (excluindo
urina, seios nasais e membranas mucosas) ou ainda
microscopia positiva (tinta da China, mucicarmim de
Mayer) e/ou resultados positivos para antigenos de
Cryptococcus sp. em liquido cefalorraquidiano.

b) Fungemia

Fungos Filamentosos: cultura de sangue positiva
para fungos, excluindo-se Aspergillus sp. e espécies
de Penicillium diferente de Penicillium marneffei em
pacientes com sinais clinicos e sintomas compativeis
com infeccédo fungica.

Fungos Leveduriformes: cultura de sangue positiva para
Candida sp. e outras leveduras em pacientes com sinais
clinicos e sintomas compativeis com infeccéo fungica.

c) Infec¢oes Fungicas Endémicas

Infecgébes sistémicas ou confinadas ao pulmdo: deve
ser provada por cultura do sitio anatdomico afetado e
com sintomas atribuidos a infeccdo fingica. Se resulta-
dos de culturas sdo negativos ou inacessiveis, a de-
monstracdo por exame microscopico direto ou histopa-
tologia é considerada suficiente para os fungos dimor-
ficos (espécies de Blastomyces, Coccidioides, Paracoc-
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cidioides). O Histoplasma capsulatum var. capsula-
tum pode lembrar Candida glabrata.

Infec¢do Disseminada: pode ser estabelecida por
hemocultura positiva ou teste positivo para antigenos
na urina ou soro por radioimunoensaio.

| Infecgao fungica provavel

Estdao presentes os fatores relacionados ao hospe-
deiro, fatores microbiolégicos (com excecdo de exame
direto e histopatologia positivos para fungos e prova
para antigenos de Cryptococcus sp. positiva) e fatores
clinicos (principal ou dois secundarios) em um sitio
anatémico com alteragdes consistentes com infeccéo.

| Infecgao flngica possivel |
Os fatores relacionados ao hospedeiro estdo normal-
mente presentes, todavia, um dos outros dois critérios,
fatores microbiolégicos (com excecdo de exame direto e
histopatologia positivos para fungos e prova para anti-
genos de Cryptococcus sp. positiva) ou fatores clinicos
(principal ou dois secundérios), estd ausente.

CONCLUSAO

Objetivamente, segundo o Comité da EORTC e NI-
AID (Ascioglu et al., 2002), essas definicbes, apesar
de ainda controversas, pretendem identificar grupos
homogéneos de pacientes para a pesquisa clinica, além
de estimular a discussdo sobre o problema das mico-
ses invasivas e subsidiar desenhos de ensaios clinicos
e a interpretacdo de novos protocolos terapéuticos de
controle das infeccdes fungicas oportunistas em paci-
entes submetidos a quimioterapia antitumor ou a trans-
plantes de célula-tronco.
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Avaliacao do InstantScreen na rotina, um ensaio
ultra rapido para deteccao de anticorpos anti-HIV-1/2"

Evaluation of InstantScreen under routine, an ultra rapid HIV-1/2 assay
for the detection of HIV antibodies

Leonardo R. Motta'; Ricardo S. de Souza®; Vicent Wong2; Orlando Gémez-Marin ®; Charles D. Mitchell ®* & Heinrich H. Repke?

- N

RESUMO - Objetivo: Avaliar o InstantScreen Rapid HIV-1/2 (GAIFAR GmbH, Alemanha), em condi¢oes de rotina
em Caxias do Sul, RS, Brasil. Métodos: 781 amostras de soro foram coletadas de doadores de sangue, de pacientes
com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), de gestantes e de criancas (<12 meses de idade) atendidas
em institui¢cdes de saude locais. Os testes foram realizados entre o dia 1° de abril até 20 de dezembro de 2001. O soro
foi pesquisado para a presencga de anticorpos anti-HIV pelo InstantScreen assim como por testes de referéncia
(Genscreen HIV-1/2 Version 2, Sanofi Pasteur; ICE HIV-1.0.2, Murex Diagnostics; e Abbott Axsym HIV-1/HIV-2,
Abbott Diagnostics). Resultados: 780 amostras testadas obtiveram os seguintes dados de desempenho: sensibilida-
de (IC = 95%) 160/160 = 100% (98-100%); especificidade (IC=95%) 620/620=100% (99-100%). Conclusao: O teste
se mostrou de alta confiabilidade. As membranas do teste podem ser removidas, servindo de opcao para a docu-
mentacdo permanente. Devido a facilidade de execucdo o teste é adequado para ser utilizado nas mais variadas
condicoes de trabalho.

PALAVRAS-CHAVE - Diagnostico, teste rdpido, virus da imunodeficiéncia humana.

SUMMARY - Objective: To evaluate InstantScreen Rapid HIV-1/2 (GAIFAR GmbH, Germany) under routine conditions
in Caxias do Sul, Brazil. Methods: 781 sera samples collected from blood donors, patients with acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS), pregnant women and children (<12 months of age) attending local health centres.
Tests were conducted between April 1, and December 20, 2001. Serum was screened for the presence of antibodies to
HIV by InstantScreen as well as reference tests (Genscreen HIV-1/2 Version 2, Sanofi Pasteur; ICE HIV-1.0.2, Murex
Diagnostics; and Abbott Axsym HIV-1/HIV-2, Abbott Diagnostics). Results: 780 samples were tested resulting in the
following performance data: sensitivity (95% CL) 160/160 = 100% (98-100%); specificity (95% CL) 620/620=100%
(99-100%). Conclusion: The reliability of the test exceeds that of most laboratory assays. The test membranes can be
removed, providing the option for permanent documentation. Accordingly, the test is suitable for use in any setting.

KEYWORDS - D iagnostics, rapid test, human immunodeficience virus.
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INTRODUGCAO

Sindrome Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) é causa-

da pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
HIV tipo 1 (HIV-1)' e HIV tipo 2 (HIV-2)2. A SIDA se
propagou rapidamente, sendo que a maioria das in-
feccoes ocorrem em paises em desenvolvimento pela
transmissdao através das transfusoes de sangue3, con-
tato sexual?, uso de drogas intravenosas® ou através da
transmissao perinatal®.

Como a transmissao do HIV é previnivel, o exame
para HIV é uma importante estratégia de prevencao.
O teste garante um diagndstico precoce que, em caso
de resultado positivo, pode retardar o aparecimento de
doencas e faz com que o individuo deixe de transmitir
o virus involuntariamente.

O diagnostico do HIV pode ser realizado através
das seguintes metodologias: ensaio imunoenzimatico
(EIE ou ELISA), Western Blot, aglutinacdo de particu-
las, quimioluminescéncia, imunofluorescéncia indire-
ta (IFI), deteccdo do RNA viral, pesquisa de antigeno
p24 e testes rapidos’.

Testes sorolégicos como ensaio imunoenzimético,
ensaios de aglutinacdo de particulas e Western Blot
para deteccdo de anticorpos anti-HIV tem sido tuteis

no screening e no diagnéstico da infecgdo causada pelo
HIV. Embora os ensaios imunoenziméaticos sejam am-
plamente utilizados por sua excelente sensibilidade,
apresentam elevado custo, necessitam instrumentacao
auxiliar e apresentam metodologia complexa para se-
rem realizados em campo. Os ensaios de aglutinacao
de particulas sdo, também, amplamente utilizados ja
que nao requerem instrumentacao complexa. Entretanto
o tempo para obtencao dos resultados pode ser superior
a uma hora, nao sendo adequados para o uso em situa-
¢oes de emergéncia®. Considerando as limitacoes des-
critas acima, a utilizacdo de um teste rdpido para de-
teccdo de anticorpos anti-HIV permite a obtencao de
resultados rdpidos, com baixo custo, sensibilidade e
especificidade adequadas, que podem ser utilizados
em qualquer instalacao.

O objetivo deste estudo foi avaliar um novo teste
rapido, mais especificamente, o InstantScreen Rapid
HIV-1/2 (GAIFAR GmbH, Alemanha), em condi¢oes de
rotina em Caxias do Sul, RS, Brasil

MATERIAL E METODOS

No periodo de 1° de abril a 20 de dezembro de 2001
foram coletadas 781 amostras de soro, provenientes de
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pacientes doadores de sangue, pacientes com sindrome
da imunodeficiéncia adquirida, gestantes e criancas
(<12 meses de idade) atendidas em institui¢cdes de sat-
de locais. As amostras de sangue foram obtidas através
de puncao de sangue periférico, em tubos sem anticoa-
gulante, em condicdes estéreis para obtencao de soro, o
qual foi centrifugado e separado no periodo maximo de
3 horas apos a coleta e refrigerado logo em seguida.

O InstantScreen é um teste ultra rapido para detec-
cao de anticorpos anti-HIV-1 e anti HIV-2, que permi-
te a obtencao dos resultados em tempo inferior a um
minuto. O InstantScreen utiliza a uma tecnologia pro-
prietdria, baseada no uso de antigenos epitopo-combi-
nantes que compreendem as regioes mais preservadas
do HIV-1 e HIV-2. A construcao deste antigenos utili-
za a tecnologia de engenharia genética, o que resul-
tou em um nuimero aumentado de epitopos altamente
antigénicos e a eliminacdo de locais que promovem
ligacodes inespecificas dos anticorpos.

Sao necessdrios 20mL de sangue total ou 10mL de
soro ou plasma para execucao do teste. A execucao do
InstantScreen consiste de trés etapas que podem ser
completadas em menos de um minuto:

(1) misturar a amostra de sangue, soro ou plasma,
com o diluente (solucdo 1) e transferir para a membra-
na do teste;

(2) adicionar o detector (solugdo 2) & membrana do
teste e;

(3) adicionar a solucao de lavagem (solugéo 3). To-
dos os materiais acompanham o kit, que conta inclusi-
ve com lancetas e capilares para coleta do sangue.

Se a amostra nao contiver anticorpos anti-HIV-1 ou
anti-HIV-2, aparecerd um ponto azul no lado esquer-
do da membrana. Este é controle do teste, indicando
que o teste foi executado corretamente. Dois pontos
azuis sao indicativos de que a amostra analisada con-
tém anticorpos anti-HIV-1 ou anti-HIV-2. Dependen-
do da titulacao ou composicao do anticorpo, que varia
de paciente para paciente, a intensidade de cor do ponto
pode ser mais ou menos intensa que a do ponto con-
trole. O teste é dado como invéalido, quando ndo hou-
ver a formacao do ponto controle na membrana, indi-
cando que o teste foi executado incorretamente, ou que
h& um problema com a amostra. Nestes casos, é reco-
mendavel coletar uma nova amostra para repeticdo do
teste.

O seu sistema de deteccao baseado em OCA-parti-
cles (Optimal Catch Avidity Particles) permite que o
InstantScreen seja armazenado a temperatura ambien-
te (-20°C a +45°C).

O resultado obtido pelo InstantScreen, foi compara-
do aos obtidos através testes de referéncia (Genscreen
HIV-1/2 Version 2, Sanofi Pasteur; ICE HIV-1.0.2,
Murex Diagnostics; e Abbott Axsym HIV-1/HIV-2, Ab-
bott Diagnostics).

RESULTADOS

Das 780 amostras testadas foram obtidos os seguin-
tes dados de desempenho: sensibilidade (IC = 95%)
160/160 = 100% (98-100%); especificidade (IC = 95%)
620/620 = 100% (99-100%).

As amostras que obtiveram resultado positivo foram
submetidas ao método confirmatorio de Western Blot,
obedecendo os critérios propostos pelo Ministério da
Saude e Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
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E digno de nota que um bebé de seis meses de ida-
de, nascido de uma mae HIV-positiva, obteve resulta-
do negativo pelo InstantScreen, enquanto dois ELI-
SAs e um Western Blot deram resultado positivo. Seis
meses mais tarde ambos, os testes de referéncia e o
InstantScreen, confirmaram o status soro-negativo da
crianca.

DISCUSSAO

Quando comparado a outros testes rapidos disponi-
veis comercialmente no Brasil, o InstantScreen demons-
trou algumas vantagens. Enquanto a maioria dos testes
requer volumes superiores a 50mL de sangue total, o
InstantScreen requer apenas 20mL de sangue total, ou
apenas 10mL de soro ou plasma. Nao requer quaisquer
equipamentos além daqueles contidos no kit. Por se tra-
tar de um exame de baixa complexidade na execucao, o
InstantScreen ndo necessita pessoal altamente especializa-
do. Outra caracteristica marcante é a leitura visual do
resultado em menos de 1 minuto.

Os testes sao embalados individualmente e apre-
sentam longo prazo de validade (2 anos), permitindo a
realizacdo do teste em laboratérios que apresentam
numero pequeno de testes. Além disso, o InstantScreen
nao requer refrigeracao, podendo ser armazenado a
temperatura ambiente (-20°C a +45°C). Essa caracte-
ristica é importante para o uso do mesmo em zonas
rurais ou de dificil acesso, nas quais eletricidade ou
refrigeracdo podem néo estar disponiveis.

O teste ideal para o diagnoéstico rapido do HIV se-
ria um teste de facil e rdpida execucdo, baixo custo,
com alta sensibilidade e especificidade, em que os
resultados sejam faceis de interpretar, que possa ser
armazenado a temperatura ambiente, que apresente
amplo prazo de validade e que nao necessite equipa-
mentos auxiliares para execucao’. O InstantScreen
preenche esses critérios e provou ser uma importante
ferramenta no diagnostico da infeccdo causada pelo
HIV.

REFERENCIAS

1. Barre-Sinoussi, F., Chermann, J.C., Rey, F., et al. Isolation of T-lymphotrophic retrovi-
rus from patient at risk for acquired immunodeficiency virus (AIDS). Science 220: 868-
971.1983.

2. Clavel, F, Guetard, D., Brun-Vezinet, F., Charmaret, S., Rey, M.A., Santos-Ferreria, M.O.,
et al. Isolation of a new human retrovirus from W. Africa patients with AIDS. Science
233:343-346. 1986.

3. Carson, J.L., Russel, L.B., Taragin, M.l., Sonnenberg, F.A., Duff, A.E., Bauer, S. The risk
of blood transfusion: the relative influence of acquired immunodefficiency syndrome
and non-A, non-B hepatitis. Am. J. Med. 92: 45-52. 1992.

4. Mastro, T.D., Satten, G.A., Nopkesorn, T., Sangkharomya, S., Longini Jr., .M. Probabi-
lity of female-to-male transmission of HIV-1 in Thailand. Lancet 343: 204-207. 1994.

5. Gibbs, D.A, Hamill, D.N., Magruder-Habib, K. Populations at increased risk of HIV
infection: current knowledge and limitations. J. Acquir Immune Defic Syndr 4(9): 881-
889.1991.

6. Sherwen, L.N. Human immunodeficiency virus infection during the perinatal period:
a review of literatire concerning pregnant women and neonates. J. Perionatol 15(1): 54-
66.1995.

7. Ferreira, A.W., Avila, S.L.M. Diagnostico Laboratorial das Principais Doencas Infeccio-
sas e Auto-Imunes. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. 1996.

8. Arai, H., Petchclai, B., Khupulsup, K., Kurinura, T., Takeda. K. Evaluation of a Rapid
Immunochromatographic Test for Detection of Antibodies to Human Immunodefici-
ency Virus. J. Clin. Microbiol. 37(2): 367-370. 1999.

9. Malone, J.D., Smith, E.S., Sheffield, J., Bigelow, D., Hyams, K.C., Beardsley, S.G., Lewis,
R.S., Roberts, C.R. Comparative evaluation of six rapid serological tests for HIV-1 anti-
body. J. Acquir Immune Defic. Syndr. 6:115-119. 1993.

Enderego para correspondéncia

Leonardo R. Motta

Lab. de Pesquisa em HIV/AIDS - Univ. de Caxias do Sul (UCS) - S/502-BI. S
Rua Francisco Getulio Vargas, 1130 - Bairro Petropolis

Caxias do Sul - RS - Brasil CEP: 95001-970

e-mail: Irmotta@terra.com.br

RBAC, vol. 36(2), 2003



Deteccao de Escherichia coli Shiga Toxigénica

(STEC) através da amplificacao dos genes Stx’
Detection of Shiga Toxigenic Escherichia coli (STEC) by amplification of Stx genes

Fabiana De Toni*, Emanuel M. de Souza?®, Giseli Klassen®, Liu Un Rigo® Maria Berenice R. Steffens®, Cristina R. da Cruz*,
Geraldo Picheth?, Sénia M.S.S. Farah® & Cyntia M.T. Fadel-Picheth?

RESUMO - As Escherichia coli Shiga Toxigénicas (STEC) sdo patégenos emergentes, causadores de diarréia e
doencas graves como colite hemorrdgica e sindrome hemolitico-urémica. As STEC diferenciam-se das demais
estirpes de E. coli pela producao de um ou dois tipos de toxina denominadas toxina Shiga 1 e 2, codificadas pelos
genes Six, e Sitx,, respectivamente. O diagndstico microbiolégico das infecgdes causadas por STEC é dificultado
pelo rapido decréscimo no nimero de organismos excretados nas fezes ap6s o inicio dos sintomas e pela diversida-
de bioquimica e sorolégica das estirpes de STEC. O objetivo deste trabalho é estabelecer um protocolo de PCR para
a deteccdo de STEC que seja adequado para na rotina dos laboratérios clinicos. As culturas de estirpes de STEC e
outros organismos usados como controles, e das amostras de fezes diarréicas foram realizadas em agar Mac-
Conkey e incubadas a 36°C por 18-24 horas. A extracdo de DNA foi realizada pelo método da fervura. Na PCR foi
utilizado um tunico par de iniciadores, ATACAGAGGGA/GGA/GATTTCGT e CC/ATGATGATGG/ACAATTCAG,
capaz de detectar os genes Stx;, Stx, e seus variantes numa mesma reacdo através da amplificacdo de um fragmento
de DNA de aproximadamente 220 pares de base (pb). A PCR foi realizada em volume de 50mL contendo 10mL de
DNA, tampao Taq 1X; MgCl, 1,5mM; dNTP 200mM; iniciadores 1mM cada; Taq DNA Polimerase 2U. Empregou-
se 1 ciclo de 94°C por 5 minutos e 35 ciclos de 94°C por 1minuto, 47°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos,
seguidos de 1 ciclo de 72°C por 10 minutos. Os produtos de amplificacdo foram detectados através de eletroforese
em gel de agarose a 2%. DNA extraido das estirpes de STEC O157:H7 (Stx,, Stx,) e O111 (Stx,) permitiu a amplifi-
cacdo de um fragmento de cerca de 220 pb, mas nenhum produto de amplificacao foi produzido quando o DNA de
E. coli ATCC 25922 e de outros organismos controle ndao produtores de Stx foi utilizado. Foram analisadas 123
culturas de fezes e 3 apresentaram amplificacdo do fragmento de DNA de cerca de 220 pb, sugerindo a presenca de
Stx. O protocolo descrito neste trabalho mostrou-se sensivel, especifico e adequado ao laboratério clinico.

PALAVRAS CHAVE - Escherichia coli Shiga Toxigénica, Toxina Shiga, genes Stx, Stx.

SUMMARY - Shiga toxigenic Escherichia coli (STEC) are emergent pathogens known to cause diarrhea and serious
diseases as hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome. STEC differ from other E. coli because of the produc-
tion of Shiga toxins 1 and 2, encoded by Stx, and Stx, genes respectively. The microbiological diagnosis of STEC
infections is complicated by a rapid decrease in the number of excreted pathogens in feces after the onset of symptoms
and by STEC serotype and biochemical diversity. The aim of this work is to establish a PCR protocol for STEC detection
useful for clinical laboratories. Cultures of STEC strains and other control organisms, as well as the stool samples were
realized in MacConkey and incubated at 36°C for 18-24 hours. DNA extraction was done by the boiling method. A
primer pair, ATACAGAGGGA/GGA/GATTTCGT and CC/ATGATGATGG/ACAATTCAG, capable to detect Stx,, Stx,
and variant genes was used in PCR producing a 220 bp DNA fragment. PCR was realized in a final volume of 50 mL
containing 10 mL DNA, 1X buffer Taq; MgCl, 1,5 mM; dNTP 200 mM; primers 1mM each; Taqg DNA Polimerase 2U.
The following conditions were used 1 cycle at 94°C for 5 min. and 35 cycles at 94°C for 1min., 47°C for 30s and 72°C
for 30s, followed by one cycle at 72°C for 10 min. The products were detected by gel electrophoresis. STEC strains
0O157:H7 (Stx,, Stx,) and O111 (Stx,) showed a 220 bp amplification fragment, no product was detected when DNA
from E. coli ATCC 25922 and other non Shiga producing organisms was tested. 123 stools cultures were analysed and
3 showed the amplification fragment of 220 bp, sugesting the presence of Stx. This protocol was shown to be sensitive,
specific and suitable for clinical laboratories.

KEYWORDS - Shiga Toxigenic Escherichia coli, Shiga toxin, Stx genes, Stx.
- /

INTRODUGCAO

s Escherichia coli Shiga Toxigénicas (STEC) cons-
tituem um grupo bioquimico e sorologicamente he-
terogéneo de E. coli, do qual o sorotipo O157:H7 é o

purpura trombocitopénica tromboética (Griffin e Boyce,
1998; Kuntz e Kuntz, 1999).

A patogénese da infeccdo causada por estes orga-
nismos ainda ndo é completamente compreendida, e

mais conhecido, embora existam mais de 100 sorogru-
pos diferentes de STEC associados com doenca (WHO
1997, 1998; Bopp et al., 1999). As STEC podem causar
diversos quadros clinicos que variam de diarréia e co-
lite hemorragica a sindrome urémico-hemolitica e

as STEC podem apresentar diversos fatores de viru-
1éncia, cuja ocorréncia varia entre as diferentes estir-
pes (Boerlin et al, 1999; Schmidt et al., 1999). Mas a
principal caracteristica associada com o desenvolvimen-
to da sindrome urémico-hemolitica e fator de virulén-
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cia comum a todas as STEC ¢ a producado de toxinas
Shiga (Stx), codificadas pelos genes Stx. As Stx foram
originalmente isoladas de Shigella dysenteriae tipo I,
e a presenca de toxinas similares em E. coli foiinicial-
mente descrita por Konowalchuck et al. (1977). Poste-
riormente as estirpes de E. coli produtoras de toxinas
Shiga foram associadas com casos de colite hemorragi-
ca e sindrome urémico-hemolitica (Karmali et al., 1983),
relacionadas ao consumo de alimentos contaminados.
A partir de entao estes organismos emergiram como
patogenos veiculados por alimentos e representam um
importante problema de satde publica (Feng, 1995;
WHO 1997, 1998). As Stx produzidas pelas STEC séo
classificadas em 2 grupos denominados de Stx1 e Stx2.
Os genes estruturais para as toxinas Stx1 e Stx2, deno-
minados respectivamente de Stx; e Stx,, apresentam
cerca de 58% de homologia na seqiiéncia de nucleoti-
deos (Jackson et al., 1987). O grupo Stx1 é relativa-
mente homogéneo, sendo Stx1c a forma que apresenta
a maior variacdo (Paton e Paton, 1998; Zhang et al.,
2002). O grupo Stx2 compreende além de Stx2 diver-
sas outras formas que podem apresentar consideravel
variacdo na sua seqliéncia (Gannon et al, 1990; Paton
etal., 1993; Rissmann et al., 1994; Piérard et al, 1998).

Casos isolados e surtos de infeccao causados por
STEC tém sido descritos em varias partes do mundo
(WHO, 1998; Karch ef al., 1999). No Brasil existem
poucos relatos sobre as infec¢oes causadas por STEC,
o que possivelmente é devido ao fato de que estes or-
ganismos ndo sdo pesquisados de rotina nos laborato-
rios clinicos. Ainda assim, casos de infeccdo por STEC
0157:H7 ou STEC nao - 0157 foram relatados em pa-
cientes com diarréia ou sindrome urémico-hemolitica
(Cantarelli et al., 2000; Irino et al., 2000, 2002; Guth et
al., 2002). A importancia da deteccao das STEC se re-
flete nas decisdes clinicas adotadas no cuidado do pa-
ciente, como evitar o uso de antimicrobianos, uma vez
que o uso destes medicamentos pode aumentar a libe-
racdo da toxina e levar a piora do quadro clinico (Kim-
mitt et al, 2000; Wong et al., 2000); evitar procedimen-
tos diagnosticos invasivos desnecessarios e terapia ina-
dequada no caso de pacientes com colite hemorragic-
ca; o monitoramento dos pacientes quanto ao desen-
volvimento de sinais de sindrome urémico-hemolitica;
e na conducao das investigagoes epidemioldgicas para
detectar casos adicionais de infeccao, bem como na
implementacao de medidas para interromper a disse-
minacédo da infeccdo (Karch et al., 1999).

Diversos métodos foram desenvolvidos para o diag-
nosticoda E. coli O157:H7, a primeira STEC a ser des-
crita, e estdo comercialmente disponiveis para o diag-
néstico deste organismo (Karch et al., 1999; Kehl, 2002).
A maioria destes métodos, como o dgar MacConkey
Sorbitol e os imunoensaios sorotipos especificos, nao
detectam as STEC ndao-O157, que sao predominantes
em muitos paises incluindo o Brasil (Fey et al., 2000;
Irino et al., 2000). Ensaios capazes de detectar tam-
bém os sorotipos ndo-O157 como a hibridizacdo em
coldnia, "imunobloting”, pesquisa de toxinas e os en-
saios moleculares, apresentam inconvenientes como
custo elevado, dificuldades técnicas para a sua reali-
zacgdo e o fato de nem todos estarem disponiveis co-
mercialmente (Karch et al., 1999; Kehl, 2002).

A PCR é um método de diagnoéstico molecular que
estd se tornando comum no laboratoério clinico, e é o
método recomendado atualmente para a deteccao das
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STEC, embora ainda néao esteja comercialmente dispo-
nivel. O objetivo deste trabalho é propor um protocolo
de PCR para a triagem de STEC em amostras de fezes,
que seja adequado para o laboratério clinico.

MATERIAIS E METODOS

e Amostra

Bactérias e condi¢des de cultivo. As estirpes de
STEC O157:H7 (Stx,*), O157:H7 (Stx,* Stx,”) O111:H8
(Stx,*), cedidas pelo Instituto Adolfo Lutz, foram utili-
zadas como controles positivos. E. coli ATCC 25922
(Stx,” Stx,’) foi utilizada como controle negativo. E. her-
mannii, E. coli enteropatogénica (EPEC), estirpes de
E. coli isoladas de amostras clinicas, Enterococcus fae-
calis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugino-
sa, Proteus mirabilis, Shigella flexneri, Salmonella
enteritidis, e Salmonella cholerasuis foram utilizadas
para avaliar a especificidade do teste. As culturas de
E. faecalis e S. aureus foram realizadas em dgar CLED
(Difco), as demais bactérias foram cultivadas em dgar
MacConkey (Difco). As culturas foram incubadas em
aerobiose a 36=1°C por 18 a 24 horas.

Amostras clinicas. Foram analisadas 123 amostras
de fezes de pacientes apresentando quadro diarréico,
provenientes do Hospital de Clinicas da UFPR - Setor
de Pediatria, Laboratério do Hospital Pequeno Princi-
pe, Laboratério Champagnat, Laboratério de Parasito-
logia/ UFPR e Laboratério Central do Estado — Curiti-
ba PR (LACEN). As amostras foram transportadas em
Cary-Blair e mantidas a temperatura ambiente até se-
rem inoculadas. As culturas foram realizadas em agar
MacConkey (Difco) e incubadas em aerobiose a 36 =
1°C por 18 a 24 horas. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica para Pesquisa em Seres Humanos do
HC-UFPR (protocolo CEP-HC n°. 062EXT016/2002-10).

e Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA uma porcéao da regido de
crescimento confluente da cultura foi retirada com a
alca bacteriologica, suspensa em 0,5mL de dgua desti-
lada estéril e submetida a fervura durante 20 minutos
para a lise celular e extracdo do DNA (Olsvik e Strock-
bine, 1993). Apés a fervura a mistura foi centrifugada a
14000 x g durante 1 minuto e o sobrenadante transferi-
do para um novo tubo, que foi mantido a -20°C até o
momento do uso na reacao de amplificacao.

® Reacao em cadeia da polimerase

Os iniciadores foram sintetizados pela Invitrogen
(SP) e apresentam as seqliéncias 5'-ATACAGAGA/GGA/
GATTTCGT-3' e 5'-CC/ATGATGATGACAATTCAG - 3".
A seqliéncia dos iniciadores foi descrita por Paton et
al., (1993), mas a seqliéncia do dltimo foi modificada
no presente trabalho para permitir o reconhecimento
de mais um alelo de Stx,. A presenca de nucleotideos
alternativos em algumas posicoes possibilita que os
iniciadores sejam capazes de detectar Stx, e Stx, e suas
principais variantes. Os iniciadores possibilitam a am-
plificacdo da regido compreendida entre os nucleoti-
deos 821 a 1034 da subunidade A do gene Stx, (Jack-
son et al., 1987), produzindo um fragmento de 213 pares
de bases (pb) para o genes Stx, e de 216 pb para o
gene Sitx,. A reagdo de amplificagao foi realizada em
um volume final de 50uL contendo 10uL de DNA, tam-
pao Taq 1X (LabTrade); MgCl, 1,5mM; dNTP 200uM
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(Eppendorff); iniciadores 1mM cada; Taq DNA Poli-
merase 2U (LabTrade). A amplificacao foi realizada em
termociclador Hybaid Omni Gene utilizando o seguin-
te programa: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos; 35 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 47°C por 30 segundos e 72°C
por 30 segundos, seguidos de 1 ciclo de 72°C por 10
minutos. As amostras que apresentaram o fragmento
de aproximadamente 220pb foram ensaiadas novamen-
te utilizando 52°C como temperatura de anelamento.

¢ Deteccao dos produtos de amplificacdo

A deteccdo dos produtos de amplificacao foi reali-
zada através de eletroforese em gel de agarose (Gib-
co) a 2% em tampéao TBE (Sambrook et al., 1989). 10uL
do produto de cada reacao foram adicionados de 5uL.
de "loading dye" (Sambrook et al., 1989), aplicado no
gel de agarose a 2% e submetido a corrida eletroforéti-
carealizada a 35V durante 90 minutos. O gel foi cora-
do com brometo de etidio (0,5mg/ml) durante 30 minu-
tos e visualizado sob luz UV (312nm). As imagens fo-
ram capturadas pelo sistema Kodak Digital Science 1D.

¢ Identificacao bioquimica

Nas amostras que apresentaram banda de amplifi-
cacdo de DNA de aproximadamente 220 pb, colénias
isoladas obtidas a partir do dgar MacConkey foram
utilizadas para confirmar a presenca de genes que co-
dificam para as toxinas Shiga e para a identificacao
bioquimica, empregando o sistema API 20E (bioMé-
rieux) ou o sistema convencional para a identificacdo
de enterobactérias. As E. coli assim caracterizadas fo-
ram testadas frente ao antisoro anti - O157.

¢ Deteccao da producéao de toxina Shiga

As bactérias consideradas como portadoras de ge-
nes Sitx,;, Stx, ou seus alelos através de PCR, foram
analisadas em paralelo quanto a producdo de toxina
Shiga através de aglutinacdo passiva reversa, empre-
gando latex sensibilizado com anticorpos antitoxinas
Shiga 1 e 2. Foram utilizados os reagentes do sistema
VTEC-Screen "Seiken" (Denka Seiken Co. Ltda, Ja-

pao).

¢ Determinacéo da sensibilidade do método

Culturas de fezes de controles saudaveis, prepara-
das como descrito acima e suspensas em 0,5mL de &gua
estéril foram inoculadas com concentracdes conheci-
dasde STEC O157:H7 e submetidas a extracdo de DNA.
10uL do extrato foram utilizados na reacao de amplifi-
cacao.

RESULTADOS

Com o objetivo de estabelecer um protocolo para
triagem de STEC em fezes, que fosse sensivel, especi-
fico, e de custo acessivel ao laboratoério clinico, optou-
se por um método de extracdo de DNA simples, rapido
e de baixo custo, associado ao uso de iniciadores que
permitem a detecgao dos genes Stx;, Stx, e variantes,
num Unico ensaio. Para a extragdo de DNA foi utiliza-
do o método da fervura descrito em Olsvik e Strockbi-
ne (1993). Os iniciadores descritos por Paton et al.
(1993), com as modificacdes descritas no presente tra-
balho, permitiram a amplificacao dos genes Stx; e Six,,
detectada através de fragmentos de DNA de aproxi-
madamente 220 pb como mostrado na Fig. 1. A ampli-
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FIG. 1 - Deteccao dos produtos de amplificacao dos genes stx: (1) 1 Kb DNA
Ladder; (2) pCB10 digerido com Hind lll; (3) amostra 3; (4) amostra 83; (5)
amostra 104; (6) amostra 95; (7) STEC O111:H8 (stx,*); (8) STEC O157:H7
(stx,*, stx,*). Os fragmentos de DNA de interesse encontram-se em destaque
no esquema ao lado.

ficagao deste fragmento foi observada com o DNA ex-
traido das estirpes de STEC O157:H7 (Stx,* Stx,"),
0157:H7 (Stx,*) e O111:H8 (Stx,*), e mostrou-se re-
produtivel nas condi¢des de ensaio utilizadas. Quan-
do foi utilizado como molde DNA extraido de E. coli
ATCC 25922, E. coli enteropatogénica classica (EPEC)
e outras estirpes de E. coli isoladas de amostras clini-
cas, E. hermannii, S. flexneri, S. enteritidis, S. chole-
rasuis, P. mirabilis, A. calcoaceticus; P. aeruginosa, E.
faecalis e S. aureus, organismos nao produtores de
Stx, nenhum produto de amplificacao foi detectado,
mostrando a especificidade da reacao.

Cento e vinte e trés amostras de fezes diarréicas
foram analisadas através deste protocolo. Destas, 3
apresentaram bandas de amplificacdo de aproximada-
mente 220 pb, compativel com a presenca de genes Stx
(Fig. 1, linhas 3 e 4). Uma das amostras apresentou
uma banda de amplificacdo de tamanho maior que o
esperado para Stx; e Stx, (Fig. 1, linha 5). Estas ban-
das persistiram, mesmo quando foi realizada nova PCR
utilizando 52°C como temperatura de anelamento, con-
dicdo de maior estringéncia que aumenta a especifici-
dade da reacdo, sugerindo a presenca dos genes Sitx,,
Stx, ou seus variantes. Colonias isoladas obtidas a par-
tir das culturas destas amostras em dgar MacConkey
foram entdo analisadas com o intuito de identificar aque-
las que apresentavam os genes para a toxina Shiga e
caracteriza-las bioquimica e sorologicamente. As bac-
térias associadas com a producédo da banda de aproxi-
madamente 220 pb foram identificadas bioquimicamente
como E. coli, e ndo reagiram com o anticorpo anti-O157,
sendo caracterizadas como STEC ndao-O157. Quando
analisadas através do imunoensaio “VTEC-Screen Sei-
ken" estas bactérias mostraram uma reacdo positiva,
confirmando a producéao das toxinas Stx1 e/ou Stx2, o
que reforca a confiabilidade do protocolo de PCR pro-
posto no presente trabalho. A freqiiéncia de STEC na
amostra estudada foi de 2,4%.

O organismo que apresentou uma banda de aproxi-
madamente 300 pb, maior que o esperado para os ge-
nes Stx, foi identificado como Citrobacter freundii.
Quando ensaiado quanto a producédo de toxina Shiga,
frente aos anticorpos anti-Stx1 e anti-Stx2, apresentou
reacao negativa.

Em algumas das amostras, foi observada a presen-
ca de bandas de amplificacdo inespecifica, de tamanho
maior que o esperado para Stx; e Stx, (dados ndo mos-
trados) e também muito maiores que o observado para
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o C. freundii. Estas bandas de amplificacao inespecifi-
ca desapareceram quando a PCR foi realizada utili-
zando temperatura de anelamento de 52°C, indicando
a auséncia daqueles genes nas amostras analisadas.

A sensibilidade para detecgao das STEC por PCR
foi avaliada utilizando culturas de fezes artificialmen-
te contaminadas com concentracdes conhecidas de E.
coli O157:H7. Com o protocolo proposto foi possivel
detectar aproximadamente 100UFC de STEC/mL, ca-
racterizando este procedimento como um método sen-
sivel.

DISCUSSAO

A PCR é o método de diagnéstico molecular mais
utilizado para a triagem de amostras clinicas para
STEC, diversos protocolos estao descritos na literatu-
ra. O objetivo deste trabalho foi propor um protocolo
de PCR para triagem de STEC em amostras de fezes,
adequado para a rotina laboratorial. Este protocolo foi
baseado no método descrito por Paton et al. (1993), que
desenvolveram um procedimento que emprega apenas
um par de iniciadores que permite reconhecer especi-
ficamente os genes Stx, e Six, e principais variantes
em uma mesma reacao, entretanto a seqiiéncia de um
dos iniciadores foi modificada no presente trabalho para
permitir o reconhecimento de mais uma forma variante
de Stx. Tal abordagem permite a realizacdao de uma
unica PCR para a deteccdo das STEC e reduz custos.
Paton et al. (1993), realizaram as culturas em meios
liquidos, por periodos de 4 horas ou mais, possibili-
tando a reducgao do tempo de ensaio. Entretanto na eta-
pa de extracao de DNA foram utilizados procedimen-
tos que envolvem as enzimas Proteinase K e Lisozima,
o que implica em custo elevado. Quando esta técnica
foi testada em nossas condic¢oes de trabalho verifica-
mos que em algumas amostras de fezes, artificialmen-
te contaminadas com E. coli O157:H7, ndo ocorria am-
plificacdo, provavelmente devido a presenca de inibi-
dores da Tag DNA Polimerase na reacao. As mesmas
amostras cultivadas em agar MacConkey e tratadas
paralelamente pelas metodologias de extracao de DNA
descritas por Olsvik e Strockbine (1993) e Ausubel et al
(1999) néo apresentaram inibicdo (dados ndo mostra-
dos). A extracdo de DNA através do método da fervura
(Olsvik e Strockbine, 1993), mostrou-se atrativa devido
a simplicidade, rapidez de execucéao e baixo custo, e
apresentou bom desempenho em termos de sensibili-
dade e especificidade na PCR o que levou a sua ado-
cdo no presente trabalho. Assim o protocolo proposto
no presente trabalho emprega procedimentos descritos
por Olsvik e Strockbine (1993), e Paton et al. (1993),
com modificacoes. A positividade encontrada para STEC
foi de 2,4%, embora estes sejam resultados prelimina-
res, e estd dentro da faixa de 1,5 a 4,0% descritos por
autores que pesquisaram a presenca de STEC através
de fatores de viruléncia (Kehl, 2002). A deteccao neste
trabalho de estirpes de STEC ndo-O157 néo é inespe-
rada e esta de acordo com os dados de Irino et al. (2000)
e Vaz et al. (2004), que indicam a predominéancia das
ndo-0157 no Brasil. A detecgao destas estirpes nao te-
ria sido possivel se o agar MacConkey Sorbitol, méto-
do de diagnoéstico mais comumente utilizado nos labo-
ratoérios clinicos, tivesse sido empregado para a tria-
gem das amostras.

A estirpe de C. freundii isolada apresentou um cres-
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cimento intenso a partir da cultura de fezes diarréicas,
0 que sugere que esteja associada ao processo patold-
gico. O resultado negativo verificado no VTEC-Screen
Seiken nao exclui a producao de toxina Shiga por este
microrganismo devido a variabilidade presente neste
grupo de toxinas, e ao desempenho do teste utilizado.
Segundo Beutin et al. (2002), o teste VTEC-Screen
Seiken nao foi capaz de detectar Stx2 em todas as amos-
tras de STEC analisadas que apresentavam o gene Six,
e reagiu fracamente ou nédo reagiu com algumas das
variantes de Six,. A presenca de toxinas Shiga perten-
centes ao grupo Stx2, ja foi descrita em C. freundii (Sch-
midt et al., 1993). Aquelas toxinas nao foram neutrali-
zadas por anticorpos anti-Stx1, apresentaram discreta
reducao da sua atividade citotéxica quando tratada com
anticorpos anti-Stx2, e foram neutralizadas por com
anticorpos anti-Stx2vhc (Schmidt et al., 1993), uma
variante de Stx2. O resultado da PCR néo indica a pre-
senca de genes Stx neste organismo, mas o sequencia-
mento do produto de PCR obtido com DNA de C.freundii
poderd auxiliar a esclarecer este quadro.

Em sintese, a nossa proposta para estabelecer um
protocolo de PCR para a deteccao de STEC dque seja
custo efetivo baseou-se na cultura de fezes em agar
MacConkey, seguida da extracdo de DNA pelo método
da fervura (Olsvik e Strockbine, 1993) e PCR realizada
com iniciadores capazes de detectar os genes Stx,, Stx,,
e principais variantes em uma Unica reacdo. Dessa for-
ma os organismos presentes nas fezes sdo triados si-
multaneamente quanto a presenca dos genes para as
toxinas Shiga. Este procedimento apresentou uma boa
especificidade para STEC, independentemente do so-
rotipo.

A importancia da triagem de amostras de fezes para
a presenca de STEC reflete-se na selecao da terapia do
paciente, e o desempenho do laboratério é fundamen-
tal nesta situacao. O procedimento descrito neste tra-
balho pode ser uma alternativa pratica, eficiente e de
custo acessivel ao laboratorio clinico para a triagem de
STEC em amostras de fezes.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos ao Dr. Fabio de Oliveira Pedrosa pelo
apoio oferecido no desenvolvimento deste trabalho. A
Dr®. Kinue Irino e ao Instituto Adolfo Lutz pela doacéao
das estirpes de STEC. Ao Laboratério Champagnat, ao
Dr Rogério Kopp, ao Dr. Sérgio L. dos Santos, Dr. Clau-
dio de Biaggi e Dr. Aldir R. Gottardi pela coleta das
amostras, e a CAPES pelo suporte financeiro.

REFERENCIAS

1. Ausubel, FM.; Brent, R.; Kingston, R.E.; Moore, D.D.; Seidman, J.G.; Smith,
J.A.; Struhl, K. Short protocols in molecular biology. 4.ed., Nova lorque, Wiley,
1999.

2. Beutin, L.; Zimmermann, S.; Gleier, K. Evaluation of the VTEC-Screen “Sei-
ken” test for detection of different types of Shiga toxin (verotoxin) —producing
Escherichia coli (STEC) in human stool samples. Diag. Microbiol. Infect. Dis.,
42:1-8, 2002.

3. Boerlin, P; McEwen, S.A.; BoerlinPetzold, F.; Wilson, J. B.; Johnson, R.P; Gyles,
C.L. Associations between virulence factors of Shiga-toxin-producing Esche-
richia coli and disease in humans. J. Clin.Microbiol., 37:497-503, 1999.

4. Bopp, C.A.; Brenner, E. W.; Wells, J. G.; Strockbine, N. A. Escherichia, Shigella,
and Salmonella. In: Murray, Patrick R.; Baron, Ellen Jo; Pfaller, Michael A.; Te-
nover, Fred C.; Yolken, Robert H. Manual of Clinical Microbiology. 7.ed. ASM
Press. p. 459- 474, 1999.

5. Cantarelli, V.; Nagayama, K.; Takahashi, A.; Honda, T.; Cauduro, PF; Dias, C.A.G.;
Mezzari, A.; Brodt, T. Isolation of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC)

RBAC, vol. 36(2), 2004



10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

serotype 091:H21 from a child with diarrhea in Porto Alegre city, RS, Brazil.
Braz. J. Microbiol., 31:266-170, 2000.

. Feng, P. Escherichia coli serotype O157:H7: novel vehicles of infection and

emergence of phenotypic variants. Emerg. Infect. Dis., 1:47-52, 1995.

. Fey, PD.; Wickert, R. S.; Rupp, M. E.; Safranek, T. J.; Hinrichs, S. H. Prevalence

of non-0157:H7 Shiga Toxin-Producing Escherichia coli in diarrheal stool sam-
ples from Nebraska. Emerg. Infect. Dis., 6:530-533, 2000.

. Gannon, V.PJ.; Teerling, C.; Masri, S. A. Gyles, C. L. Molecular cloning and nu-

cleotide sequence of another variant of the Escherichia coli Shiga-like toxin Il
family. J. Gen. Microbiol., 136:1125-1135, 1990.

. Griffin, PM.; Boyce, T. G. In: Scheld, M. W.; Armstrong, D.; Hughes, J. M. Emer-

ging infections. ASM Press. p.137-146, 1998.

Guth, B.E.C.; Souza, R.L.; Vaz, TM.L,; Irino, K. First Shiga toxin-producing Esche-
richia coli isolate from a patient with hemolytic uremic syndrome, Brazil. Emerg.
Infect. Dis., 8:535-536, 2002.

Irino, K.; Gomes, TA.T; Vaz, Tl.; Kano, E.; Kato, M.A.M.F; Dias, A.M.G.; Gongal-
vez, C. R.; Guth, B.E.C. Prevalence of Shiga toxin and intimin gene sequences
among Escherichia coli of serogroups 026, 055, 0111, 0119, and 0157 isola-
ted in S&o Paulo, Brazil. Program &Abstracts of the 4™ International Sympo-
sium and Workshop on “Shiga toxin (verocytotoxin)-producing Escherichia coli
infections., realizado em Kyoto, Japao de 29 de outubro a 2 de novembro de
2000. p. 107, resumo 226.

Irino, K.; Vaz, T. M. |.; Kato, M. A. M. F; Naves, Z. V. F; Lara, R. R.; Marco, M. E. C;
Rocha, M. M. M.; Moreira, T. P; Gomes, T. A. T.; Guth, B. E. C. 0157:H7 Shiga
toxin-producing Escherichia coli strains associated with sporadic cases of diar-
rheain Sao Paulo, Brazil. Emerg. Infect. Dis., 8:446-447,2002.

Jackson, M. P; Neill, R. J.; O’Brien, A. D.; Holmes, R. K.; Newland, J. W. Nucle-
otide sequence analysis and comparison of the structural genes for Shiga-like
toxin | and Shiga-like toxin Il encoded by bacteriophages from Escherichia coli
933. FEMS Microbiol. Lett., 44:109-114, 1987.

Karch, H.; Bielaszewska, M.; Bitzan, M.; Schmidt, H. Epidemiology and diagno-
sis of Shiga toxin-producing Escherichia coli infections. Diagn. Microbiol. Infect.
Dis., 34:229-243, 1999.

Karmali, M. A.; Steele, B. T.; Petric, M.; Lim, C. Sporadic cases of haemolytic-
uraemic syndrome associated with faecal cytotoxin and cytotoxin-producing
Escherichia coli in stools. Lancet, 1:619-620, 1983.

Kehl, S.C. Role of the laboratory in the diagnosis of Enterohemorragic Esche-
richia coli infections. J. Clin. Microbiol., 40:2711-2715, 2002.

Kimmitt, P. T.; Harwood, C. R.; Barer, M. R. Toxin gene expression by Shiga toxin-
producing Escherichia coli: the role of antibiotics and the bacterial SOS res-
ponse. Emerg. Infect. Dis., 6: 2000.

Konowalchuk, J.; Speirs, J. |.; Stavric, S. Vero response to a cytotoxin of Esche-
richia coli. Infect. Inmun., 18:775-779,1977.

Kuntz, T. B.; Kuntz, S. Enterohemorrhagic E. coli infection. Prim. Care Update
Ob/Gyns., 6:192-196, 1999.

Olsvik, O.; Strockbine, N. A. PCR detection of heat-stable, heat-labile, and Shi-
ga-like toxin genes in Escherichia coli. In: Persing, D. H.; Smith, T. F; Tenover,

21,

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32,

33.

F. C.; White, T. J. Diagnostic Molecular Microbiology Principles and Applicati-
ons, p. 271-276. ASM Pres, 1993.

Paton, A. W.; Paton, J. C.; Goldwater, P. N.; Manning, P. A. Direct detection of
Escherichia coli Shiga-like toxin genes in primary fecal cultures by polymerase
chain reaction. J. Clin. Microbiol., 31:3063-3067, 1993.

Paton, A. W.; Paton, J. C.; Manning, P. A. Polymerase chain reaction amplifica-
tion, cloning and sequencing of variant Escherichia coli Shiga-like toxin type Il
operons. Microbial.Pathog., 15:77-82, 1993.

Paton, J. C.; Paton, A. W. Patogenesis and diagnosis of Shiga toxin-producing
Escherichia coli infections. Clin. Microbiol. Rev., 11:450-479, 1998.

Piérard, D.; Muyldermans, G.; Moriau, L.; Stevens, D.; Lauwers, S. Identification
of new verocytotoxin type 2 variant B-subunit genes in human and animal Es-
cherichia coliisolates. J. Clin. Microbiol., 36:3317-3322, 1998.

Russmann, H.; Schmidt, H.; Heessemann, J.; Caprioli, A.; Karch, H. Variants of
Shiga-like toxin constitute a major toxin component in Escherichia coli 0157
strains from patients with haemolytic uraemic syndrome. J. Med. Microbiol.,
40:338-343, 1994.

Sambrook, J.; Fritsch, E. F.; Maniatis, T. Molecular cloning: a laboratory manu-
al. 2.ed. Nova lorque, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

Schmidt, H.; Montag, M.; Bockemuhl, J.; Heesemann, J.; Karch, H. Shiga-like
toxin Il-related cytotoxins in Citrobacter freundii strains from humans and beef
samples. Infect. Immun., 61:534-543, 1993.

Schmidt, H.; Geitz, C.; Tarr, P; Frosch, M.; Karch, H. Non-O157:H7 pathogenic
Shiga toxin-producin Escherichia coli: phenotypic and genetic profiling of viru-
lence traits and evidence for clonality. J. Infect. Dis., 179:115-123, 1999.

Vaz, T. M. |; Irino, K.; Kato, M. A. M. F; Dias, A. M. G.; Gomes, T. A. T.; Medeiros,
M.I. C.; Rocha, M. M. M.; Guth, B. E. C. Virulence properties and characteristics
of Shiga toxin-producing Escherichia coliin Sao Paulo, Brazil, from 1976 throu-
gh 1999. J. Clin. Microbiol., 42:903-905, 2004.

W.H.O. 1997. Prevention and control of enterohaemorragic Escherichia coli
(EHEC) infections..World Health Organization. WHO/FSF/FOS/97.6.

W.H.O. 1998. Zoonotic non-0157 Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC).

Report of a WHO Scientific Working Group Meeting. World Health Organizati-
on. WHO/FSF/FOS/97.6.

Wong, C. S.; Jelacic, S.; Habeeb, R. L.; Watkins, S. L.; Tarr, P. I. The risk of the
hemolytic-uremic syndrome after antibiotic treatment of Escherichia coli
0157:H7 infections. New Eng. J. Med., 342:1930-1936, 2000.

Zhang, W.; Bielaszewska, M.; Kuczius, T.; Karch, H. Identification, characteriza-
tion, and distribution of a Shiga toxin 1 gene variant (Stx, ) in Escherichia coli
strains isolated from humans. J. Clin. Microbiol., 40:1441-1446, 2002.

Enderego para correspondéncia

Prof® Dr® Cyntia M. T. Fadel Picheth

Laboratério de Bacteriologia Clinica - Curso de Farmacia - UFPR

Rua Lothario Meissner, 3400 — Jardim Botanico - 80210-170 - Curitiba— PR
fpicheth@ufpr.br

Oportunidade aos professores
de analises clinicas

A Sociedade Brasileira de Analises Clinicas — SBAC, € uma sociedade cientifica que tem por
finalidade congregar profissionais analistas clinicos de diferentes formagdes profissionais.

Os professores de Analises Clinicas ndo tém entidade constituida, (o que ndo acontece com
outras profissoes liberais) onde possam se reunir, discutir os assuntos sobre ensino e, principalmente,
apresentar as reivindicagdes necessarias ao adequado desenvolvimento profissional.

A SBAC é a sociedade que pode congregar esta classe e servir como férum de discussoes e
reivindicagoes. Além desta possibilidade, a SBAC oferece aos associados a Revista Brasileira de Analises
Clinicas — RBAC indexada (ISSN 0370-369x e LILACS) com divulgacao internacional, periodicidade
trimestral, tendo formato cientifico voltado a divulgagdo de trabalhos cientificos de pesquisa e o SBAC
Jornal (40.000 exemplares), voltado para artigos de atualizacao, reciclagem profissional e informagoes
gerais sobre a Sociedade e produtos de laboratorio.

Descontos especiais sao oferecidos habitualmente na inscricao para os congressos brasileiros,
além de premiagdo para os melhores trabalhos (temas livres) desenvolvidos em diversas areas e cuja
regulamentacao encontra-se divulgada na Revista Brasileira de Analises Clinicas.
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Suscetibilidade antimicrobiana
de Salmonellas isoladas de ambiente aquatico’

Salmonellas’ antimicrobial susceptibility isolated from aquatic environments

Maricelma Ribeiro Morais*; Raissa Mayer Ramalho Catdo® & Beatriz Susana O. de Ceballos®

RESUMO - Salmonella é um dos enteropatégenos que causam sérios danos a saude publica. Nos paises em desen-
volvimento, é comum a presenca de espécies de Salmonella provenientes de material humano enquanto que espécies
oriundas de animais predominam nos paises desenvolvidos, devido a industrializacdo em larga escala de produtos
alimenticios e racbes para animais que favorecem sua disseminacao. Estas Salmonellas atingem os reservatoérios
de &guas, tornando-os improéprios ao consumo humano. Além do aumento da contaminacéo dos recursos hidricos,
outro aspecto preocupante diz respeito ao surgimento de novas cepas de Salmonella apresentando multipla resis-
téncia aos antimicrobianos. Com o intuito de conhecer o comportamento destes microrganismos frente aos antimi-
crobianos analisou-se 141 cepas de Salmonella sp. isoladas de um rio localizado em Campina Grande (PB) conta-
minado com esgotos. As andlises foram realizadas no Laboratério da Universidade Federal da Paraiba (C.Grande/
PB), atual Universidade Federal de C. Grande. A resisténcia das cepas foi determinada através de antibiograma,
por difusdo dos discos. Observou-se que o maior numero de cepas, 24 (17%) apresentou resisténcia para Tetracicli-
na seguido por Sulfazotrim e Cefalotina, com 04 cepas cada um (2,8%). Constatou-se que 04 (2,8%) das cepas
apresentaram resisténcia a mais de um antimicrobiano. Nenhuma resisténcia foi verificada frente a Gentamicina
e Imipenem.

PALAVRAS-CHAVE - Salmonella sp., enteropatégenos, ambiente aquético.

SUMMARY - Salmonella is one of the enteropatogenic that cause serious damages to the public health. In the
countries in development, it is common the presence of Salmonella species coming from human material while species
originating from of animals prevail at the developed countries, due to the industrialization in wide scale of nutritious
products and rations for animals that favor your dissemination. These Salmonellas reach the reservoirs of waters,
turning them inappropriate to the human consumption. Besides the increase of contamination of the resources hydric,
other preoccupying aspect concerns the appearance of new stumps of Salmonella presenting multiple resistance to the
antimicrobial. With the intention of knowing the behavior of these microorganisms front to the antimicrobial was
analyzed 141 stumps of Salmonella sp. isolated of a located river in Campina Grande (PB) polluted with sewers. The
analysis were accomplished of the Laboratory of the Federal University of Paraiba (C.Grande/PB), current Federal
University of Campina Grande. The resistance of the stumps was determined through test antimicrobial, for diffusion
of the disks. It was observed that the largest number of stumps, 24 (17%), to presented resistance Tetraciclin followed by
Sulfazotrim and Cefalotine, with 4 stumps each one (2.8%). It was verified that 4 (2.8%) of the stumps presented
resistance more than one antimicrobial. No resistance were verified against the Gentamicina and Imipenem.

KEYWORDS - Salmonella sp., enteropatogenic, aquatic environment.
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INTRODUGCAO

ntre os microrganismos enteropatogénicos mais fre-
E quientes, responsaveis por quadros diarréicos es-
tdo as bactérias de género Salmonella. Sua presenca
em aguas residudrias de origem doméstica é continua
nos paises em desenvolvimento, por serem responsa-
veis por grande numero de doencas gastrointestinais
veiculadas por dgua e alimentos. Sua pesquisa tem se
tornado indispenséavel para melhoria da Satde Publi-
ca, portanto, nos ultimos anos, inumeros estudos bac-
teriolodgicos foram realizados visando seu isolamento e
identificacéo (Barioni, 2002).

Aidentificacdo das Salmonellas em subgéneros tem
pouca importancia para a clinica médica. Entretanto,
sua divisao, segundo o esquema de Kauffmann e Whi-
te, baseado em sorotipos se constitui em importante
ferramenta epidemioldgica (Toledo, 1998). Seu empre-
go possibilita a diferenciacao dos sorotipos predomi-

nantes em humanos, animais e ambiente, facilitando a
identificagdo do modo de transmissao das Salmonellas,
permitindo a adogao de medidas especificas para sua
prevencao e controle.

A classificacdo do género é bastante complexa e tem
variado nos ultimos anos, sendo motivo de discussoes
entre os bacteriologistas (Jawetz, Melnick e Adalberg,
1991). Segundo Murray et al. (1992), a classificacao
inicial limitou a divisdo de Salmonella numa Unica
espécie: Salmonella entérica, que se subdividia nos
sorogrupos 1, 2, 3a, 3b, 4 e 5.

Segundo Popoff e Le Minor (1997), a taxonomia atual
divide esse microrganismo em duas espécies: Salmonella
entérica (6 subespécies: entérica, salamae, arizonae, dia-
rizonae, houtenae e indica) e Salmonella bongori.

Estudos posteriores feitos por Kauffmann dividiu-as
em subgéneros (I, I, ITT e IV) e Edwards e Ewing divi-
diram em trés espécies: S. choleraesuis, S. typhi e S.
enteritidis (Toledo, 1998).
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Nos paises em desenvolvimento (inclusive o Bra-
sil), é comum a Salmonella proveniente de diferentes
materiais humanos (fezes, urina, sangue) enquanto que
a presenca de Salmonella oriunda de animais predo-
minam nos paises desenvolvidos, devido a industriali-
zacdo em larga escala de produtos alimenticios e ra-
cOes para animais que estando contaminadas transfor-
ma-se em veiculos de infec¢des para grande numero
de individuos, favorecendo sua disseminacgédo (Miran-
da et al., 1978).

Vérias sdo as causas que contribuem para o aumen-
to de estirpes de bactérias apresentando resisténcia ou
multirresisténcia aos antimicrobianos. Seu uso indevi-
do e indiscriminado em medicina, agricultura e veteri-
naria exerce uma forte presséao seletiva favorecendo a
sobrevivéncia e sendo causa constante para o apareci-
mento de cepas multirresistentes (Ceballos, 1984). Outro
fator importante diz respeito ao uso de antimicrobia-
nos como suplemento em ragoes animais para promo-
cdo de crescimento e como profilaticos. Em 1986, nos
EUA, foram produzidas cerca de 44 mil toneladas de
antibioticos e, destes, quase metade foi utilizada em
animais (D'aoust, 1997).

Novas substancias estdo sendo avaliadas em termos
de atividade antibacteriana da pele de alguns sapos,
tecidos da mandibula do peixe-cdo e de porcos. Estes
novos componentes podem constituir novas alternati-
vas para os microrganismos multirressistentes (Tortora
et al., 2000).

Em virtude da grande preocupacéao com os agravos
a Saude da populacédo e a resisténcia que as Salmone-
llas vém desenvolvendo ao longo dos anos, este traba-
Iho objetivou detectar os sorotipos/sorogrupos de Sal-
monellas e o perfil de suscetibilidade das cepas frente
a varios antimicrobianos comumente empregados em
medicina humana e veterindria.

MATERIAL E METODOS

As amostras de &gua foram coletadas entre Dezem-
bro/1999 e Dezembro/2000, na Paraiba, em um rio for-
temente impactado por esgotos domésticos e industri-
ais. Esse rio tem sua nascente entre os Municipios de
Pocinhos e Puxinana e atravessa a cidade de Campina
Grande indo até Barra de Santana.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Mi-
crobiologia da Universidade Federal da Paraiba, atual-
mente Universidade Federal de Campina Grande (PB).
Para o isolamento das cepas foram coletados 5 litros de
dagua e em seguida filtrados em membrana millipore
(0,45mm de porosidade e 142mm de didmetro). Para
concentragao da amostra, a membrana filtrante foi co-
locada em meio de pré-enriquecimento, Agua Pepto-
nada Tamponada (APT), e incuba-
da a 37°C por 24 horas. Apés esta
etapa, uma aliquota de 1mL foi
transferida para os meios de enri-
quecimento seletivo: Caldo Rappa-
port Vassiliadis incubado a 37°C por 3
24 e 48 horas e Caldo Selenito-no-
vobiocina incubado a 42°C por 24,
48 e 120 horas, respectivamente. N
Para o isolamento utilizou-se os

A- S. hadar

C- S. florian

N°de cepas
N

B- S. anatum

D- S. saintpane

E- S. newport

ST

cubacao a 37° C, as colonias tipicas foram submetidas a
testes bioquimicos: TSI, SIM, Uréia, Citrato de Simons,
Vermelho de Metila (VM), Voges Proskauer (VP), Lisi-
na e Fenilalanina. Ap6s confirmacédo bioquimica como
Salmonella sp. as cepas foram submetidas a testes so-
rolégicos com anti-soros polivalentes (Probac), seguin-
do-se as recomendacdes do fabricante.

Uma vez confirmada sorologicamente, as 141 cepas
foram submetidas ao teste de sensibilidade aos antimi-
crobianos (antibiograma), seguindo-se as recomenda-
¢oes de Kirby-Bauer (1966). Os antimicrobianos utili-
zados foram: Amicacina (AMI), Aztreonam (AZT), Ce-
falotina (CF), Cefoxitina (CFO), Ciprofloxacina (CIP),
Cloranfenicol (CLO), Carbenicilina (CAR), Gentamici-
na (GN), Imipenem (IPM), Sulfazotrim (SFT), Tobra-
micina (TOB) e Tetraciclina (TET).

Dentre as cepas identificadas do género, 43 foram
classificadas em sorogrupos no proprio laboratério onde
se realizaram as andlises. Para essa classificacdo utili-
zaram-se soros somaticos e flagelares (Probac do Bra-
sil). Os soros soméaticos visam identificar os grupos so-
rolégicos A, B, C, D e E, que representam, aproxima-
damente, 98% das Salmonellas isoladas no homem e o
antigeno Vi que ocorre em S. typhi e S. paratyphi C.
Para esta determinacado foi preparada uma suspensao
bacteriana com cultivo de 24 horas e adicionado uma
gota de cada anti-soro. Apés dois minutos de homoge-
neizacao observou-se a presenca ou nao de aglutina-
cao. Considerou-se como pertencente de um determi-
nado sorogupo os testes que aglutinaram em no méaxi-
mo dois minutos. As amostras de comportamento nega-
tivo foram incubadas em banho-maria durante 10 mi-
nutos e estes testes foram repetidos.

Para a classificacao dos sorotipos, escolheu-se alea-
toriamente 10 cepas, as quais foram enviadas ao De-
partamento de Bacteriologia/ Laboratério de Zoonoses
Bacterianas do Instituto Osvaldo Cruz (Fiocruz), Rio
de Janeiro.

RESULTADOS

Apesar do pequeno numero de cepas sorotipadas,
constatou-se a predominéncia do sorotipo S. hadar
(50%), seguido de S.anatum (20%) e em menor propor-
cao os sorotipos S. newport, S. florian e S. saintpane
(10% cada uma). Fig. 1.

Com relacao aos sorogrupos identificados de acordo
com a classificacdo de Edwards e Ewing (1972), cons-
tatou-se que o sorogrupo E foi o mais freqlente (19
cepas-44%), sendo seguido pelo sorogrupo C (14 ce-
pas-32%) e em terceiro lugar o sorogrupo B (7 cepas-
16,2%) e em menor proporc¢ao o sorogrupo D com ape-
nas 03 cepas (6,9%). Fig. 2.
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401 B- S. anatum
35 C-S. florian
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159

104
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D- S. saintpane

E- S. newport

Percentuais de sorogrupos

meios de agar Xilose-Lisina-Deso-

xicolato (XLD) € agar Verde-Bri- FIG. 1 - Sorotipos de Salmonellas isoladas do Rio
Bodocong6 (PB), no periodo do Dezembro/1999 a De-

lhante (VB). Apés 24 horas de in-

zembro/2000.
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FIG. 2 - Sorogrupos de Salmonellas isoladas do Rio
Bododongd (PB) no periodo do Dezembro/1999 a De-
zembro/2000.
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TABELA | TABELA 11
Perfil de sensibilidade/resisténcia das cepas Ndmero de sorogupos e sorotipos
de Salmonella sp. frente aos antimicrobianos de Salmonella resistentes aos antimicrobianos
T Comportamento (Nimero e % de cepas analisadas) Antimicrobianos (Numero e % de cepas testadas)
g Lo (R) 136(96,4"(/3) '"tefzf';;y';;;'s (U] S;:org:lpn::/ AMI | AzT | cF | cFo [ciP | cLO | CAR | GN [ IPM | SFT | TOB TET
AZT 1(0,7%) 136 (96,4%) 4(2,8%) B 1(14.0%)
CF 4(2,8%) 127 (90%) 10(7,0%) o % | s@iem
CFO 1(0,7%) 134 (95%) 6(4,2%) 5 358
clP 1(0,7%) 140 (99,2% -
CLo 1(0,7%) 140(99,2%) Z E 1(5,2%) 2(10.5%)
CAR 1(0,7%) 124 (87,9%) 16(11,3%) S. anatum 1(10%)
aN - 141 (100%) - S. florian
IPM - 138 (97.,8%) 3(2,1%) S. hadar 1 5(100%)
SFT 4(2,8%) 132/(93,6%) 5(3,5%) 20%)
TOB 1(0,7%) 138 (97,8%) 2 (14%) S. newport
TET 24 (17%) 90 (63,8%) 27 (19%) S. saintpane

Legenda: Amicacina (AMI), Aztreonam (AZT), Cefalotina (CF), Cefoxitina (CFO), Ciprofloxacina (CIP), Cloranfenicol (CLO), Carbenicilina (CAR), Gentamicina (GN), Imipenem (IPM), Sulfazotrim

(SFT), Tobramicina (TOB) e Tetraciclina (TET).

Com relacao ao perfil antimicrobiano observou-se
que dentre as 141 cepas testadas, 35 (24,8%) foram re-
sistentes a um ou mais antimicrobianos. Constatou-se
que o maior numero de cepas (24- 17%) foram resisten-
tes a TET e outras cepas apresentaram-se com 24 (17%),
além de 27 (19%) que apresentaram comportamento in-
termediario (pouco sensivel) a este antimicrobiano.
Observa-se também cepas resistentes a SFT e CF: com
4 cepas (2,8%) cada. Tab. I.

Constatou-se que 4 (2,8%) cepas apresentaram re-
sisténcia a mais de um antimicrobiano. Sendo duas re-
sistentes concomitantemente a CF e TET, uma a CF e
CAR e outra a CIP e SFT, respectivamente.

Nenhuma resisténcia foi verificada frente ao IPM.
Apenas, observou-se comportamento intermedidrio de
3 (2,1%) cepas. Somente 1 (0,7%) cepa apresentou re-
sisténcia a TOB, enquanto 2 (1,4%) cepas apresenta-
ram comportamento intermedidrio. Tab. I.

Comportamento diferenciado ocorreu com a GN,
onde nao se observou nenhuma cepa resistente ou de
comportamento intermedidrio. Sendo, portanto, o anti-
microbiano mais eficaz para o controle das Salmone-
llas isoladas do ambiente aquatico. Cortinez et al (1995),
analisando a resisténcia de Salmonella isoladas de
aguas de superficie, em Sao Luis, Argentina, também
se observou que todas as cepas foram sensiveis a Gen-
tamicina.

Em relacdo ao comportamento dos sorogrupos e so-
rotipos de Salmonella frente aos antimicrobianos, ob-
servou-se que o sorogrupo C foi o que apresentou mai-
or numero de cepas resistentes (trés foram resistentes
a TET e uma a TOB), seguido pelo sorogrupo E com
duas cepas resistentes a TET e uma a CFO. Com rela-
cdo aos sorotipos verificou-se que S. florian, S. newport
e S. saintpane nado apresentaram resisténcia a nenhum
dos antimicrobianos testados. Por outro lado constatou-
se grande resisténcia das cepas de S. hadar, onde to-
das (100%) foram resistentes a TET e uma (10%) a CF
(Tab. II).

DISCUSSAO

Tetraciclina é um antimicrobiano bastante utilizado
e, em conseqliéncia de seu uso indiscriminado na cli-
nica humana e veterindria, vem apresentando maior
numero de microrganismos resistentes, a exemplo das
cepas de Salmonella spp.. Segundo Goyal et al., (1979)
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avaliando a resisténcia de Salmonella spp. isoladas
em dguas de matadouros, verificaram que as cepas tam-
bém apresentaram maior resisténcia a TET. Sant'Ana,
Souza e Ferreira (1989), investigando a resisténcia de
S. Typhimurium isoladas de dguas contaminadas por
esgotos em Belo-Horizonte (BR), observaram que as
cepas apresentaram resisténcia mais elevada frente a
TET. Estes relatos estdo em concordancia com os en-
contrados neste estudo.

De acordo com Pessoa et al. (1978), a maioria das
cepas de Salmonella sp. multirresistentes aos antimi-
crobianos, sdo de origem nosocomial, entretanto, as
isoladas nesta pesquisa sdo de origens ambiental (am-
biente aquético), ndo se podendo excluir a possibili-
dade de serem provenientes de humanos e de ani-
mais localizados numa ampla regido geografica ao
longo do Rio.

O ambiente hospitalar constitui-se em um dos fato-
res importantes na cadeia de transmissao bacteriana
codificando multirresisténcia a varios antimicrobianos.
Aincidéncia de bactérias resistentes aos antimicrobia-
nos vem assumindo proporcdes preocupantes, também,
em virtude de freqiientes insucessos terapéuticos. Os
antibidticos sdo os grandes triunfos da ciéncia médica,
embora apresentem seus problemas e desvantagens.
O grande problema é seu uso indevido que aumenta
na mesma proporcao que o surgimento de linhagens
de patogenos resistentes (Tortora, et al., 2000).

Nesta pesquisa, 35 (24,8%) cepas apresentarem re-
sisténcia a pelo menos um antimicrobiano, entretanto,
a grande maioria das cepas foi sensivel a todos os an-
timicrobianos testados. Campos e Hofer (1989), com-
parando a resisténcia de Salmonella spp. isoladas de
amostras ambientais e humanas, verificaram que as
primeiras foram menos resistentes aos antimicrobianos.
Nesta pesquisa observou-se, também, baixa resistén-
cia das cepas ambientais, visto que os microrganismos
isolados diretamente de humanos (fezes, sangue, uri-
na) estdo mais freqlientemente em contato com subs-
tancias antimicrobianas do que as cepas isoladas de
amostras de 4gua, embora estas possam ter sido oriun-
das de organismos humanos e de animais, ja que o rio
analisado recebe aguas fortemente impactadas por es-
gotos domésticos e dejetos animais das regides circun-
vizinhas.

E interessante ressaltar a predominéncia do soroti-
po S. hadar nestas aguas. Segundo Franco e Landgraf
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(1996), este € um dos sorotipos que raramente tem sido
isolados nos ultimos anos. Entretanto, representou 50%
dos sorotipos identificados nesta amostragem.

Segundo Baudart et al. (2000), S. hadar é um soro-
tipo predominante em animais. Sendo, neste estudo, o
sorotipo mais encontrado. E interessante citar que fo-
ram isoladas principalmente em certos trechos do rio
que recebiam contaminac¢odes por fezes dos animais,
visto que estes trechos encontram-se nas proximida-
des de areas de intensa criacdo de animais que depo-
sitam suas fezes no solo e conseqientemente sao leva-
das até as dguas deste rio. Nos chamou atencéo, tam-
bém, a resisténcia deste sorotipo frente a Tetraciclina,
j& que é um antimicrobiano de uso comum em racgdes
animais para obtencdo de efeitos profilaticos e para
promocao do crescimento.

CONCLUSOES

¢ Observou-se grande diversidade de sorotipos de
Salmonella, com predominio de S. hadar e do soro-
grupo E, comumente encontrados em animais e em
humanos respectivamente;

¢ O trecho do rio que apresentou maior diversida-
de de sorotipos e sorogrupos esta situado numa area
fortemente impactada por despejos humanos e aportes
animais

¢ A maioria das cepas de Salmonella isoladas do
rio Bodocong6 (PB) foi sensivel aos antimicrobianos.

» Tetraciclina foi o antimicrobiano que apresentou
maior numero de cepas resistentes

e Seria necessario a sorotipagem de mais algumas
cepas de Salmonellas a fim de se conhecer melhor o
perfil de resisténcia frente aos antimicrobianos para cada
sorotipo e/ou sorogrupo de Salmonella.
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Efeitos da terapia de reposicao hormonal
sobre os niveis dos lipides e da atividade
da butirilcolinesterase no soro’

Effects of hormonal replacement therapy on the lipid levels
and on butyrylcholinesterase activity in serum

Maria Teresa G. Lang?, Vania M. Alcantara®’, Geraldo Picheth? Marileia Scartezini? & Eleidi A. Chautard-Freire-Maia®

RESUMO - A butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) ¢ uma enzima produzida pelo figado e com fungdo desconhe-
cida. A atividade da BChE (ABChE) tem sido negativamente correlacionada com os niveis de estrogénios e positi-
vamente com os de lipides séricos. Mulheres climatéricas freqiientemente apresentam niveis aumentados dos
lipides séricos (colesterol total e LDL-colesterol), levando a um maior risco de doenga arterial coronariana (DAC).
A terapia de reposicdo hormonal (TRH) causa mudancas no perfil lipidico, em uma direcdo potencialmente anti-
aterogénica. O objetivo deste estudo foi verificar as correlagées da ABChE, em mulheres climatéricas, antes e apos
TRH. Os niveis de colesterol total (CT), LDL-colesterol (LDL-C), triglicérides (TG), estradiol (E,) e do horménio
foliculo estimulante (FSH), foram analisados. Amostras de soros (jejum de 12 horas) de trinta e duas mulheres
climatéricas (52,7%6,3 anos), coletadas antes e apdés TRH foram examinadas por varios protocolos, durante apro-
ximadamente 3 meses. A ABChE mostrou uma redugdo média de aproximadamente 6,5% apés a TRH (p<0,001).
Os niveis de CT e LDL-C se apresentaram positivamente (p<0,05) correlacionados com a ABChE, antes e apds a
TRH. Os niveis de TG e E, mostraram correlacdes positiva e negativa, respectivamente, com a ABChE (p<0,05),
somente antes da TRH. O FSH néo apresentou correlacdo com a ABChE. O nivel de LDL-C, um marcador de DAC,
mostrou significante reducao (p=0,01) ap6s TRH, em concordancia com a ABChE. Esses dados enfatizam a relacao
entre a ABChE e os lipides séricos, e apoiam a hipdtese de uma potencial fungdo da BChE no metabolismo dos
lipides, como sugerem outros autores.

PALAVRAS-CHAVE - Colinesterase do soro, climatério, estrégenos, colesterol total, triglicérides.

SUMMARY - Butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) is an enzyme produced by the liver with unknown physiological
function. BChE activity (BChEA) has been negatively corrrelated with the estrogen levels and positively correlated
with serum lipids. Climacteric women frequently show increase in the serum lipids (total cholesterol and LDL-cholesterol),
leading to a higher risk of coronary artery disease (CAD). The hormonal replacement therapy (HRT) changes the lipid
profile in a potentially anti-atherogenic direction. The aim of this study was to verify the correlations of serum BChEA
in climacteric women before and after HRT. The serum levels of total cholesterol (TC), LDL-cholesterol (LDL-C),
triglycerides (TG), estradiol (E,), and follicle-stimulating hormone (FSH) were analysed. Fasting serum (12 hours) of 32
climacteric women (52.7+6.3 years) were collected before and after HRT and examined with several protocols and
during approximately 3 months. The BChEA showed an average reduction about 6.5% after HRT (p<0.001). TC and
LDL-C levels were positively (p<0.05) correlated with BChEA before and after HRT. TG and E, levels showed positive
and negative correlation (p<0.05) with BChEA only before HRT, respectively. FSH was not correlated with BChEA. The
LDL-C level, a marker for CAD, was significantly (p=0.01) reduced after HRT in agreement with BChEA. These data
emphasize the relation between serum BChEA and serum lipids and support the hypothesis of a potential role for BChE
in lipid metabolism as suggested by other authors.

KEYWORDS - Serum cholinesterase, climacteric, estrogens, total cholesterol, triglycerides.
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INTRODUGCAO

climatério refere-se ao periodo de tempo durante
Oo qual se passa da vida reprodutiva para a vida
néo reprodutiva®®. A menopausa (parada da menstrua-
¢do) é um marco dentro do climatério sendo de interes-
se tanto cientifico como de saude publica, pois cerca
de 95% das mulheres chegam a menopausa nos paises
desenvolvidos'. No climatério a mulher sofre modifi-
cacoes regressivas, incluindo fundamentalmente a fal-

ta de ovulacdo e a diminuicdo na sintese de hormonios
esterdides pelo ovario®. A principal conseqiéncia des-
ta fase é o hipoestrogenismo que vai acentuando-se e
favorecendo uma série de complicagoes clinicas.

A terapia de reposicdao hormonal (TRH) é indicada
para reverter algumas condicdes clinicas como altera-
cdes mentais (insonia, depressdo), sexuais (diminui-
cdo da libido), do tegumento cutaneo (envelhecimento
da pele e mucosas) e dos tecidos conjuntivos (diminui-
cdo da elasticidade dos ligamentos), fogachos, cefaléia.

Recebido em 05/8/2003
Aprovado em 10/11/2003
Trabalho realizado no Curso de Pés Graduagao (Mestrado) em Ciéncias Farmacéuticas (Bioquimica Clinica) da Universidade Federal do Parana - UFPR
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2Professores de Bioquimica Clinica, Departamento de Patologia Médica da UFPR; 2* Orientadora; ® Professora de Genética, Departamento de Genética da UFPR
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Também para previnir a atrofia urogenital, a doenca
arterial coronariana e a osteoporose®.

Os estrogénios sdo utilizados nas doses capa-
zes de manter os niveis plasmaticos préoximos aos ob-
servados na fase folicular do ciclo menstrual®. Os dife-
rentes efeitos dos progestogénios dependem de sua na-
tureza, da dose de administracao e do tempo de uso. A
adicao desses hormonios na TRH tem indicacao na re-
ducéo da incidéncia de hiperplasia e do carcinoma de
endomeétrio. Os progestogénios devem ser utilizados
nas doses minimas necessarias para a efetiva protecao
endometrial.

A variedade de esquemas terapéuticos com asso-
ciacdo ou ndo de progestogénios aos estrogénios, pro-
duz respostas endomentriais varidveis que podem di-
ferir de paciente para paciente. Os tratamentos nor-
malmente empregam os esquemas que se seguem'*:

a) estrogénios isoladamente;

b) estrogénios associados aos progestogénios em
esquemas ciclicos seqiienciais;

c) estrogénios e progestogénios administrados con-
tinuamente, sem interrupcao;

d) outros hormonios (fitoestrogénios - isoflavonas;
esteroide sintético com atividade estrogénica, proges-
togénica e androgénica - tibolona; andrégenos).

Na Tab.I encontram-se os principais hormonios uti-
lizados na TRH.

Varios autores relacionaram a atividade da butiril-
colinesterase (ABChE) com o metabolismo dos lipides
e lipoproteinas*'®**, A ABChE apresentou-se, também,
positivamente correlacionada com as concentracoes de
triglicérides*®®, de colesterol****, das lipoproteina plas-
maticas**°?*e da apolipoproteina B**%,

Os estrogénios tém sido relacionados com uma dimi-
nuicdo na ABChE. ABChE média maior no sexo masculi-
no do que no feminino foi descrita por varios autores 2,

Mulheres em idade fértil possuem niveis da ativida-
de da enzima cerca de 64 a 74% dos niveis encontrados
em homens com a mesma idade e, apds a menopausa,
os niveis de atividade sdo semelhantes em ambos os
sexos®>3,

Durante a gravidez, quando ocorre a producao au-
mentada de estrégenos pela placenta, foram descritos
casos de diminui¢cao na ABChE®***, A reducao na AB-
ChE é mantida até o parto e seus niveis normais sao
alcancados apos 6 semanas'*3%%,

Cohen’ mostrou mudancas significativas na bioqui-
mica da mulher gravida, algumas das quais resultan-
do em alteragdes nos niveis de proteinas circulantes
no sangue. Assim, numerosas proteinas ligantes de hor-
monios e fatores de coagulacdo aumentam em concen-
tracao, enquanto diminui a da albumina. A reducao na
ABChE, portanto, acompanha a queda na concentra-
cdo sanguinea da albumina.

Os estrégenos sintéticos, usados para tratamento de
carcinoma da proéstata*, assim como os das pilulas anti-
concepcionais, usados juntamente com os progestogé-
nios**, também causam reducdo na ABChE.

No presente trabalho foi analisada a correlacao da
ABChE em mulheres climatéricas, antes e apés TRH,
bem como com marcadores lipidicos, considerados como
fatores de risco de doenca arterial coronéria (DAC).

MATERIAL E METODOS
Material
Soros de 32 mulheres euro-brasileiras climatéricas,
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TABELA |
Principais hormoénios usados na terapia de reposicdo hormonal*
Estrégenos Progestégenos
Estradiol (E,) Acetato de medroxiprogesterona (MPA)

Conjugado Eqiiino de Estrégenos (CEE) Progesterona

Didrogesterona (DD)

Norgestrel (NOR)

Acetato de norestiterona (NETA)

Levonorgestrel (LNG)

Acetato de ciproterona (CPA)

*Revisao em Van Baal et al.*

com idade média de 52,7+6,3 anos (44 a 72 anos), fo-
ram coletados ap6s 12 horas de jejum, em tubos Vacu-
tainer, antes e apos (cerca de 3 meses) a TRH e as
quantificacoes realizadas no dia da coleta.

Os consentimentos para as coletas foram assinados
pelas pacientes e o projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do
Hospital de Clinicas/UFPR (Protocolo CEP-HC, Ntumero
056ext010/2002-06).

As pacientes participantes do estudo nao apresen-
taram alteracoes hepéaticas, tireoideanas, renais ou pan-
credticas, quando foram avaliadas pelos ensaios labo-
ratoriais: fosfatase alcalina, gama-GT, AST, ALT, T,L,
T,L, TSH, uréia, creatinina e glicemia. Alteragoes nes-
tes marcadores poderiam suscitar alteracées na ABChE®,
Os valores de T,L (T, livre) e TSH entraram em nossa
andlise, uma vez que demonstraram valores diferentes
antes e ap6s TRH .

Métodos

As dosagens de colesterol total (CT), triglicérides
(TG) e LDL-C (Colesterol da lipoproteina de baixa den-
sidade) foram realizadas com metodologias enzimati-
cas utilizando-se kits da Biosystem. As leituras foram
realizadas no equipamento semi-automadtico BTS-310
(BioSystem), com reagentes, calibradores e procedi-
mentos fornecidos pela Biosystem. Os hormonios: triio-
dotironina livre (T,L), hormdnio tireoestimulante (TSH),
hormonio foliculo estimulante (FSH) e estradiol (E,),
foram quantificados por Elisaimunoensaio no equipa-
mento Mini-Vidas® utilizando-se todos os procedimen-
tos e reagentes recomendados pelo fabricante (Biolab-
Merieux).

O hematocrito ou volume globular (VG) foi avalia-
do no sangue total, colhido com EDTA. Essa avaliacao
foi feita no equipamento Celm CC-550, confirmando-
se o valor do VG através de microcentrifuga.

A ABChE foi medida pelo método de Dietz et al.'®,
modificado'?, no equipamento semi-automatizado SIEL
Espectromatic 710. Os valores de referéncia obtidos
em nosso laboratodrio com esta metodologia para mu-
lheres ndo-climatéricas (n=50) com idade variando de
20 a 45 anos, foi 5,12+1,09 kU/L, variando de 2,48 a
7,23 kU/L.

As andlises estatisticas foram realizadas com o pro-
grama Statistica para Windows, versao 5.1, Statsoft, Inc.
1996. Foram utilizados: teste t para amostras indepen-
dentes, teste t para amostras dependentes e andlises
de correlacoes simples.

Terapia de reposicao hormonal

Os produtos comerciais e respectivas composicoes,
utilizados como Terapia de Reposicdo Hormonal (TRH)
no presente trabalho, encontram-se na Tab. II.
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TABELA I

Terapia de reposicdo hormonal utilizada no presente estudo
Produtos Composicoes
Sandrena gel Estradiol
ggtarggegl%%%u: g;éf:rgaclgn?ia Estradiol e acetato de noretisterona
Lindisc Duo Estradiol e levonorgestrel
Repogen Estrogenos conjugados
Premelle Estrogenos conjugados e acetato de

medroxiprogesterona
Menotensil Estrogenos conjugados e clordiazepoxido
Libian Tibolona
Isoflavona Fitoestrogénios
RESULTADOS E DISCUSSAO

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) tem um
numero crescente de usudrias nos ultimos anos. Em
estudos prévios, realizados pelo nosso grupo, nédo fo-
ram detectadas diferencas nos efeitos das multiplas
combinacdes de estrogénios/progestogénios (dados nao
mostrados), sobre a ABChE, portanto, as andlises fo-
ram realizadas em todas as mulheres, independente
da TRH utilizada. Whittaker et al.*’, analisando o efei-
to de diferentes anticoncepcionais, também néao obser-
varam diferencas na ABChE.

Os resultados do presente trabalho estao de acordo
com aqueles que relataram maiores valores médios na
ABChHE, ap6s a menopausa®**. Antes da TRH o valor
médio da ABChE (Tab. III; 5,63 kU/L) foi cerca de 9%
maior (p<0,05) quando comparado ao valor de refe-
réncia da populacdo ndo-climatérica (5,12 kU/L). Apds
a TRH, o valor médio da ABChE (Tab. III; 5,29 kU/L)
nao diferiu significativamente (p>0,20) do encontrado
na populacado ndo-climatérica de referéncia. Pode-se
verificar, ainda (Tab. III), que apés a TRH, o valor mé-
dio reduziu-se em cerca de 6% quando as quantifica-
coes foram realizadas cerca de 3 meses apds o inicio
da terapia, sendo a diferenca observada entre as duas
médias estatisticamente significativa (p<0,001). Ful-
ler e Berger'® mostraram atividades em torno de 12%
menores, em mulheres gravidas ou tomando contra-

ceptivos orais, quando comparadas com aquelas nao
gravidas e sem uso de anticoncepcionais, respectiva-
mente. Whittaker et al.* relataram rapidas reducoes
na ABChE, sendo em um caso descrito a 14 dias apos o
inicio do uso do contraceptivo oral.

Foi sugerido” que as mudancas, observadas durante
a gravidez e na terapia com contraceptivo, eram pri-
mariamente devidas a hemodiluicao. Esta explicacéao,
entretanto, foi contestada por Wetstone et al.*® que re-
lataram que apesar da expansdo do volume plasmati-
co, o0 hematécrito (VG) ndo muda significativamente.
Esta observacao estd de acordo com os dados contidos
na Tab. III, onde néao se verifica diferenca significativa
(p>0,80) nos niveis médios do VG antes e apds a TRH.
Portanto, as variacoes na ABChE nao podem ser expli-
cadas simplesmente pelo efeito da diluicado/concentra-
cdo do soro, associadas ao processo do climatério e al-
teracbes hormonais. Trés principais fatores tém sido
responsabilizados por essa reducao: inibicao da enzi-
ma no plasma, reducédo da sintese hepatica'®'’ e dimi-
nuicéo na liberacao da enzima para a circulacao',

Os niveis médios de LDL-C, um marcador para
DAC, reduziram-se significativamente (Tab. III;
p=0,01) ap6s a TRH. Este achado apoia o possivel
efeito anti-aterogénico associado a TRH e verificado
em vdarios estudos'’.

Na Tab. III, também se nota que as diferencas das
médias do CT e do TG nao foram significativas, antes e
apo6s TRH, possivelmente pelo pequeno tempo de tra-
tamento (3 meses). Este fato pode ser confirmado pelos
valores de E,, que apesar de terem aumentado durante
a TRH, também nédo apresentaram média significativa-
mente diferente daquela obtida antes da TRH. ATRH
diminui os niveis de CT, porém usualmente aumenta
os niveis de TG, Alguns estudos sugerem que 0s
estrogénios diminuem o tamanho das particulas de LDL
em associacao com um significante aumento nos TG
plasmaticos'®%, Varios autores tém relatado que a hi-
pertrigliceridemia aumenta a troca de éster de coleste-
rol por TG nas particulas de LDL por meio de reacoes
de transferéncia de lipides entre as fracoes VLDL, LDL
e HDL*?,

Apos a TRH (Tab. I1I) observou-se uma diminuicao
significativa nos niveis de T,L, o que pode refletir um
aumento na sintese das proteinas transportadoras de
T, (TBG) pelo aumento dos estrdgenos. Este fato pare-

ce também se refletir nos niveis do

TABELA 1II o . .
Médias (M) + desvio-padrées (DP), amplitudes de variacdo (AV) e valores de t e p TSH. O T,L faz "feedback negatlvlo
(n=32), das varidveis analisadas antes e apds terapia de reposicdo hormonal (TRH) sobre o TSH e uma vez que seus ni-
Antes da TRH Apés a TRH " o) veis estdo diminuidos apés a TRH ,
M = DP (AV) M = DP (AV) 7 os de TSH estao levemente aumen-
ABChE (kU/L) 5,63 = 0,97 (2,47-7,41) 529 =+ 1,10 (3,56-7,55) 3,79(<0,001) tados, em relacdo a eépoca antes do
tratamento.
TC (mg/dL) 212,66 =+ 48,80 (144,00-341,00) 198,00 + 36,98 (115,00-282,00) | 1,77 (>0,05) P
O aumepto nos niveis de E,, ob-
LDL-C (mg/dL) 135,41 + 44,45 (61,00~ 258,00) 121,45 = 35,30 ( 70,00-190,00) 2,73(=0,01) servado ap6s a TRH, resultou numa
pequena diminuicdo nos niveis do
TG (mg/dL) 116,19 + 68,52 (38,00-286,00) 130,72 = 70,12 ( 64,00-371,00) 1,00 (>0,30) FSH, possivelmente devido a dimi-
TSH (mU/mL) 2,32 +1,91(0,05-7,93) 3,14 +251(0,34-11,70) 1,69 (>0,10) nuicao do “feed back" negativo de
E, sobre o FSH.
T,L (mg/dL) 4,75+ 0,82 (3,57 7,60) 4,27 +0,57 (2,62-5,28) 2,83(<0,01) . L.
Nas mulheres climatéricas, antes
E, (pg/mL) 39,40 =+ 57,32 ( 9,00—260,00) 73,51 + 110,18 (8,00-395,12) 1,85 (>0,05) da TRH (Tab. IV), foram observadas
FSH (mU/mL) 60,20 + 33,00 ( 3,41-112,00) 50,52 = 28,95 (0,94-112,00) 1,93(>0,05) correlagées positivas e significativas
da ABChE com CT, LDL-C e TG.
VG (%) 42,81 + 3,08 (39,00-51,00) 42,74 + 3,06 (39,00-50,00) 0,14 (>0,80) Achados semelhantes tém sido rela-
* Teste t para amostras dependentes. tados por varios autores: com CT3'24,
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TABELA IV
Resultados das analises de correlacédo simples
entre a atividade total da BChE (ABChE)
e as demais varidaveis analisadas no presente trabalho,
antes (1) e apds (2) a terapia de reposicdo hormonal (n=32)

Variaveis ABChE 1 (p) ABChE 2 (p)
Colesterol total 0,36 (< 0,05) 0,43 (< 0,05)
LDL-C 0,41 (< 0,05) 0,47 (< 0,05)
Triglicérides 0,44 (=0,01) 0,31 (>0,05)
E, -0,37 (< 0,05) -0,32 (> 0,05)
FSH 0,34 (> 0,05) 0,24 (>0,10)
Hematdcrito 0,52 (< 0,01) 0,47 (<0,01)

Somente entraram na tabela as varidveis que apresentaram correlagées significativas ou préximas a
significancia

com LDL-C?*?22% g com TG*®°. Entretanto, é interessan-
te observar que, apo6s a TRH, a correlacdo do TG néo
foi significativa. Esse resultado pode ser explicado, pelo
menos em parte, pela possivel inibicdo da ABChE pe-
los hormonios esterdides, ao mesmo tempo em que es-
tes hormonios aumentam os niveis de TG. Uma funcéo
para a BChE, relacionada a producgéao das lipoprotei-
nas VLDL-C e LDL-C tém sido relatada®?**.

A significativa correlacédo (Tab. IV) entre ABChE e o
hematocrito (VG), antes e ap6s TRH (p < 0,01), reco-
menda futura investigacao.

Em sintese, nossos dados enfatizam a relacdo entre
a ABChE e os niveis dos lipides séricos e apoiam as
hipéteses de um potencial envolvimento desta enzima
no metabolismo dos lipides, como sugerido por outros
autores.
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Acao da frutose-1,6-bisfosfato sobre a
toxicidade aguda do acido nicotinico”

Fructose-1,6-bisphosphate action in nicotinic acid acute toxicity-induced

Adroaldo Lunardelli, Marina Dornelles Camargo & Jarbas Rodrigues de Oliveira

RESUMO - O &cido nicotinico (niacina) se mostra como um importante agente que reduz o nivel de colesterol total,
lipidios de baixa densidade (LDL) e triglicerideos, sendo efetivo na terapia para regulacao lipoprotéica e redugéo
de risco cardiovascular. A toxicidade hepética é um efeito potencialmente sério da terapia com niacina. J& sdo bem
descritos os efeitos da frutose-1,6-bisfosfato na injuria de diferentes érgéos, além de apresentar-se protetora em
lesdes toxicas. A toxicidade aguda sobre os perfis lipidico e hepatico do &cido nicotinico, bem como, a agado da
frutose-1,6-bisfosfato, como protetor na acdo letal do &cido, sdo os alvos deste estudo. A dose de 800mg/Kg intrape-
ritoneal de &cido nicotinico é capaz de levar a ébito 25% dos ratos analisados. Mostra-se que o acido exerce acdo
sobre os lipidios, diminuindo os valores de colesterol, mas néo os de triglicérides. A lesdo hepética decorrente do
uso cronico do 4cido nicotinico néo é reproduzido na andlise aguda, sendo que a causa da mortandade dos animais
néo é conhecida. Elucida-se também, que a frutose-1,6-bisfosfato 500mg/Kg, via subcuténea, ndo é competente no
alento dos males causados pelo &cido, ao contrério, potencializa a agdo da niacina ao provocar aumento dos niveis
de lactato desidrogenase.

PALAVRAS-CHAVE - Acido nicotinico, frutose-1,6-bisfosfato, toxicidade, lipidios.

SUMMARY - Nicotinic acid (niacin) is an important agent that reduce the total cholesterol levels, low-density lipopro-
teins (LDL) and triglycerides, being effective in the therapy for lipoproteic regulation and reduction cardiovascular
risk. Hepatic toxicity is the important effect in niacin therapy. Fructose-1,6-bisphosphate effects in the different organs
injury and protective action in the toxic damage were described in the literature. Acute toxicity of the nicotinic acid in
the lipid and liver profiles and the fructose-1,6-bisfosfato activity like protector in the acid lethal action are the aim of
this study. Intraperitoneal dose of nicotinic acid 800mg/Kg is lethal in 25% of the rats analyzed. It was shown that the
acid have action about the lipids, decreasing the cholesterol levels, but not triglycerides levels. Liver injury caused by
nicotinic acid chronic use is not reproduced in the acute analysis and the cause of the animals mortality is not known.
The data indicates that the subcutaneous administration of fructose-1,6-bisphosphate 500mg/Kg do not decrease the
damage caused by the nicotinic acid. However, it rise the niacin action when provoke an increase in the lactate

dehidrogenase levels.

KEYWORDS - Nicotinic acid, fructose-1,6-bisphosphate, toxicity, lipids.
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INTRODUGCAO

Acido nicotinico

Acido nicotinico (niacina) é uma terapia efetiva para
regulacdo lipoprotéica e reducédo de risco cardiovascu-
lar (Capuzzi, 1998), e ja foi considerada a droga de
escolha para a terapia de hipercolesterolemia severa
(Clementz, 1987). A niacina se mostra como um im-
portante agente que reduz o nivel de colesterol total,
lipidios de baixa densidade (LDL) e triglicerideos. Tam-
bém apresenta-se como um agente que aumenta os ni-
veis dos lipidios de alta densidade (HDL). Estimula a
sintese e a secrecdo de apolipoproteina Al e aumenta
o catabolismo da lipoproteina (a) (Forti, 2000). A niaci-
na tem se mostrado uma droga eficaz na reducao de
eventos coronarios e na total mortalidade (Piper, 2002).
A modificagdo dos lipidios € chave na prevencao da
doenca coronariana (Clark, 2003).

O mecanismo de acdo é conhecido pela inibicdo da
lipolise no tecido adiposo, reduzindo a esterificacdo dos
triglicerideos no figado e aumentando a atividade das
lipases lipoprotéicas (Ricardo, 2001).

Terapia com niacina é geralmente iniciada com sim-
ples doses de 100mg/dia a 250mg/dia. A freqiiéncia da
dose e a dose didria total sdo gradualmente aumenta-
das, sendo alcancada 1,5g/dia a 2g/dia (Rader, 1992).
A dose é aumentada para 3g/dia (1g trés vezes ao dia)
se o LDL-colesterol ndo baixar significamente com do-
ses de 1,5g/dia a 2g/dia (Rader, 1992). Esta droga é
indicada para um longo tempo de tratamento da hiper-
colesterolemia e/ou hipertriglicemia (Capuzzi, 1998).

Acido nicotinico é um complexo da vitamina B (B3)
soluvel em &gua, e se converte a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) e nicotinamida adenina dinucleo-
tideo fosfato (NADP) (Gilman, 1995). O 4cido nicotini-
co é um importante agente hipolipidémico e indutor
rubor facial. O efeito vasodilatador do &cido nicotinico
é bem descrito na musculatura lisa e esquelética e é
mediada pela geracao de prostaglandinas vasodilata-
doras (Gadegbeku, 2003).

A toxicidade hepatica é um efeito potencialmente sério
da terapia com niacina. Em casos severos, observa-se
também elevacdes de bilirrubina sérica, de amonia e um
aumento no tempo de protrombina. A maior parte dos
casos severos resultam em hepatite fulminante e hepati-

Recebido em 30/6/2003
Aprovado em 23/10/2003
"PUC/RS - Faculdade de Biociéncias/Laboratdrio de Pesquisa em Biofisica/Av. Ipiranga, 6681, Pd. 12C, S. 263/ CP 1429 /CEP 90619-900/ Porto Alegre — RS — Brasil

RBAC, vol. 36(2): 87-90, 2004

87



te encefalopéatica (Rader, 1992). Existe uma alteracdo
estatistica significante nas transaminases hepéticas, na
fosfatase alcalina, na bilirrubina direta, na glicose, na
amilase e no &cido urico (Capuzzi, 1998).

A droga néo produz alteracao na excrecao fecal do
colesterol (esteréides neutros) e nem do acido biliar.
Entretanto, ela produz um pequeno, mas significativo,
incremento na secrecao hepatica do colesterol biliar
(Grundy, 1981). A disfuncao hepética associada com a
administracdo exclusiva do niacina, é observada apos
1 a 18 meses de administracdo do fdrmaco (Rader, 1992).

A hepatotoxicidade foi observada em pacientes que
receberam doses de 4g a 5g diarias de acido nicotinico
por muitos meses. As elevac¢oes dos niveis séricos das
aminotransferases sao resolvidos com a cessacao da
droga durante um més. Um caso de faléncia hepatica
fulminante induzido por acido nicotinico foi reportado.
O mecanismo de ac¢édo pelo qual o &cido nicotinico pro-
duz hepatotoxicidade celular ainda nao foi bem defini-
do (Mullin, 1989).

Frutose-1,6-bisfosfato

A frutose-1,6-bisfosfato é um metabolito intermedia-
rio da rota glicolitica, sendo ja bem descrito seus efei-
tos terapéuticos na injuria isquémica do rim, coracéo,
figado, intestino, cérebro e pulméao (Nunes, 2003a); além
de apresentar-se protetora em outras patologias, como
no choque e em lesoes toxicas (Nunes, 2003b). Os efei-
tos protetores observados pelo acticar sdo devidos a sua
habilidade em manter os niveis intracelulares de ATP e
Ca**, evitando a morte celular por déficit de energia
(Aiub, 2003). Em situagoes de estresse, a frutose-1,6-
bisfosfato inibe a formacao de radicais livres e protege
contra o dano celular.

Os estudos sobre a hepatotoxicidade da galactosa-
mina ja foram bem definidos, sendo testados véarios
compostos como agentes protetores contra os efeitos da
hepatotoxina. Entre as drogas experimentadas estd a
frutose-1,6-bisfosfato. Os estudos mostram que este
composto, por ser bisfosforilado, tem grande dificulda-
de em atravessar a membrana celular e, como é uma
substancia oriunda da degradacéo fisiolégica da glico-
se, tem baixa toxicidade. A frutose-1,6-bisfosfato apre-
senta um importante efeito protetor celular contra a agcao
da galactosamina (Roig, 1994). O uso de galactosami-
na (conhecido hepatotéxico) em conjunto com frutose-
1,6-bisfosfato, se mostra menos lesivo do que sem o
acucar (Farias, 1989). H4 ainda, dados que mostram a
reducéao do percentual de células hepaticas mortas pela
toxicidade da galactosamina com o uso da frutose-1,6-
bisfosfato, aumentando a apoptose em detrimento da
necrose (Aiub, 2003).

O efeito protetor da frutose-1,6-bisfosfato no figado,
quando do uso de tetracloreto de carbono (CCl,), de-
monstrou que hd uma significativa queda na producao
das enzimas ALT e AST, comparados com as células
que néo tiveram contato com o agtcar bifosforilado. Os
metabolitos hepéticos do ATP e frutose-2,6-bisfosfato
diminuem sob acéo da toxina e se recuperam parcial-
mente com o uso de frutose-1,6-bisfosfato. A frutose-
1,6-bisfosfato ajuda na regeneracao celular apos uso
da toxina CCl,, uma vez que os niveis das enzimas
ornitina descarboxilase e espermidina N-acetiltransfe-
rase estavam significativamente mais aumentados (Ta-
vazzi, 1990).

A incubacdo de hepatécitos com &lcool mostra que

este é capaz de aumentar a entrada do ion calcio em
células renais de ratos. Este fendmeno é dependente
da concentracdo de etanol e da concentracéo de célcio,
além do tempo de incubacéao. O uso de frutose-1,6-bis-
fosfato tem demonstrado que ocorre um efeito protetor
quando da acdo do etanol e outros &lcoois. O mecanis-
mo proposto € o de que ocorre a estabilizacdo da mem-
brana plasmaética (Rao, 1990).

A capacidade terapéutica do acido nicotinico de in-
fluenciar no comportamento lipidico e a lesdo hepética
causada pela droga, quando do uso crénico, ja esta
descrito. A toxicidade aguda sobre os perfis lipidico e
hepéatico do &cido nicotinico, bem como, a acdo da fru-
tose-1,6-bisfosfato como protetor na acéo letal do acido
sao os alvos deste estudo.

MATERIAIS E METODOS

Para o estudo, utilizou-se Rattus norvegicus (Wis-
tar) machos adultos, todos de mesma linhagem e socia-
lizacao, pesando aproximadamente 250g. Para a curva
de mortalidade foram realizados ensaios toxicolégicos
agudos com a administracdo de 4cido nicotinico intra-
peritoneal nas dosagens de 500mg/kg (n de 5), 800mg/
Kg (nde 14) e 1000mg/Kg (n de 5), além do grupo que
recebeu — além do acido — a administracao de frutose-
1,6-bisfosfato por via subcutdnea (n de 16), onde se fez
a andlise de sobrevida dos animais em 24 horas. Para
as andlises bioquimicas, os animais sobreviventes aco-
metidos pela dose de 800mg/Kg de &cido nicotinico fo-
ram distribuidos em trés grupos experimentais de acordo
com o procedimento realizado.

O grupo 1 (n de 8) se presta a ser o grupo controle,
fornecendo os valores de referéncia para os parame-
tros analisados. A este grupo, administrou-se intrape-
ritonealmente a solucdo de polietilenoglicol (PEG 400)
a 50%, pois esta representa a matriz da solucao de aci-
do nicotinico.

O grupo 2 (n de 8) foi submetido a administragdo
intraperitoneal em dose Unica de &cido nicotinico
800mg/Kg, ja que tal dose representa-se letal aos ani-
mais, mas nao a todos.

Ao grupo 3 (n de 8), além da administracdo intrape-
ritoneal de &cido nicotinico 800mg/Kg, se procedeu —
no mesmo momento — a inoculacdo subcutanea de fru-
tose-1,6-bisfosfato 500mg/Kg. Tal concentracdo do agu-
car foi responsavel por aumentar a sobrevida de ratos
sépticos (Nunes, 2003c).

Os ratos foram mantidos com agua e comida ad libi-
tum. Fez-se coleta de sangue dos animais 24 horas apés
o procedimeto para as dosagens de triglicerideos, co-
lesterol total, aspartato aminotransferase (AST/TGO),
alanina aminotransferase (ALT/TGP) e desidrogenase
lactica (LDH). As transaminases foram dosadas em en-
saio cinético ultravioleta, a LDH foi mensurada em en-
saio cinético de tempo fixo e os lipidios sdo determina-
dos através de ensaio enzimatico colorimétrico. Desde
8 horas antes da coleta de sangue, os ratos foram man-
tidos em jejum para a correta mensuracao dos triglicé-
rides.

Através dos resultados obtidos nas andlises foram
calculadas as médias, erro padrdo (EP) e significan-
cia (Oneway Anova) com anélise de Bonferroni, con-
siderando-se estatisticamente significativos valores de
p<0,05.
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RESULTADOS

A mortalidade dos animais submetidos a adminis-
tracdo intraperitoneal de 4cido nicotinico nas diferen-
tes doses é expressa na Fig. 1, onde se verifica que a
dose de 500mg/Kg nao se apresenta capaz de levar
nenhum animal a morte. Em contrapartida, a dose de
1000mg/Kg é suficiente para que todos os ratos evo-
luam ao 6bito. A dose de 800mg/Kg leva a morte 28%
dos animais experimentados. O grupo que também re-
cebeu a dosagem de 800mg/Kg do acido e o tratamento
de frutose-1,6-bisfosfato, mostrou a taxa de 25% de mor-
talidade, como elucidado na Fig. 2.

A andlise bioquimica da funcéo lipidica mostrou que
os triglicerideos ndo sofrem variacao estatistica signifi-
cativa nos diferentes grupos propostos, apesar de mos-
trar ligeira diminuicao de tal parametro nos grupos 2 e
3 em relacao ao grupo controle como mostra a Fig. 3.
Na andlise das dosagens de colesterol total, observa-
se queda estatistica significativa deste pardmetro no
grupo acometido pelo acido nicotinico e no grupo tra-
tado com frutose-1,6-bisfosfato (grupos 2 e 3, respecti-
vamente) mostrado na Fig. 4.

Quanto ao perfil hepdtico dos grupos experimen-
tados, os niveis séricos das transaminases alanina ami-
notransferase (Fig. 5) e aspartato aminotransferase
(Fig. 6) mostram-se com elevagdao nos grupos 2 e 3
em relagao ao grupo controle, ndao sendo, contudo,
significativo. A atividade da desidrogenase latica mos-
tra-se aumentada no grupo que recebeu a adminis-
tracdo de &cido nicotinico, bem como, no grupo que
submeteu-se ao tratamento com frutose-1,6-bisfosfato,
sendo este ultimo (grupo 3) com elevacéao significativa
em relacdo ao grupo controle, como mostra a Fig. 7.

DISCUSSAO

Ha relato de casos ja descritos em que pacientes que
utilizam o 4cido nicotinico por um determinado tempo,
desenvolvem faléncia hepética fulminante devido a toxi-
cidade que a droga possui frente ao figado (Clementz,
1987). A intoxicacao aguda com o acido, contudo, ainda
nao foi relatada na clinica. Em nosso estudo, conforme
mostra a Fig. 1, 1000mg/Kg de acido nicotinico adminis-
trado por via intraperitoneal mostra-se como dose téxica
letal aguda (24 horas) a 100% dos animais experimenta-

dos. Em contrapartida, 500mg/Kg da
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O grupo que recebeu a adminis-
tracdo de 800mg/Kg de acido nico-
tinico foi responsavel pela morte de
28% dos animais. O grupo em que
foi administrado 800mg/Kg do aci-
do e o tratamento com frutose-1,6-

Acido Nicotinico
500mg/Kg 800mg/Kg 1000mg/Kg

Acido Nicotinico

bisfosfato 500mg/Kg, apresentou
uma mortalidade de 25% (Fig. 2),

Acido Nicotinico + Frutose-1,6-
bisfosfato

FIG. 1- Mortalidade dos grupos experimentais nas
distintas doses de acido nicotinico.

FIG. 2 - Mortalidade dos grupos com acido nico-
tinico e tratado com frutose-1,6-bisfosfato.

mostrando que o agucar nao é ca-
paz de promover a reducao da mor-
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FIG. 3 - Média * EP do nivel de triglicerideos no
soro dos diferentes grupos de animais.

FIG. 4 - Concentragao de colesterol nos distintos
grupos experimentais (média + EP). As diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) entre o gru-
po controle e os demais grupos sao indicadas
com’.
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FIG. 5 - Atividade sérica de aspartato amino-
transferase nos distintos grupos experimentais
(média * EP).

FIG. 6 - Média = EP da atividade da alanina ami-
notransferase no soro dos diferentes grupos de
animais.
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Niveis elevados de colesterol
total no soro aumentam o fator de
risco de doencas coronarianas, bem
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FIG. 7 - Concentragao sérica de desidrogenase
latica nos diferentes grupos experimentais (mé-
dia + EP). As diferencgas estatisticamente signifi-
cativas (p < 0,05) entre o grupo controle e os
demais grupos sao indicadas com *.
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como, a diminuicéo deste lipide mostra diminuigdo de
34% dos eventos corondros (Lennep, 2002). Os trigli-
cerideos representam fator de risco independente para
as doencas cardiovasculares, sendo sua diminuicao
plasmatica preponderante na queda do risco de de-
senvolvimento desta doencas (Austin, 1998). Drogas que
proporcionem queda dos valores séricos de colesterol
e triglicerideos, quando do aumento patoldgico destes
— como a hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia
— sdo bem-vindas no combate aos males provocados
por estas circunstancias, como as doencgas coronaria-
nas. A niacina é um agente eficaz na diminuicao de
lipidios (Basu, 2002), provocando a queda de triglice-
rideos e de colesterol total (Grundy, 1981), mostrando-
se um agente com grande potencial na regulacao dos
niveis destes lipides quando de seu aumento. Em nos-
so estudo, obtivemos diminuicdo dos niveis de coleste-
rol no grupo que recebeu acido nicotinico e também
naquele em que foi administrado frutose-1,6-bisfosfa-
to, mostrando que o &cido apresenta eficdcia clinica na
diminuigdo de colesterol em 24 horas ap6s a adminis-
tracdo, mostrando acdo aguda. Em contrapartida, os
niveis de triglicerideos ndo se mostraram significativa-
mente diminuidos, elucidando que o &cido nicotinico
néao exerce efeito agudo sobre os triglicérides.

Aspartato aminotransferase e alanina aminotrans-
ferase sdao enzimas comumente utilizadas para avalia-
cdo do dano hepéatico. A evolugdo dos niveis séricos
destas enzimas indica a ruptura do 6rgéo e alteracoes
na permeabilidade de sua membrana (Sharma, 2001).
Estas sdo ferramentas muito uteis para o diagndstico,
prognostico e evolucao da terapia de tratamento, ja que
a AST e a ALT encontram-se elevadas em quase todas
as patologias que acometem o figado. Informacdes acer-
ca da hepatotoxicidade causada por drogas que tém
por objetivo a diminuicdo dos valores lipidicos é bem
limitado. A excecdo € o &cido nicotinico, que sabida-
mente causa significante incidéncia de lesdo hepéatica
com aumento de AST e ALT (Tolman, 2000).

Neste estudo, observa-se uma grande mortalidade
dos animais submetidos ao 4cido nicotinico 800mg/Kg
quando da sua administracdo intraperitoneal em ratos.
A mortalidade aguda dos animais porém, ndo é devida
a acdo da droga sobre o figado, ja que, conforme mos-
tram as Fig. 5 e 6, ndo se vé aumento significativo das
aminotransferases em qualquer dos grupos em relacao
ao grupo controle.

A desidrogenase latica é abundantemente encon-
trada no miocdrdio, rins, figado e musculos, sendo que
seus valores séricos elevam-se em numerosas situacoes,
principalmente — utilizado na clinica — no infarto do
miocardio e nas disfuncées hepaticas. Hd aumento de
LDH no grupo de animais que além do acido nicotini-
co, recebeu o tratamento com frutose-1,6-bisfosfato (Fig.
7), mostrando que o aumento desta enzima parece ser
potencializado pelo agtcar. O mecanismo de acdo da
frutose-1,6-bisfosfato ainda néo estd esclarecido por
completo, e para tal, numerosos estudos tém sido de-
senvolvidos. A intimidade e facilidade com que as pes-
soas podem se expor ao acido nicotinico — por fazer
parte do complexo vitaminico B, e portanto, fazer parte
da constituicdo de todos os polivitaminicos — fazem deste
composto um medicamento perigoso devido ao seu po-
der de lesao celular hepatico. O mecanismo letal e t6-
xico agudo todavia, ainda é desconhecido, sendo im-
perativo maiores estudos acerca desta droga.

Por concluséo, este designio esclarece a toxicidade
letal aguda do &cido nicotinico, mostrando que a dose
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de 800mg/Kg intraperitoneal deste composto é capaz
de levar a 6bito 28% dos ratos analisados. Mostra-se
que o &cido exerce acao sobre os lipidios, diminuindo
os valores de colesterol, mas néo os de triglicérides. A
lesdo hepatica descrita na literatura decorrente do uso
crénico do 4cido nicotinico ndo é reproduzido na andli-
se aguda, sendo que o mecanismo da mortandade dos
animais ndo é conhecida. Elucida-se também, que a
frutose-1,6-bisfosfato ndo é competente no alento dos
males causados pelo acido, pelo contrario, potencializa
a acdo da niacina ao provocar aumento dos niveis de
lactato desidrogenase.
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Comparacao entre o perfil lipidico de pacientes
atendidos em laboratorios privados e publicos
da 182 Regional de Saude de Santa Catarina’

Patient’s lipid profile comparison among private and public laboratory from
the 18™ Health Zones of Santa Catarina State

Kenya Thiesen?, Jorge Amaral® & Liliete Canes Souza’®

RESUMO - As doencas cardiovasculares sdo uma das maiores causas de morbidade e mortalidade no mundo
Ocidental. Assim, o perfil lipidico da populacgédo residente na 18® Regional de Saude do Estado de Santa Catarina
foi analisado através de resultados secunddrios, obtidos do banco de dados de Laboratérios Clinicos Publicos e
Privados, possibilitando a comparacdo entre pacientes de diferentes classes sociais. No laboratoério particular o
colesterol, para ambos os sexos, apresentou uma freqiiéncia superior a 60% nas faixas acima da concentracdo
limitrofe, enquanto nos laboratdrios publicos estes valores apresentaram um equilibrio com aproximadamente
50% nas faixas inferiores ao limitrofe, exceto para o sexo feminino onde os resultados foram semelhantes aos dos
pacientes do laboratoério privado. O LDL-COL, em todos os estabelecimentos, obteve mais de 50% dos resultados
abaixo da faixa desejavel. O HDL-COL foi o dado mais divergente, no laboratério particular, para ambos os sexos,
os valores ficaram entre 40 e 60mg/dL, seguidos da faixa alta; no laboratério publico as concentragdes <40mg/dL
predominaram para o sexo masculino, enquanto para o sexo feminino e ignorado as concentracoes entre 40 e
60mg/dL foram seguidas das baixas. Em todos os estabelecimentos para concentra¢des de triglicerideos predomi-
nou a faixa 6tima em mais de 55% dos pacientes.

PALAVRAS CHAVE - Perfil lipidico; laboratério publico; laboratério privado.

SUMMARY - The cardiovascular diseases are one of the biggest causes of morbidity and mortality in the western world.
Thus, the lipid profile from people resident in the 18™ health zones of Santa Catarina state was evaluated through of
secondary result obtained with the Public and Private Clinical Laboratories data bank. It was possible to compare the
results of patients from different social classes. In the private laboratory cholesterol concentration, for both genders,
showed a frequency superior to 60% in the levels above the threshold, while in the public laboratories these numbers
show a balance with approximately 50% in the levels below the threshold, except for the female gender in which the
results were similar to the ones of the private laboratory patients. The LDL, in all establishments, obtained more than
50% of the results below the desirable level. The HDL was the more different data, in the private laboratory, for both
genders, the values ranged from 40 to 60 mg/dL followed by the highest level; in the public laboratories the concentra-
tion were <40 mg/dL prevail for male gender, while for female gender and unknown sex the concentration from 40 to
60mg/dL followed the low levels. In all establishments for levels of triglyceride prevail the best concentration in more
than 55% of the patients.

KEYWORDS - Lipid profile; public laboratory; private laboratory.
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INTRODUGCAO

s doencas cardiovasculares (DCV) sdo hoje uma
das maiores causas de morbidade e mortalidade

no mundo Ocidental, possuem origem patolégica mul-
tifatorial onde, entre outras causas, as concentracoes
elevadas de colesterol plasmatico constituem um im-
portante fator de risco predisponente ao desenvolvi-
mento de aterosclerose (Witztum et al., 2001). Segun-
do Grundy (2000), muitas pessoas sem manifestacoes
clinicas de doenca arterial coronariana (DAC) terdo um
infarto do miocérdio na préxima década como aqueles
que ja carregam um diagnostico de DAC. Ainda, se-
gundo o autor, 25% dos primeiros infartos do miocardio
serdo fatais. Existe uma relacao direta entre as con-

centragoes de colesterol (COL) e o risco do desenvolvi-
mento da aterosclerose. Ao contrario dos valores de
colesterol total (CT) e LDL (lipoproteina de baixa den-
sidade) elevados, a elevacdo da concentracao plasma-
tica de HDL (lipoproteina de alta densidade) em indi-
viduos normais e hipercolesterolémicos confere um fa-
tor de inversao do risco no desenvolvimento de DCV
(Martins, 1991; Spieker et al., 2002).

Os efeitos benéficos da terapia de reducdo das con-
centragoes lipidicas, nos diferentes tipos de prevencao
de DCYV, foram conclusivamente demonstrados em tria-
gens de grande escala clinica. Estes estudos demons-
traram que a reducdo das concentracées de lipideos de
forma mais acentuada foi mais efetiva na diminuicao
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da progressao da doenca e no controle das concentra-
¢oes de COL. Além de aumentar a sobrevida dos pa-
cientes. Esse fato consolida de forma concreta a impor-
tancia de conhecer os valores dos componentes do per-
fil lipidico, visto que a aterosclerose é uma das princi-
pais causas de mortalidade em pessoas economicamente
ativas em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(Brown, 2000a/b; Santos, et al.,2001; Gotto Jr, 2002).

Segundo projecoes da Organizacao Mundial de
Saude, caso medidas preventivas ndo sejam tomadas é
possivel prever para o futuro uma epidemia de DCV
com conseqiiéncias graves para a economia, cCom maio-
res gastos com a saude. No Brasil as principais com-
plicacodes atingiriam os gastos com saude publica. Como
demonstraram estudos feitos na década de 90 pelo Ins-
tituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1998)
e 0 Ministério de Saude, onde se estimou em 38,7 mi-
lhées (24,5%) o numero de brasileiros cobertos por pelo
menos um plano privado de satude, sendo o restante
da populacao (75,5%) coberto pelo Sistema Unico de
Saude (SUS). Esses dados vém ressaltar a importancia
de programas preventivos no SUS, onde a maioria da
populacéao brasileira tem acesso a servigcos de satde.

Considerando o exposto, o presente trabalho tem
como objetivo estimar a freqiéncia dos valores refe-
rentes aos exames utilizados para avaliacao do perfil
lipidico de diferentes institui¢oes (publicas e privadas),
utilizando dados representativos da populacao da 182
regional de saude do Estado de Santa Catarina. Avaliar
as concentracodes de CT, de COL das lipoproteinas HDL
e LDL (HDL-COL e LDL-COL, respectivamente) e de
triglicerideos (TG), em pacientes de ambos os sexos. E
a partir dos resultados obtidos tracar um comparativo
entre institui¢coes publicas e privadas.

METODOLOGIA

Amostra

Valores referentes a exames do perfil lipidico (CT,
LDL-COL, HDL-COL, TG), independentemente de o
paciente ter realizado um ou todos os exames do perfil
lipidico, que constavam do banco de dados de Labora-
torios Clinicos localizados na 182 regional de saude,
bem como sexo foi analisado, quando o dado sexo nao
estava disponivel ou ndo constava, esse dado foi con-
siderado ignorado. O projeto foi submetido ao Comité
de Etica para pesquisa em seres humanos, do Hospital
Arquidiocesano Consul Carlos Renaux, obtendo o pa-
recer favoravel.

Levantamento de dados

Foram selecionados todos os pacientes que realiza-
ram um ou mais exames relativos a determinacédo do
perfil lipidico nos laboratérios colaboradores utilizan-
do um periodo pré-estabelecido de dois meses conse-
cutivos. Optou-se por um intervalo de tempo de dois
meses consecutivos, visto ser este o prazo estabelecido
pelas Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemia e Dire-
trizes de Prevencdao a Aterosclerose, para o controle do
perfil lipidico em pacientes que estdo fazendo acom-
panhamento clinico, desta forma tentou-se evitar que
constassem nos dados coletados dois resultados do
mesmo paciente. Foi utilizada a férmula de Friedewald
(LDL-COL = CT-HDL-COL - TG/5; se TG for inferior
a 400mg/dl) para determinacdo dos valores corres-
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pondentes a alguma das varidveis da férmula que nédo
constasse dos resultados apurados nos laboratérios, mas
possuiam os dados necessdrios para serem calculados.

Divisao dos registros

Os dados das concentracoes de CT; LDL-COL; HDL-
COL e TG coletados de cada registro foram agrupados
por sexo. Os dados foram divididos através da classifi-
cacao de seus valores. Esta divisao em faixas de con-
centracao seguiu os valores de referencia estabeleci-
dos por Santos e colaboradores (2001). Apenas no caso
do CT, para uma melhor visualizacao dos resultados,
esses dados foram divididos em duas categorias adici-
onais, além das ja estabelecidas por Santos e colabora-
dores (2001). Essas duas novas categorias foram deno-
minadas de inferior a 160mg/dL (para os valores de CT
diferentes de zero e inferior ou igual a 160mg/dL) e
superior a 280mg/dL (para os valores maiores ou iguais
a 280mg/dL).

Anélise estatistica dos dados

Foirealizada andlise estatistica dos dados acima ob-
tidos usando-se o programa Epilnfo 6.04d e Epiln-
{02002 disponibilizado pelo Center for Disease Conirol
and Prevention (através do www.cdc.gov).

RESULTADOS

As cidades que compdem a 182 Regional de Saude
possuem uma

populacao de
855.686 habi-
tantes, segundo

TABELA |
Valores de referéncia para exames
do perfil lipidico em adultos > 20 anos*

Lipideos Valores (mg/dL) | Categorias dados do IBGE,

Colesterol Total <200 Otimo onde foram ava-

200-239 Limitrofe liados 19.985 re-

>240 Alto gistros de pa-

LDL <100 Otimo cientes, oriun-

100-129 Desejavel dos de dois la-

130-159 Limitrofe boratoérios publi-

160-189 Alto cos e de um la-

>190 Muito alto boratério priva-

HDL <40 Baixo do com 22 uni-

>60 Alto dades de atendi-

Triglicerideo <150 Otimo mento na regio-
150-199 Limitrofe nal estudada.

200-499 Alto Os exames

>500 Muito alto que compodem o

*Fonte: SANTOS et al., 2001 perfil lipidico fo-
ram classifica-
- n _ M - dos utilizando a
| sua concentra-
cao, os resulta-
a - — | dos foram divi-
. didos conforme
104 I as faixas de va-
lores estabeleci-
das por Santos e
cols. (2001), quan-
do necessario, as
concentragoes
foram divididas
em outras faixas
para melhor ob-
servar os resul-
tados (Tab. I).

LI
1
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FIG. 1 - Distribuigao por sexo das concentragoes
de colesterol total em pacientes atendidos em
laboratoérios privados e publicos colaboradores,
da 182 Regional de Saude do Estado de Santa
Catarina no periodo da pesquisa.
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FIG. 2 - Distribuigao por sexo das concentragoes
de LDL-COL em pacientes atendidos em labora-
torio privados e publicos colaboradores, da 182

Regional de Satide do Estado de SC no periodo
da pesquisa.
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FIG. 3 - Distribuicao por sexo das concentracoes
de HDL-COL em pacientes atendidos em laboratério
privados e publicos colaboradores, da 182 Regional
de Saude do Estado de Santa Catarina no periodo
da pesquisa.
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FIG. 4 - Distribuicao por sexo das concentragoes
de triglicerideos em pacientes atendidos em
laboratério privados e publicos colaboradores, da
182 Regional de Satide do Estado de Santa Catarina
no periodo da pesquisa.

Legendas: Masc= Masculino; Fem= Feminino; Ig= Ignorado; LabPri= Laboratério Privado; LabPub= Laboratério Publico.

TABELA 1l
Freqiiéncia (em percentagem) das concentracdes de todos os lipideos
que compdoem o perfil lipidico dos pacientes atendidos nos laboratérios privados
e publicos colaboradores, da 18? Regional de Saude divididos por sexo

Laboratério Privado Laboratério Plblico
Lipideos Concentracoes M lino Femini M lino Fi Ignorado
(n = 5303) (n = 8940) (n = 591) (n = 949) | (n =4202)
CT lg 2 1,3 03 0,1 -

Inf 160 mg/dL 115 9,1 18,8 12,8 16,7
Otimo 26,6 27,2 31,6 255 31,8

Limitrofe 32 32,5 26,6 32,5 30,1
Alto 19,7 20,3 15,6 21 153

Sup 280 mg/dL 82 9,6 7.1 8,1 6,1
LDL Ig 14,6 12 52 35 246
Otimo 14,4 14,3 16,6 13,8 14,3
Desejavel 248 254 23,7 22,3 21,3
Limitrofe 24 25 26,6 29,2 21,2
Alto 15,5 15 18,4 17,3 11,9

Muito Alto 6,7 83 95 139 6,7
HDL lg 109 10,8 29 18 243

Baixo 124 3,6 60,4 34,6 26
40 a 60 mg/dL 62,9 48,7 32 53 46,7

Alto 13,8 36,9 47 10,6 3

TG Ig 37 4.8 0,1 0,6 02
Otimo 58,3 71,8 67,2 72,6 72,3

Limitrofe 16 12,4 13,2 13,7 13
Alto 19,7 10,6 18,8 12,6 13,2

Muito Alto 23 04 0,7 05 1,3

Legenda: CT/colesterol total; LDL/lipoproteina de baixa densidade; HDL/lipoproteina de alta densidade; TG/triglicerideos; lg/dado ignorado; Inf/inferior; Sup/superior.

Os resultados foram avaliados comparando os valo-
res dos exames referentes ao perfil lipidico entre os
pacientes oriundos dos diferentes laboratérios. As fre-
qléncias obtidas sdo apresentadas na Tab. II e nas Fig.

1,2,3e4.

DISCUSSAO

Laboratério privado x Laboratoério publico

Comparando as concentracoes de CT encontradas
nos laboratorios privados e nos laboratérios publicos,

podemos destacar que no sexo masculino foram verifi-
cadas as maiores diferencas, visto que entre os pacien-
tes do laboratério privado as concentragdes estavam
concentradas nas faixas referentes aos valores consi-
derados alto (19,7%), limitrofe (32%) e 6timo (26,6%),
enquanto nos pacientes dos laboratoérios publicos estes
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valores apresentam um deslocamen-
to para as concentracdes mais bai-
xas, ficando distribuidos em maior
proporcao nas faixas entre o limitro-
fe (26,6 %), o 6timo (31,6%), e o de
valores inferiores a 160 mg/dL
(18,8%) (Tab. II e Fig. 1).

A relacao entre o CT e o desen-
volvimento da aterosclerose vem res-
saltar a importancia do conhecimen-
to prévio desses valores para o pla-
nejamento de uma politica de satide
que vise a reducao da morbidade e
da mortalidade por doencas decor-
rentes do agravamento da ateroscle-
rose como: doencas coronarianas
agudas, acidente vascular cerebral,
embolia pulmonar, entre outras.

Para as concentracoes de LDL-
COL se observa uma distribuicao
homogénea dentro do grupo de pa-
cientes atendidos no laboratdrio pri-
vado, como também no caso dos la-
boratérios publicos, independente do
sexo dos pacientes. Nas duas clas-
ses de laboratdrios praticamente 50%
dos pacientes encontravam-se nas
faixas entre o desejavel e o limitrofe
(Tab. II e Fig. 2).

A comparacao dos resultados dos

pacientes de laboratérios publicos com os obtidos no
laboratoério privado, indicou o HDL-COL como dado
marcantemente divergente. Com destaque para as con-
centracoes baixas nos pacientes dos laboratérios publi-
cos, principalmente para o sexo masculino, onde esses
valores alcancaram uma freqiiéncia superior a 60%, para
os demais grupos de pacientes dessas institui¢oes as
concentracoes baixas encontravam-se com uma freqiién-
cia de 34,6% para o sexo feminino e 26% para o sexo
ignorado. Quanto aos pacientes do laboratoério privado
as concentracoes de HDL-COL apresentaram a maior
freqiiéncia na faixa de 40 a 60mg/dL, com destaque
para a faixa alta que apresentou a segqunda maior fre-
qiiéncia, especialmente para o sexo feminino (36,9%)
(Tab. II e Fig. 3).

A avaliacao destes resultados torna-se importante
posto que baixas concentracoes de HDL-COL estao
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associadas a um significativo aumento no risco de DCV,
e altas concentragoes de HDL-COL estao associadas a
protecdo contra DAC (Rader, 1999). Além disso, estu-
dos realizados com individuos acometidos de DCV rela-
taram uma freqiiéncia de valores baixos de HDL-COL
narazao de 17 a 36% (Harper & Jacobson, 1999). Neste
sentido, os resultados obtidos com a populacao atendi-
da pelos laboratdérios publicos sdo preocupantes consi-
derando freqiiéncias tdo altas quanto 60% para con-
centracoes baixas de HDL-COL.

Entre as causas secunddrias da diminuicdo das con-
centracoes de HDL-COL, pode-se incluir estilos de vida,
como: tabagismo, obesidade, sedentarismo, e uma die-
ta muito pobre em gorduras. Entre as causas patologi-
cas estdo Diabetes melitus tipo 2, falha renal crénica e
condicbes inflamatodrias crénicas como artrite reuma-
téide. Alguns medicamentos também podem produzir
esse efeito, como beta-bloqueadores, diuréticos tiazi-
dicos, progestinas, e probucol. Algumas medidas nao-
farmacologicas poderiam levar a um aumento nos va-
lores de HDL-COL. Como por exemplo, parar de fu-
mar e perder peso. Embora a dieta comum como adju-
vante na terapia, especialmente na perda de peso seja
requerida, a reducao de gordura na dieta, apesar de
geralmente recomendada, ndo aumentard os niveis de
HDL-COL, podendo sim diminui-los (Rader, 1999).

Os exercicios fisicos sado limitados na sua capacida-
de de elevar os niveis de HDL-COL, mas quando acom-
panhados da perda de peso podem ter um efeito subs-
tancial. A reposicéao de estrégeno geralmente resulta
numa modesta elevacdao da HDL-COL, mas deve ser
dada oralmente para ter efeito. O &lcool também au-
menta os niveis de HDL-COL, porém seu uso nao é
recomendado. Em pacientes com hipertrigliceridemia,
a reducdo dos valores de TG geralmente estd associa-
da a um aumento da HDL-COL (Rader, 1999; Fonarow
& Gawlinski, 2000).

Com relacdo as concentracdes de TG pudemos cons-
tatar que a faixa classificada como 6tima foi o destaque
em todos os grupos de todas as instituicoes, com fre-
giéncias acima de 55 % (Tab. II e Fig. 4).

A andlise dos resultados em conjunto nos permitiu
verificar que, embora os valores de HDL-COL para os
laboratorios publicos tenham apresentado freqiiéncias
preferencialmente baixas (60%) sendo, portanto, com-
prometedoras considerando a diminuicao de protecao
contra DCV, os valores de CT apresentaram um deslo-
camento para as concentracdes mais baixas, cuja or-
dem de maior freqiiéncia foi respectivamente 6timo, li-
mitrofe e baixo, assim, tendo em vista a predisposicao
ao desenvolvimento de DCV conferida por altas con-
centracoes de CT, boa parte dos individuos (50,4%,
soma das freqiéncias de faixas com valores 6timo e
baixo de CT) da instituicdo publica estaria apresentan-
do um fator predisponente a menos para DCV. Nos la-
boratorios privados as tendéncias foram invertidas, pois
para valores de HDL-COL a faixa de 40 a 60mg/dL

apresentou maior freqiiéncia, e foi verificado predomi-
nio de valores altos para CT, atestando contra o fator
protetor conferido pelos valores adequados de HDL-
COL encontrados. Em ambas institui¢coes a analise dos
valores de LDL-COL mostrou maior freqiiéncia para as
faixas limitrofe e desejavel, sendo a faixa limitrofe com
maior freqiiéncia no laboratério publico, assim a anali-
ses deste dado concomitante aos valores baixos de HDL-
COL implicaria na soma de fatores de risco para os
pacientes da instituicdo publica. Finalizando, mesmo
que alguns dos resultados obtidos, quando vistos em
conjunto, ndo indiquem obrigatoriamente risco de doen-
ca, é importante ressaltar que valores altos foram en-
contrados em cerca de 15% dos pacientes para LDL-
COL, de 15 a20% dos pacientes para CT ede 10 a 19%
dos pacientes para TG.

O conhecimento das causas de doencas coronaria-
nas e ateroscleroéticas € vasto, porém incompleto. Ha-
vendo ainda muito que se aprender quanto ao apareci-
mento de fatores predisponentes a doencas e sua rela-
cdo para identificacdo e manejo de individuos de alto
risco e pacientes com a doenca estabilizada, a atencao
evidente estabelecida por fatores de risco é suficiente-
mente forte para justificar acées no nivel médico e so-
cial. Nossos resultados podem servir como estimulo aos
profissionais da drea da satude para que a cardiologia
seja vista pelo &mbito preventivo, motivando os pacien-
tes no hospital e a comunidade a fazerem mudancas
no seu estilo de vida e, se preciso, complementando
com o uso de terapias apropriadas a fim de contribuir
na prevencao de DAC.
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Analise comparativa de métodos para identificacao

do Streptococcus pyogenes em secrecao de
orofaringe de escolares em Recife-PE, Brasil

Comparative analysis of methods for identificacion of Streptococcus pyogenes
in throat secretion of school children in Recife-PE, Brazil
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RESUMO - Os Streptococcus pyogenes b-hemoliticos do Grupo A (SBGA) sdo de relevante importdncia clinico-
epidemioldgica, estando relacionados a patologias importantes. Com objetivo de analisar a prevaléncia desta
infeccdo em orofaringe de escolares assintomadticos e comparar métodos de diagnostico do S. pyogenes, foi condu-
zido um estudo clinico-microbiol6gico. Foram cadastrados 873 escolares em 2 escolas publicas, a andlise micro-
biolégica da secrecdo orofaringeana foi realizada através do cultivo em meio de Agar sangue de carneiro 5%.
SBGA foram identificados através dos testes de bacitracina, Pyr e aglutinacdo em latex. Dos 873 escolares, foram
examinados 753, a faixa etdria variou de 5 a 18 anos de idade, sendo 54.3% do sexo masculino e 45.7% do sexo
feminino. Foram identificados 6 portadores assintoméaticos do SBGA, os quais foram submetidos ao tratamento
com penicilina. O diagnoéstico microbiolédgico do S. pyogenes realizado demonstrou que o teste de Bacitracina
apresentou um indice de concordancia Kappa fraco e o Pyr teste regular quando comparados com a técnica
aglutinacdo em latex. Nossos resultados mostram que apenas a utilizagdo de testes presuntivos bacitracina e Pyr
teste ndo propiciam o diagnostico do SBGA, necessitando da utilizacdo de testes especificos para identificacdo do
sorogrupo dos estreptococos.

PALAVRAS-CHAVE - Streptococcus pyogenes, diagnostico microbioldgico e escolares.

SUMMARY - Group A b-hemolitic Streptococcus pyogenes, has notable clinical-epidemiological importance, being
the etiologic agent of important pathologies. In order to estimate the prevalence of the S. pyogenes in throat secretion
of students and compare diagnostic methods to identify S. pyogenes, was performed a clinical-microbiological study.
In two public schools, 873 individuals were selected, although 753 were examined. Throat secretion culture was
performed in 5% Blood Sheep Agar and the SBGA strains were identified through bacitracin, Pyr and latex agglutination
tests. The school children age varied from 5 to 18 years old, 54.3% of the sample were male and 45.7% female. Six
asymptomatic SBGA carriers were identified. In this research the SBGA prevalence was estimated in 0.8%. The S.
pyogenes bacteriological diagnosis through bacitracin, Pyr and latex agglutination tests for A group showed that
bacitracin test had deficient Kappa index of agreement and regular for Pyr test, comparing with latex agglutination.
Our results, show that only the utilization of presumptive tests was not sufficient for confirmation of SBGA, thus it is
important the utilization of specific tests to identify the streptococci serotype.

KEYWORDS - Streptococcus pyogenes, microbiologic diagnostic and school children
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INTRODUGCAO

climatério refere-se ao periodo de tempo durante
O o qual se passa da vida reprodutiva para a vida
nao reprodutiva®. A menopausa (parada da menstrua-
cdo) é um marco dentro do climatério sendo de interes-
se tanto cientifico como de saude publica, pois cerca
de 95% das mulheres chegam a menopausa nos paises
desenvolvidos'. No climatério a mulher sofre modifi-
cacoes regressivas, incluindo fundamentalmente a fal-
ta de ovulacédo e a diminuicao na sintese de hormoénios
esterdides pelo ovario®. A principal conseqiéncia des-
ta fase é o hipoestrogenismo que vai acentuando-se e
favorecendo uma série de complicagoes clinicas.

O Streptococcus pyogenes, f-hemolitico do Grupo A
(SBGA), é de relevante importdncia médica em relacdo
aos grupos B, C e G ndo somente por ser o agente
etiologico das faringites estreptocdcicas, mas também
pela sua associacdo com seqiielas pds-estreptococicas

como a febre reumética aguda (FRA) e a glomerulone-
frite difusa aguda (GNDA), pois mesmo com antibioti-
coterapia efetiva permanece como problema de satude
publica®'. Esta relacionado com uma diversidade de
patologias como endocardite, artrite séptica e escarla-
tina, enquanto os estreptococos B-hemoliticos do Gru-
po C e G estdo relacionados com processos de menor
patogenicidade *.

O diagnostico laboratorial da infeccao estreptococi-
ca e suas seqiielas pode ser realizado por métodos bac-
teriolégicos e sorolégicos como também por técnicas
moleculares. Para a pesquisa do SBGA em secrecao de
orofaringe, a cultura é realizada em meio de Agar san-
gue e sua identificacdo pode ser feita através de pro-
vas bioquimicas e sorolégicas. Como o tempo pode ser
um fator limitante para o método bacterioldgico, foram
desenvolvidos métodos mais rapidos e especificos como
imunofluorescéncia direta, aglutinacdo com particulas
de latex e Elisa’, utilizando anticorpos monoclonais e
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policlonais. Testes utilizando sonda de DNA para a
deteccao direta desta bactéria no “swab" com secrecao
orofaringeana podem fornecer o diagnostico etiolégico
em 15 minutos 9.

A realizacdo de um estudo clinico-epidemiolégico
relacionado com a andlise microbiologica da secrecao
orofaringeana em escolares na cidade do Recife, pro-
piciard amostras do SBGA atraveés do isolamento e iden-
tificacao pelos testes presuntivos de sensibilidade a
bacitracina e Pyr comparados com a técnica de agluti-
nacao em latex considerada padrao-ouro.

METODOLOGIA

Segundo dados estatisticos da Secretaria Estadual
de Educacao de Pernambuco'® para o ano letivo de 1999-
2000, um total de 38.700 alunos na faixa etariade 5a 16
anos, foram matriculados da pré-alfabetizacéo, alfabeti-
zacdo até a 4@ série do ensino fundamental.

O tamanho da amostra de 739 escolares para o es-
tudo foi estimado do contigente de 38.700, baseado em
uma prevaléncia esperada de 2% com um erro da amos-
tra de 1%, com erro a de 5% e o poder estatistico de
80% (erro B).

Duas escolas da rede publica na cidade do Recife,
PE, Brasil, foram selecionadas pela sua proximidade
ao campus da Universidade Federal de Pernambuco,
com padroes sdcio-econémicos similares.

Foram cadastrados 873 criancas e adultos jovens,
segundo listas nominais fornecidas pelas escolas, numa
faixa etdria de cinco a 20 anos. Na escola, Lar Fabiano
de Cristo, localizada no bairro da Varzea, foram ca-
dastrados 315 escolares. Na Escola Municipal Enge-
nho do Meio, localizada no bairro do Engenho do Meio,
558 escolares foram cadastradas.

Uma palestra noturna foi realizada para os pais ou
responsaveis pelos escolares, abordando os objetivos do
trabalho e como seria realizada a coleta da secrecao de
orofaringe, sendo também solicitado dos mesmos a assi-
natura do termo de consentimento livre e esclarecido.
Foi orientado aos pais ou responsaveis que no dia da
coleta da amostra os escolares nao ingerissem alimentos
ou escovassem os dentes antes da realizacao da mesma.

A coleta foi realizada com swabs estéreis e os mes-
mos foram inoculados no meio de Brain Heart Infusion
(BHI) para transporte. As amostras faringeanas foram
semeadas em Agar Sangue de Carneiro 5% e incuba-
das a temperatura de 37°C durante 24 horas. Para a
identificacao das cepas de SBGA, foram selecionadas
as colonias com halos de b-hemolise que posteriormente
foram inoculadas em BHI para a realizacao dos testes
de sensibilidade a bacitracina (0,04UI), teste de Pyr,
baseado na hidrélise da L-pyrrolidonyl-beta-naphtyla-
mide através da enzima L-pyroglutamyl-aminopepti-
dase e aglutinacdo em latex para Grupo A (Slaidex-
Strepto Kit A), processados e analisados segundo es-
pecificagoes dos fabricantes. As amostras positivas fo-
ram testadas quanto a susceptibilidade aos seguintes
antimicrobianos: penicilina, ampicilina, cefalosporina,
eritromicina, amoxacilina e sulfametoxazol-trimetropin,
segundo a metodologia de Kirby-Bauer. Os resultados
das culturas foram enviados as escolas, familiares ou
responsaveis.

RESULTADOS
Foram examinados 753 escolares, sendo 54,3 % da
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amostra do sexo masculino e 45,7% do sexo feminino,
cujaidade variou de cinco a 18 anos. O maior numero de
escolares examinados era da faixa etdria de 5 a 9 anos
(Tab. I) e a média de idade de toda amostra foi de 9 anos.

Na escola Lar Fabiano de Cristo, sorteada para a
primeira fase de coleta que foi realizada em agosto de
1999, das 313 criancas cadastradas 278 se submeteram
a coleta e a faixa etdria variou de 5 a 13 anos. A faixa
etdria mais examinada foi de 5 a 9 anos, com média de
idade de 7,3 anos, sendo 153 meninos e 125 meninas.
Foram identificadas duas criancas SBGA positivas: uma
de 11 anos, do sexo masculino e outra de 8 anos, do
sexo feminino. A prevaléncia da infeccdo na escola Lar
Fabiano de Cristo foi de 0,7% entre os analisados.

A segunda escola, Escola Municipal Engenho do
Meio, a coleta foi realizada em duas etapas novembro,
dezembro de 1999 e maio de 2000, ja que na mesma
havia um contingente maior de alunos. Na primeira
fase da coleta foram examinadas as criancas das ter-
ceiras e quartas séries, na segunda etapa a alfabetiza-
cdo, primeira e segundas séries. Foram analisados 475
escolares, sendo 256 do sexo masculino e 219 do sexo
feminino, sendo a faixa etdria de 6 a 18 anos estuda-
da, com média de idade de 10 anos. Foram identifica-
das trés criancas com 7 anos e uma com 9 com culturas
positivas para SBGA, uma prevaléncia de 0,8% foi es-
timada na escola.

A prevaléncia final de SBGA nos escolares, das duas
escolas foi estimada em 0,8%. Estratificando a preva-
léncia em relacao a idade, observamos que aos 7 anos
obtivemos uma prevaléncia de 2,3% (Tab. I). Anali-

TABELA |
Distribuicdo dos escolares examinados por idade, nimero
de casos e prevaléncia de SBGA. Recife, PE, Brasil, 1999/2000

dado | V;dezsoclares N de cscolare Ndecases | Prevaenca
5 74 60 ; i
6 % 74 ; .
7 152 132 3 2,3%
8 134 116 1 0.9%
9 141 124 - -
10 122 107 1 09%
11 68 64 1 1,6%
12 39 36 - -
13 23 21 - -
14 12 10 - -
15 8 6 - -
16 2 1 -
17 3 1 ; .
18 1 - - -
19 1 1 - -
20 1 - ; .
Total 873 753 6 6 (0.8%)

SBGA = Streptococcus pyogenes, f-hemolitico do Grupo
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TABELA I
Distribuicdo das 24 culturas S-hemdliticas correlacionadas
com os testes microbiolégicos e imunolégico para
identificacdo do SBGA

Bacitracina Pyr teste Aglutinagao latex
Positivo 23 11 6
Negativo 1 13 18
VPP 26% 35%
indice Kappa 0,00 (sofrivel) 0,5 (regular)

SBGA = Streptococcus pyogenes, -hemolitico do Grupo A

sando a prevaléncia por escola uma prevaléncia 0,7%
foi estimada na Escola Lar Fabiano de Cristo e de 0,8%
observada na Escola Municipal Engenho do Meio.

Os escolares com cultura positiva para SBGA du-
rante a realizacao da anamnese, ndo apresentaram ao
exame clinico presenca sinais ou sintomas de infeccao
tais como dor de garganta, febre, edema, hiperemia ou
placas purulentas na orofaringe, dor a degluticdo e au-
mento e sensibilidade dos ganglios cervicais ou histéria
pregressa de infeccao por SBGA, pela listagem forneci-
da pela escola e pelos seus familiares, 0s mesmos per-
tenciam a classes diferentes, sendo os mesmos tratados
com fenoximetilpenicilina (PenVe oral ®), posologia de
50mg kilo/peso, durante 10 dias. Apds um més, foi cole-
tada nova amostra de secrecdo da orofaringe destes es-
colares para constatar a cura e ao mesmo tempo foi cole-
tado 1ml de sangue para a dosagem de ASLO pelo mé-
todo de aglutinacdo em latex (Labtest diagnostico) con-
forme especificacao do fabricante. Esta dosagem de-
monstrou titulos séricos inferiores a 200UT.

Das 24 cepas bacterianas B-hemoliticas obtidas, 23 fo-
ram teste bacitracina positivo (halo superior a 10mm), 11
Pyr teste positivo. O teste de aglutinacdo em latex para
confirmar o Grupo A, detectou 6 cepas positivas (Tab. II).

Analisando o indice de concordancia Kappa entre
os testes bacitracina e Pyr teste com a técnica de aglu-
tinacdo em latex, o indice “Kappa" entre bacitracina e
aglutinacéao foi de 0,0 sendo considerado fraco, e o Pyr
teste e a aglutinacao de 0,5 sendo considerado regu-
lar’”. O Valor Preditivo Positivo (VPP) dos testes reali-
zados, quando comparado com o padrao ouro agluti-
nacao em latex, observamos um VPP de 26% para a
bacitracina de 35% para o Pyr teste.

DISCUSSAO

Dados epidemioldgicos de criancas saudaveis em
uma creche na cidade de Araraquara, SP, demonstra-
ram uma prevaléncia de SBGA de 23.7% entre as crian-
cas examinadas'®. Em outros estudos realizados na
Regido Sudeste do Brasil, dados epidemiolégicos fo-
ram discordantes em relacdo a taxa de prevaléncia do
SBGA, Morya® refere uma taxa de 42% em Ribeirao
Preto, SP e Pereira!® de 2,6% na cidade do Rio de Ja-
neiro, ambos sdao semelhantes ao nosso, analisaram
criancas assintomaticas de escolas publicas.

Dados nacionais referentes a criancas com e sem
amigdalite de repeticdo, demonstraram que nas crian-
cas com esta patologia o SBGA era duas vezes mais
prevalente do que nas criangas sem a mesma®.

Para a andlise comparativa de métodos de identifi-
cacao de SBGA, foram utilizados o teste de sensibilida-
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de a bacitracina (0.04 UI), o Pyr teste e o teste de aglu-
tinacdo em latex, sendo este Ultimo o nosso padrao-
-ouro®. O teste de bacitracina, utilizado na rotina como
diagnéstico presuntivo é considerado positivo quando
apresenta um halo maior que 10mm, podendo ser tam-
bém positivo em menor porcentagem para estreptoco-
cos do Grupo C e G",

Trabalhos comparando alguns testes presuntivos
como bacitracina, Pyr, camp e hidrélise da bile, para a
identificacao dos estreptococos, referem que o Pyr de-
monstrou ser tanto sensivel como especifico para o grupo
A, Weelstood,? refere que o Pyr teste ¢é especifico para
0s grupos A e enterococos, nao identificando os grupos
C e G, Chen?®, refere como teste presuntivo, o Pyr teste
oferece uma sensibilidade de 95%.

No nosso estudo, das 24 colonias com B-hemolise,
11 foram Pyr positivo, destas 5 foram negativas pelo
teste de aglutinacao. Quando estimamos o VPP, obser-
vamos que o teste de bacitracina apresenta um valor
preditivo de 26% e o Pyr teste um valor de 35%. Ou
seja, estes testes presuntivos utilizados na rotina para
o diagndstico microbiolégico do SBGA, tém uma capa-
cidade limitada de identificarem os verdadeiros indi-
viduos positivos (Tab. II).

O teste de bacitracina e Pyr teste, quando compara-
dos com o teste de aglutinacao, apresentam limitacoes
j& que apos a realizacdo dos mesmos é necessario a
realizacao de outro teste para classificacao do sorogru-
po do estreptococo. Uma das vantagens do teste de
aglutinacao em latex € a rapidez da sua execugao sem
necessitar de equipamentos sofisticados®’. Uma das suas
desvantagens € o custo relativamente alto.

Os testes rapidos de co-aglutinacdo em latex, ELI-
SA eimunofluorescéncia que permitem resultados em
10-15 minutos, tem sido exaustivamente analisados em
varios trabalhos®?, sendo a cultura o método que apre-
senta melhor sensibilidade quando comparada aos
mesmos, principalmente em casos de testes rdpidos
negativos, sendo necessério a realizacdo da mesma®.

Entre os varios trabalhos relacionados aos testes
rapidos aplicados para o diagnostico microbiolégico do
S. pyogenes, quando comparado a cultura, estes des-
tacam-se por ser uma ferramenta de facil aplicabilida-
de e eficaz principalmente em casos de testes positi-
vos, justificando-se o tratamento das faringites com
antimicrobianos®**,

Um estudo realizado no Brasil® e outro na Franca*
verificando a sensibilidade do Teste rapido (ELISA) em
criancas com faringites, demonstraram que estes testes
tém uma sensibilidade de 86% para identificar SBGA,
sendo uma desvantagem consideravel o preco para uti-
liza-lo como rotina laboratorial, j& que os mesmos nao
sdo autorizados pelos planos de saude.

Em relacdo ao diagnéstico utilizando sonda de DNA,
dados microbiolégicos demonstram que esta técnica
quando comparada com a cultura, apresenta uma sen-
sibilidade de 88.6%"°.

Uma das preocupacdes dos médicos que lidam com
criancas que possam apresentar faringite por SBGA, é
evitar que as mesmas tenham complicagoes como a FRA.
Por outro lado diagnosticar estas patologias baseando-
se apenas nos sinais e sintomas clinicos pode ser pre-
judicial para o paciente®,

Estudo realizado no estado de Virginia (EUA), de-
monstrou que em criancas com faringites agudas, o
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diagnoéstico microbiolégico € recomendado, porque
apenas o exame fisico ndo distingue com acuracia a
etiologia destas patologias?®. Fichas clinico-epidemio-
légicas analisadas em um estudo sobre febre reumatica
no estado de Maryland (EUA), constatou que 33% dos
casos desta patologia foram resultantes de doencas res-
piratérias agudas mal diagnosticadas como etiologia
de SBGA, gerando complicac¢des cronicas’.

Por outro lado, dados mundiais referem que os mé-
dicos superestimam o tratamento dos pacientes com
faringites por SBGA** e o0 diagndstico microbiol6gico
utilizando testes presuntivos como o de bacitracina ou
Pyr teste, o que propiciard erros no diagndstico desta
patologia, resultando no uso inapropriado de antimi-
crobianos, gerando a utilizacdo inadequada do trata-
mento das infeccoes faringeanas e elevando os custos
para a assisténcia & saude.

Anélise realizada em 13 trabalhos nos Estados Uni-
dos sobre como conduzir clinicamente uma infeccao oro-
faringeana, comparando as seguintes estratégias: pri-
meira, tratamento sem diagnéstico, segunda o teste ra-
pido mais cultura, se o teste for negativo e a terceira
apenas cultura, discute que a primeira é a estratégia
mais eficiente, porém gera a resisténcia bacteriana e re-
acoes alérgicas em criancas sem infeccoes por S. pyoge-
nes. A segunda ¢é eficaz mas, em testes rdpidos negati-
vos o custo financeiro é maior e também em pacientes
com complicacdes ndo supurativas como FRA, a ultima
tem uma sensibilidade e especificidade de quase 96%%.

A utilizacdo de meios seletivos associado ao uso do
teste de bacitracina ou Pyr teste e a classificacao do
grupo A através da aglutinacdo em latex, sdo etapas
que devem ser seguidas, mesmo que os resultados se-
jam processados em 48 horas, evitando o diagnostico
microbiolégico erréneo e promovendo assim um trata-
mento correto com antimicrobianos.
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Aspectos importantes na determinacao
do nivel de aluminio no sangue de pacientes
em tratamento regular de hemodialise

Aluminiun level in serum analysis and its importance in hemodialysis treatment

Denise Bohrer, Sandra M. R. de Oliveira, Denise Bertagnolli, Paulo Cicero do Nascimento,
Solange C. G. Pomblum & Leandro M. de Carvalho

RESUMO - A elevada toxicidade do aluminio para pacientes com insuficiéncia renal estd muito bem documentada
na literatura. A acdo toxica deste elemento é tdo elevada que um controle anual dos niveis de aluminio sérico dos
pacientes submetidos regularmente ao tratamento de hemodidlise é exigida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Devido a ubiqiiidade do aluminio, a andlise requer cuidados especiais com relagdo a conta-
minacdo. Neste trabalho sdo abordados os aspectos mais importantes, desde a coleta até a quantificacdo do
aluminio propriamente dita, para evitar fontes externas de contaminacdo e conduzir a andlise com éxito. Os
cuidados necessdrios tornam-se relevantes devido ao baixo limite que coloca o paciente em risco. Niveis de Al
acima de 30ug/L ja caracterizam intoxicacdo, e determinam tratamento com agente quelante para reducao do nivel
de Al sérico. Como este tratamento néo € isento de efeitos colaterais, € muito importante que resultados confidveis
sejam obtidos na andlise do aluminio sérico.

PALAVRAS-CHAVE - Aluminio, hemodidlise, sangue, contaminacéo

SUMMARY - The elevate toxicity of aluminium for renal insufficiency patients is well documented in the literature.
The toxic action of this element is so elevated that an annual control of the serum aluminium level of the patients on
regular hemodialysis treatment is required by ANVISA. Due to the ubiquity of aluminium, the analysis demands
special cares to avoid contamination. In this work the most important issues related to this analysis, from sample
collection till the aluminium quantification itself, are considered in order to carry the analysis successfully. The
measures to avoid contamination are relevant because of the low limit that put the patient at risk. Aluminium levels
above 30ug/L mean intoxication and determine a treatment with a chelating agent to reduce serum aluminium level.
As this treatment is not free from side effects, it is very important that reliable results are obtained in the serum

aluminium analysis.

KEYWORDS - Aluminium, hemodialysis, blood, contamination
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INTRODUCAO

o organismo humano existem os chamados ele-
mentos-traco essenciais e os ndo essenciais. Sao
considerados essenciais os elementos que mesmo em
baixas concentracoes sao fundamentais para determi-
nados processos bioquimicos e cuja auséncia desenca-
deia patologias carenciais, sendo exemplos classicos
as anemias ferropriva, devida a defi-ciéncia de ferro, e
megaloblastica, devida a deficiéncia de cobalto. Os ele-
mentos-traco ndo essenciais caracterizam-se por esta-
rem presentes no organismo mas nado exercer nenhu-
ma funcdo metabdlica essencial. Entre os elementos-
traco ndo essenciais estd o aluminio (Al).
Normalmente, o Al encontra-se no sangue em con-
centracao inferior a 10ug/L. A quantidade de Al ingeri-
da diariamente pelo homem através de alimentos, do
ar e de medicamentos situa-se entre 10 e 100mg, sen-
do a maior parte eliminada pela via intestinal'*. A pe-
quena parte que € reabsorvida pelo organismo, cerca
de 15ug, é eliminada pelo sistema urindrio. Em pessoas
com insuficiéncia renal crénica (IRC) o funcionamento
renal esta comprometido e o aluminio, néo é elimina-

do. Com a sua permanéncia no organismo ele deposi-
ta-se principalmente nos ossos e cérebro, provocando
disturbios 6sseos e neurologicos, conhecidos como Os-
teodistrofia Dialitica e Deméncia Dialitica respectiva-
mente"'?, Ainda podem ser observados problemas como
anemia microcitica e leve calcificacao tecidual.

A fonte primdaria de aluminio para pacientes em
hemodialise ¢ o fluido de didlise, basicamente a d&gua,
devido ao grande volume necessario, cerca de 120 li-
tros trés vezes por semana, no tratamento regular de
pacientes com IRC.

De acordo com a Comissao de Toxicologia da IU-
PAC*, fluidos para didlise ndo devem conter mais do
que 15ug/L Al. Um limite de 10ug/L Al para a dgua
utilizada no preparo dos fluidos é estabelecido pela
AAMT® e pela legislacao brasileira'®. Limites tao baixos
de contaminacao sdo dificeis de obter e controlar devi-
do a ubiqiiidade do aluminio*. O aluminio estd presen-
te em recipientes tanto de vidro quanto de pléstico,
tem um largo emprego industrial na confeccao dos mais
diversos utensilios e é ainda adicionado a 4gua, na for-
ma de sulfato, em estacoes de tratamento, para purifi-
cé-la.

Recebido em 23/9/2003
Aprovado em 22/12/2003
Departamento de Quimica e Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas, Universidade Federal de Santa Maria

RBAC, vol. 36(2): 99-103, 2004

29



Devido a onipresenca do aluminio e o seu elevado
carater toéxico para os pacientes renais, a recomenda-
cdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (AN-
VISA) é de que o Al sérico dos pacientes em tratamen-
to hemodialitico regular seja determinado anualmen-
te. Para aqueles pacientes cujo nivel de Al sérico exce-
der 30ug/L, o tratamento com um agente quelante para
o Al é recomendado. Este tratamento implica em um
controle dos niveis de Al no sangue durante o trata-
mento o que exige um controle de pelo menos duas
determinacoes a cada administracdo do medicamento'®.

A técnica mais adequada para a quantificacdo de
aluminio no sangue é a espectrometria de absorcao ato-
mica em forno de grafite'?, devido a sua elevada sensi-
bilidade e reduzido manuseio da amostra. A determi-
nacao de aluminio sérico, entretanto, ndo se restringe
apenas a quantificacdo do elemento propriamente dita,
mas uma seérie de variaveis pré-analiticas devem ser
consideradas para evitar contaminacao e levar a exe-
cucdo da andlise com pleno éxito.

Neste trabalho, relacionamos as fontes de contami-
nacao mais significativas, bem como propomos certos
procedimentos visando eliminar os riscos de contami-
nacao.

MATERIAL E METODOS

Equipamentos

Espectrémetro de Absorcao Atdmica SpectrAA-200,
Varian (Melbourne, Australia), equipado com forno de
grafite GTA 100 e amostrador automatico AS-40. Ca-
mara de fluxo laminar classe 100, Trox (Curitiba, Bra-
sil), centrifuga Jouan C412 (Saint Herblain, Franca),
forno de microondas doméstico Philco (Sdo Paulo, Bra-
sil), homogeinizador automético Edgard Biihler (Bo-
delshausen, Alemanha).

Reagentes

Uma solucdo padrdo contendo 1000mg/L Al (Merck,
Alemanha) foi utilizada para preparar as solugdes ana-
liticas através de adequada diluigao. Solugdo de dcido
tricloroacético 1% (m/v) (Merck). Acido nitrico p.a.
(Merck) adicionalmente purificado por destilacdo em
aparelho proprio para destilacdo de &cidos (Sub-boil-
ling distilation, Berghof, Alemanha).

Precaugcées com a contaminacao

A 4gua utilizada na execucgdo da analise foi destila-
da, deionizada e adicionalmente purificada em um sis-
tema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

Apenas material plastico (pipetas, buretas, baloes
volumétricos, etc.) foi utilizado no preparo das amos-
tras. Este material foi deixado por pelo menos 24h mer-
gulhado em solucéo etanoélica de HNO, 10% (v/v), sen-
do, ap6s este periodo lavado abundantemente com dgua
purificada.

Todas as etapas do preparo de solucoes e manuseio
das amostras foram conduzidas dentro da cdmara de
fluxo laminar classe 100.

Frascos para coleta

Varios frascos comerciais para coleta de sangue foram
testados com relacdo a presenca de tragos de aluminio.
Para isto, os frascos (mostrados na Fig. 2) foram preen-
chidos com um adequado volume de agua purificada,

100

deixados agitar em um homogeinizador sendo, apos 24 e
48h o Al presente na &gua medido por espectrometria de
absorcao atdmica em forno de grafite (GF AAS).

Anticoagulantes

Os anticoagulantes mais utilizados para preserva-
cdo das amostras de sangue foram analisados para de-
terminar o seu teor em Al. Estas, e outras substancias
quimicas analisadas estdo listadas na Tab. III. Para a
andlise foram preparadas solucdes 0,1% ou 1% (m/v ou
v/v) de cada uma das substancias e o teor de Al destas
solucdes medido por GF AAS.

Descontaminacédo da heparina

A heparina foi selecionada como anticoagulante por
deixar o Aluminio livre em solucéo, o que nao acontece
com o uso de outros anticoagulantes, como o EDTA,
citrato de sédio, fluoreto de s6dio que complexam o Al.
Entretanto, a heparina necessitou ser submetida a um
processo de descontaminacdo antes de ser utilizada
como anticoagulante.

A solucgdo de heparina (Liquemine 25 000UI) foi
aspirada, com auxilio de uma bomba peristéltica (MS-
40 Ismatec, Suica), através de uma coluna contendo
1500mg de uma resina catidénica (Merck, Lab, 4765)
fortemente 4cida na forma sddica com uma vazédo de
1ml/min. O condicionamento da coluna antes da pas-
sagem da heparina foi feito com 50mL de solucao 1mol/
L NaCl e 50ml de &gua, até o efluente da coluna apre-
sentar reacao negativa para cloreto, teste feito adicio-
nando algumas gotas de solucdo de nitrato de prata
(0,1mol/L) ao efluente. A auséncia de turvacéo indica
auséncia de ions cloreto.

A capacidade da coluna em reter o Al presente na
solucao de heparina foi verificada através da quantifi-
cacao do Al presente em sucessivas aliquotas de 1ml
da solugéo coletadas apos percolarem a coluna.

Coleta das amostras e separacao do soro
ou plasma

Todos os ensaios preliminares foram feitos com um
pool de soro coletado no Hospital Universitario de Santa
Maria.

Para a coleta do sangue dos pacientes os frascos
plasticos de 5mL de capacidade com tampa de rosca
externa foram previamente descontaminados e adicio-
nados de 3 gotas da solucdo de heparina descontami-
nada. De 2 a 3mL de sangue sao suficientes para a
andlise. O sangue dos pacientes deve ser coletado di-
retamente da fistula artério-venosa, antes do paciente
ser heparinizado, evitando desta forma riscos de con-
taminacdo da amostra.

Para as amostras de sangue processadas no mesmo
dia da coleta ndo ha necessidade de adigdo de hepari-
na aos frascos.

A separacdo do soro ou plasma foi executada em
camara de fluxo laminar classe 100, utilizando apenas
material plastico previamente descontaminado. A amos-
tra de sangue foi centrifugada durante 15 minutos a
2400g, para que houvesse a separacao do soro ou do
plasma.

Desproteinizacao

A desproteinizacao das amostras de soro ou plasma
foirealizada por acao do TCA tendo como coadjuvante
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microondas de acordo com Bohrer e Pomblum®’. Uma
solucao 1% de TCA é adicionada ao soro ou plasma na
proporcao de 1:1. Ap6s a homogeneizacéao o frasco é
fechado e levado ao forno de microondas por cerca de
10 min seguindo um programa de aquecimento com a
aplicacao de poténcias crescentes. Apds a precipitacao
das proteinas a amostra € centrifugada por 15min a
2.400g. O sobrenadante é retirado e levado ao espec-
trometro para a quantificacdo do Al.

Quantificacao do aluminio

O programa de temperatura e as condi¢oes de fun-
cionamento do AAS estdao mostrados na Tab. I.

Da mesma forma que os frascos para a coleta, os
copos para colocacao das amostras no carrossel do amos-
trador devem ser descontaminados. A menos que o
aparelho se encontre em uma sala limpa, as amostras
devem ser colocadas no carrossel a medida em que fo-
rem sendo quantificadas. A permanéncia das amostras
no amostrador por um tempo maior do que 20-30 min
pode levar a contaminacdo através da deposicao de
particulas de p6 do ar sobre as amostras, mesmo que o
carrossel tenha uma cobertura.

Juntamente com as amostras a solugao de TCA 1%
diluida 1:1 com &gua deve ser analisada e o valor de
Al encontrado, descontado das amostras.

Certificacao do método

Para uma avaliacdo da eficiéncia do método propos-
to, amostras de soro provenientes do Centre de Toxico-
logie du Quebéc (Canadd), que fazem parte de um
ensaio interlaboratorial para determinacéao de Al séri-
co, foram analisadas seguindo todas as etapas do pro-
tocolo descrito.

RESULTADOS

A escolha do material adequado para o manuseio
das amostras bem como a sua descontaminacao sao as
etapas mais importantes para o sucesso da andlise. Vi-

TABELA |
Condicdes de operacdo do espectrometro de absorcdo atomica
Comprimento de onda (NM) ....ocvviiiiiiiiniiiiiineeans 309.3
Corrente da lampada (mA) ... .. 10
Fenda (nm) ....... .05

Corretor de fundo .........coveviiiiiiiiiii lampada de deutério
Forno de grafite piroliticamente revestido com plataforma de L'vov e argdnio
como géas de purga.

Programa de temperatura

Etapa Temperatura(°C) Tempo(s) Vazéo gas(L/min)
1 85 50 30
2 95 35 30
3 120 10 30
4 1100 20 30
5 1100 10 30
6 1100 20 0.0
7* 2500 0.7 0.0
8* 2500 1.0 0.0
9 2600 1.0 30

*leitura
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TABELA I
Aluminio presente como constituinte ou impureza
em diferentes materiais de laboratério utilizados
na coleta e anélise de amostras de sangue?

Material Obijeto A
Vidro Transparente (para medicamentos) 0,59
Ambar (para medicamentos) 0,52
Ampola transparente 2,14
Ampola ambar 2,21
Vacutainer (tampa azul royal) 0,73
Monoject (tampa lavanda) 1,22
Venoject (recoberto com silicone) 1,45
Plastico Ponteira pipeta amarela (100 L) 0,01
Ponteira pipeta (1000 uL) 0,01
Seringa 10 ml 0,03
Microtainer 0,02
Copo amostrador AAS 0,01
Borracha Tampa cinza (para medicamentos) 39
Tampa vermelha (para medicamentos) 53
Tampa azul royal (Vacutainer) 46
500
Al (ug/L)
400
300 .\
200
100
0 \- —

antes passar primeira segunda terceira quarta quinta

coluna

fragoes de 1 ml
apds percolar

a coluna

FIG.1 - Aluminio presente em solugdo de heparina antes a ap6s descon-
taminacao através de troca dos ions Al por ions Na em uma coluna cationica.

15 Alig) w00 Alluglt)

10 T 400 —

w0 0 T S AT

Vacuette EDTA/K2 semaditivos "royal blue" EDTA/K3 9NC com separador
de soro

I 0 horas [] 24 horas [] 48 horas

FIG. 2 - Aluminio extraido de frascos comerciais Vacutainer e Vacuette para
coleta de sangue por agao de agua pura em 24 e 48 horas de contato.

dro e metal sdo totalmente inadequados, e mesmo o
plastico, se ndo corretamente tratado, podera acarretar
em contaminacao das amostras. O vidro contém Al em
sua composicdo, da mesma forma materiais metdlicos.
Plasticos a principio deveriam ser isentos de Al, mas o
uso de catalisadores contendo este metal para promo-
ver a polimerizacdao deixam residuos de tracos de Al
nos plasticos, que podem ser lixiviados e assim conta-
minar as amostras. A Tab. II apresenta os niveis de Al
presentes em alguns materiais de laboratorio (vidro,
plastico, borracha) comumente utilizados no manuseio
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TABELA il
Aluminio presente como impureza
em algumas substancias quimicas utilizadas
no pré-tratamento e analise de amostras de sangue

TABELA IV
Aluminio medido em amostras de soro provenientes
de um ensaio interlaboratorial para aluminio sérico,
seguindo as etapas pré-analiticas propostas

Substancia Marca Qualidade Al (ug/L ou pg/g)
Acido nitrico Merck pa 110 = 1ug/L
Acido nitrico Merck Suprapura 100 = 1 ug/L
Acido nitrico Merck p.a. destilado 10 =1 ug/L
Acido oxalico Merck pa. 10,49 + 0,78 ug/L
Acido sulfdrico Merck pa. 375 + 3ug/L
Acido citrico Merck pa 3,21 = 0,87 ug/g
Acido citrico Sigma pa 4,01 =1,65ug/g
Acido tricloroacético Reagen pa. 40 + 2,08 ug/g
Acido tricloroacético Merck pa 12 = 0,50 ug/g
Tungstato de sédio Merck pa. 26,5 + 1,70 ug/g
Sulfato de s6dio Reagen pa 26,5 + 3,77 ug/g
EDTA (sal sddico) Merck pa. 3,37+0,70ug/g
Heparina bovina Sigma Parafins 0,0ug/g
(sal sodico) bioquimicos
Heparina de suino Sigma Parafins 0,0ug/g
(sal sodico) bioquimicos
Heparina de suino Sigma Para fins 0,0ug/g
(sal de amonio) bioquimicos
Heparinas comerciais
5000 Ul/mL Fujisawa Inc. 732 = 23 ug/L

Roche 783 =51 ug/L
Cristalia 72 £ 6ug/L
25000 Ul/mL Eurofarma 436 + 40 ug/L
Roche (lote 1) 137 = 2ug/L
Roche (lote 2) 168 = 3 ug/L
Roche (lote 3) 190 = 5ug/L

de amostras. Pode-se observar que nenhum dos mate-
riais listados é isento deste metal, mesmo que sejam
apenas tracos.

A Fig. 2 mostra os niveis de Al encontrados na dgua
que esteve em contato com frascos comerciais utiliza-
dos para coleta de sangue. Pode-se verificar que mes-
mo aqueles, especialmente designados para andlise de
tracos metdlicos como o “Royal blue tip" liberam algu-
ma quantidade de Al na dgua. Estes dados mostram
que infelizmente nédo é possivel aproveitar a coleta de
sangue realizada como rotina para outros ensaios na
determinacdo do Al. A coleta deve ser feita apenas em
frascos especialmente preparados para isto.

Os tempos de armazenamento de 24h e 48h foram
escolhidos por ser aproximadamente o tempo necessa-
rio para o transporte das amostras até o laboratorio, su-
pondo que estas sejam enviadas de clinicas de diferen-
tes localidades. Mesmo que os frascos sejam utilizados
apenas para a coleta e logo a seguir o sangue seja trans-
ferido, o risco de contaminacao na utilizacao de frascos
comerciais é elevado, principalmente considerando o
limite de 30mg/L, que coloca o paciente “em risco", e
que determina o tratamento com o agente quelante des-
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Valor de Intervalo Valor
Amostra referéncia aceito encontrado
Al (umol/L) Al (umol/L) Al (umol/L)

1 0,39 0,07-0,71 0,54

2 1,75 1,256-2,25 1,75

3 1,05 0,64 -1,46 1,02

4 2,50 1,90-3,10 2,45

5 3,55 2,81-4,29 4,04

6 2,85 2,20-3,50 2,87

ferrioxamina®. Além disto, a transferéncia do sangue de
um recipiente para outro implica em uma etapa adicio-
nal desnecessaria, e que deve ser evitada.

Na Tab. III estdo os niveis de Al encontrados em
algumas substancias utilizadas no pré-tratamento de
amostras de sangue e nos agentes anticoagulantes mais
comumente utilizados. E possivel verificar que a hepa-
rina como substancia quimica ndo apresenta contami-
nacao por Al, mas apos processada (na forma de solu-
cdo e embalada em ampolas de vidro) apresenta uma
contaminacao muito elevada. Da mesma forma os ou-
tros agentes. Mesmo a utilizacdo das substancias qui-
micas com baixos niveis de Al ndo é recomendavel, pois
mesmo que pequena, a contribuicao da contaminacao
por elas apresentada aumenta os niveis medidos no
sangue dos pacientes.

Como a aquisicao de heparina solida so6 é possivel
através da importacado do produto, optou-se por purifi-
car a heparina comercial, visto que esta nao necessita
ser estéril (podendo portanto ser manuseada) para ser
adicionada ao sangue ja coletado.

A Fig. 1 mostra os niveis de Al medidos nas fracoes
da solugao de heparina que atravessaram a coluna cati-
Onica. E possivel verificar que uma coluna contendo 1
500mg é capaz de reter praticamente todo o Al presente
em 5ml de heparina comercial que apresentou uma con-
taminacao inicial de 345mg/L. Como a heparina é co-
mercializada na forma sédica e a coluna troca os ions Al
por ions Na, ndo hd uma alteracdo na composicao da
heparina, apenas a retirada dos ions Al. A mesma colu-
na pode ser utilizada muitas vezes , desde que seja re-
generada, o que pode ser feito seguindo o processo de
condicionamento, ou seja, o processo de condicionamen-
to acima descrito, promove também a regeneracao da
coluna. Ao percolar a coluna, a solugao concentrada de
NaCl remove os ions Al (retirados da heparina) deixan-
do em seu lugar o equivalente em ions Na.

Como ja demonstrado’, a desproteinizacao de amos-
tras de soro ou plasma por métodos tradicionais, leva a
uma perda do Al. Provavelmente com precipitacao qua-
se instantdnea das proteinas pela acdo dos &cidos con-
centrados, TCA 10%, sulfturico ou tungstico, hd uma
co-precipitacdo do Al, seja por nao ter havido tempo
para o seu desligamento das proteinas ou por oclusao
no interior do precipitado. A recuperacao do Al adicio-
nado a uma amostra de soro desproteinizada pela acao
do TCA 10% é de apenas 60%. A acdo do TCA 1% é
efetiva somente quando conjugada com acao das mi-
croondas. Neste caso, observa-se uma desproteiniza-

RBAC, vol. 36(2), 2004



cdo tdo eficiente quanto a conduzida com o 4cido con-
centrado, mas sem a perda do metal, provavelmente
por esta ocorrer de modo gradual durante a acao das
microondas.

A desproteinizacdo néo é indispensavel para o su-
cesso da analise, entretanto, a analise de amostras des-
proteinizadas aumenta a vida tutil do forno de grafite e
evita a formacéao de residuos carbondceos, provenien-
tes da matéria organica no interior do forno. A forma-
céo destes residuos, que ocorre a cada 20 ou 40 quei-
mas, exige a interrupcéao da andlise, desmonte do for-
no e cuidadosa limpeza do mesmo®.

Célculos

Como as amostras sao diluidas 1:1 com a adicao da
solucdo de TCA para a desproteinizacao, € necessario
calcular a concentracao de Al na amostra original. Este
cdlculo entretanto ndo pode ser feito apenas multipli-
cando por dois o valor encontrado. Ao precipitar, as
proteinas separam-se do sobrenadante, cada uma das
partes obtidas corresponde a uma fracdao do volume to-
tal ocupado anteriormente pelo soro ou plasma (inte-
gral). O volume ocupado pelas proteinas corresponde
a 30% do volume original, enquanto o sobrenadante a
70%°. Como o Al encontra-se apenas no sobrenadante,
o fator de multiplicacédo € 1,7 e néo 2.

Na Tab. IV estao os resultados da andlise das amos-
tras do ensaio interlaboratorial do Centre de Toxicolo-
gie du Quebéc. Pode observar que os resultados en-
contrados estdo dentro dos limites considerados acei-
taveis para o ensaio. Estas amostras ja foram recebidas
na forma de soro, mas sofreram todas as etapas subse-
quentes do protocolo proposto para a analise.

CONCLUSAO

Amostras de sangue para a determinacao de Al de-
vem ser manipuladas com extremo cuidado para evitar
contaminacao por fontes externas. Como o limite de
concentracao de Al no sangue que coloca o paciente
em risco de intoxicacdo é muito baixo, 30mg/L, a con-
taminagao pode levar a resultados falso positivos, e ao
tratamento de pacientes nao intoxicados. E muito im-
portante que as pessoas envolvidas na andlise, enfer-

meiros responsdveis pela coleta e laboratoristas respon-
saveis pala andlise, estejam plenamente conscientiza-
dos da necessidade de seguir todas as etapas do proto-
colo e de que os riscos de contaminacado sao reais.
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no evento e 2 cursos).

4° Prémio - Inscricao no evento.
5° Prémio — Um DVD.

divulgados nos informativos da SBAC.

-l

PREMIACAO PARA O XXXII CBAC/2005

Durante a realizagédo do XXXI Congresso Brasileiro de Analises Clinicas, entre 6 a 10 de
junho de 2004, serao sorteados os seguintes prémios:

1° Prémio — Pacote completo para o XXXII CBAC (passagem aérea de ida e volta, estadia, inscrigao

2° Prémio - Inscrigdo no evento e 2 cursos, além de estadia.
3° Prémio — Inscricdo no evento e 2 cursos.

Para concorrer, o inscrito no congresso devera retirar o cupom de participagéo no estande
da SBAC, preenché-lo e depositar na urna apropriada.

OBS.: Os prémios nao serao cumulativos; portanto, cada participante s6 podera concorrer
com um Unico cupom. Os prémios sdo intransferiveis e os contemplados terdo seus nomes
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Avaliacao da interferéncia in vitro do extrato seco

de berinjela (Solanum melongena L.)
em testes laboratoriais’

In vitro interference evaluation from dry eggplant extract
(Solanum melongena L.) in laboratorial tests

E.G. Brietzig*; M.B. Falkenberg® & S.F.T. Freitas®

RESUMO - Cépsulas com berinjela tém sido usadas para reduzir colesterol. Estudos em animais apontaram signi-
ficativa reducdao do colesterol total ou do LDL-colesterol, contudo, em humanos, os resultados ndo sao conclusivos.
Dada a presenca na berinjela de antocianinas, de comprovada atividade antioxidante, seria possivel estes interferi-
rem em determinacdes laboratoriais. Avaliou-se a interferéncia in vitro nas determinag¢des de glicose, colesterol,
triglicerideos e &cido urico. Os testes foram realizados com extrato seco de berinjela comercial, adicionado a soro
calibrador comercial, em concentracdes supraterapéuticas, e depois em concentracoes terapéuticas para os anali-
tos que apresentaram interferéncia significativa na concentracdo supraterapéutica. Como controles utilizou-se
soro puro e adicionado de amido, quercetina ou solvente. No soro com extrato ndo tratado foram detectadas
interferéncias significativas nas determinacdes de glicose, triglicerideos e AST em concentra¢des supraterapéuti-
cas e para glicose em concentragdes terapéuticas. Noutra etapa, testes foram feitos com o contetido das cdpsulas
apos simulacao de digestdo gastrica, também nas duas concentracdes. Na concentracdo supraterapéutica, detectou-
se interferéncia em todos os analitos e na terapéutica apenas para glicose. Alguns controles apresentaram interferén-
cias ndo esperadas. Os resultados sugerem um potencial de interferéncia analitica para o extrato de comercial de
berinjela, sendo necessarios estudos adicionais com outras preparacdes para uma conclusao definitiva.

PALAVRAS-CHAVE - Berinjela, interferéncia, testes laboratoriais, antioxidantes.

SUMMARY - Eggplant capsules have been used by the population to reduce cholesterol. Studies with animals indicat-
ed significant reduction of total cholesterol or LDL cholesterol, however in humans the results are not conclusive. Due
to the presence of anthocyanins with confirmed antioxidant activity in the eggplant, interference might be possible in
the laboratorial tests. In vitro interference has been analysed on glucose, cholesterol, triglycerids and uric acid deter-
minations. The tests have been performed with commercial dry eggplant extract, added to the commercial calibrator
serum in supratherapeutic concentrations and after that, in therapeutic concentrations for the analytes that presented
significant interference in its supratherapeutic concentration. As a control, pure serum has been used, and then added
starch, quercetin or solvent. In the serum with not treated extract, significant interferences have been detected on
glucose, triglycerids and AST determinations in supratherapeutic concentrations and to therapeutic concentrations on
glucose. In another stage, tests have been performed with the capsules content after a gastric digestion simulation, also
in both concentrations. In the supratherapeutic concentration, interference in all analytes has been detected, and in
the therapeutic concentration, only on glucose. Some controls showed unexpected interferences. The results suggest an
analytic interference potential for the eggplant commercial extract needing additional studies with other preparations
for a definitive conclusion.

KEYWORDS - Eggplant, interference, laboratorial tests, antioxidants.
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INTRODUGCAO

fruto da espécie Solanum melongena L., conhecido

como berinjela, é largamente consumido no Bra-
sil. Também vem sendo utilizado na medicina popular
com finalidade de diminuir o colesterol, embora os es-
tudos de avaliacao destes efeitos em humanos tenham
sido inconclusivos'?. A pele da berinjela contém flavo-
noides sendo o principal, uma antocianina, a nasuni-
na®, cuja potente atividade antioxidante ja foi compro-
vada por diversos estudos®*°.

Em principio, muitos exames laboratoriais sdo de-
terminacdes quimicas, que dependendo do método
empregado, podem sofrer interferéncia analitica, em
maior ou menor grau, de um numero bastante grande

de substancias que, estando presentes no meio reacio-
nal junto com a substancia de interesse, reagem inter-
ferindo na determinac&o®’s®,

Interferéncia analitica pode ser definida como a in-
fluéncia de um fadrmaco ou de seus metabdlitos na ana-
lise de um componente em algum dos estagios do pro-
cesso analitico’. Um exemplo classico deste tipo de in-
terferéncia é o da vitamina C na reacao de Trinderque
€ hoje um método usual para a determinacéao de glico-
se, colesterol, triglicerideos e 4cido urico'.

O método de Trinder'! envolve reacées de 6xido-
reducdo, ou seja, numa das etapas produz-se peroxido
de hidrogénio que, em seguida, oxida um cromogeno
formando um composto corado, que pode ser medido
espectrofotometricamente, sendo a leitura obtida pro-
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porcional ao analito em teste. A interferéncia da vita-
mina C nestas reacoes tem sido explicada por sua ati-
vidade antioxidante que pode ser responsavel pelo
consumo de componentes da reacdo, como, por exems-
plo, pela reducao do per6xido de hidrogénio antes da
sua reacao com o cromogénio; ou por reacgao direta com
o produto corado, reduzindo-o a um composto que nao
absorva cor no visivel'*'®, O uso de acopladores nesta
reacao possibilitou uma maior resisténcia desta aos efei-
tos interferentes de antioxidantes'*, mas ndo eliminou
o problema, como pode ser visto pelos resultados de
estudos de interferéncia com vitamina C na reacao de
Trinder, ap6s o advento do uso destes acopladores®>'*"7,

Noroozi e col.*®* demonstraram que, em concentra-
¢Oes eqliimolares, muitos flavondides apresentam ca-
pacidade antioxidante superior a da vitamina C. Nao
existem estudos sobre a biodisponibilidade dos flavo-
noides da berinjela, porém diversos trabalhos permiti-
ram concluir que flavonoéides, inclusive antocianinas,
sao absorvidos, metabolizados ou simplesmente excre-
tados inalterados pelo homem'?°?1?22 Qutros autores
comprovaram o aumento da atividade antioxidante do
soro de individuos ap6s o consumo de alimentos ricos
em antocianinas. Os resultados foram similares aos ob-
tidos apds a ingestdo de vitamina C, usada no estudo
para comparacao. Assim, concluiu-se que flavondides
alteram a capacidade antioxidante do sangue a seme-
lhanca da vitamina C.

Nao foram encontrados estudos de avaliagdo de in-
terferéncia em exames produzida pelo uso de plantas
ricas em antioxidantes. Porém, uma vez que berinjela,
sobretudo na forma de extrato seco encapsulado, nao
costuma ser considerada como alimento pela popula-
cdo em geral, é possivel que esta seja consumida pelo
paciente durante o periodo de jejum que deve antece-
der a coleta das amostras, vindo a produzir interferén-
cia em determinacoes laboratoriais. Por esta razao, pre-
tendeu-se testar o potencial de interferéncia do extrato
seco de berinjela.

Como néo existe protocolo padrao para este tipo de
testes com extratos de plantas, estes foram realizados
com base num protocolo para farmacos proposto por
Galteau & Siest’. Este protocolo preconiza que testes
de interferéncia devem ser realizados primeiramente
in vitro — pois o conhecimento prévio da interferéncia
analitica deve anteceder os estudos dos efeitos biol6gi-
cos, e com concentracdes elevadas da substancia em
teste (dose téxica ou supraterapéutica). Segundo este
protocolo, quando detectada interferéncia na concen-
tracdo supraterapéutica, um experimento de validacao
deve ser efetuado com a concentracao terapéutica do
farmaco. Além disso, recomenda que a concentracdo
do analito no "pool” de soro em teste seja préoxima ao
nivel que exigiria uma deciséo clinica do médico, ou
seja, proxima ou fora dos limites de referéncia.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizada uma marca comercial de capsulas a
base de extrato seco de berinjela (Laboratério Catari-
nense SA), amido de milho comercial (Quimidrol), pa-
drdo de quercetina (Sigma), soros calibradores comer-
ciais, em nivel patolégico, liofilizados, de origem bovi-
na (Biobrds SA) e reagentes para determinacdes bio-
quimicas da marca Biobras SA. Os testes foram reali-
zados em aparelho de automacédo Cobas mira plus (Ro-
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che Diagnostics) segundo recomendacgoes do fabrican-
te dos reagentes.

A concentracdo de fendis totais do extrato seco co-
mercial de berinjela foi determinada sequndo método
de Singleton & Rossi®.

Foi testado o efeito interferente do extrato seco de
berinjela inicialmente em concentracdes supraterapéu-
ticas (12 e 22 etapas) e apods, em concentracoes tera-
péuticas (32 e 4* etapas) para os analitos que apresen-
taram resultados significativos nas primeiras etapas. A
1% e a 3% etapa foram realizadas com extrato seco dire-
tamente adicionado ao soro. J4 na 22 e 42 etapas, o
extrato seco foi previamente submetido a simulacéo in
vitro do processo de digestdo antes de ser adicionado
ao soro.

Em todas as etapas foram preparados também al-
guns controles: a) soro puro (sem adigdo de substan-
cias), para obtencao dos valores basais; b) de querceti-
na, para comparacao do efeito interferente de um fla-
vonoéide isolado; ¢) de amido, para investigagdo do efei-
to interferente deste que esta presente como excipien-
te nas capsulas com extrato seco de berinjela; d) de
etanol/salina, a quercetina foi previamente dissolvida
em etanol e diluida em salina antes de ser adicionada
ao soro (350 ml da solugéo foram adicionados aos 10ml
de soro), este controle teve o objetivo de compensar a
diluicdao da amostra e/ou de monitorar uma eventual
interferéncia do etanol presente na solucdo de querce-
tina adicionada ao soro.

Embora a mesma marca de soro calibrador tenha sido
utilizada em todas as etapas, néo foi possivel conseguir
o mesmo lote utilizado na primeira para as demais. Isto
ocorreu devido a grande quantidade de soro necessaria
para a diluicao dos extratos para a obtencao das con-
centracoes terapéuticas, uma vez que para se garantir a
exatiddo necessaria na pesagem da pequena quantida-
de de extrato seco a ser acrescentada ao soro, maiores
volumes deste foram requeridos. Assim, a 1?2 etapa foi
realizada com um lote de soro controle (SP1); para as
outras trés, utilizaram-se outros lotes do soro controle -
o mesmo para a 2% e 3% etapa (SP2) e um terceiro para a
42 etapa (SP3).

Para o preparo das amostras, o soro calibrador na 12
etapa foi fracionado em aliquotas, e adicionado de quer-
cetina (SQ,,), extrato seco (SE,) ou amido (SA,), sendo
preparados também como controles: um de quercetina
(CQ,), soro puro (SP1). Na 22 etapa, foram testados
soro com extrato seco tratado (SET,) e como controle:
soro puro (SP2). J4 na 32 etapa, as aliquotas de soro
(SP2) foram adicionadas de quercetina (SQ,), extrato
seco (SE,) ou amido (SA,), sendo preparados controles
de quercetina (CQ,) e soro puro (SP,). Para a 42 etapa,
adicionou-se ao soro (SP3) extrato seco tratado (SET))
e foi utilizado como controle soro puro (SP3).

As concentracoes consideradas neste trabalho como
"terapéuticas"” para a quercetina (52 nM) foram obti-
das a partir da literatura?®. Considerando, entretanto,
a inexisténcia de estudos farmacocinéticos em relacao
a extratos de berinjela, tentou-se estimar a partir da
dose terapéutica indicada pelo fabricante das capsulas
(640 mg/dose) e considerando-se absor¢do rapida e to-
tal dos componentes e a volemia média de um indivi-
duo adulto (5 litros), a concentracdo que se poderia
atingir no sangue. Esta concentracao foi estimada em
0,128mg/mL e a partir deste valor foram calculadas as
quantidades de extrato que seriam adicionadas as amos-
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tras de soro para obter concentracoes aproximadas
aquelas consideradas como terapéuticas. Para as con-
centracdes supraterapéuticas, foi utilizado o fator 10,
conforme preconiza Galteau & Siest’.

Para a preparacdo das amostras com dose suprate-
rapéutica das substdncias em teste obteve-se uma con-
centracao final de 12,8mg de extrato seco/10ml de plas-
ma (SE_); e de 1,57ug de quercetina/10ml de plasma
(SQ,) e, no caso das com dose terapéutica; 1,28ug de
extrato seco/10ml de plasma (SE); e de 0,157ug de
quercetina/10ml de plasma (SQ,). As mesmas concen-
tracoes do extrato seco foram utilizadas para na prepa-
racao do controle com amido.

A preparacao do SET,, foi baseada na metodologia
proposta por Gil-Izquierdo e col?’. Foram utilizados
640mg de extrato seco (uma dose) diluidos em 100ml
de dgua. Para mimetizar a digestao acida (géstrica), o
extrato aquoso obtido foi acidificado com &cido clori-
drico até pH 2,0 e, em seguida, incubado em banho-
maria 37°C com agitacao por duas horas. Para mimeti-
zar a digestdo bésica (intestino delgado), ao extrato
aquoso, que permaneceu no banho-maria, nas mesmas
condicoes da etapa anterior, foi adicionado aos poucos
(durante 30 minutos), bicarbonato de s6dio até alcan-
car-se o pH 5,0. O extrato alcalinizado foi mantido no
banho-maria por mais duas horas. Este extrato foi liofi-
lizado e pesado (170mg), sendo que 17mg foram dis-
solvidos em 50ml de soro calibrador. O SET, foi prepa-
rado diluindo-se o SET_, na proporcao de 1:10 com o
soro calibrador puro (SP2).

As amostras de soro foram preparadas um dia antes
dos testes e refrigeradas até a execucdo dos mesmos.
Aquelas que continham extrato seco ou amido foram
previamente centrifugadas por 5 minutos em 4000rpm
Todas as amostras foram transferidas para cacapas de
amostra para aparelho de automacao Cobas Mira Plus,
sendo que foram preparadas 8 cacapas para cada uma
das amostras em todas as 4 etapas de testes.

Os testes bioquimicos foram realizados em triplica-
ta em cada uma das cacapas, totalizando 24 testes por
amostra, por analito e por etapa. Os analitos dosados
por etapa e por amostras foram os seguintes:

a) glicose, colesterol total, acido urico e trigliceri-
deos nas amostras SP1, SE_, SA,, SQ,, CQ,, e BA,, na
12 etapa;

b) glicose, colesterol total, &cido urico e trigliceri-
deos nas amostras SP2 e SET, na 22 etapa;

¢) glicose nas amostras SP2, SE,, SA, SQ, e CQ,, na
32 etapa e;

d) &cido turico, glicose e triglicerideos nas amostras
SP3e SET,, na 42 etapa.

Os resultados obtidos em cada uma das etapas fo-
ram submetidos a Andlise de Variancia - ANOVA, com
confirmacéao pelo Teste de Scheffeé, em alguns casos,
pelo Teste t de Student complementado pelo teste de
Mann-Whitney.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de fendis totais obtida para o extrato
de berinjela foi de 178,6uM. Uma vez confirmada a
presenca de substdncias fendlicas no extrato seco, os
testes de interferéncia foram realizados.

Na 12 etapa de testes a analise da varidncia foi rea-
lizada comparando os varios grupos em relacdo a cada
analito. A maior significancia estatistica foi obtida para
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a glicose (Tab.I), sendo que houve diferenca significa-
tiva entre todos os grupos, com um valor de F corres-
pondente a 343,21 (p<0,0001). Para confirmar a signi-
ficdncia, foi realizado o teste de Scheffeé (Tab.II), que
também apontou significdncia estatistica (p<0,01) en-
tre todos os grupos.

A adicdo ao soro, tanto de amido (SA), como de ex-
trato seco néao tratado (SE) levaram a uma interferén-
cia positiva para este analito, sendo que essa interfe-
réncia foi estatisticamente maior para o extrato seco que
para o amido.

Jé a adicdo ao soro de quercetina (SQ) ou da mistura
etanol/salina (CQ) provocou uma interferéncia negati-
va em relacao ao soro puro (SP1). A diferenca em rela-
cdo a concentracao determinada de glicose entre o soro
adicionado de quercetina e seu controle também foi es-
tatisticamente significativa, sendo a interferéncia maior
para o controle que para a quercetina. Considerando a
presenca de flavondides no extrato de berinjela, uma
interferéncia negativa seria esperada ja que, conforme
a literatura, antioxidantes podem interferir por varios
mecanismos em reacdes de 6xido-reducdo diminuindo
a concentracdo do produto corado (o qual é proporcio-
nal a concentracdo do analito em teste). A interferéncia
positiva encontrada para o extrato seco poderia ser ex-
plicada, pelo menos em parte, pela presenca de amido
que pode ser hidrolisado pela amilase sérica, levando a
formacao de glicose como um dos produtos®.

A interferéncia negativa verificada para a solucao
de quercetina adicionada ao soro poderia ser explica-
da pelo seu potencial antioxidante, entretanto a inter-
feréncia verificada para o controle (CQ) foi maior do
que a da quercetina (SQ). Isto indica que a interferén-
cia provocada pela mistura etanol/salina (1:25, v/v),
usada como veiculo para o flavondéide, superou a inter-
feréncia da quercetina propriamente dita. Para a pre-
paracgdo das amostras SQ e CQ, houve uma pequena
diluicdo da amostra de soro original, j4 que 10,0 mL de
soro foram adicionados de 0,35 mL de solucao de quer-
cetina em etanol/salina ou do veiculo. A variagdo per-
centual no teor de glicose entre SP1 e SQ foi de apro-
ximadamente 3,7% enquanto entre SP1 e CQ foi de
8,5%. O fator de diluicéo do soro foi de 3,5%, de modo
que apenas a diluicdo da amostra ndo explicaria o efei-
to interferente verificado em CQ. Uma possibilidade

TABELA |
Resultados do teste de Anélise de Variancia, para
comparacdo dos resultados médios de glicose obtidos,
para os b grupos experimentais
na 1° etapa dos testes de interferéncia

Fonte de Variagao S.Q. G.L. Q.M. F.

Entre grupos 12705.77 4 3176.44 | 343.21 (p<0.0001)
Dentro de grupos 323.93 35 9.255

Total 13029.7 39

TABELA I
Comparacdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01)
para os resultados médios de glicose obtidos,
para os b grupos experimentais
na 1° etapa dos testes de interferéncia

Grupos Média
Soro ¢/ extrato seco (SE ) 319.3
Soro ¢/ amido (SA ) 310.9
Soro puro (SP1) 293.6
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ ) 283.0
Soro ¢/ EtOH salina (CQ ) 270.5

Obs.: Houve diferenca estatistica entre todos os grupos.
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seria do efeito ser causado pela presenca de etanol,
que sequndo Holme & Peck® pode reagir com o pero-
xido de hidrogénio, consumindo-o na producéao de ace-
taldeido e 4gua.

Em relacdo ao colesterol, a andlise de variancia
apresentou menor significancia estatistica (Tab.III), sen-
do que na confirmacao pelo teste de Scheffeé (Tab.IV),
encontrou-se equivaléncia estatistica entre os grupos
SA, SE, SP1 e CQ), além de equivaléncia estatistica entre
os trés ultimos e SQ. Em outras palavras, apenas o soro
adicionado de quercetina (SQ) e o soro adicionado de
amido (SA) apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) nesse teste.

Em relacdo ao acido trico, a andlise de variancia
(Tab.V) indicou diferenca entre os grupos, com valor
de Figual a 84,64 (p<0,0001). A confirmacéao pelo tes-
te de Scheffeé (Tab.VI) apontou equivaléncia estatisti-
ca entre SA e SE, além de equivaléncia entre SE e SP1.
Desta forma, comprovaram-se diferencas estatistica-
mente significativas entre a amostra de soro patologico
SP1 e as amostras adicionadas de amido (SA), querce-
tina (SQ) e o controle da quercetina (CQ). O soro adi-
cionado de quercetina (SQ) e seu controle CQ também

TABELA Il
Resultados do teste de Analise de Varidncia, para
comparacdo dos resultados médios de colesterol obtidos,
para os 5 grupos experimentais
na 12 etapa dos testes de interferéncia

Fonte de variagdao S.Q. G.L. Q.M. F.
Entre grupos 1093.37 4 273.34 6.00(p=0.0009)
Dentro de grupos 1594.10 35 45.546
Total 2687.47 39
TABELA IV

Comparacgdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01)
para os resultados médios de glicose obtidos,
para os b grupos experimentais
na 12 etapa dos testes de interferéncia

foram significativamente diferentes entre si. Neste en-
saio, o soro adicionado de extrato (SE) foi o Unico gru-
po experimental que ndo se diferenciou estatisticamente
de SP1. Emrelacdo a interferéncia negativa verificada
para a quercetina e a mistura etanol/salina, o efeito da
diluigéo (3,5%) poderia explicar a redugéo do teor em
SQ (2,9% menor que SP1), mas ndo em CQ (5,6% me-
nor que SP1). Novamente poderiamos supor que o efeito
poderia ter sido produzido pelo etanol.

Finalmente, para os triglicerideos, a analise de va-
ridncia (Tab.VII) também apontou diferenca estatisti-
camente significativa entre os grupos, sendo que pelo
teste de Scheffeé (Tab.VIII) comprovou-se que o soro
calibrador patolégico (SP1) diferiu significativamente
de todos os demais grupos, enquanto para SA e SE,
bem como SQ e CQ entre si, verificou-se equivaléncia
estatistica.

Na determinacao deste analito, tanto a adicao de
extrato de berinjela, como de amido e de quercetina le-
varam a interferéncias estatisticamente significativas.
Novamente, as interferéncias foram positivas para o ex-
trato seco e o amido e negativas para a quercetina e seu
controle. Em relacdao a SP1, a adicao de quercetina e
etanol/salina apresentaram diminuicao na concentracao
de triglicerideos da ordem de 4,0 e 4,2% respectivamen-
te, ou seja, um pouco maior que o fator de diluicéo (3,5%).

Na 22 etapa, foram testadas amostras de soro adicio-
nadas de extrato tratado (simulacdo de digestdo gastri-
ca e posterior liofilizagdo). A andlise estatistica dos da-
dos (Tab.IX) foi realizada pelo teste t e, no caso do co-
lesterol, complementada pelo teste de Mann-Whitney.

Nessa etapa de testes, as diferencas foram estatisti-
camente significativas para glicose, colesterol, acido

TABELA VII
Resultados do teste de Analise de Varidncia, para
comparacao dos resultados médios de triglicerideos obtidos,
para os 5 grupos experimentais

Grupos Média na 12 etapa dos testes de interferéncia
Soro ¢/ amido (SA,) 252.0 Fonte de Variagao S.Q. G.L. Q.M. F.
Soro ¢/ extrato seco (SEy) 251.8 Entre grupos 2805.551 4 | 701.3878 | 90.54 (p<0.0001)
Soro puro (SP1) 247.4 Dentro de grupos 271.1256 35 7.7464
Soro ¢/ EtOH salina (CQy,) 2425 Total 3076.677 39
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ,) 238.6
Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.
TABELA VIII

TABELA V
Resultados do teste de Analise de Variancia, para
comparacdo dos resultados médios de acido urico obtidos,
para os b grupos experimentais
na 1?2 etapa dos testes de interferéncia

Fonte de Variagao S.Q. G.L. Q.M. F.
Entre grupos 4.7759 4 1.194 84.64(p<0.0001)
Dentro de grupos 0.4937 35 | 0.00141
Total5.2697 39
TABELA VI

Comparacgdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01)
para os resultados médios de acido urico obtidos,
para os 5 grupos experimentais
na 12 etapa dos testes de interferéncia

Grupos Média
Soro ¢/ amido (SA ;) 1312 |
Soro ¢/ extrato seco (SE ) 1297 | |
Soro puro (SP1) 1285 |
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQy,) 12.49
Soro ¢/ EtOH salina (CQy,) 12.17

Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.
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Comparacdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01)
para os resultados médios de triglicerideos obtidos,
para os 5 grupos experimentais
na 1? etapa dos testes de interferéncia

Grupos Média
Soro ¢/ amido (SA ;) 279.24 |
Soro ¢/ extrato seco (SE ) 27912 |
Soro puro (SP1) 271.23
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQy,) 260.79 |
Soro ¢/ EtOH salina (CQ,) 26021 |

Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.

TABELA IX
Comparacédo dos valores encontrados no teste ¢ para os
diferentes analitos no soro puro (SP2) e no soro adicionado de
extrato de berinjela submetido a tratamento

Concentracao determinada Valor P
Analito do (significancia
soro tratado soro (SP2) teste para p<0,05)
Colesterol 178,75 182,00 2,66 0,0186
Glicose 237,30 213,90 19,34 < 0,0001
Acido urico 8,20 8,85 3,59 0,030
Triglicerideos 201,00 193,50 3,35 0,0047
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urico e triglicerideos. Para o colesterol, pela variabili-
dade verificada, o programa estatistico utilizado suge-
riu confirmacao pelo teste de Mann-Whitney, cujo re-
sultado (U= 12,5 e U'= 62,5) corroborou a significan-
cia estatistica da diferenca entre o soro tratado (SET) e
o controle SP2 (p = 0,0283). Entretanto, esta diferenca
ndo tem significdncia pratica, ja que pelo coeficiente
de variacado analitica para as dosagens de colesterol,
s6 podem ser considerados diferentes resultados com
diferenga superior a 10%*° e as diferencas verificadas
foram inferiores a 2%.

Para a glicose, tal como para o extrato nao tratado,
verificou-se interferéncia positiva significativa. No tra-
tamento realizado simulando a digestdo géstrica, as
condicdes experimentais podem ter propiciado hidroli-
se 4cida do amido, dando como um dos produtos desta
hidrélise a glicose. Além disso, a hidrolise do amido
pode também ter ocorrido pela agao da amilase séri-
ca®. E possivel que um destes mecanismos tenha con-
tribuido para o aumento nas concentragoes de glicose
que foram detectadas em relacao ao soro calibrador SP2.

Para o acido urico no soro tratado, houve interfe-
réncia negativa, estatisticamente significativa, enquanto
para o extrato nao tratado a interferéncia nao foi signi-
ficativa na confirmacéao pelo teste de Scheffeé. A simu-
lacédo de digestdo géastrica deve ter levado a hidrdlise
também de outras substancias, além do amido, de modo
que os produtos formados poderiam: a) ter sido res-
ponséaveis pela inibicdo de enzimas (uricase ou peroxi-
dase) envolvidas no doseamento; b) ter reagido com o
perdxido de hidrogénio nas condi¢ées do ensaio, dimi-
nuindo a concentracdo de quinonimina formada, c)
desestabilizar o cromdgeno formado. Estas hipoteses
sdo aquelas citadas na literatura como possibilidades
mais plausiveis de interferéncia analitica para o acido
ascorbico em reagoes envolvendo 6xido-reducdo 3141,
De acordo com Seeram & Nair *!, antocianidinas (agli-
conas) tém maior atividade antioxidante que suas res-
pectivas antocianinas (heterosideos). Assim, se consi-
derarmos a possibilidade da nasunina ter sofrido hi-
drélise, o que pode ter elevado sua atividade antioxi-
dante, podemos explicar os resultados obtidos. Além
disso, estudos, como o de Silva e col."”” mostram que
entre os analitos dosados pela reacdo de Trinder, o 4ci-
do urico parece ser mais susceptivel aos efeitos de in-
terferéncia de antioxidantes, o que explicaria a ndo ob-
servacao desta interferéncia nos outros analitos.

Para os triglicerideos no soro tratado houve interfe-
réncia positiva, estatisticamente significativa, da mes-
ma forma que para o extrato ndo tratado. Em termos
percentuais, a interferéncia foi maior para o extrato tra-
tado (+3,9%) que para o nao tratado (+2,9%), entre-
tanto em ambos os casos, a significancia clinica destas
interferéncias é irrelevante com base na variacdo ana-
litica que é de 9%*.

Na 32 etapa, avaliou-se a interferéncia de extrato
de berinjela nao tratado e quercetina em concentra-
coes correspondentes, aproximadamente, aquelas que
seriam encontradas pela ingestdo de capsulas de be-
rinjela na dose indicada pelo fabricante ou alimentos
ricos em quercetina.

Na 1@ etapa do teste, em concentracoes supratera-
péuticas, varios analitos apresentaram interferéncias
estatisticamente significativas, mas em muitos casos,
tais interferéncias analiticas ocorriam também para al-
gum dos controles utilizados (amido ou controle de
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quercetina). Assim, ndo necessariamente essas inter-
feréncias poderiam ser atribuidas a componentes da
berinjela ou a propria quercetina.

Assim sendo, para a 3% etapa testou-se apenas a
potencial interferéncia do extrato seco nao tratado ou
da quercetina em “concentracdo terapéutica” na deter-
minacédo da glicose, ja que apenas para este analito a
diferencga entre o soro com extrato de berinjela nao tra-
tado e o soro puro foi superior a do soro com amido
com relacdo ao soro puro.

A andlise de varidncia (Tab.X) destes resultados
apontou uma diferenca estatistica significativa entre os
grupos testados, com um valor de F = 18,30 (p<0,0001).
A comparacdo dos resultados pelo teste de Scheffeé
(Tab.XTI) confirmou equivaléncia entre SA e SE, bem
como entre os demais grupos.

Assim sendo, para o extrato seco de berinjela (ndo
tratado), em concentracao "terapéutica”, houve inter-
feréncia positiva significativa na determinacéao de gli-
cose, sendo que interferéncia no mesmo nivel foi com-
provada também para o amido. Diferenca desta ordem
poderia ter significancia pratica, para pacientes cuja
glicemia se encontrasse muito préoxima aos limites de
referéncia. Também neste caso, é provavel que a inter-
feréncia positiva verificada se deva a hidrélise do ami-
do pela amilase contida na amostra de soro.

Para as amostras de soro adicionadas de querceti-
na, atingindo concentracdes correspondentes aquelas
consideradas terapéuticas, a determinacao de glicose
nao apresentou valores diferentes estatisticamente do
soro calibrador utilizado (SP2).

Na 42 etapa, foram determinados glicose, &cido uri-
co e triglicerideos no soro adicionado de extrato de

TABELA X
Resultados do teste de Anélise de Variancia, para
comparacdo dos resultados médios de glicose obtidos,
para os 5 grupos experimentais da 3? etapa

Fonte de Variagao s.Q. G.L. Q.M. F.

Entre grupos 393,15 4 98,29 18,30 (p<0.0001)
Dentro de grupos 187,93 35 5,37

Total 581,08 39

TABELA Xl
Comparacdes individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,05)
para os resultados médios de glicose obtidos,
para os 5 grupos experimentais da 37 etapa

Grupos Média
Soro ¢/ amido (SA) 221,54 |
Soro ¢/ extrato seco (SE,) 221,04 |
Soro ¢/ EtOH salina (CQ)) 217,08
Soro ¢/ EtOH quercetina (SQ,) 214,83
Soro puro (SP,) 213,88

Obs.: As colunas indicam equivaléncia estatistica entre grupos.

TABELA XII
Comparacéo dos valores encontrados no teste ¢ para os
diferentes analitos no soro puro (SP3)
e no soro adicionado de extrato de berinjela
submetido a tratamento

Concentragao determinada Valor p

Analito do (significancia

soro tratado soro (SP2) teste para p<0,05
Glicose 206,29 203,83 2,16 0,036
Acido urico 12,28 12,17 1,06 0,294 (NS)
Acido trico 8,20 8,85 3,59 0,030
Triglicerideos 169,08 168,04 1,38 0,174 (NS)
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berinjela tratado, em concentracoes terapéuticas esti-
madas, e no soro patolégico controle (SP3).

A determinacdo do colesterol nao foi incluida nesta
fase uma vez que a interferéncia analitica detectada
em concentracdes supraterapéuticas de extrato (p <
0,05) nao apresentava significAncia préatica. Porém,
embora também néo apresentasse significancia clinica,
a interferéncia verificada para os triglicerideos foi es-
tatisticamente mais relevante (p < 0,01) e entéo, deci-
diu-se incluir este analito nesta fase dos testes. A ana-
lise estatistica dos resultados pelo teste t (Tab.XII) ndo
apontou diferencgas estatisticamente significativas en-
tre os grupos, exceto para a glicose.

Considerando os resultados obtidos neste estudo,
pode-se sugerir que o extrato seco de berinjela, embo-
ra tenha apresentado potencial de interferéncia anali-
tica significativa em algumas determinacoes séricas, ndo
se pode afirmar com certeza que este o seja sob o ponto
de vista pratico. Isto, porque, como vimos, as variacoes
estatisticamente significativas que ocorreram principal-
mente nas concentracoes “supraterapéuticas” estima-
das, podem em alguns casos, estar dentro da faixa de
variacgéo analitica aceitavel para os testes realizados®.

Além disto, observa-se que a maioria dos resultados,
mesmo estatisticamente diferentes entre si, ndo mudari-
am a atitude do médico com o paciente, uma vez que,
do ponto de vista clinico, esses poderiam ser explicados
pela variacao biolégica normal que ocorre nas concen-
tracoes das substancias presentes no sangue. Uma ex-
cecao poderia ser na glicose da 32 etapa, onde a interfe-
réncia produzida pelo amido (adicionado ao soro em
concentragdo terapéutica estimada) poderia provocar um
erro que poderia prejudicar a interpretacdao de um re-
sultado proximo aos limites de referéncia.

Porém, uma vez que as concentracoes testadas fo-
ram apenas estimadas, ndo se conhecendo de fato os
dados relacionados a farmacocinética dos extratos de
berinjela, ndo podemos concluir de forma definitiva em
relacdo ao potencial de interferéncia de seus compo-
nentes. Outro aspecto é o fato de termos utilizado ape-
nas uma unica dose, como base de cdlculo, para a pre-
paracao das amostras acrescentadas de extrato seco,
ndao se levando em consideracao a possibilidade de efei-
tos cumulativos do uso continuo do produto.

Também, nada pode garantir que as reagdes de bio-
transformacéo, que podem ocorrer in vivo nos indivi-
duos que ingerem extrato seco de berinjela, ou mesmo
a fruta in natura, ndo contribuam para o aumento do
potencial antioxidante dos componentes destes mate-
riais e, portanto, ampliem a possibilidade de ocorrén-
cia de efeitos de interferéncia em exames.

De qualquer modo, para concluir de forma mais
definitiva quanto ao potencial de interferéncia analiti-
ca dos extratos de berinjela, seriam necessarios estu-
dos ex vivo com amostras de sangue de pacientes apos
ingestdao de uma ou mais doses dos referidos extratos.
Seria igualmente interessante testar outros tipos de
preparacdes a base de berinjela, assim como alguns de
seus constituintes isoladamente.
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Método de Papanicolaou em material
cérvico-vaginal para a triagem de infeccao por
Candida sp., Trichomonas vaginalis
e Chlamydia trachomatis™

Papanicolaou method in cervical smears to diagnosis of Candida sp.,
Trichomonas vaginalis and Chlamydia trachomatis infections

Andréa Emilia Marques Stinghen®; Aguinaldo José do Nascimento® & Maria Suely Soares Leonart®

RESUMO - O método de Papanicolaou, utilizado na triagem para a detec¢do do cancer cervical, pode ser relevante para o
diagnostico das Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST). O objetivo deste estudo € verificar se o mesmo é til para a detecgdo
de alguns agentes etiologicos de DST. Examinou-se a secre¢do vaginal e o raspado cérvico-vaginal de 223 mulheres atendidas na
Unidade de Satude Jardim Santos Andrade, Curitiba- PR, pelo método de Papanicolaou e por cultura para Candida sp.; por exame
a fresco para T vaginalis e por imunofluorescéncia direta para C. trachomatis. Para a deteccao de Candida sp., o método de
Papanicolaou apresentou sensibilidade e especificidade de 23,3% e 96,8%, respectivamente, em relagdo a cultura, mas apresentou
concordancia de 86,3% com o método de Gram. A sensibilidade e a especificidade do método de Papanicolaou para o diagnostico
de T vaginalis foram, respectivamente, 60 e 99,5% em relacdo ao exame a fresco. A presenca de inclusoes eosinofilicas, usualmente
em células metapldsicas, em 3,7% dos esfregacos cervicais, foi critério sugestivo de infeccéo por C. tracomatis, com sensibilidade e
especificidade de 37,5 e 100%, respectivamente, em relacdo a imunofluorescéncia direta. O método de Papanicolaou foi especifico
na deteccao de infeccdo pelos agentes estudados, porém limitado quanto a sensibilidade. A andlise dos resultados obtidos sugere
que o exame de Papanicolaou pode contribuir na deteccao de casos de DST.

PALAVRAS-CHAVE - Exame de Papanicolaou; citologia cérvico-vaginal, doengas sexualmente transmissiveis, Can-dida sp.,
Trichomonas vaginalis, Chlamydia trachomatis.

SUMMARY - The Papanicolaou method has been used thoroughly as a screening test for the detection of the cervical cancer and
can be an important method for the diagnosis of Sexually Transmitted Diseases (STD). The purpose of this study was to verify if the
Papanicolaou can be used for the detection of different STD-transmitted agents. For that, the vaginal discharge and cervical smears
of 223 patients in the Community Health Unit Jardim Santos Andrade, in Curitiba, PR, Brazil, were examined by the Papanicolaou
method and by culture in Sabourand agar for the diagnosis of Candida sp., by freshly prepared wet mount for T. vaginalis, and by
direct imunofluorescence assay for C. trachomatis. To Candida sp. detection the Papanicolaou method found sensibility and
specificity in 23.3% and 96.8%, respectively, compared with the culture, but 86.3% with Gram method. The sensibility and
specificity figured out for the diagnosis of T. vaginalis were, respectively, 60 and 99.5% when related to the wet mount analysed.
The presence of eosinophilic inclusions, usually in metaplasic cells in Papanicolaou test, observed in 3.7% of the cervical smears,
suggested infection by C. tracomatis and sensibility and specificity was 37.5 and 100%, respectively, when compared to the direct
imunofluorescence test. The Papanicolaou method seems to be quite specific, but limitated to the sensibility. The analysis of results
suggests that the Papanicolaou test can contribute to the diagnosis of STD.

KEYWORDS - Papanicolaou test; cervical smear, sexually transmitted diseases, Candida sp., Trichomonas vaginalis, Chlamy-
dia trachomatis.
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INTRODUGCAO

s doencgas sexualmente transmissiveis (DST) sao
A processos infecciosos causados por um grupo he-
terogéneo de agentes, agrupadas devido a significan-
cia epidemiolégica do contato sexual, embora este nao
seja necessariamente o unico meio de transmissao
(Reese e Betts, 1991). Entre as DST consideradas pela
OMS como de transmissao essencialmente sexual es-
tdo gonorréia, sifilis, cancro mole e linfogranuloma
venéreo, e as de freqliente transmissao sexual, dono-
vanose, herpes genital, condiloma acuminado, trico-
moniase, candidiase, uretrite ndo gonocécica, uretrite

e endocervicite causadas por Chlamydia trachomatis,
hepatite A e B, pitiriase, escabiose, pediculose e Sin-
drome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

A colpocitologia pelo método de Papanicolaou é um
exame de baixo custo, que pode ser empregado tanto
para a pesquisa de malignidade ou de les6es pré-ma-
lignas, como para o rastreio de agentes das DST. O uso
de metodologia diagndstica de rotina em programas
de saude para a pesquisa de agentes microbiolégicos
causadores de DST néao é habitual, sendo o seu trata-
mento realizado com base em dados clinicos ou, mui-
tas vezes, nem realizado. A indicacdo diagndstica de
algumas das DST pelo método de Papanicolaou se dé
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pela identificacdo direta ou por alteragdes citopaticas
provocadas por certos microrganismos, com grau acei-
tavel de sensibilidade e de especificidade, algumas ve-
zes similar, ou mesmo superior a outras metodologias
rotineiras (Moraes Filho e Longatto Filho, 2000).

A candidiase ¢ a infecgdo fungica mais freqiiente
do trato genitourindrio, ocorrendo em geral em pacien-
tes predispostos a um super crescimento de sua pro-
pria microbiota (Moraes Filho e Longatto Filho, 2000;
Kowon-Chung e Bennett, 1992). As Candida sp. estao
amplamente envolvidas em casos de vulvovaginites,
que sao causadas pela C. albicans em aproximadamen-
te 85% dos casos. O restante deve-se principalmente a
Candida glabrata e, raramente, outras espécies, C.
krusei e C. tropicalis (Van Dick et al., 2000).

O Trichomonas vaginalis é um parasita unicelular
flagelado, oval ou piriforme, com tamanho médio de 10um
de comprimento por 7um de largura, que se movimenta
através de 3 a 5 flagelos, e cresce em pH 5,5-6,0. A in-
tensidade da tricomoniase estd diretamente relacionada
as condicoes fisioldgicas do hospedeiro e a microbiota
concomitante. Os parasitas se apresentam isolados, mas
podem formar colénias em infestagcdes severas ou em
pacientes imunodeprimidos (Moraes Filho e Longatto
Filho, 2000; Petrin et al., 1998; Consolaro et al., 1999). A
incidéncia anual de tricomoniase é de 170 milhées de
casos em todo o mundo, e de 8 milhoées nos EUA, com 10
a 50% de casos assintomaticos (Van Der Schee et al., 1999;
Petrin et al., 1999). A infestacao feminina por T. vaginalis
estd relacionada a diminuicdo da acidez com predominio
de uma microbiota mista, em geral composta por cocos e
Leptothrix sp. (Consolaro et al.,1999; Moraes Filho e Lon-
gatto Filho, 2000).

A C. trachomatis é uma bactéria gram negativa, in-
tracelular obrigatoria, que tem sido reconhecida como o
mais comum dos patégenos sexualmente transmissiveis.
Produz uma grande variedade de manifestacoes clini-
cas, dependendo do sorotipo envolvido. (Panuco et al.,
2000). Nos EUA, mais de 650.000 casos foram reporta-
dos em 1999, 3/4 em pessoas com menos de 25 anos. Em
mulheres, a C. trachomatis estd envolvida em casos de
doenca inflamatoria pélvica (DIP), gravidez ectdpica e
dor pélvica cronica (Chan et al., 2000; CDC, 2001) Ape-
sar de 50% dos casos serem assintomaticos, pode gerar
danos irrepardveis as trompas de Falépio, levando a
infertilidade (Paler et al., 2000; Moraes Filho e Longat-
to Filho, 2000). Varias metodologias tém sido descritas
para o diagnéstico da infeccdo pela C. trachomatis e um
resultado confidvel esta diretamente associado a uma
coleta representativa da regiao infectada, no caso de
cervicites, a regido endocervical.

O presente estudo teve o objetivo de investigar a
relevancia da Citologia Cérvico-Vaginal pelo método
de Papanicolaou para a triagem de algumas DST, in-
cluindo infecg¢oes por Candida sp, T. vaginalis e C.
trachomatis, em populacao atendida na Unidade San-
tos Andrade de Assisténcia de Saude Publica da Pre-
feitura Municipal de Curitiba, PR.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana.
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Ap6s consentimento informado, realizou-se a coleta
de material cérvico-vaginal de 223 mulheres atendidas
para exame preventivo de cancer na Unidade de Sau-
de Santos Andrade da Prefeitura Municipal de Curiti-
ba, com idades entre 13 e 70 anos, que freqlientavam o
servigo de Saude regularmente, com arquivos de exa-
mes anteriores e controle de freqtiéncia realizado pe-
los agentes de saude.

Apés a colocacao de espéculo na paciente, coletou-
se secrecdo de fundo de saco posterior da vagina com
swab estéril, confeccionando-se um esfregaco oval e
uniforme, no centro de uma ldmina de microscopia e
diluindo-se o restante em tubo de ensaio com 2 ml de
NaCl 0,85 g/dl, estéril. Apds limpeza prévia da endo-
cérvice com uma gaze estéril, coletou-se secrecdo endo-
cervical pela introduc¢dao de um swab alginatado cerca
de 1cm no canal endocervical, girando-o delicadamente
8 a 10 vezes, e retirando-o sem tocar a parede vaginal.
Para o teste de imunofluorescéncia direta na pesquisa
de C. trachomatis, realizou-se um esfregaco fino e ho-
mogéneo em lamina de microscopia propria, fixando-o
com metanol, e mantendo-o sob congelamento a —20 °C.

Para exame de Papanicolaou, com o auxilio de uma
espéatula de Ayre, raspou-se material de fundo de saco
vaginal em suas laterais e da juncao escamo-colunar
(JEC). Em seguida, com o auxilio de uma escova "cito-
brush”, coletou-se material endocervical, girando-se a
escova delicadamente em um angulo de 360 graus.
Depositou-se os materiais obtidos em duas laminas de
microscopia com movimentos longitudinais, delicada-
mente, procurando nao passar duas vezes pelo mesmo
lugar. Cobriu-se o esfregaco com 2 gotas de polietile-
noglicol a 2%.

Realizou-se o exame a fresco para pesquisa de T.
vaginalis até 90 minutos apds a coleta, colocando-se
50ml da secrecdo vaginal em solugéo salina entre lami-
na e laminula, observando-se ao microscépio de luz,
com aumento de 400X, a presenca dos parasitas de for-
ma ovalada ou arredondada, com motilidade variavel.
Em dias frios, colocou-se o frasco em banho maria a
37°C antes da preparacdo da lamina, para aumentar a
motilidade dos microrganismos.

Fixou-se o esfregaco de secrecao vaginal pelo calor,
a 60 °C ou em chama. Procedeu-se a coloracdo de Gram
com: solugédo de violeta de genciana (1 min), lavagem
com 4gua corrente, lugol fraco 0,6% (1 min), nova la-
vagem e descoloracdo com alcool-acetona (5 seg ou até
que a coloracdo violeta ndo desprendesse mais da la-
mina), solucao de fucsina fenicada (30 seg), lavagem
em agua corrente e secagem ao ar. No exame ao mi-
croscopio de luz (1000X), observou-se elementos leve-
duriformes de Candida sp. gram positivos, sob a forma
de pseudo-hifas, com aspecto de filamentos retos ou
encurvados, de comprimento varidvel, geralmente seg-
mentadas como bambut e/ou células leveduriformes de
forma ovodide ou arredondada, com 3 a 6mm de didme-
tro. Semeou-se a secrecao vaginal em solucao salina,
em meio agar Sabouraud. Observou-se o crescimento
de colonias branco-amareladas e opacas a 37°C (Kwon-
Chung e K. J.; Bennett).

Na pesquisa de C. trachomatis por imunofluores-
céncia direta (IFD) utilizou-se reagentes (Omega Diag-
nostics, Bio-Rad ou Cellabs), seguindo-se as reco-
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mendacdes de cada fabricante. Descongelou-se as 1a-
minas e cobriu-se com 25 a 30 ml de conjugado fluo-
rescente contendo anticorpo monoclonal murino para
C. trachomatis, e incubando-as em camara Umida a 37°C
ou TA (15 a 30 min). Retirou-se o excesso de reagente
por lavagem em PBS pH 7,4 ou agua destilada. Co-
briu-se o material com fluido de montagem e laminula,
pesquisando-se, ao microscopio de imunofluorescén-
cia (sistema de filtro 1 480-490 nm, emissdo média del
510 nm, 400X), a presenca de corpos de incluséao cla-
midiais redondos e de bordos lisos, fluorescentes, de
cor verde-maca brilhante.

Realizou-se a fixacao e a coloracao de Papanicolaou
com reagentes Newprov, de acordo com as recomenda-
coes do fabricante. Montou-se as laminas com Entellan e
laminulas 25X 60 mm. Realizou-se o escrutinio das lami-
nas ao microscopio de luz sob aumento de 100X e 400X.

Os critérios de analise do esfregaco para cada mi-
crorganismo estudado foram:

Candida sp: observou-se pseudo-hifas e células le-
veduriformes de coloracdo résea, refringentes, geral-
mente circundadas por halo claro, isoladas ou em pe-
quenos grupos, na periferia das células ou em acimu-
los junto aos leucocitos e a detritos celulares (Kowon-
Chung e Bennett, 1992).

T. vaginalis: observou-se a presenca de estruturas
ovais, redondas, piriformes ou irregulares, de 10 a 30
mm de didmetro, com citoplasma geralmente cianofili-
co, cinza-azulado ou esverdeado péalido ou arroxeado,
apresentando granulos citoplasmaticos eosinofilicos,
nucleo excéntrico, pequeno, pouco definido, finamen-
te vesiculoso, palido e de aparéncia degenerada, fla-
gelos geralmente mal conservados, confundiveis com
muco, células degeneradas, neutréfilos ou pedagos de
citoplasma (Moraes Filho e Longatto Filho, 2000).

C. trachomatis: observou-se a presenca de fina va-
cuolizacdo intracitoplasmaética, com vacuolos tinicos ou
multiplos, contendo inclusées eosinofilicas, freqliente-
mente uniformes, moldadas ou sobrepostas com bor-
dos ondulados, e circundadas por uma 4rea clara. Ge-
ralmente, tais inclusdes sdo vistas em células metapla-
sicas pavimentosas e em células colunares endocervi-
cais, podendo conferir as células um aspecto rarefeito
(mordedura de traca) (Gupta et al., 1979).

Utilizou-se o método estatistico de acuracia, com os
testes de sensibilidade, especificidade, e taxas de erro
falso positivo e falso negativo para analisar a relacdao
entre os resultados obtidos com o0 método de Papanico-
laou e com os métodos considerados padrdes. Utilizou-
se os testes de concordancia e razdo do teste kappa
para analisar os indices de positividade para compara-
cao entre dois métodos diagndsticos equivalentes. Cal-
culou-se a porcentagem global de concordancia e o in-
dice kappa (Jekel et al., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os casos positivos de infeccao por Candida sp. estao
ilustrados nas Fig. 1 e 2, de infeccao por T vaginalis, na
Fig. 3 e, por C. trachomatis, na Fig. 4.

Para a pesquisa de Candida sp., 220 pacientes fo-
ram incluidas no estudo, obtendo-se 30 (13,6%) culturas
positivas e 190 (86,4%) culturas negativas. Pelo método
de Gram, 14 (6,4%) foram positivas e 206 (93,6%), ne-
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FIG. 1 - Fotomicrografia de esfregaco cérvico-vaginal. Coloracao de
Papanicolaou. Aumento de 400x. Candida spp., células leveduriformes e

pseudo-hifas .
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FIG. 2 - Fotomicrografia de esfregaco vaginal. Coloracao de Gram. Aumento
de 1000x. Candida spp., células leveduriformes e Lactobacillus sp.
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FIG. 3 - Fotomicrografia de esfregago cérvico-vaginal. Coloracao de Papa-
nicolaou. Aumento de 400x. Trichomonas vaginalis.
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FIG. 4 - Fotomicrografia de esfregaco cérvico-vaginal. Coloracao de Papa-
nicolaou. Aumento de 400x. Chlamydia trachomatis.



TABELA |
Resultados positivos e negativos na
comparacdo entre o Método de
Papanicolaou e a pesquisa de
Candida sp, T. vaginalis
e C. trachomatis

TABELA I
Sensibilidade, especificidade, taxas de
erros positivos e negativos para
comparacdo do Método de Papanicolaou
e pesquisa de Candida spp,

T. vaginalis e C. trachomatis

TABELA 11l
Anadlise de concordancia para
comparacao entre o Método de
Papanicolaou e os Métodos de Gram e
a fresco para a pesquisa de Candida
spp.e T. vaginalis, respectivamente

Resultado CA v cT indices CA (%) | Tv (%) | CT (%) Resultado CA Tv
VN 184 214 21 Sensibilidade 233 60 375 Concordancia positiva/positiva 1 5
VP 7 3 3 Especificidade %8 95 100 Discordancia negativa/positiva 2 0
N 23 2 5 Prevaléncia 136 23 37 Discordancia positiva/negativa 3 2
FP 6 1 0 Taxa de erro falso positivo 32 05 0 Concordancia negativa/negativa 203 213

Total 220 220 219 Taxa de erro falso negativo | 76,7 40 625 Total 219 20

CA- Candida spp.; TV-T vaginalis, CT- C. Trachomatis; VN-
valor negativo; VP-valor-positivo; FN-falso negativo; FP
falso-positivo.

CA- Candida sp.; Tv- T. vaginalis,

gativas. O método de Papanicolaou apontou 13 (5,9%)
amostras positivas e 207 (94,1%) negativas. Para a pes-
quisa de T. vaginalis, das 223 pacientes, 220 foram in-
cluidas na pesquisa, sendo que pelo método a fresco, 5
amostras (2,3%) foram positivas e 215 (97,7%), negati-
vas e; pelo método de Papanicolaou, 4 (1,8%), positivas
e 216 (98,2%), negativas. Para a pesquisa de C. tracho-
matis, 219 pacientes foram incluidas, com 8 amostras
(3,6%) positivas e 211 (96,3%) negativas por IFD; e com
3 (1,4%) positivas e 216 (98,7%) negativas pelo método
de Papanicolaou. Os resultados positivos e negativos
para a pesquisa de Candida sp., T vaginalis e C. tra-
chomatis, comparados com o método de Papanicolaou
estdo descritos na Tab. L.

Os dados apresentados na Tab. II mostram a andli-
se comparativa entre o método de Papanicolaou e os
métodos utilizados para pesquisa de Candida sp., T.
vaginalis e C. trachomatis. Para uma prevaléncia de
13,6% de candidiase, o método de Papanicolaou, com-
parado com a cultura para diagndstico de Candida sp.,
apresentou sensibilidade de 23% e especificidade de
97%, com taxa de erro falso positivo de 3,2%, e taxa de
erro falso negativo de 76,7% (Tab. II). No caso de in-
feccdo por T vaginalis, a prevaléncia foi de 2,3%, com
sensibilidade de 60%, especificidade de 99,5%, taxa de
erro falso positivo de 0,5% e taxa de erro falso negativo
de 40%, para o método de Papanicolaou em relacéo ao
exame a fresco. A prevaléncia de C. trachomatis foi de
3,7%, com sensibilidade de 37,5%, especificidade de
100%, taxa de erro falso positivo zero e taxa de erro
falso negativo de 62,5% para o método de Papanico-
laou, quando comparado a IFD (Tab. II).

Na comparacéo entre o método de Papanicolaou e o
métodos de Gram, para o diagnéstico de Candida sp,
observou-se uma porcentagem global de concordancia de
97,7%, com um indice kappa de 80,3%; e, entre o método
de Papanicolaou e a fresco, para o diagnéstico de T. vagi-
nalis, a porcentagem global de concordancia foi de 99,1%,
e o indice kappa encontrado foi de 82,5% (Tab. III).

A baixa sensibilidade observada para o método de
Papanicolaou na identificacdo de Candida sp. é devi-
da a deteccdo de concentracdes muito baixas de orga-
nismos vidveis no material de cultura, método conside-
rado padrao para o diagnoéstico. Porém, cabe ressaltar
que nem sempre uma cultura positiva indica infeccao,
levando-se em consideracdo que este microrganismo esta
presente em 50% das mulheres com microbiota vaginal
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normal, e que a

CA- Candida spp.; Tv-T. vaginalis CA - Percentagem global
de concordancia - 97,7%; kappa, 80,3% Tv - Percentagem
global de concordancia, 99,1%; kappa, 82,5%

TABELA IV
Porcentagem global de concordancia

prese’nga apenas entre os observadores ae b e a

de células leve- observadora AEMS, em relacdo a

duriformes nao é identificacdo de microrganismos, e/ou
fi téria d seus efeitos citopaticos, na revisdo de

con r{na oria de 99 laminas de material cérvico-vaginal

infeccdo (Moraes ”

! servadores
Filho e Longat- — " 5
to Filho, 2000). erorganismos
Ao se analisar Candida spp. 918 »9
dados obtidos em —
alguns estudos G. vaginalls 87 | 909
anteriores, sobre Mobiluncus spp. %9 %0
a prevaléncia de ‘ —
infeccdo por Can- Trichomonas vaginalis 90 %0
dida sp, que fo- HPV %9 | %0
ram de 6,1% em
Curitiba (Moraes Gardnerella/Mobiluncus 979 99,0

Filho, em 1994),

41,8% em gestantes, em Brejo-CE (Lucena et al., 1999),
e 3,05%, na Eslovénia (Takac, 1998), pode-se observar
uma grande variabilidade que, possivelmente, se deve a
diferencas entre as populacoes estudadas, mas também
poderia ser atribuida a variacées na metodologia de cole-
ta, forma de escrutinio dos esfregacos e critérios morfolo-
gicos para a identificacdo dos organismos fungicos.

A prevaléncia do T vaginalis descrita na literatura
é bastante variavel: Tafuri e Raso, 1991; 3,4% a 14,8%;
Alvarenga et al., 1998; 8,7%; Lucena et al.,1999; 5,4%,;
Franklin e Monif, 2000; 12,6%; Sardana et al., 1994;
5,1%, e Moraes Filho, 1994; 4,2%.

A citologia pelo método de Papanicolaou para o diag-
noéstico de T vaginalis mostrou-se altamente especifi-
ca (99,5%). A sensibilidade observada, de 60%, foi con-
cordante com a relatada por Ohlemeyer et al. (1998),
em adolescentes de St. Louis e Kansas, EUA, de 56%.

A prevaléncia de C. trachomatis na populacéo estu-
dada foi de 3,7%. Estudos demonstram que a preva-
léncia deste microrganismo na populacao varia confor-
me os diferentes niveis socio-econémicos (Raddi et al.,
1992; Edelman et al., 2000; 2 a 23%, Passos et al., 1994;
4%, Quinn et al., 1987, 21% e 18,5%; Masatoshi et al.,
2000; 20 a 30%; Maeda et al., 1991; 35,7%).

No presente estudo, os efeitos citopaticos sugestivos
de infeccao por C. trachomatis foram identificados em
1,4% das pacientes pelo método de Papanicolaou, e em
3,7%, por IFD. Forster et al., (1985) identificaram C. tra-
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chomatis em 37% de suas amostras por IFD e, em 13%,
pelo método de Papanicolaou. Geerling et al. (1985),
detectaram inclusées clamidiais em 10% dos esfregacos
citolégicos em uma primeira leitura e, apés revisao das
laminas, com conhecimento dos resultados de cultura
positivos, observaram-nos em 23% dos mesmos. Cam-
pos et al. (1986), identificaram alteracoes citoldégicas
sugestivas de infeccdo em apenas 0,16% dos esfregacos
cervicais. Maeda et al. (1987) identificaram inclusoes
clamidiais em 46% dos esfregacos corados por Papani-
colaou e, em 66% dos casos por IFD, em amostras de
pacientes para realizacdao do exame preventivo. Cavali-
erietal. (1989) obtiveram 9,3% de amostras positivas no
exame citologico e 20,4%, por IFD. Pantco et al. (2000)
identificaram C. trachomatis em 3,2% dos esfregacos.

E importante que os citologistas estejam devidamen-
te treinados para observar ndo somente os processos
pré-malignos e malignos do epitélio cérvico-vaginal,
mas também a presenca de microrganismos ou de seus
efeitos citopéaticos que possam levar a diferentes esta-
dos mérbidos, ou mesmo contribuir potencialmente para
o desenvolvimento de doencas malignas. O método de
Papanicolaou esta sendo gradativamente incorporado
a rotina da saude publica brasileira e pode contribuir
de forma substancial para o diagnoéstico das DST.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que,
como método de triagem para a pesquisa de Trichomo-
nas vaginalis, Candida sp. e Chlamydia trachomatis,
o método de Papanicolaou apresentou elevada especi-
ficidade, apesar de ser limitado em relacdo a sua sen-
sibilidade. Estudos adicionais devem ser realizados,
procurando-se aprimorar os critérios citologicos utili-
zados e testando-se um maior numero de casos. Os
resultados obtidos sugerem que o exame de Papanico-
laou pode contribuir na deteccao de casos de DST na
populacao feminina.
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Otimizacao da deteccao do polimorfismo
Ala 677 — Val do gene que codifica a
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)"

Optimization of methylenetetrahydrofolate reductase C677T polimorphism detection

Darlene Camati Persuhn?, Sandra Soares Melo? Carlos Leonardo Maccagnan Pinheiro Besen®,
Fabiano Sansao? & Iriane Eger Mangrich®

RESUMO - A mutacédo (C677T) no gene que codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) tem
sido associada a hiperhomocisteinemia e, possivelmente, ao risco elevado para doencas vasculares. O objetivo
deste trabalho foi otimizar sua deteccao por PCR para faciliar estudos populacionais. Foram testadas metodolo-
gias alternativas de purificacdo do DNA gen6émico humano e os resultados obtidos permitiram padronizar uma
técnica com reducédo de reagentes para extracdo de DNA por precipitacdo com NaCl. Foram realizados experimen-
tos variando a concentracdo dos componentes da reacdo de PCR que permitiram definir que reacdes contendo
metade do volume inicial de deoxinucleotideos e iniciadores (primers), assim como 0,5U de Taq DNA polimerase
produzem essencialmente a mesma quantidade de amplificado que a reacéo anteriormente utilizada. Testou-se
ainda, a reducgao do volume da reacdo de PCR com objetivo de utilizar o produto de amplificacdo diretamente para
digestdo com a enzima Hinfl, evitando, assim, etapas de pipetagem que acarretam em risco de contaminacéo.
Obteve-se sucesso com 15 mL de volume final, o que permitiu a utilizacdo do sistema de PCR completo para
digestdo do produto amplificado. A importancia deste estudo pode ser justificada pela significdncia que as doencas
vasculares apresentam em termos populacionais e por este polimorfismo estar potencialmente relacionado com o
risco de DAC (doenga artério-coronariana) precoce.

PALAVRAS-CHAVE - Metilenotetrahidrofolato redutase, C677T, PCR.

SUMMARY - A common mutation C677T in methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene, involved in the
metabolism of homocysteine, has been suggested to play a role in increasing cardiovascular disease risk. In order to
facilitate to get population data studies, the objective of this work was improve its PCR detection. Leucocytes DNA
purification alternative protocols were tested and a new low cost method of NaCl precipitation was developed. The
composition of PCR mixture was also tested and we defined that the concentration of deoxynucleotides, primers and
Taq DNA polimerase could be reduced in a half. The final volume of PCR mixture was reduced to 15mL, allowing the
utilization of the same tube to amplification and Hinfl digestion processes, avoiding extra steps. The significance of
cardiovascular disease in populational data and the possibility of involvement of this mutation as risk factor of

precocious ACD (arterial cardiovascular disease) justify this work.
KEYWORDS - Methylenetetrahydrofolate reductase, C677T, PCR.
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INTRODUCAO

hiperhomocisteinemia (elevacdao de homocisteina

no plasma), tem sido reconhecida como um fator
de risco para o desenvolvimento de doencas macrovas-
culares - doenca cerebral, coronariana e arterial peri-
férica (Munshi et al., 1996). As manisfestacoes clinicas
da hiperhomocisteinemia grave incluem anormalida-
des neurolégicas, retardo mental, episédios recorren-
tes de tromboembolismo e doencgas vasculares na in-
fancia (Kang, 1996).

Existem varios fatores que influem nas concentra-
coes de homocisteina. Suas concentracoes aumentam
gradativamente em individuos idosos quando compa-
rados a individuos adultos de meia-idade, fato este que
pode ser explicado pela diminuicdo da producao ou da
atividade enzimdtica para o metabolismo da homocis-
teina, além da diminuicdo da biodisponibilidade de
vitaminas como a B, e a B,, ou folato, ou também mu-

lheres com diminuicdo hormonal p6s-menopausa po-
dem explicar este fendmeno (Folson et al., 1998).

Vérias formas de hiperhomocisteinemia sdo causa-
das por defeito(s) genéticos ou ndo genéticos, ou pela
combinacdo de ambos fatores (Tab. I).

O polimorfismo C677T no gene da MTHER foi des-
crito em 1995 por Frosst e colaboradores. Estes mes-
mos autores demonstraram que a mutacao reduziu a
atividade enzimatica da MTHEFR e estava associada com
concentragdes plasmaticas elevadas de homocisteina.
O papel desta mutacao na predisposicao a aterosclero-
se foi estudado posteriormente e o relato mostrou que
houve uma maior freqiiéncia do polimorfismo C677T
dentre os 60 pacientes com aterosclerose prematura em
relacdo ao grupo controle (Kluijtmans et al., 1997).
Varios outros estudos envolvendo a avaliacdo da pre-
valéncia deste polimorfismo e seu envolvimento com
predisposicao a doencas foram realizados (Arai et al.,
1997, Kluijtmans et al. 1997, Rady et al., 2002) e os
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TABELA |
Etiologia da hiperhomocisteinemia genética e ndo-genética

A - Hiperhomocisteinemia B - Hiperhomocisteinemia

genética nao-genética (nutricional)
Deficiéncia da atividade Diminuicéo da atividade da
da cistationina sintetase: sintetase devido & baixa
mutagGes homozigoticas concentragao de
e heterozigoticas piridoxina sérica

Deficiéncia da metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR):
mutacdo severa heterozigotica e
homozigotica e MTHFR termolabil
Deficiéncia da metionina

sintetase devido
a deplecao de metilcobalamina

Diminuicéo da atividade da MTHFR
devido a baixas concentragoes
séricas de folato
ou tetrahidrofolato

Diminui¢ao da metionina sintetase
devido a baixa concentragéo
de B,, sérica

Diminuigao da metiltransferase
homocisteina-betaina devido
a baixa concentragdo de colina

Sintese aumentada de
homocisteina devido
a altaingestédo de metionina

Fonte: KANG, 1996

resultados mostraram que existe grande variabilidade
de ocorréncia em diferentes grupos étnicos assim como
exibiram discussoes controversas relativas ao seu real
envolvimento como fator de risco genético para doen-
cas vasculares.

A metodologia para deteccao do polimorfismo Ala677
—Val do gene que codifica a enzima metilenotetrahi-
drofolato redutase ja foi descrita (Arruda et al., 1997),
no entanto, um dos principais fatores da restricao de
sua utilizacdo é o elevado custo dos reagentes e conse-
quentemente do exame. Assim, padronizacdo de uma
técnica rédpida e barata de extracdo do DNA e de am-
plificacao do fragmento gene que codifica a enzima me-
tilenotetrahidrofolato redutase é de grande interesse
para a realizacao de triagens populacionais.

CASUISTICA E METODOS

Selecao de pacientes

Para a caracterizagcdo genotipica, participaram do
estudo pacientes com Diabetes mellitus Tipo 2, assisti-
dos pelo Programa de Diabetes e Hipertensao da Uni-
dade de Saude e Saneamento — Balnedrio Camborit —
SC. Amostras de DNA de pacientes com genoétipos he-
terozigoto foram selecionados e utilizados no estudo
de otimizacdo da detec¢ao do polimorfismo C677T.

Anteriormente a coleta de dados, todos os pacientes
foram informados sobre a finalidade do estudo e sobre
os procedimentos experimentais que participaram, sen-
do solicitado as suas assinaturas em um termo de con-
sentimento pds-informacao.

. O presente trabalho foi aprovado pela Comissao de
Etica para Pesquisas em Humanos da Universidade do
Vale do Itajai — SC.

Purificacdo de DNA de leucécitos humanos

Ap6s centrifugacao de 1,5mL de sangue periférico
coletado em presenca de EDTA (3minutos, 5.000rpm),
o tapete de leucocitos resultante foi recolhido em tubo
plasticolimpo de 1,5mL. As células foi adicionado 1,0mL
de tampao de lise I. A mistura resultante foi centrifu-
gada por 5 minutos, 5.000rpm, ressuspensa em 250uL
de tampao de lisell e 5uL. de SDS 20%. Apds homogei-
nizacao em vortex, adicionou-se 100uL de NaCl satu-
rado. A mistura foi novamente homogeneizada em vor-
tex e centrifugada por 3 minutos, 5000rpm. O sobrena-
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dante resultante foi recolhido em tubo limpo. Adicio-
nou-se 300uL de isopropanol absoluto. O DNA foi cen-
trifugado por 5 minutos, 5000rpm e lavado duas vezes
com solucdo de etanol 75%. Apds 12h em repouso a
temperatura ambiente, o DNA foi hidratado com 50uL
de agua ultra pura autoclavada. Utilizamos 5uL de
amostra nas reacoes de amplificagdo (metodologia mo-
dificada a partir de Miller et al., 1988).

Tampao de Lise I

¢ (0,3M de Sacarose (PM=342,3)

e 10mM Tris-HCI (pH=7,5)

e 5mM MgCl

o Triton x-100 1%

e Estocado em recipiente ambar,
sob refrigeracao (4°C)

Tampao de Lise II

¢ 0,075M NaCl

¢ 0,024M Na-EDTA

e pH = 8,0, ajustado com NaOH

e Estocado a temperatura
ambiente

Amplificacao por PCR de um fragmento do gene que codi-
fica a enzima MTHFR e que compreende o local da muta-
cao C677T

Modificou-se a composi¢do do sistema de PCR, tanto
na concentracao de reagentes quanto no volume final
de reacao.

A reacao original utilizava 2puL de solucao de DN-
TPs (solugdo estoque 5mmol/L), 1puL de cada primer
(solucdo estoque 10pmol/uLl), 1,5uL de solucédo de
MgCl, (solucao estoque 50mmol/L), 2,5uL de tampéao
de Taq DNA Polimerase (fornecido pelo fabricante da
enzima), 1U de Tag DNA Polimerase e 2,5uL. de DNA
purificado conforme descrito por Miller e colaborado-
res (1988) num volume final de 25uL. O sistema era
incubado por 3 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos
de incubacdo a 94°C (um minuto), 55°C (um minuto)
e 72°C (dois minutos), além de uma etapa extra de
extensao de 5 minutos. Para diagnosticar o polimor-
fismo C677T, o fragmento de 198pb obtido necessita
ser digerido com enzima Hinfl. Oito microlitros do
amplificado foi recolhido em novo tubo plastico ao qual
foi adicionado tampéao e enzima Hinfl (1U) além de
adgua suficiente para completar 15uL. O sistema foi
incubado a 37°C por 12 horas e o produto analisado
em gel de eletroforese em poliacrilamida 7% ou aga-
rose 1,5%.

A fim de reduzir custos e etapas de pipetagem, tes-
tamos diversos sistemas alternativos até chegarmos ao
que produziu resultados satisfatorios: 1uL de solucéao
de DNTPs (Gibco-BRL), 0,5uL de cada primer (Gibco-
BRL), 1,5uL de solucdo de MgCl,, 1,5uL de tampéo de
Taq DNA Polimerase (fornecido pelo fabricante da en-
zima), 0,5U de Taq DNA Polimerase (Life Technolo-
gies) e 1,5uL de DNA purificado conforme descrito num
volume final de 15puL. O sistema de incubacéao foiidén-
tico ao citado acima. Para a digestdo com a enzima HinfI
(Gibco-BRL), bastou adicionar ao tubo onde foi reali-
zada a amplificacdo uma mistura contendo enzima, tam-
péo e agua totalizando um volume final de 20uL.

RESULTADOS

As reacoes de amplificacdo do fragmento de 198pb
correspondente a regido do gene da MTHFR que com-
preende o polimorfismo C677T foram conduzidas con-
forme descrito em Materiais e Métodos. O volume fi-
nal das reac¢oes foi 15uL, contendo 1,5uL de DNA; 1,0uL
de DNTPs; 1,5uL de MgCl2; 1,5uL de tampéao de Taq
DNA Polimerase; 0,5uL de primers (1 e 2); 0,5U ou 1,0U
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de Taq DNA polime-
rase.

e Linha 1: marca-
dor de peso molecu-
lar (100pb).

e inha2:1,0Ude
Taq DNA polimerase.

e linha 3:0,5U de
Taq DNA polimerase.

Asreacoes de am-
plificacao do frag-
mento de 198pb cor-
respondente a regiao
do gene da MTHFR
que compreende o
polimorfismo C677T
foram conduzidas
conforme descrito em
Materiais e Métodos.
O volume final das
reacoes foi 15uL, con-
tendo 1,5uL. de DNA;
1,0unL de DNTPs;
1,5uL de MgCl2;
1,5uL. de tampéao de
Taq DNA polimerase;
0,5uL de primers (1 e
2); 0,5U de Taq DNA
polimerase. Linhas 1
e 2: controles contendo DNA amplificado e digerido
conforme metodologia anterior a modificagao.

¢ Linha 1: amostra 1 de DNA heterozigoto amplificada.

e Linha 2: amostra 1 de DNA heterozigoto amplificada
e digerida com HinfI.

¢ Linha 3: amostra 2 de DNA heterozigoto amplificada.

¢ Linha 4: amostra 2 de DNA heterozigoto amplificada
e digerida com HinfI.

198pb —>

FIG. 1: Teste de reducao da concentracao
de Taq DNA polimerase

i e
FIG. 2 - Teste de reducao de volume e
digestao com Hinfl

¢ Linha 5: amostra 3 de DNA heterozigoto amplificada
e digerida com HinfI.

¢ Linha 6: amostra 3 de DNA heterozigoto amplificada.

A Fig. 1 apresenta o resultado da amplificacao do
fragmento de 198pb do gene da MTHFR utilizando o
sistema com concentracoes reduzidas de reagentes e
volume final de 15 microlitros na presenca de 1,0 ou
0,5 unidade de Tag DNA polimerase, mostrando que
houve sucesso em ambas as reagoes de amplificacao.
Para testar a eficiéncia da digestdo com a enzima
Hinfl, submetemos o material amplificado em volume
final de 15uL a digestdo no mesmo tubo da amplifica-
cao conforme descrito na metodologia. Utilizamos so-
mente DNA de pacientes previamente diagnosticados
como heterozigotos para evidenciar o resultado, uma
vez que no homozigoto normal, ndo ocorre digestao do
fragmento de 198pb, e no DNA portador de alelo alte-
rado, o fragmento é digerido e gera duas bandas: 175 e
23 pares de base, conforme aparecem na Fig. 2, mos-
trando o sucesso da reacao e da digestao.

DISCUSSAO

A técnica de purificacdo de DNA adaptada de Miller
et al. (1988) mostrou-se efetiva. A vantagem desta em
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relagdo a original € a utilizagdo de um volume reduzido
de amostra e de reagentes.

A otimizacdo da composicao do sistema de PCR mos-
trou que é possivel reduzir a quantidade de reagentes
de alto custo da reacao, inclusive da enzima Taq DNA
polimerase mantendo a capacidade de amplificacao e
reduzindo os custos da andlise. Além disso, os experi-
mentos com volume final reduzido da reacdo de PCR
permitiram economizar uma etapa de pipetagem e utili-
zacao de tubos plasticos para a digestdo com a enzima
Hinfl. A visualizacdo de duas bandas apés digestdo com
a enzima na Fig. 2, demonstra que o processo de iden-
tificacdo do polimorfismo nao foi prejudicado pelas mo-
dificacoes efetuadas.

CONCLUSAO

Através do protocolo estabelecido neste trabalho é
possivel realizar o dobro de andlises de identificacdo
do polimorfismo C677T da MTHFR com a mesma quan-
tidade de reagentes, sem prejuizo na qualidade de in-
terpretacao.
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Artigo de revisao

Aconselhamento ao paciente infectado pelo virus

linfotropico de células-T humanas do tipo I e Il (HTLV-IM)

Advicing to human T-cell lymphotropic virus type | and 1l (HTLV-I/ll) infected persons

Fred Luciano Neves Santos”

RESUMO - Individuos com resultados positivos para HTLV-I/II devem receber informac¢ées adequadas sobre as
vias de transmissao do virus, doencgas associadas, possibilidade de desenvolvimento de doencas e que estes virus néo
provocam AIDS. Aconselha-se que o portador desta infecgdo seja instruido a compartilhar esta informacédo com os
profissionais de saude aos quais procuram auxilio, ndo doar sangue, sémen, 6rgdos ou tecidos, ndo compartilhar
seringas ou similares, utilizar pres,ervativos de latex e ndo amamentar, embora o risco de transmissdao do HTLV-II
por esta ultima via seja incerta. E recomendado que os individuos infectados realizem uma avaliagdo médica
rotineira, incluindo exame fisico, neurolégico e avaliacdo hematoldgica. Os individuos que desenvolverem alguma
doenca devem ser encaminhados a médicos especializados para receber tratamentos individualizados.

PALAVRAS-CHAVE - HTLV-I/II, transmissao, patologias, diagnostico, aconselhamento.

SUMMARY — HTLV-I/II infected persons should be informed about modes and efficiency of transmission, disease
association, the probability of developing disease and should know that HTLV is not the AIDS virus. These individuals
should be advised to share the information with their physician, avoid donating blood, semen, body organs or other
tissues, sharing-needles or syringes with anyone, consider the use of latex condoms and breast-feeding infants, al-
though the risks of HTLV-II transmission by this way is unknown. A periodic medical evaluation of HTLV-I and/or HTLV-
II-infected persons is recommended, including a physical, neurological and a complete blood count peripheral smear
examination. Individuals with any disease associated to HTLV-1 should be conducted to experts to receive individua-

lized treatments.

KEYWORDS - HTLV-I/11, transmission, pathologies, diagnostic, recommendations.

/

INTRODUGCAO

virus linfotropico de células T humanas do tipo I
O (HTLV-I) e tipo IT (HTLV-II) foram os primeiros
retrovirus humanos descobertos®*%, Ambos pertencem
a sub-familia oncovirionae e sdo capazes de transfor-
mar linfécitos in vitro, imortalizando-os. Nao sao rela-
cionados ao virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV-
1 e HIV-2), os quais pertencem a sub-familia lentiviri-
nae e causam a sindrome da imunodeficiéncia adqui-
rida (AIDS ou SIDA). O HTLV-I diferencia-se do HTLV-
IT principalmente por uma seqiiéncia genémica deno-
minada pX que, no entanto, sdo homologas em 60%. O
HTLV-I e o HTLV-II tém propriedades biolégicas simila-
res e tropismo para linfécitos T*'>?', porém o HTLV-I in-
fecta preferencialmente linfocitos T CD4+, enquanto o
HTLV-II tem tropismo para linfécitos T CD8+, com efeito
hematoldgico diferente do HTLV-I*,

O objetivo deste trabalho foi levantar aspectos rele-
vantes quanto as possiveis vias de transmissdo do HTLV-
I/II, patologias associadas a estes dois virus, diagnosti-
co laboratorial e, principalmente, recomendacoes que
devam ser consideradas pelos profissionais de saude ao
trabalharem com individuos infectados pelo HTLV-I/II.

Vias de transmissao

A transmissao do HTLV-I ocorre, principalmente,
por trés vias:

a) horizontal (contato sexual), a qual parece ser mais
freqliiente do homem para a mulher do que o inverso.
Em um estudo realizado no Japdo, durante um perio-

do de 10 anos, foi demonstrado que a eficiéncia da
transmissdo sexual de homens para mulheres é de cer-
ca de 60.8%, comparado com menos de 1% da trans-
missdo da mulher para o homem?. Em outro estudo, a
presenca de anticorpos para a proteina Tax no homem
foi associada a uma transmissao sexual para sua par-
ceira®. Na Jamaica, ulceras genitais nos homens foram
identificadas como fatores predisponentes para a in-
feccao pelo HTLV-I através da relagdo sexual®'. Nos
Estados Unidos, cerca de 25 a 30% de parceiros(as)
sexuais de doa-dores(as) de sangue infectados(as) sao
soropositivos(as)®"®. Presume-se que a infec¢do adqui-
rida através da atividade sexual ocorra em conseqiién-
cia de linfécitos infectados presentes no sémen e na
secrecdo vaginal®*;

b) vertical (da mdae para o filho), caracterizada por
transmissdo transplacentdria, durante o parto ou pela
amamentacdo**®. No entanto, a via mais importante ¢ a
amamentacdo. Em 4reas endémicas para o HTLV-I,
aproximadamente 25% dos recém-nascidos amamen-
tados por méaes infectadas pelo HTLV-I adquirem o vi-
rus. Alguns estudos sugerem que esta transmissao pode
estar associada a presenca de anticorpos maternos para
a proteina Tax %, uma proteina transativadora do virus, ou
maes com elevados titulos de anticorpos anti-HTLV-1'%, En-
tretanto, a utilidade clinica desses marcadores ainda nao
estd bem definida. A transmissdo intrauterina ou peri-
natal pelo HTLV-I também pode ocorrer, mas com uma
freqiiéncia bem menor que a transmissdo através do
aleitamento materno. Takahashi e colaboradores, em
1991, observaram que cerca de 5% das criancas nao
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amamentadas e nascidas de maes infectadas pelo
HTLV-I adquiriram a infeccao™®; e

c) parenteral, ocorre através da transfusdo de san-
gue contaminado e seus produtos, bem como uso de
seringas contaminadas. Entretanto, a transmissdo do
HTLV-I é menos freqliente que a do virus da imunode-
ficiéncia humana (HIV) devido a baixa carga viral e a
infeccao ser dependente do contato célula-célula*. A
transmissdo do HTLV-I através de sangue contamina-
do ou de seus derivados (concentrados de eritrécitos,
leucécitos ou plaquetas) ocorre através de transfusao
sanguinea, mas nado através de plasma dos individuos
infectados pelo HTLV-I’. Em 4reas endémicas, taxas
de soroconversao de 44 a 63% foram relatadas em re-
ceptores de componentes celulares infectados pelo
HTLV-I*"%5, Nos Estados Unidos, essas taxas sdo de
aproximadamente 20%>. A probabilidade de transmis-
sdo através do sangue total ou concentrado de células
vermelhas parece diminuir com aumento do tempo de
estocagem: este achado foi atribuido a deplecédo de cé-
lulas infectadas, presumivelmente dos linfdécitos T'*%,
O compartilhamento de seringas contaminadas é uma
importante rota de transmissao tanto do HTLV-I/II quan-
to do HIV-1, HIV-2 e do virus da hepatite B entre os
usudrios de drogas.

O HTLV-II parece ser transmitido da mesma forma
que o HTLV-I. No entanto, muito pouco é conhecido
sobre os modos a e eficiéncia da transmissao deste vi-
rus. Em 1992, Kaplan e colaboradores, ao avaliarem
vinte recém-nascidos ndo amamentados e filhos de maes
infectadas pelo HTLV-II, demonstraram pouca eficién-
cia de transmissdo por esta via?’, apesar do virus ja ter
sido detectado no leite materno'’. O HTLV-II pode tam-
bém ser transmitido por via sexual' e por transfusao
de sangue ou por hemoderivados'®**. Assim como para
o HTLV-I, a possibilidade de transmissao por concen-
trado de eritrécitos também diminui com o aumento do
tempo de estocagem do material®. A alta prevaléncia
entre usudrios de drogas ocorre devido ao compartilha-
mento de seringas contaminadas®'.

Da mesma forma que o HIV, o HTLV-I/II néo é trans-
mitido por contato casual. Entretanto, profissionais da area
de saude devem ser precavidos ao manipularem o san-
gue de pessoas infectadas pelo HTLV-I/II, utilizando téc-
nicas de biosseguranca para evitar exposicdo percutanea
a este material. Em um estudo realizado no Japao, em
1990, Katoaka e colaboradores observaram a soroconver-
sdo de somente um profissional de satide que se aciden-
tou com uma agulha contaminada com o sangue de um
paciente com leucemia/linfoma de células T do adulto®.
No entanto, ndo foi observada soroconversao em 31 pro-
fissionais que se expuseram ao material contaminado pelo
HTLV-I através ferimentos superficiais’.

Doencas associadas ao HTLV-I/ll

O HTLV-I é o agente etiolégico da leucemia/linfoma
de células-T do adulto (LLTA)* e da paraparesia espas-
tica tropical ou mielopatia associada ao HTLV-I (PET/
MAH)'*#%, Est4 associado também a outras condicoes
clinicas como artropatias®, polimiosites*’, uveites®, der-
matite infectiva®?, sindrome de Sjogren®, dentre outras.
As diversas manifestacoes clinicas podem depender do
tipo e magnitude da resposta imune do hospedeiro para
os antigenos do HTLV-I e do local ou 6rgdo no qual a
reacdo inflamatéria acontece.

A LLTA ou a PET/MAH desenvolve-se em uma pe-
quena proporcao nas pessoas infectadas. Cerca de 98%
dos portadores permanecem assintométicos®***°. Alguns
estudos demonstraram que uma grande parte da po-
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pulacao japonesa é portadora do virus, porém, o risco
estimado para desenvolver LLTA nos portadores é de 2
a 4%, enquanto que o risco para desenvolvimento de
mielopatia é de somente 0.25%>>*°, Ndo hd dados no
Brasil indicando a porcentagem de individuos porta-
dores e a quantidade destes que evoluem para alguma
forma clinica associada ao virus.

A LLTA é uma doenca maligna de linfécitos T CD4+.
Nesta doenga, o HTLV-I é integrado monoclonalmente
em uma populacdo de células. Os principais sinais e
sintomas sdo: astenia, dor abdominal, tosse, ascite, diar-
réia e episddios de infeccdes repetitivas. A hipercalemia
€ uma complicacdo freqiente e sinais e sintomas secun-
darios @ mesma agravam o quadro inicial. Pacientes no
estdgio inicial da doenca geralmente apresentam pruri-
do, ndo sendo ainda bem estabelecido o mecanismo pelo
qual este sintoma ocorre. Os achados mais frequentes
ao exame fisico incluem linfadenopatia, hepatoespleno-
megalia, palidez e lesdo de pele. Em alguns casos sao
encontradas ascite, efusao pleural e lesoes liticas**’. As
lesdes de pele sdo frequentes sob a forma de eritroder-
mia, nédulos e papulas. H4 uma grande confusao entre
a relacdo do HTLV-I com micoses fungéides devido a
semelhanca clinica das lesdes de pele e a presenca de
células convolutas circulantes. A LLTA pode se apre-
sentar como quadro leucémico ou como linfoma (com
pouco ou nenhum envolvimento do sangue periférico).
Atualmente a LLTA pode apresentar 4 formas clinicas
distintas: aguda, crénica, linfomatosa ou smoldering. A
forma leucémica aguda é a mais freqliente, ocorrendo
em 65% dos casos, e se caracteriza por sua agressivida-
de. Freqientemente, o paciente apresenta leucocitose,
hipercalemia e lesées de pele. H4 uma leucocitose com
células linféides muito atipicas, apresentando nucleos
convolutos. Estas células sdo conhecidas como flower
cells e é um achado comum nesta doenca. A forma linfo-
matosa € indistinguivel de outros linfomas nao-Hodgkin.
Assim como a forma aguda, a forma linfomatosa apre-
senta um mau progndstico, tendo uma evolucéo fatal.
H4 um aumento exagerado de células tumorais, hiper-
calemia incontroldvel, presenca de septicemia bacteria-
na e varias outras infecgdes oportunistas, como pneu-
monia por Pneumocystis carinii. J4& a forma cronica é
caracterizada por uma linfocitose persistente as custas
de células T, com pouco ou nenhum envolvimento de
orgaos. Dentro de meses ou anos esta forma pode ser
tornar aguda. A forma smoldering, também chamada de
pré-leucémica, ndo apresenta um numero elevado de
células anormais circulantes. Os pacientes sdo normal-
mente assintomaticos e a contagem de leucdcitos é nor-
mal, com menos de 3% de linfocitos atipicos®.

A PET/MAH é uma doencga progressiva caracteri-
zada por fraqueza dos membros inferiores, espastici-
dade, hiperflexia, distirbios sensoriais e incontinén-
cia urindria. Em pacientes com PET/MAH, diferente-
mente daqueles com esclerose multipla, os sinais e sin-
tomas nao diminuem, os nervos cranianos nao sao en-
volvidos e as fungdes cognitivas nao sao afetadas. An-
ticorpos anti-HTLV-I sdo caracteristicamente encontra-
dos no fluido cerebroespinhal™. O periodo de laténcia
do virus para o desenvolvimento de PET/MAH é me-
nor do que para o desenvolvimento de LLTA. Alguns
casos de PET/MAH foram associados a transfusao san-
guinea, com um intervalo médio de 3.3 anos entre a
transfusao e o desenvolvimento da doenga®’.

As infeccoes causadas pelo HTLV-II nao estdo cla-
ramente associadas a doencas. Este virus foi isolado,
inicialmente, de dois pacientes com leucemia de célu-
las cabeludas®*!, porém, nenhuma evidéncia de que o
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HTLV-II era o responsavel pelo desenvolvimento des-
ta leucemia foi encontrada em outros pacientes®®. Ra-
ros casos de PET/MAH?, micoses fungéides® e leuce-
mia linfocitica® foram relacionados a pessoas infecta-
das pelo HTLV-II. Casos de eritrodermatite e infeccoes
de pele por bactérias foram associadas a individuos
co-infectados pelo HIV-1 e HTLV-1I%,

Diagnéstico sorolégico e molecular
da infeccao causada pelo HTLV-1/II

O diagnostico rotineiro da infecgdo causada pelo
HTLV-I baseia-se na deteccdo sorologica de anticorpos
especificos para componentes antigénicos das diferen-
tes porcdes do virus (core e envelope). Uma vez que os
métodos de triagem soroldgica para HTLV, os ensaios
imunoenzimaticos, apresentam freqiientes reacoes fal-
so-positivas®**®!, 0 imunodiagndstico dessa retrovirose
depende de confirmacdo da sororeatividade, através
de Western Blot ou da reacdao em cadeia da polimerase
(PCR). O algoritmo empregado para detecgdo sorolé-
gica inicial preconiza a utilizacdao de testes imunoen-
zimaticos com amostras de soro em duplicata. Esta téc-
nica possui a vantagem de ser simples, possuir alta
sensibilidade e ainda poder ser automatizada para tes-
tagem simultdnea de grande nuimero de soros. Sua sen-
sibilidade pode, no entanto, variar dependendo da base
antigénica empregada na reacgdo’ As amostras que
apresentam resultados repetidamente reagentes aos
testes imunoenziméaticos necessitam sempre serem sub-
metidas a testes confirmatoérios, como o Western blot.
Estes testes apresentam baixa possibilidade de resul-
tados falso-positivos e, por isso, constituem o método
de escolha para o diagndstico confirmatoério de infec-
¢do por HTLV-I/II*°. Dessa forma, individuos soroposi-
tivos sdo aqueles em que se detectam anticorpos con-
tra antigenos do core (anti-p24), juntamente com anti-
corpos contra glicoproteinas do envelope (121-e, gp46
ou gp61/68) nos testes confirmatérios. Os individuos
indeterminados sdo aqueles que apresentam anticor-
pos séricos que reagem com antigenos de HTLV-I/II,
porém com padrdo de reatividade diferente do acima
descrito para soropositivos. Os negativos sao aqueles
cujos soros ndo reagem com antigenos do HTLV.

O diagnéstico molecular de infeccdo por HTLV-I ou
HTLV-II é indicado para o esclarecimento de casos in-
conclusivos aos testes sorolégicos, quer seja por apre-
sentarem resultados indeterminados ao teste de Wes-
tern blot, ou mesmo quando a reagao de Western blot,
embora positiva, seja incapaz de distinguir infeccao
por HTLV-I daquela causada por HTLV-II. Além disso,
este diagnoéstico pode facilitar a identificacdo de lac-
tentes infectados por transmissao vertical, a partir de
maes soropositivas, uma vez que as provas sorolégicas
nessa situacao nao permitem descartar a presenca de
anticorpos maternos transferidos passivamente por via
transplacentdria ao sangue das criangas®*.

Os testes moleculares baseiam-se na pesquisa de
seqiiéncias gendmicas provirais em células mononuclea-
res periféricas, lisadas enzimaticamente pela proteina-
se K*'%°% Empregam-se técnicas de amplificacao de
segmentos gendmicos, por meio da PCR. Entretanto, a
maioria dos individuos soroindeterminados nao se mos-
tra infectada apds a investigacdo por diagnoéstico mole-
cular®**, Porém, aqueles individuos que se mostram so-
roindeterminados a reacdo de Western blot, e que mostra-
ram-se infectados pelo HTLV-I ou HTLV-II através do
diagnostico molecular, revelam-se positivos em investi-
gacado soroldgica complementar conduzida posterior-
mente. Pois a soroconversdo de individuos infectados
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pelo HTLV pode ocorrer anos apos da infeccao, sendo
que alguns pacientes produzem anticorpos anti-HTLV
em baixa concentracao, os quais sao dificilmente detec-
tados pelos testes sorolégicos convencionais.

Aconselhamento aos individuos
infectados pelo HTLV-I/lI

Os individuos com resultados repetidamente posi-
tivos para HTLV-I/II, mas nao confirmados por testes
mais especificos, devem ser informados que este re-
sultado nédo é conclusivo, podendo ser uma reacéo fal-
so-positiva. Testes adicionais mais especificos devem
ser realizados para confirmar ou afastar as suspeitas.
Estes individuos devem receber informacées adequa-
das sobre as vias de transmissdo do virus e que estes
ndo provocam AIDS, sendo esta causada por um virus
diferente, chamado HIV. Devem ser informados que o
HTLV-I/II provoca uma infec¢ao prolongada e que, no
caso do HTLV-I, somente uma pequena percentagem
dos portadores desenvolvem alguma doenca associa-
da ao virus. Caso esteja infectado pelo HTLV-II, o in-
dividuo deve ser informado que este virus nao foi con-
cretamente associado a nenhuma doencga especifica.

Se o individuo infectado pelo HTLV-I/II possuir uma
relacdo monogdmica é recomendado que sua(seu)
parceira(o) seja testado(a). Caso o resultado seja positivo
nenhuma recomendacao especifica precisa ser dada. Con-
tudo, se for negativo, o casal deve ser aconselhado a utili-
zar preservativos de latex com o objetivo de prevenir a
transmissdo do virus®. J4 no caso de individuos com
multiplos(as) parceiros(as) sexuais a utilizagcdo de preser-
vativos de latex deve ser exaustivamente recomendada.

Pessoas com resultados positivos para HTLV-I e
HTLV-II nos testes confirmatérios devem receber aten-
cdo especial. Inicialmente deve-se buscar alternativas
para confirmar o subtipo viral que estd provocando a
infeccdo, pois ha diferencas na epidemiologia e desen-
volvimento de doencas entre os dois virus. Se este es-
forco fracassar, esses individuos devem receber infor-
macgoes sobre as possiveis vias de transmissdo, doencas
associadas e possibilidade de desenvolvimento de doen-
cas tanto em relacdo ao HTLV-I quanto ao HTLV-II. J&
os individuos com resultado indeterminado para HTLV
devem ser avisados que tiveram resultados reativos nos
testes de triagem, mas que devem ser confirmados por
um segundo teste mais especifico que o anterior como,
por exemplo, os testes moleculares.

O individuo infectado pelo HTLV-I/II deve ser ins-
truido a compartilhar esta informacdo com os profissio-
nais de saude aos quais procuram auxilio, ndo doar san-
gue, sémen, 6rgdos ou tecidos, ndo compartilhar serin-
gas ou similares, utilizar preservativos de latex e nao
amamentar, embora o risco de transmissao do HTLV-II
por esta ultima via seja incerta. Entretanto, como hd um
risco tedrico de transmissdo e de desenvolvimento de
doengas, como para o HTLV-I, é prudente que maes
portadoras do HTLV-II ndao amamentem seus filhos, bus-
cando alternativas nutricionais.

Os pacientes devem também ser instruidos a com-
partilhar esta informacdao com seus familiares a fim de
buscar apoio psicolégico. Os filhos destes individuos
devem receber orientacdo no sentido de se investigar
uma possivel transmissdo vertical.

Além de todos estes aspectos, é recomendada uma
avaliacdo médica periddica dos individuos infectados
pelo HTLV-I. A esta avaliacdo devem ser incluidos exa-
me fisico, neuroldgico e avaliacdo hematoldgica. Avaliacoes
médicas para individuos portadores de HTLV-II de-
vem ser consideradas normais. Os individuos que
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desenvolverem alguma doenca devem ser encaminha-
dos a médicos especializados para receber tratamentos
individualizados. Maes soropositivas que sejam acon-
selhadas a ndo amamentar seus filhos devem receber
apoio psicolégico, caso seja necessario.
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Avaliacao bioquimica do liquido hidrocélico
em individuos residentes em area endemica
de Wuchereria bancrofti

Biochemically of hydrocele fluid from individuals living
in endemic areas with bancroftian filariasis
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RESUMO - A proposta deste estudo foi avaliar aspectos bioquimicos em amostras de liquido hidrocélico de individuos
vivendo em area endémica de bancroftose, tendo como referéncia amostras pareadas dos seus respectivos soros. Ocorreu
diferenca estatisticamente significante, (p<0,05) nos niveis de proteina, albumina, globulina, célcio, alanina-transaminase
(ALT), aspartato-transaminase (AST), colesterol, triglicerideo, desidrogenase lactica (DHL) e fosfatase alcalina (FA) nas
amostras séricas quando comparadas as amostras de liquido hidrocélico. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) nos niveis de glicose, creatinina e uréia. Os niveis de acido trico foram semelhantes estatisticamente tanto no soro
quanto no liquido hidrocélico somente nos individuos amicrofilarémicos portadores de vermes adultos. Apesar de o liquido
hidrocélico ser considerado um filtrado do plasma, ndo ocorreu seletividade nos pardmetros bioquimicos de glicose, uréia,
creatinina e acido urico. Possivelmente, a microfildria esteja envolvida no processo de livre passagem desses elementos do
soro para a cavidade escrotal. Apesar dos 10 individuos portadores de hidrocele envolvidos no estudo serem negativos para
bancroftose ndo podemos afastar a etiologia filarial nesse processo fisiopatolégico uma vez que esses individuos residem em
area de grande prevaléncia da doenca.

PALAVRAS-CHAVE - Hidrocele, bioquimica do liquido hidrocélico.

SUMMARY - This study evaluates biochemically samples of hydrocele fluid from individuals living in endemic areas of
bancroftian filariasis, using as reference samples serum from the same individuals. There was a significant difference (p<0,05)
in the levels of protein, albumin, globulin, calcium, ALT, AST, cholesterol, triglyceride, DHL and alkaline phosphatase in the
serial samples when compared with the hydrocele fluid. On the other hand, there was no significant difference (p>0,05) in the
levels of glucose, creatinine, and urea. The levels of uric acid were similar in both the serum and hydrocele fluid. Even though
the hydrocele fluid was considered a filtrate of the plasma, there was no section in the biochemical parameteres of glucose,
urea, creatinine and uric acid. Possibly, the filarial was involved in this process of free passage of these elements from the serum
into the scrotal cavity. Even though the individuals without microfilaria and adult live worms were negative for filariasis they
could not be removed from etiological filarial in the physiological process of the hydrocele since they reside in the area of high

prevalence of the disease.
KEYWORDS - Hydrocele, biochemically of hydrocele fluid.
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INTRODUGCAO

Wuchereria bancrofti é um parasito da classe ne-

matoda, que possui a particularidade de sé infectar o
ser humano. A doenca causada por este parasito é denomi-
nada de bancroftose'. Esta doenca é considerada como um
importante problema de saude publica, afetando cerca de
115 milhdes de individuos que vivem em regides de clima
tropical e subtropical em aproximadamente 80 paises ao
redor do mundo?. A transmissdo ocorre através da picada
do mosquito fémea em sua forma infectante (L3) que, na
maioria das regides do mundo, é o Culex quinquefasciatus.
As L3 possuem atragdo, ainda ndo bem esclarecida até o
momento, pelo sistema linfatico®, onde irdo estabelecer-se
até o seu estdgio adulto. Os vermes adultos apresentam se-
xos distintos e habitam o sistema linfatico (vasos de trans-
porte e linfonodos)*. Apo6s a copula, a fémea libera para a
circulacéo sangiiinea as formas embrionadas chamadas mi-
crofilarias.

A manifestacdo da doenca é complexa, dependendo, den-
tre outros fatores, do estagio do parasito e da resposta imuno-
légica do individuo, acarretando as mais diversas formas cli-
nicas. A hematuria e a eosinofilia pulmonar tropical ou EPT

sdo causadas pela microfildria, e as demais formas agudas
(linfangites e linfadenite) e as cronicas (hidrocele, quilocele,
linfo-escroto, quiltria e linfedema) sao causadas pelo estdgio
adulto do parasita®.

A forma clinica da hidrocele estd presente nos indivi-
duos que vivem nas regides tropicais de todo mundo, e de-
corre do acumulo de liquido entre o testiculo e a membrana
que o envolve, denominada de tinica vaginal®. Este liquido
é geralmente de cor amarelo claro e tem sua origem na
filtracdo passiva do plasma por filtracao capilar®. A hidro-
cele é considerada uma das seqiielas da bancroftose nas
areas endémicas. E a mais comum expressdo clinica croni-
ca da doenca no sexo masculino chegando a comprometer
cerca de 40-50% dos homens que vivem nas reas onde a W.
bancrofti é endémica’.

O conteudo do liquido hidrocélico intriga os urologistas
desde o século XV, quando, Ambroise Paré (1510-1590), foi o
primeiro a descrever sobre o assunto®.

Varios autores, dentre eles Madlala®, tém estudado a
composicdo bioquimica do liquido hidrocélico em indivi-
duos de area ndo endémica de filariose. Entre os varios pa-
rametros estudados, os autores demonstraram que a eleva-
da presenca de proteinas no liquido hidrocélico pode ser
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um dos fatores que podem aumentar a pressdo osmoética
dentro da bolsa escrotal, fazendo com que ocorra um acu-
mulo de liquido nesta regido. Por outro lado, até o momen-
to, nenhum trabalho tem demonstrado se o processo ocorre
nos individuos de area endémica de filariose.

Com o advento da ultra-sonografia para identificacao
de vermes adultos vivos de W. bancrofti, foi possivel detectar
individuos microfilarémicos, na sua grande maioria assin-
tomaticos, portadores de vermes adultos vivos em linfaticos
localizados na regiao escrotal®. Entretanto, em um deter-
minado grupo de individuos nao se detectam microfildrias
circulantes em sangue periférico, mesmo examinando-se
volumes de até dezesseis ml1'°. Nesse grupo, a ultra-sono-
grafia e a pesquisa de antigeno filarial utilizando os mono-
clonais Og4C3 e AD12'? tornam-se ferramentas diagnds-
ticas de fundamental importdncia, pois nenhuma outra
metodologia conseguiria diagnostica-los 41,

No presente trabalho, avaliamos diversos niveis bio-
quimicos de amostras pareadas no soro e liquido hidrocéli-
co de individuos residentes em &rea endémica para ban-
croftose.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados individuos portadores de hidro-
cele que vivem em 4rea endémica de filariose, atendidos no
Servico de Referéncia Nacional em filariose do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM), e que seguiram o
protocolo de rotina (clinicos e laboratoriais vigentes no ser-
vico), utilizado no Ambulatério de Doencas Tropicais e do
Servico de Referéncia Nacional em Filariose do CPqAM.
Os individuos foram divididos em trés grupos de acordo
com a caracterizacdo parasitoldgica da infeccdo filarial:
Grupo I - individuos amicrofilarémicos e sem vermes adul-
tos detectados em linfaticos de bolsa escrotal; Grupo II -
individuos portadores de microfilaria circulante e com ver-
mes adultos detectados em linfaticos de bolsa escrotal; Gru-
po III - individuos amicrofilarémicos e com vermes adultos
vivos detectados em linfaticos de bolsa escrotal.

Para a caracterizagdo parasitolégica, todos os indivi-
duos foram submetidos a ultra-sonografia de bolsa escrotal
para confirmacao ou nao do “Sinal da Danca da Filaria"’ e
ao exame de pesquisa e quantificacdo de microfilaria. A
pesquisa de microfilaria foi realizada em 1ml de sangue
venoso, com hordrio de coleta entre 23:00 e 01:00h da ma-
nha, posteriormente filtrado através de uma membrana de
policarbonato com 13mm de didmetro e com poro de 3mm ',
A membrana foi fixada com 4lcool metilico, corada com
hematoxilina de Carrazzi e examinada sob microscopia
Optica com aumento de 160X. Nos casos de individuos ami-
crofilarémicos, amostras adicionais de 5ml e, posteriormente
de 10ml, totalizando um volume final de 16ml, seriam cole-
tadas com um intervalo de uma semana, caso o individuo
permanecesse negativo na avaliacdo anterior'®. Amostras
de 10ml de sangue foram coletadas em periodo simultaneo
da obtencdo do liquido hidrocélico (por hidrocelectomia
ou por pungoes de bolsa escrotal) e posteriormente centrifu-
gadas a 2.500rpm por 10min, a 20°C. As amostras foram
aliquotadas (no volume de 500ml por aliquota), identifica-
das e armazenadas (a -20°C), no banco de espécimes biolo-
gicos (BEB) do Servico de Referéncia Nacional em Filario-
se do CPqAM.

As amostras foram colhidas entre o periodo de 1993 —
1995, vinculado ao um projeto aprovado pela comissao de
ética do Hospital das Clinicas da Universidade Federais de
Pernambuco e estocadas no BEB, estas amostras foram pro-
cessadas e analisadas em paralelo e duplo cego no Labora-
torio Central de Andlises Clinicas da Prefeitura Municipal
do Recife no equipamento Cobas Integra 700 a 37°C, com
comprimento da faixa de luz entre infravermelho e o visi-
vel, utilizando os reagentes de procedéncia americana (Ro-
che, USA). Foram realizados os seguintes pardmetros bio-
quimicos: uréia; creatinina; cdlcio; triglicerideo; proteinas
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totais; albumina; globulina; glicose; colesterol; 4cido uri-
co; fosfatase alcalina (FA); aspartato aminotransferase
(AST); alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidroge-
nase (LDH) totalizando 322 testes.

Para a andlise estatistica utilizou-se o teste ndo-parameé-
trico de Wilcoxon para amostras sorolégicas e seus respec-
tivos liquidos hidrocélicos pareadas por grupo, tendo como
nivel de confiabilidade de 95% (p < 0,05).

O projeto que gerou essa pesquisa foi submetido vincula-
do ao um projeto aprovado pela comissao de ética e aprova-
do pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clini-
cas da Universidade Federal de Pernambuco.

RESULTADOS

Um total de 23 individuos com idade média de 31,3 (16-
75) anos portadores de hidrocele, residentes na Regido Me-
tropolitana do Recife foram agrupados de acordo com a
caracterizacdo parasitolégica da infeccéo filarial (Tab.I).
A maioria dos individuos 13/23 (56.5%) eram portadores da
infeccéo filarial (Tab.I). Os individuos microfilarémicos
apresentaram média de densidade de microfildria de 268
(1-1245) mf/ml

No Gréaf. 1 observa-se que a distribuicdo por grupo eté-
rio dos individuos portadores de hidrocele ficou concentra-
da em cerca de 70% entre 20-39 anos, ocorrendo uma queda
significativa (p=0,0003) apds esta faixa etdria.

O volume do liquido hidrocélico puncionado da bolsa es-
crotal variou de 14 a 500ml. Todos apresentaram coloracao
amarela citrino. Enquanto, o volume de soro variou de 6 a 8ml.

Amostras sorolégicas e seus respectivos liquidos hidro-
célicos foram analisados bioquimicamente de forma parea-
da por grupo.

Nos trés grupos estudados, os niveis de proteina, albu-
mina, globulina, célcio, ALT, AST, colesterol, triglicerideo,
LDH, FA, glicose, acido urico, creatinina e uréia foram mais
elevados no soro, em relacdo aos seus respectivos liquidos
hidrocélicos.

Apesar dos niveis dos parametros bioquimicos estuda-
dos, serem mais elevados no soro do que no liquido hidrocé-
lico, estatisticamente ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) nos parametros bioquimicos de glicose, creatini-
na e uréia quando comparados com o liquido hidrocélico

TABELA |
Numero de individuos amicrofilarémicos e ndao portadores de
verme adultos (MF- VA-), microfilarémicos e portadores de
vermes adultos (MF+ VA+) e amicrofilarémicos e
portadores de verme adultos (MF- VA +) diagnosticados pela
filtracdo em membrana de policarbonato e Ultra-som

CP? N°*de individuos FN° us?
Grupo | (MF-VA-) 10 (43,5%) Negativo Negativo]
Grupo Il (MF+VA+) 8 (34,8%) Positivo Positivo
Grupo lll (MF-VA+) 5(21,7%) Negativo Positivo

Total 23 (100%)
a - Caracterizagao parasitoldgica; b - Numero; c - Filtragdo noturna; d - Ultra-sonografia

69,6
70

601
50 -

% 40+

304
17,4
20 -

8,7
10 43

0 T T |
0-19 20-39 40-59 60 ou mais

Grupo etario

GRAF.1- Distribuigdo por grupo etario dos individuos portadores de hidrocele.
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em cada grupo estudado. Entretanto, os niveis de &cido uri-
co foram semelhantes estatisticamente tanto no soro quan-
to no liquido hidrocélico somente no grupo III (p=0,138).

Analisando os parametros bioquimicos entre os grupo, veri-
ficamos que no liquido hidrocélico do grupo I versus o grupo 111
ocorreu diferenca significativa nas dosagens AST (P= 0.030),
ALT (P=0.045) e LDH (P=0.045).

DISCUSSAO

Os dados do presente trabalho relatam de forma pioneira
a andlise bioquimica do liquido hidrocélico dos individuos
vivendo em 4rea de bancroftose. Hoshino' foi o primeiro a
estudar a composicdo do liquido hidrocélico. Os autores fi-
zeram uma comparacao entre o liquido hidrocélico oriundo
de individuos portadores de hidrocele idiopatica frente aos
soros de individuos normais, ambos de drea ndo endémica
de filariose. Dentre os varios parametros bioquimicos estu-
dados os autores destacaram os niveis de creatinina elevados
no liquido hidrocélico quando comparados aos soros. Entre-
tanto, os dados do presente trabalho demonstram que nao
houve diferenca significativa entre as amostras estudadas
nos niveis da creatinina, glicose, uréia nos trés grupos estu-
dados. Possivelmente isso seja decorrente da dilatacao dos
vasos linfaticos onde estdo localizados os vermes adultos de
W. bancrofti fazendo com que haja uma alteracdo mecéanica
(movimentos intensos dos vermes adultos no interior do vaso)
ou bioquimica (elementos secretérios e excretorios dos ver-
mes adultos e microfilarias) na permeabilidade tanto do vaso
linfatico quanto do vaso venoso presente na parede da bolsa
escrotal, ocorrendo desta forma livre transito deste compos-
to organico entre os vasos e a cavidade escrotal.

No presente trabalho verificou-se que os niveis de con-
centracdes dos parametros bioquimicos estudados foram
maiores no soro em comparacdo com o liquido hidrocélico
estando em concordancia com os achados de Madlala®. Ex-
cecdo se fez nos niveis de proteinas, onde os referidos auto-
res verificaram que a concentracdo de proteina no liquido
hidrocélico foi maior que no soro. Na andlise interespecifi-
ca dos parametros bioquimicos no liquido hidrocélico dos
trés grupos estudados verificamos que ocorreu diferenca
estatisticamente significativa nas dosagens dos parametros
de AST ALT e LDH entre os grupos I e III.

Nao houve diferenca significativa nos niveis de acido uri-
co entre os individuos amicrofilarémicos portadores de ver-
mes adultos (grupo III). Achado semelhante também ocor-
reu entre os individuos portadores de hidrocele idiopética de
4rea nao endémica de filariose'’. Provavelmente os indivi-
duos do grupo III diferiram dos outros dois grupos I e II, por
estarem infectados somente pelos vermes adultos de um tni-
CO sexX0 ou por parasitas estéreis. Somado a esta informacao
até o momento ndo se sabe qual o papel da microfilaria na
patogénese das varias formas clinicas da bancroftose, dentre
elas a hidrocele (com excecdo da hematuria e a eosinofilia
pulmonar tropical)®. A auséncia da microfildria nos indivi-
duos com a forma clinica de hidrocele portadores de vermes
adultos per si faria com que elementos excretérios ou secre-
torios dos parasitas fossem mais prejudiciais a parede dos
vasos linfaticos facilitando assim a passagem livre, nao sele-
tiva, dos elementos organicos de creatinina, glicose, uréia e
acido urico?

Interessantemente, 70% da faixa etdria dos pacientes en-
volvidos no trabalho esta entre de 20 a 39 anos de idade, o
qual compreende o periodo produtivo do homem, esta infor-
magéo é extremamente importante principalmente no aspec-
to socio-econdmico. Em decorréncia das formas crénicas da
bancroftose a ndia e Africa, paises de elevados ntimeros de
individuos com esta para51tose deixam anualmente de produ-
zir para as suas economias internas cerca de um bilhao de
délares por ano'®'®. Na Africa, mais de 80% dessas perdas sao
decorrentes as formas debilitantes da hidrocele. Na India apro-
ximadamente 7-8% dos homens ndo conseguem empregos for-
mais em decorréncia de doencas cronicas envolvendo a bolsa
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escrotal®*'®, No Brasil até o momento nao se tem dados esta-
tisticos nas areas endémicas (Belém-PA, Maceié-AL, e Recife-
PE) para aferir o nimero de homens portadores de hidrocele
que nao conseguem um emprego formal.

Diante dos dados acima apresentados ainda nédo se pode
afirmar com certeza qual a participacao da filaria na pato-
génese da hidrocele principalmente na alteracdo da permea-
bilidade da membrana tanto dos vasos linfaticos (habitat
dos vermes adultos) quanto dos vasos sangtiiineos, entretan-
to, existe um consenso de que o numero de portadores de
hidrocele é bem mais freqliente nas dreas onde co-existe a
W. bancrofti do que nas &reas livres deste parasito”8,

Sendo assim, verificamos que o liquido hidrocélico oriun-
do de individuos vivendo em drea endémica de filariose néo
parece ser um filtrado do plasma por néo ter ocorrido uma
seletividade dos compostos organicos tais como: glicose,
uréia, creatinina e acido urico, como tem sido demonstrado
em trabalhos anteriores oriundos de 4rea ndo endémica de
bancroftose!”?®,

Desta forma trabalhos precisam ser direcionados no sen-
tido de melhor conhecer e estudar com profundidade os fa-
tores biolégicos envolvendo a microfilaria (acdo irritativa
da parede dos vasos) ou mecanicos (movimento dos vermes
adultos no interior dos vasos linfaticos) que possam alte-
ram a permeabilidade do vaso linfatico e sangtineo fazen-
do com que estes sistemas percam a capacidade de seletivi-
dade dos compostos organicos e a repercussdo dos mesmos
no processo histopatolégico da formacdo da hidrocele de
origem filarial.
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Perfil de sensibilidade de cepas

Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase

negativo isolados em pacientes internados

Sensibility profile of Staphylococcus aureus and
Staphylococcus negative coagulase strains isolated from inpatients

Jucelene Marchi Blatt! & Carmela Elandia Piazza?

RESUMO - O Staphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA) ¢é atualmente um problema nos hospitais brasileiros,
assumindo um importante papel no cotidiano de uma instituicdo com relacéo a vigilancia do seu perfil de sensibilidade. O
objetivo deste trabalho foi analisar o perfil de resisténcia do Staphylococcus aureus e coagulase negativo (SCN) em diferentes
espécimes clinicos de pacientes hospitalizados no Hospital Maternidade Marieta Konder Bornhausen - Itajai-SC. Foram
analisadas 145 amostras de Staphylococcus sp., no periodo de dezembro de 2001 a dezembro de 2002, isoladas em agar-
sangue e identificadas por meio de coloragao de Gram, provas de catalase, manitol e staphy test. O teste de sensibilidade aos
antimicrobianos foi o disco de difusdo descrito por Kirby-Bauer. A freqiiéncia de Staphylococcus aureus e SCN observada nos
diferentes espécimes clinicos, demonstrou que o SCN foi predominante nas hemoculturas e S. aureus nas secre¢ées em
geral. Com relacédo ao perfil de sensibilidade do Staphylococcus aureus observamos que este microrganismo apresentou 37%
de resisténcia a oxacilina, o Staphylococcus coagulase negativo demonstrou 66% de resisténcia a este antibiético nas diversas
amostras clinicas. As amostras ORSA e ORSCN foram geralmente resistentes também aos antimicrobianos como os
B-lactdmicos, macrolideos, lincosaminas, aminoglicosideos, tetraciclina, quinolonas e sulfas usualmente utilizados na tera-
péutica. A ocorréncia de Staphylococcus aureus nas amostras clinicas foi maior que Staphylococcus coagulase negativo mas,
este ultimo apresentou um perfil de resisténcia maior a oxacilina. Assim, evidenciamos a necessidade da vigilancia com
relacdo ao perfil de resisténcia destes microrganismos em isolados de amostras clinicas nosocomiais.

PALAVRAS-CHAVE - Staphylococcus aureus; Staphylococcus coagulase negativo, oxacilina.

SUMMARY - Oxacillin-resistant Staphylococcus aureus (ORSA) is actually a problem in the brazilian hospitals, being most
important in the daily institution with relationship with the surveillance of its sensibility profile. The objective of this work was
to analyze the Staphylococcus aureus and coagulase negative Staphylococcus sp. its resistance profile in different clinical
specimens of intern patients at the Hospital Maternidade Marieta Konder Bornhausen - Itajai-SC. Samples of coagulase
negative Staphylococcus sp. were analyzed between December, 2001 to December, 2002 and isolated in agar-blood and
identified by means of Gram coloration, catalase tests, manitol and staphy test. The sensibility test to the antimicrobians were
made through the diffusion disk described by Kirby-Bauer. The frequency of Staphylococcus aureus and coagulase negative
Staphylococcus sp. observed in the different clinical specimens, demonstrated that coagulase negative Staphylococcus sp. was
in general predominant in the hemocultures and S. aureus in the secretions. To the sensibility profile of the S. aureus it was
observed that this microrganism were presented in 37% to oxacillin, resistance coagulase negative Staphylococcus sp. de-
monstrated 66% of resistance to this antibiotic in several clinical samples. The samples ORSA generally be resistant to countless
antimicrobians as the B-lactams, macrolides, lincosamides, aminoglycosides, tetracyclins, quinilones and trimeth-sulfa usually
used in the therapeutics. The occurrence of Staphylococcus aureus in the clinical samples was higher than negative coagulase
Staphylococcus but, this last one presented a resistance profile higher to oxacillin. Thus, we evidenced the need of the
surveillance with relationship to the profile of resistance of these microorganisms in isolated of specimens clinics hospital.

KEYWORDS - Staphylococcus aureus; negative coagulase Staphylococcus, oxacillin.
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INTRODUGCAO

resisténcia bacteriana a drogas revela um sério pro-

blema de saude publica e precisa de medidas de
controle urgentes para reduzir ao mdximo a pressao
seletiva aos antimicrobianos.

O Staphylococcus aureus é um agente etioloégico de
infec¢oes adquiridos na comunidade assim como em
hospitais, € a espécie mais virulenta dos Staphylococ-
cus sp., apresentando uma ampla gama de fatores que
contribuem para essa viruléncia, como as toxinas e
enzimas que mediam a invasao tecidual e a sobrevida
no sitio da infecgao®.

Apesar de estarem associados a variados tipos de
infeccdes, os Staphylococcus sp. usualmente colonizam
a pele e as mucosas do corpo. Por isso, as infecgoes
freqientemente resultam da introducao dessas cepas
em locais previamente estéreis, ap6s um trauma, abra-

sao da pele ou mucosas ou durante procedimento ci-
rargico. Muitas das infeccdes, mesmo as superficiais,
podem se tornar potencialmente fatais se nao tratadas
prontamente®

Os Staphylococcus sp. também podem ser transmi-
tidos de pessoa a pessoa, sendo portanto este contato
interpessoal um dos fatores disseminadores no ambien-
te hospitalar, particularmente quando as cepas envol-
vidas forem multirresistentes aos antibiéticos'!.

As infecc¢Oes causadas por Staphylococcus aureus,
tanto hospitalares quanto domiciliares, apresentam
morbidade e mortalidade elevadas. O aumento cres-
cente da freqiiéncia de Staphylococcus aureus resis-
tentes a oxacilina (ORSA) e a possibilidade do apare-
cimento de amostras resistentes a vancomicina tornam
importante o desenvolvimento de novas drogas com
atividade antiestafilocdcicas®.

Os antibidticos mais utilizados para o tratamento
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de infecgdes por este microrganismo sao os beta-lacta-
micos, que atuam ligando-se nas chamadas proteinas
ligadoras de penicilina (PLPs). Essas proteinas sao
enzimas diretamente relacionadas com a sintese da
parede celular das bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Ao se ligar nessas proteinas (PLPs), os beta-
lactamicos provocam um prejuizo na sintese da parede
celular o que vai resultar na morte bacteriana''.

As alteracdes das proteinas fixadoras podem ocor-
rer por um processo controlado por um Unico gene MecA
que codifica para variante PLP2a de Staphylococcus
aureus. Estes Staphylococcus produzem PLPs diferen-
ciadas, que tem baixa afinidade pelos beta-lactamicos
diminuindo sua acao®.

Muitas cepas de ORSA tém se mostrado resisten-
tes também aos demais antibiéticos como eritromici-
na, ciprofloxacina, gentamicina, clindamicina, sulfa/
trimetoprim, o que dificulta o tratamento e controle
dessas infeccbes. Nos casos de cepas resistentes a
oxacilina, opta-se pelo uso da vancomicina, que é ati-
va contra essas bactérias. Entretanto, j& foram repor-
tados casos de Staphylococcus aureus resistentes a
esta droga'.

O presente estudo portanto, tem como objetivo, o
de verificar o perfil de sensibilidade do Staphylococ-
cus aureus e Staphylococcus coagulase negativo e sua
freqiiéncia em isolados de espécimes clinicos de pacien-
tes internados no hospital Maternidade Marieta Kon-
der Bornhausen (HMMKB)- Itajai-SC.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 145 amostras de Staphylococcus
aureus e Staphylococcus coagulase negativo as quais
foram isoladas de secrecoes em geral, hemocultura, pon-
ta de cateter e outros materiais clinicos de pacientes in-
ternados no HMMKB, no periodo de dezembro de 2001
a dezembro de 2002. Estas amostras foram processadas
no Laboratoério Escola de Andlises Clinicas da UNIVALI
- Itajai- SC, no setor de microbiologia clinica.

As amostras clinicas foram coletadas conforme pro-
cedimento padrdo para cada espécime clinico, utilizou-
se frascos de hemocultura adulto e pediatrico, frascos
estéreis para coleta de urina e ponta de cateter e meio
de Stuart sem carvao para coleta de secrecoes em geral.

TABELA |
Frequéncia de Staphylococcus aureus
e Staphylococcus coagulase negativo
(SCN) de acordo com o espécime clinico
Itajai, dez/2001 a dez/2002 (n=145)

TABELA I
Perfil de sensibilidade do
Staphylococcus aureus a oxacilina
de acordo com o espécime clinico
Itajai, dez/2001 a dez/2002 (n=103)

As cepas de Staphylococcus sp. foram isoladas em
dgar-sangue e identificadas por meio de coloracao
Gram, provas de catalase, manitol e staphy test.

O método utilizado para o teste de sensibilidade
aos antimicrobianos foi o disco de difusdao descrito por
Kirby-Bauer, segundo as normas preconizadas pelo
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards, 1998). A padronizacdo do indéculo foi feito
com uma suspensao bacteriana com turvacdao conforme
a escala de McFarland 0,5%.

O perfil de sensibilidade a oxacilina foi realizada
através do Agar screening para ORSA. Estes procedi-
mentos foram realizados em capela de fluxo laminar.

RESULTADOS

A Tab. 1 em anexo, apresenta a freqiiéncia de Sta-
phylococcus aureus e Staphylococcus sp. coagulase ne-
gativo nas 145 amostras analisadas, nos diferentes es-
pécimes clinicos, sendo que a maioria das secrecoes
estavam infectadas por S. aureus. Nas amostras obti-
das de hemoculturas positivas, a ocorréncia de SCN
foi superior aos demais sitios.

Na Tab. 2, o percentual de ORSA observado de acor-
do com o espécime clinico, evidenciou que das 103
amostras de Staphylococcus aureus, apenas 5 foram
isoladas de hemocultura, sendo que estas ndo apre-
sentaram resisténcia a oxacilina, 84 (82%) foram isola-
das de secrecoes em geral, e destas, 30% apresenta-
ram resisténcia a oxacilina. Em isolados de ponta de
cateter, em um total de 7 amostras, 3 foram resistentes.
A Tab. IT demonstra que a maioria dos isolados de Sta-
phylococcus aureus foram isolados de secrecoes em
geral (82%) e o total de amostras de Staphylococcus
aureus resistentes a oxacilina foi de 37% nos diversos
espécimes clinicos.

A Tab. III apresenta o perfil de sensibilidade dos
Staphylococcus coagulase negativo e das 42 amostras
positivas, 28 (68%) foram isoladas de hemoculturas, sen-
do que 40% destas foram resistentes a oxacilina. As
amostras de secrecbes representaram 7 (16%) dos iso-
lados para Staphylococcus coagulase negativo, e 14%
também foram resistentes, como também dos isolados
de ponta de cateter, 7 (16%), 12% também apresentaram

resisténcia. .
De acordo com a Tab. IV, a resis-

téncia aos antibioticos conferida pelo
Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina foi mais evidente frente a
clindamicina e eritromicina seguida
pelo aminoglicosideo (gentamicina),

SRS S. aureus SCN el T Sensivel | Resistente sulfametoxazol/ trimetropim e qui-
) Ne | % | Ne| % - Ne | % | N | % nolonas (ciprofloxacina).
Hemocultura 5 | 5| 28| 67 Hemocultura 5 5 0 0 Na Tab. V, com relagéo aos Sta-
Secregbesemgeral | 85 | 82 | 7 | 16,5 Secregbesemgeral | 54 | 52 | 31 | 30 phylococcus coagulase negativo
Ponta de cateter 7 7 7 16,5 Ponta de cateter 4 4 3 3 Oxacﬂ_ina resistente (ORSCN) pode_
Outros 6 | 6| -1 - Outros 2 |2 |4 | 4 se observar uma tendéncia a resis-
Total 103 [ 100 | 42 | 100 Total 65 |63 | 38 |37 téncia também aos grupos de antibi-
TABELA 1l TABELA IV TABELA V

Perfil de sensibilidade dos
Staphylococcus coagulase
negativo a oxacilina de acordo
com o espécime clinico

Perfil de sensibilidade do
Staphylococcus aureus resistente
a oxacilina e aos outros
antibiéticos testados
Itajai, dez/2001 a dez/2002 (n=38)

Perfil de sensibilidade de
Staphylococcus coagulase negativo
resistente a oxacilina e aos outros
antibioticos testados
Itajai, dez/2001 a dez/2002 (n = 27)

Q 1

Itajai, dez/2001 a dez/2002 (n=42)

ol F tent Resistente o Resistente
P! Ne % Ne % Antibiéticos e = Antibidticos e "
Hemocultura 12 28 16 40 Clindamicina 34 89 Clindamicina 9 33
s - | 1 2 6 14 Eritromicina 33 87 Eritromicina 18 67
€crecoes em gera Gentamicina 25 66 Gentamicina 13 48
Ponta de cateter 2 4 5 12 Ciprofloxacina 22 58 Ciprofloxacina 11 41
Sulfametoxazol / trimetropim 25 66 Sulfametoxazol / trimetropim 11 41
Total 15 | 34 |27 | 66 Tetraciclina 21 55 Tetraciclina 4 15
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oticos utilizados como os macrolideos, aminoglicosideos,
quinolonas, sulfas e, em menor proporcao a tetraciclina.

DISCUSSAO

Nas ultimas décadas o Staphylococcus aureus tém
adquirido papel de destaque, ndo s6 por ser um patoé-
geno humano responsével por infeccdes superficiais e
sistémicas, que atingem individuos em diferentes fai-
xas etdrias, como também pela sua multirresisténcia aos
antimicrobianos, usualmente utilizados na terapeutlca

Como ev1denc1ado no presente estudo, estes micror-
ganismos foram responsaveis por infeccbes em diver-
sos espécimes clinicos em pacientes internados.

O Staphylococcus coagulase negativo apesar de
fazer parte da microbiota normal da pele, vem ganhan-
do importancia, estando relacionado ao aumento de
morbidade em doentes internados em UTI e bercarios
de alto risco®

O Staphy]ococcus aureus foi mais prevalente em
isolados de secrecoes em geral, representando 82% dos
casos. O seu perfil de sensibilidade frente ao antibiéti-
co oxacilina foi de 63% e apresentando portanto, 37%
de resisténcia a este antibiotico.

De acordo com o programa Sentry, a resisténcia do
S. aureus em alguns hospitais brasileiros esta em tor-
no de 34% e do S. coagulase negativo 80% !

Em comparacao com Staphylococcus coagu]ase ne-
gativo, podemos observar que este microrganismo foi
mais prevalente em hemoculturas com 68%, seu perfil
de sensibilidade a oxacilina foi de 34% e a resisténcia
a este antibiético foi de 66%.

Podemos observar que, a ocorréncia de Staphylo-
coccus aureus em isolados foi maior que Staphylococ-
cus coagulase negativo mas, este ultimo apresentou
um perfil de resisténcia a oxacilina superior, e sendo
este microrganismo isolado mais frequente em hemo-
culturas, revela a necessidade da vigilancia com rela-
cao ao seu perfil de sensibilidade.

Essas infec¢des nosocomiais por ORSA represen-
tam um grande problema para as institui¢coes de sau-
de, visto que os fatores predisponentes a essas infec-
cbes sdo: tratamento antimicrobiano prévio, internacao
prolongada, ventilacdo mecanica, internacdo em UTI,
cateterismo intravascular e ferimentos em tecidos mo-
les'. Estudos realizados nos Estados Unidos mostra-
ram que este patégeno foi a principal causa de infec-
cdo em unidades hospitalares, e a sua incidéncia au-
mentou de 2,4% para 29% entre 1975 e 1991, e atual-
mente estd em torno de 40%. Na Inglaterra os indices
aumentaram de 1,5% para 13,2% entre 1989 e 1995,
sendo que em 1996 foi de 21,1%, embora a proporcao
varie enormemente de instituicao para 1nst1tu1ga0 e de
paises'. O Staphylococcus aureus resistente a oxacili-
na (ORSA) é um dos principais agentes das infeccoes
hospitalares em nosso meio. No Hospital Sdo Paulo o
ORSA ¢é endémico, representando cerca de 65% das
cepas de Staphylococcus aureus isoladas, ocasionan-
do morbidade, mortalidade e custos consideraveis®. O
controle da disseminacdo dessa bactena nos hospitais
exige a adocdo de medidas especificas®.

O isolamento de Staphylococcus coagulase negati-
vo em materiais clinicos, deve ser avaliada pois esta
bactéria pode tanto ser um contaminante da pele quanto
um causador de bacteremia, posteriormente a coloni-
zacao de cateteres'®

O Staphylococcus coagulase negativo foi mais pre-
valente em isolados de hemoculturas (68%), isto talvez
deve-se ao uso de cateteres intravenosos, quando a
barreira da pele é rompida, quanto mais tempo perma-
necerem no local, maior o risco de infeccao local e bac-
teremia. O risco de infeccdo relacionada ao cateter in-
travenoso é geralmente 1nfluenc1ado pelo tipo de cate-
ter e a duracdo da cateterizacdo''. Neste estudo obser-
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vamos que 16% do total de amostras de Staphylococ-
cus coagulase negativo foram isolados de ponta de ca-
teter.

Em relacdo ao perfil de resisténcia antibiética nos
isolados de ORSA e ORSCN, observamos que ocorre
também uma resisténcia multlpla aos outros grupos de
antibioticos'®. A avaliagdo do padrao de sensibilidade
aos amlnoghc051deos se faz importante, uma vez que
essa classe de antimicrobianos pode ser utilizada em
associacao com B-lactamicos ou glicopeptideos como a
vancomicina para o tratamento de infeccoes graves''.

O padrao de sensibilidade a sulfametoxazol/ trime-
tropim pode variar bastante, enquanto alguns estudos
apresentam alta sensibilidade das amostras ORSA, ou-
tros trabalhos mostram que esse patogeno tende a ser
resistente a sulfametoxazol/trimetropim*. Neste traba-
lho foram encontrados 66% (ORSA) e 41% (ORSCN)
de amostras resistentes.

O antibiético ciprofloxacina mostrou baixa atividade
contra isolados ORSA evidenciando a aqulslgao de re-
sisténcia por parte desse microrganismo as quinolonas®.

Sédo varios os mecanismos pelos quais o Staphylo-
coccus aureus desenvolve resisténcia as quinolonas.
O mecanismo mais importante e mais freqiiente é de-
corrente da alteracdo do sitio de acdo desses antimi-
crobianos (DNA girase) e se deve a mutacdes no gene
Gyr A’. Com relacao aos macrolideos representados pela
eritromicina, também evidenciamos uma sensibilidade
diminuida em isolados de ORSA e ORSCN.

De acordo com os resultados apresentados, conclui-
se que a resisténcia a oxacilina no HMMKB é eviden-
te em isolados de cepas de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus coagulase negativo, contribuindo tam-
bém para a resisténcia a outros grupos de antibiéticos.

O laboratério de microbiologia desempenha um pa-
pel importante ndo somente na deteccdo da resisténcia
aos antimicrobianos de uso clinico como também, na vi-
gilancia do perfil de sensibilidade dos microrganismos
considerados problema de uma instituicao.
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