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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 Immunocompromised patients. Three levels of probability were proposed (proven, probable, and posible)
on the basis of host factors, clinical features, and, microbiological factors.
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RESUMO � Recentemente, o Grupo de Infecções Fúngicas Invasivas da Organização Européia de Pesquisa e Trata-
mento do Câncer (EORTC) e o Grupo de Estudos de Micoses do Instituto Nacional de Alergia e Doenças Infecciosas
dos Estados Unidos da América (NIAID) apresentaram uma proposta de padronização de critérios para o diagnós-
tico das infecções fúngicas invasivas em pacientes imunocomprometidos. Três níveis de probabilidades foram
propostos (provada, provável e possível) tendo como base fatores relacionados ao hospedeiro, fatores clínicos e
fatores microbiológicos.

PALAVRAS-CHAVE � Infecção fúngica invasiva, paciente imunocomprometido, critérios de diagnóstico.

INTRODUÇÃO

Nas duas últimas décadas, a incidência de infec-
ções fúngicas invasivas tem aumentado dramati-

camente e o espectro dos agentes etiológicos tem apre-
sentado alterações (Singh, 2001). As novas técnicas de
transplante de célula-tronco, a melhoria das práticas
de transplante de órgãos sólidos, os novos métodos de
diagnóstico, o uso de novos medicamentos imunossu-
pressores, os avanços da quimioterapia anti-tumor, a
profilaxia com antimicrobianos e o aprimoramento nas
medidas de suporte de doentes críticos são os princi-
pais determinantes de mudanças no padrão epidemio-
lógico das micoses sistêmicas (McNeil et al., 2001).

Diante deste novo quadro, as infecções fúngicas
oportunistas tornaram-se a principal causa de morbi-
dade e mortalidade em pacientes graves. O reconheci-
mento desses processos, muitas vezes, é difícil e con-
troverso (Donnelly, 2002; Maertens et al., 2001). Re-
centemente, o Grupo de Infecções Fúngicas Invasivas
da Organização Européia de Pesquisa e Tratamento do
Câncer (EORTC) e o Grupo de Estudos de Micoses do
Instituto Nacional de Alergia e Doenças Infecciosas dos
Estados Unidos da América (NIAID) apresentaram uma
proposta de padronização de critérios de diagnóstico
para as infecções fúngicas invasivas oportunistas (Den-
ning et al., 2003). Com base em revisões de literatura
e em um consenso internacional, um conjunto de defi-
nições para as infecções sistêmicas mais freqüentemente
observadas e estudadas em pacientes imunocompro-
metidos foram desenvolvidas, a partir de elementos
patológicos e laboratoriais.

O Comitê formado pelo EORTC e NIAID restringiu
o escopo das definições aos pacientes imunocompro-
metidos com câncer e aos transplantados de medula
óssea. Um esforço foi feito por esse Comitê no sentido

de diferenciar clinicamente os processos fúngicos de
outros processos infecciosos e de qualificar a amostra
clínica e as técnicas de investigação utilizadas para a
evidência micológica de infecção (Ascioglu et al., 2002).

l Definição de infecção fúngica
A definição de infecção fúngica invasiva compreen-

de três elementos principais, representados pelos fato-
res relacionados ao hospedeiro, fatores clínicos e fato-
res microbiológicos (Tab. I). Associados à amostra clí-
nica (Fig. 1), esses fatores permitem o estabelecimento
de níveis de probabilidade de infecção (Holzheimer &
Dralle, 2002). Os fatores relacionados ao hospedeiro e
os fatores clínicos são prontamente discerníveis, já que
são rotineiramente empregados para o reconhecimen-
to de pacientes de risco. Do mesmo modo, a aplicação
dos critérios microbiológicos não apresenta maiores
dificuldades, pois são classicamente baseados na de-
monstração tecidual dos patógenos e na cultura dos
espécimens clínicos (Ascioglu et al., 2002).

Fatores relacionados ao hospedeiro
a) Neutropenia (menos de 500 neutrófilos/mm3 por mais
de 10 dias).
b) Febre persistente por mais de 96 horas, a despeito
do uso de antibiótico de largo espectro.
c) Temperatura corporal maior que 38ºC ou menor que
36ºC associada com uma as seguintes condições pre-
disponentes: neutropenia prolongada (mais de10
dias), uso de agentes  imunossupressores, ocorrência
de infecção fúngica invasiva provada ou provável nos
episódios iniciais de neutropenia e coexistência com
AIDS.
d) Doença enxerto contra hospedeiro severa (grau ≥2)
ou extensa doença crônica.
e) Prolongado uso de corticoesteróides (por mais de 3
semanas).
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Fatores clínicos

a) Infecção no Trato Respiratório Inferior
Manifestação Clínica Principal: em imagem na to-

mografia computadorizada: sinal de ar-crescente e si-
nal do halo e cavidades com áreas de consolidação.

Manifestação Clínica Secundária: sintomas de in-
fecção (tosse, dor no peito, hemoptise, dispnéia), acha-
dos clínicos de atrito pleural, efusão pleural e outros
infiltrados.
b) Infecção Nasal e dos Seios Nasais

Manifestação Clínica Principal: evidência radioló-
gica de infecção nos seios nasais (erosão da parede
dos seios nasais, extensa infecção de estruturas adja-
centes e extensa destruição da base do crânio).

Manifestação Clínica Secundária: sintomas de in-
fecção em trato respiratório superior (descarga nasal,
congestão), ulceração da mucosa nasal ou epistaxe,
inchaço periorbital, dor temporomandibular, lesões ne-
cróticas negras e/ou perfuração do palato duro.
c) Infecção do Sistema Nervoso Central (SNC)

Manifestação Clínica Principal: evidência radioló-
gica de infecção no SNC (mastoidites ou outro foco
parameningeal, empiema extradural, massa no parên-
quima cerebral ou coluna vertebral).

Manifestação Clínica Secundária: sintomas neuro-
lógicos focais: convulsões, hemiparesia, paralisia, con-
fusão mental, sintomas de irritação de meninges e alte-
ração bioquímica e celular do líquido cefalorraquidiano.
d) Infecção Fúngica Disseminada

Lesões cutâneas nodulares ou papulares sem causa
determinada e achados intraoculares sugestivos de co-
rioretinite hematogênica fúngica ou endoftalmite.
e) Candidíase Disseminada Crônica

Abscessos pequenos e periféricos no fígado e/ou
baço demonstrados por tomografia ou ultra-sonografia
e elevado nível de fosfatase alcalina. Critérios microbio-
lógicos não são requeridos na categoria provável.
f) Candidemia

Critérios clínicos não são requeridos para candide-
mia provável. Não existe definição para candidemia
possível.

Fatores microbiológicos

a) Resultados positivos para cultura de escarro ou la-
vado broncoalveolar para fungos filamentosos (Asper-
gillus, Fusarium, Scedosporium ou Zigomycota); Cryp-
tococcus neoformans e patógenos endêmicos.
b) Resultados positivos para cultura ou exame micros-
cópico direto/citológico de aspirados de seios nasais
para fungos filamentosos.

c) Resultados positivos para exame microscópico dire-
to/citológico de escarro e lavado broncoalveolar para
fungos filamentosos ou Cryptococcus sp.
d) Resultados positivos para antígenos de Aspergillus
em lavados broncoalveolares e líquido cefalorraquidi-
ano ou em pelo menos 2 amostras de sangue.
e) Resultados positivos para antígenos de Cryptococ-
cus no sangue (Reações falso-positivas podem ocorrer
com Trichosporon beigelii, Stomatococcus mucilagino-
sis, fator reumatóide circulante e processos malígnos
concomitantes e devem ser descartadas se o teste para
antígenos fúngicos for a única prova positiva no fator
microbiológico).
f) Resultados positivos para elementos fúngicos em exa-
me microscópico direto/citológico de espécimens esté-
reis (Cryptococcus sp. em líquido cefalorraquidiano).
g) Resultados positivos para antígenos de Histoplas-
ma capsulatum no sangue, urina ou líquido cefalorra-
quidiano.
h) Dois resultados positivos de cultura de urina para
leveduras na ausência de cateter urinário.
i) Elementos de Candida sp. em urina na ausência de
cateter urinário.
j) Resultados positivos para Candida sp. em hemocul-
turas.

Pela precocidade e rapidez do diagnóstico, as téc-
nicas de avaliação por imagem e as técnicas de detec-
ção de antígenos têm sido cada vez mais valorizadas,
sendo colocadas atualmente no mesmo nível dos crité-
rios microbiológicos, apesar de serem métodos indire-
tos de evidenciação. Contudo, as técnicas de detecção
de ácidos nucléicos, por não estarem suficientemente
desenvolvidas, ainda não são consideradas métodos
validados de diagnóstico (Donnelly, 2002).

l Níveis de probabilidade de infecção fúngica
Os sinais e sintomas de infecção fúngica invasiva

raramente são específicos e testes micológicos conven-
cionais com freqüência não são suficientes para o diag-
nóstico (Ascioglu et al., 2002). Apoiadas nos fatores do
hospedeiro, fatores clínicos e fatores microbiológicos,
três categorias de probabilidade de infecção foram for-
muladas para aqueles pacientes com câncer e trans-
plantados de célula-tronco: provada, provável e possí-
vel (Tab. II).

A categoria de provada infecção (Fig. 2) é composta
por critérios que permitem que a infecção fúngica in-
vasiva seja diagnosticada de maneira definitiva. De
acordo com o Comitê da EORTC e NIAID, o mais alto
nível de certeza no diagnóstico é dado pela presença
do fungo no tecido. Contudo, para alguns agentes, a
detecção de antígenos foi aceita como um critério de
provada infecção (Donnelly, 2002).

As categorias de provável e possível infecção (Fig.
2) apresentam um conjunto de informações suficientes
para sugerir uma infecção fúngica invasiva e subsidiar
o estabelecimento de algumas formas de terapia anti-
fúngica empírica (Ascioglu et al., 2002). Pacientes des-
sas categorias são freqüentemente febris, a despeito
da antibioticoterapia de largo-espectro e podem ter um
foco potencial de infecção. Para uma infecção ser con-
siderada provável, o nível de consideração dos crité-

FIG. 1 - Elementos para o diagnóstico de infecção fúngica invasiva.
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TABELA I
Definição de Infecção Fúngica Invasiva

Fatores Definição

l Persistente estado febril
Fatores do l Baixa contagem de neutrófilos
Hospedeiro l Corticoterapia

l Terapia imunossupressora
l Doença enxerto contra hospedeiro
l Infecções do trato respiratório, seios nasais
l e sistema nervoso central
l    Diagnóstico por imagem
l    Sinais e sintomas clínicos
l Infecções fúngicas disseminadas

Fatores Clínicos l    Lesões cutâneas e oculares
l Candidíases disseminadas crônicas
l    Diagnóstico por imagem
l    Abscessos hepatoesplênicos
l Candidemias
l    Não existem definições
l Exame direto e cultura positivos para Aspergillus sp.,

Fatores l Candida sp., Fusarium sp., Scedosporium sp.,
Microbiológicos l Zygomycota, Cryptococcus sp.

l Testes com antígenos positivos para Aspergillus sp.,
l Cryptococcus sp., Histoplasma capsulatum

Ascioglu et al. (2002).
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rios é menos profundo, apesar dos três elementos (fa-
tores do hospedeiro, fatores clínicos e fatores microbio-
lógicos) estarem presentes (Donnelly, 2002). Na cate-
goria possível, o critério relacionado ao hospedeiro está
presente, mas há ausência de um dos outros dois (fato-
res clínicos ou fatores microbiológicos) provavelmente
por não terem sido feitos ou serem negativos (Ascioglu
et al., 2002).

Infecção fúngica provada
a) Infecção Fúngica Profunda

Fungos Filamentosos: exame microscópico direto ou
histopatologia de aspirados ou biopsia, mostrando hi-
fas e evidência de destruição tecidual (microscopia e
imagem) associada ou resultados positivos de cultura
para amostras obtidas assepticamente de sítios anatô-
micos estéreis e/ou sítios com aspectos clínicos e radio-
lógicos anormais consistentes com infecção (excluindo
urina e/ou membranas mucosas).

Fungos Leveduriformes: exame microscópico 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 sítios anatô-
micos estéreis e/ou sítios com aspectos clínicos e radio-
lógicos anormais consistentes com infecção (excluindo
urina, seios nasais e membranas mucosas) ou ainda
microscopia positiva (tinta da China, mucicarmim de
Mayer) e/ou resultados positivos para antígenos de
Cryptococcus sp. em líquido 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 clínicos e sintomas compatíveis
com infecção fúngica.

Fungos Leveduriformes: cultura de sangue positiva para
Candida sp. e outras leveduras em pacientes com sinais
clínicos e sintomas compatíveis com infecção fúngica.
c) Infecções Fúngicas Endêmicas

Infecções sistêmicas ou confinadas ao pulmão: deve
ser provada por cultura do sítio anatômico afetado e
com sintomas atribuídos à infecção fúngica. Se resulta-
dos de culturas são negativos ou inacessíveis, a de-
monstração por exame microscópico direto ou histopa-
tologia é considerada suficiente para  os fungos dimór-
ficos (espécies de Blastomyces, Coccidioides, Paracoc-

cidioides). O Histoplasma capsulatum var. capsula-
tum pode lembrar Candida glabrata.

Infecção Disseminada: pode ser estabelecida por
hemocultura positiva ou teste positivo para antígenos
na urina ou soro por radioimunoensaio.

Infecção fúngica provável
Estão presentes os fatores relacionados ao hospe-

deiro, fatores microbiológicos (com exceção de exame
direto e histopatologia positivos para fungos e prova
para antígenos de Cryptococcus sp. positiva) e fatores
clínicos (principal ou dois secundários) em um sítio
anatômico com alterações consistentes com infecção.

Infecção fúngica possível
Os fatores relacionados ao hospedeiro estão normal-

mente presentes, todavia, um dos outros dois critérios,
fatores microbiológicos (com exceção de exame direto e
histopatologia positivos para fungos e prova para antí-
genos de Cryptococcus sp. positiva) ou fatores clínicos
(principal ou dois secundários), está ausente.

CONCLUSÃO

Objetivamente, segundo o Comitê da EORTC e NI-
AID (Ascioglu et al., 2002), essas definições, apesar
de ainda controversas, pretendem identificar grupos
homogêneos de pacientes para a pesquisa clínica, além
de estimular a discussão sobre o problema das mico-
ses invasivas e subsidiar desenhos de ensaios clínicos
e a interpretação de novos protocolos terapêuticos de
controle das infecções fúngicas oportunistas em paci-
entes submetidos à quimioterapia antitumor ou a trans-
plantes de célula-tronco.
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TABELA II
Níveis de Probabilidade de Infecção Fúngica Invasiva

Categoria Descrição

Critérios
l Fatores do hospedeiro
l Fatores clínicos;
l Fatores microbiológicos

Processos Sistêmicos
l Infecções profundas

Exame direto e histopatologia positivos
Infecção Cultura de espécimens clínicos positiva
Fúngica Diagnóstico por imagem positivo
Provada Testes com antígenos positivos para Cryptococcus sp.

l Fungemia
Hemocultura positiva
Sinais e sintomas compatíveis
l Infecções Endêmicas

Exame direto e histopatologia positivos
Cultura/hemocultura positivas
Testes com antígenos positivos
Sinais e sintomas compatíveis

Critérios
Infecção l Fatores do hospedeiro
Fúngica l Fatores clínicos
Provável l Fatores microbiológicos

Critérios
Infecção l Fatores do hospedeiro
Fúngica l Fatores clínicos ou fatores microbiológicos (ausência de um
Possível dos dois fatores)

Modificado de Holzheimer & Dralle (2002).

FIG.2 - Fluxograma de evidências de infecção fúngica invasiva.
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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.

RESUMO � Objetivo: Avaliar o InstantScreen Rapid HIV-1/2 (GAIFAR GmbH, Alemanha), em condições de rotina
em Caxias do Sul, RS, Brasil. Métodos: 781 amostras de soro foram coletadas de doadores de sangue, de pacientes
com síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), de gestantes e de crianças (<12 meses de idade) atendidas
em instituições de saúde locais. Os testes foram realizados entre o dia 1° de abril até 20 de dezembro de 2001. O soro
foi pesquisado para a presença de anticorpos anti-HIV pelo InstantScreen assim como por testes de referência
(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%). Conclusão: O teste
se mostrou de alta confiabilidade. As membranas do teste podem ser removidas, servindo de opção para a docu-
mentação permanente. Devido a facilidade de execução o teste é adequado para ser utilizado nas mais variadas
condições de trabalho.
PALAVRAS-CHAVE � Diagnóstico, teste rápido, vírus da imunodeficiência humana.

INTRODUÇÃO

A  Síndrome Imunodeficiência Adquirida (SIDA) é causa-
            da pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV),
HIV tipo 1 (HIV-1)1 e HIV tipo 2 (HIV-2)2. A SIDA se
propagou rapidamente, sendo que a maioria das in-
fecções ocorrem em países em desenvolvimento pela
transmissão através das transfusões de sangue3, con-
tato sexual4, uso de drogas intravenosas5 ou através da
transmissão perinatal6.

Como a transmissão do HIV é previnível, o exame
para HIV é uma importante estratégia de prevenção.
O teste garante um diagnóstico precoce que, em caso
de resultado positivo, pode retardar o aparecimento de
doenças e faz com que o indivíduo deixe de transmitir
o vírus involuntariamente.

O diagnóstico do HIV pode ser realizado através
das seguintes metodologias: ensaio imunoenzimático
(EIE ou ELISA), Western Blot, aglutinação de partícu-
las, quimioluminescência, imunofluorescência indire-
ta (IFI), detecção do RNA viral, pesquisa de antígeno
p24 e testes rápidos7.

Testes sorológicos como ensaio imunoenzimático,
ensaios de aglutinação de partículas e Western Blot
para detecção de anticorpos anti-HIV tem sido úteis

no screening e no diagnóstico da infecção causada pelo
HIV. Embora os ensaios imunoenzimáticos sejam am-
plamente utilizados por sua excelente sensibilidade,
apresentam elevado custo, necessitam instrumentação
auxiliar e apresentam metodologia complexa para se-
rem realizados em campo. Os ensaios de aglutinação
de partículas são, também, amplamente utilizados já
que não requerem instrumentação complexa. Entretanto
o tempo para obtenção dos resultados pode ser superior
a uma hora, não sendo adequados para o uso em situa-
ções de emergência8. Considerando as limitações des-
critas acima, a utilização de um teste rápido para de-
tecção de anticorpos anti-HIV permite a obtenção de
resultados rápidos, com baixo custo, sensibilidade e
especificidade adequadas, que podem ser utilizados
em qualquer instalação.

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

MATERIAL E MÉTODOS

No período 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 síndrome
da imunodeficiência adquirida, gestantes e crianças
(<12 meses de idade) atendidas em instituições de saú-
de locais. As amostras de sangue foram obtidas através
de punção de sangue periférico, em tubos sem anticoa-
gulante, em condições estéreis para obtenção de soro, o
qual foi centrifugado e separado no período máximo de
3 horas após a coleta e refrigerado logo em seguida.

O InstantScreen é um teste ultra rápido para detec-
ção de anticorpos anti-HIV-1 e anti HIV-2, que permi-
te a obtenção dos resultados em tempo inferior a um
minuto. O InstantScreen utiliza a uma tecnologia pro-
prietária, baseada no uso de antígenos epítopo-combi-
nantes que compreendem as regiões mais preservadas
do HIV-1 e HIV-2. A construção deste antígenos utili-
za a tecnologia de engenharia genética, o que resul-
tou em um número aumentado de epítopos altamente
antigênicos e a eliminação de locais que promovem
ligações inespecíficas dos anticorpos.

São necessários 20mL de sangue total ou 10mL de
soro ou plasma para execução do teste. A execução do
InstantScreen consiste de três etapas que podem ser
completadas em menos de um minuto:

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

(2) adicionar o detector (solução 2) à membrana do
teste e;

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

Se a amostra não contiver anticorpos anti-HIV-1 ou
anti-HIV-2, aparecerá um ponto azul no lado esquer-
do da membrana. Este é controle do teste, indicando
que o teste foi executado corretamente. Dois pontos
azuis são indicativos de que a amostra analisada con-
tém anticorpos anti-HIV-1 ou anti-HIV-2. Dependen-
do da titulação ou composição 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 inválido, quando não hou-
ver a formação do ponto controle na membrana, indi-
cando que o teste foi executado incorretamente, ou que
há um problema com a amostra. Nestes casos, é reco-
mendável coletar uma nova amostra para repetição do
teste.

O seu sistema de detecção 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 referência (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 confirmatório de Western Blot,
obedecendo os critérios propostos pelo Ministério da
Saúde e Organização Mundial da Saúde (OMS).

É digno de nota que um bebê de seis meses de ida-
de, nascido de uma mãe 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 referência e o
InstantScreen, confirmaram o status soro-negativo da
criança.

 DISCUSSÃO

Quando comparado a outros testes rápidos disponí-
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. Não requer quaisquer
equipamentos além daqueles contidos no kit. Por se tra-
tar de um exame de baixa complexidade na execução, o
InstantScreen não necessita pessoal altamente especializa-
do. Outra característica marcante é a leitura visual do
resultado em menos de 1 minuto.

Os testes são embalados individualmente e apre-
sentam longo prazo de validade (2 anos), permitindo a
realização do teste em laboratórios que apresentam
número pequeno de testes. Além disso, o InstantScreen
não requer refrigeração, podendo ser armazenado a
temperatura ambiente (-20°C a +45°C). Essa caracte-
rística é importante para o uso do mesmo em zonas
rurais ou de difícil acesso, nas quais eletricidade ou
refrigeração podem não estar disponíveis.

O teste ideal para o diagnóstico rápido do HIV se-
ria um teste de fácil e rápida execução, baixo custo,
com alta sensibilidade e especificidade, em que os
resultados sejam fáceis de interpretar, que possa ser
armazenado a temperatura ambiente, que apresente
amplo prazo de validade e que não necessite equipa-
mentos auxiliares para execução9. O InstantScreen
preenche esses critérios e provou ser uma importante
ferramenta no diagnóstico da infecção causada pelo
HIV.
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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 Stx1 and Stx2 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 36oC 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 Stx1, Stx2
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; MgCl2 1,5 mM; dNTP 200 mM; primers 1mM each; Taq DNA Polimerase 2U.
The following conditions were used 1 cycle at 94oC for 5 min. and 35 cycles at 94oC for 1min., 47oC for 30s and 72oC
for 30s, followed by one cycle at 72oC for 10 min. The products were detected by gel electrophoresis. STEC strains
O157:H7 (Stx1, Stx2) and O111 (Stx1) 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.

RESUMO � As Escherichia coli Shiga Toxigênicas (STEC) são patógenos emergentes, causadores de diarréia e
doenças graves como colite hemorrágica e síndrome hemolítico-urêmica. As STEC diferenciam-se das demais
estirpes de E. coli pela produção de um ou dois tipos de toxina denominadas toxina Shiga 1 e 2, codificadas pelos
genes Stx1 e Stx2, respectivamente. O diagnóstico microbiológico das infecções causadas por STEC é dificultado
pelo rápido decréscimo no número de organismos excretados nas fezes após o início dos sintomas e pela diversida-
de bioquímica e sorológica das estirpes de STEC. O objetivo deste trabalho é estabelecer um protocolo de PCR para
a detecção de STEC que seja adequado para na rotina dos laboratórios clínicos. As culturas de estirpes de STEC e
outros organismos usados como controles, e das amostras de fezes diarréicas foram realizadas em ágar Mac-
Conkey e incubadas a 36oC por 18-24 horas. A extração de DNA foi realizada pelo método da fervura. Na PCR foi
utilizado um único par de iniciadores, ATACAGAGGGA/GGA/GATTTCGT e CC/ATGATGATGG/ACAATTCAG,
capaz de detectar os genes Stx1, Stx2 e seus variantes numa mesma reação através da amplificação de um fragmento
de DNA de aproximadamente 220 pares de base (pb). A PCR foi realizada em volume de 50mL contendo 10mL de
DNA, tampão Taq 1X; MgCl2 1,5mM; dNTP 200mM; iniciadores 1mM cada; Taq DNA Polimerase 2U. Empregou-
se 1 ciclo de 94oC por 5 minutos e 35 ciclos de 94oC por 1minuto, 47oC por 30 segundos e 72oC por 30 segundos,
seguidos de 1 ciclo de 72oC por 10 minutos. Os produtos de amplificação foram detectados através de eletroforese
em gel de agarose a 2%. DNA extraído das estirpes de STEC O157:H7 (Stx1, Stx2) e O111 (Stx1) permitiu a amplifi-
cação de um fragmento de cerca de 220 pb, mas nenhum produto de amplificação foi produzido quando o DNA de
E. coli ATCC 25922 e de outros organismos controle não produtores de Stx foi utilizado. Foram analisadas 123
culturas de fezes e 3 apresentaram amplificação do fragmento de DNA de cerca de 220 pb, sugerindo a presença de
Stx. O protocolo descrito neste trabalho mostrou-se sensível, específico e adequado ao laboratório clínico.

PALAVRAS CHAVE � Escherichia coli Shiga Toxigênica, Toxina Shiga, genes Stx, Stx.

INTRODUÇÃO

A s Escherichia coli Shiga Toxigênicas (STEC) cons-
tituem um grupo bioquímico e sorologicamente he-

terogêneo de E. coli, do qual o sorotipo O157:H7 é o
mais conhecido, embora existam mais de 100 sorogru-
pos diferentes de STEC associados com doença (WHO
1997, 1998; Bopp et al., 1999). As STEC podem causar
diversos quadros clínicos que variam de diarréia e co-
lite hemorrágica a síndrome urêmico-hemolítica e

púrpura trombocitopênica trombótica (Griffin e Boyce,
1998; Kuntz e Kuntz, 1999).

A patogênese da infecção causada por estes orga-
nismos ainda não é completamente compreendida, e
as STEC podem apresentar diversos fatores de viru-
lência, cuja ocorrência varia entre as diferentes estir-
pes (Boerlin et al, 1999; Schmidt et al., 1999). Mas a
principal característica associada com o desenvolvimen-
to da síndrome urêmico-hemolítica e fator de virulên-



74 RBAC, vol. 36(2), 2004

cia comum a todas as STEC é a produção de toxinas
Shiga (Stx), codificadas pelos genes Stx. As Stx foram
originalmente isoladas de Shigella dysenteriae tipo I,
e a presença de toxinas similares em E. coli  foi inicial-
mente descrita por Konowalchuck et al. (1977). Poste-
riormente as estirpes de E. coli  produtoras de toxinas
Shiga foram associadas com casos de colite hemorrági-
ca e síndrome urêmico-hemolítica (Karmali et al., 1983),
relacionadas ao consumo de alimentos contaminados.
A partir de então estes organismos emergiram como
patógenos veiculados por alimentos e representam um
importante problema de saúde pública (Feng, 1995;
WHO 1997, 1998). As Stx produzidas pelas STEC são
classificadas em 2 grupos denominados de Stx1 e Stx2.
Os genes estruturais para as toxinas Stx1 e Stx2, deno-
minados respectivamente de Stx1 e Stx2, apresentam
cerca de 58% de homologia na seqüência de nucleotí-
deos (Jackson et al., 1987). O grupo Stx1 é relativa-
mente homogêneo, sendo Stx1c a forma que apresenta
a maior variação (Paton e Paton, 1998; Zhang et al.,
2002). O grupo Stx2 compreende além de Stx2 diver-
sas outras formas que podem apresentar considerável
variação na sua seqüência (Gannon et al, 1990; Paton
et al., 1993; Rüssmann et al., 1994; Piérard et al, 1998).

Casos isolados e surtos de infecção causados por
STEC têm sido descritos em várias partes do mundo
(WHO, 1998; Karch et al., 1999). No Brasil existem
poucos relatos sobre as infecções causadas por STEC,
o que possivelmente é devido ao fato de que estes or-
ganismos não são pesquisados de rotina nos laborató-
rios clínicos. Ainda assim, casos de infecção por STEC
O157:H7 ou STEC não - O157 foram relatados em pa-
cientes com diarréia ou síndrome urêmico-hemolítica
(Cantarelli et al., 2000; Irino et al., 2000, 2002; Guth et
al., 2002). A importância da detecção das STEC se re-
flete nas decisões clínicas adotadas no cuidado do pa-
ciente, como evitar o uso de antimicrobianos, uma vez
que o uso destes medicamentos pode aumentar a libe-
ração da toxina e levar à piora do quadro clínico (Kim-
mitt et al, 2000; Wong et al., 2000); evitar procedimen-
tos diagnósticos invasivos desnecessários e terapia ina-
dequada no caso de pacientes com colite hemorrágic-
ca; o monitoramento dos pacientes quanto ao desen-
volvimento de sinais de síndrome urêmico-hemolítica;
e na condução das investigações epidemiológicas para
detectar casos adicionais de infecção, bem como na
implementação de medidas para interromper a disse-
minação da infecção (Karch et al., 1999).

Diversos métodos foram desenvolvidos para o diag-
nóstico da E. coli O157:H7, a primeira STEC a ser des-
crita, e estão comercialmente disponíveis para o diag-
nóstico deste organismo (Karch et al., 1999; Kehl, 2002).
A maioria destes métodos, como o ágar MacConkey
Sorbitol e os imunoensaios sorotipos específicos, não
detectam as STEC não-O157, que são predominantes
em muitos países incluindo o Brasil (Fey et al., 2000;
Irino et al., 2000). Ensaios capazes de detectar tam-
bém os sorotipos não-O157 como a hibridização em
colônia, �imunobloting�, pesquisa de toxinas e os en-
saios moleculares, apresentam inconvenientes como
custo elevado, dificuldades técnicas para a sua reali-
zação e o fato de nem todos estarem disponíveis co-
mercialmente (Karch et al., 1999; Kehl, 2002).

A PCR é um método de diagnóstico molecular que
está se tornando comum no laboratório clínico, e é o
método recomendado atualmente para a detecção das

STEC, embora ainda não esteja comercialmente dispo-
nível. O objetivo deste trabalho é propor um protocolo
de PCR para a triagem de STEC em amostras de fezes,
que seja adequado para o laboratório clínico.

MATERIAIS E MÉTODOS

l Amostra
Bactérias e condições de cultivo. As estirpes de

STEC O157:H7 (Stx2
+), O157:H7 (Stx1

+ Stx2
+) O111:H8

(Stx1
+), cedidas pelo Instituto Adolfo Lutz, foram utili-

zadas como controles positivos. E. coli ATCC 25922
(Stx1

- Stx2
-) foi utilizada como controle negativo. E. her-

mannii, E. coli enteropatogênica (EPEC), estirpes de
E. coli isoladas de amostras clínicas, 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 ágar CLED
(Difco), as demais bactérias foram cultivadas em ágar
MacConkey (Difco). As culturas foram incubadas em
aerobiose a 36±1ºC por 18 a 24 horas.

Amostras clínicas. Foram analisadas 123 amostras
de fezes de pacientes apresentando quadro diarréico,
provenientes do Hospital de Clínicas da UFPR � Setor
de Pediatria, Laboratório do Hospital Pequeno Prínci-
pe, Laboratório Champagnat, Laboratório de Parasito-
logia / UFPR e Laboratório Central do Estado � Curiti-
ba PR (LACEN). As amostras foram transportadas em
Cary-Blair e mantidas à temperatura ambiente até se-
rem inoculadas. As culturas foram realizadas em ágar
MacConkey (Difco) e incubadas em aerobiose a 36 ±
1ºC por 18 a 24 horas. Este projeto foi aprovado pelo
Comitê de Ética para Pesquisa em Seres Humanos do
HC-UFPR (protocolo CEP-HC no. 062EXT016/2002-10).

l Extração de DNA
Para a extração de DNA uma porção da região de

crescimento confluente da cultura foi retirada com a
alça bacteriológica, suspensa em 0,5mL de água desti-
lada estéril e submetida à fervura durante 20 minutos
para a lise celular e extração do DNA (Olsvik e Strock-
bine, 1993). Após 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 -20oC até o
momento do uso na reação de amplificação.

l Reação em cadeia da polimerase
Os iniciadores foram sintetizados pela Invitrogen

(SP) e apresentam as seqüências 5�-ATACAGAGA/GGA/
GATTTCGT-3� e 5�-CC/ATGATGATGACAATTCAG - 3�.
A seqüência dos iniciadores foi descrita por Paton et
al., (1993), mas a seqüência do último foi modificada
no presente trabalho para permitir o reconhecimento
de mais um alelo de Stx2. A presença de nucleotídeos
alternativos em algumas posições possibilita que os
iniciadores sejam capazes de detectar Stx1 e Stx2 e suas
principais variantes. Os iniciadores possibilitam a am-
plificação da região compreendida entre os nucleotí-
deos 821 a 1034 da subunidade A do gene Stx2 (Jack-
son et al., 1987), produzindo um fragmento de 213 pares
de bases (pb) para o genes Stx2 e de 216 pb para o
gene Stx1. A reação de amplificação foi realizada em
um volume final de 50µL contendo 10µL de DNA, tam-
pão Taq 1X (LabTrade); MgCl2 1,5mM; dNTP 200µM
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(Eppendorff); iniciadores 1mM cada; Taq DNA Poli-
merase 2U (LabTrade). A amplificação foi realizada em
termociclador Hybaid Omni Gene utilizando o seguin-
te programa: 1 ciclo de 94ºC por 5 minutos; 35 ciclos
de 94ºC por 1 minuto, 47ºC por 30 segundos e 72ºC
por 30 segundos, seguidos de 1 ciclo de 72ºC por 10
minutos. As amostras que apresentaram o fragmento
de aproximadamente 220pb foram ensaiadas novamen-
te utilizando 52oC como temperatura de anelamento.

l Detecção dos produtos de amplificação
A detecção dos produtos de amplificação foi reali-

zada através de eletroforese em gel de agarose (Gib-
co) a 2% em tampão TBE (Sambrook et al., 1989). 10µL
do produto de cada reação foram adicionados de 5µL
de �loading dye� (Sambrook et al., 1989), aplicado no
gel de agarose a 2% e submetido à corrida eletroforéti-
ca realizada a 35V durante 90 minutos. O gel foi cora-
do com brometo de etídio (0,5mg/ml) durante 30 minu-
tos e visualizado sob luz UV (312nm). As imagens fo-
ram capturadas pelo sistema Kodak Digital Science 1D.

l Identificação bioquímica
Nas amostras que apresentaram banda de amplifi-

cação de DNA de aproximadamente 220 pb, colônias
isoladas obtidas a partir do ágar MacConkey foram
utilizadas para confirmar a presença de genes que co-
dificam para as toxinas Shiga e para a identificação
bioquímica, empregando o sistema API 20E (bioMé-
rieux) ou o sistema convencional para a identificação
de enterobactérias. As E. coli assim caracterizadas fo-
ram testadas frente ao antisoro anti - O157.

l Detecção da produção de toxina Shiga
As bactérias consideradas como portadoras de ge-

nes Stx1, Stx2 ou seus alelos através de PCR, foram
analisadas em paralelo quanto à produção de toxina
Shiga através de aglutinação passiva reversa, empre-
gando látex sensibilizado com anticorpos antitoxinas
Shiga 1 e 2. Foram utilizados os reagentes do sistema
VTEC-Screen �Seiken� (Denka Seiken Co. Ltda, Ja-
pão).

l Determinação da sensibilidade do método
Culturas de fezes de controles saudáveis, prepara-

das como descrito acima e suspensas em 0,5mL de água
estéril foram inoculadas com concentrações conheci-
das de STEC O157:H7 e submetidas à extração de DNA.
10µL do extrato foram utilizados na reação de amplifi-
cação.

RESULTADOS

Com o objetivo de estabelecer um protocolo para
triagem de STEC em fezes, que fosse sensível, especí-
fico, e de custo acessível ao laboratório clínico, optou-
se por um método de extração de DNA simples, rápido
e de baixo custo, associado ao uso de iniciadores que
permitem a detecção dos genes Stx1, Stx2 e variantes,
num único ensaio. Para a extração 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 modificações descritas no presente tra-
balho, permitiram a amplificação dos genes Stx1 e Stx2,
detectada através de fragmentos de DNA de aproxi-
madamente 220 pb como mostrado na Fig. 1. A ampli-

ficação deste fragmento foi observada com o DNA ex-
traído das estirpes de STEC O157:H7 (Stx1

+ Stx2
+),

O157:H7 (Stx2
+) e O111:H8 (Stx1

+), e mostrou-se re-
produtível nas condições de ensaio utilizadas. Quan-
do foi utilizado como molde DNA extraído de E. coli
ATCC 25922, E. coli enteropatogênica clássica (EPEC)
e outras estirpes de E. coli isoladas de amostras clíni-
cas, E. hermannii, S. flexneri, S. enteritidis, S. chole-
rasuis, P. mirabilis, A. calcoaceticus; P. aeruginosa, E.
faecalis e S. aureus, organismos não produtores de
Stx, nenhum produto de amplificação foi detectado,
mostrando a especificidade da reação.

Cento e vinte e três amostras de fezes diarréicas
foram analisadas através deste protocolo. Destas, 3
apresentaram bandas de amplificação de aproximada-
mente 220 pb, compatível com a presença de genes Stx
(Fig. 1, linhas 3 e 4). Uma das amostras apresentou
uma banda de amplificação de tamanho maior que o
esperado para Stx1 e Stx2 (Fig. 1, linha 5). Estas ban-
das persistiram, mesmo quando foi realizada nova PCR
utilizando 52oC como temperatura de anelamento, con-
dição de maior estringência que aumenta a especifici-
dade da reação, sugerindo a presença dos genes Stx1,
Stx2 ou seus variantes. Colônias isoladas obtidas a par-
tir das culturas destas amostras em ágar MacConkey
foram então analisadas com o intuito de identificar aque-
las que apresentavam os genes para a toxina Shiga e
caracterizá-las bioquímica e sorologicamente. As bac-
térias associadas com a produção da banda de aproxi-
madamente 220 pb foram identificadas bioquimicamente
como E. coli, e não reagiram com o anticorpo anti-O157,
sendo caracterizadas como STEC não-O157. Quando
analisadas através do imunoensaio �VTEC-Screen Sei-
ken� estas bactérias mostraram uma reação positiva,
confirmando a produção das toxinas Stx1 e/ou Stx2, o
que reforça a confiabilidade do protocolo de PCR pro-
posto no presente trabalho. A freqüência 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 à produção de toxina Shiga,
frente aos anticorpos anti-Stx1 e anti-Stx2, apresentou
reação negativa.

Em algumas das amostras, foi observada a presen-
ça de bandas de amplificação inespecífica, de tamanho
maior que o esperado para Stx1 e Stx2 (dados não mos-
trados) e também muito maiores que o observado para

FIG. 1 � Detecção dos produtos de amplificação dos genes stx: (1) 1 Kb DNA
Ladder; (2) pCB10 digerido com Hind III; (3) amostra 3; (4) amostra 83; (5)
amostra 104; (6) amostra 95; (7) STEC O111:H8 (stx1

+); (8) STEC O157:H7
(stx1

+, stx2
+). Os fragmentos de DNA de interesse encontram-se em destaque

no esquema ao lado.
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o C. freundii. Estas bandas de amplificação inespecífi-
ca desapareceram quando a PCR foi realizada utili-
zando temperatura de anelamento de 52oC, indicando
a ausência daqueles genes nas amostras analisadas.

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

DISCUSSÃO

A PCR é o método de diagnóstico molecular mais
utilizado para a triagem de amostras clínicas para
STEC, diversos protocolos estão 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 Stx1 e Stx2 e principais variantes
em uma mesma reação, entretanto a seqüência de um
dos iniciadores foi modificada no presente trabalho para
permitir o reconhecimento de mais uma forma variante
de Stx. Tal abordagem permite a realização de uma
única PCR para a detecção das STEC e reduz custos.
Paton et al. (1993), realizaram as culturas em meios
líquidos, por períodos de 4 horas ou mais, possibili-
tando a redução do tempo de ensaio. Entretanto na eta-
pa de extração 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 condições de trabalho verifica-
mos que em algumas amostras de fezes, artificialmen-
te contaminadas com E. coli O157:H7, não ocorria am-
plificação, provavelmente devido à presença de inibi-
dores da Taq DNA Polimerase na reação. As mesmas
amostras cultivadas em ágar MacConkey e tratadas
paralelamente pelas metodologias de extração de DNA
descritas por Olsvik e Strockbine (1993) e Ausubel et al
(1999) não apresentaram inibição (dados não mostra-
dos). A extração de DNA através do método da fervura
(Olsvik e Strockbine, 1993), mostrou-se atrativa devido
à simplicidade, rapidez de execução e baixo custo, e
apresentou bom desempenho em termos de sensibili-
dade e especificidade na PCR o que levou à sua ado-
ção no presente trabalho. Assim o protocolo proposto
no presente trabalho emprega procedimentos descritos
por Olsvik e Strockbine (1993), e Paton et al. (1993),
com modificações. A positividade encontrada para STEC
foi de 2,4%, embora estes sejam resultados prelimina-
res, e está dentro da faixa de 1,5 a 4,0% descritos por
autores que pesquisaram a presença de STEC através
de fatores de virulência (Kehl, 2002). A detecção neste
trabalho de estirpes de STEC não-O157 não é inespe-
rada e está de acordo com os dados de Irino et al. (2000)
e Vaz et al. (2004), que indicam a predominância das
não-O157 no Brasil. A detecção destas estirpes não te-
ria sido possível se o ágar MacConkey Sorbitol, méto-
do de diagnóstico mais comumente utilizado nos labo-
ratórios clínicos, tivesse sido empregado para a tria-
gem das amostras.

A estirpe de C. freundii isolada apresentou um cres-

cimento intenso a partir da cultura de fezes diarréicas,
o que sugere que esteja associada ao processo patoló-
gico. O resultado negativo verificado no VTEC-Screen
Seiken não exclui a produção de toxina Shiga por este
microrganismo devido à variabilidade presente neste
grupo de toxinas, e ao desempenho do teste utilizado.
Segundo Beutin et al. (2002), o teste VTEC-Screen
Seiken não foi capaz de detectar Stx2 em todas as amos-
tras de STEC analisadas que apresentavam o gene Stx2
e reagiu fracamente ou não reagiu com algumas das
variantes de Stx2. A presença de toxinas Shiga perten-
centes ao grupo Stx2, já foi descrita em C. freundii (Sch-
midt et al., 1993). Aquelas toxinas não foram neutrali-
zadas por anticorpos anti-Stx1, apresentaram discreta
redução da sua atividade citotóxica 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 não indica a pre-
sença de genes Stx neste organismo, mas o seqüencia-
mento do produto de PCR obtido com DNA de C.freundii
poderá auxiliar a esclarecer este quadro.

Em síntese, a nossa proposta para estabelecer um
protocolo de PCR para a detecção de STEC que seja
custo efetivo baseou-se na cultura de fezes em ágar
MacConkey, seguida da extração de DNA pelo método
da fervura (Olsvik e Strockbine, 1993) e PCR realizada
com iniciadores capazes de detectar os genes Stx1, Stx2,
e principais variantes em uma única reação. Dessa for-
ma os organismos presentes nas fezes são triados si-
multaneamente quanto à presença dos genes para as
toxinas Shiga. Este procedimento apresentou uma boa
especificidade para STEC, independentemente do so-
rotipo.

A importância da triagem de amostras de fezes para
a presença de STEC reflete-se na seleção da terapia do
paciente, e o desempenho do laboratório é fundamen-
tal nesta situação. O procedimento descrito neste tra-
balho pode ser uma alternativa prática, eficiente e de
custo acessível ao laboratório clínico para a triagem de
STEC em amostras de fezes.
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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.

RESUMO � Salmonella é um dos enteropatógenos que causam sérios danos à saúde pública. Nos países em desen-
volvimento, é comum a presença de espécies de Salmonella provenientes de material humano enquanto que espécies
oriundas de animais predominam nos países desenvolvidos, devido à industrialização em larga escala de produtos
alimentícios e rações para animais que favorecem sua disseminação. Estas Salmonellas atingem os reservatórios
de águas, tornando-os impróprios ao consumo humano. Além do aumento da contaminação dos recursos hídricos,
outro aspecto preocupante diz respeito ao surgimento de novas cepas de Salmonella apresentando múltipla resis-
tência 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 análises foram realizadas no Laboratório da Universidade Federal da Paraíba (C.Grande/
PB), atual Universidade Federal de C. Grande. A resistência das cepas foi determinada através de antibiograma,
por difusão dos discos. Observou-se que o maior número de cepas, 24 (17%) apresentou resistência para Tetracicli-
na seguido por Sulfazotrim e Cefalotina, com 04 cepas cada um (2,8%). Constatou-se que 04 (2,8%) das cepas
apresentaram resistência a mais de um antimicrobiano. Nenhuma resistência foi verificada frente a Gentamicina
e Imipenem.

PALAVRAS-CHAVE � Salmonella sp., enteropatógenos, ambiente aquático.

INTRODUÇÃO

E ntre os microrganismos enteropatogênicos mais fre-
qüentes, responsáveis por quadros diarréicos es-

tão as bactérias de gênero Salmonella. Sua presença
em águas residuárias de origem doméstica é contínua
nos países em desenvolvimento, por serem responsá-
veis por grande número de doenças gastrointestinais
veiculadas por água e alimentos. Sua pesquisa tem se
tornado indispensável para melhoria da Saúde Públi-
ca, portanto, nos últimos anos, inúmeros estudos bac-
teriológicos foram realizados visando seu isolamento e
identificação (Barioni, 2002).

A identificação das Salmonellas em subgêneros tem
pouca importância para a clínica médica. Entretanto,
sua divisão, segundo o esquema de Kauffmann e Whi-
te, baseado em sorotipos se constitui em importante
ferramenta epidemiológica (Toledo, 1998). Seu empre-
go possibilita a diferenciação dos sorotipos predomi-

nantes em humanos, animais e ambiente, facilitando a
identificação do modo de transmissão das Salmonellas,
permitindo a adoção de medidas específicas para sua
prevenção e controle.

A classificação do gênero é bastante complexa e tem
variado nos últimos anos, sendo motivo de discussões
entre os bacteriologistas (Jawetz, Melnick e Adalberg,
1991). Segundo Murray et al. (1992), a classificação
inicial limitou a divisão de Salmonella numa única
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 subgêneros (I, II, III e IV) e Edwards e Ewing divi-
diram em três espécies: S. choleraesuis, S. typhi e S.
enteritidis (Toledo, 1998).
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Nos países em desenvolvimento (inclusive o Bra-
sil), é comum a Salmonella proveniente de diferentes
materiais humanos (fezes, urina, sangue) enquanto que
a presença de Salmonella oriunda de animais predo-
minam nos países desenvolvidos, devido à industriali-
zação em larga escala de produtos alimentícios e ra-
ções para animais que estando contaminadas transfor-
ma-se em veículos de infecções para grande número
de indivíduos, favorecendo sua disseminação (Miran-
da et al., 1978).

Várias são as causas que contribuem para o aumen-
to de estirpes de bactérias apresentando resistência ou
multirresistência aos antimicrobianos. Seu uso indevi-
do e indiscriminado em medicina, agricultura e veteri-
nária exerce uma forte pressão seletiva favorecendo a
sobrevivência 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 rações animais para promo-
ção de crescimento e como profiláticos. Em 1986, nos
EUA, foram produzidas cerca de 44 mil toneladas de
antibióticos e, destes, quase metade foi utilizada em
animais (D�aoust, 1997).

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

Em virtude da grande preocupação com os agravos
à Saúde da população e à resistência que as Salmone-
llas vêm desenvolvendo ao longo dos anos, este traba-
lho objetivou detectar os sorotipos/sorogrupos de Sal-
monellas e o perfil de suscetibilidade das cepas frente
a vários antimicrobianos comumente empregados em
medicina humana e veterinária.

MATERIAL E MÉTODOS

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

As análises foram realizadas no Laboratório de Mi-
crobiologia da Universidade Federal da Paraíba, atual-
mente Universidade Federal de Campina Grande (PB).
Para o isolamento das cepas foram coletados 5 litros de
água e em seguida filtrados em membrana millipore
(0,45mm de porosidade e 142mm de diâmetro). Para
concentração da amostra, a membrana filtrante foi co-
locada em meio de pré-enriquecimento, Água Pepto-

cubação a 37º C, as colônias típicas foram submetidas a
testes bioquímicos: TSI, SIM, Uréia, Citrato de Simons,
Vermelho de Metila (VM), Voges Proskauer (VP), Lisi-
na e Fenilalanina. Após confirmação bioquímica como
Salmonella sp. as cepas foram submetidas a testes so-
rológicos com anti-soros polivalentes (Probac), seguin-
do-se as recomendações do fabricante.

Uma vez confirmada sorologicamente, as 141 cepas
foram submetidas ao teste de sensibilidade aos antimi-
crobianos (antibiograma), seguindo-se as recomenda-
ções 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 gênero, 43 foram
classificadas em sorogrupos no próprio laboratório onde
se realizaram as análises. Para essa classificação utili-
zaram-se soros somáticos e flagelares (Probac do Bra-
sil). Os soros somáticos visam identificar os grupos so-
rológicos A, B, C, D e E, que representam, aproxima-
damente, 98% das Salmonellas isoladas no homem e o
antígeno Vi que ocorre em S. typhi e S. paratyphi C.
Para esta determinação foi preparada uma suspensão
bacteriana com cultivo de 24 horas e adicionado uma
gota de cada anti-soro. Após dois minutos de homoge-
neização observou-se a presença ou não de aglutina-
ção. Considerou-se como pertencente de um determi-
nado sorogupo os testes que aglutinaram em no máxi-
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 classificação dos sorotipos, escolheu-se alea-
toriamente 10 cepas, as quais foram enviadas ao De-
partamento de Bacteriologia/ Laboratório de Zoonoses
Bacterianas do Instituto Osvaldo Cruz (Fiocruz), Rio
de Janeiro.

RESULTADOS

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

Com relação aos sorogrupos identificados de acordo
com a classificação de Edwards e Ewing (1972), cons-
tatou-se que o sorogrupo E foi o mais freqüente (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 proporção o sorogrupo D com ape-
nas 03 cepas (6,9%). Fig. 2.

FIG. 1 - Sorotipos de Salmonellas isoladas do Rio
Bodocongó (PB), no período do Dezembro/1999 a De-
zembro/2000.

FIG. 2 - Sorogrupos de Salmonellas isoladas do Rio
Bododongó (PB) no período do Dezembro/1999 a De-
zembro/2000.

nada Tamponada (APT), e incuba-
da a 37ºC por 24 horas. Após esta
etapa, uma alíquota de 1mL foi
transferida para os meios de enri-
quecimento seletivo: Caldo Rappa-
port Vassiliadis incubado a 37ºC por
24 e 48 horas e Caldo Selenito-no-
vobiocina incubado a 42ºC por 24,
48 e 120 horas, respectivamente.
Para o isolamento utilizou-se os
meios de agar Xilose-Lisina-Deso-
xicolato (XLD) e agar Verde-Bri-
lhante (VB). Após 24 horas de in-
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Com relação 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 número 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-
termediário (pouco sensível) 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-
sistência 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 resistência foi verificada frente ao IPM.
Apenas, observou-se comportamento intermediário de
3 (2,1%) cepas. Somente 1 (0,7%) cepa apresentou re-
sistência a TOB, enquanto 2 (1,4%) cepas apresenta-
ram comportamento intermediário. Tab. I.

Comportamento diferenciado ocorreu com a GN,
onde não se observou nenhuma cepa resistente ou de
comportamento intermediário. Sendo, portanto, o anti-
microbiano mais eficaz para o controle das Salmone-
llas isoladas do ambiente aquático. Cortinez et al (1995),
analisando a resistência de Salmonella isoladas de
águas de superfície, em São Luis, Argentina, também
se observou que todas as cepas foram sensíveis a Gen-
tamicina.

Em relação 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 número de cepas resistentes (três foram resistentes
a TET e uma a TOB), seguido pelo sorogrupo E com
duas cepas resistentes a TET e uma a CFO. Com rela-
ção aos sorotipos verificou-se que S. florian, S. newport
e S. saintpane não apresentaram resistência a nenhum
dos antimicrobianos testados. Por outro lado constatou-
se grande resistência das cepas de S. hadar, onde to-
das (100%) foram resistentes a TET e uma (10%) a CF
(Tab. II).

DISCUSSÃO

Tetraciclina é um antimicrobiano bastante utilizado
e, em conseqüência de seu uso indiscriminado na clí-
nica humana e veterinária, vem apresentando maior
número de microrganismos resistentes, a exemplo das
cepas de Salmonella spp.. Segundo Goyal et al., (1979)

avaliando a resistência de Salmonella spp. isoladas
em águas de matadouros, verificaram que as cepas tam-
bém apresentaram maior resistência a TET. Sant�Ana,
Souza e Ferreira (1989), investigando a resistência de
S. Typhimurium isoladas de águas contaminadas por
esgotos em Belo-Horizonte (BR), observaram que as
cepas apresentaram resistência mais elevada frente à
TET. Estes relatos estão em concordância com os en-
contrados neste estudo.

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

O ambiente hospitalar constitui-se em um dos fato-
res importantes na cadeia de transmissão bacteriana
codificando multirresistência a vários antimicrobianos.
A incidência de bactérias resistentes aos antimicrobia-
nos vem assumindo proporções preocupantes, também,
em virtude de freqüentes insucessos terapêuticos. Os
antibióticos são os grandes triunfos da ciência médica,
embora apresentem seus problemas e desvantagens.
O grande problema é seu uso indevido que aumenta
na mesma proporção que o surgimento de linhagens
de patógenos resistentes (Tortora, et al., 2000).

Nesta pesquisa, 35 (24,8%) cepas apresentarem re-
sistência a pelo menos um antimicrobiano, entretanto,
a grande maioria das cepas foi sensível a todos os an-
timicrobianos testados. Campos e Hofer (1989), com-
parando a resistência de Salmonella spp. isoladas de
amostras ambientais e humanas, verificaram que as
primeiras foram menos resistentes aos antimicrobianos.
Nesta pesquisa observou-se, também, baixa resistên-
cia das cepas ambientais, visto que os microrganismos
isolados diretamente de humanos (fezes, sangue, uri-
na) estão mais freqüentemente em contato com subs-
tâncias antimicrobianas do que as cepas isoladas de
amostras de água, embora estas possam ter sido oriun-
das de organismos humanos e de animais, já que o rio
analisado recebe águas fortemente impactadas por es-
gotos domésticos e dejetos animais das regiões circun-
vizinhas.

É interessante ressaltar a predominância do soroti-
po S. hadar nestas águas. Segundo Franco e Landgraf

TABELA I
Perfil de sensibilidade/resistência das cepas
de Salmonella sp. frente aos antimicrobianos

Comportamento (Número e % de cepas analisadas)
Antimicrobianos

Resistentes (R) Sensíveis (S) Intermediários (I)

AMI 1 (0,7%) 136 (96,4%) 4 (2,8%)
AZT 1 (0,7%) 136 (96,4%) 4 (2,8%)
CF 4 (2,8%) 127 (90%) 10 (7,0%)

CFO 1 (0,7%) 134 (95%) 6 (4,2%)
CIP 1 (0,7%) 140 (99,2% �
CLO 1 (0,7%) 140 (99,2%) �
CAR 1 (0,7%) 124 (87,9%) 16 (11,3%)
GN � 141 (100%) �
IPM � 138 (97,8%) 3 (2,1%)
SFT 4 (2,8%) 132 (93,6%) 5 (3,5%)
TOB 1 (0,7%) 138 (97,8%) 2 (1,4%)
TET 24 (17%) 90 (63,8%) 27 (19%)

TABELA II
Número de sorogupos e sorotipos

de Salmonella resistentes aos antimicrobianos
Antimicrobianos (Número e % de cepas testadas)

Sorogrupos/
Sorotipos

B - - - - - - - - - - - 1(14,2%)

C - - - - - - - - - - 1(7%) 3(21,4%)

D - - - - - - - - - - - 1(33,3%)

E - - - 1(5,2%) - - - - - - - 2(10,5%)

S. anatum - - - - - - - - - - - 1(10%)

S. florian - - - - - - - - - - - -

S. hadar - - 1 - - - - - - - - 5(100%)
(20%)

S. newport - - - - - - - - - - - -

S. saintpane - - - - - - - - - - - -

AMI AZT CF CFO CIP CLO CAR GN IPM SFT TOB TET

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).
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(1996), este é um dos sorotipos que raramente tem sido
isolados nos últimos 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. É interessante citar que fo-
ram isoladas principalmente em certos trechos do rio
que recebiam contaminações por fezes dos animais,
visto que estes trechos encontram-se nas proximida-
des de áreas de intensa criação de animais que depo-
sitam suas fezes no solo e conseqüentemente são leva-
das até as águas deste rio. Nos chamou atenção, tam-
bém, a resistência deste sorotipo frente a Tetraciclina,
já que é um antimicrobiano de uso comum em rações
animais para obtenção de efeitos profiláticos e para
promoção do crescimento.

CONCLUSÕES

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

l O trecho do rio que apresentou maior diversida-
de de sorotipos e sorogrupos está situado numa área
fortemente impactada por despejos humanos e aportes
animais

l A maioria das cepas de Salmonella isoladas do
rio Bodocongó (PB) foi sensível aos antimicrobianos.

l Tetraciclina foi o antimicrobiano que apresentou
maior número de cepas resistentes

l Seria necessário a sorotipagem de mais algumas
cepas de Salmonellas a fim de se conhecer melhor o
perfil de resistência frente aos antimicrobianos para cada
sorotipo e/ou sorogrupo de Salmonella.
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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 (E2), 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 E2 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.

RESUMO � A butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) é uma enzima produzida pelo fígado e com função desconhe-
cida. A atividade da BChE (ABChE) tem sido negativamente correlacionada com os níveis de estrogênios e positi-
vamente com os de lípides séricos. Mulheres climatéricas freqüentemente apresentam níveis aumentados dos
lípides séricos (colesterol total e LDL-colesterol), levando a um maior risco de doença arterial coronariana (DAC).
A terapia de reposição hormonal (TRH) causa mudanças no perfil lipídico, em uma direção potencialmente anti-
aterogênica. O objetivo deste estudo foi verificar as correlações da ABChE, em mulheres climatéricas, antes e após
TRH. Os níveis de colesterol total (CT), LDL-colesterol (LDL-C), triglicérides (TG), estradiol (E2) e do hormônio
folículo 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 após TRH foram examinadas por vários protocolos, durante apro-
ximadamente 3 meses. A ABChE mostrou uma redução média de aproximadamente 6,5% após a TRH (p<0,001).
Os níveis de CT e LDL-C se apresentaram positivamente (p<0,05) correlacionados com a ABChE, antes e após a
TRH. Os níveis de TG e E2 mostraram correlações positiva e negativa, respectivamente, com a ABChE (p<0,05),
somente antes da TRH. O FSH não apresentou correlação com a ABChE. O nível de LDL-C, um marcador de DAC,
mostrou significante redução (p=0,01) após TRH, em concordância com a ABChE. Esses dados enfatizam a relação
entre a ABChE e os lípides séricos, e apoiam a hipótese de uma potencial função da BChE no metabolismo dos
lípides, como sugerem outros autores.

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

INTRODUÇÃO

O climatério refere-se ao período de tempo durante
o qual se passa da vida reprodutiva para a vida

não reprodutiva26. A menopausa (parada da menstrua-
ção) é um marco dentro do climatério sendo de interes-
se tanto científico como de saúde pública, pois cerca
de 95% das mulheres chegam à menopausa nos países
desenvolvidos14. No climatério a mulher sofre modifi-
cações regressivas, incluindo fundamentalmente a fal-

ta de ovulação e a diminuição na síntese de hormônios
esteróides pelo ovário5. A principal conseqüência des-
ta fase é o hipoestrogenismo que vai acentuando-se e
favorecendo uma série de complicações clínicas.

A terapia de reposição hormonal (TRH) é indicada
para reverter algumas condições clínicas como altera-
ções mentais (insônia, depressão), sexuais (diminui-
ção da libido), do tegumento cutâneo (envelhecimento
da pele e mucosas) e dos tecidos conjuntivos (diminui-
ção da elasticidade dos ligamentos), fogachos, cefaléia.



84 RBAC, vol. 36(2), 2004

Também para previnir a atrofia urogenital, a doença
arterial coronariana e a osteoporose25.

Os estrogênios são utilizados nas doses capa-
zes de manter os níveis plasmáticos próximos aos ob-
servados na fase folicular do ciclo menstrual26. Os dife-
rentes efeitos dos progestogênios dependem de sua na-
tureza, da dose de administração e do tempo de uso. A
adição desses hormônios na TRH tem indicação na re-
dução da incidência de hiperplasia e do carcinoma de
endométrio. Os progestogênios devem ser utilizados
nas doses mínimas necessárias para a efetiva proteção
endometrial.

A variedade de esquemas terapêuticos com asso-
ciação ou não de progestogênios aos estrogênios, pro-
duz respostas endomentriais variáveis que podem di-
ferir de paciente para paciente. Os tratamentos nor-
malmente empregam os esquemas que se seguem14:

a) estrogênios isoladamente;
b) estrogênios associados aos progestogênios em

esquemas cíclicos seqüenciais;
c) estrogênios e progestogênios administrados con-

tinuamente, sem interrupção;
d) outros hormônios (fitoestrogênios - isoflavonas;

esteróide sintético com atividade estrogênica, proges-
togênica e androgênica - tibolona; andrógenos).

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

Vários autores relacionaram a atividade da butiril-
colinesterase (ABChE) com o metabolismo dos lípides
e lipoproteínas2,19,24. A ABChE apresentou-se, também,
positivamente correlacionada com as concentrações de
triglicérides2,8,9, de colesterol2,3,24, das lipoproteína plas-
máticas2,3,9,24 e da apolipoproteína B2,3,8.

Os estrogênios têm sido relacionados com uma dimi-
nuição na ABChE. ABChE média maior no sexo masculi-
no do que no feminino foi descrita por vários autores1,6,28.

Mulheres em idade fértil possuem níveis da ativida-
de da enzima cerca de 64 a 74% dos níveis encontrados
em homens com a mesma idade e, após a menopausa,
os níveis de atividade são semelhantes em ambos os
sexos32,34.

Durante a gravidez, quando ocorre a produção au-
mentada de estrógenos pela placenta, foram descritos
casos de diminuição na ABChE30,33. A redução na AB-
ChE é mantida até o parto e seus níveis normais são
alcançados após 6 semanas12,30,33.

Cohen7 mostrou mudanças significativas na bioquí-
mica da mulher grávida, algumas das quais resultan-
do em alterações nos níveis de proteínas circulantes
no sangue. Assim, numerosas proteínas ligantes de hor-
mônios e fatores de coagulação aumentam em concen-
tração, enquanto diminui a da albumina. A redução na
ABChE, portanto, acompanha a queda na concentra-
ção sanguínea da albumina.

Os estrógenos sintéticos, usados para tratamento de
carcinoma da próstata4, assim como os das pílulas anti-
concepcionais, usados juntamente com os progestogê-
nios34, também causam redução na ABChE.

No presente trabalho foi analisada a correlação da
ABChE em mulheres climatéricas, antes e após TRH,
bem como com marcadores lipídicos, considerados como
fatores de risco de doença arterial coronária (DAC).

MATERIAL E MÉTODOS
Material

Soros de 32 mulheres euro-brasileiras climatéricas,

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

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

As pacientes participantes do estudo não apresen-
taram alterações hepáticas, tireoideanas, renais ou pan-
creáticas, quando foram avaliadas pelos ensaios labo-
ratoriais: fosfatase alcalina, gama-GT, AST, ALT, T4L,
T3L, TSH, uréia, creatinina e glicemia. Alterações nes-
tes marcadores poderiam suscitar alterações na ABChE39.
Os valores de T3L (T3 livre) e TSH entraram em nossa
análise, uma vez que demonstraram valores diferentes
antes e após TRH .

Métodos
As dosagens de colesterol total (CT), triglicérides

(TG) e LDL-C (Colesterol da lipoproteína de baixa den-
sidade) foram realizadas com metodologias enzimáti-
cas utilizando-se kits da  Biosystem. As  leituras  foram
realizadas no equipamento semi-automático BTS-310
(BioSystem), com reagentes, calibradores e procedi-
mentos fornecidos pela Biosystem. Os hormônios: triio-
dotironina livre (T3L), hormônio tireoestimulante (TSH),
hormônio folículo estimulante (FSH) e estradiol (E2),
foram quantificados por Elisaimunoensaio no equipa-
mento Mini-Vidas utilizando-se todos os procedimen-
tos e reagentes recomendados pelo fabricante (Biolab-
Merieux).

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

A ABChE foi medida pelo método de Dietz et al.10,
modificado12, no equipamento semi-automatizado SIEL
Espectromatic 710. Os valores de referência obtidos
em nosso laboratório com esta metodologia para mu-
lheres não-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 análises estatísticas foram realizadas com o pro-
grama Statistica para Windows, versão 5.1, Statsoft, Inc.
1996. Foram utilizados: teste t para amostras indepen-
dentes, teste t para amostras dependentes e análises
de correlações simples.

Terapia de reposição hormonal
Os produtos comerciais e respectivas composições,

utilizados como Terapia de Reposição Hormonal (TRH)
no presente trabalho, encontram-se na Tab. II.

TABELA I
Principais hormônios usados na terapia de reposição hormonal*

Estrógenos Progestógenos

Estradiol (E2) Acetato de medroxiprogesterona (MPA)

Conjugado Eqüino de Estrógenos (CEE) Progesterona

Didrogesterona (DD)

Norgestrel (NOR)

Acetato de norestiterona (NETA)

Levonorgestrel (LNG)

Acetato de ciproterona (CPA)

*Revisão em Van Baal et al.36
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

A terapia de reposição hormonal (TRH) tem um
número crescente de usuárias nos últimos anos. Em
estudos prévios, realizados pelo nosso grupo, não fo-
ram detectadas diferenças nos efeitos das múltiplas
combinações de estrogênios/progestogênios (dados não
mostrados), sobre a ABChE, portanto, as análises fo-
ram realizadas em todas as mulheres, independente
da TRH utilizada. Whittaker et al.40, analisando o efei-
to de diferentes anticoncepcionais, também não obser-
varam diferenças na ABChE.

Os resultados do presente trabalho estão de acordo
com aqueles que relataram maiores valores médios na
ABChE, após a menopausa32,34. 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-
rência da população não-climatérica (5,12 kU/L). Após
a TRH, o valor médio da ABChE (Tab. III; 5,29 kU/L)
não diferiu significativamente (p>0,20) do encontrado
na população não-climatérica de referência. Pode-se
verificar, ainda (Tab. III), que após a TRH, o valor mé-
dio reduziu-se em cerca de 6% quando as quantifica-
ções foram realizadas cerca de 3 meses após o início
da terapia, sendo a diferença observada entre as duas
médias estatisticamente significativa (p<0,001). Ful-
ler e Berger16 mostraram atividades em torno de 12%
menores, em mulheres grávidas ou tomando contra-

ceptivos orais, quando comparadas com aquelas não
grávidas e sem uso de anticoncepcionais, respectiva-
mente. Whittaker et al.40 relataram rápidas reduções
na ABChE, sendo em um caso descrito a 14 dias após o
início do uso do contraceptivo oral.

Foi sugerido27 que as mudanças, observadas durante
a gravidez e na terapia com contraceptivo, eram pri-
mariamente devidas a hemodiluição. Esta explicação,
entretanto, foi contestada por Wetstone et al.38 que re-
lataram que apesar da expansão do volume plasmáti-
co, o hematócrito (VG) não muda significativamente.
Esta observação está de acordo com os dados contidos
na Tab. III, onde não se verifica diferença significativa
(p>0,80) nos níveis médios do VG antes e após a TRH.
Portanto, as variações na ABChE não podem ser expli-
cadas simplesmente pelo efeito da diluição/concentra-
ção do soro, associadas ao processo do climatério e al-
terações hormonais. Três principais fatores têm sido
responsabilizados por essa redução: inibição da enzi-
ma no plasma, redução da síntese hepática15,17 e dimi-
nuição na liberação da enzima para a circulação29,31.

Os níveis médios de LDL-C, um marcador para
DAC, reduziram-se significativamente (Tab. III;
p=0,01) após a TRH.  Este achado apoia o possível
efeito anti-aterogênico associado a TRH e verificado
em vários estudos11.

Na Tab. III, também se nota que as diferenças das
médias do CT e do TG não foram significativas, antes e
após TRH, possivelmente pelo pequeno tempo de tra-
tamento (3 meses). Este fato pode ser confirmado pelos
valores de E2, que apesar de terem aumentado durante
a TRH, também não apresentaram média significativa-
mente diferente daquela obtida antes da TRH. A TRH
diminui os níveis de CT, porém usualmente aumenta
os níveis de TG11,14. Alguns estudos sugerem que os
estrogênios diminuem o tamanho das partículas de LDL
em associação com um significante aumento nos TG
plasmáticos18,37. Vários autores têm relatado que a hi-
pertrigliceridemia aumenta a troca de éster de coleste-
rol por TG nas partículas de LDL por meio de reações
de transferência de lípides entre as frações VLDL, LDL
e HDL21,37.

Após a TRH (Tab. III) observou-se uma diminuição
significativa nos níveis de T3L, o que pode refletir um
aumento na síntese das proteínas transportadoras de
T3 (TBG) pelo aumento dos estrógenos. Este fato pare-

ce também se refletir nos níveis do
TSH. O T3L faz �feedback� negativo
sobre o TSH e uma vez que seus ní-
veis estão diminuídos após a TRH ,
os de TSH estão levemente aumen-
tados, em relação à época antes do
tratamento.

O aumento nos níveis de E2, ob-
servado após a TRH, resultou numa
pequena diminuição nos níveis do
FSH, possivelmente devido à dimi-
nuição do �feed back� negativo de
E2 sobre o FSH.

Nas mulheres climatéricas, antes
da TRH (Tab. IV), foram observadas
correlações positivas e significativas
da ABChE com CT, LDL-C e TG.
Achados semelhantes têm sido rela-
tados por vários autores: com CT3,24,

TABELA II
Terapia de reposição hormonal utilizada no presente estudo

Produtos Composições

Sandrena gel Estradiol

Cliane, Trisequens, Estalis SQ,
Estradiol e acetato de noretisteronaEstragest TTS e Systen conti

Lindisc Duo Estradiol e levonorgestrel

Repogen Estrógenos conjugados

Premelle Estrógenos conjugados e acetato de
medroxiprogesterona

Menotensil Estrógenos conjugados e clordiazepóxido

Libian Tibolona

Isoflavona Fitoestrogênios

TABELA III
Médias (M) ± desvio-padrões (DP), amplitudes de variação (AV) e valores de t e p
(n=32), das variáveis analisadas antes e após terapia de reposição hormonal (TRH)

Antes da TRH Após a TRH

 M ± DP (AV) M ± DP (AV)
t  (p)

ABChE (kU/L) 5,63 ± 0,97 ( 2,47 � 7,41)  5,29 ± 1,10 ( 3,56 � 7,55)  3,79 (<0,001)

TC (mg/dL) 212,66  ± 48,80 (144,00 � 341,00) 198,00 ±  36,98 (115,00 � 282,00) 1,77 (>0,05)

LDL-C (mg/dL) 135,41 ± 44,45 ( 61,00 � 258,00) 121,45 ± 35,30 (  70,00 � 190,00) 2,73 (=0,01)

TG (mg/dL) 116,19  ± 68,52 ( 38,00 � 286,00) 130,72 ± 70,12 (  64,00 � 371,00) 1,00 (>0,30)

TSH (mU/mL) 2,32 ± 1,91 ( 0,05 � 7,93) 3,14 ± 2,51 ( 0,34 � 11,70) 1,69 (>0,10)

T3L (mg/dL) 4,75 ± 0,82 ( 3,57 �  7,60) 4,27 ± 0,57 ( 2,62 � 5,28) 2,83 (<0,01)

E2 (pg/mL) 39,40 ± 57,32 (  9,00 � 260,00) 73,51 ± 110,18 ( 8,00 � 395,12) 1,85 (>0,05)

FSH (mU/mL) 60,20 ± 33,00 (  3,41 � 112,00) 50,52 ± 28,95 ( 0,94 � 112,00) 1,93 (>0,05)

VG (%) 42,81 ± 3,08 ( 39,00 � 51,00) 42,74 ± 3,06 ( 39,00 � 50,00) 0,14 (>0,80)

* Teste t para amostras dependentes.
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com LDL-C20,22,23 e com TG3,8,9. Entretanto, é interessan-
te observar que, após a TRH, a correlação do TG não
foi significativa. Esse resultado pode ser explicado, pelo
menos em parte, pela possível inibição da ABChE pe-
los hormônios esteróides, ao mesmo tempo em que es-
tes hormônios aumentam os níveis de TG. Uma função
para a BChE, relacionada à produção das lipoproteí-
nas VLDL-C e LDL-C têm sido relatada9,24.

A significativa correlação (Tab. IV) entre ABChE e o
hematócrito (VG), antes e após TRH (p < 0,01), reco-
menda futura investigação.

Em síntese, nossos dados enfatizam a relação entre
a ABChE e os níveis dos lípides séricos e apoiam as
hipóteses de um potencial envolvimento desta enzima
no metabolismo dos lípides, como sugerido por outros
autores.
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TABELA IV
Resultados das análises de correlação simples

entre a atividade total da BChE (ABChE)
e as demais variáveis analisadas no presente trabalho,

antes (1) e após (2) a terapia de reposição hormonal (n=32)

Variáveis 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)

E2 -0,37  (< 0,05) -0,32  (> 0,05)

FSH 0,34  (> 0,05) 0,24  (> 0,10)

Hematócrito 0,52  (< 0,01) 0,47  (< 0,01)

Somente entraram na tabela as variáveis que apresentaram correlações significativas ou próximas à
significância
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RESUMO � O ácido nicotínico (niacina) se mostra como um importante agente que reduz o nível de colesterol total,
lipídios de baixa densidade (LDL) e triglicerídeos, sendo efetivo na terapia para regulação lipoprotéica e redução
de risco cardiovascular. A toxicidade hepática é um efeito potencialmente sério da terapia com niacina. Já são bem
descritos os efeitos da frutose-1,6-bisfosfato na injúria  de diferentes órgãos, além de apresentar-se protetora em
lesões tóxicas. A toxicidade aguda sobre os perfis lipídico e hepático do ácido nicotínico, bem como, a ação da
frutose-1,6-bisfosfato, como protetor na ação letal do ácido, são os alvos deste estudo. A dose de 800mg/Kg intrape-
ritoneal de ácido nicotínico é capaz de levar a óbito 25% dos ratos analisados. Mostra-se que o ácido exerce ação
sobre os lipídios, diminuindo os valores de colesterol, mas não os de triglicérides. A lesão hepática decorrente do
uso crônico do ácido nicotínico não é reproduzido na análise aguda, sendo que a causa da mortandade dos animais
não é conhecida. Elucida-se também, que a frutose-1,6-bisfosfato 500mg/Kg, via subcutânea, não é competente no
alento dos males causados pelo ácido, ao contrário, potencializa a ação da niacina ao provocar aumento dos níveis
de lactato desidrogenase.

PALAVRAS-CHAVE � Ácido nicotínico, frutose-1,6-bisfosfato, toxicidade, lipídios.

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.

INTRODUÇÃO

Ácido nicotínico
Ácido nicotinico (niacina) é uma terapia efetiva para

regulação lipoprotéica e redução de risco cardiovascu-
lar (Capuzzi, 1998), e já 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 nível de colesterol total,
lipídios de baixa densidade (LDL) e triglicerídeos. Tam-
bém apresenta-se como um agente que aumenta os ní-
veis dos lipídios de alta densidade (HDL). Estimula a
síntese e a secreção de apolipoproteína A1 e aumenta
o catabolismo da lipoproteína (a) (Forti, 2000). A niaci-
na tem se mostrado uma droga eficaz na redução de
eventos coronários e na total mortalidade (Piper, 2002).
A modificação dos lipídios é chave na prevenção da
doença coronariana (Clark, 2003).

O mecanismo de ação é conhecido pela inibição da
lipólise no tecido adiposo, reduzindo a esterificação dos
triglicerídeos no fígado 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 freqüência da
dose e a dose diária total são gradualmente aumenta-
das, sendo alcançada 1,5g/dia a 2g/dia (Rader, 1992).
A dose é aumentada para 3g/dia (1g três vezes ao dia)
se o LDL-colesterol não 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).

Ácido nicotínico é um complexo da vitamina B (B3)
solúvel em água, e se converte a nicotinamida adenina
dinucleotídeo (NAD) e nicotinamida adenina dinucleo-
tídeo fosfato (NADP) (Gilman, 1995). O ácido nicotíni-
co é um importante agente hipolipidêmico e indutor
rubor facial. O efeito vasodilatador do ácido nicotínico
é bem descrito na musculatura lisa e esquelética e é
mediada pela geração de prostaglandinas vasodilata-
doras (Gadegbeku, 2003).

A toxicidade hepática é um efeito potencialmente sério
da terapia com niacina. Em casos severos, observa-se
também elevações de bilirrubina sérica, de amônia e um
aumento no tempo de protrombina. A maior parte dos
casos severos resultam em hepatite fulminante e hepati-
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te encefalopática (Rader, 1992). Existe uma alteração
estatística significante nas transaminases hepáticas, na
fosfatase alcalina, na bilirrubina direta, na glicose, na
amilase e no ácido úrico (Capuzzi, 1998).

A droga não produz alteração na excreção fecal do
colesterol (esteróides neutros) e nem do ácido biliar.
Entretanto, ela produz um pequeno, mas significativo,
incremento na secreção hepática do colesterol biliar
(Grundy, 1981). A disfunção hepática associada com a
administração exclusiva do niacina, é observada após
1 a 18 meses de administração do fármaco (Rader, 1992).

A hepatotoxicidade foi observada em pacientes que
receberam doses de 4g a 5g diárias de ácido nicotínico
por muitos meses. As elevações dos níveis séricos das
aminotransferases são resolvidos com a cessação da
droga durante um mês. Um caso de falência hepática
fulminante induzido por ácido nicotínico foi reportado.
O mecanismo de ação pelo qual o ácido nicotínico pro-
duz hepatotoxicidade celular ainda não foi bem defini-
do (Mullin, 1989).

Frutose-1,6-bisfosfato
A frutose-1,6-bisfosfato é um metabólito intermediá-

rio da rota glicolítica, sendo já bem descrito seus efei-
tos terapêuticos na injúria isquêmica do rim, coração,
fígado, intestino, cérebro e pulmão (Nunes, 2003a); além
de apresentar-se protetora em outras patologias, como
no choque e em lesões tóxicas (Nunes, 2003b). Os efei-
tos protetores observados pelo açúcar são devidos à sua
habilidade em manter os níveis intracelulares de ATP e
Ca++, evitando a morte celular por déficit de energia
(Aiub, 2003). Em situações de estresse, a frutose-1,6-
bisfosfato inibe a formação de radicais livres e protege
contra o dano celular.

Os estudos sobre a hepatotoxicidade da galactosa-
mina já foram bem definidos, sendo testados vários
compostos como agentes protetores contra os efeitos da
hepatotoxina. Entre as drogas experimentadas está 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
substância oriunda da degradação fisiológica da glico-
se, tem baixa toxicidade. A frutose-1,6-bisfosfato apre-
senta um importante efeito protetor celular contra a ação
da galactosamina (Roig, 1994). O uso de galactosami-
na (conhecido hepatotóxico) em conjunto com frutose-
1,6-bisfosfato, se mostra menos lesivo do que sem o
açúcar (Farias, 1989). Há ainda, dados que mostram a
redução do percentual de células hepáticas 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 fígado,
quando do uso de  tetracloreto de carbono (CCl4), de-
monstrou que há uma significativa queda na produção
das enzimas ALT e AST, comparados com as células
que não tiveram contato com o açúcar bifosforilado. Os
metabólitos hepáticos do ATP e frutose-2,6-bisfosfato
diminuem sob ação da toxina e se recuperam parcial-
mente com o uso de frutose-1,6-bisfosfato. A frutose-
1,6-bisfosfato ajuda na regeneração celular após uso
da toxina CCl4, uma vez que os níveis das enzimas
ornitina descarboxilase e espermidina N-acetiltransfe-
rase estavam significativamente mais aumentados (Ta-
vazzi, 1990).

A incubação de hepatócitos com álcool mostra que

este é capaz de aumentar a entrada do íon cálcio em
células renais de ratos. Este fenômeno é dependente
da concentração de etanol e da concentração de cálcio,
além do tempo de incubação. O uso de frutose-1,6-bis-
fosfato tem demonstrado que ocorre um efeito protetor
quando da ação do etanol e outros álcoois. O mecanis-
mo proposto é o de que ocorre a estabilização da mem-
brana plasmática (Rao, 1990).

A capacidade terapêutica do ácido nicotínico de in-
fluenciar no comportamento lipídico e a lesão hepática
causada pela droga, quando do uso crônico, já está
descrito. A toxicidade aguda sobre os perfis lipídico e
hepático do ácido nicotínico, bem como, a ação da fru-
tose-1,6-bisfosfato como protetor na ação letal do ácido
são os alvos deste estudo.

MATERIAIS E MÉTODOS

Para o estudo, utilizou-se Rattus norvegicus (Wis-
tar) machos adultos, todos de mesma linhagem e socia-
lização, pesando aproximadamente 250g. Para a curva
de mortalidade foram realizados ensaios toxicológicos
agudos com a administração de ácido nicotínico intra-
peritoneal nas dosagens de 500mg/kg (n de 5), 800mg/
Kg (n de 14) e 1000mg/Kg (n de 5), além do grupo que
recebeu � além do ácido � a administração de frutose-
1,6-bisfosfato por via subcutânea (n de 16), onde se fez
a análise de sobrevida dos animais em 24 horas. Para
as análises bioquímicas, os animais sobreviventes aco-
metidos pela dose de 800mg/Kg de ácido nicotínico fo-
ram distribuídos em três 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 referência para os parâme-
tros analisados. A este grupo, administrou-se intrape-
ritonealmente a solução de polietilenoglicol (PEG 400)
a 50%, pois esta representa a matriz da solução de áci-
do nicotínico.

O grupo 2 (n de 8) foi submetido à administração
intraperitoneal em dose única de ácido nicotínico
800mg/Kg, já que tal dose representa-se letal aos ani-
mais, mas não a todos.

Ao grupo 3 (n de 8), além da administração intrape-
ritoneal de ácido nicotínico 800mg/Kg, se procedeu �
no mesmo momento � a inoculação subcutânea de fru-
tose-1,6-bisfosfato 500mg/Kg. Tal concentração do açú-
car foi responsável por aumentar a sobrevida de ratos
sépticos (Nunes, 2003c).

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

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

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

A análise bioquímica da função lipídica mostrou que
os triglicerídeos não sofrem variação estatística signifi-
cativa nos diferentes grupos propostos, apesar de mos-
trar ligeira diminuição de tal parâmetro nos grupos 2 e
3 em relação ao grupo controle como mostra a Fig. 3.
Na análise das dosagens de colesterol total, observa-
se queda estatística significativa deste parâmetro no
grupo acometido pelo ácido nicotínico e no grupo tra-
tado com frutose-1,6-bisfosfato (grupos 2 e 3, respecti-
vamente) mostrado na Fig. 4.

FIG. 6 - Média ± EP da atividade da alanina ami-
notransferase no soro dos diferentes grupos de
animais.

FIG. 5 - Atividade sérica de aspartato amino-
transferase nos distintos grupos experimentais
(média ± EP).

FIG. 1- Mortalidade dos grupos experimentais nas
distintas doses de ácido nicotínico.

Quanto ao perfil hepático dos grupos experimen-
tados, os níveis séricos das transaminases alanina ami-
notransferase (Fig. 5) e aspartato aminotransferase
(Fig. 6) mostram-se com elevação nos grupos 2 e 3
em relação ao grupo controle, não sendo, contudo,
significativo. A atividade da desidrogenase lática mos-
tra-se aumentada no grupo que recebeu a adminis-
tração de ácido nicotínico, bem como, no grupo que
submeteu-se ao tratamento com frutose-1,6-bisfosfato,
sendo este último (grupo 3) com elevação significativa
em relação ao grupo controle, como mostra a Fig. 7.

DISCUSSÃO

Há relato de casos já descritos em que pacientes que
utilizam o ácido nicotínico por um determinado tempo,
desenvolvem falência hepática fulminante devido à toxi-
cidade que a droga possui frente ao fígado (Clementz,
1987). A intoxicação aguda com o ácido, contudo, ainda
não foi relatada na clínica. Em nosso estudo, conforme
mostra a Fig. 1, 1000mg/Kg de ácido nicotínico adminis-
trado por via intraperitoneal mostra-se como dose tóxica
letal aguda (24 horas) a 100% dos animais experimenta-

dos. Em contrapartida, 500mg/Kg da
droga não impõe morte a qualquer
dos ratos brancos estudados.

O grupo que recebeu a adminis-
tração de 800mg/Kg de ácido nico-
tínico foi responsável pela morte de
28% dos animais. O grupo em que
foi administrado 800mg/Kg do áci-
do e o tratamento com frutose-1,6-
bisfosfato 500mg/Kg, apresentou
uma mortalidade de 25% (Fig. 2),
mostrando que o açúcar não é ca-
paz de promover a redução da mor-
talidade de ratos acometidos pela
intoxicação aguda de ácido nicotí-
nico, como é capaz em ratos com
septicemia (Nunes, 2002), onde há
aumento de 50% da sobrevida dos
animais. A dogem de 800mg/Kg é o
grupo alvo das análises bioquími-
cas por apresentar percentual inter-
mediário (não zero e nem cem por
cento) de mortalidade dos animais.
A estes, traçou-se os perfis dos pa-
râmetros analisados.

Níveis elevados de colesterol
total no soro aumentam o fator de
risco de doenças coronarianas, bem

FIG. 7 - Concentração sérica de desidrogenase
lática nos diferentes grupos experimentais (mé-
dia ± EP). As diferenças estatisticamente signifi-
cativas (p < 0,05) entre o grupo controle e os
demais grupos são indicadas com *.

FIG. 4 - Concentração de colesterol nos distintos
grupos experimentais (média ± EP). As diferenças
estatisticamente significativas (p<0,05) entre o gru-
po controle e os demais grupos são indicadas
com*.

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

FIG. 3 - Média ± EP do nível de triglicerídeos no
soro dos diferentes grupos de animais.
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como, a diminuição deste lípide mostra diminuição de
34% dos eventos coronáros (Lennep, 2002). Os trigli-
cerídeos representam fator de risco independente para
as doenças cardiovasculares, sendo sua diminuição
plasmática preponderante na queda do risco de de-
senvolvimento desta doenças (Austin, 1998). Drogas que
proporcionem queda dos valores séricos de colesterol
e triglicerídeos, quando do aumento patológico destes
� como a hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia
� são bem-vindas no combate aos males provocados
por estas circunstâncias, como as doenças coronaria-
nas. A niacina é um agente eficaz na diminuição de
lipídios (Basu, 2002), provocando a queda de triglice-
rídeos e de colesterol total (Grundy, 1981), mostrando-
se um agente com grande potencial na regulação dos
níveis destes lípides quando de seu aumento. Em nos-
so estudo, obtivemos diminuição dos níveis de coleste-
rol no grupo que recebeu ácido nicotínico e também
naquele em que foi administrado frutose-1,6-bisfosfa-
to, mostrando que o ácido apresenta eficácia clínica na
diminuição de colesterol em 24 horas após a adminis-
tração, mostrando ação aguda. Em contrapartida, os
níveis de triglicerídeos não se mostraram significativa-
mente diminuídos, elucidando que o ácido nicotínico
não exerce efeito agudo sobre os triglicérides.

Aspartato aminotransferase e alanina aminotrans-
ferase são enzimas comumente utilizadas para avalia-
ção do dano hepático. A evolução dos níveis séricos
destas enzimas indica a ruptura do órgão e alterações
na permeabilidade de sua membrana (Sharma, 2001).
Estas são ferramentas muito úteis para o diagnóstico,
prognóstico e evolução da terapia de tratamento, já que
a AST e a ALT encontram-se elevadas em quase todas
as patologias que acometem o fígado. Informações acer-
ca da hepatotoxicidade causada por drogas que têm
por objetivo a diminuição dos valores lipídicos é bem
limitado. A exceção é o ácido nicotínico, que sabida-
mente causa significante incidência de lesão hepática
com aumento de AST e ALT (Tolman, 2000).

Neste estudo, observa-se uma grande mortalidade
dos animais submetidos ao ácido nicotínico 800mg/Kg
quando da sua administração intraperitoneal em ratos.
A mortalidade aguda dos animais porém, não é devida
à ação da droga sobre o fígado, já que, conforme mos-
tram as Fig. 5 e 6, não se vê aumento significativo das
aminotransferases em qualquer dos grupos em relação
ao grupo controle.

A desidrogenase lática é abundantemente encon-
trada no miocárdio, rins, fígado e músculos, sendo que
seus valores séricos elevam-se em numerosas situações,
principalmente � utilizado na clínica � no infarto do
miocárdio e nas disfunções hepáticas. Há aumento de
LDH no grupo de animais que além do ácido nicotíni-
co, recebeu o tratamento com frutose-1,6-bisfosfato (Fig.
7), mostrando que o aumento desta enzima parece ser
potencializado pelo açúcar. O mecanismo de ação da
frutose-1,6-bisfosfato ainda não está esclarecido por
completo, e para tal, numerosos estudos têm sido de-
senvolvidos. A intimidade e facilidade com que as pes-
soas podem se expor ao ácido nicotínico � por fazer
parte do complexo vitamínico B, e portanto, fazer parte
da constituição de todos os polivitamínicos � fazem deste
composto um medicamento perigoso devido ao seu po-
der de lesão celular hepático. O mecanismo letal e tó-
xico agudo todavia, ainda é desconhecido, sendo im-
perativo maiores estudos acerca desta droga.

Por conclusão, este desígnio esclarece a toxicidade
letal aguda do ácido nicotínico, mostrando que a dose

de 800mg/Kg intraperitoneal deste composto é capaz
de levar a óbito 28% dos ratos analisados. Mostra-se
que o ácido exerce ação sobre os lipídios, diminuindo
os valores de colesterol, mas não os de triglicérides. A
lesão hepática descrita na literatura decorrente do uso
crônico do ácido nicotínico não é reproduzido na análi-
se aguda, sendo que o mecanismo da mortandade dos
animais não é conhecida. Elucida-se também, que a
frutose-1,6-bisfosfato não é competente no alento dos
males causados pelo ácido, pelo contrário, potencializa
a ação da niacina ao provocar aumento dos níveis de
lactato desidrogenase.
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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 18th 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.

RESUMO � As doenças cardiovasculares são uma das maiores causas de morbidade e mortalidade no mundo
Ocidental. Assim, o perfil lipídico da população residente na 18a Regional de Saúde do Estado de Santa Catarina
foi analisado através de resultados secundários, obtidos do banco de dados de Laboratórios Clínicos Públicos e
Privados, possibilitando a comparação entre pacientes de diferentes classes sociais. No laboratório particular o
colesterol, para ambos os sexos, apresentou uma freqüência superior a 60% nas faixas acima da concentração
limítrofe, enquanto nos laboratórios públicos estes valores apresentaram um equilíbrio com aproximadamente
50% nas faixas inferiores ao limítrofe, exceto para o sexo feminino onde os resultados foram semelhantes aos dos
pacientes do laboratório privado. O LDL-COL, em todos os estabelecimentos, obteve mais de 50% dos resultados
abaixo da faixa desejável. O HDL-COL foi o dado mais divergente, no laboratório particular, para ambos os sexos,
os valores ficaram entre 40 e 60mg/dL, seguidos da faixa alta; no laboratório público as concentrações <40mg/dL
predominaram para o sexo masculino, enquanto para o sexo feminino e ignorado as concentrações entre 40 e
60mg/dL foram seguidas das baixas. Em todos os estabelecimentos para concentrações de triglicerídeos predomi-
nou a faixa ótima em mais de 55% dos pacientes.
PALAVRAS CHAVE � Perfil lipídico; laboratório público; laboratório privado.

INTRODUÇÃO

A s doenças cardiovasculares (DCV) são hoje uma
  das maiores causas de morbidade e mortalidade

no mundo Ocidental, possuem origem patológica mul-
tifatorial onde, entre outras causas, as concentrações
elevadas de colesterol plasmático constituem um im-
portante fator de risco predisponente ao desenvolvi-
mento de aterosclerose (Witztum et al., 2001). Segun-
do Grundy (2000), muitas pessoas sem manifestações
clínicas de doença arterial coronariana (DAC) terão um
infarto do miocárdio na próxima década como aqueles
que já carregam um diagnóstico de DAC. Ainda, se-
gundo o autor, 25% dos primeiros infartos do miocárdio
serão fatais. Existe uma relação direta entre as con-

centrações de colesterol (COL) e o risco do desenvolvi-
mento da aterosclerose. Ao contrario dos valores de
colesterol total (CT) e LDL (lipoproteína de baixa den-
sidade) elevados, a elevação da concentração plasmá-
tica de HDL (lipoproteína de alta densidade) em indi-
víduos normais e hipercolesterolêmicos confere um fa-
tor de inversão do risco no desenvolvimento de DCV
(Martins, 1991; Spieker et al., 2002).

Os efeitos benéficos da terapia de redução das con-
centrações lipídicas, nos diferentes tipos de prevenção
de DCV, foram conclusivamente demonstrados em tria-
gens de grande escala clínica. Estes estudos demons-
traram que a redução das concentrações de lipídeos de
forma mais acentuada foi mais efetiva na diminuição
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da progressão da doença e no controle das concentra-
ções de COL. Além de aumentar a sobrevida dos pa-
cientes. Esse fato consolida de forma concreta a impor-
tância de conhecer os valores dos componentes do per-
fil lipídico, visto que a aterosclerose é uma das princi-
pais causas de mortalidade em pessoas economicamente
ativas em países desenvolvidos e em desenvolvimento
(Brown, 2000a/b; Santos, et al.,2001; Gotto Jr, 2002).

Segundo projeções da Organização Mundial de
Saúde, caso medidas preventivas não sejam tomadas é
possível prever para o futuro uma epidemia de DCV
com conseqüências graves para a economia, com maio-
res gastos com a saúde. No Brasil as principais com-
plicações atingiriam os gastos com saúde pública. Como
demonstraram estudos feitos na década de 90 pelo Ins-
tituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 1998)
e o Ministério de Saúde, onde se estimou em 38,7 mi-
lhões (24,5%) o número de brasileiros cobertos por pelo
menos um plano privado de saúde, sendo o restante
da população (75,5%) coberto pelo Sistema Único de
Saúde (SUS). Esses dados vêm ressaltar a importância
de programas preventivos no SUS, onde a maioria da
população brasileira tem acesso a serviços de saúde.

Considerando o exposto, o presente trabalho tem
como objetivo estimar a freqüência dos valores refe-
rentes aos exames utilizados para avaliação do perfil
lipídico de diferentes instituições (públicas e privadas),
utilizando dados representativos da população da 18ª
regional de saúde do Estado de Santa Catarina. Avaliar
as concentrações de CT, de COL das lipoproteínas HDL
e LDL (HDL-COL e LDL-COL, respectivamente) e de
triglicerídeos (TG), em pacientes de ambos os sexos. E
a partir dos resultados obtidos traçar um comparativo
entre instituições públicas e privadas.

METODOLOGIA

Amostra
Valores referentes a exames do perfil lipídico (CT,

LDL-COL, HDL-COL, TG), independentemente de o
paciente ter realizado um ou todos os exames do perfil
lipídico, que constavam do banco de dados de Labora-
tórios Clínicos localizados na 18ª regional de saúde,
bem como sexo foi analisado, quando o dado sexo não
estava disponível ou não constava, esse dado foi con-
siderado ignorado. O projeto foi submetido ao Comitê
de Ética para pesquisa em seres humanos, do Hospital
Arquidiocesano Cônsul Carlos Renaux, obtendo o pa-
recer favorável.

Levantamento de dados
Foram selecionados todos os pacientes que realiza-

ram um ou mais exames relativos à determinação do
perfil lipídico nos laboratórios colaboradores utilizan-
do um período 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 Prevenção a Aterosclerose, para o controle do
perfil lipídico em pacientes que estão fazendo acom-
panhamento clínico, desta forma tentou-se evitar que
constassem nos dados coletados dois resultados do
mesmo paciente. Foi utilizada a fórmula de Friedewald
(LDL-COL = CT � HDL-COL � TG/5; se TG for inferior
a 400mg/dl) para determinação dos valores corres-

pondentes a alguma das variáveis da fórmula que não
constasse dos resultados apurados nos laboratórios, mas
possuíam os dados necessários para serem calculados.

Divisão dos registros
Os dados das concentrações de CT; LDL-COL; HDL-

COL e TG coletados de cada registro foram agrupados
por sexo. Os dados foram divididos através da classifi-
cação de seus valores. Esta divisão em faixas de con-
centração seguiu os valores de referencia estabeleci-
dos por Santos e colaboradores (2001). Apenas no caso
do CT, para uma melhor visualização dos resultados,
esses dados foram divididos em duas categorias adici-
onais, além das já 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).

Análise estatística dos dados
Foi realizada análise estatística dos dados acima ob-

tidos usando-se o programa EpiInfo 6.04d e EpiIn-
fo2002 disponibilizado pelo Center for Disease Control
and Prevention (através do www.cdc.gov).

RESULTADOS

As cidades que compõem a 18ª Regional de Saúde

TABELA I
Valores de referência para exames

do perfil lipídico em adultos > 20 anos*

Lipídeos Valores (mg/dL) Categorias

Colesterol Total <200 Ótimo
200-239 Limítrofe

>240 Alto
LDL <100 Ótimo

100-129 Desejável
130-159 Limítrofe
160-189 Alto

>190 Muito alto
HDL <40 Baixo

>60 Alto
Triglicerídeo <150 Ótimo

150-199 Limítrofe
200-499 Alto

>500 Muito alto
*Fonte: SANTOS et al., 2001

possuem uma
população de
855.686 habi-
tantes, segundo
dados do IBGE,
onde foram ava-
liados 19.985 re-
gistros de pa-
cientes, oriun-
dos de dois la-
boratórios públi-
cos e de um la-
boratório priva-
do com 22 uni-
dades de atendi-
mento na regio-
nal estudada.

Os exames
que compõem o
perfil lipídico fo-
ram classifica-
dos utilizando a
sua concentra-
ção, os resulta-
dos foram divi-
didos conforme
as faixas de va-
lores estabeleci-
das por Santos e
cols. (2001), quan-
do necessário, as
concentrações
foram divididas
em outras faixas
para melhor ob-
servar os resul-
tados (Tab. I).

FIG. 1 � Distribuição por sexo das concentrações
de colesterol total em pacientes atendidos em
laboratórios privados e públicos colaboradores,
da 18ª Regional de Saúde do Estado de Santa
Catarina no período da pesquisa.
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Os resultados foram avaliados comparando os valo-
res dos exames referentes ao perfil lipídico entre os
pacientes oriundos dos diferentes laboratórios. As fre-
qüências obtidas são apresentadas na Tab. II e nas Fig.
1, 2, 3 e 4.

DISCUSSÃO

Laboratório privado × Laboratório público
Comparando as concentrações de CT encontradas

nos laboratórios privados e nos laboratórios públicos,
podemos destacar que no sexo masculino foram verifi-
cadas as maiores diferenças, visto que entre os pacien-
tes do laboratório privado as concentrações estavam
concentradas nas faixas referentes aos valores consi-
derados alto (19,7%), limítrofe (32%) e ótimo (26,6%),
enquanto nos pacientes dos laboratórios públicos estes

valores apresentam um deslocamen-
to para as concentrações mais bai-
xas, ficando distribuídos em maior
proporção nas faixas entre o limítro-
fe (26,6 %), o ótimo (31,6%), e o de
valores inferiores a 160 mg/dL
(18,8%) (Tab. II e Fig. 1).

A relação entre o CT e o desen-
volvimento da aterosclerose vem res-
saltar a importância do conhecimen-
to prévio desses valores para o pla-
nejamento de uma política de saúde
que vise a redução da morbidade e
da mortalidade por doenças decor-
rentes do agravamento da ateroscle-
rose como: doenças coronarianas
agudas, acidente vascular cerebral,
embolia pulmonar, entre outras.

Para as concentrações de LDL-
COL se observa uma distribuição
homogênea dentro do grupo de pa-
cientes atendidos no laboratório pri-
vado, como também no caso dos la-
boratórios públicos, independente do
sexo dos pacientes. Nas duas clas-
ses de laboratórios praticamente 50%
dos pacientes encontravam-se nas
faixas entre o desejável e o limítrofe
(Tab. II e Fig. 2).

A comparação dos resultados dos

FIG. 3 � Distribuição por sexo das concentrações
de HDL-COL em pacientes atendidos em laboratório
privados e públicos colaboradores, da 18ª Regional
de Saúde do Estado de Santa Catarina no período
da pesquisa.

FIG. 2 � Distribuição por sexo das concentrações
de LDL-COL em pacientes atendidos em labora-
tório privados e públicos colaboradores, da 18ª
Regional de Saúde do Estado de SC no período
da pesquisa.

pacientes de laboratórios públicos com os obtidos no
laboratório privado, indicou o HDL-COL como dado
marcantemente divergente. Com destaque para as con-
centrações baixas nos pacientes dos laboratórios públi-
cos, principalmente para o sexo masculino, onde esses
valores alcançaram uma freqüência superior a 60%, para
os demais grupos de pacientes dessas instituições as
concentrações baixas encontravam-se com uma freqüên-
cia de 34,6% para o sexo feminino e 26% para o sexo
ignorado. Quanto aos pacientes do laboratório privado
as concentrações de HDL-COL apresentaram a maior
freqüência na faixa de 40 a 60mg/dL, com destaque
para a faixa alta que apresentou a segunda maior fre-
qüência, especialmente para o sexo feminino (36,9%)
(Tab. II e Fig. 3).

A avaliação destes resultados torna-se importante
posto que baixas concentrações de HDL-COL estão

FIG. 4 � Distribuição por sexo das concentrações
de triglicerídeos em pacientes atendidos em
laboratório privados e públicos colaboradores, da
18ª Regional de Saúde do Estado de Santa Catarina
no período da pesquisa.

Legendas: Masc= Masculino; Fem= Feminino; Ig= Ignorado; LabPri= Laboratório Privado; LabPub= Laboratório Público.

TABELA II
Freqüência (em percentagem) das concentrações de todos os lipídeos

que compõem o perfil lipídico dos pacientes atendidos nos laboratórios privados
e públicos colaboradores, da 18ª Regional de Saúde divididos por sexo

Laboratório Privado Laboratório Público

Lipídeos Concentrações Masculino Feminino Masculino Feminino Ignorado

(n = 5303) (n = 8940) (n = 591) (n = 949) (n =4202)

CT Ig 2 1,3 0,3 0,1 -

Inf 160 mg/dL 11,5 9,1 18,8 12,8 16,7

Ótimo 26,6 27,2 31,6 25,5 31,8

Limítrofe 32 32,5 26,6 32,5 30,1

Alto 19,7 20,3 15,6 21 15,3

Sup 280 mg/dL 8,2 9,6 7,1 8,1 6,1

LDL Ig 14,6 12 5,2 3,5 24,6

Ótimo 14,4 14,3 16,6 13,8 14,3

Desejável 24,8 25,4 23,7 22,3 21,3

Limítrofe 24 25 26,6 29,2 21,2

Alto 15,5 15 18,4 17,3 11,9

Muito Alto 6,7 8,3 9,5 13,9 6,7

HDL Ig 10,9 10,8 2,9 1,8 24,3

Baixo 12,4 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 4,7 10,6 3

TG Ig 3,7 4,8 0,1 0,6 0,2

Ótimo 58,3 71,8 67,2 72,6 72,3

Limítrofe 16 12,4 13,2 13,7 13

Alto 19,7 10,6 18,8 12,6 13,2

Muito Alto 2,3 0,4 0,7 0,5 1,3
Legenda: CT/colesterol total; LDL/lipoproteína de baixa densidade; HDL/lipoproteína de alta densidade; TG/triglicerídeos; Ig/dado ignorado; Inf/inferior ; Sup/superior.
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associadas a um significativo aumento no risco de DCV,
e altas concentrações de HDL-COL estão associadas à
proteção contra DAC (Rader, 1999). Além disso, estu-
dos realizados com indivíduos acometidos de DCV rela-
taram uma freqüência de valores baixos de HDL-COL
na razão de 17 a 36% (Harper & Jacobson, 1999). Neste
sentido, os resultados obtidos com a população atendi-
da pelos laboratórios públicos são preocupantes consi-
derando freqüências tão altas quanto 60% para con-
centrações baixas de HDL-COL.

Entre as causas secundárias da diminuição das con-
centrações de HDL-COL, pode-se incluir estilos de vida,
como: tabagismo, obesidade, sedentarismo, e uma die-
ta muito pobre em gorduras. Entre as causas patológi-
cas estão Diabetes melitus tipo 2, falha renal crônica e
condições inflamatórias crônicas como artrite reuma-
tóide. Alguns medicamentos também podem produzir
esse efeito, como beta-bloqueadores, diuréticos tiazí-
dicos, progestinas, e probucol. Algumas medidas não-
farmacológicas 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 redução de gordura na dieta, apesar de
geralmente recomendada, não aumentará os níveis de
HDL-COL, podendo sim diminui-los (Rader, 1999).

Os exercícios físicos são limitados na sua capacida-
de de elevar os níveis de HDL-COL, mas quando acom-
panhados da perda de peso podem ter um efeito subs-
tancial. A reposição de estrógeno geralmente resulta
numa modesta elevação da HDL-COL, mas deve ser
dada oralmente para ter efeito. O álcool também au-
menta os níveis de HDL-COL, porém seu uso não é
recomendado. Em pacientes com hipertrigliceridemia,
a redução dos valores de TG geralmente está associa-
da a um aumento da HDL-COL (Rader, 1999; Fonarow
& Gawlinski, 2000).

Com relação às concentrações de TG pudemos cons-
tatar que a faixa classificada como ótima foi o destaque
em todos os grupos de todas as instituições, com fre-
qüências acima de 55 % (Tab. II e Fig. 4).

A análise dos resultados em conjunto nos permitiu
verificar que, embora os valores de HDL-COL para os
laboratórios públicos tenham apresentado freqüências
preferencialmente baixas (60%) sendo, portanto, com-
prometedoras considerando a diminuição de proteção
contra DCV; os valores de CT apresentaram um deslo-
camento para as concentrações mais baixas, cuja or-
dem de maior freqüência foi respectivamente ótimo, li-
mítrofe e baixo, assim, tendo em vista a predisposição
ao desenvolvimento de DCV conferida por altas con-
centrações de CT, boa parte dos indivíduos (50,4%,
soma das freqüências de faixas com valores ótimo e
baixo de CT) da instituição pública estaria apresentan-
do um fator predisponente a menos para DCV. Nos la-
boratórios privados as tendências foram invertidas, pois
para valores de HDL-COL a faixa de 40 a 60mg/dL

apresentou maior freqüência, e foi verificado predomí-
nio de valores altos para CT, atestando contra o fator
protetor conferido pelos valores adequados de HDL-
COL encontrados. Em ambas instituições a análise dos
valores de LDL-COL mostrou maior freqüência para as
faixas limítrofe e desejável, sendo a faixa limítrofe com
maior freqüência no laboratório público, assim a análi-
ses deste dado concomitante aos valores baixos de HDL-
COL implicaria na soma de fatores de risco para os
pacientes da instituição pública. Finalizando, mesmo
que alguns dos resultados obtidos, quando vistos em
conjunto, não indiquem obrigatoriamente risco de doen-
ça, é importante ressaltar que valores altos foram en-
contrados em cerca de 15% dos pacientes para LDL-
COL, de 15 a 20% dos pacientes para CT e de 10 a 19%
dos pacientes para TG.

O conhecimento das causas de doenças coronaria-
nas e ateroscleróticas é vasto, porém incompleto. Ha-
vendo ainda muito que se aprender quanto ao apareci-
mento de fatores predisponentes a doenças e sua rela-
ção para identificação e manejo de indivíduos de alto
risco e pacientes com a doença estabilizada, a atenção
evidente estabelecida por fatores de risco é suficiente-
mente forte para justificar ações no nível médico e so-
cial. Nossos resultados podem servir como estímulo aos
profissionais da área da saúde para que a cardiologia
seja vista pelo âmbito preventivo, motivando os pacien-
tes no hospital e a comunidade a fazerem mudanças
no seu estilo de vida e, se preciso, complementando
com o uso de terapias apropriadas a fim de contribuir
na prevenção de DAC.
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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

RESUMO � Os Streptococcus pyogenes b-hemolíticos do Grupo A (SBGA) são de relevante importância clínico-
epidemiológica, estando relacionados a patologias importantes. Com objetivo de analisar a prevalência desta
infecção em orofaringe de escolares assintomáticos e comparar métodos de diagnóstico do S. pyogenes, foi condu-
zido um estudo clínico-microbiológico. Foram cadastrados 873 escolares em 2 escolas públicas, a análise micro-
biológica da secreção orofaringeana foi realizada através do cultivo em meio de Ágar sangue de carneiro 5%.
SBGA foram identificados através dos testes de bacitracina, Pyr e aglutinação em látex. Dos 873 escolares, foram
examinados 753, a faixa etária variou de 5 a 18 anos de idade, sendo 54.3% do sexo masculino e 45.7% do sexo
feminino. Foram identificados 6 portadores assintomáticos do SBGA, os quais foram submetidos ao tratamento
com penicilina. O diagnóstico microbiológico do S. pyogenes realizado demonstrou que o teste de Bacitracina
apresentou um índice  de concordância Kappa fraco e o Pyr teste regular quando comparados com a técnica
aglutinação em látex. Nossos resultados mostram que apenas a utilização de testes presuntivos bacitracina e Pyr
teste não propiciam o diagnóstico do SBGA, necessitando da utilização de testes específicos para identificação do
sorogrupo dos estreptococos.

PALAVRAS-CHAVE � Streptococcus pyogenes, diagnóstico microbiológico e escolares.

INTRODUÇÃO

O climatério refere-se ao período de tempo durante
  o qual se passa da vida reprodutiva para a vida

não reprodutiva26. A menopausa (parada da menstrua-
ção) é um marco dentro do climatério sendo de interes-
se tanto científico como de saúde pública, pois cerca
de 95% das mulheres chegam à menopausa nos países
desenvolvidos14. No climatério a mulher sofre modifi-
cações regressivas, incluindo fundamentalmente a fal-
ta de ovulação e a diminuição na síntese de hormônios
esteróides pelo ovário5. A principal conseqüência des-
ta fase é o hipoestrogenismo que vai acentuando-se e
favorecendo uma série de complicações clínicas.

O Streptococcus pyogenes, β-hemolítico do Grupo A
(SBGA), é de relevante importância médica em relação
aos grupos B, C e G não somente por ser o agente
etiológico das faringites estreptocócicas, mas também
pela sua associação com seqüelas pós-estreptocócicas

como a febre reumática aguda (FRA) e a glomerulone-
frite difusa aguda (GNDA), pois mesmo com antibioti-
coterapia efetiva permanece como problema de saúde
pública21. Está relacionado com uma diversidade de
patologias como endocardite, artrite séptica e escarla-
tina, enquanto os estreptococos β-hemolíticos do Gru-
po C e G estão relacionados com processos de menor
patogenicidade 24.

O diagnóstico laboratorial da infecção estreptocóci-
ca e suas seqüelas pode ser realizado por métodos bac-
teriológicos e sorológicos como também por técnicas
moleculares. Para a pesquisa do SBGA em secreção de
orofaringe, a cultura é realizada em meio de Agar san-
gue e sua identificação pode ser feita através de pro-
vas bioquímicas e sorológicas. Como o tempo pode ser
um fator limitante para o método bacteriológico, foram
desenvolvidos métodos mais rápidos e específicos como
imunofluorescência direta, aglutinação com partículas
de látex e Elisa7, utilizando anticorpos monoclonais e
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policlonais. Testes utilizando sonda de DNA para a
detecção direta desta bactéria no �swab� com secreção
orofaringeana podem fornecer o diagnóstico etiológico
em 15 minutos 12,19.

A realização de um estudo clínico-epidemiológico
relacionado com a análise microbiológica da secreção
orofaringeana em escolares na cidade do Recife,  pro-
piciará amostras do SBGA através do isolamento e iden-
tificação pelos testes presuntivos de sensibilidade a
bacitracina e Pyr comparados com a técnica de agluti-
nação em látex considerada padrão-ouro.

METODOLOGIA

Segundo dados estatísticos da Secretaria Estadual
de Educação de Pernambuco18 para o ano letivo de 1999-
2000, um total de 38.700 alunos na faixa etária de 5 a 16
anos,  foram matriculados da pré-alfabetização, alfabeti-
zação até a 4ª 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 prevalência esperada de 2% com um erro da amos-
tra  de 1%, com erro a de 5% e o poder estatístico de
80% (erro β).

Duas escolas da rede pública na cidade do Recife,
PE, Brasil, foram selecionadas pela sua proximidade
ao campus da Universidade Federal de Pernambuco,
com padrões sócio-econômicos similares.

Foram cadastrados 873 crianças e adultos jovens,
segundo listas nominais fornecidas pelas escolas, numa
faixa etária de cinco a 20 anos. Na escola, Lar Fabiano
de Cristo, localizada no bairro da Várzea, 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
responsáveis pelos escolares, abordando os objetivos do
trabalho e como seria realizada a coleta da secreção de
orofaringe, sendo também solicitado dos mesmos a assi-
natura do termo de consentimento livre e esclarecido.
Foi orientado aos pais ou responsáveis que no dia da
coleta da amostra os escolares não ingerissem alimentos
ou escovassem os dentes antes da realização 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 37oC durante 24 horas. Para a
identificação das cepas de SBGA, foram selecionadas
as colônias com halos de b-hemólise que posteriormente
foram inoculadas em BHI para a realização dos testes
de sensibilidade a bacitracina (0,04UI), teste de Pyr,
baseado na hidrólise da L-pyrrolidonyl-beta-naphtyla-
mide através da enzima L-pyroglutamyl-aminopepti-
dase e aglutinação em látex para Grupo A (Slaidex-
Strepto Kit A), processados e analisados segundo es-
pecificações 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 às escolas, familiares ou
responsáveis.

RESULTADOS
Foram examinados 753 escolares, sendo 54,3 % da

amostra do sexo masculino e 45,7% do sexo feminino,
cuja idade variou de cinco a 18 anos. O maior número de
escolares examinados era da faixa etária 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 crianças cadastradas 278 se submeteram
a coleta e a faixa etária variou de 5 a 13 anos. A faixa
etária 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 crianças SBGA positivas: uma
de 11 anos, do sexo masculino e outra de 8 anos, do
sexo feminino. A prevalência da infecção 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, já que na mesma
havia um contingente maior de alunos. Na primeira
fase da coleta foram examinadas as crianças das ter-
ceiras e quartas séries, na segunda etapa a alfabetiza-
ção, primeira e segundas séries. Foram analisados 475
escolares, sendo 256 do sexo masculino e 219 do sexo
feminino, sendo a faixa etária de 6 a 18 anos estuda-
da, com média de idade de 10 anos. Foram identifica-
das três crianças com 7 anos e uma com 9 com culturas
positivas para SBGA, uma prevalência de 0,8% foi es-
timada na escola.

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

TABELA I
Distribuição dos escolares examinados por idade, número

de casos e prevalência de SBGA. Recife, PE, Brasil, 1999/2000

Idade No de escolares No de escolares No de casos Prevalência
cadastrados examinados positivos SBGA

  5 74 60 - -

  6 92 74 - -

  7 152 132 3 2,3%

 8 134 116 1 0,9%

 9 141 124 - -

10 122 107 1 0,9%

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, β-hemolítico do Grupo
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sando a prevalência por escola uma prevalência 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 realização da anamnese, não apresentaram ao
exame clínico presença sinais ou sintomas de infecção
tais como dor de garganta, febre, edema, hiperemia ou
placas purulentas na orofaringe, dor a deglutição e au-
mento e sensibilidade dos gânglios cervicais ou história
pregressa de infecção por SBGA, pela listagem forneci-
da pela escola e pelos seus familiares, os mesmos per-
tenciam a classes diferentes, sendo os mesmos tratados
com fenoximetilpenicilina (PenVe oral ), posologia de
50mg kilo/peso, durante 10 dias. Após um mês, foi cole-
tada nova amostra de secreção 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 aglutinação em látex (Labtest diagnóstico) con-
forme especificação do fabricante. Esta dosagem de-
monstrou títulos séricos inferiores a 200UT.

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

Analisando o índice de concordância Kappa entre
os testes bacitracina e Pyr teste com a técnica de aglu-
tinação em látex, o índice �Kappa� entre bacitracina e
aglutinação foi de 0,0 sendo considerado fraco, e o Pyr
teste e a aglutinação de 0,5 sendo considerado regu-
lar17.  O Valor Preditivo Positivo (VPP) dos testes reali-
zados, quando comparado com o padrão ouro agluti-
nação em látex, observamos um VPP de 26% para a
bacitracina de 35% para o Pyr teste.

DISCUSSÃO

Dados epidemiológicos de crianças saudáveis em
uma creche na cidade de Araraquara, SP, demonstra-
ram uma prevalência de SBGA de 23.7% entre as crian-
ças examinadas10. Em outros estudos realizados na
Região Sudeste do Brasil, dados epidemiológicos fo-
ram discordantes em relação a taxa de prevalência do
SBGA, Morya15 refere uma taxa de 42% em Ribeirão
Preto, SP e Pereira16 de 2,6% na cidade do Rio de Ja-
neiro, ambos são semelhantes ao nosso, analisaram
crianças assintomáticas de escolas públicas.

Dados nacionais referentes a crianças com e sem
amigdalite de repetição, demonstraram que nas crian-
ças com esta patologia o SBGA era duas vezes mais
prevalente do que nas crianças sem a mesma8.

Para a análise comparativa de métodos de identifi-
cação de SBGA, foram utilizados o teste de sensibilida-

de a bacitracina (0.04 UI), o Pyr teste e o teste de aglu-
tinação em látex, sendo este último o nosso padrão-
-ouro9. O teste de bacitracina, utilizado na rotina como
diagnóstico 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 G14.

Trabalhos comparando alguns testes presuntivos
como bacitracina, Pyr, camp e hidrólise da bile, para a
identificação dos estreptococos, referem que o Pyr de-
monstrou ser tanto sensível como específico para o grupo
A13. Weelstood,27 refere que o Pyr teste é específico para
os grupos A e enterococos, não identificando os grupos
C e G, Chen3, refere como teste presuntivo, o Pyr teste
oferece uma sensibilidade de 95%.

No nosso estudo, das 24 colônias com β-hemólise,
11 foram Pyr positivo, destas 5 foram negativas pelo
teste de aglutinação. 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 diagnóstico microbiológico do SBGA, têm uma capa-
cidade limitada de identificarem os verdadeiros indi-
víduos positivos (Tab. II).

O teste de bacitracina e Pyr teste, quando compara-
dos com o teste de aglutinação, apresentam limitações
já que após a realização dos mesmos é necessário a
realização de outro teste para classificação do sorogru-
po do estreptococo. Uma das vantagens do teste de
aglutinação em látex é a rapidez da sua execução sem
necessitar de equipamentos sofisticados9. Uma das suas
desvantagens é o custo relativamente alto.

Os testes rápidos de co-aglutinação em látex, ELI-
SA e imunofluorescência que permitem resultados em
10-15 minutos, tem sido exaustivamente analisados em
vários trabalhos2,25, sendo a cultura o método que apre-
senta melhor sensibilidade quando comparada aos
mesmos, principalmente em casos de testes rápidos
negativos, sendo necessário a realização da mesma6.

Entre os vários trabalhos relacionados aos testes
rápidos aplicados para o diagnóstico microbiológico do
S. pyogenes, quando comparado a cultura, estes des-
tacam-se por ser uma ferramenta de fácil aplicabilida-
de e eficaz principalmente em casos de testes positi-
vos, justificando-se o tratamento das faringites com
antimicrobianos2,4,5.

Um estudo realizado no Brasil1 e outro na França4

verificando a sensibilidade do Teste rápido (ELISA) em
crianças com faringites, demonstraram que estes testes
têm uma sensibilidade de 86% para identificar SBGA,
sendo uma desvantagem considerável o preço para uti-
lizá-lo como rotina laboratorial, já que os mesmos não
são autorizados pelos planos de saúde.

Em relação ao diagnóstico utilizando sonda de DNA,
dados microbiológicos demonstram que esta técnica
quando comparada com a cultura, apresenta uma sen-
sibilidade de 88.6%19.

Uma das preocupações dos médicos que lidam com
crianças que possam apresentar faringite por SBGA, é
evitar que as mesmas tenham complicações como a FRA.
Por outro lado diagnosticar estas patologias baseando-
se apenas nos sinais e sintomas clínicos pode ser pre-
judicial para o paciente22.

Estudo realizado no estado de Vírginia (EUA), de-
monstrou que em crianças com faringites agudas, o

TABELA II
Distribuição das 24 culturas βββββ-hemóliticas correlacionadas

com os testes microbiológicos e imunológico para
identificação do SBGA

Bacitracina Pyr teste Aglutinação látex

Positivo 23 11 6

Negativo 1 13 18

VPP 26% 35% -

Índice Kappa 0,00 (sofrível) 0,5 (regular) -

SBGA = Streptococcus pyogenes, β-hemolítico do Grupo A
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diagnóstico microbiológico é recomendado, porque
apenas o exame físico não distingue com acurácia a
etiologia destas patologias28. Fichas clínico-epidemio-
lógicas analisadas em um estudo sobre febre reumática
no estado de Maryland (EUA), constatou que 33% dos
casos desta patologia foram resultantes de doenças res-
piratórias agudas mal diagnosticadas como etiologia
de SBGA, gerando complicações crônicas11.

Por outro lado, dados mundiais referem que os mé-
dicos superestimam o tratamento dos pacientes com
faringites por SBGA20,23 e o diagnóstico microbiológico
utilizando testes presuntivos como o de bacitracina ou
Pyr teste, o que propiciará erros no diagnóstico desta
patologia, resultando no uso inapropriado de antimi-
crobianos, gerando a utilização inadequada do trata-
mento das infecções faringeanas e elevando os custos
para a assistência á saúde.

Análise realizada em 13 trabalhos nos Estados Uni-
dos sobre como conduzir clinicamente uma infecção oro-
faringeana, comparando as seguintes estratégias: pri-
meira,  tratamento sem diagnóstico, segunda o teste rá-
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 resistência bacteriana e re-
ações alérgicas em crianças sem infecções por S. pyoge-
nes. A segunda é eficaz  mas, em testes rápidos negati-
vos o custo financeiro é maior e também em pacientes
com complicações não supurativas como FRA, a última
tem uma sensibilidade e especificidade de quase 96%26.

A utilização de meios seletivos associado  ao uso do
teste de bacitracina ou Pyr teste e a classificação do
grupo A através da aglutinação em látex, são etapas
que devem ser seguidas, mesmo que os resultados se-
jam processados em 48 horas, evitando o diagnóstico
microbiológico errôneo e promovendo assim um trata-
mento correto com antimicrobianos.
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RESUMO � A elevada toxicidade do alumínio para pacientes com insuficiência renal está muito bem documentada
na literatura. A ação tóxica deste elemento é tão elevada que um controle anual dos níveis de alumínio sérico dos
pacientes submetidos regularmente ao tratamento de hemodiálise é exigida pela Agência Nacional de Vigilância
Sanitária (ANVISA). Devido a ubiqüidade do alumínio, a análise requer cuidados especiais com relação à conta-
minação. Neste trabalho são abordados os aspectos mais importantes, desde a coleta até a quantificação do
alumínio propriamente dita, para evitar fontes externas de contaminação e conduzir a análise com êxito. Os
cuidados necessários tornam-se relevantes devido ao baixo limite que coloca o paciente em risco. Níveis de Al
acima de 30µg/L já caracterizam intoxicação, e determinam tratamento com agente quelante para redução do nível
de Al sérico. Como este tratamento não é isento de efeitos colaterais, é muito importante que resultados confiáveis
sejam obtidos na análise do alumínio sérico.

PALAVRAS-CHAVE � Alumínio, hemodiálise, sangue, contaminação

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 30µg/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

INTRODUÇÃO

N o organismo humano existem os chamados ele-
  mentos-traço essenciais e os não essenciais. São

considerados essenciais os elementos que mesmo em
baixas concentrações são fundamentais para determi-
nados processos bioquímicos e cuja ausência desenca-
deia patologias carenciais, sendo exemplos clássicos
as anemias ferropriva, devida à defi-ciência de ferro, e
megaloblástica, devida à deficiência de cobalto. Os ele-
mentos-traço não essenciais caracterizam-se por esta-
rem presentes no organismo mas não exercer nenhu-
ma função metabólica essencial. Entre os elementos-
traço não essenciais está o alumínio (Al).

Normalmente, o Al encontra-se no sangue em con-
centração inferior a 10µg/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 intestinal14. A pe-
quena parte que é reabsorvida pelo organismo, cerca
de 15µg, é eliminada pelo sistema urinário. Em pessoas
com insuficiência renal crônica (IRC) o funcionamento
renal está comprometido e o alumínio, não é elimina-

do. Com a sua permanência no organismo ele deposi-
ta-se principalmente nos ossos e cérebro, provocando
distúrbios ósseos e neurológicos, conhecidos como Os-
teodistrofia Dialítica e Demência Dialítica respectiva-
mente1,12. Ainda podem ser observados problemas como
anemia microcítica e leve calcificação tecidual.

A fonte primária de alumínio para pacientes em
hemodiálise é o fluido de diálise, basicamente a água,
devido ao grande volume necessário, cerca de 120 li-
tros três vezes por semana, no tratamento regular de
pacientes com IRC.

De acordo com a Comissão de Toxicologia da IU-
PAC4, fluidos para diálise não devem conter mais do
que 15µg/L Al. Um limite de 10µg/L Al para a água
utilizada no preparo dos fluidos é estabelecido pela
AAMI3 e pela legislação brasileira10. Limites tão baixos
de contaminação são difíceis de obter e controlar devi-
do a ubiqüidade do alumínio4. O alumínio está presen-
te em recipientes tanto de vidro quanto de plástico,
tem um largo emprego industrial na confecção dos mais
diversos utensílios e é ainda adicionado à água, na for-
ma de sulfato, em estações de tratamento, para purifi-
cá-la.
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Devido a onipresença do alumínio e o seu elevado
caráter tóxico para os pacientes renais, a recomenda-
ção da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (AN-
VISA) é de que o Al sérico dos pacientes em tratamen-
to hemodialítico regular seja determinado anualmen-
te. Para aqueles pacientes cujo nível de Al sérico exce-
der 30µg/L, o tratamento com um agente quelante para
o Al é recomendado. Este tratamento implica em um
controle dos níveis de Al no sangue durante o trata-
mento o que exige um controle de pelo menos duas
determinações a cada administração do medicamento18.

A técnica mais adequada para a quantificação de
alumínio no sangue é a espectrometria de absorção atô-
mica em forno de grafite13, devido a sua elevada sensi-
bilidade e reduzido manuseio da amostra. A determi-
nação de alumínio sérico, entretanto, não se restringe
apenas à quantificação do elemento propriamente dita,
mas uma série de variáveis pré-analíticas devem ser
consideradas para evitar contaminação e levar à exe-
cução da análise com pleno êxito.

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

MATERIAL E MÉTODOS

Equipamentos

Espectrômetro de Absorção Atômica SpectrAA-200,
Varian (Melbourne, Austrália), equipado com forno de
grafite GTA 100 e amostrador automático AS-40. Câ-
mara de fluxo laminar classe 100, Trox (Curitiba, Bra-
sil), centrífuga Jouan C412 (Saint Herblain, França),
forno de microondas doméstico Philco (São Paulo, Bra-
sil), homogeinizador automático Edgard Bühler (Bo-
delshausen, Alemanha).

Reagentes

Uma solução padrão contendo 1000mg/L Al (Merck,
Alemanha) foi utilizada para preparar as soluções ana-
líticas através de adequada diluição. Solução de ácido
tricloroacético 1% (m/v) (Merck). Ácido nítrico p.a.
(Merck) adicionalmente purificado por destilação em
aparelho próprio para destilação de ácidos (Sub-boil-
ling distilation, Berghof, Alemanha).

Precauções com a contaminação

A água utilizada na execução da análise foi destila-
da, deionizada e adicionalmente purificada em um sis-
tema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

Apenas material plástico (pipetas, buretas, balões
volumétricos, etc.) foi utilizado no preparo das amos-
tras. Este material foi deixado por pelo menos 24h mer-
gulhado em solução etanólica de HNO3 10% (v/v), sen-
do, após este período lavado abundantemente com água
purificada.

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

Frascos para coleta

Vários frascos comerciais para coleta de sangue foram
testados com relação à presença de traços de alumínio.
Para isto, os frascos (mostrados na Fig. 2) foram preen-
chidos com um adequado volume de água purificada,

deixados agitar em um homogeinizador sendo, após 24 e
48h o Al presente na água medido por espectrômetria de
absorção atômica em forno de grafite (GF AAS).

Anticoagulantes

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

Descontaminação da heparina

A heparina foi selecionada como anticoagulante por
deixar o Alumínio livre em solução, o que não acontece
com o uso de outros anticoagulantes, como o EDTA,
citrato de sódio, fluoreto de sódio que complexam o Al.
Entretanto, a heparina necessitou ser submetida a um
processo de descontaminação antes de ser utilizada
como anticoagulante.

A solução de heparina (Liquemine 25 000UI) foi
aspirada, com auxílio de uma bomba peristáltica (MS-
40 Ismatec, Suiça), através de uma coluna contendo
1500mg de uma resina catiônica (Merck, Lab, 4765)
fortemente ácida na forma sódica com uma vazão de
1ml/min. O condicionamento da coluna antes da pas-
sagem da heparina foi feito com 50mL de solução 1mol/
L NaCl e 50ml de água, até o efluente da coluna apre-
sentar reação negativa para cloreto, teste feito adicio-
nando algumas gotas de solução de nitrato de prata
(0,1mol/L) ao efluente. A ausência de turvação indica
ausência de íons cloreto.

A capacidade da coluna em reter o Al presente na
solução de heparina foi verificada através da quantifi-
cação do Al presente em sucessivas alíquotas de 1ml
da solução coletadas após percolarem a coluna.

Coleta das amostras e separação do soro
ou plasma

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

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

Para as amostras de sangue processadas no mesmo
dia da coleta não há necessidade de adição de hepari-
na aos frascos.

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

Desproteinização

A desproteinização das amostras de soro ou plasma
foi realizada por ação do TCA tendo como coadjuvante
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microondas de acordo com Bohrer e Pomblum9,7. Uma
solução 1% de TCA é adicionada ao soro ou plasma na
proporção de 1:1. Após a homogeneização o frasco é
fechado e levado ao forno de microondas por cerca de
10 min seguindo um programa de aquecimento com a
aplicação de potências crescentes. Após a precipitação
das proteínas a amostra é centrifugada por 15min a
2.400g. O sobrenadante é retirado e levado ao espec-
trômetro para a quantificação do Al.

Quantificação do alumínio

O programa de temperatura e as condições de fun-
cionamento do AAS estão mostrados na Tab. I.

Da mesma forma que os frascos para a coleta, os
copos para colocação 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 permanência das amostras
no amostrador por um tempo maior do que 20-30 min
pode levar a contaminação através da deposição de
partículas de pó do ar sobre as amostras, mesmo que o
carrossel tenha uma cobertura.

Juntamente com as amostras a solução de TCA 1%
diluída 1:1 com água deve ser analisada e o valor de
Al encontrado, descontado das amostras.

Certificação do método

Para uma avaliação da eficiência do método propos-
to, amostras de soro provenientes do Centre de Toxico-
logie du Quebéc (Canadá), que fazem parte de um
ensaio interlaboratorial para determinação 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 descontaminação são as
etapas mais importantes para o sucesso da análise. Vi-

dro e metal são totalmente inadequados, e mesmo o
plástico, se não corretamente tratado, poderá acarretar
em contaminação das amostras. O vidro contém Al em
sua composição, da mesma forma materiais metálicos.
Plásticos a princípio deveriam ser isentos de Al, mas o
uso de catalisadores contendo este metal para promo-
ver a polimerização deixam resíduos de traços de Al
nos plásticos, que podem ser lixiviados e assim conta-
minar as amostras. A Tab. II apresenta os níveis de Al
presentes em alguns materiais de laboratório (vidro,
plástico, borracha) comumente utilizados no manuseio

TABELA I
Condições de operação do espectrômetro de absorção atômica

Comprimento de onda (nm) ...................................... 309.3
Corrente da lâmpada (mA) ....................................... 10
Fenda (nm) ............................................................ 0.5
Corretor de fundo ................................................... lâmpada de deutério
Forno de grafite piroliticamente revestido com plataforma de L�vov e argônio
como gás de purga.

Programa de temperatura

Etapa Temperatura(0C) Tempo(s) Vazão gás(L/min)

1 85 5.0 3.0

2 95 35 3.0

3 120 10 3.0

4 1100 20 3.0

5 1100 10 3.0

6 1100 2.0 0.0

7* 2500 0.7 0.0

8* 2500 1.0 0.0

9 2600 1.0 3.0

 *leitura

FIG. 2 - Alumínio extraído de frascos comerciais Vacutainer e Vacuette para
coleta de sangue por ação de água pura em 24 e 48 horas de contato.

FIG.1 - Alumínio presente em solução de heparina antes a após descon-
taminação através de troca dos íons Al por íons Na em uma coluna catiônica.

TABELA II
Alumínio presente como constituinte ou impureza
em diferentes materiais de laboratório utilizados

na coleta e análise de amostras de sangue2

Material Objeto
Al presente

(% m/m)

Vidro Transparente (para medicamentos) 0,59

Âmbar (para medicamentos) 0,52

Ampola transparente 2,14

Ampola âmbar 2,21

Vacutainer (tampa azul royal) 0,73

Monoject (tampa lavanda) 1,22

Venoject (recoberto com silicone) 1,45

Plástico Ponteira pipeta amarela (100 µL) 0,01

Ponteira pipeta (1000 µL) 0,01

Seringa 10 ml 0,03

Microtainer 0,02

Copo amostrador AAS 0,01

Borracha Tampa cinza (para medicamentos) 3,9

Tampa vermelha (para medicamentos) 5,3

Tampa azul royal (Vacutainer) 4,6
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de amostras. Pode-se observar que nenhum dos mate-
riais listados é isento deste metal, mesmo que sejam
apenas traços.

A Fig. 2 mostra os níveis de Al encontrados na água
que esteve em contato com frascos comerciais utiliza-
dos para coleta de sangue. Pode-se verificar que mes-
mo aqueles, especialmente designados para análise de
traços metálicos como o �Royal blue tip� liberam algu-
ma quantidade de Al na água. Estes dados mostram
que infelizmente não é possível aproveitar a coleta de
sangue realizada como rotina para outros ensaios na
determinação 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 necessá-
rio para o transporte das amostras até o laboratório, su-
pondo que estas sejam enviadas de clínicas 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 contaminação na utilização 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-

ferrioxamina8. Além disto, a transferência do sangue de
um recipiente para outro implica em uma etapa adicio-
nal desnecessária, e que deve ser evitada.

Na Tab. III estão os níveis de Al encontrados em
algumas substâncias utilizadas no pré-tratamento de
amostras de sangue e nos agentes anticoagulantes mais
comumente utilizados. É possível verificar que a hepa-
rina como substância química não apresenta contami-
nação por Al, mas após processada (na forma de solu-
ção e embalada em ampolas de vidro) apresenta uma
contaminação muito elevada. Da mesma forma os ou-
tros agentes. Mesmo a utilização das substâncias quí-
micas com baixos níveis de Al não é recomendável, pois
mesmo que pequena, a contribuição da contaminação
por elas apresentada aumenta os níveis medidos no
sangue dos pacientes.

Como a aquisição de heparina sólida só é possível
através da importação do produto, optou-se por purifi-
car a heparina comercial, visto que esta não necessita
ser estéril (podendo portanto ser manuseada) para ser
adicionada ao sangue já coletado.

A Fig. 1 mostra os níveis de Al medidos nas frações
da solução de heparina que atravessaram a coluna cati-
ônica. É possível 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-
taminação inicial de 345mg/L. Como a heparina é co-
mercializada na forma sódica e a coluna troca os íons Al
por íons Na, não há uma alteração na composição da
heparina, apenas a retirada dos íons 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 regeneração da
coluna. Ao percolar a coluna, a solução concentrada de
NaCl remove os íons Al (retirados da heparina) deixan-
do em seu lugar o equivalente em íons Na.

Como já demonstrado7, a desproteinização de amos-
tras de soro ou plasma por métodos tradicionais, leva a
uma perda do Al. Provavelmente com precipitação qua-
se instantânea das proteínas pela ação dos ácidos con-
centrados, TCA 10%, sulfúrico ou túngstico, há uma
co-precipitação do Al, seja por não ter havido tempo
para o seu desligamento das proteínas ou por oclusão
no interior do precipitado. A recuperação do Al adicio-
nado a uma amostra de soro desproteinizada pela ação
do TCA 10% é de apenas 60%. A ação do TCA 1% é
efetiva somente quando conjugada com ação das mi-
croondas. Neste caso, observa-se uma desproteiniza-

TABELA III
Alumínio presente como impureza

em algumas substâncias químicas utilizadas
no pré-tratamento e análise de amostras de sangue

Substância Marca Qualidade Al (µg/L ou µg/g)

Ácido nítrico Merck p.a. 110 ± 1 µg/L

Ácido nítrico Merck Suprapurâ 100 ± 1 µg/L

Ácido nítrico Merck p.a. destilado 10 ± 1 µg/L

Ácido oxálico Merck p.a. 10,49 ± 0,78 µg/L

Ácido sulfúrico Merck p.a. 375 ± 3 µg/L

Acido cítrico Merck p.a. 3,21 ± 0,87 µg/g

Ácido cítrico Sigma p.a. 4,01 ± 1,65 µg/g

Àcido tricloroacético Reagen p.a. 40 ± 2,08 µg/g

Àcido tricloroacético Merck p.a. 12 ± 0,50 µg/g

Tungstato de sódio Merck p.a. 26,5 ± 1,70 µg/g

Sulfato de sódio Reagen p.a. 26,5 ± 3,77 µg/g

EDTA (sal sódico) Merck p.a. 3,37±0,70 µg/g

Heparina bovina Sigma Para fins 0,0 µg/g
(sal sódico) bioquímicos

Heparina de suíno Sigma Para fins 0,0 µg/g
(sal sódico) bioquímicos

Heparina de suíno Sigma Para fins 0,0 µg/g

(sal de amônio) bioquímicos

Heparinas comerciais
5 000 UI/mL Fujisawa Inc. 732 ± 23 µg/L

Roche 783 ± 51 µg/L

Cristália 72 ± 6 µg/L

25 000 UI/mL Eurofarma 436 ± 40 µg/L

Roche (lote 1) 137 ± 2 µg/L

Roche (lote 2) 168 ± 3 µg/L

Roche (lote 3) 190 ± 5 µg/L

TABELA IV
Alumínio medido em amostras de soro provenientes
de um ensaio interlaboratorial para alumínio sérico,

seguindo as etapas pré-analíticas propostas
Valor de Intervalo Valor

Amostra referência aceito encontrado
Al (µmol/L) Al (µmol/L) Al (µmol/L)

1 0,39 0,07 � 0,71 0,54

2 1,75 1,25 � 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
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ção tão eficiente quanto a conduzida com o ácido con-
centrado, mas sem a perda do metal, provavelmente
por esta ocorrer de modo gradual durante a ação das
microondas.

A desproteinização não é indispensável para o su-
cesso da análise, entretanto, a análise de amostras des-
proteinizadas aumenta a vida útil do forno de grafite e
evita a formação de resíduos carbonáceos, provenien-
tes da matéria orgânica no interior do forno. A forma-
ção destes resíduos, que ocorre a cada 20 ou 40 quei-
mas, exige a interrupção da análise, desmonte do for-
no e cuidadosa limpeza do mesmo9.

Cálculos

Como as amostras são diluídas 1:1 com a adição da
solução de TCA para a desproteinização, é necessário
calcular a concentração de Al na amostra original. Este
cálculo entretanto não pode ser feito apenas multipli-
cando por dois o valor encontrado. Ao precipitar, as
proteínas separam-se do sobrenadante, cada uma das
partes obtidas corresponde a uma fração do volume to-
tal ocupado anteriormente pelo soro ou plasma (inte-
gral). O volume ocupado pelas proteínas corresponde
a 30% do volume original, enquanto o sobrenadante a
70%9. Como o Al encontra-se apenas no sobrenadante,
o fator de multiplicação é 1,7 e não 2.

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

CONCLUSÃO

Amostras de sangue para a determinação de Al de-
vem ser manipuladas com extremo cuidado para evitar
contaminação por fontes externas. Como o limite de
concentração de Al no sangue que coloca o paciente
em risco de intoxicação é muito baixo, 30mg/L, a con-
taminação pode levar a resultados falso positivos, e ao
tratamento de pacientes não intoxicados. É muito im-
portante que as pessoas envolvidas na análise, enfer-

meiros responsáveis pela coleta e laboratoristas respon-
sáveis pala análise, estejam plenamente conscientiza-
dos da necessidade de seguir todas as etapas do proto-
colo e de que os riscos de contaminação são reais.
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RESUMO � Cápsulas com berinjela têm sido usadas para reduzir colesterol. Estudos em animais apontaram signi-
ficativa redução do colesterol total ou do LDL-colesterol, contudo, em humanos, os resultados não são conclusivos.
Dada a presença na berinjela de antocianinas, de comprovada atividade antioxidante, seria possível estes interferi-
rem em determinações laboratoriais. Avaliou-se a interferência in vitro nas determinações de glicose, colesterol,
triglicerídeos e ácido úrico. Os testes foram realizados com extrato seco de berinjela comercial, adicionado a soro
calibrador comercial, em concentrações supraterapêuticas, e depois em concentrações terapêuticas para os anali-
tos que apresentaram interferência significativa na concentração supraterapêutica. Como controles utilizou-se
soro puro e adicionado de amido, quercetina ou solvente. No soro com extrato não tratado foram detectadas
interferências significativas nas determinações de glicose, triglicerídeos e AST em concentrações supraterapêuti-
cas e para glicose em concentrações terapêuticas. Noutra etapa, testes foram feitos com o conteúdo das cápsulas
após simulação de digestão gástrica, também nas duas concentrações. Na concentração supraterapêutica, detectou-
se interferência em todos os analitos e na terapêutica apenas para glicose. Alguns controles apresentaram interferên-
cias não esperadas. Os resultados sugerem um potencial de interferência analítica para o extrato de comercial de
berinjela, sendo necessários estudos adicionais com outras preparações para uma conclusão definitiva.

PALAVRAS-CHAVE � Berinjela, interferência, 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.

INTRODUÇÃO

O 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 avaliação destes efeitos em humanos tenham
sido inconclusivos1,2. A pele da berinjela contém flavo-
nóides sendo o principal, uma antocianina, a nasuni-
na3, cuja potente atividade antioxidante já foi compro-
vada por diversos estudos3,4,5.

Em princípio, muitos exames laboratoriais são de-
terminações químicas, que dependendo do método
empregado, podem sofrer interferência analítica, em
maior ou menor grau, de um número bastante grande

de substâncias que, estando presentes no meio reacio-
nal junto com a substância de interesse, reagem inter-
ferindo na determinação6,7,8.

Interferência analítica pode ser definida como a in-
fluência de um fármaco ou de seus metabólitos na aná-
lise de um componente em algum dos estágios do pro-
cesso analítico9. Um exemplo clássico deste tipo de in-
terferência é o da vitamina C na reação de Trinder que
é hoje um método usual para a determinação de glico-
se, colesterol, triglicerídeos e ácido úrico10.

O método de Trinder11 envolve reações de óxido-
redução, ou seja, numa das etapas produz-se peróxido
de hidrogênio que, em seguida, oxida um cromógeno
formando um composto corado, que pode ser medido
espectrofotometricamente, sendo a leitura obtida pro-



106 RBAC, vol. 36(2), 2004

porcional ao analito em teste.  A interferência da vita-
mina C nestas reações tem sido explicada por sua ati-
vidade antioxidante que pode ser responsável pelo
consumo de componentes da reação, como, por exem-
plo, pela redução do peróxido de hidrogênio antes da
sua reação com o cromogênio; ou por reação direta com
o produto corado, reduzindo-o a um composto que não
absorva cor no visível12,13. O uso de acopladores nesta
reação possibilitou uma maior resistência desta aos efei-
tos interferentes de antioxidantes14, mas não eliminou
o problema, como pode ser visto pelos resultados de
estudos de interferência com vitamina C na reação de
Trinder, após o advento do uso destes acopladores15,16,17.

Noroozi e col.18 demonstraram que, em concentra-
ções eqüimolares, muitos flavonóides apresentam ca-
pacidade antioxidante superior a da vitamina C. Não
existem estudos sobre a biodisponibilidade dos flavo-
nóides da berinjela, porém diversos trabalhos permiti-
ram concluir que flavonóides, inclusive antocianinas,
são absorvidos, metabolizados ou simplesmente excre-
tados inalterados pelo homem19,20,21,22,23. Outros autores
comprovaram o aumento da atividade antioxidante do
soro de indivíduos após o consumo de alimentos ricos
em antocianinas. Os resultados foram similares aos ob-
tidos após a ingestão de vitamina C, usada no estudo
para comparação. Assim, concluiu-se que flavonóides
alteram a capacidade antioxidante do sangue à seme-
lhança da vitamina C.

Não foram encontrados estudos de avaliação de in-
terferência em exames produzida pelo uso de plantas
ricas em antioxidantes. Porém, uma vez que berinjela,
sobretudo na forma de extrato seco encapsulado, não
costuma ser considerada como alimento pela popula-
ção em geral, é possível que esta seja consumida pelo
paciente durante o período de jejum que deve antece-
der a coleta das amostras, vindo a produzir interferên-
cia em determinações laboratoriais. Por esta razão, pre-
tendeu-se testar o potencial de interferência do extrato
seco de berinjela.

Como não existe protocolo padrão para este tipo de
testes com extratos de plantas, estes foram realizados
com base num protocolo para fármacos proposto por
Galteau & Siest7. Este protocolo preconiza que testes
de interferência devem ser realizados primeiramente
in vitro � pois o conhecimento prévio da interferência
analítica deve anteceder os estudos dos efeitos biológi-
cos, e com concentrações elevadas da substância em
teste (dose tóxica ou supraterapêutica). Segundo este
protocolo, quando detectada interferência na concen-
tração supraterapêutica, um experimento de validação
deve ser efetuado com a concentração terapêutica do
fármaco. Além disso, recomenda que a concentração
do analito no �pool� de soro em teste seja próxima ao
nível que exigiria uma decisão clínica do médico, ou
seja, próxima ou fora dos limites de referência.

MATERIAL E MÉTODOS

Foi utilizada uma marca comercial de cápsulas à
base de extrato seco de berinjela (Laboratório Catari-
nense SA), amido de milho comercial (Quimidrol), pa-
drão de quercetina (Sigma), soros calibradores comer-
ciais, em nível patológico, liofilizados, de origem bovi-
na (Biobrás SA) e reagentes para determinações bio-
químicas da marca Biobrás SA. Os testes foram reali-
zados em aparelho de automação Cobas mira plus (Ro-

che Diagnostics) segundo recomendações do fabrican-
te dos reagentes.

A concentração de fenóis totais do extrato seco co-
mercial de berinjela foi determinada segundo método
de Singleton & Rossi25.

Foi testado o efeito interferente do extrato seco de
berinjela inicialmente em concentrações supraterapêu-
ticas (1ª e 2ª etapas) e após, em concentrações tera-
pêuticas (3ª e 4ª etapas) para os analitos que apresen-
taram resultados significativos nas primeiras etapas. A
1ª e a 3ª etapa foram realizadas com extrato seco dire-
tamente adicionado ao soro. Já na 2ª e 4ª etapas, o
extrato seco foi previamente submetido à simulação in
vitro do processo de digestão antes de ser adicionado
ao soro.

Em todas as etapas foram preparados também al-
guns controles: a) soro puro (sem adição de substân-
cias), para obtenção dos valores basais; b) de querceti-
na, para comparação do efeito interferente de um fla-
vonóide isolado; c) de amido, para investigação do efei-
to interferente deste que esta presente como excipien-
te nas cápsulas com extrato seco de berinjela; d) de
etanol/salina, a quercetina foi previamente dissolvida
em etanol e diluída em salina antes de ser adicionada
ao soro (350 ml da solução foram adicionados aos 10ml
de soro), este controle teve o objetivo de compensar a
diluição da amostra e/ou de monitorar uma eventual
interferência do etanol presente na solução de querce-
tina adicionada ao soro.

Embora a mesma marca de soro calibrador tenha sido
utilizada em todas as etapas, não foi possível conseguir
o mesmo lote utilizado na primeira para as demais. Isto
ocorreu devido a grande quantidade de soro necessária
para a diluição dos extratos para a obtenção das con-
centrações terapêuticas, uma vez que para se garantir a
exatidão necessária na pesagem da pequena quantida-
de de extrato seco a ser acrescentada ao soro, maiores
volumes deste foram requeridos. Assim, a 1ª etapa foi
realizada com um lote de soro controle (SP1); para as
outras três, utilizaram-se outros lotes do soro controle -
o mesmo para a 2ª e 3ª etapa (SP2) e um terceiro para a
4ª etapa (SP3).

Para o preparo das amostras, o soro calibrador na 1ª
etapa foi fracionado em alíquotas, e adicionado de quer-
cetina (SQst), extrato seco (SEst) ou amido (SAst), sendo
preparados também como controles: um de quercetina
(CQst), soro puro (SP1). Na 2ª etapa, foram testados
soro com extrato seco tratado (SETst) e como controle:
soro puro (SP2). Já na 3ª etapa, as alíquotas de soro
(SP2) foram adicionadas de quercetina (SQt), extrato
seco (SEt) ou amido (SAt), sendo preparados controles
de quercetina (CQt) e soro puro (SP2). Para a 4ª etapa,
adicionou-se ao soro (SP3) extrato seco tratado (SETt)
e foi utilizado como controle soro puro (SP3).

As concentrações consideradas neste trabalho como
�terapêuticas� para a quercetina (52 nM) foram obti-
das a partir da literatura26. Considerando, entretanto,
a inexistência de estudos farmacocinéticos em relação
a extratos de berinjela, tentou-se estimar a partir da
dose terapêutica indicada pelo fabricante das cápsulas
(640 mg/dose) e considerando-se absorção rápida e to-
tal dos componentes e a volemia média de um indiví-
duo adulto (5 litros), a concentração que se poderia
atingir no sangue. Esta concentração foi estimada em
0,128mg/mL e a partir deste valor foram calculadas as
quantidades de extrato que seriam adicionadas às amos-
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tras de soro para obter concentrações aproximadas
àquelas consideradas como terapêuticas. Para as con-
centrações supraterapêuticas, foi utilizado o fator 10,
conforme preconiza Galteau & Siest7.

Para a preparação das amostras com dose suprate-
rapêutica das substâncias em teste obteve-se uma con-
centração final de 12,8mg de extrato seco/10ml de plas-
ma (SEst); e de 1,57µg de quercetina/10ml de plasma
(SQst) e, no caso das com dose terapêutica; 1,28µg de
extrato seco/10ml de plasma (SEt); e de 0,157µg de
quercetina/10ml de plasma (SQt). As mesmas concen-
trações do extrato seco foram utilizadas para na prepa-
ração do controle com amido.

A preparação do SETst foi baseada na metodologia
proposta por Gil-Izquierdo e col27. Foram utilizados
640mg de extrato seco (uma dose) diluídos em 100ml
de água. Para mimetizar a digestão ácida (gástrica), o
extrato aquoso obtido foi acidificado com ácido clorí-
drico até pH 2,0 e, em seguida, incubado em banho-
maria 37ºC com agitação por duas horas. Para mimeti-
zar a digestão básica (intestino delgado), ao extrato
aquoso, que permaneceu no banho-maria, nas mesmas
condições da etapa anterior, foi adicionado aos poucos
(durante 30 minutos), bicarbonato de sódio até alcan-
çar-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 SETt foi prepa-
rado diluindo-se o SETst na proporção de 1:10 com o
soro calibrador puro (SP2).

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

Os testes bioquímicos foram realizados em triplica-
ta em cada uma das caçapas, 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, ácido úrico e triglicerí-
deos nas amostras SP1, SEst, SAst, SQst, CQst e BAst, na
1ª etapa;

b) glicose, colesterol total, ácido úrico e triglicerí-
deos nas amostras SP2 e SETst, na 2ª etapa;

c) glicose nas amostras SP2, SEt, SAt, SQt e CQt, na
3ª etapa e;

d) ácido úrico, glicose e triglicerídeos nas amostras
SP3 e SETt, na 4ª etapa.

Os resultados obtidos em cada uma das etapas fo-
ram submetidos à Análise de Variância � ANOVA, com
confirmação pelo Teste de Scheffeé, em alguns casos,
pelo Teste t de Student complementado pelo teste de
Mann-Whitney.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A concentração de fenóis totais obtida para o extrato
de berinjela foi de 178,6µM. Uma vez confirmada a
presença de substâncias fenólicas no extrato seco, os
testes de interferência foram realizados.

Na 1ª etapa de testes a análise da variância foi rea-
lizada comparando os vários grupos em relação a cada
analito. A maior significância estatística foi obtida para

a glicose (Tab.I), sendo que houve diferença significa-
tiva entre todos os grupos, com um valor de F corres-
pondente a 343,21 (p<0,0001). Para confirmar a signi-
ficância, foi realizado o teste de Scheffeé (Tab.II), que
também apontou significância estatística (p<0,01) en-
tre todos os grupos.

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

Já a adição ao soro de quercetina (SQ) ou da mistura
etanol/salina (CQ) provocou uma interferência negati-
va em relação ao soro puro (SP1). A diferença em rela-
ção à concentração determinada de glicose entre o soro
adicionado de quercetina e seu controle também foi es-
tatisticamente significativa, sendo a interferência maior
para o controle que para a quercetina. Considerando a
presença de flavonóides no extrato de berinjela, uma
interferência negativa seria esperada já que, conforme
a literatura, antioxidantes podem interferir por vários
mecanismos em reações de óxido-redução diminuindo
a concentração do produto corado (o qual é proporcio-
nal à concentração do analito em teste). A interferência
positiva encontrada para o extrato seco poderia ser ex-
plicada, pelo menos em parte, pela presença de amido
que pode ser hidrolisado pela amilase sérica, levando à
formação de glicose como um dos produtos28.

A interferência negativa verificada para a solução
de quercetina adicionada ao soro poderia ser explica-
da pelo seu potencial antioxidante, entretanto a inter-
ferência verificada para o controle (CQ) foi maior do
que a da quercetina (SQ). Isto indica que a interferên-
cia provocada pela mistura etanol/salina (1:25, v/v),
usada como veículo para o flavonóide, superou a inter-
ferência da quercetina propriamente dita. Para a pre-
paração das amostras SQ e CQ, houve uma pequena
diluição da amostra de soro original, já que 10,0 mL de
soro foram adicionados de 0,35 mL de solução de quer-
cetina em etanol/salina ou do veículo. A variação 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 diluição do soro foi de 3,5%, de modo
que apenas a diluição da amostra não explicaria o efei-
to interferente verificado em CQ. Uma possibilidade

TABELA I
Resultados do teste de Análise de Variância, para

comparação dos resultados médios de glicose obtidos,
para os 5 grupos experimentais

na 1ª etapa dos testes de interferência
Fonte de Variação 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 II
Comparações individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01)

para os resultados médios de glicose obtidos,
para os 5 grupos experimentais

na 1ª etapa dos testes de interferência
Grupos Média

Soro c/ extrato seco (SE st) 319.3
Soro c/ amido (SA st) 310.9
Soro puro (SP1) 293.6
Soro c/ EtOH quercetina (SQ st) 283.0

Soro c/ EtOH salina (CQ st) 270.5
Obs.: Houve diferença estatística entre todos os grupos.
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seria do efeito ser causado pela presença de etanol,
que segundo Holme & Peck29 pode reagir com o peró-
xido de hidrogênio, consumindo-o na produção de ace-
taldeído e água.

Em relação ao colesterol, a análise de variância
apresentou menor significância estatística (Tab.III), sen-
do que na confirmação pelo teste de Scheffeé (Tab.IV),
encontrou-se equivalência estatística entre os grupos
SA, SE, SP1 e CQ, além de equivalência estatística entre
os três últimos e SQ. Em outras palavras, apenas o soro
adicionado de quercetina (SQ) e o soro adicionado de
amido (SA) apresentaram diferenças estatisticamente
significativas (p<0,05) nesse teste.

Em relação ao ácido úrico, a análise de variância
(Tab.V) indicou diferença entre os grupos, com valor
de F igual a 84,64 (p<0,0001). A confirmação pelo tes-
te de Scheffeé (Tab.VI) apontou equivalência estatísti-
ca entre SA e SE, além de equivalência entre SE e SP1.
Desta forma, comprovaram-se diferenças estatistica-
mente significativas entre a amostra de soro patológico
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

foram significativamente diferentes entre si. Neste en-
saio, o soro adicionado de extrato (SE) foi o único gru-
po experimental que não se diferenciou estatisticamente
de SP1. Em relação à interferência negativa verificada
para a quercetina e a mistura etanol/salina, o efeito da
diluição (3,5%) poderia explicar a redução do teor em
SQ (2,9% menor que SP1), mas não em CQ (5,6% me-
nor que SP1). Novamente poderíamos supor que o efeito
poderia ter sido produzido pelo etanol.

Finalmente, para os triglicerídeos, a análise de va-
riância (Tab.VII) também apontou diferença estatisti-
camente significativa entre os grupos, sendo que pelo
teste de Scheffeé (Tab.VIII) comprovou-se que o soro
calibrador patológico (SP1) diferiu significativamente
de todos os demais grupos, enquanto para SA e SE,
bem como SQ e CQ entre si, verificou-se equivalência
estatística.

Na determinação deste analito, tanto a adição de
extrato de berinjela, como de amido e de quercetina le-
varam a interferências estatisticamente significativas.
Novamente, as interferências foram positivas para o ex-
trato seco e o amido e negativas para a quercetina e seu
controle. Em relação a SP1, a adição de quercetina e
etanol/salina apresentaram diminuição na concentração
de triglicerídeos da ordem de 4,0 e 4,2% respectivamen-
te, ou seja, um pouco maior que o fator de diluição (3,5%).

Na 2ª etapa, foram testadas amostras de soro adicio-
nadas de extrato tratado (simulação de digestão gástri-
ca e posterior liofilização). A análise estatística 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 diferenças foram estatisti-
camente significativas para glicose, colesterol, ácido

TABELA IV
Comparações individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01)

para os resultados médios de glicose obtidos,
para os 5 grupos experimentais

na 1ª etapa dos testes de interferência
Grupos Média

Soro c/ amido (SAst) 252.0
Soro c/ extrato seco (SEst) 251.8
Soro puro (SP1) 247.4
Soro c/ EtOH salina (CQst) 242.5

Soro c/ EtOH quercetina (SQst) 238.6
Obs.: As colunas indicam equivalência estatística entre grupos.

TABELA V
Resultados do teste de Análise de Variância, para

comparação dos resultados médios de ácido úrico obtidos,
para os 5 grupos experimentais

na 1ª etapa dos testes de interferência
Fonte de Variação 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
Comparações individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01)

para os resultados médios de ácido úrico obtidos,
para os 5 grupos experimentais

na 1ª etapa dos testes de interferência
Grupos Média

Soro c/ amido (SA st) 13.12
Soro c/ extrato seco (SE st) 12.97
Soro puro (SP1) 12.85
Soro c/ EtOH quercetina (SQst) 12.49

Soro c/ EtOH salina (CQst) 12.17

Obs.: As colunas indicam equivalência estatística entre grupos.

TABELA III
Resultados do teste de Análise de Variância, para

comparação dos resultados médios de colesterol obtidos,
para os 5 grupos experimentais

na 1ª etapa dos testes de interferência
Fonte de variação 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 VIII
Comparações individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,01)

para os resultados médios de triglicerídeos obtidos,
para os 5 grupos experimentais

na 1ª etapa dos testes de interferência
Grupos Média

Soro c/ amido (SA st) 279.24
Soro c/ extrato seco (SE st) 279.12
Soro puro (SP1) 271.23
Soro c/ EtOH quercetina (SQst) 260.79

Soro c/ EtOH salina (CQst) 260.21
Obs.: As colunas indicam equivalência estatística entre grupos.

TABELA VII
Resultados do teste de Análise de Variância, para

comparação dos resultados médios de triglicerídeos obtidos,
para os 5 grupos experimentais

na 1ª etapa dos testes de interferência
Fonte de Variação S.Q. G.L. Q.M. F.

Entre grupos 2805.551 4 701.3878 90.54 (p<0.0001)
Dentro de grupos 271.1256 35 7.7464
Total 3076.677 39

TABELA IX
Comparação dos valores encontrados no teste t para os

diferentes analitos no soro puro (SP2) e no soro adicionado de
extrato de berinjela submetido a tratamento

                             Concentração determinada Valor p
Analito do (significância

 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
Ácido úrico 8,20 8,85 3,59 0,030
Triglicerídeos 201,00 193,50 3,35 0,0047
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úrico e triglicerídeos. Para o colesterol, pela variabili-
dade verificada, o programa estatístico utilizado suge-
riu confirmação pelo teste de Mann-Whitney, cujo re-
sultado (U= 12,5 e U�= 62,5) corroborou a significân-
cia estatística da diferença entre o soro tratado (SET) e
o controle SP2 (p = 0,0283). Entretanto, esta diferença
não tem significância prática, já que pelo coeficiente
de variação analítica para as dosagens de colesterol,
só podem ser considerados diferentes resultados com
diferença superior a 10%30 e as diferenças verificadas
foram inferiores a 2%.

Para a glicose, tal como para o extrato não tratado,
verificou-se interferência positiva significativa. No tra-
tamento realizado simulando a digestão gástrica, as
condições experimentais podem ter propiciado hidróli-
se ácida do amido, dando como um dos produtos desta
hidrólise a glicose. Além disso, a hidrólise do amido
pode também ter ocorrido pela ação da amilase séri-
ca28. É possível que um destes mecanismos tenha con-
tribuído para o aumento nas concentrações de glicose
que foram detectadas em relação ao soro calibrador SP2.

Para o ácido úrico no soro tratado, houve interfe-
rência negativa, estatisticamente significativa, enquanto
para o extrato não tratado a interferência não foi signi-
ficativa na confirmação pelo teste de Scheffeé. A simu-
lação de digestão gástrica deve ter levado a hidrólise
também de outras substâncias, além do amido, de modo
que os produtos formados poderiam: a) ter sido res-
ponsáveis pela inibição de enzimas (uricase ou peroxi-
dase) envolvidas no doseamento; b) ter reagido com o
peróxido de hidrogênio nas condições do ensaio, dimi-
nuindo a concentração de quinonimina formada, c)
desestabilizar o cromógeno formado. Estas hipóteses
são aquelas citadas na literatura como possibilidades
mais plausíveis de interferência analítica para o ácido
ascórbico em reações envolvendo óxido-redução12,13,14,15.
De acordo com Seeram & Nair 31, antocianidinas (agli-
conas) têm maior atividade antioxidante que suas res-
pectivas antocianinas (heterosídeos). Assim, se consi-
derarmos a possibilidade da nasunina ter sofrido hi-
drólise, o que pode ter elevado sua atividade antioxi-
dante, podemos explicar os resultados obtidos. Além
disso, estudos, como o de Silva e col.17 mostram que
entre os analitos dosados pela reação de Trinder, o áci-
do úrico parece ser mais susceptível aos efeitos de in-
terferência de antioxidantes, o que explicaria a não ob-
servação desta interferência nos outros analitos.

Para os triglicerídeos no soro tratado houve interfe-
rência positiva, estatisticamente significativa, da mes-
ma forma que para o extrato não tratado. Em termos
percentuais, a interferência foi maior para o extrato tra-
tado (+3,9%) que para o não tratado (+2,9%), entre-
tanto em ambos os casos, a significância clínica destas
interferências é irrelevante com base na variação ana-
lítica que é de 9%30.

Na 3ª etapa, avaliou-se a interferência de extrato
de berinjela não tratado e quercetina em concentra-
ções correspondentes, aproximadamente, àquelas que
seriam encontradas pela ingestão de cápsulas de be-
rinjela na dose indicada pelo fabricante ou alimentos
ricos em quercetina.

Na 1ª etapa do teste, em concentrações supratera-
pêuticas, vários analitos apresentaram interferências
estatisticamente significativas, mas em muitos casos,
tais interferências analíticas ocorriam também para al-
gum dos controles utilizados (amido ou controle de

quercetina). Assim, não necessariamente essas inter-
ferências poderiam ser atribuídas a componentes da
berinjela ou à própria quercetina.

Assim sendo, para a 3ª etapa testou-se apenas a
potencial interferência do extrato seco não tratado ou
da quercetina em �concentração terapêutica� na deter-
minação da glicose, já que apenas para este analito a
diferença entre o soro com extrato de berinjela não tra-
tado e o soro puro foi superior a do soro com amido
com relação ao soro puro.

A análise de variância (Tab.X) destes resultados
apontou uma diferença estatística significativa entre os
grupos testados, com um valor de F = 18,30 (p<0,0001).
A comparação dos resultados pelo teste de Scheffeé
(Tab.XI ) confirmou equivalência entre SA e SE, bem
como entre os demais grupos.

Assim sendo, para o extrato seco de berinjela (não
tratado), em concentração �terapêutica�, houve inter-
ferência positiva significativa na determinação de gli-
cose, sendo que interferência no mesmo nível foi com-
provada também para o amido. Diferença desta ordem
poderia ter significância prática, para pacientes cuja
glicemia se encontrasse muito próxima aos limites de
referência. Também neste caso, é provável que a inter-
ferência positiva verificada se deva à hidrólise do ami-
do pela amilase contida na amostra de soro.

Para as amostras de soro adicionadas de querceti-
na, atingindo concentrações correspondentes àquelas
consideradas terapêuticas, a determinação de glicose
não apresentou valores diferentes estatisticamente do
soro calibrador utilizado (SP2).

Na 4ª etapa, foram determinados glicose, ácido úri-
co e triglicerídeos no soro adicionado de extrato de

TABELA X
Resultados do teste de Análise de Variância, para

comparação dos resultados médios de glicose obtidos,
para os 5 grupos experimentais da 3ª etapa

Fonte de Variação 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 XI
Comparações individuais pelo teste de Scheffeé (p<0,05)

para os resultados médios de glicose obtidos,
para os 5 grupos experimentais da 3ª etapa

Grupos Média

Soro c/ amido (SAt) 221,54
Soro c/ extrato seco (SEt) 221,04
Soro c/ EtOH salina (CQt) 217,08
Soro c/ EtOH quercetina (SQt) 214,83

Soro puro (SP2) 213,88

Obs.: As colunas indicam equivalência estatística entre grupos.

TABELA XII
Comparação dos valores encontrados no teste t  para os

diferentes analitos no soro puro (SP3)
e no soro adicionado de extrato de berinjela

submetido a tratamento
                             Concentração determinada Valor p

Analito do (significância
 soro tratado soro (SP2) teste para p<0,05

Glicose 206,29 203,83 2,16 0,036
Ácido úrico 12,28 12,17 1,06 0,294 (NS)
Ácido úrico 8,20 8,85 3,59 0,030
Triglicerídeos 169,08 168,04 1,38 0,174 (NS)
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berinjela tratado, em concentrações terapêuticas esti-
madas, e no soro patológico controle (SP3).

A determinação do colesterol não foi incluída nesta
fase uma vez que a interferência analítica detectada
em concentrações supraterapêuticas de extrato (p <
0,05) não apresentava significância prática. Porém,
embora também não apresentasse significância clínica,
a interferência verificada para os triglicerídeos foi es-
tatisticamente mais relevante (p < 0,01) e então, deci-
diu-se incluir este analito nesta fase dos testes. A aná-
lise estatística dos resultados pelo teste t (Tab.XII) não
apontou diferenças 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 interferência analí-
tica significativa em algumas determinações séricas, não
se pode afirmar com certeza que este o seja sob o ponto
de vista prático. Isto, porque, como vimos, as variações
estatisticamente significativas que ocorreram principal-
mente nas concentrações �supraterapêuticas� estima-
das, podem em alguns casos, estar dentro da faixa de
variação analítica aceitável para os testes realizados30.

Além disto, observa-se que a maioria dos resultados,
mesmo estatisticamente diferentes entre si, não mudari-
am a atitude do médico com o paciente, uma vez que,
do ponto de vista clínico, esses poderiam ser explicados
pela variação biológica normal que ocorre nas concen-
trações das substâncias presentes no sangue. Uma ex-
ceção poderia ser na glicose da 3ª etapa, onde a interfe-
rência produzida pelo amido (adicionado ao soro em
concentração terapêutica estimada) poderia provocar um
erro que poderia prejudicar a interpretação de um re-
sultado próximo aos limites de referência.

Porém, uma vez que as concentrações testadas fo-
ram apenas estimadas, não se conhecendo de fato os
dados relacionados à farmacocinética dos extratos de
berinjela, não podemos concluir de forma definitiva em
relação ao potencial de interferência de seus compo-
nentes. Outro aspecto é o fato de termos utilizado ape-
nas uma única dose, como base de cálculo, para a pre-
paração das amostras acrescentadas de extrato seco,
não se levando em consideração a possibilidade de efei-
tos cumulativos do uso contínuo do produto.

Também, nada pode garantir que as reações de bio-
transformação, que podem ocorrer in vivo nos indiví-
duos que ingerem extrato seco de berinjela, ou mesmo
a fruta in natura, não contribuam para o aumento do
potencial antioxidante dos componentes destes mate-
riais e, portanto, ampliem a possibilidade de ocorrên-
cia de efeitos de interferência em exames.

De qualquer modo, para concluir de forma mais
definitiva quanto ao potencial de interferência analíti-
ca dos extratos de berinjela, seriam necessários estu-
dos ex vivo com amostras de sangue de pacientes após
ingestão de uma ou mais doses dos referidos extratos.
Seria igualmente interessante testar outros tipos de
preparações à base de berinjela, assim como alguns de
seus constituintes isoladamente.
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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.

RESUMO � O método de Papanicolaou, utilizado na triagem para a detecção do câncer cervical, pode ser relevante para o
diagnóstico das Doenças Sexualmente Transmissíveis (DST). O objetivo deste estudo é verificar se o mesmo é útil para a detecção
de alguns agentes etiológicos de DST. Examinou-se a secreção vaginal e o raspado cérvico-vaginal de 223 mulheres atendidas na
Unidade de Saúde Jardim Santos Andrade, Curitiba- PR, pelo método de Papanicolaou e por cultura para Candida sp.; por exame
a fresco para T. vaginalis e por imunofluorescência direta para C. trachomatis. Para a detecção de Candida sp., o método de
Papanicolaou apresentou sensibilidade e especificidade de 23,3% e 96,8%, respectivamente, em relação à cultura, mas apresentou
concordância de 86,3% com o método de Gram. A sensibilidade e a especificidade do método de Papanicolaou para o diagnóstico
de T. vaginalis foram, respectivamente, 60 e 99,5% em relação ao exame a fresco. A presença de inclusões eosinofílicas, usualmente
em células metaplásicas, em 3,7% dos esfregaços cervicais, foi critério sugestivo de infecção por C. tracomatis, com sensibilidade e
especificidade de 37,5 e 100%, respectivamente, em relação à imunofluorescência direta. O método de Papanicolaou foi específico
na detecção de infecção pelos agentes estudados, porém limitado quanto à sensibilidade. A análise dos resultados obtidos sugere
que o exame de Papanicolaou pode contribuir na detecção de casos de DST.

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

INTRODUÇÃO

A s doenças sexualmente transmissíveis (DST) são
          processos infecciosos causados por um grupo he-
terogêneo de agentes, agrupadas devido à significân-
cia epidemiológica do contato sexual, embora este não
seja necessariamente o único meio de transmissão
(Reese e Betts, 1991). Entre as DST consideradas pela
OMS como de transmissão essencialmente sexual es-
tão gonorréia, sífilis, cancro mole e linfogranuloma
venéreo, e as de freqüente transmissão sexual, dono-
vanose, herpes genital, condiloma acuminado, trico-
moníase, candidíase, uretrite não gonocócica, uretrite

e endocervicite causadas por Chlamydia trachomatis,
hepatite A e B, pitiríase, escabiose, pediculose e Sín-
drome da Imunodeficiência 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 lesões pré-ma-
lignas, como para o rastreio de agentes das DST. O uso
de metodologia diagnóstica de rotina em programas
de saúde para a pesquisa de agentes microbiológicos
causadores de DST não é habitual, sendo o seu trata-
mento realizado com base em dados clínicos ou, mui-
tas vezes, nem realizado. A indicação diagnóstica de
algumas das DST pelo método de Papanicolaou se dá
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pela identificação direta ou por alterações citopáticas
provocadas por certos microrganismos, com grau acei-
tável de sensibilidade e de especificidade, algumas ve-
zes similar, ou mesmo superior a outras metodologias
rotineiras (Moraes Filho e Longatto Filho, 2000).

A candidiase é a infecção fúngica mais freqüente
do trato genitourinário, ocorrendo em geral em pacien-
tes predispostos a um super crescimento de sua pró-
pria microbiota (Moraes Filho e Longatto Filho, 2000;
Kowon-Chung e Bennett, 1992). As Candida sp. estão
amplamente envolvidas em casos de vulvovaginites,
que são 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 10µm
de comprimento por 7µm de largura, que se movimenta
através de 3 a 5 flagelos, e cresce em pH 5,5-6,0. A in-
tensidade da tricomoníase está diretamente relacionada
às condições fisiológicas do hospedeiro e à microbiota
concomitante. Os parasitas se apresentam isolados, mas
podem formar colônias em infestações severas ou em
pacientes imunodeprimidos (Moraes Filho e Longatto
Filho, 2000; Petrin et al., 1998; Consolaro et al., 1999). A
incidência anual de tricomoníase é de 170 milhões de
casos em todo o mundo, e de 8 milhões nos EUA, com 10
a 50% de casos assintomáticos (Van Der Schee et al., 1999;
Petrin et al., 1999). A infestação feminina por T. vaginalis
está relacionada à diminuição da acidez com predomínio
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 obrigatória, que tem sido reconhecida como o
mais comum dos patógenos sexualmente transmissíveis.
Produz uma grande variedade de manifestações clíni-
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 está envolvida em casos de
doença inflamatória pélvica (DIP), gravidez ectópica e
dor pélvica crônica (Chan et al., 2000; CDC, 2001) Ape-
sar de 50% dos casos serem assintomáticos, pode gerar
danos irreparáveis às trompas de Falópio, levando à
infertilidade (Paler et al., 2000; Moraes Filho e Longat-
to Filho, 2000). Várias metodologias têm sido descritas
para o diagnóstico da infecção pela C. trachomatis e um
resultado confiável está diretamente associado a uma
coleta representativa da região infectada, no caso de
cervicites, a região endocervical.

O presente estudo teve o objetivo de investigar a
relevância da Citologia Cérvico-Vaginal pelo método
de Papanicolaou para a triagem de algumas DST, in-
cluindo infecções por Candida sp, T. vaginalis e C.
trachomatis, em população atendida na Unidade San-
tos Andrade de Assistência de Saúde Pública da Pre-
feitura Municipal de Curitiba, PR.

MATERIAL E MÉTODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Hospital de
Clínicas da Universidade Federal do Paraná.

Após consentimento informado, realizou-se a coleta
de material cérvico-vaginal de 223 mulheres atendidas
para exame preventivo de câncer na Unidade de Saú-
de Santos Andrade da Prefeitura Municipal de Curiti-
ba, com idades entre 13 e 70 anos, que freqüentavam o
serviço de Saúde regularmente, com arquivos de exa-
mes anteriores e controle de freqüência realizado pe-
los agentes de saúde.

Após a colocação de espéculo na paciente, coletou-
se secreção de fundo de saco posterior da vagina com
swab estéril, confeccionando-se um esfregaço oval e
uniforme, no centro de uma lâmina de microscopia e
diluindo-se o restante em tubo de ensaio com 2 ml de
NaCl 0,85 g/dl, estéril. Após limpeza prévia da endo-
cérvice com uma gaze estéril, coletou-se secreção endo-
cervical pela introdução 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 imunofluorescência direta na pesquisa
de C. trachomatis, realizou-se um esfregaço fino e ho-
mogêneo em lâmina de microscopia própria, fixando-o
com metanol, e mantendo-o sob congelamento a �20 ºC.

Para exame de Papanicolaou, com o auxílio de uma
espátula de Ayre, raspou-se material de fundo de saco
vaginal em suas laterais e da junção escamo-colunar
(JEC). Em seguida, com o auxílio de uma escova �cito-
brush�, coletou-se material endocervical, girando-se a
escova delicadamente em um ângulo de 360 graus.
Depositou-se os materiais obtidos em duas lâminas de
microscopia com movimentos longitudinais, delicada-
mente, procurando não passar duas vezes pelo mesmo
lugar. Cobriu-se o esfregaço com 2 gotas de polietile-
noglicol a 2%.

Realizou-se o exame a fresco para pesquisa de T.
vaginalis até 90 minutos após a coleta, colocando-se
50ml da secreção vaginal em solução salina entre lâmi-
na e lamínula, observando-se ao microscópio de luz,
com aumento de 400X, a presença dos parasitas de for-
ma ovalada ou arredondada, com motilidade variável.
Em dias frios, colocou-se o frasco em banho maria a
37ºC antes da preparação da lâmina, para aumentar a
motilidade dos microrganismos.

Fixou-se o esfregaço de secreção vaginal pelo calor,
a 60 °C ou em chama. Procedeu-se a coloração de Gram
com: solução de violeta de genciana (1 min), lavagem
com água corrente, lugol fraco 0,6% (1 min), nova la-
vagem e descoloração com álcool-acetona (5 seg ou até
que a coloração violeta não desprendesse mais da lâ-
mina), solução de fucsina fenicada (30 seg), lavagem
em água corrente e secagem ao ar. No exame ao mi-
croscópio 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 variável, geralmente seg-
mentadas como bambú e/ou células leveduriformes de
forma ovóide ou arredondada, com 3 a 6mm de diâme-
tro. Semeou-se a secreção vaginal em solução salina,
em meio agár Sabouraud. Observou-se o crescimento
de colônias branco-amareladas e opacas a 37°C (Kwon-
Chung e K. J.; Bennett).

Na pesquisa de C. trachomatis por imunofluores-
cência direta (IFD) utilizou-se reagentes (Omega Diag-
nostics, Bio-Rad ou Cellabs), seguindo-se as reco-
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mendações de cada fabricante. Descongelou-se as lâ-
minas e cobriu-se com 25 a 30 ml de conjugado fluo-
rescente contendo anticorpo monoclonal murino para
C. trachomatis, e incubando-as em câmara úmida a 37ºC
ou TA (15 a 30 min). Retirou-se o excesso de reagente
por lavagem em PBS pH 7,4 ou água destilada. Co-
briu-se o material com fluido de montagem e lamínula,
pesquisando-se, ao microscópio de imunofluorescên-
cia (sistema de filtro l 480-490 nm, emissão média de l
510 nm, 400X), a presença de corpos de inclusão cla-
midiais redondos e de bordos lisos, fluorescentes, de
cor verde-maçã brilhante.

Realizou-se a fixação e a coloração de Papanicolaou
com reagentes Newprov, de acordo com as recomenda-
ções do fabricante. Montou-se as lâminas com Entellan e
lamínulas 25X 60 mm. Realizou-se o escrutínio das lâmi-
nas ao microscópio de luz sob aumento de 100X e 400X.

Os critérios de análise do esfregaço para cada mi-
crorganismo estudado foram:

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

T. vaginalis: observou-se a presença de estruturas
ovais, redondas, piriformes ou irregulares, de 10 a 30
mm de diâmetro, com citoplasma geralmente cianofíli-
co, cinza-azulado ou esverdeado pálido ou arroxeado,
apresentando grânulos citoplasmáticos eosinofílicos,
núcleo excêntrico, pequeno, pouco definido, finamen-
te vesiculoso, pálido e de aparência degenerada, fla-
gelos geralmente mal conservados, confundíveis com
muco, células degeneradas, neutrófilos ou pedaços de
citoplasma (Moraes Filho e Longatto Filho, 2000).

C. trachomatis: observou-se a presença de fina va-
cuolização intracitoplasmática, com vacúolos únicos ou
múltiplos, contendo inclusões eosinofílicas, freqüente-
mente uniformes, moldadas ou sobrepostas com bor-
dos ondulados, e circundadas por uma área clara. Ge-
ralmente, tais inclusões são vistas em células metaplá-
sicas pavimentosas e em células colunares endocervi-
cais, podendo conferir às células um aspecto rarefeito
(mordedura de traça) (Gupta et al., 1979).

Utilizou-se o método estatístico de acurácia, com os
testes de sensibilidade, especificidade, e taxas de erro
falso positivo e falso negativo para analisar a relação
entre os resultados obtidos com o método de Papanico-
laou e com os métodos considerados padrões. Utilizou-
se os testes de concordância e razão do teste kappa
para analisar os índices de positividade para compara-
ção entre dois métodos diagnósticos equivalentes. Cal-
culou-se a porcentagem global de concordância e o ín-
dice kappa (Jekel et al., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

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

Para a pesquisa de Candida sp., 220 pacientes fo-
ram incluídas 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-

FIG. 1 - Fotomicrografia de esfregaço cérvico-vaginal. Coloração de
Papanicolaou. Aumento de 400x. Candida spp., células leveduriformes e
pseudo-hifas .

FIG. 2 - Fotomicrografia de esfregaço vaginal. Coloração de Gram. Aumento
de 1000x. Candida spp., células leveduriformes e Lactobacillus sp.

FIG. 3 - Fotomicrografia de esfregaço cérvico-vaginal. Coloração de Papa-
nicolaou. Aumento de 400x. Trichomonas vaginalis.

FIG. 4 - Fotomicrografia de esfregaço cérvico-vaginal. Coloração de Papa-
nicolaou. Aumento de 400x. Chlamydia trachomatis.



114 RBAC, vol. 36(2), 2004

normal, e que a
presença apenas
de células leve-
duriformes não é
confirmatória de
infecção (Moraes
Filho e Longat-
to Filho, 2000).
Ao se analisar
dados obtidos em
alguns estudos
anteriores, sobre
a prevalência de
infecção por Can-
dida sp, que fo-
ram de 6,1% em
Curitiba (Moraes
Filho, em 1994),

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-
cluídas 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 incluídas, 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
estão descritos na Tab. I.

Os dados apresentados na Tab. II mostram a análi-
se comparativa entre o método de Papanicolaou e os
métodos utilizados para pesquisa de Candida sp., T.
vaginalis e C. trachomatis. Para uma prevalência de
13,6% de candidíase, o método de Papanicolaou, com-
parado com a cultura para diagnóstico 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-
fecção por T. vaginalis, a prevalência 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 relação ao
exame a fresco. A prevalência 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 à IFD (Tab. II).

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

A baixa sensibilidade observada para o método de
Papanicolaou na identificação de Candida sp. é devi-
da à detecção de concentrações muito baixas de orga-
nismos viáveis no material de cultura, método conside-
rado padrão para o diagnóstico. Porém, cabe ressaltar
que nem sempre uma cultura positiva indica infecção,
levando-se em consideração que este microrganismo está
presente em 50% das mulheres com microbiota vaginal

TABELA I
Resultados positivos e negativos na

comparação entre o Método de
Papanicolaou e a pesquisa de

  Candida sp, T. vaginalis
e C. trachomatis

Resultado CA TV CT

VN 184 214 211

VP 7 3 3

FN 23 2 5

FP 6 1 0

Total 220 220 219

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

TABELA II
Sensibilidade, especificidade, taxas de

erros positivos e negativos para
comparação do Método de Papanicolaou

e pesquisa de Candida spp,
T. vaginalis e C. trachomatis

Índices CA (%) Tv (%) CT (%)

Sensibilidade 23,3 60 37,5

Especificidade 96,8 99,5 100

Prevalência 13,6 2,3 3,7

Taxa de erro falso positivo 3,2 0,5 0

Taxa de erro falso negativo 76,7 40 62,5

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

TABELA III
Análise de concordância para

comparação 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 Tv

Concordância positiva/positiva 11 5

Discordância negativa/positiva 2 0

Discordância positiva/negativa 3 2

Concordância negativa/negativa 203 213

Total 219 220

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

TABELA IV
Porcentagem global de concordância

entre os observadores a e b e a
observadora AEMS, em relação à

identificação de microrganismos, e/ou
seus efeitos citopáticos, na revisão de
99 lâminas de material cérvico-vaginal

Observadores

Microrganismos A B

Candida spp. 91,8 92,9

G. vaginalis 88,7 90,9

Mobiluncus spp. 96,9 96,0

Trichomonas vaginalis 99,0 98,0

HPV 96,9 99,0

Gardnerella/Mobiluncus 97,9 99,0

41,8% em gestantes, em Brejo-CE (Lucena et al., 1999),
e 3,05%, na Eslovênia (Takac, 1998), pode-se observar
uma grande variabilidade que, possivelmente, se deve a
diferenças entre as populações estudadas, mas também
poderia ser atribuída a variações na metodologia de cole-
ta, forma de escrutínio dos esfregaços e critérios morfoló-
gicos para a identificação dos organismos fúngicos.

A prevalência do T. vaginalis descrita na literatura
é bastante variável: 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-
nóstico de T. vaginalis mostrou-se altamente específi-
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 prevalência de C. trachomatis na população estu-
dada foi de 3,7%. Estudos demonstram que a preva-
lência deste microrganismo na população varia confor-
me os diferentes níveis sócio-econômicos (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 citopáticos sugestivos
de infecção 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 inclusões clamidiais em 10% dos esfregaços
citológicos em uma primeira leitura e, após revisão das
lâminas, com conhecimento dos resultados de cultura
positivos, observaram-nos em 23% dos mesmos. Cam-
pos et al. (1986), identificaram alterações citológicas
sugestivas de infecção em apenas 0,16% dos esfregaços
cervicais. Maeda et al. (1987) identificaram inclusões
clamidiais em 46% dos esfregaços corados por Papani-
colaou e, em 66% dos casos por IFD, em amostras de
pacientes para realização do exame preventivo. Cavali-
eri et al. (1989) obtiveram 9,3% de amostras positivas no
exame citológico e 20,4%, por IFD. Panúco et al. (2000)
identificaram C. trachomatis em 3,2% dos esfregaços.

É importante que os citologistas estejam devidamen-
te treinados para observar não somente os processos
pré-malignos e malignos do epitélio cérvico-vaginal,
mas também a presença de microrganismos ou de seus
efeitos citopáticos que possam levar a diferentes esta-
dos mórbidos, ou mesmo contribuir potencialmente para
o desenvolvimento de doenças malignas. O método de
Papanicolaou está sendo gradativamente incorporado
à rotina da saúde pública brasileira e pode contribuir
de forma substancial para o diagnóstico das DST.

CONCLUSÃO

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 relação à sua sen-
sibilidade. Estudos adicionais devem ser realizados,
procurando-se aprimorar os critérios citológicos utili-
zados e testando-se um maior número de casos. Os
resultados obtidos sugerem que o exame de Papanico-
laou pode contribuir na detecção de casos de DST na
população feminina.
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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 HinfI 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.

RESUMO � A mutação (C677T) no gene que codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) tem
sido associada à hiperhomocisteinemia e, possivelmente, ao risco elevado para doenças vasculares. O objetivo
deste trabalho foi otimizar sua detecção por PCR para faciliar estudos populacionais. Foram testadas metodolo-
gias alternativas de purificação do DNA genômico humano e os resultados obtidos permitiram padronizar uma
técnica com redução de reagentes para extração de DNA por precipitação com NaCl. Foram realizados experimen-
tos variando a concentração dos componentes da reação de PCR que permitiram definir que reações contendo
metade do volume inicial de deoxinucleotídeos e iniciadores (primers), assim como 0,5U de Taq DNA polimerase
produzem essencialmente a mesma quantidade de amplificado que a reação anteriormente utilizada. Testou-se
ainda, a redução do volume da reação de PCR com objetivo de utilizar o produto de amplificação diretamente para
digestão com a enzima HinfI, evitando, assim, etapas de pipetagem que acarretam em risco de contaminação.
Obteve-se sucesso com 15 mL de volume final, o que permitiu a utilização do sistema de PCR completo para
digestão do produto amplificado. A importância deste estudo pode ser justificada pela significância que as doenças
vasculares apresentam em termos populacionais e por este polimorfismo estar potencialmente relacionado com o
risco de DAC (doença artério-coronariana) precoce.

PALAVRAS-CHAVE � Metilenotetrahidrofolato redutase, C677T, PCR.

INTRODUÇÃO

A hiperhomocisteinemia (elevação de homocisteína
      no plasma), tem sido reconhecida como um fator
de risco para o desenvolvimento de doenças macrovas-
culares - doença cerebral, coronariana e arterial peri-
férica (Munshi et al., 1996). As manisfestações clínicas
da hiperhomocisteinemia grave incluem anormalida-
des neurológicas, retardo mental, episódios recorren-
tes de tromboembolismo e doenças vasculares na in-
fância (Kang, 1996).

Existem vários fatores que influem nas concentra-
ções de homocisteína. Suas concentrações aumentam
gradativamente em indivíduos idosos quando compa-
rados a indivíduos adultos de meia-idade, fato este que
pode ser explicado pela diminuição da produção ou da
atividade enzimática para o metabolismo da homocis-
teína, além da diminuição da biodisponibilidade de
vitaminas como a B6 e a B12 ou folato, ou também mu-

lheres com diminuição hormonal pós-menopausa po-
dem explicar este fenômeno (Folson et al., 1998).

Várias formas de hiperhomocisteinemia são causa-
das por defeito(s) genéticos ou não genéticos, ou pela
combinação de ambos fatores (Tab. I).

O polimorfismo C677T no gene da MTHFR foi des-
crito em 1995 por Frosst e colaboradores. Estes mes-
mos autores demonstraram que a mutação reduziu a
atividade enzimática da MTHFR e estava associada com
concentrações plasmáticas elevadas de homocisteína.
O papel desta mutação na predisposição à aterosclero-
se foi estudado posteriormente e o relato mostrou que
houve uma maior freqüência do polimorfismo C677T
dentre os 60 pacientes com aterosclerose prematura em
relação ao grupo controle (Kluijtmans et al., 1997).
Vários outros estudos envolvendo a avaliação da pre-
valência deste polimorfismo e seu envolvimento com
predisposição a doenças foram realizados (Arai et al.,
1997, Kluijtmans et al. 1997, Rady et al., 2002) e os
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resultados mostraram que existe grande variabilidade
de ocorrência em diferentes grupos étnicos assim como
exibiram discussões controversas relativas ao seu real
envolvimento como fator de risco genético para doen-
ças vasculares.

A metodologia para detecção do polimorfismo Ala677
� Val do gene que codifica a enzima metilenotetrahi-
drofolato redutase já foi descrita (Arruda et al., 1997),
no entanto, um dos principais fatores da restrição de
sua utilização é o elevado custo dos reagentes e conse-
qüentemente do exame.  Assim, padronização de uma
técnica rápida e barata de extração do DNA e de am-
plificação do fragmento gene que codifica a enzima me-
tilenotetrahidrofolato redutase é de grande interesse
para a realização de triagens populacionais.

CASUÍSTICA E MÉTODOS

Seleção de pacientes
Para a caracterização genotípica, participaram do

estudo pacientes com Diabetes mellitus Tipo 2, assisti-
dos pelo Programa de Diabetes e Hipertensão da Uni-
dade de Saúde e Saneamento � Balneário Camboriú �
SC. Amostras de DNA de pacientes com genótipos he-
terozigoto foram selecionados e utilizados no estudo
de otimização da detecção 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 pós-informação.

O presente trabalho foi aprovado pela Comissão de
Ética para Pesquisas em Humanos da Universidade do
Vale do Itajaí � SC.

Purificação de DNA de leucócitos humanos
Após centrifugação de 1,5mL de sangue periférico

coletado em presença de EDTA (3minutos, 5.000rpm),
o tapete de leucócitos resultante foi recolhido em tubo
plástico limpo de 1,5mL.  Às células foi adicionado 1,0mL
de tampão de lise I. A mistura resultante foi centrifu-
gada por 5 minutos, 5.000rpm, ressuspensa em 250µL
de tampão de liseII e 5µL de SDS 20%. Após homogei-
nização em vortex, adicionou-se 100µL de NaCl satu-
rado. A mistura foi novamente homogeneizada em vor-
tex e centrifugada por 3 minutos, 5000rpm. O sobrena-

dante resultante foi recolhido em tubo limpo. Adicio-
nou-se 300µL de isopropanol absoluto. O DNA foi cen-
trifugado por 5 minutos, 5000rpm e lavado duas vezes
com solução de etanol 75%. Após 12h em repouso a
temperatura ambiente, o DNA foi hidratado com 50µL
de água ultra pura autoclavada. Utilizamos 5µL de
amostra nas reações de amplificação (metodologia mo-
dificada a partir de Miller et al., 1988).

Tampão de Lise I Tampão de Lise II
l 0,3M de Sacarose (PM=342,3) l 0,075M NaCl
l 10mM Tris-HCl (pH=7,5) l 0,024M Na-EDTA
l 5mM MgCl l pH = 8,0, ajustado com NaOH
l Triton x-100 1% l Estocado à temperatura
l Estocado em recipiente âmbar, l ambiente
l sob refrigeração (4ºC)

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

Modificou-se a composição do sistema de PCR, tanto
na concentração de reagentes quanto no volume final
de reação.

A reação original utilizava 2µL de solução de DN-
TPs (solução estoque 5mmol/L), 1µL de cada primer
(solução estoque 10pmol/µL), 1,5µL de solução de
MgCl2 (solução estoque 50mmol/L), 2,5µL de tampão
de Taq DNA Polimerase (fornecido pelo fabricante da
enzima), 1U de Taq DNA Polimerase e 2,5µL de DNA
purificado conforme descrito por Miller e colaborado-
res (1988) num volume final de 25µL. O sistema era
incubado por 3 minutos a 94ºC,  seguido de 30 ciclos
de incubação a 94ºC (um minuto), 55ºC (um minuto)
e 72ºC (dois minutos), além de uma etapa extra de
extensão de 5 minutos. Para diagnosticar o polimor-
fismo C677T, o fragmento de 198pb obtido necessita
ser digerido com enzima HinfI. Oito microlitros do
amplificado foi recolhido em novo tubo plástico ao qual
foi adicionado tampão e enzima HinfI (1U) além de
água suficiente para completar 15µL. O sistema foi
incubado a 37oC 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 satisfatórios: 1µL de solução
de DNTPs (Gibco-BRL), 0,5µL de cada primer (Gibco-
BRL), 1,5µL de solução de MgCl2, 1,5µL de tampão de
Taq DNA Polimerase (fornecido pelo fabricante da en-
zima), 0,5U de Taq DNA Polimerase (Life Technolo-
gies) e 1,5µL de DNA purificado conforme descrito num
volume final de 15µL. O sistema de incubação foi idên-
tico ao citado acima. Para a digestão com a enzima HinfI
(Gibco-BRL), bastou adicionar ao tubo onde foi reali-
zada a amplificação uma mistura contendo enzima, tam-
pão e água totalizando um volume final de 20µL.

RESULTADOS

As reações de amplificação do fragmento de 198pb
correspondente à região do gene da MTHFR que com-
preende o polimorfismo C677T foram conduzidas con-
forme descrito em Materiais e Métodos. O volume fi-
nal das reações foi 15µL, contendo 1,5µL de DNA; 1,0µL
de DNTPs; 1,5µL de MgCl2; 1,5µL de tampão de Taq
DNA Polimerase; 0,5µL de primers (1 e 2); 0,5U ou 1,0U

TABELA I
Etiologia da hiperhomocisteinemia genética e não-genética

A � Hiperhomocisteinemia B � Hiperhomocisteinemia
genética não-genética (nutricional)

Deficiência da atividade Diminuição da atividade da
da cistationina sintetase: sintetase devido à baixa
mutações homozigóticas concentração de

e heterozigóticas piridoxina sérica

Deficiência da metilenotetrahidrofolato Diminuição da atividade da MTHFR
redutase (MTHFR): devido a baixas concentrações

mutação severa heterozigótica e séricas de folato
homozigótica e MTHFR termolábil ou tetrahidrofolato

Deficiência da metionina Diminuição da metionina sintetase
sintetase devido devido à baixa concentração

à depleção de metilcobalamina de B12 sérica

Diminuição da metiltransferase
homocisteína-betaína devido

à baixa concentração de colina

Síntese aumentada de
homocisteína devido

 à alta ingestão de metionina
Fonte: KANG, 1996
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de Taq DNA polime-
rase.

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

l Linha 2: 1,0U de
Taq DNA polimerase.

l Linha 3: 0,5U de
Taq DNA polimerase.

As reações de am-
plificação do frag-
mento de 198pb cor-
respondente à região
do gene da MTHFR
que compreende o
polimorfismo C677T
foram conduzidas
conforme descrito em
Materiais e Métodos.
O volume final das
reações foi 15µL, con-
tendo 1,5µL de DNA;
1,0µL de DNTPs;
1,5µL de MgCl2;
1,5µL de tampão de
Taq DNA polimerase;
0,5µL de primers (1 e
2); 0,5U de Taq DNA
polimerase. Linhas 1

FIG. 1: Teste de redução da concentração
de Taq DNA polimerase

relação a original é a utilização de um volume reduzido
de amostra e de reagentes.

A otimização da composição do sistema de PCR mos-
trou que é possível reduzir a quantidade de reagentes
de alto custo da reação, inclusive da enzima Taq DNA
polimerase mantendo a capacidade de amplificação e
reduzindo os custos da análise. Além disso, os experi-
mentos com volume final reduzido da reação de PCR
permitiram economizar uma etapa de pipetagem e utili-
zação de tubos plásticos para a digestão com a enzima
HinfI. A visualização de duas bandas após digestão com
a enzima na Fig. 2, demonstra que o processo de iden-
tificação do polimorfismo não foi prejudicado pelas mo-
dificações efetuadas.

CONCLUSÃO

Através do protocolo estabelecido neste trabalho é
possível realizar o dobro de análises de identificação
do polimorfismo C677T da MTHFR com a mesma quan-
tidade de reagentes, sem prejuízo na qualidade de in-
terpretação.
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FIG. 2 - Teste de redução de volume e
digestão com HinfI

e 2: controles contendo DNA amplificado e digerido
conforme metodologia anterior à modificação.

l Linha 1: amostra 1 de DNA heterozigoto amplificada.
l Linha 2: amostra 1 de DNA heterozigoto amplificada

e digerida com HinfI.
l Linha 3: amostra 2 de DNA heterozigoto amplificada.
l Linha 4: amostra 2 de DNA heterozigoto amplificada

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

e digerida com HinfI.
l Linha 6: amostra 3 de DNA heterozigoto amplificada.
A Fig. 1 apresenta o resultado da amplificação do

fragmento de 198pb do gene da MTHFR utilizando o
sistema com concentrações reduzidas de reagentes e
volume final de 15 microlitros na presença de 1,0 ou
0,5 unidade de Taq DNA polimerase, mostrando que
houve sucesso em ambas as reações de amplificação.
Para testar a eficiência da digestão com a enzima
HinfI, submetemos o material amplificado em volume
final de 15µL à digestão no mesmo tubo da amplifica-
ção conforme descrito na metodologia. Utilizamos so-
mente DNA de pacientes previamente diagnosticados
como heterozigotos para evidenciar o resultado, uma
vez que no homozigoto normal, não ocorre digestão 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 reação e da digestão.

DISCUSSÃO

A técnica de purificação de DNA adaptada de Miller
et al. (1988) mostrou-se efetiva. A vantagem desta em

198pb

175pb
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INTRODUÇÃO

O vírus linfotrópico de células T humanas do tipo I
 (HTLV-I) e tipo II (HTLV-II) foram os primeiros

retrovírus humanos descobertos23,48. Ambos pertencem
a sub-família oncovirionae e são capazes de transfor-
mar linfócitos in vitro, imortalizando-os. Não são rela-
cionados ao vírus da imunodeficiência adquirida (HIV-
1 e HIV-2), os quais pertencem à sub-família lentiviri-
nae e causam a síndrome da imunodeficiência adqui-
rida (AIDS ou SIDA). O HTLV-I diferencia-se do HTLV-
II principalmente por uma seqüência genômica deno-
minada pX que, no entanto, são homólogas em 60%. O
HTLV-I e o HTLV-II têm propriedades biológicas simila-
res e tropismo para linfócitos T14,15,21, porém o HTLV-I in-
fecta preferencialmente linfócitos T CD4+, enquanto o
HTLV-II tem tropismo para linfócitos T CD8+, com efeito
hematológico diferente do HTLV-I42.

O objetivo deste trabalho foi levantar aspectos rele-
vantes quanto às possíveis vias de transmissão do HTLV-
I/II, patologias associadas a estes dois vírus, diagnósti-
co laboratorial e, principalmente, recomendações que
devam ser consideradas pelos profissionais de saúde ao
trabalharem com indivíduos infectados pelo HTLV-I/II.

Vias de transmissão
A transmissão do HTLV-I ocorre, principalmente,

por três vias:
a) horizontal (contato sexual), a qual parece ser mais

freqüente do homem para a mulher do que o inverso.
Em um estudo realizado no Japão, durante um perío-

do de 10 anos, foi demonstrado que a eficiência da
transmissão sexual de homens para mulheres é de cer-
ca de 60.8%, comparado com menos de 1% da trans-
missão da mulher para o homem22. Em outro estudo, a
presença de anticorpos para a proteína Tax no homem
foi associada a uma transmissão sexual para sua par-
ceira8. Na Jamaica, úlceras genitais nos homens foram
identificadas como fatores predisponentes para a in-
fecção pelo HTLV-I através da relação sexual41. Nos
Estados Unidos, cerca de 25 a 30% de parceiros(as)
sexuais de doa-dores(as) de sangue infectados(as) são
soropositivos(as)31,60. Presume-se que a infecção adqui-
rida através da atividade sexual ocorra em conseqüên-
cia de linfócitos infectados presentes no sêmen e na
secreção vaginal22;

b) vertical (da mãe para o filho), caracterizada por
transmissão transplacentária, durante o parto ou pela
amamentação2,53. No entanto, a via mais importante é a
amamentação. Em áreas endêmicas para o HTLV-I,
aproximadamente 25% dos recém-nascidos amamen-
tados por mães infectadas pelo HTLV-I adquirem o ví-
rus. Alguns estudos sugerem que esta transmissão pode
estar associada à presença de anticorpos maternos para
a proteína Tax 28, uma proteína transativadora do vírus, ou
mães com elevados títulos de anticorpos anti-HTLV-I18. En-
tretanto, a utilidade clínica desses marcadores ainda não
está bem definida. A transmissão intrauterina ou peri-
natal pelo HTLV-I também pode ocorrer, mas com uma
freqüência bem menor que a transmissão através do
aleitamento materno. Takahashi e colaboradores, em
1991, observaram que cerca de 5% das crianças não

RESUMO � Indivíduos com resultados positivos para HTLV-I/II devem receber informações adequadas sobre as
vias de transmissão do vírus, doenças associadas, possibilidade de desenvolvimento de doenças e que estes vírus não
provocam AIDS. Aconselha-se que o portador desta infecção seja instruído a compartilhar esta informação com os
profissionais de saúde aos quais procuram auxílio, não doar sangue, sêmen, órgãos ou tecidos, não compartilhar
seringas ou similares, utilizar preservativos de látex e não amamentar, embora o risco de transmissão do HTLV-II
por esta última via seja incerta. É recomendado que os indivíduos infectados realizem uma avaliação médica
rotineira, incluindo exame físico, neurológico e avaliação hematológica. Os indivíduos que desenvolverem alguma
doença devem ser encaminhados a médicos especializados para receber tratamentos individualizados.
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SUMMARY � HTLV-I/II infected persons should be informed about modes and efficiency of transmission, disease
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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-
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amamentadas e nascidas de mães infectadas pelo
HTLV-I adquiriram a infecção55; e

c) parenteral, ocorre através da transfusão de san-
gue contaminado e seus produtos, bem como uso de
seringas contaminadas. Entretanto, a transmissão do
HTLV-I é menos freqüente que a do vírus da imunode-
ficiência humana (HIV) devido à baixa carga viral e à
infecção ser dependente do contato célula-célula24. A
transmissão do HTLV-I através de sangue contamina-
do ou de seus derivados (concentrados de eritrócitos,
leucócitos ou plaquetas) ocorre através de transfusão
sanguínea, mas não através de plasma dos indivíduos
infectados pelo HTLV-I7. Em áreas endêmicas, taxas
de soroconversão de 44 a 63% foram relatadas em re-
ceptores de componentes celulares infectados pelo
HTLV-I37,45. Nos Estados Unidos, essas taxas são de
aproximadamente 20%54. A probabilidade de transmis-
são através do sangue total ou concentrado de células
vermelhas parece diminuir com aumento do tempo de
estocagem: este achado foi atribuído a depleção de cé-
lulas infectadas, presumivelmente dos linfócitos T10,37.
O compartilhamento de seringas contaminadas é uma
importante rota de transmissão tanto do HTLV-I/II quan-
to do HIV-1, HIV-2 e do vírus da hepatite B entre os
usuários 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 eficiência da transmissão deste ví-
rus. Em 1992, Kaplan e colaboradores, ao avaliarem
vinte recém-nascidos não amamentados e filhos de mães
infectadas pelo HTLV-II, demonstraram pouca eficiên-
cia de transmissão por esta via27, apesar do vírus já ter
sido detectado no leite materno17. O HTLV-II pode tam-
bém ser transmitido por via sexual19 e por transfusão
de sangue ou por hemoderivados10,54. Assim como para
o HTLV-I, a possibilidade de transmissão por concen-
trado de eritrócitos também diminui com o aumento do
tempo de estocagem do material54. A alta prevalência
entre usuários de drogas ocorre devido ao compartilha-
mento de seringas contaminadas11.

Da mesma forma que o HIV, o HTLV-I/II não é trans-
mitido por contato casual. Entretanto, profissionais da área
de saúde devem ser precavidos ao manipularem o san-
gue de pessoas infectadas pelo HTLV-I/II, utilizando téc-
nicas de biossegurança para evitar exposição percutânea
a este material. Em um estudo realizado no Japão, em
1990, Katoaka e colaboradores observaram a soroconver-
são de somente um profissional de saúde que se aciden-
tou com uma agulha contaminada com o sangue de um
paciente com leucemia/linfoma de células T do adulto29.
No entanto, não foi observada soroconversão em 31 pro-
fissionais que se expuseram ao material contaminado pelo
HTLV-I através ferimentos superficiais1.

Doenças associadas ao HTLV-I/II
O HTLV-I é o agente etiológico da leucemia/linfoma

de células-T do adulto (LLTA)57 e da paraparesia espás-
tica tropical ou mielopatia associada ao HTLV-I (PET/
MAH)12,46. Está associado também a outras condições
clínicas como artropatias43, polimiosites40, uveítes39, der-
matite infectiva32, síndrome de Sjögren38, dentre outras.
As diversas manifestações clínicas podem depender do
tipo e magnitude da resposta imune do hospedeiro para
os antígenos do HTLV-I e do local ou órgão no qual a
reação inflamatória acontece.

A LLTA ou a PET/MAH desenvolve-se em uma pe-
quena proporção nas pessoas infectadas. Cerca de 98%
dos portadores permanecem assintomáticos36,45. Alguns
estudos demonstraram que uma grande parte da po-

pulação japonesa é portadora do vírus, 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%25,56. Não há dados no
Brasil indicando a porcentagem de indivíduos porta-
dores e a quantidade destes que evoluem para alguma
forma clínica associada ao vírus.

A LLTA é uma doença maligna de linfócitos T CD4+.
Nesta doença, o HTLV-I é integrado monoclonalmente
em uma população de células. Os principais sinais e
sintomas são: astenia, dor abdominal, tosse, ascite, diar-
réia e episódios de infecções repetitivas. A hipercalemia
é uma complicação freqüente e sinais e sintomas secun-
dários à mesma agravam o quadro inicial. Pacientes no
estágio inicial da doença geralmente apresentam pruri-
do, não sendo ainda bem estabelecido o mecanismo pelo
qual este sintoma ocorre. Os achados mais freqüentes
ao exame físico incluem linfadenopatia, hepatoespleno-
megalia, palidez e lesão de pele. Em alguns casos são
encontradas ascite, efusão pleural e lesões líticas4,30. As
lesões de pele são freqüentes sob a forma de eritroder-
mia, nódulos e pápulas. Há uma grande confusão entre
a relação do HTLV-I com micoses fungóides devido à
semelhança clínica das lesões de pele e à presença de
células convolutas circulantes. A LLTA pode se apre-
sentar como quadro leucêmico ou como linfoma (com
pouco ou nenhum envolvimento do sangue periférico).
Atualmente a LLTA pode apresentar 4 formas clínicas
distintas: aguda, crônica, linfomatosa ou smoldering. A
forma leucêmica aguda é a mais freqüente, ocorrendo
em 65% dos casos, e se caracteriza por sua agressivida-
de. Freqüentemente, o paciente apresenta leucocitose,
hipercalemia e lesões de pele. Há uma leucocitose com
células linfóides muito atípicas, apresentando núcleos
convolutos. Estas células são conhecidas como flower
cells e é um achado comum nesta doença. A forma linfo-
matosa é indistinguível de outros linfomas não-Hodgkin.
Assim como a forma aguda, a forma linfomatosa apre-
senta um mau prognóstico, tendo uma evolução fatal.
Há um aumento exagerado de células tumorais, hiper-
calemia incontrolável, presença de septicemia bacteria-
na e várias outras infecções oportunistas, como pneu-
monia por Pneumocystis carinii. Já a forma crônica é
caracterizada por uma linfocitose persistente às custas
de células T, com pouco ou nenhum envolvimento de
órgãos. Dentro de meses ou anos esta forma pode ser
tornar aguda. A forma smoldering, também chamada de
pré-leucêmica, não apresenta um número elevado de
células anormais circulantes. Os pacientes são normal-
mente assintomáticos e a contagem de leucócitos é nor-
mal, com menos de 3% de linfócitos atípicos50.

A PET/MAH é uma doença progressiva caracteri-
zada por fraqueza dos membros inferiores, espastici-
dade, hiperflexia, distúrbios sensoriais e incontinên-
cia urinária. Em pacientes com PET/MAH, diferente-
mente daqueles com esclerose múltipla, os sinais e sin-
tomas não diminuem, os nervos cranianos não são en-
volvidos e as funções cognitivas não são afetadas. An-
ticorpos anti-HTLV-I são caracteristicamente encontra-
dos no fluido cerebroespinhal13. O período de latência
do vírus para o desenvolvimento de PET/MAH é me-
nor do que para o desenvolvimento de LLTA. Alguns
casos de PET/MAH foram associados à transfusão san-
guínea, com um intervalo médio de 3.3 anos entre a
transfusão e o desenvolvimento da doença47.

As infecções causadas pelo HTLV-II não estão cla-
ramente associadas a doenças. Este vírus foi isolado,
inicialmente, de dois pacientes com leucemia de célu-
las cabeludas23,51, porém, nenhuma evidência de que o
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HTLV-II era o responsável pelo desenvolvimento des-
ta leucemia foi encontrada em outros pacientes52. Ra-
ros casos de PET/MAH20, micoses fungóides62 e leuce-
mia linfocítica35 foram relacionados a pessoas infecta-
das pelo HTLV-II. Casos de eritrodermatite e infecções
de pele por bactérias foram associadas a indivíduos
co-infectados pelo HIV-1 e HTLV-II26.

Diagnóstico sorológico e molecular
da infecção causada pelo HTLV-I/II

O diagnóstico rotineiro da infecção causada pelo
HTLV-I baseia-se na detecção sorológica de anticorpos
específicos para componentes antigênicos das diferen-
tes porções do vírus (core e envelope). Uma vez que os
métodos de triagem sorológica para HTLV, os ensaios
imunoenzimáticos, apresentam freqüentes reações fal-
so-positivas5,49,61, o imunodiagnóstico dessa retrovirose
depende de confirmação da sororeatividade, através
de Western Blot ou da reação em cadeia da polimerase
(PCR). O algoritmo empregado para detecção soroló-
gica inicial preconiza a utilização de testes imunoen-
zimáticos 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 simultânea de grande número de soros. Sua sen-
sibilidade pode, no entanto, variar dependendo da base
antigênica empregada na reação9. As amostras que
apresentam resultados repetidamente reagentes aos
testes imunoenzimáticos necessitam sempre serem sub-
metidas a testes confirmatórios, como o Western blot.
Estes testes apresentam baixa possibilidade de resul-
tados falso-positivos e, por isso, constituem o método
de escolha para o diagnóstico confirmatório de infec-
ção por HTLV-I/II59. Dessa forma, indivíduos soroposi-
tivos são aqueles em que se detectam anticorpos con-
tra antígenos do core (anti-p24), juntamente com anti-
corpos contra glicoproteínas do envelope (r21-e, gp46
ou gp61/68) nos testes confirmatórios. Os indivíduos
indeterminados são aqueles que apresentam anticor-
pos séricos que reagem com antígenos de HTLV-I/II,
porém com padrão de reatividade diferente do acima
descrito para soropositivos. Os negativos são aqueles
cujos soros não reagem com antígenos do HTLV.

O diagnóstico molecular de infecção por HTLV-I ou
HTLV-II é indicado para o esclarecimento de casos in-
conclusivos aos testes sorológicos, quer seja por apre-
sentarem resultados indeterminados ao teste de Wes-
tern blot, ou mesmo quando a reação de Western blot,
embora positiva, seja incapaz de distinguir infecção
por HTLV-I daquela causada por HTLV-II. Além disso,
este diagnóstico pode facilitar a identificação de lac-
tentes infectados por transmissão vertical, a partir de
mães soropositivas, uma vez que as provas sorológicas
nessa situação não permitem descartar a presença de
anticorpos maternos transferidos passivamente por via
transplacentária ao sangue das crianças2,44.

Os testes moleculares baseiam-se na pesquisa de
seqüências genômicas provirais em células mononuclea-
res periféricas, lisadas enzimaticamente pela proteina-
se K3,16,58. Empregam-se técnicas de amplificação de
segmentos genômicos, por meio da PCR. Entretanto, a
maioria dos indivíduos soroindeterminados não se mos-
tra infectada após a investigação por diagnóstico mole-
cular33,34. Porém, aqueles indivíduos que se mostram so-
roindeterminados à reação de Western blot, e que mostra-
ram-se infectados pelo HTLV-I ou HTLV-II através do
diagnóstico molecular, revelam-se positivos em investi-
gação sorológica complementar conduzida posterior-
mente. Pois a soroconversão de indivíduos infectados

pelo HTLV pode ocorrer anos após da infecção, sendo
que alguns pacientes produzem anticorpos anti-HTLV
em baixa concentração, os quais são dificilmente detec-
tados pelos testes sorológicos convencionais.

Aconselhamento aos indivíduos
infectados pelo HTLV-I/II

Os indivíduos com resultados repetidamente posi-
tivos para HTLV-I/II, mas não confirmados por testes
mais específicos, devem ser informados que este re-
sultado não é conclusivo, podendo ser uma reação fal-
so-positiva. Testes adicionais mais específicos devem
ser realizados para confirmar ou afastar as suspeitas.
Estes indivíduos devem receber informações adequa-
das sobre as vias de transmissão do vírus e que estes
não provocam AIDS, sendo esta causada por um vírus
diferente, chamado HIV. Devem ser informados que o
HTLV-I/II provoca uma infecção prolongada e que, no
caso do HTLV-I, somente uma pequena percentagem
dos portadores desenvolvem alguma doença associa-
da ao vírus. Caso esteja infectado pelo HTLV-II, o in-
divíduo deve ser informado que este vírus não foi con-
cretamente associado a nenhuma doença específica.

Se o indivíduo infectado pelo HTLV-I/II possuir uma
relação monogâmica é recomendado que sua(seu)
parceira(o) seja testado(a). Caso o resultado seja positivo
nenhuma recomendação específica precisa ser dada. Con-
tudo, se for negativo, o casal deve ser aconselhado a utili-
zar preservativos de látex com o objetivo de prevenir a
transmissão do vírus6. Já no caso de indivíduos com
múltiplos(as) parceiros(as) sexuais a utilização de preser-
vativos de látex deve ser exaustivamente recomendada.

Pessoas com resultados positivos para HTLV-I e
HTLV-II nos testes confirmatórios devem receber aten-
ção especial. Inicialmente deve-se buscar alternativas
para confirmar o subtipo viral que está provocando a
infecção, pois há diferenças na epidemiologia e desen-
volvimento de doenças entre os dois vírus. Se este es-
forço fracassar, esses indivíduos devem receber infor-
mações sobre as possíveis vias de transmissão, doenças
associadas e possibilidade de desenvolvimento de doen-
ças tanto em relação ao HTLV-I quanto ao HTLV-II. Já
os indivíduos 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 específico que o anterior como,
por exemplo, os testes moleculares.

O indivíduo infectado pelo HTLV-I/II deve ser ins-
truído a compartilhar esta informação com os profissio-
nais de saúde aos quais procuram auxílio, não doar san-
gue, sêmen, órgãos ou tecidos, não compartilhar serin-
gas ou similares, utilizar preservativos de látex e não
amamentar, embora o risco de transmissão do HTLV-II
por esta última via seja incerta. Entretanto, como há um
risco teórico de transmissão e de desenvolvimento de
doenças, como para o HTLV-I, é prudente que mães
portadoras do HTLV-II não amamentem seus filhos, bus-
cando alternativas nutricionais.

Os pacientes devem também ser instruídos a com-
partilhar esta informação com seus familiares a fim de
buscar apoio psicológico. Os filhos destes indivíduos
devem receber orientação no sentido de se investigar
uma possível transmissão vertical.

Além de todos estes aspectos, é recomendada uma
avaliação médica periódica dos indivíduos infectados
pelo HTLV-I. A esta avaliação devem ser incluídos exa-
me físico, neurológico e avaliação hematológica. Avaliações
médicas para indivíduos portadores de HTLV-II de-
vem ser consideradas normais. Os indivíduos que
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desenvolverem alguma doença devem ser encaminha-
dos a médicos especializados para receber tratamentos
individualizados. Mães soropositivas que sejam acon-
selhadas a não amamentar seus filhos devem receber
apoio psicológico, caso seja necessário.
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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.

RESUMO � A proposta deste estudo foi avaliar aspectos bioquímicos em amostras de líquido hidrocélico de indivíduos
vivendo em área endêmica de bancroftose, tendo como referência amostras pareadas dos seus respectivos soros. Ocorreu
diferença estatisticamente significante, (p<0,05) nos níveis de proteína, albumina, globulina, cálcio, alanina-transaminase
(ALT), aspartato-transaminase (AST), colesterol, triglicerídeo, desidrogenase láctica (DHL) e fosfatase alcalina (FA) nas
amostras séricas quando comparadas às amostras de líquido hidrocélico. Por outro lado, não houve diferença significativa
(p>0,05) nos níveis de glicose, creatinina e uréia. Os níveis de ácido úrico foram semelhantes estatisticamente tanto no soro
quanto no líquido hidrocélico somente nos indivíduos amicrofilarêmicos portadores de vermes adultos. Apesar de o líquido
hidrocélico ser considerado um filtrado do plasma, não ocorreu seletividade nos parâmetros bioquímicos de glicose, uréia,
creatinina e ácido úrico. Possivelmente, a microfilária esteja envolvida no processo de livre passagem desses elementos do
soro para a cavidade escrotal. Apesar dos 10 indivíduos portadores de hidrocele envolvidos no estudo serem negativos para
bancroftose não podemos afastar a etiologia filarial nesse processo fisiopatológico uma vez que esses indivíduos residem em
área de grande prevalência da doença.

PALAVRAS-CHAVE � Hidrocele, bioquímica do líquido hidrocélico.

INTRODUÇÃO

A Wuchereria bancrofti é um parasito da classe ne-
matoda, que possui a particularidade de só infectar o

ser humano. A doença causada por este parasito é denomi-
nada de bancroftose1. Esta doença é considerada como um
importante problema de saúde pública, afetando cerca de
115 milhões de indivíduos que vivem em regiões de clima
tropical e subtropical em aproximadamente 80 países ao
redor do mundo2. A transmissão ocorre através da picada
do mosquito fêmea em sua forma infectante (L3) que, na
maioria das regiões do mundo, é o Culex quinquefasciatus.
As L3 possuem atração, ainda não bem esclarecida até o
momento, pelo sistema linfático3, onde irão estabelecer-se
até o seu estágio adulto. Os vermes adultos apresentam se-
xos distintos e habitam o sistema linfático (vasos de trans-
porte e linfonodos)4. Após a cópula, a fêmea libera para a
circulação sangüínea as formas embrionadas chamadas mi-
crofilárias.

A manifestação da doença é complexa, dependendo, den-
tre outros fatores, do estágio do parasito e da resposta imuno-
lógica do indivíduo, acarretando as mais diversas formas clí-
nicas. A hematúria e a eosinofilia pulmonar tropical ou EPT

são causadas pela microfilária, e as demais formas agudas
(linfangites e linfadenite) e as crônicas (hidrocele, quilocele,
linfo-escroto, quilúria e linfedema) são causadas pelo estágio
adulto do parasita3.

A forma clínica da hidrocele está presente nos indiví-
duos que vivem nas regiões tropicais de todo mundo, e de-
corre do acúmulo de líquido entre o testículo e a membrana
que o envolve, denominada de túnica vaginal5. Este líquido
é geralmente de cor amarelo claro e tem sua origem na
filtração passiva do plasma por filtração capilar6. A hidro-
cele é considerada uma das seqüelas da bancroftose nas
áreas endêmicas. É a mais comum expressão clínica crôni-
ca da doença no sexo masculino chegando a comprometer
cerca de 40-50% dos homens que vivem nas áreas onde a W.
bancrofti é endêmica7.

O conteúdo do líquido hidrocélico intriga os urologistas
desde o século XV, quando, Ambroise Paré (1510-1590), foi o
primeiro a descrever sobre o assunto8.

Vários autores, dentre eles Madlala8, têm estudado a
composição bioquímica do líquido hidrocélico em indiví-
duos de área não endêmica de filariose. Entre os vários pa-
râmetros estudados, os autores demonstraram que a eleva-
da presença de proteínas no líquido hidrocélico pode ser
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um dos fatores que podem aumentar a pressão osmótica
dentro da bolsa escrotal, fazendo com que ocorra um acú-
mulo de líquido nesta região. Por outro lado, até o momen-
to, nenhum trabalho tem demonstrado se o processo ocorre
nos indivíduos de área endêmica de filariose.

Com o advento da ultra-sonografia para identificação
de vermes adultos vivos de W. bancrofti, foi possível detectar
indivíduos microfilarêmicos, na sua grande maioria assin-
tomáticos, portadores de vermes adultos vivos em linfáticos
localizados na região escrotal9. Entretanto, em um deter-
minado grupo de indivíduos não se detectam microfilárias
circulantes em sangue periférico, mesmo examinando-se
volumes de até dezesseis ml10. Nesse grupo, a ultra-sono-
grafia e a pesquisa de antígeno filarial utilizando os mono-
clonais Og4C3 e AD1211,12, tornam-se ferramentas diagnós-
ticas de fundamental importância, pois nenhuma outra
metodologia conseguiria diagnosticá-los 13,14,15.

No presente trabalho, avaliamos diversos níveis bio-
químicos de amostras pareadas no soro e líquido hidrocéli-
co de indivíduos residentes em área endêmica para ban-
croftose.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram selecionados indivíduos portadores de hidro-
cele que vivem em área endêmica de filariose, atendidos no
Serviço de Referência Nacional em filariose do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM), e que seguiram o
protocolo de rotina (clínicos e laboratoriais vigentes no ser-
viço), utilizado no Ambulatório de Doenças Tropicais e do
Serviço de Referência Nacional em Filariose do CPqAM.
Os indivíduos foram divididos em três grupos de acordo
com a caracterização parasitológica da infecção filarial:
Grupo I - indivíduos amicrofilarêmicos e sem vermes adul-
tos detectados em linfáticos de bolsa escrotal; Grupo II -
indivíduos portadores de microfilária circulante e com ver-
mes adultos detectados em linfáticos de bolsa escrotal; Gru-
po III - indivíduos amicrofilarêmicos e com vermes adultos
vivos detectados em linfáticos de bolsa escrotal.

Para a caracterização parasitológica, todos os indiví-
duos foram submetidos à ultra-sonografia de bolsa escrotal
para confirmação ou não do �Sinal da Dança da Filária�9 e
ao exame de pesquisa e quantificação de microfilária. A
pesquisa de microfilária foi realizada em 1ml de sangue
venoso, com horário de coleta entre 23:00 e 01:00h da ma-
nhã, posteriormente filtrado através de uma membrana de
policarbonato com 13mm de diâmetro e com poro de 3mm16.
A membrana foi fixada com álcool metílico, corada com
hematoxilina de Carrazzi e examinada sob microscopia
óptica com aumento de 160X. Nos casos de indivíduos ami-
crofilarêmicos, 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 indivíduo
permanecesse negativo na avaliação anterior10. Amostras
de 10ml de sangue foram coletadas em período simultâneo
da obtenção do líquido hidrocélico (por hidrocelectomia
ou por punções de bolsa escrotal) e posteriormente centrifu-
gadas a 2.500rpm por 10min, a 20oC. As amostras foram
aliquotadas (no volume de 500ml por alíquota), identifica-
das e armazenadas (a -20oC), no banco de espécimes bioló-
gicos (BEB) do Serviço de Referência Nacional em Filario-
se do CPqAM.

As amostras foram colhidas entre o período de 1993 �
1995, vinculado ao um projeto aprovado pela comissão de
ética do Hospital das Clínicas da Universidade Federais de
Pernambuco e estocadas no BEB, estas amostras foram pro-
cessadas e analisadas em paralelo e duplo cego no Labora-
tório Central de Análises Clínicas da Prefeitura Municipal
do Recife no equipamento Cobas Integra 700 a 370C, com
comprimento da faixa de luz entre infravermelho e o visí-
vel, utilizando os reagentes de procedência americana (Ro-
che, USA).  Foram realizados os seguintes parâmetros bio-
químicos: uréia; creatinina; cálcio; triglicerídeo; proteínas

totais; albumina; globulina; glicose; colesterol; ácido úri-
co; fosfatase alcalina (FA); aspartato aminotransferase
(AST); alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidroge-
nase (LDH) totalizando 322 testes.

Para a análise estatística utilizou-se o teste não-paramé-
trico de Wilcoxon para amostras sorológicas e seus respec-
tivos líquidos hidrocélicos pareadas por grupo, tendo como
nível de confiabilidade de 95% (p < 0,05).

O projeto que gerou essa pesquisa foi submetido vincula-
do ao um projeto aprovado pela comissão de ética e aprova-
do pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clíni-
cas da Universidade Federal de Pernambuco.

RESULTADOS

Um total de 23 indivíduos com idade média de 31,3 (16-
75) anos portadores de hidrocele, residentes na Região Me-
tropolitana do Recife foram agrupados de acordo com a
caracterização parasitológica da infecção filarial (Tab.I).
A maioria dos indivíduos 13/23 (56.5%) eram portadores da
infecção filarial (Tab.I). Os indivíduos microfilarêmicos
apresentaram média de densidade de microfilária de 268
(1-1245) mf/ml

No Gráf. 1 observa-se que a distribuição por grupo etá-
rio dos indivíduos portadores de hidrocele ficou concentra-
da em cerca de 70% entre 20-39 anos, ocorrendo uma queda
significativa (p=0,0003) após esta faixa etária.

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

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

Nos três grupos estudados, os níveis de proteína, albu-
mina, globulina, cálcio, ALT, AST, colesterol, triglicerídeo,
LDH, FA, glicose, ácido úrico, creatinina e uréia foram mais
elevados no soro, em relação aos seus respectivos líquidos
hidrocélicos.

Apesar dos níveis dos parâmetros bioquímicos estuda-
dos, serem mais elevados no soro do que no líquido hidrocé-
lico, estatisticamente não houve diferença significativa
(p>0,05) nos parâmetros bioquímicos de glicose, creatini-
na e uréia quando comparados com o líquido hidrocélico

TABELA I
Número de indivíduos amicrofilarêmicos e não portadores de
verme adultos (MF- VA-), microfilarêmicos e portadores de

vermes adultos  (MF+ VA+) e amicrofilarêmicos e
portadores de verme adultos (MF- VA+) diagnosticados pela

filtração em membrana de policarbonato e Ultra-som

CPa N0 bde indivíduos FNc USd

Grupo I (MF-VA-) 10 (43,5%) Negativo Negativo]
Grupo II (MF+VA+) 8 (34,8%) Positivo Positivo
Grupo III (MF-VA+) 5 (21,7%) Negativo Positivo

Total 23 (100%) - -
a - Caracterização parasitológica; b - Número; c - Filtração noturna; d - Ultra-sonografia

GRÁF. 1 - Distribuição por grupo etário dos indivíduos portadores de hidrocele.
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em cada grupo estudado. Entretanto, os níveis de ácido úri-
co foram semelhantes estatisticamente tanto no soro quan-
to no líquido hidrocélico somente no grupo III (p=0,138).

Analisando os parâmetros bioquímicos entre os grupo, veri-
ficamos que no líquido hidrocélico do grupo I versus o grupo III
ocorreu diferença significativa nas dosagens AST (P= 0.030),
ALT (P= 0.045) e LDH (P=0.045).

DISCUSSÃO

Os dados do presente trabalho relatam de forma pioneira
a análise bioquímica do líquido hidrocélico dos indivíduos
vivendo em área de bancroftose. Hoshino17 foi o primeiro a
estudar a composição do líquido hidrocélico. Os autores fi-
zeram uma comparação entre o líquido hidrocélico oriundo
de indivíduos portadores de hidrocele idiopática frente aos
soros de indivíduos normais, ambos de área não endêmica
de filariose. Dentre os vários parâmetros bioquímicos estu-
dados os autores destacaram os níveis de creatinina elevados
no líquido hidrocélico quando comparados aos soros. Entre-
tanto, os dados do presente trabalho demonstram que não
houve diferença significativa entre as amostras estudadas
nos níveis da creatinina, glicose, uréia nos três grupos estu-
dados. Possivelmente isso seja decorrente da dilatação dos
vasos linfáticos onde estão localizados os vermes adultos de
W. bancrofti fazendo com que haja uma alteração mecânica
(movimentos intensos dos vermes adultos no interior do vaso)
ou bioquímica (elementos secretórios e excretórios dos ver-
mes adultos e microfilárias) na permeabilidade tanto do vaso
linfático quanto do vaso venoso presente na parede da bolsa
escrotal, ocorrendo desta forma livre trânsito deste compos-
to orgânico entre os vasos e a cavidade escrotal.

No presente trabalho verificou-se que os níveis de con-
centrações dos parâmetros bioquímicos estudados foram
maiores no soro em comparação com o líquido hidrocélico
estando em concordância com os achados de Madlala8. Ex-
ceção se fez nos níveis de proteínas, onde os referidos auto-
res verificaram que a concentração de proteína no liquido
hidrocélico foi maior que no soro. Na análise interespecífi-
ca dos parâmetros bioquímicos no líquido hidrocélico dos
três grupos estudados verificamos que ocorreu diferença
estatisticamente significativa nas dosagens dos parâmetros
de AST, ALT e LDH  entre os grupos I e III.

Não houve diferença significativa nos níveis de ácido úri-
co entre os indivíduos amicrofilarêmicos portadores de ver-
mes adultos (grupo III). Achado semelhante também ocor-
reu entre os indivíduos portadores de hidrocele idiopática de
área não endêmica de filariose17. Provavelmente os indiví-
duos do grupo III diferiram dos outros dois grupos I e II, por
estarem infectados somente pelos vermes adultos de um úni-
co sexo ou por parasitas estéreis. Somado a esta informação
até o momento não se sabe qual o papel da microfilária na
patogênese das várias formas clínicas da bancroftose, dentre
elas a hidrocele (com exceção da hematúria e a eosinofilia
pulmonar tropical)1. A ausência da microfilária nos indiví-
duos com a forma clínica de hidrocele portadores de vermes
adultos per si faria com que elementos excretórios ou secre-
tórios dos parasitas fossem mais prejudiciais à parede dos
vasos linfáticos facilitando assim a passagem livre, não sele-
tiva, dos elementos orgânicos de creatinina, glicose, uréia e
ácido úrico?

Interessantemente, 70% da faixa etária dos pacientes en-
volvidos no trabalho está entre de 20 a 39 anos de idade, o
qual compreende o período produtivo do homem, esta infor-
mação é extremamente importante principalmente no aspec-
to sócio-econômico. Em decorrência das formas crônicas da
bancroftose a Índia e África, paises de elevados números de
indivíduos com esta parasitose, deixam anualmente de produ-
zir para as suas economias internas cerca de um bilhão de
dólares por ano18,19. Na África, mais de 80% dessas perdas são
decorrentes as formas debilitantes da hidrocele. Na Índia apro-
ximadamente 7-8% dos homens não conseguem empregos for-
mais em decorrência de doenças crônicas envolvendo a bolsa

escrotal20,19. No Brasil até o momento não se tem dados esta-
tísticos nas áreas endêmicas (Belém-PA, Maceió-AL, e Recife-
PE) para aferir o número de homens portadores de hidrocele
que não conseguem um emprego formal.

Diante dos dados acima apresentados ainda não se pode
afirmar com certeza qual a participação da filaria na pato-
gênese da hidrocele principalmente na alteração da permea-
bilidade da membrana tanto dos vasos linfáticos (habitat
dos vermes adultos) quanto dos vasos sangüíneos, entretan-
to, existe um consenso de que o número de portadores de
hidrocele é bem mais freqüente nas áreas onde co-existe a
W. bancrofti do que nas áreas livres deste parasito7,18.

Sendo assim, verificamos que o líquido hidrocélico oriun-
do de indivíduos vivendo em área endêmica de filariose não
parece ser um filtrado do plasma por não ter ocorrido uma
seletividade dos compostos orgânicos tais como: glicose,
uréia, creatinina e ácido úrico, como tem sido demonstrado
em trabalhos anteriores oriundos de área não endêmica de
bancroftose17,8.

Desta forma trabalhos precisam ser direcionados no sen-
tido de melhor conhecer e estudar com profundidade os fa-
tores biológicos envolvendo a microfilária (ação irritativa
da parede dos vasos) ou mecânicos (movimento dos vermes
adultos no interior dos vasos linfáticos) que possam alte-
ram a permeabilidade do vaso linfático e sangüíneo fazen-
do com que estes sistemas percam a capacidade de seletivi-
dade dos compostos orgânicos e a repercussão dos mesmos
no processo histopatológico da formação da hidrocele de
origem filarial.
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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 - Itajaí-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 β-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.

RESUMO � O Staphylococcus aureus oxacilina resistente (ORSA) é atualmente um problema nos hospitais brasileiros,
assumindo um importante papel no cotidiano de uma instituição com relação a vigilância do seu perfil de sensibilidade. O
objetivo deste trabalho foi analisar o perfil de resistência do Staphylococcus aureus e coagulase negativo (SCN) em diferentes
espécimes clínicos de pacientes hospitalizados no Hospital Maternidade Marieta Konder Bornhausen - Itajaí-SC. Foram
analisadas 145 amostras de Staphylococcus sp., no período de dezembro de 2001 à dezembro de 2002,  isoladas em ágar-
sangue e identificadas por meio de coloração de Gram, provas de catalase, manitol e staphy test. O teste de sensibilidade aos
antimicrobianos foi o disco de difusão descrito por Kirby-Bauer. A freqüência de Staphylococcus aureus e SCN observada nos
diferentes espécimes clínicos, demonstrou que o SCN foi predominante nas hemoculturas e S. aureus nas secreções em
geral. Com relação ao perfil de sensibilidade do Staphylococcus aureus observamos que este microrganismo apresentou 37%
de resistência à oxacilina, o Staphylococcus coagulase negativo demonstrou 66% de resistência a este antibiótico nas diversas
amostras clínicas. As amostras ORSA e ORSCN foram geralmente resistentes também aos antimicrobianos como os
β-lactâmicos, macrolídeos, lincosaminas, aminoglicosídeos, tetraciclina, quinolonas e sulfas usualmente utilizados na tera-
pêutica. A ocorrência de Staphylococcus aureus nas amostras clínicas foi maior que Staphylococcus coagulase negativo mas,
este último apresentou um perfil de resistência maior à oxacilina. Assim, evidenciamos  a necessidade da vigilância com
relação ao perfil de resistência destes microrganismos em isolados de amostras clínicas nosocomiais.
PALAVRAS-CHAVE � Staphylococcus aureus; Staphylococcus coagulase negativo, oxacilina.

INTRODUÇÃO

A resistência bacteriana a drogas revela um sério pro-
blema de saúde pública e precisa de medidas de

controle urgentes para reduzir ao máximo a pressão
seletiva aos antimicrobianos.

O Staphylococcus aureus é um agente etiológico de
infecções adquiridos na comunidade assim como em
hospitais, é a espécie mais virulenta dos Staphylococ-
cus sp., apresentando uma ampla gama de fatores que
contribuem para essa virulência, como as toxinas e
enzimas que mediam a invasão tecidual e a sobrevida
no sítio da infecção9.

Apesar de estarem associados a variados tipos de
infecções, os Staphylococcus sp. usualmente colonizam
a pele e as mucosas do corpo. Por isso, as infecções
freqüentemente resultam da introdução dessas cepas
em locais previamente estéreis, após um trauma, abra-

são da pele ou mucosas ou durante procedimento ci-
rúrgico. Muitas das infecções, mesmo as superficiais,
podem se tornar potencialmente fatais se não tratadas
prontamente2.

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 antibióticos11.

As infecções causadas por Staphylococcus aureus,
tanto hospitalares quanto domiciliares, apresentam
morbidade e mortalidade elevadas. O aumento cres-
cente da freqüência de Staphylococcus aureus resis-
tentes à oxacilina (ORSA) e a possibilidade do apare-
cimento de amostras resistentes à vancomicina tornam
importante o desenvolvimento de novas drogas com
atividade antiestafilocócicas5.

Os antibióticos mais utilizados para o tratamento
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de infecções por este microrganismo são os beta-lactâ-
micos, que atuam ligando-se nas chamadas proteínas
ligadoras de penicilina (PLPs). Essas proteínas são
enzimas diretamente relacionadas com a síntese da
parede celular das bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Ao se ligar nessas proteínas (PLPs), os beta-
lactâmicos provocam um prejuízo na síntese da parede
celular o que vai resultar na morte bacteriana11.

As alterações das proteínas fixadoras podem ocor-
rer por um processo controlado por um único gene MecA
que codifica para variante PLP2a de Staphylococcus
aureus. Estes Staphylococcus produzem PLPs diferen-
ciadas, que tem baixa afinidade pelos beta-lactâmicos
diminuindo sua ação3.

Muitas cepas de ORSA têm se mostrado resisten-
tes também aos demais antibióticos como eritromici-
na, ciprofloxacina, gentamicina, clindamicina, sulfa/
trimetoprim, o que dificulta o tratamento e controle
dessas infecções. Nos casos de cepas resistentes à
oxacilina, opta-se pelo uso da vancomicina, que é ati-
va contra essas bactérias. Entretanto, já foram repor-
tados casos de Staphylococcus aureus resistentes a
esta droga14.

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

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 145 amostras de Staphylococcus
aureus e Staphylococcus coagulase negativo as quais
foram isoladas de secreções em geral, hemocultura, pon-
ta de cateter e outros materiais clínicos de pacientes in-
ternados no HMMKB, no período de dezembro de 2001
a dezembro de 2002. Estas amostras foram processadas
no Laboratório Escola de Análises Clínicas da UNIVALI
- Itajaí- SC, no setor de microbiologia clínica.

As amostras clínicas foram coletadas conforme pro-
cedimento padrão para cada espécime clínico, utilizou-
se frascos de hemocultura adulto e pediátrico, frascos
estéreis para coleta de urina e ponta de cateter e meio
de Stuart sem carvão para coleta de secreções em geral.

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

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

O perfil de sensibilidade à 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 freqüência de Sta-
phylococcus aureus e Staphylococcus sp. coagulase ne-
gativo nas 145 amostras analisadas, nos diferentes es-
pécimes clínicos, sendo que a maioria das secreções
estavam infectadas por S. aureus. Nas amostras obti-
das de hemoculturas positivas, a ocorrência de SCN
foi superior aos demais sítios.

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

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 à oxacilina. As
amostras de secreções 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
resistência.

TABELA IV
Perfil de sensibilidade do

Staphylococcus aureus resistente
à oxacilina e aos outros

antibióticos testados
Itajaí, dez/2001 a dez/2002 (n=38)

Resistente

Nº %

Clindamicina 34 89
Eritromicina 33 87
Gentamicina 25 66
Ciprofloxacina 22 58
Sulfametoxazol / trimetropim 25 66
Tetraciclina 21 55

Antibióticos

TABELA V
Perfil de sensibilidade de

Staphylococcus coagulase negativo
resistente à oxacilina e aos outros

antibióticos testados
Itajaí, dez/2001 a dez/2002 (n = 27)

Resistente

Nº %

Clindamicina 9 33
Eritromicina 18 67
Gentamicina 13 48
Ciprofloxacina 11 41
Sulfametoxazol / trimetropim 11 41
Tetraciclina 4 15

Antibióticos

TABELA III
Perfil de sensibilidade dos
Staphylococcus coagulase

negativo à oxacilina de acordo
com o espécime clínico

Itajaí, dez/2001 a dez/2002 (n=42)
Sensível Resistente

Espécime clínico
Nº % Nº %

Hemocultura 12 28 16 40
Secreções em geral 1 2 6 14
Ponta de cateter 2 4 5 12

Total 15 34 27 66

De acordo com a Tab. IV, a resis-
tência aos antibióticos conferida pelo
Staphylococcus aureus resistente à
oxacilina foi mais evidente frente à
clindamicina e eritromicina seguida
pelo aminoglicosídeo (gentamicina),
sulfametoxazol/ trimetropim e qui-
nolonas (ciprofloxacina).

Na Tab. V, com relação aos Sta-
phylococcus coagulase negativo
oxacilina resistente (ORSCN) pode-
se observar uma tendência à resis-
tência também aos grupos de antibi-

TABELA I
Freqüência de Staphylococcus aureus
e Staphylococcus coagulase negativo

(SCN) de acordo com o espécime clínico
Itajaí, dez/2001 a dez/2002 (n=145)

S. aureus SCN
Espécime clínico

Nº % Nº %

Hemocultura 5 5 28 67
Secreções em geral 85 82 7 16,5
Ponta de cateter 7 7 7 16,5
Outros 6 6 � �

Total 103 100 42 100

TABELA II
Perfil de sensibilidade do

Staphylococcus aureus à oxacilina
de acordo com o espécime clínico

Itajaí, dez/2001 a dez/2002 (n=103)
Sensível Resistente

Espécime clínico
Nº % Nº %

Hemocultura 5 5 0 0
Secreções em geral 54 52 31 30
Ponta de cateter 4 4 3 3
Outros 2 2 4 4

Total 65 63 38 37
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óticos utilizados como os macrolídeos, aminoglicosídeos,
quinolonas, sulfas e, em menor proporção à tetraciclina.

DISCUSSÃO
Nas últimas décadas o Staphylococcus aureus têm

adquirido papel de destaque, não só por ser um pató-
geno humano responsável por infecções superficiais e
sistêmicas, que atingem indivíduos em diferentes fai-
xas etárias, como também pela sua multirresistência aos
antimicrobianos, usualmente utilizados na terapêutica9.

Como evidenciado no presente estudo, estes micror-
ganismos foram responsáveis por infecções em diver-
sos espécimes clínicos em pacientes internados.

O Staphylococcus coagulase negativo apesar de
fazer parte da microbiota normal da pele, vem ganhan-
do importância, estando relacionado ao aumento de
morbidade em doentes internados em UTI e berçários
de alto risco13.

O Staphylococcus aureus foi mais prevalente em
isolados de secreções em geral, representando 82% dos
casos. O seu perfil de sensibilidade frente ao antibióti-
co oxacilina foi de 63% e apresentando portanto, 37%
de resistência a este antibiótico.

De acordo com o programa Sentry, a resistência do
S. aureus em alguns hospitais brasileiros está em tor-
no de 34% e do S. coagulase negativo 80% 18.

Em comparação com Staphylococcus coagulase 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 resistência
a este antibiótico foi de 66%.

Podemos observar que, a ocorrência de Staphylo-
coccus aureus em isolados foi maior que Staphylococ-
cus coagulase negativo mas, este ultimo apresentou
um perfil de resistência à oxacilina superior, e sendo
este microrganismo isolado mais freqüente em hemo-
culturas, revela a necessidade da vigilância com rela-
ção ao seu perfil de sensibilidade.

Essas infecções nosocomiais por ORSA represen-
tam um grande problema para as instituições de saú-
de, visto que os fatores predisponentes a essas infec-
ções são: tratamento antimicrobiano prévio, internação
prolongada, ventilação mecânica, internação em UTI,
cateterismo intravascular e ferimentos em tecidos mo-
les19. Estudos realizados nos Estados Unidos mostra-
ram que este patógeno foi a principal causa de infec-
ção em unidades hospitalares, e a sua incidência au-
mentou de 2,4% para 29% entre 1975 e 1991, e atual-
mente está em torno de 40%. Na Inglaterra os índices
aumentaram de 1,5% para 13,2% entre 1989 e 1995,
sendo que em 1996 foi de 21,1%, embora a proporção
varie enormemente de instituição para instituição e de
países14. O Staphylococcus aureus resistente à oxacili-
na (ORSA) é um dos principais agentes das infecções
hospitalares em nosso meio. No Hospital São Paulo o
ORSA é endêmico, representando cerca de 65% das
cepas de Staphylococcus aureus isoladas, ocasionan-
do morbidade, mortalidade e custos consideráveis8. O
controle da disseminação dessa bactéria nos hospitais
exige a adoção de medidas específicas15.

O isolamento de Staphylococcus coagulase negati-
vo em materiais clínicos, deve ser avaliada pois esta
bactéria pode tanto ser um contaminante da pele quanto
um causador de bacteremia, posteriormente à coloni-
zação de cateteres10.

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 infecção local e bac-
teremia. O risco de infecção relacionada ao cateter in-
travenoso é geralmente influenciado pelo tipo de cate-
ter e a duração da cateterização11. Neste estudo obser-

vamos que 16% do total de amostras de Staphylococ-
cus coagulase negativo foram isolados de ponta de ca-
teter.

Em relação ao perfil de resistência antibiótica nos
isolados de ORSA e ORSCN, observamos que ocorre
também uma resistência múltipla aos outros grupos de
antibióticos18. A avaliação do padrão de sensibilidade
aos aminoglicosídeos se faz importante, uma vez que
essa classe de antimicrobianos pode ser utilizada em
associação com β-lactâmicos ou glicopeptídeos como a
vancomicina para o tratamento de infecções graves11.

O padrão de sensibilidade à sulfametoxazol/ trime-
tropim pode variar bastante, enquanto alguns estudos
apresentam alta sensibilidade das amostras ORSA, ou-
tros trabalhos mostram que esse patógeno tende a ser
resistente à sulfametoxazol/trimetropim4. Neste traba-
lho foram encontrados 66% (ORSA) e 41% (ORSCN)
de amostras resistentes.

O antibiótico ciprofloxacina mostrou baixa atividade
contra isolados ORSA evidenciando a aquisição de re-
sistência por parte desse microrganismo às quinolonas6.

São vários os mecanismos pelos quais o Staphylo-
coccus aureus desenvolve resistência às quinolonas.
O mecanismo mais importante e mais freqüente é de-
corrente da alteração do sítio de ação desses antimi-
crobianos (DNA girase) e se deve a mutações no gene
Gyr A7. Com relação aos macrolídeos representados pela
eritromicina, também evidenciamos uma sensibilidade
diminuída em isolados de ORSA e ORSCN.

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

O laboratório de microbiologia desempenha um pa-
pel importante não somente na detecção da resistência
aos antimicrobianos de uso clínico como também, na vi-
gilância do perfil de sensibilidade dos microrganismos
considerados problema de uma instituição.
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