SUMARIO

Prevaléncia de hemoglobinopatias e talassemias em criangas de 6 meses a 7 anos

de idade no laboratério escola do departamento de biomedicina {GBB) ~lEGE. i

Paulo Roberto de Melo Reis, Karlla Greick Batista Dias Penna, Luiz Murilo Martins de Aratijo,

Mauro Meira de Mesquita, Frank de Souza Castro5 & Fernando Amorim Balestra

Prevalence of hemoglobinopathies and thalassemias in children from 6 months to 7 years old

at the school laboratory from the department of biomedicine (cbb) - ucg*

Influéncia do volume de sangue no exame de hemocultura utilizando sistema
automatizado em Hospital de Ensino*........
Nara L. F. Dal Forno, Alvantino S. de Campos, Leandro C. ntiado Godoy,

Aline L. Noal, Rasmari Hérmer

Influence of the volume of blood in the hemocultura examination using system

automatized in Hospital of Education*

Analise critica da pseudosepticemia e falso negativo: valor diagnostico das hemoculturas................

Avaro Largura, Lilian Ferri Passadore, Alice Cristina Rodrigues,Maria da Gidria Sousa, Renato Sebastido Salading,
FPaulo H. Carbone, Alisson Marassi, Carlos Adalberto C. Sannazzaro, Mario H, Hirata
Critical analysis of the pseudosepticemia and false negative: disgnostic value of the hemoculturas

Avaliagdo da Resisténcia de drogas antituberculosas no Estado do Ceara no periodo de 2000-2002*......

Ana Kélvia Aradjo, Everardo Albuguerque Menezes, Cynthia Duarte Santos,
francisco Afranio Cunha e Creusa Lima Campelo
Evaluation of the resistance antituberculosis drug in the State of Cearé in the period of 2000-2002*

Aplicacdo do D-dimero na investigagéo de distiirbios trombOEMBONCO...........e.eeveooeeoess s

Rafael Noal Moresco e Liicia Mariano da Rocha Silla
D-dimer testing in the investigation of thromboembolic disorders

Valor Diagndstico da Determinacdo da Atividade da Adenosina Deaminase no Derram

Pleural Tuberculoso em Individuos Infectados e nao Infectados pelo HIV.........

Andreza Fabro de Bem, Camille Salvany Caputi, Fabiane Bandeira Meireles,

Artur Pizolatto Vargas, Mariéli da Silva Carlotio & Izabel Cristing Huber

Diagnostic Value of Adenosine Deaminase Determination in Tuberculous Pleural Effusion in HIV+and HIV-Patients

Micoses observadas em pacientes atendidos no Hospital Universitario,
Floriandpolis, Santa Catarina*

Moema Pfeilsticker Pereira Coelho, Beatriz Garcia 5, Helén Zocche Soprana,

Ligia Fonseca Viana Santos, Berenice Pagani Nappi, Jairo ivo dos Santos

Mycoses observed in patients assisted at the University Hospital, Florianopolis, Santa Catarina

Perfil agregante em cardiacos em uso do cido acetil salicilico*.
Fatricia Sigilid Mazzoni Bernardi, Haroldo Wilson Moreira
Aggregant profile in cardiac patients using acetyl-salicylic acid.

Parasitas intestinais. prevaléncia e correlagdo com a idade e com os sintomas

apresentados de uma populacéo infantil de Presidente Prudente-SP.

Nair Toshiko Tashima & Maria Jacira Silva Simdes

Prevalence of enteroparasites in children from Presidente Prudente-SP as correlated to age and clinical symptoms.

Valores de referéncia de bioindicadores: avaliagao estatistica no caso do cido hipirico urinrio*..
José Antdnio Leite, Augusto Ramalho de Morais, Mério Javier Ferrua

Vivanco & Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira

Reference values of bioindicators: statistical evaluation in the case of the urinary hippuric acid

Glﬂhnsdepontasdacateteresmosusoemalseperﬁldnmisﬁnclam
antimicrobianos de uso clinico.....

Regina Maniuza Borsato Quesada, Floristher Elaine Carrara, Cla Ross,

Ligia Maira dos Santos Rogeri & Jacinta Sanches Pelayo

Central venous catheter tip cultures and resistance pattern of antimicrobial of clinical use

Importéncia do rastreamento pré-concepcional e pré-natal da infeccao por T. gondii
Prevaléncia soroldgica em um hospital piblico.*........

Adriana Cristina Zancan do Carmo, Salimara Rampeloto Bottom, Juliana F!eck':i' ".'3'.';'}':;3?3 Tr:'a;ff;.;;:"éeck

The importance of screening preconception and antenatal T, gondii infection Serological
prevalence in a public hospital

CGontaminacao do solo por helmintos de importincia médica na praia do sul
(miliondrios), llhéus - BA*

Ana Pilar Sousa Gonzélez y CAceres Fldvia de Assungdo Gongalves, Irene Mauricio Cazorla &

Silvia Maria Santos Carvaiho

Contamination of soil by helmints of medical importance in the south beach (Milionarios) llhéus - BA

0 EspermoRom na morfologia espermatica estrita: relato de um caso.
Orildo dos Santos Pereira, Jodo Baptista M.Janini, Humberto Marques Tibiircio e Afrdnio Caiafa de Mesquita Filho.
The EspermoRom in the strict espermética morphology: story of a case




Prevaléncia de hemoglobinopatias e talassemias em
criancas de 6 meses a 7 anos de idade no laboratoério
escola do departamento de biomedicina (CBB)-UCG*

Prevalence of hemoglobinopathies and thalassemias in children from 6 months to 7 years old at
the school laboratory from the department of biomedicine (cbb) - ucg*

Paulo Roberto de Melo Reis'; Karlla Greick Batista Dias Penna®; Luiz Murilo Martins de Araujo’;
Mauro Meira de Mesquita’; Frank de Souza Castro® & Fernando Amorim Balestra®
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RESUMO - Foram estudadas 197 amostras de sangue de criancas com idade variando entre 6 meses a 7 anos, de ambos os sexos. O
objetivo do trabalho foi avaliar a prevaléncia de hemoglobinopatias e talassemias em criancas na faixa etaria de 6 meses a 7 anos
de idade. As amostras foram obtidas por punc¢édo venosa e submetidas a andlise laboratorial, empregando os seguintes procedimen-
tos: Eritrograma, estudo citologico, teste de resisténcia globular, teste de falcizacgao, eletroforese de hemoglobina em pH alcalino,
acido e HPLC. Os resultados obtidos mostraram que 36,5% das criancas estudadas portavam alteracoes da hemoglobina. Estes re-
sultados enfatizam a necessidade de programas com maior abrangéncia na populacdao para estudo da epidemiologia das hemoglo-

PALAVRAS-CHAVE - Hemoglobinopatias, talassemias, hemoglobinas anormais.
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SUMMARY - We studied 197 samples of children'’s blood with age varying among 6 months to 7 years, of both gender. The objective
of the work was to evaluate the hemoglobinopathies prevalence and thalassemias in children in the age group of 6 months to 7 years.
The samples were obtained by vein puncture and submitted to the analysis using the following procedures: Red blood cell count,
cytological study, test of globular resistance, hemoglobin electrophoreses in alkaline and acid pH. The results showed that 36,5% of
the children studied harbored hemoglobin alterations. These results emphasizes the need of programs with larger inclusion in the
population to study the epidemiology of the hemoglobinopathies in the state of Goids.

KEYWORDS - Hemoglobinopathies, thalassemias, abnormal hemoglobin.
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INTRODUGAO

s hemoglobinopatias e as talassemias sao disturbios
ereditdrios que ocorrem na hemoglobina humana de-

vido a alteracoes génicas dos cromossomos 11 e 16, respon-
saveis pela sintese das cadeias beta e alfa da globina, res-
pectivamente®’ ™,
E evidente o impacto das anemias hereditarias no cresci-
mento e desenvolvimento da crianca e do adolescente ho-
mozigotos. Eles desenvolvem no primeiro ano de vida os si-
nais da anemia, caracterizados por palidez, desanimo, fal-
ta de apetite e hipodesenvolvimento, manifestado por de-
ficiéncia precoce no peso e estatura, atraso na maturacao
sexual e prejuizo no desempenho escolar?*#67912,
A realizacdo do diagnéstico laboratorial destas alteracoes
hemoglobinicas o mais precocemente possivel é de primor-
dial importancia, devido a alta mortalidade na infancia. O
tratamento adequado e o diagnéstico precoce reduzem, ex-
pressivamente, a morbidade e a mortalidade!*34%7%3,
A populacao brasileira caracteriza-se pela miscigenacao
racial, com distribuigdo étnica diferente nas varias regides
geograficas do pais16. Portanto, a diversidade de origens
raciais e a miscigenacéao tornam a populacao brasileira ani-
ca sob o ponto de vista antropolégico e conseqiientemente,

os disturbios das hemoglobinas apresentam diferenciada
prevaléncia, variando de regido para regido dentro do Bra-
sil4, 5716,

O objetivo deste trabalho é avaliar a prevaléncia de hemo-
globinopatias e talassemias em um grupo de criancas com
idade entre 6 meses e 7 anos como contribuicao inicial ao
estudo de sua epidemiologia no estado de Goiés.

MATERIAL E METODOS

No periodo de marco a novembro de 2002 foram estudadas
197 amostras de sangue de criancas com faixa etaria entre
6 meses a 7 anos, de ambos os sexos, provenientes do La-
boratério Escola do Departamento de Biomedicina da Uni-
versidade Catoélica de Goiés.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Estudo e
Pesquisa de Anemias Hereditdrias — Prof. Dr. Paulo Cesar
Naoum, do Departamento de Biomedicina da Universida-
de Catodlica de Goias, de acordo as normas estatutarias da
Vice-Reitoria de Pés-Graduacao e Pesquisa. A partici-
pacao dos menores foi realizada obedecendo a principios
éticos, mediante informacées e esclarecimentos dados aos
pais, que por decisdo propria e voluntaria deram consenti-
mento por escrito ™.

Recebido em 22/01/2004
Aprovado em 26/01/04
*Trabalho realizado no Laboratério de Estudo e Pesquisa de Anemia Hereditaria - LEPAH - Prof. Dr. PAULO CESAR NAOUM do Departamento de
Biomedicina (CBB) - Vice-Reitoria de Pés-graduagéo e Pesquisa (VPG) da Universidade Catdlica de Goias (UCG).
'Responsavel pelo projeto e professor assistente - Hematologia laboroatorial - CBB-UCG.? ;*Professores Assistentes - Hematologia Laboroatorial - CBB-
UCG. “Biomédico - Coordenador do Laboratério de Andlises Clinicas - CBB-UCG. 5Professor - CBB-UCG - Comisséo Cientifica SBAC-Go. 6Aluno do 8°
periodo do Curso de Biomedicina - CBB-UCG.
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As amostras de sangue foram obtidas por pungao venosa,
utilizando solucdao comercial de anticoagulante de EDTA
(Etilenodiamino tetracético) a 10g/dl, 1 gota para cada 5
ml de sangue.

Foram empregados testes laboratoriais para a triagem e
testes especificos para a confirmacao dos resultados.

Os testes de triagem utilizados foram:

Eritrograma - realizado em aparelho automatizado Cobas
Micro Roche®;

Analise morfolégica eritrocitaria — a morfologia dos eritro-
citos foi estudada a fresco, através do esfregaco italiano6;
Teste de resisténcia globular - foi realizado utilizando-se
solucao salina 0,36% (Figura 1)

Eletroforese de hemoglobina — foi realizado em pH alca-
lino em fitas de acetato de celulose e tampao TRIS-EDTA-
borato (TEB), pH 8,56 (Figs. 2 e 3).

Os testes confirmatérios utilizados foram:

Eletroforese quantitativa — foi realizada para a dosagem
de hemoglobina H e A2, em acetato de celulose, por
eluicao da fita com as respectivas bandas®’;

Eletroforese qualitativa — foi realizada em gel de Agar
com tampao citrato pH=6,2, para diferenciar as hemoglo-
binas variantes®’.

Teste de falcizacao — utilizou-se o método do metabissul-
fito de sédio a 2%°".

Pesquisa intra-eritrocitaria — utilizou-se a pesquisa intra-
eritrocitdria para identificacdo de hemoglobina H e de
corpos de Heinz®,

Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) - foi
realizada utilizando o programa beta talassemia do equi-
pamento Variant da Bio-Rad®.

Nao foram utilizados solventes organicos (éter, toluol, clo-
roférmio, etc) para obtencao do hemolisado, sendo que
todas as amostras submetidas a eletroforese foram prepa-
radas com solucdo de saponina a 1%°"'2

A deteccao de portadores de talassemia alfa por eletrofo-
rese de hemoglobina, foi confirmada pela pesquisa intra-
eritrocitaria de hemoglobina H nos eritrécitos, que foram
incubados em solucao de Azul Cresil Brilhante a 1% por
duas horas a 37°C>%",

No processo de eletroforese foi usada uma amostra co-
nhecida e normal como controle da corrida.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que a distribuicao das hemoglobinas
no grupo de criancas estudadas apresenta uma prevalén-
cia de 36,5% de hemoglobinas anormais. Dentre elas, fo-
ram encontrados diferentes gendétipos, mostrando, desta
forma, a diversidade genética dessas alteracdes. A mais
frequiiente das alteracoes foi a alfa talassemia detectada
em 39 (19,8%) dos 197 pacientes, seguida de 11 (5,6%)
casos de heterozigoto para anemia falciforme; 9 (4,6%)
pacientes com beta talassemia; heterozigoto para hemo-
globina C em um caso. E interessante ressaltar as asso-
ciacoes encontradas: alfa-beta talassemia 7 casos (3,6%);
alfa talassemia e heterozigoto para anemia falciforme 3
casos (1,5%); heterozigoto para anemia falciforme e beta
talassemia 1 caso e talassemia alfa e heterozigota para
Hb C 1 (0,5%) caso.

4

TABELA |
Distribuicao das hemoglobinas normais e anormais em
197 criancas na faixa etaria de 6 meses a 7 anos de ida-
de no laboratério escola

Hemoglobinas encontradas Percentagem
Pacientes Percentagem | dos afetados
Normal 125 63,5 0,00
Hb H - Talassemia alfa 39 19,8 19,8
Heterozigoto Hh S 1 5,6 5,6
Talassemia beta menor 9 4,6 4,6
Heterozigoto Hh C 1 0,5 0,5
Associacéo alfa/beta talassemia 7 3,6 3,6
Associacéo alfa talassemiatb S 3 1,5 1,5
Associacéo beta talassemiaHb S 1 0,5 05
Associacdo alfa talassemiaMb C 1 0,5 0,5
Total 197 100,0 36,5

A morfologia eritrocitdria foi observada através de esfre-
gaco italiano®. A maioria dos portadores de genétipo AH
apresentou discreta microcitose. J& no paciente portador
de associacao traco falciforme e alfa talassemia evidenci-
ou-se microcitose e hipocromia, confirmado pelo esfregaco
corado. Os pacientes heterozigotos tanto para hemoglobi-
na S quanto para hemoglobina C nao apresentaram alte-
racoes morfolégicas e as hematimetrias estavam dentro dos
limites de normalidade para idade e sexo.

DISCUSSAO

A heterogeneidade genética para as anemias hereditarias
na populacao brasileira é devida ao processo de coloni-
zacao que fomos submetidos, pois a diversidade das ori-
gens raciais e a miscigenacao da populacao fazem da po-
pulacao brasileira tinica sob o ponto de vista antropolégico
e conseqiientemente os distirbios das hemoglobinas apre-
sentam diferenciada prevaléncia.

A alta prevaléncia de alfa talassemia é explicada pelo pre-
paro do hemolisado com solucao de saponina, que nao des-
natura a hemoglobina H, permitindo sua detecc¢ao com efi-
ciéncia, mostrando, dessa forma, que a alfa talassemia é
uma alteracdo hereditdria muito comum e prevalente na
populacao.

O achado de 36,5% de hemoglobinas anormais obtido nes-
te trabalho aponta para a necessidade de um estudo popu-
lacional na regido para esclarecimento da real prevaléncia
dessa alteracdao genética. Faz-se necessdrio um estudo
abrangente e em parceria com as autoridades de saude pu-
blica para que se estabeleca o perfil das hemoglobinopati-
as na regido. E muito importante para as autoridades de
saude publica a deteccdo dos portadores assintomdticos na
populacao, pois estes representam a fonte de transmissao
génica, podendo originar individuos homozigotos.

Para o profissional de laboratério é necessdrio que fique
atento para a deteccao da Hemoglobina H. Ela é instavel e
se desnatura com facilidade. Desta forma, durante a corri-
da eletroforética, a hemoglobina H aparece nos minutos
iniciais da corrida, desaparecendo em seguida.

Trabalhos de levantamento populacional devem
ser estimulados, para que tenham como objetivo de escla-
recimento a populacéo e as autoridades de satude publica
quanto a prevaléncia das anemias hereditarias na popu-
lacdo. A prevencao das anemias hereditarias se faz através
da identificacao e conscientizacao dos heterozigotos, o
acompanhamento médico e o aconselhamento genético em
cardter multidisciplinar.
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Influéncia do volume de sangue no exame de hemocultura
utilizando sistema automatizado em Hospital de Ensino*

Influence of the volume of blood in the hemocultura examination using system
automatized in Hospital of Education *

Nara L. F. Dal Forno, Alvantino S. de Campos, Leandro C. da Rosa, Leoni Pentiado Godoy, Aline L. Noal,
Rosmari Hérner

RESUMO - A bacteriemia se tornou a principal infec¢do nosocomial na maioria dos centros e representa uma fonte formidavel de
morbidade e mortalidade. Em um breve estudo nds avaliamos o sistema automatizado BACTEC 9120 de cultura de sangue (Becton
Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, Md.) e obtivemos 1,84 % de sinal falso positivo. O volume de sangue inoculado em 295
amostras (frascos BACTEC Plus Aerobic/F ou BACTEC Plus Anaerobic/F) foi analisado usando as ferramentas do CEP (Controle Es-
tatistico de Processo) a fim de controlar a qualidade do processo. O resultado deste trabalho mostrou que 17 % das amostras nao se-
guiam as especificacoes determinadas pelo fabricante, com respectivamente 41 (13,9%) e 10 (3,4%) dos frascos contendo baixo ou
alto volume de sangue. Conclui-se que o processo pode ser considerado fora de controle e que de fato, o volume de sangue é a va-

ridvel mais importante para a recuperacao de microrganismos presentes no sangue.
\PALAVRAS CHAVE - Bacteriemia, BACTEC série 9000, hemocultura. /

-

ganisms from the blood.
\KEYWORDS — Bacteremia, BACTEC 9000 series, blood culture.

SUMMARY - Bacteremia has become a major nosocomial infection in most centers and represents a formidable source of morbi-
dity and mortality. In a previous study we evaluated the BACTEC 9120 automated blood culture system (Becton Dickinson Diag-
nostic Instruments, Sparks, Md.) and noted 1,84% of false-positive signals. The volume of blood drawn in 295 bottles (BACTEC
Plus Aerobic/F or BACTEC Plus Anaerobic/F bottle) was analyzed using the tools of the SPC (Statistical Process Control) in order
to control the quality of the process. The result of this work has shown 17% vials varied from those recommended by the manufac-
turer, with respectively 41 (13,9%) and 10 (3,4%) vials with low or high blood volume drawn. We conclude that the process could
be considered out of control and, indeed, the volume of blood cultured is the most important variable in the recovering of microor-

/

INTRODUGAO

exame de hemocultura visa a detecgcao de microrganis-

mos viaveis na corrente sangiiinea. A presenca de mi-
crorganismos vidveis no sangue do paciente pode levar a
um considerdvel aumento da morbidade e da mortalidade.
Devemos, também, lembrar que a invasao da corrente san-
glinea representa uma das mais importantes complicacoes
do processo infeccioso, o que torna a hemocultura um exa-
me de significativo valor preditivo de infeccao. A maioria
dos episodios sépticos é de origem hospitalar e, as vezes,
devido a microrganismos que apresentam grande resistén-
cia aos antimicrobianos, com uma mortalidade bem superi-
or aos episédios que ocorrem na comunidade'?.
A introducao dos sistemas automatizados para a deteccao
das bacteremias e fungemias tem proporcionado uma mai-
or rapidez no diagnéstico e tratamento dos pacientes. Os
principais sistemas de hemocultura utilizados hoje sao os
de monitorizacao continua que incluem o Bact/Alert (Or-
ganon Teknika, Scarborough, Ontéario, Canada)’, o BAC-
TEC geracao 9000, que inclui o BACTEC 9050, 9120 e o
92404, o DIFCO ESP, o bioMérieux Vital, o O.A.S.I.S. e o
MicroScan Blood Culture Systemb5. Os métodos utilizados
para a deteccao do crescimento de microrganismos variam

entre os diferentes sistemas, porém em todos eles, a de-
teccao do crescimento bacteriano é ndo invasiva diminuin-
do a chance dos resultados falso-positivos e a monitori-
zagdo é continua, reduzindo o tempo de detecgédo do cres-
cimento de microrganismos. Ainda, eles permitem o acon-
dicionamento de até 10 mL de sangue por frasco; é reco-
mendado que o volume para coleta em cada puncao veno-
sa seja de 10 a 30 mL, distribuidos pelo numero de frascos
conforme sua capacidade, e respeitando a proporcao de
1mL de sangue para cada 10 ou no minimo 5 mL de caldo
(1:10,1:5)%¢. O volume de sangue é uma das varidveis mais
criticas para a positividade do exame. Quanto maior o vo-
lume coletado maior serd a positividade do mesmo5. A por-
centagem de cultivos positivos diminui significativamente
quando sao cultivados menos de 10 mL por frasco®.

O objetivo desse estudo foi o de avaliar a influéncia do
volume de sangue na positividade das hemoculturas de pa-
cientes adultos realizadas no Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM), empregando o sistema BACTEC
9120, por meio do emprego do Controle Estatistico do pro-
cesso - CEP - que, de acordo com Juran e Gryna’, "consis-
te na aplicacao de técnicas estatisticas para medir e anali-
sar a variacdo nos processos". O uso de técnicas estatisti-
cas pode ajudar no entendimento da variabilidade destes
processos.

Recebido em 07/04/2004
Aprovado em 26/10/2004
*Trabalho desenvolvido no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Santa Maria - RS (LAC - HUSM) com a orientacéo do
Programa de Pés-graduagdo em Engenharia de Produgéo
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MATERIAIS E METODOS

Durante o periodo compreendido entre 13 de outubro e 26
de novembro de 2003, foram inspecionados 295 frascos,
uso adulto, aerébios ou anaerébios (Plus Aerébio/F SCD -
10 mL ou Plus Anaerébio/F SCD - 10 mL) componentes do
sistema BACTEC 9120, do Laboratoério de Anadlises Clini-
cas do Hospital Universitario de Santa Maria-RS
(LAC/HUSM), na busca de amostras nao-conformes, cujo
volume de sangue cultivado estivesse acima ou abaixo de
especificacoes. O produto inspecionado, porém, foi apenas
classificado em “conforme” ou “nao-conforme”, caso esti-
vesse de acordo ou nao com as especificagoes fornecidas
pelo fabricante.

A partir destes dados foram desenvolvidos planilhas e gra-
ficos de controle para atributos no Microsoft Excel. A esco-
lha pelo gréfico de controle para atributos, p, deveu-se ao
fato de que este permite que se monitore a proporcao de
itens nao-conformes em amostras de tamanho variavel. Os
limites superiores (LSC) e inferior de controle (LIC) foram
calculados para cada amostra, n, de modo que se pudesse
avaliar a variabilidade do processo como proposto por Ju-
ran e Gryna (1992, p.219)’, j& que os subgrupos individuais
variaram em relacao a média em mais de 25%.

Os passos seguidos para a construcao dos graficos de con-
trole estao de acordo com o descrito por Vieira (1999)°. A li-
nha central ou unidade ndo-conforme média (LC), foi calcu-
lada dividindo-se o somatério de amostras nao-conformes
(Sd) pelo total de frascos inspecionados (Sn).

Todos resultados obtidos foram registrados e tratados a par-
tir de técnicas e ferramentas de CEP, conforme tabela 1 e fi-
gura 1, referente as unidades nao-conformes.

Os valores anotados no grafico formam uma distribuicao
que fornece uma idéia geral do processo; a curva que une
os pontos do grafico permite visualizacdo do processo no
momento atual, no passado recente e sua tendéncia. Por
sua vez, a linha média da uma nocao do nivel de qualidade
do processo, ja que tanto percentuais de pecas defeituosas
quanto numero de defeitos permitem avaliar este nivel; os
limites de controle mostram, de um lado, o valor minimo da
qualidade — que se espera seja zero -, e, de outro, até onde
a variacao deste valor é observada. Além disso, a faixa ao
redor da média mostra se o processo é estavel ou hé algum
fator que, ao interferir sobre o processo, o deixa fora (Pala-
dini, 1990, p.153)".

Na figura 1 tem-se a representacao do grafico de
controle para atributos p para o volume de amostra coleta-
do, componente do Sistema BACTEC 9120 do Laboratério
de Andlises Clinicas do Hospital Universitario de Santa Ma-
ria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As infecgoes hospitalares da corrente sangtiiinea vém apre-
sentando um aumento na incidéncia em diversas regioes do
mundo, principalmente em grandes hospitais e nos univer-
sitarios®. O HUSM funciona como centro de referéncia rece-
bendo um considerdvel nimero de pacientes transferidos
com doencas graves, necessitando muitas vezes de procedi-
mentos invasivos ou permanecendo em unidades de terapia
intensiva, tornando-se vulneraveis a disseminacao de mi-
crorganismos no sangue.

O sistema de cultura de sangue da geracao BACTEC 9000

tem mostrado ser um dos mais sensiveis sistemas para a de-
teccao de uma grande variedade de microrganismos no
sanguel0. A emissao de sinais falso-positivos por esses apa-
relhos representa um dos principais problemas para o labo-
ratério de microbiologia, pois perde-se tempo e material no
processamento de uma hemocultura que era negativa. Esse
tipo de problema ocorre na geracao BACTEC 9000 princi-
palmente quando ocorrem oscilagoes na rede elétrica. Da
série BACTEC os modelos BACTEC 9240 e BACTEC 9120
sdo essencialmente idénticos em seu “design”, diferindo
unicamente na capacidade dos frascos (240 e 120 respecti-
vamente).

Um adequado volume de sangue aumenta a recuperacao
microbiana para ambos pacientes: adultos e pedidtri-
cos*>1 Na verdade, o volume de sangue cultivado € a
mais importante varidvel na optimizacdo para a recupe-
racdo microbiana para pacientes adultos. Isso porque o ni-
mero de microrganismos presentes no sangue em adultos é
pequeno, normalmente menos do que 10 UFC/mL e, fre-
quente, menos que 1 UFC/mL. Para adultos, cada mililitro
de sangue cultivado aumenta a recuperacao bacteriana aci-
ma de 3%. Para maximizar a recuperacgao bacteriana, 20 ou
30 mL de sangue deverao ser cultivados por puncao veno-
sa. Entretanto o nimero de microrganismos presentes no
sangue de criancas é maior, tipicamente maior que 100
UFC/mL, e freqliiente maior que 1.000 UFC/mL1. Porém
nao devemos rejeitar as culturas com volume de sangue
inadequado, isto é inferior, mas monitorar e imediatamente
coletar outro com volume adequado. Assim, é menos critico
monitorar o volume de sangue para criancas do que para
adultos.

O ntmero de unidades nao conformes com volume inferior
a 3 mL ou superior a 10 mL foi respectivamente de 41
(13,9%) e 10 (3,4%). A diluicao do sangue no caldo em pro-
porc¢oes maiores do que 1:5 aumenta a recuperac¢ao micro-
biana provavelmente por diluir os fatores de inibicao natu-
ral do sangue a concentragoes sub-inibitérias. Além do
mais, a diluicao do sangue ajuda a prevenir a coagulacao.
Alfa et al. apud Koneman (2001, p.162)° “alertaram que
serao produzidos resultados falso-positivos se forem seme-
ados volumes excessivos de amostra nos frascos de hemo-
cultivo”. O vacuo nos tubos pode extrair mais de 10 ml; por-
tanto, se for habitual obter mais de 10 ml de sangue por co-
lheita e dividir a amostra em mais de um frasco, o primeiro
deles pode ficar sobrecarregado. Com base nesses resulta-
dos, Koneman (2001)°, aconselha que os diretores de labo-
ratérios de microbiologia devem considerar a implantacao
de um controle de qualidade seguro do volume de sangue
cultivado e tomar medidas corretivas apropriadas, sempre
que se fizer necessario.

A porcentagem média de hemoculturas positivas no
HUSM, nos ultimos 6 meses, foi de 16%, estando de acordo
com os dados na literatura atual** O percentual de falso-
positivos (1,84) também nao se afastou muito, sendo que
encontramos citagoes entre 0,5 %3 a 1,9% **.

Porém, a analise da Figura 1 permite afirmar que o pro-
cesso esta fora de controle estatistico pois ha um ponto fora
da 4rea de normalidade e pontos muito préximos dos limi-
tes de controle, evidenciando um processo que nao atende
as especificacoes estabelecidas, resultando num servico
sem a padronizacao desejada. Para Juran e Gryna (1992, p.
192)7, “os pontos fora dos limites de controle indicam uma
ou mais causas determinaveis de variacdo"”, as quais deve-
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riam ser removidas por um tenaz programa de diagnéstico.
Note-se que, 17% das unidades, em média, saem defeituo-
sas do processo, um valor considerado alto. De acordo com
Paladini (1990, p.155)%, “é normal obter, pelo menos 5% de
pecas defeituosas”. Estas constatacoes revelam um proces-
so que necessita de acoes corretivas. Além do volume de
sangue inoculado, que é a variavel mais importante na de-
teccdo de microrganismos no sangue de individuos sépti-
cos, outros dois importantes fatores que determinam a per-
formance do teste, sdo: o nimero de hemoculturas coleta-
das por episddio séptico e o percentual de cultivos falso-po-
sitivos.

Concluiu-se que a metodologia empregada mostrou-se
adequada para a andlise da variabilidade do processo, com
o uso de técnicas estatisticas, permitindo nédo sé avaliar a si-
tuacdo atual do diagnéstico de septicemias no Laboratério
de Microbiologia do HUSM, mas, também, a adogdo de
acoes corretivas para as nao-conformidades observadas.
Apesar da aparente normalidade do processo, existem fato-
res, tais como a solicitacao indevida de hemoculturas, sem
que se cumpram determinados critérios minimos; as osci-
lacoes de volume de sangue puncionado, normalmente
abaixo do limite inferior de especificacao determinado pelo
fabricante, que acabam por prejudicar a deteccao dos mi-
crorganismos envolvidos nas septicemias. Os laboratérios
devem rotineiramente monitorar o volume de sangue culti-
vado como atividade de garantia da qualidade e promover
educacao continuada aos flebotomistas, orientando sobre a
relacao entre o volume cultivado e deteccao de bacteremia
ou fungemia. Além das conseqiiéncias médicas e econdémi-
cas das hemoculturas falso-positivas - frequiientemente rela-
cionadas a um volume além da especificacdo - que sao
enormes e resultam em hospitalizacao prolongada, estudos
diagnoésticos adicionais, remocao do catéter ou outros e ad-
ministracdo inapropriada de agentes antimicrobianos, volu-
mes de sangue aquém do indicado resultam em menor re-
cuperacao de microrganismos com conseqtiente retrabalho.
E importante, ainda, ressaltar o fato de que o percentual de
positivos verdadeiros nao aumentou significativamente
neste setor, conforme o que é descrito na literatura, com a
introducao do sistema automatizado de deteccao bacteria-
na BACTEC, em relacao a metodologia convencional, usa-
da anteriormente. A explicacao desse fato pode ficar em
parte por conta da proporcao improépria de sangue/meio de
cultura.

Tabela 1 — Dados do grafico p

Aln|d 5] LC LSC LIC A n d 5] LC LSC LIC
1 3| 0| 0000 | 0173 | 0977 0 24| 13 0 0000 | 0,173 | 0489 0
21561 0200 | 0,173 | 0681 0 25| 12 3 0250 | 0,178 | 0501 0
3161 0167 | 0,173 | 0637 0 26| 4 2 0500 | 0,178 | 0741 0
4 | 9| 3| 0333 | 0173 | 0552 0 27| 9 0 0000 | 0,173 | 0552 0
5|6 |1 0167 | 0,173 | 0637 0 28| 4 0 0000 | 0,178 | 0741 0
6 | 5] 5| 1000 | 0173 | 0681 0 29| 4 1 0250 | 0,178 | 0741 0
7| 2| 0| 0000 | 0173 | 0977 0 30| 3 0 0000 | 0,173 | 0829 0
8 | 8| 4| 0500 | 0173 | 0575 0 31| 8 0 0000 | 0,178 | 0575 0
91411 0250 | 0,178 | 0741 0 32| 6 1 0167 | 0,173 | 0837 0
10| 9 | 2 | 022 | 0173 | 0552 0 33| 7 2 0286 | 0,173 | 0603 0
11,6 1 0200 | 0,178 | 0681 0 34| 7 0 0000 | 0,173 | 0603 0
12,6 ] 1 0167 | 0,173 | 0637 0 35| 5 1 0200 | 0,178 | 0681 0
18] 3] 1 0333 | 0,173 | 0829 0 36| 11 3 0273 | 0,178 | 0516 0
14| 6 | 1 0167 | 0,178 | 0637 0 37| 7 0 0000 | 0,178 | 0603 0
156 | 1 0167 | 0,173 | 0637 0 38| 7 0 0000 | 0,173 | 0603 0
16| 4 | 0 | 0000 | 0,178 | 0741 0 39| 11 1 0091 | 0,173 | 0516 0
17 11] 1 0091 | 0,173 | 0516 0 40| 8 0 0000 | 0,178 | 0575 0
18| 9 | 2 | 0222 | 0,173 | 0552 0 4 1 0 0000 | 0,173 | 1309 0
19| 4 | 0 | 0000 | 0,178 | 0741 0 42| 11 4 0364 | 0,173 | 0516 0
20| 2 | O | 0000 | 0173 | 0977 0 43| 5 0 0000 | 0173 | 0@81 0
21| 2 | 0| 0000 | 0173 | 0977 0 44 | 12 3 0250 | 0,178 | 0501 0
22| 7 | 0 | 0000 | 0173 | 0603 0 45| 7 1 0143 | 0,173 | 0603 0
23| 8 | 1 0125 | 0,178 | 0575 0 46| 3 2 0667 | 0,173 | 0829 0
Totais 2% | 51 7750 - - -
Médias 6411109 0,173 -
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Figura 1- Grafico de controle para tributos com dados da tabela 1.
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Analise critica da pseudosepticemia e falso negativo:
valor diagnéstico das hemoculturas

Critical analysis of the pseudosepticemia and false negative: disgnostic value of the
hemoculturas

Alvaro Largura'’. 3, Lilian Ferri Passadore? 3, Alice Cristina Rodrigues3, Maria da Gléria Sousa 3, Renato Sebastido
Saladino3, Paulo H. Carbone3, Alisson Marassi’, Carlos Adalberto C. Sannazzaro23, Mario H. Hirata3

4 N\

RESUMO - A septicemia € uma das causas de morbidade e mortalidade em criancas e adultos. A dificuldade diagndstica esta associ-
ada tanto a obtencao de amostras, assim como ao sistema utilizado na cultura, seja automatizada ou manual. O objetivo foi determi-
nar a freqiiéncia de pseudosepticemia e falso negativo nos procedimentos automatizados e manuais em hemoculturas de dois centros
diagnésticos: Hospital Universitario e um Centro de Analises e Pesquisas Clinicas. Utilizou-se Bactec 9240 e 9050 para hemocultura
de 973 amostras, seguido de cultura em Agar sangue, Agar chocolate, MacConkey e Sabouraud. A identificacao bacteriana foi reali-
zada pelo sistema Vitek (automatizado) e manual utilizando provas bioquimicas em tubos. Estudo comparativo entre o sistema auto-
matizado e o manual foi realizado utilizando 41 amostras de sangue. Os resultados mostram 12,33% de positividade no total em am-
bos os centros. Das 932 culturas realizadas 3,86% foram consideradas pseudo septicemias, e 8,47% septicemias. As pseudo septice-
mias foram representadas por Staphylococcus coagulase negativa e as septicemias por: Staphylococcus aureus (19,0%), Escherichia
coli (13.9%), Staphylococcus coagulase negativa (11,4%), Acinetobacter baumanii (8,9%), Enterecoccus faecalis (7,6%), Klebsiella
pneumoniae (7,6%), Enterobacter cloacae (5,1%), Streptococcus pneumoniae (5,1%), outros (11,4%) e leveduras (10%). Nas 41 cultu-
ras realizadas pelos sistemas automatizado e manual detectaram-se 5 e 3 amostras positivas, respectivamente, com resultado falso ne-
gativo de 40% para o sistema manual. O percentual de hemoculturas positivas foi semelhante nos dois centros mostrando represen-
tatividade de amostra. A elevada incidéncia de pseudo septicemia enfatiza os cuidados pré-analiticos e a evidéncia de um alto per-
centual de resultados falsos negativo portanto nao recomendando o uso do sistema manual para a rotina de hemoculturas.
PALAVRAS-CHAVE - hemocultura, cultura de sangue, pseudosepticemia.

o

/SUMMARY— The septicemia is one of the causes of morbidity and mortality in children and adults. The difficulty in diagnosis is associat-
ed with obtaining the samples, and with the system used for culture, manual or automated. The objective of this research was to deter-
mine the frequency of pseudosepticemia and false negative in the automated and manual procedures used for hemocultures in two
Centers for Diagnosis: the University Hospital and a Center of analysis and clinical researches. 973 blood samples were incubated in
media recommended to use in Bactec 9240 and 9050, followed by culture in Blood agar, Chocolate agar, MacConkey and Sabouraud.
The bacterial identification was performed by the Vitek (automated) and manual systems using biochemical tests in tubes. In 41 blood
samples a comparative study was performed using automated culture systems and manual procedure. The results showed 12,33% of
positives in the two Centers using automated system. Of the 932 cultures performed, 3,86% was considered pseudosepticemias, and
8,47% septicemias. The pseudosepticemias were represented by negative Staphylococcus coagulase, and the septicemias by:
Staphylococcus aureus (19%), Escherichia coli (13,9%), negative Staphylococcus coagulase (11,4%), Acinetobacter baumanii (8,9%),
Enterococcus faecalis (7,6%), Klebsiella pneumonia (7,6%), Enterobacter cloacae (5,1%), Streptococcus pneumonia (5,1%), others
(11,4%) and yeasts (10%). In the 41 cultures, performed by the automated and manual systems, were detected 5 and 3 positive samples,
respectively, with false negative result of 40% for the manual system. The percentual of positive hemocultures was similar in the two cen-
ters showing sample representativeness. The high incidence of pseudosepticemia emphasizes the pre-analytical cares and the evidence
of a high percentual of false negative results does not recommend the use of a manual system for the routine of hemocultures.
KEYWORDS - pseudosepticemia, blood culture.
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estas metodologias foi no sentido de diminuir o tempo de
isolamento microbiolégico e incrementar o crescimento das

INTRODUGAO

septicemia é uma infeccdo grave associada a altas taxas
Ade morbidade e mortalidade; portanto, quanto mais rdp-
ida for a deteccao do agente causador, maior o impacto na
sobrevida do paciente. A hemocultura, apesar de estudos e
problemas inerentes as técnicas e aos resultados, € um dos
mais importantes testes laboratoriais realizados para o
diagnéstico de infecgdes agudas, principalmente em
pacientes hospitalizados * ** *. Diversos sistemas para a
realizacao das hemoculturas foram desenvolvidos, desde
os métodos tradicionais baseados em sub-cultivos cegos e
seriados, lise-centrifugacao, até os que contam com moni-
toracao continua e automatica na deteccao da producao de
CO2 pelo desenvolvimento bacteriano. O objetivo de todas

bactérias . Os estafilococos coagulase-negativos (ECN)
constituem uma das espécies bacterianas freqiientemente
isoladas da hemocultura. A prevaléncia dos patégenos
gram-positivos na septicemia tem aumentado nestes ulti-
mos 20 anos, principalmente por causa do crescente isola-
mento dos ECN e dos enterococos. Entre 35% e 66% dos
ECN clinicamente importantes sao resistentes a meticili-
na/oxacilina”®". A vancomicina e a teicoplanina transfor-
maram-se em antibiéticos de primeira escolha para estes
patégenos resistentes. A resisténcia simultdnea a van-
comicina e a teicoplanina é rara. Entretanto, como seu uso
aumentou gradualmente, um aumento dos patdégenos
resistentes a estes antibi6ticos deve ser esperado ' ™.
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Varios autores tém encontrado incidéncias em bercgarios
variando de *’***° por 1.000 internacoes’ '**' . Um outro tra-
balho analisou um total de 159 criancas e 41,5% delas
foram classificadas como septicemia por ECN, sendo
67,2% mna UTI, demonstrando a susceptibilidade dos
pacientes internados *. Um problema desse diagnostico é o
fato dos ECN fazerem parte da microbiota da pele, desse
modo o clinico e o microbiologista encontram dificuldade
em discernir entre uma bacteremia verdadeira de uma
pseudo bacteremia (contaminantes) . Diversos consensos
para diferenciar bacteremia verdadeira de pseudo bac-
teremia ou contaminacao foram publicados**. O principal
fator de contaminacao é a coleta inadequada da amostra.
Vérios protocolos de flebotomia especiais para hemocul-
tura foram propostos e apesar do decréscimo da contami-
nacao, nao é possivel preveni-la completamente, porque
até 20% das bactérias ficam localizadas em estruturas da
pele onde os anti-sépticos ndo conseguem penetrar * % .
Resultados falso-positivos podem causar desnecessaria
administracao de antibiéticos, principalmente entre os
pacientes hospitalizados e criancas, desse modo além de
provocar gastos excessivos ao hospital, tém um impacto
potencial na emergéncia de patégenos multiresistentes 2.
Resultados falsos negativos podem ocorrer pela presenca
de barreiras imunolégicas, clinicas e laboratoriais ' ' >,
Este trabalho propde determinar a freqiiéncia de pseu-
dosepticemia e falso negativo nos procedimentos automa-
tizados e manuais em hemoculturas de dois centros diag-
nosticos: Hospital Universitario e um Centro de Andlises e
Pesquisas Clinicas.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo entre janeiro e marco de 2004, foram
analisados resultados de hemoculturas de pacientes adul-
tos e pedidtricos obtidas nos servicos de Microbiologia do
Hospital Universitario da USP (Sao Paulo, SP) e do
Laboratério Alvaro (Cascavel,PR). A puncao venosa per-
iférica foi realizada segundo as seguintes recomendacoes:
1) Lavar e secar as maos; 2) remover os lacres da tampa dos
frascos de cultura e fazer anti-sepsia prévia nas tampas
com éalcool a 70%; 3) Garrotear o braco do paciente e sele-
cionar uma veia adequada; 4) usar luva estéril e fazer anti-
sepsia com dlcool a 70% (uso de gaze estéril na ponta de
uma pinga) de forma circular e de dentro para fora; 5)
aplicar solucao de Polivinil Pirrolidona Iodo a 10% (PVPI a
10%), também com movimentos circulares e de dentro
para fora. Para acao adequada do iodo, deixar secar 1 a 2
minutos antes de efetuar a coleta; 6) colocar um campo
cirdrgico pequeno e por puncao venosa coletar a quanti-
dade de sangue (antes do pico febril) em uma relacao de
1:10 em relacao ao meio de cultura; 7) coletar para
anaer6bios injetando o sangue no frasco sem permitir a
entrada de ar e aerdbio, injetando o sangue e tirando a
seringa deixando entrar ar (esta operacao é feita colocan-
do uma gaze estéril sobre a agulha); 8) Fazer no minimo
duas coletas em sitios diferentes nas 24 horas. Apés a
amostra injetada assepticamente nos frascos com meio de
cultura do equipamento Bactec (Becton Dickinson, USA)
foram incubados por um periodo méximo de 7 dias ou até
deteccao da positividade, conforme instrucoées do fabri-
cante.

Os frascos utilizados continham inibidor de antibiético que
propicia a coleta da amostra mesmo na vigéncia do
antibiético. Cada frasco tem um sensor quimico que con-
segue detectar aumentos de CO2 produzidos pelo cresci-
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mento dos microorganismos. O sensor monitorou através
do instrumento a cada 10 minutos relativamente ao
aumento da fluorescéncia, proporcional a quantidade de
CO2 presente. Uma leitura positiva indicava a presenca
presuntiva de microorganismos viaveis no frasco. Assim
que a positividade foi detectada o equipamento emite um
sinal indicando que determinado frasco era positivo e os
frascos foram retirados do equipamento. Nestes frascos
detectados pelo equipamento como positivos foi realizada
bacterioscopia direta do caldo de cultura e em seguida
semeado em Agar chocolate, Agar sangue, Agar
MacConkey ou seletivamente em outro meio dependendo
da bactéria visualizada microscopicamente. As placas
foram incubadas em estufa 35°C + 1°C por 18 a 24 horas
(Agar chocolate e Agar sangue foram incubadas em atmos-
fera de CO2). Apés o periodo de incubacéao e o apareci-
mento de coldnias, foi realizada a identificacao dos micror-
ganismos isolados pelo equipamento Vitek (Becton
Dickinson, U.S.A). Quando necessario foram realizadas
provas bioquimicas adicionais e antibiogramas por técni-
cas manuais. No procedimento manual de hemocultura os
critérios de coleta foram os mesmos do automatizado, o
meio de cultura usado foi o caldo TSB (Caldo Triptona de
Soja) com SPS (Polianetol Sulfonato de Sédio) com acéo
complementar anti-fagocitdria e anti-coagulante. A partir
de 12 horas de incubacao, foi observado se ocorria qual-
quer evidéncia de crescimento bacteriano (turvacao,
hemodlise ou formacao de gas). Havendo positividade foi
realizada bacterioscopia direta pelo método de Gram e
inoculacao em Agar Sangue, Agar chocolate (em atmos-
fera de CO2) e MacConkey. Ocorrendo o crescimento de
colénias, a identificacdo foi realizada através de provas
bioquimicas em tubos. Paralelamente a investigacao visu-
al de cada frasco de hemocultura, foram submetidos a sub-
cultivos cegos ap6s 6,12 e 24 horas com o objetivo de recu-
perar certos tipos de microorganismos que poderiam estar
presentes nas amostras e nao terem sido detectados por
nao alterarem o aspecto do meio de cultura.

Os critérios usados para avaliar pseudo septicemia foram
os seqguintes: quando ECN ou outra bactéria constituinte
da flora normal da pele, presente na hemocultura,
preenchia-se um ou mais dos seguintes requisitos: 1) houve
crescimento bacteriano somente em um dos frascos de cul-
tura quando coletado pelo menos dois frascos; 2) cresci-
mento poli-microbiano; 3) aspectos clinicos nao eram evi-
dentes (febre, choque e outros) ; 4) nao apresentava leu-
cocitose no hemograma®'®*'. O critério para avaliar falso
negativo foi a comparacao entre os dois sistemas, manual e
automatico, considerando como padrdo ouro o sistema
automatizado Bactec.

RESULTADOS

Das 932 amostras de sangue cultivadas no Hospital
Universitario da USP, pelo sistema automatizado Bactec,
115 foram positivas (12,33%), sendo 79 (8,47%) sep-
ticemias e 36(3,86%) pseudo-septicemias. A prevaléncia
bacteriana (tabela I) foi; Staphylococcus aureus (19%),
Escherichia coli (13,9%), Sphylococcus coagulase-negativa
(11,4%), Acinetobacter baumanii (8,9%), Enterococcus fae-
calis (7,6%), Klebsiella penumoniae (7,6%), Enterobacter
clocae (5,1%), Streptococcus pneumonia (5,1%), outras
bactérias (11,4%), leveduras (10,0%). No Laboratério
Alvaro (amostras de pacientes internados nos hospitais da
cidade de Cascavel) 41 amostras de sangue foram culti-
vadas pelo sistema automatizado e manual, a prevaléncia
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de resultados positivos foi de 5 casos (12,19%) no método
automatizado e o tempo médio de positividade foi de 36
horas. No processo manual foi detectado 3 (7,3%) amostras
positivas e o tempo médio de positividade foi de 152 horas.
(tabela II e III).

TABELA | - Prevaléncia de microrganismos isolados
das 79 hemoculturas positivas realizadas no Hospital
Universitario da USP.

Microrganismos No. (%) isolado
Staphylococcus aureus 15(19,0)
Escherichia coli 11(13,9)
Staphylococcus Coagulase-Negativa 9(11,4)
Acinetobacter baumanii 7(8,9)
Enterococcus faecalis 6(7,6)
Klebsiella penumoniae 6(7,6)
Enterobacter cloacae 4(5,1)
Streptococcus pneumoniae 4(5,1)
Outros 9(11,4%)
Leveduras 8(10,0%)

TABELA Il - Microrganismos isolados das 5 amostras
positivas de Hemoculturas incubadas no sistema autom-
atizada Bactec 950 e o tempo de positividade.

Microrganismo Positividade (horas)
Staphylococcus aureus 48
Enterobacter cloacae 48
Escherichia coli 36
Enterobacter aerogenes 24
Staphylococcus aureus 24
Tempo médio 36
TABELA lll - Microrganismos isolados das 3 amostras

positivas de Hemoculturas incubadas no sistema manual
(TSB) e o tempo de positividade.

Microrganismo Positividade (horas)

1 - Staphylococcus aureus 168

2 - Staphylococcus aureus 168

3 - Escherichia coli 120

Tempo médio 152
DISCUSSAO

No presente estudo das 115 amostras de sangue cultivadas
de pacientes cujas coletas (duas ou mais) apresentaram
culturas positivas, 79(8,47%) foram consideradas sep-
ticemias verdadeiras e 36(3,86%) pseudo septicemias, com
hemoculturas falso-positivas ou culturas contaminadas; de
acordo com os critérios estabelecidos previamente %>, As
bactérias isoladas nas culturas consideradas como pseudo
septicemias, foram em sua totalidade isoladas
Staphylococcus coagulase-negativos (ECN). Diversos
autores tém demonstrado a relevancia do numero de
hemoculturas positivas por ECN '"'*!® e a maior freqiiéncia
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(80%) quando detectados somente em uma das amostras
coletadas. O problema da contaminacao das hemoculturas
é mundial e chegou a indices de até 50% das culturas real-
izadas em alguns hospitais '%** . Apds consensos e
recomendacgoes padronizadas **°'*' houve uma reducao
significativa, porém ainda permanecem prevaléncias de
falsos positivos na faixa de 3% a 20% '“***, Em alguns
servicos de microbiologia as proporcoes de pacientes com
pseudo septicemias estiveram relacionadas com o uso de
cateteres vasculares, chegaram a 31,2% das septicemias"'.
Estudo em pacientes hospitalizados tem mostrado que
somente 7,5% a 12,4% dos resultados de hemocultura sao
positivos em todas as amostras realizadas e destes, 4,9%
sao considerados falso-positivas (pseudo septicemia)®*'. Por
outro lado a freqiiéncia de falso-negativas tem sido
imputado a fatores imunolégicos (lisozimas, fatores do
complemento, neutréfilos e anticorpos), bacteremia inter-
mitente, baixo nimero de unidades formadoras de colonias
detectaveis, volume de sangue coletado, numero de
amostras, vigéncia de antimicrobianos, meios de cultura e
sistema de coleta usado*. Os resultados apresentados
neste trabalho, comparando o método tradicional manual
com o automatizado Bactec, demonstraram que somente 3
amostras foram positivas com o método manual e 5 no sis-
tema automatizado, apresentando resultados falso-nega-
tivos de 40% para o sistema manual. Além disso, o tempo
de positividade no sistema manual, média de 152 horas, e
36 horas no sistema automatizado (tabela II e III).

Em um estudo prospectivo multicéntrico de pacientes hos-
pitalizados, houve uma prevaléncia de 9% destes, com sus-
peita clinica de septicemia e uma mortalidade em torno de
60%. No entanto documentacao microbiolégica confirman-
do o diagnéstico (hemocultura), somente foi possivel em
71% dos pacientes com suspeita de septicemia *. Diversos
sao os fatores que contribuem para o insucesso do diagnés-
tico microbiolégico, porém, além destes, o uso do sistema
manual de cultura em TSB é uma alternativa pouco segu-
ra para o diagnostico de septicemia.

Por outro lado, os percentuais de falso-positivos (pseudo
septicemias) mostram que apesar do cumprimento de
todas as recomendacdes, consegue-se diminuir esta fre-
qliéncia sem, contudo, elimind-las completamente.
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RESUMO - Tuberculose Multidrogaresistente (MDR) é uma preocupac¢do mundial e sua magnitude tem grande importancia no Es-
tado do Ceard, regiao Nordeste do Brasil. O objetivo deste estudo foi determinar a MDR em nosso Estado e o perfil de resisténcia
local as drogas antituberculose. Foi realizado um estudo retrospectivo utilizando-se a lista de 963 testes de sensibilidade (TS) para
Rifampicina (RFP), Isoniazida (INH), Estreptomicina (SM), Pirazinamida (PZA), Etambutol (EMB) e Etionamida (ETH), estes testes
foram realizados no Laboratério Central de Satide Publica do Estado do Ceard (LACEN), no periodo de 2000 -2002. A metodologia
do TS utilizada foi o método das propor¢oes. A Resisténcia primaria ou adquirida a pelo menos uma droga foi observada em 240 de
963 (24,9%) cepas; 172 (17,8 %) casos foram classificados como MDR devido a resisténcia a pelo menos RFP + INH. A positividade
das amostras para tuberculose no LACEN foi em torno de 10%. A Isoniazida foi o tuberculostatico mais resistente quando testado
isoladamente. E a principal multirresisténcia aos tuberculostéaticos observados foram com 2 drogas (Isoniazida + Rifampicina) e 3 dro-
gas (Isoniazida + Rifampicina + Estreptomicina). Medidas preventivas, diagnéstico precoce e incentivo a pesquisa de novas drogas
efetivas e seguras devem ser estimulados no combate a MDR.

PALAVRAS CHAVES - Tuberculose multidrogaresistente (MDR), Mycobacterium tuberculosis, Resisténcia primaria.
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SUMMARY - Tuberculosis Multidrugresistent (MDR) it is a world concern, but its magnitude has bigger importance in the State of
Ceard, Northeast area of Brazil. The objective of this study was determine MDR in our State and the profile of local resistance to the
drugs antituberculosis. Was made a retrospective study, was used a list of 963 sensibility tests (TS) for Rifampicin (RFP), Isoniazid
(INH), Streptomycin (SM), Pyrazinamide (PZA), Ethambutol (EMB) and Ethionamide (ETH) accomplished in the Central Laboratory
of Public Health of the State of Ceard (LACEN), in the period of 2000 - 2002. The method of the proportions was used. The primary
or acquired resistance the at least a drug was observed in 240 of 963 (24.9%) strains; 172 (17.8%) cases were classified like MDR due
to the resistance the at least RFP + INH. The tuberculosis frequency in LACEN was of around 10%. Isoniazid was the most resistant
tuberculostatic agent when tested separately. And the main agent multirresistente was observed with two drugs (Isoniazida + Rifam-
picina) and three drugs (Isoniazida + Rifampicina + Estreptomicina). Preventive measures, precocious diagnosis and motivate to the

-

research of new effective and safe drugs should be stimulated in the combat to MDR.
KEYWORDS - Multidrugresistente tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, primary resistance
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INTRODUGAO

A:luberculose existe desde eras imemoriais. Lesoes 6sse-
s de mumias egipicias e de indios norte-americanos,
datando de cepas de cerca de 4.000 anos , revelam que
nessa época remota ja se sofria de Mal de Pott. A tubercu-
lose foi identificada como doencga pelos judeus, tendo sido
escolhida para castigar os transgressores das escrituras.
Por motivos 6bvios, nos achados de lesoes 6sseas, nao foi
possivel fazer a comprovacéo etioldgica da tuberculose®.

A tuberculose difundiu-se através dos tempos, sendo de
longa data conhecida como uma das maiores causas de
mortalidade. Fez enormes devastacoes nas grandes aglo-
meracoes humanas, no século dezenove e na primeira me-
tade do século vinte. No século dezenove, a tuberculose
concorreu com aproximadamente um décimo da mortali-
dade geral na Europa. Na segunda década do século pas-
sado, os coeficientes de mortalidade tuberculosa iam de
150 a mais de 300 por 100.000 em todas as grandes metro-

poles do mundo. Em 1940, a mortalidade, na quase totali-
dade das capitais brasileiras, era de 150 a 500 por 100.000.
A partir da década dos anos 50 caiu abruptamente com o
advento da moderna quimioterapia. Essa queda deu-se
mais rapidamente nos paises industrializados que nas are-
as geograficas mais pobres. Com a grande reducao da mor-
bidade de tuberculose até o final dos anos 70, houve rela-
xamento da rede de saude publica, do Servico Central de
Tuberculose, com a diminuicdo do pessoal de satde e ou-
tras supressoes. Disso, resultou em 1989, reducao pela me-
tade das curas do programa de tratamento®.

Tuberculose é uma doenca causada pela bactéria Myco-
bacterium tuberculosis, comumente designada "bacilo da
tuberculose" ou bacilo de Koch. A bactéria pode atacar
qualquer parte do corpo, mas em 70% dos casos ela se res-
tringe aos pulmodes, uma vez que a porta de entrada dos
bacilos é pelas vias aéreas. Uma pessoa com a doenca es-
palha os bacilos pelo ar quando tosse ou espirra e contami-
na as pessoas que estao por perto'.

Recebido em 27/09/2004
Aprovado em 25/10/2004
* Trabalho realizado no Laboratério Central de Saude Publica do estado do Ceara.
'Laboratério Central de Saude Publica do Estado do Ceara.
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Uma pessoa que € infectada nao fica doente logo em segui-
da. Cerca de 90% das pessoas infectadas ndao desenvolvem
a doenca. Nosso organismo tem uma resisténcia natural
contra os bacilos. O estabelecimento da doenca vai depen-
der do estado imunolégico do individuo e também da
quantidade e da viruléncia dos bacilos inalados"'.

O aumento de cepas do Mycobacterium tuberculosis é pro-
blema preocupante por ser importante fator agravante da
epidemia tuberculosa. A resisténcia do bacilo da tubercu-
lose tem crescido no mundo pela intervencao inadequada
humana e espontanea dos germes. Normalmente ha uma
constancia matemaética em cada populacao de bacilos re-
sistente a cada droga®.

No Brasil, como ja foi assinalado com propriedade, a tuber-
culose nao é uma doenca reemergente, como se tem consi-
derado no enfoque global no mundo, “pois nunca chegou
a desaparecer” e “também nao € doenca emergente, pois
hé tempo apresenta incidéncia elevada, constituindo sério
problema de saude publica” ™.

A Importancia da realizacao deste trabalho é devido a
grande preocupacao do crescimento da incidéncia da tu-
berculose e dos casos de tuberculose multiresistente em to-
do o mundo.

Os objetivos deste trabalho foram estudar os casos de Tu-
berculose diagnosticados no LACEN/CE, no periodo de
2000 a 2002; verificar a freqiiéncia de tuberculose multire-
sistente no Estado do Cear4; verificar o perfil de resistén-
cia do Mycobacterium tuberculosis isolados no LACEN/CE
e tracar o perfil de resisténcia no Estado do Ceara da tuber-
culose multiresistente.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo da susceptibilidade
antimicrobiana de cepas de Mycobacterium tuberculosis
no Laboratério Central de Saude Publica do Estado do Ce-
ard, de 2000 a 2002, local de referéncia no Estado do Cea-
ra. Os Testes de Susceptibilidade foram supervisionados
pelo centro de Referéncia Hélio Fraga. Foi usado o meio de
cultura de Lowenstein-Jensen, este meio juntamente com
as drogas foram incubados durante 28 dias a temperatura
de 37xC. As drogas utilizadas no Teste de Sensibilidade
(TS) foram Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambu-
tol, Estreptomicina e Etionamida. Para o TS foi utilizado o
método das proporcoes com meio sélido e resisténcia foi
definida como crescimento de pelo menos 1% de colonias
sob concentragoes criticas das drogas (0,2 mg/mL para Iso-
niazida, 2 mg/mL para Etambutol e 40 mg/mL para Rifam-
picina) e crescimento de pelo menos 10% de colénias sob
concentracoes criticas das drogas (20 mg/mL para Etiona-
mida, 100 mg/mL para Pirazinamida e 4 mg/mL para Es-
treptomicina). Definimos Tuberculose multidrogaresistente
(MDR) como resisténcia a pelo menos, Rifampicina (R) e
Isoniazida (I).

RESULTADOS

No periodo estudado a positividade das amostras ao Myco-
bacterium tuberculosis no LACEN foi em torno de 10%
(1.400 amostras positivas).

A média etdria das pessoas em que realizaram a pesquisa
de Mycobacterium tuberculosis e o Teste de Sensibilidade
foi em torno de 40,17 = 14,62.

Em relacao ao sexo foi observado uma freqiiéncia maior
em pacientes do sexo masculino (60%).

A tabela 1 mostra a freqiiéncia de resisténcia aos tubercu-
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lostaticos. A freqliéncia da resisténcia aos tuberculostaticos
foi 24,9%.

A tabela 2 mostra a monorresisténcia dos tuberculostaticos
estudados nesta pesquisa, que foi observado na Isoniazida
de 2,7%.

A tabela 3 mostra a multirresisténcia dos tuberculostéticos,
foi observado a maior resisténcia a duas drogas (Isoniazida
+ Rifampicina - 11,3%).

Neste estudo foi observado uma resisténcia maior em dro-
gas combinadas do que isoladas, como pode ser verificado
pela tabelas 3.

TABELA |
Freqiiéncia da resisténcia aos
tuberculostaticos a Mycobacterium tuderculosis isolados
no Laboratério Central do Estado do Ceara, 2000-2002

Pacientes %
Pacientes 963 100
Sensiveis 723 75,1
Qualquer resisténcia 240 24,9
TABELA 1l

Numero de monoresisténcia de drogas
usadas para tuberculose isolados no Laboratério Central
do Estado do Ceara, 2000-2002

Monoresisténcia 31 3,2 %
Isoniazida - | 26 2,7
Rifampicina - R 04 0,4
Streptomicina - S 01 0,1
Etionamida - E 0 0
Etambutol - Et 0 0
Pirazinamida - Z 0 0
TABELA l1I

Numero de multiresisténcia de
tuberculostaticos a Mycobacterium tuderculosis isolados
no Laboratério Central do Estado do Ceara, 2000-2002

Multidroga resisténcia 172 17,8 %
2 drogas IR 109 11,3
3 drogas IRS 38 4,0
3 drogas IRE 03 0,3
3 drogas IRZ 04 0,4
4 drogas IRSZ 04 0,4
4 drogas IRSE 06 0,6
5 drogas IREEtZ 03 0,3
5 drogas IRSEZ 03 0,3
06 drogas IRSEtEZ 02 0,2
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DISCUSSAO

O aumento da incidéncia de cepas do Mycobacterium tu-
berculosis é problema preocupante por ser importante fa-
tor agravante da epidemia tuberculosa. A resisténcia do
bacilo da tuberculose tem crescido no mundo pela inter-
vencao inadequada humana na mutagao espontanea dos
germes. Normalmente hd uma constancia matematica em
cada populacao de bacilos resistentes a cada droga.

No Brasil ha tendéncia de considerar a MDR como sendo a
resisténcia do M. tuberculosis a trés ou mais drogas. Na li-
teratura internacional, porém, o termo engloba a resistén-
cia simultdnea a Isoniazida e Rifampicina. Acredita-se em
haver maior propriedade em considerar a dupla resisténcia
a essas duas drogas, como sendo multidrogaresisténcia,
porque este termo implica em importante prejuizo epide-
miolégico, dado que com resisténcia dupla a Isoniazida e
Rifampicina, os doentes nao se beneficiam com o esquema
triplice empregado no programa de controle da tuberculo-
se no pais. Neste estudo considera-se como MDR, inclusi-
ve o0s casos resistentes as duas drogas acima citadas.

No estudo verificou-se que a positividade das amostras ao
Mycobacterium tuberculosis no LACEN foi em torno de
10%, este dado esta bem abaixo do citado pela literatura
que é de aproximadamente 40%*.

Em relacédo a faixa etdria observou-se que a média etdria
das pessoas em que realizaram a pesquisa de Mycobacte-
rium tuberculosis e o Teste de Sensibilidade foi em torno
de 40,17 + 14,62. Este dado condiz com a literatura, pois a
tuberculose em criancas é bastante rara*.

Neste estudo verificou-se que em relacao ao sexo ocorreu
uma frequéncia maior em pacientes do sexo masculino
(60%). Segundo Koneman et al.,, 2001, o sexo masculino
tem mais risco de contrair tuberculose, provavelmente de-
vido ao fato do homem estd mais exposto ao agente nas ru-
as e em locais publicos, onde hé concentracdo de muitas
pessoas, enquanto as mulheres tem uma exposicao menor.
O M. tuberculosis apresenta uma freqiiéncia de mutantes
naturalmente resistentes as drogas, variavel de acordo com
cada uma delas. Essa resisténcia natural se deve a mu-
tacdes genéticas, e existe freqiientemente nas populacoes
bacilares, antes mesmo da exposicdo as drogas. A ocorrén-
cia de tratamentos irregulares, abandono do tratamento
antes da cura efetiva ou o uso de doses inadequadas, pro-
picia o aparecimento de cepas resistentes as drogas, cons-
tituindo a chamada resisténcia adquirida. Bacilos resisten-
tes assim selecionados, exigem drogas diferentes das usa-
das anteriormente, e podem ser transmitidos para outros
individuos que mesmo sem uma exposicao prévia as dro-
gas, apresentam cepas resistentes’.

As principais causas de abandono do tratamento sao devi-
do ao tempo prolongado do tratamento, efeitos adversos
das drogas, interacoes entre as drogas, intolerancia intesti-
nal, reagdes cutaneas e neurologicas, hepatotoxicidade, ar-
tralgias, interacoes com outras drogas e outras manifes-
tacdes como trobocitopenia e anemia hemolitica®.

O tratamento inadequado favorece ao aparecimento de ce-
pas resistentes a mais de uma droga, ou seja a, a multirre-
sisténcia. No Brasil é considerado como resisténcia as trés
principais drogas normatizadas pelo Ministério da Satde’.
Observou-se um aumento consideravel do ntimero de Tes-
tes de Sensibilidade realizados neste periodo de 2000 a
2002, 963 Testes de Sensibilidade em apenas 3 anos,
quando comparado com o trabalho de Barroso et al., 2001
que foram realizados 1500 testes em 10 anos no estado do
Ceard (1990-1999), logo no LACEN em 10 anos iremos fa-
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zer bem mais do que o total realizado pelo autor citado.
No presente trabalho observou-se uma reducdo no nime-
ro de monoresisténcia, e verificou-se que, no trabalho de
Barroso et al., 2001, a Isoniazida isoladamente obteve uma
resisténcia de 5,7% sendo maior do que a do LACEN, nes-
te periodo que foi de 3,2 % .

Na tabela 2, verificou-se que o numero de multiresisténcia
de tuberculostaticos de Mycobacterium tuberculosis isola-
dos no Laboratoério Central do Estado do Ceard, 2000-2002
foi mais consideravel com duas (11,3%) e trés drogas (4 %),
isto pode ser explicado pelo abandono do tratamento da
tuberculose considerado como um dos fatores da resistén-
cia aos anti-tuberculostaticos, relatado por Lima et al.,
2001.

Pérez - Guzman et al., 1999 afirma que um terco da popu-
lacdo mundial estd infectada pelo Mycobacterium tubercu-
losis, e é considerada como causa importante de morte,
através deste trabalhos pode-se também supor que esta
afirmacao pode ser verdadeira, principalmente pelo fato da
resisténcia aos tuberculostédticos disponiveis no mercado,
sendo, porém um grave problema de Satude Publica.

As causas principais de fracassos do tratamento para Tu-
berculose Multiresistente sdo a nao aderéncia ao tratamen-
to, mé absorcao da droga, associacao incorreta de medica-
mentos, imunodeficiéncia e as outras condi¢oes associadas
a tuberculose. O fracasso do tratamento para Tuberculose
Multiresistente ameaca a satide de pacientes com tubercu-
lose, e também colocam a satude publica em risco porque
eles podem conduzir a infeccoes prolongadas e a trans-
missao de Tuberculose dentro da comunidade?.

Pelo presente trabalho, verificou-se que a incidéncia de
Tuberculose Multiresistente em pacientes com Tuberculo-
se diagnosticados no LACEN apresenta—-se bem préximo
aos indices de paises como os Estados Unidos, apresentan-
do-se como um problema que ocorre em todo mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento, como o
Brasil, que deve ter uma maior atenc¢ao por parte do Mi-
nistério da Satude e profissionais da area, quanto ao uso
adequado e racional dos esquemas terapéuticos, como
também, um trabalho maior de conscientizacdao dos paci-
entes com Tuberculose quanto ao tratamento, para assim
evitar ou diminuir os casos de abandono ou tratamentos ir-
regulares, para que no futuro, nao venha se tornar uma do-
enca sem drogas vidveis para o tratamento.

CONCLUSAO

A Positividade das amostras para tuberculose no LACEN
foi em torno de 10%, perfazendo cerca de 1.400 amostras
positivas no periodo estudado. A Isoniazida foi o tubercu-
lostatico que mais encontrou resisténcia quando testado
isoladamente (2,7%). A principal multirresisténcia aos tu-
berculostaticos observados foram com 2 drogas - 11,3%
(Isoniazida + Rifampicina) e 3 drogas — 4% (Isoniazida +
Rifampicina + Estreptomicina).
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Aplicacao do D-dimero na investigacao de disturbios
tromboembodlicos

D-dimer testing in the investigation of thromboembolic disorders

Rafael Noal Moresco?.2 e Lucia Mariano da Rocha Silla’.2

4 N

RESUMO - A hemostasia requer um interessante equilibrio entre a coagulacao e a fibrinélise. Durante a formacao de um trombo, os
polimeros da fibrina sdo degradados pela plasmina e passam a dar origem a produtos de degradacao de diferentes pesos molecula-
res. O menor e melhor caracterizado destes produtos é o D-dimero. Embora baixos niveis de D-dimero possam ser detectados na cir-
culacao de individuos saudaveis, seus niveis aumentam significativamente nos pacientes com trombose venosa profunda (TVP), em-
bolia pulmonar (EP), coagulagao intravascular disseminada, infarto do miocardio,cancer, sepse, entre outros. O D-dimero é reconhe-
cido atualmente como o mais especifico indicador de ativacao da coagulacao e de fibrinélise. Os ensaios para a deteccao do D-di-
mero sao utilizados em muitos laboratérios na investigacao de distirbios hemostdticos associados com a ativacao do sistema fibrino-
litico, incluindo os eventos tromboembdlicos. A sua principal aplicacao clinica diz respeito a possibilidade de exclusao diagnéstica
de disturbios tromboembdlicos quando os seus niveis estao normais.

\PALAVRAS-CHAVE - D-dimero, embolia pulmonar, trombose venosa profunda. -

-

SUMMARY - Haemostasis requires an interesting balance between coagulation and fibrinolysis. During thrombus formation, plas-
min degrades cross-linked fibrin polymers resulting in the formation of a number of soluble cross-linked fibrin degradation products
of varying molecular weights. The smallest and most well characterized of these products is D-dimer. Although low levels of D-di-
mer can be detected in the circulation of healthy individuals, their levels are significantly elevated in patients with deep venous
thrombosis (TVP), pulmonary embolism (EP), disseminated intravascular coagulation, myocardial infarction, cancer, including hepa-
tocellular carcinoma, and sepsis. D-dimer is now accepted as a global indicator of coagulation activation and fibrinolysis. Assays for
detection of D-dimer are used in many laboratories for the investigation of disorders associated with activation of the coagulation
and fibrinolytic systems, including thromboembolic disorders. The major application of D-dimer testing is the possibility of rule out

the diagnosis of TVP and EP when D-dimer levels are normal.

\KEYWORDS: D-dimer, pulmonary embolism, deep venous thrombosis. /

INTRODUCAO

hemostasia pode ser definida como o processo que
onsiste na manutencao do fluxo sangtiiineo no estado
fluido e na prevencao da perda de sangue ocorrida nas si-
tuacoes onde ocorre o comprometimento e o rompimento
vascular. Para que essas func¢des ocorram normalmente no
organismo, sdao necessdrios dois componentes principais:
(a) um potente mecanismo pré-coagulante capaz de formar
tampoes hemostéticos nos sitios comprometidos por rompi-
mento vascular; (b) um sistema regulatério com capacida-
de de limitar a formacdo de tampodes hemostaticos somen-
te para as areas comprometidas. A hemostasia normal é
mantida por um delicado equilibrio entre os mecanismos
pré-coagulante e regulatério. No momento em que este
equilibrio é rompido, ocorre a instalacdao de um disturbio
hemostatico com sangramento excessivo ou com a for-
macao de coagulos'.
Os disturbios hemostéaticos, destacando os episodios trom-
boembdlicos, acometem um grande nimero de pacientes
internados em hospitais, sendo que as complica¢oes decor-
rentes desses quadros fazem com que parte destes pacien-
tes evolua ao 6bito. O diagndstico de trombose venosa pro-

funda (TVP) e embolia pulmonar (EP) pode ser dificil, exi-
gindo a realizacao de testes invasivos que consomem um
elevado tempo e geram também um custo elevado para o
sistema de saude. Com isso, hd um crescente interesse na
implantacao de testes nao-invasivos com um custo menor
que possam vir a contribuir para o diagnéstico ou exclusao
dos distirbios citados anteriormente. Dentre estes, os en-
saios para a deteccdo de D-dimero vém sendo utilizados
em muitos laboratérios para a investigacao dos disturbios
associados com a ativacao do sistema fibrinolitico.

D-DIMERO

Durante a formacédo de um trombo, os polimeros da fibrina
sao degradados pela plasmina e passam a dar origem a
produtos de degradacao de diferentes pesos moleculares.
O menor e melhor caracterizado destes produtos é o D-di-
mero, sendo este constituido por duas subunidades idénti-
cas derivadas de duas moléculas de fibrina**. Apresenta
uma meia-vida de aproximadamente 8 horas, com depu-
racao e excrecao urindria pela acao do sistema reticuloen-
dotelia™.

Embora baixos niveis de D-dimero possam ser detectados
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na circulacao de individuos saudaveis, seus niveis aumen-
tam significativamente nos pacientes com trombose veno-
sa profunda®?, embolia pulmonar®*, coagulacao intravas-
cular disseminada®, infarto do miocardio',cancer®, compli-
cacgoes da gravidez', sepse’, entre outros. O D-dimero é
reconhecido atualmente como o mais especifico marcador
para trombose e fibrindlise fisiolégica®. Apresenta uma al-
ta sensibilidade para o diagnéstico de TVP e EP mas néao é
especifico para estes distturbios. A sua principal aplicacao
clinica diz respeito a possibilidade de exclusao diagnéstica
de eventos tromboembdlicos quando os seus resultados sao
normais, ou seja, inferiores a 500 ng/mL. Devido a sua bai-
xa especificidade, a dosagem do D-dimero apresenta pou-
ca ou nenhuma utilidade na distingao entre os pacientes
com trombose daqueles pacientes sem trombose se eles
apresentarem idade superior a 60 anos ou hospitalizacao
por um periodo maior que 3 dias ou, ainda, apresentarem
elevados niveis de proteina-C reativa.

TECNICAS PARA A MENSURACAO DOS NiVEIS DE
D-DIMERO

Quanto as técnicas para a mensuracao dos niveis de D-di-
mero, o método de ELISA ainda continua sendo considera-
do o padrao-ouro. Um dos unicos aspectos negativos refe-
rentes a esta técnica ocorre em relagdo ao longo tempo de
reacdo necessario. Em virtude disso, outras técnicas que
demandam um menor tempo de ensaio vém sendo desen-
volvidas e testadas, demonstrando serem eficazes para a
exclusao diagnoéstica de eventos tromboembodlicos, incluin-
do algumas técnicas automatizadas baseadas em imuno-
turbidimetria'**. As técnicas de aglutinacdo em latex rea-
lizadas em placas vém sendo gradativamente substituidas
pelas técnicas automatizadas, uma vez que estas eliminam
varios interferentes presentes nas técnicas manuais. As ta-
belas 1 e 2 abordam as metodologias disponiveis para a
mensuracao dos niveis de D-dimero bem como as suas res-
pectivas caracteristicas.

TABELA |
Metodologias disponiveis
para a mensuracao do D-dimero.

Tabela Il
Caracteristicas das diferentes técnicas para deteccao
de D-dimero.

Técnicas Comentérios

ELISA em Asserachrom Ddi e Alta Baixa Considerada o padrao-ouro;
microplaca Fibrinostika FbDP adequada para analise em
sériemas ndo conveniente devido
ao longo tempo do ensaio.
ELISA VIDAS ELISA Alta Baixa Sensibilidade similar a0
ELISAclassico em microplacas,
sendo umensaio quantitativo.
Imunofiltracéo NycoCard e Instant IA Alta Baixa a Rapida; sensibilidade comparavel
intermediaria ao ELISA em microplacas;

qualitativo ou semiquantitativo.

Aglutinagdo em

Iitetex de primeira Dmferlest eD- Intermediaria Intermediaria Hamda,Amas msnﬁuen'le_meme
geracao Dimertest sensivel para uso clinico.
Aglutinagao com implil alta, Rapida, pode ser realizada
sangue total masintermediaria nosangue total, sendo qualitativa
em alguns estudos ousemiquantitativa.
Aglutinagao em . B . . - %
TinaQuant e Liatest Alta Intermediéria Rapida; sensibilidade comparavel

latex de segunda
A ao ELISA em microplacas;

(imunoturbidimetria)

Adaptado de Kelly J et al. (2002)3 com modificacoes.

D-DIMERO NA EXCLUSAO DIAGNOSTICA DE EP E TVP

Os niveis de D-dimero aumentam significativamente nos
pacientes com eventos tromboembdlicos, especialmente
nos casos de EP e TVP. Com isso, varios autores vém de-
senvolvendo estudos que demonstrem a aplicacao diag-
noéstica do D-dimero nestes distturbios. Entretanto, é impor-
tante salientar que niveis elevados de D-dimero nao confir-
mam o diagnéstico de EP e nem de TVP, servindo como um
teste de triagem antecedente a outros métodos utilizados
na investigacdo clinica, incluindo alguns testes invasivos.
A principal aplicacéo clinica do D-dimero estd na exclusao
diagnéstica de EP e TVP quando os seus niveis estdo nor-
mais, ou seja, inferiores a 500 ng/mL. O valor preditivo ne-
gativo (VPN) deste teste € muito elevado para EP e TVP, o
que confirma a capacidade que este teste tem de excluir o
diagnéstico destes distirbios quando os seus valores estdao
normais. A tabela 3 apresenta alguns estudos demonstran-
do a eficicia do D-dimero na exclusao diagnostica de EP e
TVP.

Ensaios Nomes C;
TABELA I11
ELISA Dimertest Quantitati duti Crippa et al. (1997)" - = P = B T
i o tanpo dbcnenotimla | G etaL (1957) Aplicacido do D-dimero para a exclusdo diagnéstica
0 seuuso em servigosde
emergéncia. de TVP e EP.
Latex Asserachrom Aglufinacao em Alta senshilidade, baixa Ginsberg et al.
latex. especificidade. (19952
Fibrinostika FnDP' Baixa sensihilidade, baixo Laaban efal. (1997;" Distiirbio Numero de pacientes VPN Referéncia
D-Dimer mico valor preditivo negativo se Duet et al. (1998)"
Dimertest | comELISA.
" i?uk:x"f:rfisfm , ~ _ _ TVP 445 99,4% Kearon et al. 2001°
FDP-Slidex direct TVP 468 93,3% Kovacs et al. 2001
SimpliRED D-dimer SimpliRED Utiliza anficorpos Boa varabildade Mauron et al. (1998 TVP 100 87,1% Bucek et al. 2001*
D-dimer especificos confra interobservador. 7
D-dmeros e Mais répido e fécil do o ngé%%tal. EP 525 98,3% Kovacs et al. 2001
efivdeios. ensai0s Qe o ELI 1998y Ep 196 99% Porrior et al. 1997"
Imunofiltracao NycoCard D-dimer Emprega anticorpos Féci de interpretar, répido e o EP 87 96% Duet et al. 1998"
m’;‘gﬂﬁ:}:‘:{fmfﬁh simples. Dale etal. (1994 EP 171 92% Bounameaux ef al. 1991™
contra D-dimeros.
Imuncturhidimetria Liatest D-dmer iCOR2S de oRapido ¢ totalmente Bamo etal, (1999)" Os valores apresentados na tabela acima no estudo realizado
B rhomay | resubanen canas oS, por Kovacs et al. (2001)” estao expressos como a média de trés
anti-0-dineros. métodos diferentes de determinacdo de D-dimero avaliados pe-

Adaptado de Mavromatis et al .(2001) 20 com modificacoes.
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CONCLUSOES

O D-dimero constitui atualmente um importante instru-
mento complementar para a avaliacao clinica de pacientes
suspeitos de apresentarem disttirbios tromboembélicos, es-
pecialmente EP e TVP, uma vez que os indices de mortali-
dade decorrentes destes disturbios sao elevados. Entretan-
to, é importante reforcar que a principal aplicacdao do D-di-
mero estd na exclusao diagnéstica de EP e TVP quando os
seus valores estiverem dentro da faixa de normalidade.
Outro aspecto relevante diz respeito a técnica laboratorial
empregada para a deteccao do D-dimero. Ensaios de aglu-
tinacdo manual em ldtex requerem uma minuciosa atencao
na interpretacao dos resultados, uma vez que podem ocor-
rer variacoes interobservadores, além das variacoes das
condic¢des de andlise, incluindo as variacoes de temperatu-
ra. Os ensaios automatizados devem ser destacados devido
a padronizacao de suas condig¢des analiticas bem como a
eliminacao das variagoes interobservadores eventualmen-
te observadas na interpretacdo de técnicas manuais de
aglutinacdao em latex. A técnica de ELISA ainda continua
sendo considerada padrao-ouro para a determinac¢ao do D-
dimero, embora outras técnicas mais recentes, destacando
a técnica de imunoturbidimetria, venham sendo ampla-
mente utilizadas, apresentando uma excelente associacao
entre os seus resultados e os obtidos por ELISA, além de
serem realizadas em um menor periodo analitico. Conside-
rando as informacodes referentes as técnicas de mensuracao
e ao seu alto valor preditivo negativo, o D-dimero constitui
um importante aliado dos clinicos para a investigacao dos
distarbios tromboembdlicos.
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Valor Diagnéstico da Determinacao da Atividade da
Adenosina Deaminase no Derrame Pleural Tuberculoso
em Individuos Infectados e nao Infectados pelo HIV

Diagnostic Value of Adenosine Deaminase Determination in Tuberculous Pleural
Effusion in HIV + and HIV - Patients

Andreza Fabro de Beml, Camille Salvany Caputiz, Fabiane Bandeira Meireles3,

Artur Pizolatto Vargas3, Mariéli da Silva Carlotto3 & Izabel Cristina Huber!

RESUMO - Objetivo: Avaliar a real utilidade da determinacao da atividade da Adenosina Deaminase no fluido pleural (ADA-FP) em
relacao ao diagnéstico de tuberculose pleural (TB pl) com especial atencgéo a coinfeccao com HIV. Métodos: Um protocolo retrospec-
tivo foi realizado através da investigacao de prontuarios de 40 pacientes do Hospital Universitdrio de Santa Maria (HUSM) entre ja-
neiro de 2002 e janeiro de 2004. A condicao necessaria para incluir estes individuos no estudo foi a presenca da determinacao da
atividade da ADA-FP e a pesquisa sorolégica do HIV. Os pacientes foram separados em quatro grupos distintos - grupo I : TB+ e
HIV+; grupo II: TB+ e HIV-; grupo III: TB- e HIV+; grupo IV: TB- e HIV-. Entre os 40 individuos avaliados, 16 apresentaram TB pl,
sendo que 37,5% destes também apresentaram HIV infeccdo; o derrame pleural nos outros 24 individuos foi ocasionado por outras
patologias. A atividade de ADA foi determinada por método colorimétrico descrito por GIUSTI, 1983. Resultados: Os valores médi-
os (+E.P.) da atividade da ADA-FP foram 78.4 (25), 76.9 (15.8), 25.0 (13.3) e 16.0 (3.1) U/L para os grupos I, II, IIl e IV, respectivamen-
te. Quando a infecgao pelo HIV nao foi considerada na analise estatistica, a atividade de ADA foi significativamente maior nos in-
dividuos tuberculosos do que nos pacientes com derrame pleural de outras etiologias. Utilizando 60U/L como ponto de corte, a sen-
sibilidade e a especificidade foram de 69,5%, 91,6% respectivamente. O valor preditivo positivo (VPP) foi de 89% enquanto valor
preditivo negativo (VPN) foi 80%. Conclusao: A utilizacdo da dosagem da atividade de ADA FP como marcador bioquimico demons-
trou ter grande valor no diagnéstico da TB pl. Além disso, o valor diagnostico da ADA FP é independente da sorologia para HIV.
\PALAVRAS CHAVES - adenosina deaminase, tuberculose pleural, Virus da imunodeficiéncia humana

/

/SUMMARY - Objectives: To evaluate the real utility of the determination of pleural fluid adenosine deaminase (ADA-PF) activity in
pleural tuberculosis diagnostic (TB pl), with special attention to the HIV coinfection. Methods: A retrospective protocol was perfor-
med by analyzing medical relatories of 40 patients from the Santa Maria University Hospital (SMUH), between January 2002 from
January 2004. The necessary condition to include these individuals in the study was to present ADA-PF activity and HIV serologic
research. Patients were divided in four different groups - group I : TB+ e HIV+; group II: TB+ e HIV-; group III: TB- e HIV+; group
IV: TB- e HIV-. Among the 40 patients, 16 presented TB pl. It is important to state that, among this 16 patients, 37,5% also presen-
ted HIV infection. On the other 24 patients, the pleural effusion was occasioned by other etiologies. The analysis of ADA-PF was me-
asured based on Giusti’s colorimetrical method. Results: The mean (+S.E.) values of ADA-PF activities were 78.4 (25), 76.9 (15.8), 25.0
(13.3), and 16.0 (3.1) U/L for groups I, 11, 111, and 1V, respectively. When HIV infection was not considered in the statistical analysis,
the ADA-PF activity was significantly higher in tuberculosis patients when compared to patients with pleural effusion caused by
other etiologies. Using a cut off value of 60 U/L, the found sensibility and specificity were 69,5% and 91,6%, respectively. The cal-
culated Positive Predictive Value (PPV) was 89% and the Negative Predictive Value (NPV) was 80%. Conclusion: The measurement
of ADA-PF activity represent an useful tool in the diagnostic of TB pl. In addition, the diagnostic value of ADA-PF seems to be inde-
pendent on HIV serologic status.

KEYWORDS - Adenosine deaminase, Pleural tuberculosis, Human immunodeficiency virus
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INTRODUCAO

incidéncia global de tuberculose (TB) tem aumentado,
Aparticularmente, nas dreas onde a infecgao pelo virus
HIV e TB sao prevalentes. A tuberculose pulmonar tem si-
do mais freqliientemente observada em pacientes infecta-
dos com HIV do que em pacientes que nao apresentam es-
sa infeccao (FESTENTEIN & GRANGE, 1991; RIANTA-
WAN et al., 1999). No Brasil, desde 1980, a média anual de
casos de TB notificados é de 82.000, segundo o Ministério
da Saude, o que nos mostra ser esta doenca, ainda hoje, um
grave problema de satde publica em nosso pais.(http:://
portal.saude.gov.br/saude).
A infeccao por micobactérias afeta pacientes de qualquer
idade, sexo ou grupo étnico e, nao sendo tratada oportuna-
mente, pode ser fatal ou trazer consigo um alto risco de se-

quelas graves, principalmente nos casos em que a terapia
seja retardada ou inadequada (VIAMONT, 1992).

O diagnéstico da tuberculose é freqiientemente dificil.
Tém-se utilizado varios métodos diagndsticos laboratoriais,
muitos dos quais sdo pouco sensiveis ou carecem de utili-
dade na conduta clinica. Em geral, os exames laboratoriais
de rotina, devido a pouca sensibilidade e inespecificidade
e demora nos resultados, sao pouco conclusivos no diag-
noéstico da doenca (LEONARD & DES-PREZ, 1990).
Atualmente, o diagnoéstico de micobacterioses em todas
as suas formas, € estabelecido utilizando-se a coloracdo de
Ziehl-Neelsen e o cultivo, que nao diferem muito daquelas
que Robert Koch utilizou. O exame direto, utilizando a co-
loracao de Ziehl-Neelsen, é extremamente importante,
porque quando positivo, permite o inicio imediato do trata-
mento, tem baixo custo, facilidade de execucgao e rapidez.
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De modo similar, os corantes fluorocromicos como a aura-
mina podem ser utilizados. O principal problema desta téc-
nica é a necessidade da presenca de aproximadamente 104
bactérias/ml de amostra.(ALVES et al., 1994; ABANTO,
1996). J& a cultura, realizada em meio de Lowenstein-Jen-
sen ou similar, tem como principal limitacdo a demora pa-
ra obtencao dos resultados (4-8 semanas), que se deve ao
longo tempo de geracao das micobactérias, porém perma-
nece como método de referéncia (ALVES et al., 1994; TRA-
BULSI et al., 1999).

Do mesmo modo, é importante considerar o diagnéstico
imunolégico que vem sendo cada vez mais estudado e que
geralmente identifica anticorpos em pacientes com a en-
fermidade (DANIEL & BEBANNE, 1987; DANIEL, 1990).
Tem-se utilizado o método de ELISA (enzima-imunoen-
saio) (BECK, 2003) e RIA (radioimunoensaio) (ABANTO,
1996). Também se tem procurado detectar antigenos mico-
bacterianos, porém esta detecgdo nao é tao definitiva como
a demonstracao do bacilo (DANIEL & BEBANNE, 198%;
DANIEL, 1990).

O teste tuberculinico, baseado na reacao de hipersensibili-
dade tardia apés contato com uma pequena dose de deri-
vado protéico purificado (PPD), pode ser utilizado apenas
como triagem, pois o resultado positivo nao é diagnoéstico
da doenca, indicando apenas exposi¢ao ao bacilo ou a ce-
pa vacinal (FERREIRA & AVILA, 2001). A vacinacdo em
massa com BCG no Brasil é um fator limitante para utili-
zacao desta prova (ALVES et al., 1994).

A deteccao e avaliacao do acido tuberculoestedrio, que es-
ta presente no Mycobacterium tuberculosis, através de cro-
matografia gasosa e a espectrometria de massa, também
pode ser utilizada mas, embora mais sensivel que a baci-
loscopia, é menos especifica, mais complexa e mais cara
(ALVES et al., 1994; ABANTO, 1996). A PCR constitui-se
na mais promissora técnica para detecgao rdpida de tuber-
culose, especialmente porque a amplificacao in vitro do
DNA pode ser utilizada para detectar pequenas quantida-
des de DNA microbiano (ALVES et al., 1994). Esta técnica
enfrenta alguns problemas, dentre eles a contaminacao do
produto amplificado, o valor dos equipamentos necessdri-
os, assim como o local adequado para a realizacao da mes-
ma. A PCR tem maior utilidade quando existe elevada sus-
peita clinica e resultado negativo da baciloscopia (ALVES
et al., 1994; BOOM et al., 1991; REQUEJO, 2002).

A Adenosina deaminase (ADA), tem sido apontada como
um util marcador no diagnéstico de tuberculose, principal-
mente na diferenciacao entre tuberculose e neoplasia pul-
monar quando ha acumulo de liquido no espaco pleural
(OLIVEIRA, 1989; GOTO et al., 2003). A técnica é répida,
de fécil execucao e de baixo custo, podendo ser implanta-
da em diversos laboratérios, mesmo os de pequeno porte.
A Adenosina deaminase € uma enzima da denominada ro-
ta selvagem das purinas, que catalisa a clivagem hidroliti-
ca da adenosina em inosina e amonia. A ADA reage espe-
cificamente com a adenosina e vérios nucleotideos-adeni-
nicos andlogos (OLIVEIRA, 1989; GIUSTI, 1983).

A maior atividade da ADA no derrame pleural tuberculoso
é explicada pela sintese local da enzima pelos linfécitos T,
fortemente estimulados pelos antigenos micobacterianos
(ALVES et al, 1994; ROM & ZHANG, 1993). OCANA
et.al.,1983 e PETTERSON et al., 1984 detectaram valores
altos de atividade de ADA em derrames pleurais de paci-
entes portadores de tuberculose. Idénticos resultados fo-
ram descritos por MARTINEZ — VASQUEZ et al., 1986 pa-
ra os derrames pericardios, VOIGT et.al., 1989 para liqui-
do ascitico e MALAN et al., 1984 para liquido cefalorraqui-
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diano, colhido de paciente com meningite tuberculosa.
Além da tuberculose a atividade de ADA tem sido estuda-
da em outras doencas, verificando-se que o aumento de
sua atividade ocorre também na artrite reumatoéide, em do-
encas linfoproliferativas, no lupus eritematoso sistémico e
no empiema. Felizmente, as facilidades clinicas e laborato-
riais no diagnéstico diferencial entre essas doencas e a tu-
berculose nao invalidam a ADA como marcador a que se
propoe (OLIVEIRA, 1989).

A decisao do nivel critico discriminativo da ADA para di-
agnostico da tuberculose no derrame pleural é ainda obje-
to de estudo, o valor utilizado por diversos autores varia
entre 40 e 70 U/L (RIANTAWAN et al., 1999; ALVES et al.,
1994; OLIVEIRA, 1989; RODRIGUES et al.). No Brasil, os
trabalhos de OLIVEIRA et.al., 1989 permitiram-lhes propor
o valor discriminativo de 60U/L; o mesmo valor foi propos-
to por RIANTAWAN et.al.,, 1999 em estudo realizado na
Tailandia.

Como a coinfeccao HIV/TB é cada vez mais freqiiente e,
sendo a ADA um 1til marcador da tuberculose pulmonar,
este estudo retrospectivo tem por propésito avaliar o poten-
cial diagnéstico da ADA em pacientes sem e com HIV-in-
feccao.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados os prontudrios de 40 individuos atendi-
dos no Hospital Universitdrio de Santa Maria, no periodo
de janeiro de 2002 a janeiro de 2004, sendo deste total 23
homens e 17 mulheres, com idades que variaram de 18 a
82 anos. O critério utilizado para a selecao da amostra foi a
determinacdao simultanea dos niveis de ADA e sorologia
para HIV. Os individuos foram separados em quatro grupos
—grupo I: TB+ e HIV+; grupo II: TB+ e HIV-; grupo III: TB-
e HIV+ e grupo IV: TB- e HIV-. A determinacdo dos niveis
de ADA foi realizada como descrito por GIUSTT (1974), no
Laboratério de Bioquimica Clinica do Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicolégicas —- UFSM. A sorologia pa-
ra HIV, realizada através do método de enzima-imunoen-
saio, bem como testes citolégicos, provas bioquimicas e
culturais e pesquisa de BAAR utilizados no diagnostico da
TB pleural foram realizados no Laboratério Central de
Anélises Clinicas do HUSM.

A caracterizacdo dos individuos portadores de TB pleural
foi confirmada nos prontudrios dos pacientes através das
provas laboratoriais, presenca de granuloma pleural, ava-
liacdo clinica e em alguns pacientes o diagnéstico de TB foi
considerado provavel, devido a boa resposta a terapia an-
tituberculosa.

Metodologia para dosagem de ADA

A atividade de ADA pode ser determinada por varios mé-
todos, o método colorimétrico de GIUSTI, 1974 é o mais uti-
lizado. A simplicidade da técnica e seu baixo custo, permi-
tem facil implantacdo na rotina laboratorial.

A reacao fundamental é:

Adenosina + H20 inosina + amonia
A amoénia produzida € medida por técnica colorimétrica
através da reacao de Berthelot. A amoénia reage, em pre-
senca do catalisador nitrosilpentacianoferrato (III) de s6-
dio, com o hipoclorito e o fenol, em meio alcalino, para for-
mar indofenol intensamente colorido em azul. A concen-
tracdo de amonia é diretamente proporcional a absorban-
cia do indofenol em 650nm (620-650nm). A reacao catali-
sada pela ADA é interrompida no final do periodo de incu-
bacao (60min/37°C) por adicao de solucao de nitroprussia-
to fenol. O equipamento utilizado para a leitura da reacao
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é o espectrofotémetro , fotobmetro de linha-espectral ou fo-
tometro simples (com lampada de tungsténio e filtro)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacao da eficiéncia de teste diagnésticos alternativos
é comparada em referéncia ao melhor padrdo avalidvel,
chamado de "padrao ouro”. No caso de Tuberculose Pleu-
ral e outras formas de infeccao pelo M. tuberculosis, a cul-
tura e a bidépsia, consideradas padrao ouro, apresentam li-
mitacdes quanto a sensibilidade e ao tempo necessario pa-
ra determinar a etiologia do quadro (VILLEGAS et al.,
2000). A incidéncia de formas pulmonares e extra-pulmo-
nares de TB em paises desenvolvidos ou em desenvolvi-
mento, aumenta constantemente, em conseqiiéncia da epi-
demia da AIDS. (PITCHENIK, et al., 1984; SUNDERAM et
al., 1986). A necessidade de reconhecer precocemente as
causas do derrame pleural incentivam o uso de marcadores
bioquimicos como a ADA.

O valor diagnéstico da adenosina deaminase no fluido
pleural (ADA-FP) como marcador bioquimico da TB pleu-
ral foi avaliado, particularmente em relacdo a co-infeccao
com o HIV. O ponto de corte utilizado neste estudo foi de
(60U/L), similar a outros trabalhos que avaliaram os niveis
de ADA no diagnéstico diferencial de TB pleural (OLIVEI-
RA et al., 1991; RIANTAWAN et al., 1999).

Durante o periodo do estudo, um total de 40 prontudrios de
pacientes do HUSM com determinacdo simultdnea de
ADA e sorologia para HIV, foram investigados. De acordo
com os dados representados na Tabela I, dos 16 pacientes
com derrame pleural tuberculoso - Grupos I e Il (média de
idade 37,5 anos) 12 eram homens e 4 mulheres. A média
de idade dos individuos HIV+ - Grupos I e III, foi de 31,4
anos, (5 individuos do sexo masculino e 5 do sexo femini-
no), sendo portanto, menor que a média de idade dos in-
dividuos nao infectados pelo HIV (média de 52,9 anos).

Tabela | - Caracteristicas dos pacientes por grupo

Caracteristicas
e Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo V
N° de pacientes 6 10 4 20
Idade (média) 27,5 43,6 37,2 57,5
Razdo masc/fem 42 8/2 13 10/10
ADA-FP(UNL) 78,4 76,9 25 14,0

Os valores médios para a atividade da ADA-FP foram de-
terminados para cada grupo. O grupo de pacientes com TB
pleural apresentou os mais altos niveis de ADA, com valo-
res médios de 77,6U/L (E.P.=12,9). A atividade da ADA foi
significativamente maior nos individuos tuberculosos do
que nos pacientes com derrame pleural de outras etiolo-
gias, média 18,1U/L (E.P.=3,3), (p<0,05) (Fig. 01). Utilizan-
do 60U/L como ponto de corte, o qual foi mais apropriado
em nosso estudo, a sensibilidade do teste foi de 69,5%, es-
pecificidade de 91,6, valor preditivo positivo (VPP) de 89%,
valor preditivo negativo (VPN) 76% e eficiéncia do método
de 80%. GOTO et al., (2003) pesquisaram 40 artigos entre
1966 e 1999 sobre a performance da ADA-FP e observaram
que a sensibilidade e a especificidade estiveram entre 47,1
e 100% e 50 a 100% respectivamente, validando, portanto
os resultados apresentados em nosso estudo. GORGUNER
et al., (2000) determinou a atividade da ADA em 87 amos-
tras de liquido pleural, obtendo 91 e 89% de sensibilidade
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e especificidade, respectivamente no diagnéstico da Tu-
berculose. REECHAIPICHITKUL et al., (2001) em um estu-
do com 132 pacientes; GHELANI et al., (1999) em 81 paci-
entes e MARDANIAN et al., (2002), com 69 pacientes con-
cluiram que a determinacao dos niveis de ADA na efusao
pleural foi extremamente 1til como teste diagnéstico no
derrame pleural de origem tuberculosa.
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Figura 1 - Atividade da Adenosina Deaminase no fluido pleural (ADA-FP;
U/L) de individuos com derrame pleural de origem tuberculosa (TB+) e
nao tuberculosa (TB-). Todos os valores sao expressos como a média e
erro padrao. (*) demonstra diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05).

A atividade da ADA-FP nos individuos com derrame pleu-
ral de origem nao tuberculosa, nao difere estatisticamente
entre pacientes infectados e nao infectados pelo HIV. Toda-
via, esta atividade encontra-se significativamente aumen-
tada no derrame pleural tuberculoso, nao havendo tam-
bém diferenca significativa entre os individuos HIV+ e
HIV- (Fig 2). Estes dados corroboram com os trabalhos de
RIANTAWAN, 1999 em TB pleural e SATHAR, (1999), em
individuos com TB peritonial, os quais demonstraram nao
haver diferenca significativa na atividade da ADA entre in-
dividuos soro-positivos e soro-negativos. RICHTER et al.,
(1994), observou que em estudo realizado com 118 pacien-
tes com efusao pleural, a ADA demonstrou ser importante
marcador no diagnéstico de TB pleural, independentemen-
te da infeccdo pelo HIV. Portanto, o valor diagnéstico da
ADA na avaliacao das causas do derrame pleural nao é
prejudicado pela presenca da co-infeccao TB/HIV.
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Figura 2 - Atividade da Adenosina Deaminase no fluido pleural (ADA-FP;
U/L) de individuos com derrame pleural de origem tuberculosa (TB+) e
nao tuberculosa (TB-) relacionada com a presenca ou a auséncia de co-
infeccao pelo HIV. Todos os valores sao expressos como a média e erro
padrao. (*) demonstra diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

Poucos estudos relacionam o valor diagnéstico da ADA em
pacientes imunocomprometidos. Em um trabalho de HSU
et al., 1993, a sensibilidade da ADA-FP em 10 hospedeiros
imunocomprometidos, foi de apenas 40% utilizando ponto
de corte de 80U/L, demonstrando, desta forma, pouca uti-
lidade da ADA como teste auxiliar no diagnéstico da TB
em individuos infectados pelo HIV. Em contraste, nossos
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resultados produziram maior sensibilidade e especificida-
de, utilizando um ponto de corte de 60U/L.

A especificidade e sensibilidade da ADA dependem da
prevaléncia de tuberculose na populacao analisada (VAL-
DES et al., 1995). Por este motivo, e também pelo fato de
ainda nao haver um consenso sobre os valores de referén-
cia para os niveis de ADA, a validacdao do ponto de corte
deve ser realizada em cada centro de diagnéstico, levando
em consideracao outros parametros clinicos e laboratoriais.
Intmeros trabalhos confirmam a grande utilidade da ADA
como ferramenta auxiliar no diagnéstico de TB, mas pou-
cos sao os que relacionam o seu valor no caso de pacientes
infectados por HIV. Neste estudo constatamos que o nivel
médio de ADA encontrado no grupo de pacientes HIV po-
sitivo e HIV negativo nao foi diferente, apesar de o HIV de-
primir o sistema imune e a ADA ser sintetizada nos linféci-
tos T do derrame pleural. Portanto, o presente estudo pode
concluir que o valor discriminativo utilizado como referén-
cia na dosagem de ADA néao precisa ser modificado quan-
do o paciente for portador do HIV, pois esta condicao nao
demonstrou interferir significativamente. Também ¢é im-
portante lembrar que para obter o maximo de utilidade dos
métodos alternativos de diagnéstico, deve-se interpretar os
niveis de ADA juntamente com todo o contexto de exames
laboratoriais e caracteristicas clinicas dos pacientes.
Considerando que, no Brasil, a prevaléncia da tuberculose
pleural, é elevada, principalmente nos pacientes com SIDA
e que freqiientes dificuldades sao encontradas no estabe-
lecimento do diagnéstico diferencial desta enfermidade, a
determinacao da atividade da ADA demonstra ser um mé-
todo rapido e acurado na sugestao do diagnéstico de tuber-
culose pleural, constituindo um recurso diagnéstico de
grande valor. A simplicidade técnica da determinacao dos
niveis de ADA, assim como seu baixo custo, permite a im-
plantacao da mesma em laboratérios de grande e pequeno
porte, implementando, desta forma, o diagnéstico do der-
rame pleural tuberculoso.
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Micoses observadas em pacientes atendidos no
Hospital Universitario, Florianépolis, Santa Catarina*

Mycoses observed in patients assisted at the University Hospital, Florianépolis, Santa Catarina

Moema Pfeilsticker Pereira Coelho’, Beatriz Garcia Mendes?, Helén Zocche Sopranaz?, Ligia
Fonseca Viana Santos8, Berenice Pagani Nappi4, Jairo Ivo dos Santos4

/RESUMO - Neste trabalho foram avaliados aspectos epidemiolégicos das micoses que acometem pacientes que foram atendidos no\
Servi¢o de Dermatologia do Hospital Universitario de Florianépolis, e encaminhados para exame laboratorial, no periodo de agosto
de 2001 a novembro de 2002. As micoses mais freqiientemente observadas foram dermatofitoses (22,1% dos casos), candidiase
(19,0% dos casos) e Pitiriase versicolor (9,0% dos casos). Trichophyton rubrum, observado em 52,3% dos casos, foi o dermaté6fito mais
prevalente, seguido pelo Trichophyton mentagrophytes, diagnosticado em 31,8% dos casos. Tinea pedis e Tinea unguium foram as
formas clinicas mais freqiientes, com 38,6% e 35,2% dos casos, respectivamente. Pacientes do sexo masculino apresentaram fre-
qiiéncias de infeccao por T. rubrum significativamente maiores que aqueles do sexo feminino (p= 0,0002). Com relacao a candidia-
se, os pacientes do sexo feminino apresentaram uma freqiiéncia significativamente maior que pacientes do sexo masculino
(p=0,0048). Com relacao a Pitiriase versicolor verificou-se que esta micose foi mais freqliente em pacientes com idade inferior de 22
anos e do sexo masculino (p=0,0031). Estes resultados sugerem que existem caracteristicas epidemiolégicas peculiares a cada uma
das principais micoses de importancia na rotina dermatolégica.

\PALAVRAS-CHAVE - Micoses, dermatofitoses, candidiases, Pitiriase versicolor

-

SUMMARY - The objective of this work was to evaluate the epidemiological aspects of the mycoses that affect patients that were as-
sisted at the Dermatology Service of University Hospital of Florianépolis, from August 2001 to November 2002. The most frequent-
Iy mycoses observed were dermatophytoses (22,1% of the patients), candidiasis (19,0% of the patients) and Pityriasis versicolor (9,0%
of the patients). Trichophyton rubrum accounted for 52,3% of the dermatophyte infections while Trichophyton mentagrophytes was
diagnosed in 31,8% of the cases. The most frequent clinical forms observed were tinea pedis, in 38,6% of the cases, followed by ti-
nea unguium, in 35,2% of the cases. Male patients presented higher infections by T. rubrum than female patients (p = 0,0002). Re-
Iative to the candidiasis, female patients were more affected than the male patients (p=0,0048). Relative to the Pityriasis versicolor,
this mycosis was more frequently observed in male patients and those younger than 22 years (p=0,0031). These results suggest that

/

there are distinctive epidemiological characteristics among the main mycoses of importance in the dermatology routine.
\KEYWORDS - Mycoses, dermatophytoses, candidiases, Pityriasis versicolor

/

INTRODUGAO

s micoses apresentam grande interesse na pratica mé-

dica pela freqiiéncia com que acometem a populacéo,
assim como por simularem outras patologias, principal-
mente aquelas que afetam areas expostas do corpo como a
pele, dependendo, por isso, do laboratério para o seu diag-
néstico definitivo'.
As lesdes decorrentes das infeccoes fungicas manifestam-
se, do ponto de vista clinico, nas mais diferentes formas,
podendo ser classificadas de acordo com sua localiza¢ao no
organismo, em micoses superficiais e cutaneas, representa-
das principalmente pelas dermatofitoses e a Pitiriase versi-
color; as subcutaneas como, por exemplo, a esporotricose
e cromomicose, e profundas e sistémicas como a paracoc-
cidioidomicose e histoplasmose?. Além disso, também sao
observadas micoses cujos agentes etiolégicos sao essenci-
almente oportunistas como é o caso da candidiase e a crip-
tococose e de outras consideradas emergentes, devido a
pouca freqiiéncia com que seus agentes etiol6gicos sao en-
contrados na rotina micolégica*”.
Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar os aspectos epidemiolégicos dos diferentes tipos de
micoses, que acometeram os pacientes que utilizaram os

servicos do Hospital Universitario (HU) de Florianépolis,
no periodo de agosto de 2001 a novembro de 2002.

MATERIAL E METODOS

As amostras analisadas consistiram de espécimes clinicos
colhidos de 399 pacientes com suspeita de micose, que fo-
ram atendidos pelo Servico de Dermatologia do Hospital
Universitario (HU), da Universidade Federal de Santa Ca-
tarina, Florianépolis, Santa Catarina, no periodo de agosto
de 2001 a novembro de 2002. Estes pacientes foram enca-
minhados ao Laboratério de Micologia Clinica para os exa-
mes micolégicos.

O material biol6égico colhido foi clarificado e examinado ao
microscépio. Além disso, o material também foi semeado
em tubos com Agar Sabouraud dextrose, contendo cloran-
fenicol e cicloheximide, bem como em tubos sem inibido-
res. Os tubos foram incubados a 25°C, por pelo menos trés
semanas, com observacoes didrias a partir do terceiro dia
de semeadura. Sua identificacao foi feita com base nas ca-
racteristicas macromorfolégicas e micromorfolégicas das
colonias que cresceram nos meios de cultura'.

A significancia estatistica nas diferencas dos valores das
freqiiéncias encontradas foi avaliada pelo Teste exato de
Fisher.

Recebido em 21/01/2004
Aprovado em 26/01/2004
*Trabalho desenvolvido no Laboratério de Micologia Clinica, Departamento de Andlises Clinicas, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, SC
'Farmacéutica-bioquimica, ?Graduandas em Farmacia, *Técnica de Laboratério, 4Professores de Micologia Clinica, Departamento de Andlises Clinicas, Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC
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RESULTADOS

Constatou-se que dos pacientes avaliados, 199 (49,9%)
apresentaram resultado positivo para o exame micolégico
direto e/ou cultura, enquanto 200 (50,1%) tiveram resulta-
do negativo. Com relacao as suas caracteristicas demogra-
ficas, observou-se uma freqiiéncia maior de pacientes do
sexo feminino com faixa etaria de 22 a 59 anos. Entretanto,
os casos de micoses distribuiram-se de maneira similar nos
dois sexos e em todas as faixas etarias (Tabela I). As mico-
ses mais frequentemente diagnosticadas foram as derma-
tofitoses (22,1%), candidiase (19,0%) e Pitiriase versicolor
(9,0%). Também foram diagnosticados um caso de onico-
micose causado por Scytalidium dimidiatum, um caso de
cromomicose, causado por Fonsecaea pedrosoi, e um caso
de tinha negra, causado por Exophiala werneckii. Em vari-
os pacientes foi observado mais de um tipo de micose.

Tabela |
Freqiiéncia das micoses de acordo com sexo e
idade dos pacientes.

Total Com diagndstico de micose
Sexo
Feminino 259 127 (49,0%)
Masculino 140 72 (51,4%)
Idade’
0-21 anos 55 27 (49,1%)
22-59 anos 275 139 (50,5%)
> 59 anos 43 23 (53,5%)

* 26 pacientes sem idade conhecida.

Em relacao as dermatofitoses, as espécies mais freqiiente-
mente isoladas foram Trichophyton rubrum com 52,3% dos
diagnésticos e Trichophyton mentagrophytes com 31,8%
de freqiiéncia (Tabela II). No restante dos casos, os agentes
etiolégicos observados foram Trichophyton violaceum
(4,5%), Epidermophyton floccosum (4,5%), Trichophyton
tonsurans (2,3%), Microsporum canis (2,3%) e Microspo-
rum gypseum (2,3%). Por outro lado, as formas clinicas
mais freqlientes foram tinea pedis em 38,6% dos casos e ti-
nea unguium em 35,2% (Tabela II). Casos de tinea capitis
(8,0%), tinea corporis (8,0%), tinea manum (6,8%), tinea
cruris (2,3%) e tinea faciei (1,1%) também foram observa-
dos.

Tabela Il
Distribuicao percentual das formas clinicas dos
casos de dermatofitoses, de acordo
com a espécie de dermatdfito.

Formas Clinicas (n= 88)
Espécies Tinea Tinea Tinea Tinea Tinea Tinea Tinea
dedermatéfitos pedis  unguium manuum capitis  cruris faciei  corporis| Total
T. rubrum 15 21 05 - 01 - 04 |46 (523%)
T. mentagrophyt 16 09 - - 01 - 02 28 (31,8%)
T. tonsurans - 01 - 01 - - - 02 (2,3%)
T. violaceum - - - 04 - - - 04 (4,5%)
E. floccosum 03 - - - - - 01 04 (4,5%)
M. gypseum - - 01 - - 01 - 02 (2,3%)
M. canis - - - 02 - - - 02(2,3%)
Total 34 (38,6%) 31(352%) 06(6,8%) 07(8,0%) 02(2,3%) 01(1,1%) 07 (8,0%)| 88 (100%)
28

Quando se analisou o perfil demografico dos pacientes
acometidos de dermatofitoses constatou-se que pacientes
do sexo masculino apresentaram freqiiéncias de infeccao
por T. rubrum significativamente maiores que aqueles do
sexo feminino (p= 0,0002), conforme é mostrado na Tabela
III. J& com relagdo ao T. mentagrophytes, a diferenca ob-
servada nas freqiiéncias entre os dois sexos nao foi estatis-
ticamente significante.

Tabela Il
Frequiéncia das infeccoes por T. rubrum e T. menta-
grophytes de acordo com o sexo e a faixa etaria
dos pacientes.

Total de pacientes T. rubrum T. mentagrophytes
examinados
Sexo

Feminino 259 18 (6,9%) 22 (8,5%)
Masculino 140 28 (20,0%) 06 (4,3%)

Faixa etaria (anos)*
0-21 55 02 (3,6%) 02 (3,6%)
22a59 275 36 (13,1%) 21 (7,6%)
>59 43 05 (11,6%) 02 (4,6%)

* 26 pacientes sem idade conhecida.

Com relacéao a infecgcao por Candida sp. o sitio anatémico
mais afetado foi o tecido ungueal (94,7 % dos casos). Os pa-
cientes do sexo feminino apresentaram uma freqiiéncia de
23,2%, o que foi significativamente maior (p=0,0048) do
que aquela observada para pacientes do sexo masculino
(11,4%), conforme é mostrado na tabela IV. Com relacéo a
faixa etdria, os pacientes com idade acima de 59 anos apre-
sentaram freqiiéncia de 32,6%, que foi superior a encon-
trada para a faixa de 22-59 anos (21,8%) e inferior para a
faixa abaixo de 22 anos (3,6%).

Quando se analisou o perfil de pacientes acometidos por
Pitiriase versicolor (Malassezia sp.) verificou-se que esta
foi mais freqiiente no sexo masculino (15,0%) do que no se-
xo feminino (5,8%; p=0,0031), de acordo com a Tabela IV.
Nessa micose, a faixa etdria mais afetada foi aquela cons-
tituida por pacientes com idade inferior a 22 anos (18,2%),
enquanto que para as faixas de 22-59 anos e superior a 59
anos as freqliéncias foram menores, sendo respectivamen-
te 8,7% e 4,6%. Os locais anatomicos mais afetados foram
o térax e face (63,9%).

Tabela IV
Freqiiéncia de candidiase e Pitiriase versicolor, de
acordo com o sexo e a faixa etaria dos pacientes, e
local anatomico mais afetado.

Candidiase (n=76) Pitiriase versicolor (n= 36)
Sexo
Feminino (n= 259) 60 (23,2%) 15 (5,8%)
Masculino (n= 140) 16 (11,4%) 21 (15,0%)
Faixa etaria (anos)*
0-21 (n= 55) 02 (3,6%) 10 (18,2%)
22 a 59 (n=275) 60 (21,8%) 24 (8,7%)
>59 (n=43) 14 (32,6%) 02 (4,6%)
Local anatémico mais afetado Unhas (94,7%) Tronco e face (63,9%)

* 26 pacientes sem idade conhecida.
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DISCUSSAO

Sendo uma das finalidades do presente trabalho estabele-
cer a prevaléncia de micoses nos pacientes atendidos pelo
servico de dermatologia do Hospital Universitario, fez-se a
pesquisa de fungos em material de todos os pacientes em
que havia suspeita clinica de micose. Em metade destes
nao foi possivel evidenciar infeccdo fingica como causa
etiolégica das lesodes. Isso indica que afeccdes presentes
em muitas dermatoses de etiologias diferentes podem
apresentar lesoes semelhantes aquelas observadas em ca-
sos de infeccdes fungicas verdadeiras. Entretanto, nao se
pode descartar a possibilidade de que alguns dos pacien-
tes com resultado negativo para fungos tenham utilizado
previamente medicamentos antifingicos sem prescricao
médica, o que poderia ter induzido resultados laboratoriais
falso-negativos.

Neste estudo, foi possivel caracterizar as espécies de der-
matéfitos em nosso meio, observando que o T. rubrum foi a
espécie mais prevalente, e que as formas clinicas mais fre-
quentes foram a tinea pedis e tinea unguium. Esse resulta-
do é, de maneira geral, consistente com aqueles observa-
dos por diversos autores, em Florian6polis e outras regides
do Brasil®®. Por outro lado, a freqliéncia maior de infeccao
por dermatofito em pacientes do sexo masculino confirmou
resultados encontrados em grupos semelhantes de pacien-
tes em trabalho realizado hé alguns anos8. Entretanto, nao
foi possivel, até este momento, determinar a causa desta
diferenca de prevaléncias entre os dois sexos.

Entre os casos diagnosticados de tinea capitis, destaca-se
aqueles causados por T. violaceum. Este dermatéfito, que
era isolado em Sao Paulo com muita freqtiéncia na década
de 194010, principalmente em casos de tinea capitis, além
de sitios anatomicos, teve a sua incidéncia diminuida no
decorrer das décadas seguintes, estando hoje restrito as re-
gides litoraneas do Sul do Brasil, principalmente Santa Ca-
tarina e Rio Grande do Sul®*"".

No que se refere a infeccao por Candida sp, os pacientes
mais acometidos eram constituidos por pessoas adultas do
sexo feminino e com localizacao das lesdes predominante-
mente nas unhas. A alta freqiiéncia de localiza¢do ungueal
observada para a infeccao por Candida neste estudo é ex-
plicada pelo fato de que estes pacientes eram provenientes
do Servico de Dermatologia do Hospital Universitario. Mu-
itos deles referiram o fato de realizarem tarefas domésticas
que demandavam um contato prolongado com dgua, en-
quanto que outros relatavam que sofriam de doencas en-
docrinas como diabetes mellitus, que propiciavam uma
susceptibilidade maior dos mesmos a infeccao por Candi-
da, como ja relatado por diversos autores '**7.

Em relacao a Pitiriase versicolor, foi possivel observar que
a maioria dos casos ocorreu em pessoas do sexo masculino
com menos de 21 anos. E conhecido o fato de que a maio-
ria dos casos desta micose em adolescentes e adultos jo-
vens é decorrente de alteragdes hormonais e aumento de
secrecao sebacea que ocorrem neste periodo da vida, pro-
piciando uma maior susceptibilidade a infeccao por Malas-
sezia sp.*®". Também é de conhecimento geral que ela tem
distribuicao cosmopolita, ocorrendo, entretanto, com maior
freqliéncia em regides tropicais e subtropicais'®?'. As re-
gides do corpo mais afetadas incluem térax, abdomen, dor-
so e membros superiores'. No presente estudo, os pacien-
tes do sexo masculino apresentaram maior prevaléncia de
Pitiriase versicolor do que os pacientes do sexo feminino. A
esse respeito, ndo hd um consenso na literatura sobre a
prevaléncia desta micose nos dois sexos, tendo em vista
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que alguns autores relataram uma maior ocorréncia no se-
xo feminino'**, enquanto que outros observaram maior in-
cidéncia no sexo masculino® e ainda ha os que consideram
distribuicao similar entre os dois sexos'.

Com relacao a outras micoses observadas, chamou atencao
o fato de ter sido diagnosticado um caso de onicomicose
por Scytalidium dimidiatum. Infec¢oes por este fungo ge-
ralmente tém localizacdo cutanea e assemelham-se morfo-
logicamente aos dermatéfitos, sendo relatados com baixa
freqiiéncia no Brasil, provavelmente pelo fato de serem
sensiveis aos inibidores, como cicloheximide presentes nos
meios usuais de cultivo, o que dificulta o seu crescimento®
25

Em conclusao, estes resultados permitem concluir que den-
tre as principais micoses observadas na rotina dermatolégi-
ca do Hospital Universitdrio (dermatofitose, candidiase e
Pitiriase versicolor) existem caracteristicas epidemiolégi-
cas particulares que podem ou néo estar relacionadas a re-
gido geogréfica estudada e cuja freqiiéncia pode estar re-
lacionada a varidveis como o sexo e faixa etdria dos paci-
entes.

REFERENCIAS

-

. Sidrim, J.J.; Moreira, J.L.B. Fundamentos clinicos e laboratoriais da micolo-
gia médica. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan, 287p, 1999.

2. Rippon, J.W. Medical Mycology — The pathogenic fungi and the pathogenic
actinomycetes. Philadelphia: WB Saunders, 797p, 1988.

3. Wanke, B.; Lazéra, M.S.; Nucci, M. Fungal infections in the immunocompro-
mised host. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 95(suppl 1): 153-158, 2000.

4. Walsh, T.J.; Groll, A.H. Emerging fungal pathogens: evolving challenges to im-
munocompromised patients for the twenty-first century. Transpl. Infect. Dis.,
1:247-261, 1999.

5. Fleming, R.V.; Walsh, T.J.; Anaissie, E.J. Emerging and less common fungal
pathogens. Infect. Dis. Clin. North Am., 16:915-933, 2002.

6. Reis, C.M.S.; Gaspar, A.PA.; Gaspar, N.K.; Leite, R.M.S. Estudo da flora der-
matofitica na populagdo do Distrito Federal. An. Bras. Dermatol., 67:103-
111, 1992.

7. Lopes, J.O.; Alves, S.M.; Benevenga, J.P. Dermatofitoses humanas no interi-
or do Rio Grande do Sul no periodo de 1988-1992. Rev. Inst. Med.Trop. Sédo
Paulo, 36:115-9, 1994.

8. Dos Santos, J.l.; Negri, C.M.; Wagner, D.C.; Philipi, R.; Nappi, B.P; Coelho,
M.P. Some aspects of dermatophytoses seen at University Hospital in Flori-
anoépolis, Santa Catarina, Brazil. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo, 39:137-40,
1997.

9. Mezzari, A. Frequency of dermatophytes in the metropolitan area of Porto
Alegre, RS, Brazil. Rev. Inst. Med. Trop. S&o Paulo, 40:71-76, 1998.

10. Rosseti, N. Um novo problema sanitario em Sao Paulo. Primeiros resulta-
dos de um inquérito sobre tinhas. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 1:217-303, 1941.

11. Bassanessi, M.C.; Conci, L.M.; Amaral, A.A.; Severo, L.C. Microepidemias
de Trichophyton tonsurans e Trichophyton violaceum em Imbé e Tramandai,

RS. Rev. AMRIGS, 32:155-157, 1988.

12. Lopes, J.O.; Matte, S.W.; Werlang, J.; Silva, C.; Eidt, M. Tinha por Trichophy-
ton violaceum no Rio Grande do Sul. Rev. AMRIGS, 38:224-225, 1994.

13. Lopes, J.O.; Alves, S.H.; Mari, C.R.D.; Oliveira, L.T.O.; Brum, L.M.; Westa-
phalen, J.B.; Furlan, FW.; Altermann, M.J. A ten year-survey of onychomy-
cosis in the central region of the Rio Grande do Sul, Brazil. Rev. Inst. Med.
Trop. Séo Paulo, 41:147-149, 1999.

14. Gupta, A.K.; Jain, H.C.; Lynde, C.W.; Watteel, G.N.; Summerbell, R.C. Pre-
valence and epidemiology of unsuspected onychomycosis in patients visi-
ting dermatologists’ offices in Ontario, Canada — a multicenter survey of
2001 patients. Int. J. Dermatol., 36:783-787, 1997.

15. André, J.; Achten, G. Onychomycosis. Int. J. Dermatol., 26:481-490, 1987.

16. Sehgal, V.N.; Jain, S. Onychomycosis: Clinical perspective. Int. J. Dermatol.,
39:241-249, 2000.

17. Dogra, S.; Kumar, B.; Bhansali, A.; Chakrabarty, A. Epidemiology of ony-

29



chomycosis in patients with diabetes mellitus in India. Int.J. Dermatol.,

41:647-651, 2002.

18. Sunenshine, P.J.; Schwartz, R.A.; Janniger, C.K. Tinea versicolor. Int. J. Der-

matol., 37:648-655, 1998.

19. Belém, L.F; Lima, E.O.; Andrade, D.A.; Vasconcelos-Filho, PA.; Guerra,
M.F.L.; Carvalho, M.F.F.P; Vargas, V.E.S. Estudo epidemioldgico da pitiriase
versicolor no estado da Paraiba, Brasil. Rev. Bras. Anal. Clin., 33:63-67,

2001.

20. Furtado, M.S.S.; Cortéz, A.C.A; Ferreira, J.A. Pitiriase versicolor em Ma-

naus, Amazonas-Brasil. An. Bras. Dermatol., 72:349-351, 1997.
2

—

therapeutic aspects. J. Acad. Dermatol., 25:300-305, 1991.
283. Hay, R.J. Scytalidium infections. Curr. Opin. Infect.Dis., 15:99-100, 2002.

24. Costa, E.F.; Wanke, B.; Monteiro, P.C.; Porto, E.; Wanke, N.C.; Lacaz, C.S.

Cutaneous phaeohyphomycosis caused by Scytalidium lignicola. Report of
the first three cases in Brazil. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 84:135-136, 1989.

25. Lacaz, C.S.; Pereira; A.D.; Heins-Vaccari, E.M.; Cucé, L.C.; Benatti, C.; Nu-

nes, R.S.; Melo, N.T.; Freitas-Leite, R.S.; Hernandez-Arriagada, G.L. Ony-
chomycosis caused by Scytalidium dimidiatum. Report of two cases. Revi-
ew of the taxonomy of the synanamorph and anamorph forms of this coe-
lomycete. Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo, 41:319-323, 1999.

. Martins, E.L.; Gongalves, C.A.; Mellone, F.F;; Paves, L.; Tcherniakovsky, M.
Montes, M.; Neto, M.; Pires, S. R.; Zequi, S.C.; Lacaz, C.S. Prospective
study of pityriasis versicolor incidence in a population of the city of Santo
Andre (state of Sao Paulo). Med. Cutan. Ibero. Lat. Am., 17:287-291, 1989.

22. Borelli D.; Jacobs, P.H.; Nall, L. Tinea versicolor: epidemiologic, clinical, and

Enderego para correspondéncia:

Prof. Jairo Ivo dos Santos,

Departamento de Andlises Clinicas - Centro de Ciéncias da Saude
Universidade Federal de Santa Catarina - Campus Universitario - Florianépolis
Santa Catarina - SC

CEP: 88040-970

E-mail: jairosantos@ccs.ufsc.br

Tel: (Oxx48) 331-9712

/ Titulo de Especialista em Analises Clinicas

0 que é e como obté-lo?

0 TEAC —Titulo de Especialista em Analises Clinicas, & um documento outor-
gado pela SBAC — Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas, no qual somen-
te os profissionais que exercem as Andlises Clinicas, e que sejam legalmen-
te habilitados para assumirem a responsabilidade técnica por Laboratorios
Clinicos, de acordo com a legislacao federal vigente no pais, & que podem
prestar o Concurso para obter o Certificado do Titulo de Especialista em Ana-
lises Clinicas.

Para se inscrever no concurso do TEAC, os candidatos deveréo solicitar o re-
gulamento e ficha de inscricdo a SBAC Nacional ou nas Regionais/Delegaci-
as, por fax, telefone, e-mail, carta ou pessoalmente.

Condicoes para inscri¢do no Concurso do TEAC:

1. Os candidatos habilitados a prestarem o Concurso sao: Farmacéutico-bi-
oquimico, Médico e Biomédico.

2. Ser sdcio da SBAC efetivo e estar em dia com os seus deveres estatudri-
0S.

3. Preencher ficha de inscricdo, colocando quais as matérias de peso 03 e
02.

3.1 0 candidato obrigatoriamente tera que escolher as matérias de peso 03
e 02, a peso 03 devera ser a matéria de maior conhecimento do candidato,
e peso 02 a Segunda matéria de maior conhecimento do candidato, as ou-
tras matérias contardo como peso 01.

4. Pagar taxa de inscrigdo do concurso.

5. Para os inscritos no Congresso Brasileiro de Analises Clinicas, havera des-
conto de 50% na taxa de inscricéo do Concurso do TEAC.

6. Apds estes procedimentos, o candidato tem direito de receber o Programa
do Concurso (impresso ou em disquete).

As Disciplinas:

1 - De acordo com o Programa o Candidato é avaliado pela Banca Examina-
dora do Concurso, no qual tera que ser aprovado nas seguintes Especialida-
des das Andlises Clinicas:

- Bioquimica Clinica;

- Hematologia Clinica;

- Imunologia Clinica;

- Microbiologia Clinica;

- Parasitologia Clinica.

2 — 0 contetdo programatico do Controle da Qualidade e da Seguranca, é
aplicado a essas disciplinas.

3 — Excepcionalmente o candidato também podera ter como opgéo a maté-
ria de Citologia Esfoliativa, sendo obrigatoriamente a primeira opcéo. Neste
caso, o candidato também tera que se inscrever no Concurso para obtencao
do TECC - Titulo de Especialista em Citologia Clinica, pela SBCC — Socieda-
de Brasileira de Citologia Clinica, sendo aprovado recebera o certificado pe-

la SBCC,

4 —Tendo sido aprovado no Concurso para obtenc&o do TECC, e no Concur-
S0 para obtencao do TEAC, o Certificado do Titulo de Especialista em Anali-
ses Clinicas, tera o apostilamento em Citologia Esfoliativa no verso do Certi-

\\fl\cado.

~

5 — N&o tendo sido aprovado no Concurso para obtencéo do TECC, e sena
aprovado no Concurso do TEAC, o candidato tera o Certificado do Titulo de
Especialista em Andlises Clinicas, sem o apostilamento em Citologia Esfolia-
tiva.

6 — Os portadores do Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, que se sub-
meterem a prova para obtengéo do TECC, pela SBCC e forem aprovados,
terdo seus Titulos apostilados no verso a especialidade de Citologia Esfoliati-
va.

As Provas:

0 Concurso do TEAC é composto das Provas Escritas, Praticas de Conheci-
mento (dissertativa, Oral e Slide) e de Titulos (exercicio profissional e atuali-
zagéo de conhecimentos).

Obs: a avaliagdo em Citologia pela SBCC, sera Prova Escrita, Pratica e Ava-
liag&o curricular.

Avaliagdo da Prova de Titulos a Outorga do TEAC:

0Os Candidatos aprovados, terdo que enviar num prazo maximo de 2 anos
(de acordo com o Regulamento do TEAC), Curriculum Vitae e copia de docu-
mentag&o comprobatdria de exercicio profissional e atualizagéo de conheci-
mentos.

Validade do TEAC:

0 TEAC é um documento que tem validade de 05 (cinco) anos, de acordo
com o seu Regulamento. Sendo assim, apds 5 (cinco) anos da data de ou-
torga ou da data da dltima renovagéo do Titulo de Especialista o profissional
tera que comprovar que continua exercendo a profissdo e que se atualizou
nos ultimos cinco anos, enviando os documentos que somem 2.000 pontos
de acordo com o Capitulo lll — Da Avaliagéo, Artigo 8°, do Regulamento do TE-
AC.

0 Portador do TEAC que, na renovagdo ndo atingir o valor de pontos deter-
minado no Regulamento, podera submeter-se as Provas de Conhecimentos,
que serdo avaliadas, de acordo com o item 1 do Artigo 8°.

Préximo Concurso do TEAGC e TECC:

0Os préximos Concurso para Outorga do Titulo de Especialista em Andlises Cli-
nicas e Concurso para outorga do Titulo de Especialista em Citologia Clinica
sera realizado durante 0 32° Congresso Brasileiro de Analises Clinicas e 5°
Congresso Brasileiro de Citologia Clinica, nos dias 22 e 26 de maio de 2005,
em Goiania — GO.

Para os inscritos no 32° congresso Brasileiro de Andlises Clinicas e 5° con-
gresso Brasileiro de Citologia Clinica, havera um desconto de 50% nas ins-
crigoes.

Caso ainda ndo esteja inscrito no congresso, o interessado devera faze-lo até
30 dias antes do inicio do evento.

Informacdes gerais:
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas — SBAC
Tel/fax (0xx21) 2264-4449 e 2204-0245 ou e-mail: teac@shac.org.br

Sociedade Brasileira de Citologia Clinica - SBCC
Tel/fax (0xx62) 229-0468 e 223-5661 ou e-mail: shacgo@terra.com.br

/

30

RBAC, vol. 37(1): 27-30, 2005



Perfil agregante em cardiacos em uso do acido
acetil salicilico*

Aggregant profile in cardiac patients using acetyl-salicylic acid.

Patricia Sigilld Mazzoni Bernardi’, Haroldo Wilson Moreira?

RESUMO - As plaquetas atuam na hemostasia, processo esse responsavel pelo controle da perda sangiiinea em um vaso lesado. O
acido acetil salicilico, um antiagregante plaquetario, tem sido avaliado em cardiacos, quanto a essa atuacao, ha mais de trinta anos.
Os objetivos do presente projeto foram verificar a agregacao plaquetéria em pacientes cardiacos e hipertensos em uso do acido ace-
til salicilico (AAS), nas concentracoes de 100 mg/dia e 200 mg/dia, frente a agentes agonistas adenosina difosfato, dcido aracdoéni-
co e adrenalina em diferentes concentracgoes; realizar os mesmos estudos em um grupo considerado normal de doadores de sangue.
O grupo analisado foi constituido por 41 pacientes cardiacos e por 40 doadores de sangue, considerado grupo controle. Os resulta-
dos evidenciaram que a realizacao de uma padronizagao com pool de plasmas frescos de doadores de sangue mostrou ser valida e
aplicavel para a agregacao plaquetdria. Ao estabelecermos nossos valores de referéncia para a agregacao plaquetaria frente a dife-
rentes agentes agregantes, diferentes concentracoes e frente a auséncia de agente agregante, foi possivel evidenciar que a maioria
dos pacientes em estudo em ambas as concentracoes de AAS, demonstraram perfil hipoagregante e os pacientes que excepcional-
mente ndo responderam do mesmo modo, muito provavelmente deve-se a variaveis pessoais.

PALAVRAS-CHAVE - Perfil agregante, acido acetil salicilico, cardiacos.

-

SUMMARY - The blood platelets act on the hemostasis, whose process is responsible for the control of the blood loss in a damage
vessel. The acetyl-salicylic acid is an platelet antiaggregate and it is considered an antithrombotic medicine it was evalueted more
than thrirty years ago about this actuation. The purpose of the present project were verify the platelet aggregation about cardiac and
hypertense patients that were using acetyl-salicylic acid (AAS) in concentration about 100 mg per day and 200 mg per day in advan-
ce the agonistic agents adenosine diphosphate, epinephrine and arachidonic acid in different concentrations; to realize the same
study in a considered normal group of blood donors. The analized group was formed by 41 cardiac patients and by 40 blood donors.
The results showed that the realized standard with pool of fresh plasma from blood donors showed to be valid and applicable for pla-
telet aggregation. When we established our reference values for the platelet aggregation, we have different concentration and with
the ausence of the aggregate agent, it was possible to put in evidence that most of the patients under studyng in both concentrati-
on of AAS showed a profile hipoaggregate and the patients whose answer was not satisfied in the same way, probably this is due to

a personal variations.

-

KEYWORDS - Profile aggregant, acetyl-salicylic acid, cardiacs.
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INTRODUGAO

A;lspirina, potente droga antitrombédtica, tem sido utili-
ada ha mais de 30 anos na clinica médica em pacien-
tes cardiacos, sendo que um controle laboratorial do efeito
antiagregante desse medicamento nem sempre tem sido
realizado de forma efetiva’. De forma geral, com excecao
de grandes centros, os exames laboratoriais utilizados na
avaliacao desses pacientes tem se concentrado em algu-
mas provas da fase da coagulacao e da fase da hemostasia
primaria®.

O papel das plaquetas foi inicialmente mais claramente as-
sociado com trombose do que com a hemostasia. Durante
os anos 60, o interesse de muitos pesquisadores foi motiva-
do pelo estudo da interacao das plaquetas com o processo
da coagulacdo sangiiinea, envolvendo a interacao dessas
células com a parede vascular lesada denominada adesao
plaquetaria®”*.

O processo de adesdao plaquetaria é seguido da agregacao
plaquetaria com a conseqiiente ativacdo posterior do me-

canismo da coagulacdo. A fase de agregacao plaquetaria
envolve fibrinogénio e cédlcio, sendo que o fibrinogénio li-
ga-se a um receptor especifico de membrana, a GP IIb/II-
la, permitindo que as plaquetas continuem ligadas entre si,
sendo esta facilitada pelo calcio plasmatico e intraplaque-
tario® 2,

A amplificacdo e propagacdo continua da agregacao pla-
quetdria é ativada pela formacao do trombo plaquetdrio,
expulsdo de ADP e de outras substancias ativas das orga-
nelas plaquetdrias. Antes ou ao mesmo tempo que a reacao
de liberacao, tem-se uma primeira alteracao estrutural
bem definida nas plaquetas ativadas, representada por
uma transformacao do formato discéide das plaquetas pa-
ra esferas espinhosas com protusdes ou filépodes, sendo
esta considerada a primeira e reconhecida mudanca no for-
mato plaquetdrio. Isso ocorre devido a ativacdo do sistema
contratil da plaqueta, sendo que, alguns pesquisadores a
consideram uma etapa distinta na funcao plaquetéaria. Ex-
perimentos in vitro e sob condicdes controladas evidencia-
ram que a mudanca no formato da plaqueta, bem como a
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fase inicial da agregacao, precede a reacao de liberacao
dos conteidos granulares, embora a seqiiéncia exata dos
eventos in vivo, ainda nao tenha sido elucidada. A isso, se-
gue-se a ativacao ou disponibilidade do fator 3 plaquetario
(PF-3) e outras substancias pr6-coagulantes, com o inicio
da hemostasia secundéaria da coagulacdo, levando a conso-
lidacao da rolha plaquetaria pela estabilidade da fibrina,
com subseqiiente retracao do coagulo®® %,

A agregacao plaquetdria é um teste que avalia a funcao
das plaquetas pela exploracao de diferentes vias de ati-
vacao plaquetéaria in vitro, podendo ser realizada em um
agregometro de plaquetas. Esse aparelho mensura uma
combinacao de absorcao e dispersao de luz, podendo rea-
lizar leituras nefelométricas ou fotométricas. O mesmo re-
gistra alteracoes na transmissao da luz, pois ao adicionar
agentes agonistas, tem-se um decréscimo dessa devido a
mudanca na forma das plaquetas, que passam de discéides
a esféricas, sendo que a agregacdo plaquetdria continua
permite com que o meio fique mais claro, possibilitando as-
sim uma maior transmissao da luz** %1421,

A verificacao laboratorial da agregacao plaquetdria permi-
te mensurar parametros temporais, semi-quantitativos e
qualitativos da funcao das plaquetas frente a varios agen-
tes agregantes como adenosina difosfato (ADP), colageno,
adrenalina (ADR), trombina e acido aracdénico (AA), po-
dendo ser quantificada no plasma rico em plaquetas (PRP)
ou no sangue total. Comparativamente aos outros testes
que avaliam a hemostasia primadria, essa técnica parece re-
presentar o melhor auxilio diagnoéstico laboratorial na veri-
ficacdo dos disturbios qualitativos adquiridos ou congéni-
tos das plaquetas®.

O objetivo do trabalho foi avaliar o perfil agregante de in-
dividuos cardiacos em uso do AAS comparados a um gru-
po controle de doadores de sangue utilizado como referén-
cia para nossos valores da agregometria em porcentagem,
frente a diferentes agentes agregantes.

MATERIAL E METODOS

Os grupos analisados foram constituidos por 41 pacientes
cardiacos e por 40 doadores de sangue considerados como
nosso grupo controle. Dos pacientes cardiacos, 33 faziam
uso regular do AAS na concentracao de 200 mg/dia e 8 pa-
cientes na concentracao de 100 mg/dia, sendo todos consi-
derados hipertensos. Do primeiro grupo, 12 eram do sexo
masculino e 21 do sexo feminino, com faixa etdria varian-
do dos 46 aos 88 anos. Do segundo grupo, 7 eram do sexo
feminino e 1 do masculino, com faixa etaria variando dos
57 aos 84 anos. Entre os doadores de sangue a faixa etaria
variava dos 18 aos 49 anos, sendo 10 do sexo feminino e 30
do sexo masculino.

Para a realizacao da agregacao plaquetaria foram coleta-
dos 18 mL de sangue total por puncao venosa, sendo este
coletado em seringas plasticas de 20 mL e transferidos pa-
ra 4 tubos de 4,5 mL siliconizados a vacuo com anticoagu-
lante citrato de sédio tamponado a 0,109 M.

A agregacao plaquetadria foi verificada em agregometro da
marca NET LAB 2020 duplo canal, estandartizado na tem-
peratura de 37°C, frente a agentes agonistas: adenosina di-
fosfato (ADP), acido aracddnico (AA) da marca Helena La-
boratories e adrenalina (ADR) obtida no comércio farma-
céutico e realizada dentro das quatro horas ap6s a coleta
do sangue, sendo primeiramente obtido o plasma rico em
plaquetas (PRP) a 40 g durante 10 minutos e depois o plas-
ma pobre em plaquetas (PPP) a 750 g durante 15 minutos
em centrifuga de 8,5 cm de raio. O PRP foi transferido com
cuidado sem encostar a ponteira na parede do tubo e em
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seguida realizada a contagem de plaquetas. As plaquetas
do PRP foram corrigidas para 250.000/mm3. Apés a cor-
recao foi realizada a verificacao da agregacao frente aos
agentes agonistas em diferentes concentracoes: ADP 1 nM
e 3 pM; AA 0,5 mM; ADR 0,05 mg/mL, ADR 0,025 mg/mL
e ADR 0,010 mg/mL. Os resultados foram obtidos em por-
centagem dentro de um tempo padronizado de cinco minu-
tos'.

A padronizacdao da agregacdo plaquetaria foi realizada
com a utilizacao de quatro pools diferentes constituido ca-
da um de plasma de 10 doadores de sangue, sendo realiza-
da em agregometro estandartizado em fornecer curva den-
tro dos cinco primeiros minutos de agregacao, sendo estes
centrifugados o mais rdpido possivel para a obtencao do
PRP, a 40g durante 10 minutos.

Os resultados obtidos para os grupo estudo e controle fo-
ram comparados através do teste t-Student, considerando-
se os dados da média e do desvio padrao para cada grupo.
Considerou-se estatisticamente significativo quando obti-
do um p > 0,05".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A padronizacdo da agregacdo plaquetdria estava na de-
pendéncia do encontro de tracados correspondentes a on-
das de agregacao e da necessidade de estipular valores de
referéncia para nosso equipamento e para nossas con-
dicoes laboratoriais e o resultado da agregacao final em
porcentagem no tempo de 5 minutos estipulados pelo apa-
relho.

Numerosos produtos podem ser avaliados como promoto-
res da agregacao plaquetdria in vitro, podendo-se destacar
o ADP, a ADR e 0 AA®,

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram es-
tipular, para o nosso estudo, valores da média e do desvio
padréao e com esses, caracterizarmos os valores de referén-
cia validos para o nosso aparelho e nossas condi¢coes meto-
dolégicas, sendo nossa opcao, considerarmos a média com
uma variacao equivalente a duas vezes o desvio padrao da
média (tabela 1), o que estatisticamente representa 95% da
populacao. Todavia esses resultados, algumas vezes, sur-
preendem por fornecerem resultados muito elevados, como
€ o caso do maximo valor de referéncia para a adrenalina
na concentracao 0,05 mg/mL e para o acido aracdo6nico nas
concentracoes 1,5 mM e 1,0 mM.

TABELA | - Média, desvio padrao da média e variagdes consi-
deradas como referéncia dos valores da agregometria em por-
centagem frente aos diferentes agentes agregantes utilizados

Agente Agregante Média Desvio Padrao Variagao
(concentracao) X DP X+2DP
Espontanea 3,75 1,26 1,23-6,27
(sem agente agregante)
Adenosina 65,00 8,83 47,34 -82,66
Difosfato (1 pM)
Adenosina 7850 5,57 67,36 89,64
Difosfato (3 pyM )
Adrenalina 82,50 7,85 66,80 - 98,20
(0,05 mg/mL)
Adrenalina 78,25 4,19 69,87 -86,63
(0,025 mg/mL )
Adrenalina( 0,010 76,50 4,36 67,78 - 85,22
mg/mL )
Acido Aracddnico 91,25 0,50 90,25- 92,25
(1,5mM)
Acido Aracdénico 87,00 5,23 76,54-97,46
(1,0mMm)
Acido Aracddnico 81,25 3,40 74,45- 88,05
(0,5mM)
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Alguns autores, na dependéncia de suas experiéncias la-
boratoriais, diminuem esses valores considerados como re-
feréncia, como é o caso de KANAYAMA®", que utiliza o
mesmo modelo de aparelho e considera os valores vélidos
de referéncia e limitrofes para 80% da populacao (va-
riacoes de 1 DP), o que difere consideravelmente de nossa
opcao.

Os resultados expressam a agregacao plaquetaria dos 33
pacientes AAS 200 mg/dia, sendo todos coletados em je-
jum de oito horas e o processo realizado dentro de, no ma-
ximo, quatro horas apés a coleta.

Dos 33 pacientes efetivamente analisados que utilizavam o
AAS 200 mg/dia, um deles apresentou perfil normoagre-
gante para o ADP e ADR em todas as concentragoes e per-
fil hipoagregante para o AA. Um outro paciente, apresen-
tou perfil normoagregante para todos os agentes utilizados,
sendo portanto, esses dois pacientes, considerados ex-
cecoes.

Os resultados da média e desvio padrdo em porcentagem
da agregacao nos 31 pacientes que faziam uso do AAS 200
mg/dia, expressos em porcentagem dentro dos cinco pri-
meiros minutos de agregacao correlacionados com o0s
agentes agregantes utilizados, encontram-se na Tabela 2.
Desses resultados podemos dizer que para o ADP 1 pM fo-
ram observados 28 pacientes do total analisado com perfil
hipoagregante (90,3%), sendo que para o ADP 3 pM esse
mesmo perfil foi observado em 29 pacientes do total anali-
sado (93,5%).

Para a ADR 0,05 mg/mL observamos 28 pacientes hipoa-
gregantes (90,3%), para a ADR 0,025 mg/mL, 30 hipoagre-
gantes (96,7 %) e para ADR 0,010 mg/mL, 31 hipoagregan-
tes (100%).

Por sua vez, para o AA 0,5 mM todos os pacientes demons-
traram perfil hipoagregante (100%).

TABELA 11
Resultados da média e desvio padrdao em porcentagem,
nos 31 pacientes AAS 200 mg/dia frente aos diferentes
agentes agregantes e concentragcoes

Pacientes | Espontanea | ADP ADP ADR ADR ADR AA
3pm 1M 0,05 0,025 mg/mL | 0,010 mg/mL | 0,5 mM

Média 4,03 45,68 23,06 42,23 39,71 37,90 6,61

D. Padrao 2,40 16,33 | 1567 15,67 1537 13,96 3,13

Quando a agregometria foi aplicada aos pacientes de nos-
so grupo estudo pudemos observar que a maioria daqueles
que faziam uso do AAS 200 mg/dia demonstraram, na mé-
dia, perfil hipoagregante. Entretanto, ao analisarmos esses
pacientes de forma individualizada e considerarmos a pos-
sibilidade de varia¢oes e alteracdes proprias, podemos des-
tacar seis pacientes considerados algumas excecoes den-
tro dessa média.

Os resultados da média e desvio padrao em porcentagem
da agregacao nos 8 pacientes que faziam uso do AAS 100
mg/dia, expressos em porcentagem dentro dos cinco pri-
meiros minutos de agregacao correlacionados com o0s
agentes agregantes utilizados, encontram-se na Tabela 3.
No caso dos pacientes que faziam uso do AAS 100 mg/dia,
pudemos verificar que na utilizacao do ADP 1 nM, todos os
8 pacientes demonstraram perfil hipoagregante (100%) e
para o ADP 3 uM, 7 pacientes do total analisado com per-
fil hipoagregante (87,5%).

Para a ADR 0,05 mg/mL e 0,025 mg/mL, 7 pacientes do to-
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tal analisado demonstraram perfil hipoagregante (87,5%),
e no caso da ADR 0,010 mg/mL, todos os 8 pacientes evi-
denciaram perfil hipoagregante (100%).

Por sua vez, para o AA 0,5 mM, todos os pacientes demons-
traram perfil hipoagregante (100%).

TABELA llI
Resultados da média e desvio padrao em porcentagem,
dos 8 pacientes que utilizavam AAS 100 mg/dia frente
aos diferentes agentes agregantes e

concentragoes
Pacientes | Espontanea | ADP ADP ADR ADR ADR AA
3uMm 1M 0,05 0,025 mg/mL | 0,010 mg/mL | 0,5 mM
Média 4,63 49,75 21,63 45,75 43,88 41,75 9,13
D. Padrédo 2,72 14,50 8,75 16,32 15,34 1,77 5,96

Os resultados observados nos pacientes cardiacos que fazi-
am uso de AAS na concentracao de 100 mg/dia, demons-
traram na média perfil hipoagregante quando comparados
com individuos que néo utilizavam esse medicamento.
Analisando-se também de forma individualizada e consi-
derando a possibilidade de variacdes e alteracdes proprias,
podemos destacar um paciente como excecao dentro dessa
média. Temos que considerar que esses resultados devem
ser observados com cuidado, considerando o baixo nume-
ro de amostras nessa concentracao.

De modo geral, podemos depreender desses resultados,
que pacientes cardiacos que fazem uso de AAS nas con-
centragoes de 200 mg/dia ou 100 mg/dia apresentam um
perfil hipoagregante e que os pacientes que, excepcional-
mente, ndo respondem do modo acima ou que apresentam
resultados variaveis na dependéncia do agente agregante
utilizado e de sua concentracao, muito provavelmente se
deve a caracteristicas pessoais inter e intra especificas» .
TOHGI e colaboradores!?, analisando os efeitos de baixas
e altas concentracoes de AAS (40 mg/dia, 300 mg/dia e
1280 mg/dia) em japoneses p6s-infarto quanto a agregacao
plaquetéria observaram que frente a ADP 10 pM ocorria
uma reducao significante da agregacao depois da adminis-
tracao de 40 mg/dia, sendo a mesma similar com as outras
dosagens. Por sua vez a utilizacao de ADP 1 pM e 5 pM for-
neceram uma significAncia menor na agregacao plaqueté-
ria. Comparativamente no nosso trabalho utilizamos baixos
estimulos (1 pM e 3 pyM de ADP) e observamos que nas
concentracoes de 100 mg/dia e 200 mg/dia, a maioria dos
pacientes apresentaram perfil hipoagregante frente aos
nossos valores de referéncia. Também, diferentemente de
Tohgi e colaboradores??, analisamos essas dosagens frente
a ADR e ao AA, observando perfil hipoagregante para a
maioria dos pacientes analisados.

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem con-
cluir que o estabelecimento da padronizacao para a agre-
gacao plaquetaria permitiu estipular valores de referéncias
validos para o nosso equipamento e nossas condi¢oes labo-
ratoriais, frente a acao de diferentes agentes agregantes,
concentracoes e frente a auséncia do agente agregante.
Esses resultados podem ser utilizados por outros autores
com pretensao de realizar as mesmas provas. A maioria dos
pacientes que faziam uso do AAS 200 mg/dia e 100
mg/dia, demonstraram perfil hipoagregante frente aos
agentes agregantes utilizados, quando comparados a um
grupo considerado normal. Os pacientes que, excepcional-
mente, ndao respondem do modo acima ou que apresentam
resultados variaveis na dependéncia do agente agregante
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utilizado e de sua concentracao, muito provavelmente se
deve a caracteristicas de que a inibicao plaquetaria nao re-
presenta um processo uniforme, sendo considerado o efei-
to antiplaquetdrio do AAS provavelmente dependente de
variaveis pessoais.
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Parasitas intestinais. prevaléncia e correlacao com a
idade e com os sintomas apresentados de uma
populacao infantil de Presidente Prudente-SP

Prevalence of enteroparasites in children from Presidente Prudente-SP as correlated to age and

clinical symptoms.

Nair Toshiko Tashima® & Maria Jacira Silva Simées?

-

RESUMO - O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia de enteroparasitoses em criancas de 0 a 12 anos de Presidente Pruden-
te - SP, por meio de exames parasitolégicos. Um questiondrio foi aplicado com o objetivo de conhecer as seguintes varidveis: idade
do paciente e sinais clinicos. Para a elaboracao da estrutura de banco de dados e sua andlise, utilizou-se o programa EPI INFO 6
(Versao 6.04b) apos pré-codificacao dos dados. Das 1000 amostras estudadas, 78,7% das criancas ndo apresentaram parasitas e
21,3% apresentaram alguma espécie de parasita. O protozodrio mais freqiiente foi Giardia lamblia (7,3%) seguido de Entamoeba co-
li (3,9%). Os helmintos mais freqiientes foram Enterobius vermicularis (1,9%), seguido de Hymenolepis nana (0,5%). A associacao
mais freqiiente foi Giardia lamblia / Entamoeba coli (0,9%).

\PALAVRAS-CHAVE - Enteroparasitoses; Prevaléncia; Criancas; Epidemiologia

/

SUMMARY - The aim of this study was to access the enteroparasitic prevalence in children from 0 to 12 years old at Presidente Pru-
dente city, Sdo Paulo State, associated to the age and clinical signs. Stool samples were taken and examinated. A questionnaire was
applied with the objective of knowing the following variables: patient's age and clinical signs. The software EPI INFO 6 (Version
6.04b) was used for the elaboration of the data bank structure and its analysis after previous data codification. Among 1,000 sam-
ples, 78.7% of the children did not have parasites and 21.3% presented some parasite. The most frequent protozoan was Giardia lam-
blia (7.3%) followed by Entamoeba coli (3.9%). The most frequent helmint was Enterobius vermicularis (1.9%) followed by Hymeno-

-

lepis nana (0.5%). The most frequent protozoan association was Giardia lamblia / Entamoeba coli (0.9%).
KEYWORDS - Enteroparasitosis; Prevalence; Children; Epidemiology

/

INTRODUCAO

mundo é entendido como um complexo ecossistema no

qual os padroes de doencas variam grandemente de
um pais para outro. Os tipos e taxas de doencas em um pais
sdo uma espécie de "impressao digital", que geralmente
tém relacdo com a renda "per capita”, o estilo de vida, as
ocupacoes predominantes e o clima (Jekel et al., 1999).
As enteroparasitoses humanas sdo um problema de satude
publica e podem ser consideradas como indicadores das
condic¢des sécio-econdmicas em que vive uma dada popu-
lacao. Face a baixa mobilidade e a vulnerabilidade, as cri-
ancas menores de 5 anos refletem a contaminacao de uma
regiao (Stendel et al., 2002).
As helmintiases e protozooses constituem afecgdes de alta
incidéncia, com grande repercussao na saude do indivi-
duo, sendo uma preocupacao constante na satde publica.
Embora sejam cosmopolitas, a prevaléncia é maior em re-
gioes tropicais, tendo uma estreita relacao com a pobreza
humana. (Stendel et al., 2002).
Apesar da rapida urbanizacao que ocorreu nas ultimas dé-
cadas na América Latina, 75% da populacdo moram em
dreas em que ainda ocorrem parasitoses, tanto na zona ru-
ral quanto na urbana (Cancrini et al., 1982).
As infecgoes intestinais por helmintos e protozodarios, do

ponto de vista sanitdrio, geralmente estdo relacionadas ao
subdesenvolvimento das populacoes, mas podem ser en-
contradas em comunidades com elevado padrao de vida e
cultura (Costa Gurgel et al., 1992). Comunidades margina-
lizadas nos grandes aglomerados humanos, geralmente
desprovidas de infra-estrutura sanitdria minima, criam
condicdes 6timas para a transmissao de helmintos, como
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura e enteroprotozo-
drios como Entamoeba histolytica e Giardia lamblia (Ste-
phenson, 1994).
Em paises tropicais, o clima, associado a falta de conheci-
mento e condi¢des sanitdrias, favorece a disseminacao das
enteroparasitoses que acometem grande parte da popu-
lacao. Esse quadro, além de mostrar um grande problema
de saude publica, caracteriza o subdesenvolvimento das
populacdes com condigoes precdrias de higiene, dificulda-
des econdmicas, desconhecimento de medidas preventi-
vas, desnutricao e outras variaveis agravantes do proble-
ma, como a falta de agdes na area de saude por parte das
autoridades (Costa-Gurgel, 1992).
Muitas doencas prevalentes na infancia, tais como, diarréia
aguda, sarampo e parasitoses intestinais, tendem a regis-
trar maior incidéncia durante esta etapa de vida e destro-
em milhoes de vidas a cada ano.

Este trabalho teve como objetivo determinar a prevalén-
cia das principais enteroparasitoses em criancas de 0 a 12
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anos da cidade de Presidente Prudente- SP e analisar a as-
sociacao entre enteroparasitoses e idade e enteroparasi-
toses e sintomas citados pelas criancas ou os responsaveis
durante a entrevista realizada.

MATERIAL E METODOS:

Local de estudo

A cidade de Presidente Prudente estd localizada no sudo-
este do Estado de Sao Paulo a 560 Km da capital, situada
entre 22°07'04" de latitude e 51°22'57" de longitude. A ci-
dade apresenta 530,89 km_, com uma temperatura média
de 28°C.

Os exames parasitologicos foram realizados no Laborat6-

rio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
UNOESTE, junto ao Departamento de Parasitologia Clini-
ca.
Foram analisadas 1000 amostras de fezes de criancas de 0
a 12 anos.
Um formulario foi elaborado com o objetivo de conhecer as
varidveis como, idade das criancas e sinais clinicos aponta-
dos . As entrevistas foram feitas por dois entrevistadores,
previamente treinados, apés ter sido feita a prova piloto
para que o formuldrio assumisse sua forma definitiva.

Exame Parasitologico

Sistematicamente, foi executado por meio de trés métodos,
referentes ao método de sedimentacao espontanea segun-
do Lutz (1934), muito utilizado no diagnéstico do exame
parasitolégico de fezes, pelo baixo custo operacional, facil
execucao e também por detectar satisfatoriamente quase
todas as formas das espécies de enteroparasitas. Também,
foram empregados o método de Faust (Amato Neto et al.
1963), utilizado para a concentracao de cistos de protozoa-
rios e ovos de helmintos e o método de Rugai (Vallada,
1988), usado para detectar larvas de helmintos.

Alguns parasitas intestinais foram também diagnosticados
por métodos especificos, quando solicitados pela clinica
médica, como por exemplo, o exame a fresco, para a obser-
vacao de forma vegetativa dos protozoarios, a tamizacao e
clarificacao de proglotes, para a identificacao da Taenia sp
( Vallada, 1988) e, ainda, o método de Graham (Vallada,
1988) para a pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis
(Amato Neto et al. 1963).

Além disso, o exame de uma Unica amostra fecal reduz de
30 a 50% a sensibilidade de deteccao de cistos de Giardia
lamblia, cuja eliminacao pelo hospedeiro ocorre de modo
intermitente (Thompson et al., 1993). Todos os exames pa-
rasitolégicos foram realizados no Laboratério Clinico da
Faculdade de Farmécia da Unoeste, no Departamento de
Parasitologia.

RESULTADOS

Das 1000 amostras realizadas 787 criancas nao apresenta-
ram parasitas e 213apresentaram algum tipo de parasita.

A ocorréncia parasitdria foi analisada segundo duas cate-
gorias: monoparasitismo e poliparasitismo (tabela 1). Hou-
ve predominancia de monoparasitismo (168 casos) em re-
lacdo a ocorréncia de poliparasitismo (45 casos), cujas es-
pécies estdo relacionadas na tabela 1. Dentre as criancas
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que apresentaram monoparasitismo, Giardia lamblia foi o
mais freqiiente, sequido de Entamoeba coli, Endolimax na-
na e Enterobius vermicularis. Entre as criancas que apre-
sentaram poliparasitismo, a associacao mais frequente foi
entre Giardia lamblia e Entamoeba coli, seguido por Enta-
moeba coli e Endolimax nana. (tabela 1). Quando se avali-
ou a ocorréncia de parasitas por faixa etdria, observou-se
que as criancas compreendidas entre 1 e 4 anos foram as
que mais revelaram a auséncia de parasitas, mas foi a fai-
xa que apresentou a maior prevaléncia de Giardia lamblia.
Entretanto, exceto Entamoeba coli que foi encontrado em
um caso, nenhum parasita foi encontrado em criancas com
idade menor que 1 ano. O helminto mais frequiente foi En-
terobius vermicularis, presente em uma crianca da faixa de
1 a4 anos, 11 na faixa de 4 a 8 e 7 casos entre 8 e 12 anos.
A associacao mais frequente foi Giardia lamblia e Entamo-
eba coli, observada em 5 criancas da faixa de 4 a 8 anos,
seguida de 3 casos em criancas de 1 a 4 anos e um caso em
criancas de 8 a 12 anos. Outras associa¢cdes ocorreram em
menor freqiiéncia

TABELA I. Diagnéstico de parasitas segundo a
idade (em anos) das criancas.
Presidente Prudente - SP, 2001

idade
Diagnéstico de Parasitas 0-1 1-4 4-8 8-12 Total

Auséncia 46 305 243 193 787
Giardia lamblia - 40 16 17 73
Entamoebacoli 1 10 14 14 39
Entamoeba histolytica -
lodamoeba butschlii -
Endolimax nana -
Ascaris lumbricoides -
Hymenolepis nana -
Taenia sp - -
Enterobius vermicularis - 1 1
Ancilostomideo - 1

Shistosoma mansoni -

Trichuris trichiura - 1

(Total de monoparasitismo) (1) (58) (54) (85) (1
3
1
1

w

19

N
N = N

Giardia lamblia / E ntamoebacoli -
Giardia lamblia / E ndolimax nana -
Giardia lamblia /Ascais lumbricoides -
Giardia lamblia /H ymenolepis nana - - - 2
Giardia lamblia / Taenia sp -
1. butschlii /H. nana/A. lumbricoides/E. nana - -
E. coli /E. nana /H. nana - -
E. nana/E. coli /E. histolytica - 1
E. coli /E. nana - 1
G. lamblia/H. nana /T. frichiura - -
E. coli /E. vermicularis - -
E. nana/I. butschlii - -
Strongyloides stercoralis -
E. coli /E. histolytica - 1
E. coli /T. trichiura -
A. lumbricoides / T. trichiura /S. stercoralis - -
A. lumbricoides / E coli - -
E. coli /E. nana /A. lumbricoides - -
G. lamblia /T. trichiura - -
G. lamblia /T. trichiura /A. lumbricoides - - - 1
E. nana /E. vermicularis - - - 1
(Total de polipara sitismo ) - (10) (24) (11) (45)
Total 1 68 78 66 213

NN = W= 1 =
- W

-
'
-

N W = = o=
' —
—l—ANw—A—A—A—ANNu—qu—A—A—AN—AN@gwmmg—lm

Quando se avaliou a ocorréncia de sintomas passiveis de
estarem relacionados com a ocorréncia de enteroparasitas,
das mil criancas estudadas, 77% nao apresentaram sinto-
mas, enquanto 23% apresentaram algum sintoma, sendo a
queixa mais relatada a diarréia, com 23 casos.
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TABELA 11
Associacao entre as espécies de parasitas e os sintomas
relatados pelas criancas.
Presidente Prudente - SP, 2001.

Sintomas

Diarréia Vomitoe Diarré®

Diarréia Vomito Dorde Diaéd onoy e “nopge VOMIOE yepym  roga)

Parasitas Barriga eVomito Barriga Barriga Dor de

Barriga

Au sentes 59 3 57 14 15 4 5 630 787
GL 1" 1 6 1 10 - 4 40 73
EC 5 - 2 - - - - 32 39
EH - - - - - - - 1 1
1B - - - - - - - 1 1
EN 2 - 1 - 2 - - 14 19
AL 1 - - - - - - 2 3
HN 1 - 1 - - - - 3 5
T - - - - - - - 1 1
EV - - 4 - - 1 - 14 19
Na - - - - - - - 2 2
SM - - 2 - - - - - 2
m - - 1 - - - - 2 3
GL/ EC - - - - 1 - 1 7 9
GL/EN - - - - - - - 2 2
GL/ AL - - - - - - 1 - 1
GL/ HN - - 1 - - - - 1 2
GL/ T - - - - - - - 1 1
IB/HN /AL/ _ ~ R _ 1 ~ ~ R 1
EN

EC/ EN /HN - - - - 1 - - - 1
EN /EC /EH - - - - 1 - - 1 2
EC/ EN 1 - - - - - - 6 7
GL/HN /TT 1 - - - - - - - 1
EC/ EV 1 - 1 - 1 - - - 3
EN /1B - - - - - - - 2 2
SS - - 1 - 1 - - - 2
EN/TT - - - - - - - 1 1
EC/TT - - - - - - - 1 1
AL/ TT/ SS - - - - - - - 1 1
AL/ EC - - - - - - - 1 1
C/EN /AL - - - - - - N 3 3
GL/TT - - 1 - - - - 1 2
GL/TT/AL - 1 - - - - - - 1
EN/EV - - - - 1 - - 1
Total Presentes 23 2 21 1 19 1 6 140 213

230
Total geral 82 5 78 15 34 5 1 770 1000
GL = Giardia lamblia; EC = Entamoeba coli, EH = istolytica; 1B = butschlii, EN
= Endolimax nana; AL = Ascaris icoit HN = is nana; T = Taenia sp; EV = Enterobius

i, TT = Trichuris trichiura.

is; An = SM =

Das 73 criancas que apresentaram Giardia lamblia, 40 nao
apresentaram nenhum sintoma e entre essas, a queixa
mais freqliente foi de diarréia (11 casos), seguida de diar-
réia e dor de barriga (10 casos). Quanto a ocorréncia do
protozodrio comensal Entamoeba coli, na maioria dos casos
(32) nao relatou sintoma algum e apenas cinco criancas
apresentaram diarréia.

Dezenove criancas apresentaram Enterobius vermicularis,
dos quais 14 nao apresentaram sintomas (tabela 2) e ape-
nas quatro criangas apresentaram dor de barriga. Endoli-
max nana, outro comensal, também esteve presente em 19
amostras, sendo que destas 14 nao apresentaram sintomas,
2 apresentaram diarréia, 1 dor de barriga e 2 tinham diar-
réia e dor de barriga. As demais criancas apresentaram pa-
rasitas comensais e quando tinham parasitas patogénicos,
a ocorréncia foi de um ou dois casos.

DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou que da populacao estudada,
21,3% das criancas atendidas no Laboratério Clinico da
Unoeste, Presidente Prudente - SP, menores de 12 anos
apresentavam cistos ou ovos de, pelo menos, um parasita.
O protozodrio Giardia lamblia e o helminto Enterobius ver-
micularis foram os parasitas mais freqiientes, com preva-
léncia de 7,3% e 1,9%, respectivamente. Esses valores po-
dem estar subestimados porque nem todos os exames fo-
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ram realizados em trés amostras, em dias alternados. Me-
rece destaque o aspecto apoiado pela literatura sobre a in-
suficiéncia de um Unico exame parasitolégico de fezes pa-
ra diagnosticar o cisto de Giardia lamblia (Sawitz & Faust,
1942), em relacao a eliminacao de cistos pelo individuo in-
fectado nao ser constante, o que pode negativar tempora-
riamente, durante alguns dias, o resultado dos exames. Es-
tudos realizados para determinar a eficdcia dos exames pa-
rasitolégicos de fezes para identificacao de cistos indica-
ram 73% de sucesso no primeiro exame e de 100% no
quinto exame (Jokipii, 1977) . Nazer et al. (1993) detecta-
ram, no primeiro exame, 66% de positividade e 100% em
trés exames.

A freqiéncia de giardiase, significativamente elevada em
um trabalho realizado por Machado et al. (1999), concluiu
que tanto a idade quanto o nivel sécio-econémico sao de-
terminantes da giardiase. O nivel s6cio-econémico e o cul-
tural influenciam as condi¢oes de higiene pessoal e os cu-
idados com a dgua e alimentos, podendo-se inferir que em
classes menos favorecidas esses cuidados nao sao rigorosa-
mente observados. Apesar de quase todas as criancas que
constituiram esta amostra residirem em casas com agua
encanada, ainda houve alto indice de ocorréncia de giar-
diase, o que corrobora resultados de outros autores que
afirmam que a cloracao nao destroe adequadamente o pa-
rasita (La Via, 1994).

A literatura mundial pertinente a prevaléncia de amebiase
intestinal por faixa etdria é controversa. Perez et al. (1977)
e Braga et al. (1976), ao estudarem individuos espanhdis e
habitantes da regiao nordeste do Brasil, respectivamente,
observaram maior prevaléncia desta protozoose na faixa
etdria entre 6 e 14 anos. Por sua vez, Kobayashi et al.
(1995) ao analisarem amostras da populacao de Holambra,
Sao Paulo, notaram maior positividade em pacientes maio-
res de 16 anos. Neste trabalho verificou-se apenas 1 cri-
anca parasitada por Entamoeba histolytica com idade en-
tre 8 a 12 anos.

O segundo protozodrio mais freqiiente foi Entamoeba coli
(3,9%) e em seguida Endolimax nana (1,9%). Sendo eles
enterocomensais, optou-se pela andlise em conjunto, uma
vez que eles tém o mesmo mecanismo de transmissao e po-
dem servir como um bom indicador das condi¢ées socio-sa-
nitdrias (Rocha et al. 2000), uma vez que esses enteroco-
mensais tém a mesma fonte de infecg¢ao de outros protozo-
arios patogénicos como, por exemplo, Giardia lamblia.
Segundo Costa-Macedo et al. (1999), como as rotas de
transmissdao da ascaridiase pressupdem contato com solo
e/ou alimentos contaminados e dependem de um tempo
para que os ovos eliminados pelo hospedeiro no ambiente
tornem-se infectantes (geohelmintos), € possivel que a
maior prevaléncia de Enterobius vermicularis deva-se a
sua forma de transmissao, fecal-oral direta, pois ja elimina
ovos embrionados.

Muniz-Junqueira e Queiréz (2002) realizaram pesquisa em
Brasilia - DF e ndo constataram a presenca de Ancilostomi-
deo em criangcas menores de seis anos, afirmando que é
uma parasitose com prevaléncia mais elevada em adultos.
De fato, na amostra estudada, encontrou-se apenas duas
criancas com Ancilostomideo (0,2%).

Outros parasitas estiveram presentes em um nimero mui-
to pequeno de criancas ou estiveram ausentes em criangas
menores de um ano. Isto deve estar relacionado a hipétese
de Carlier & Truyens (1995) que sugerem o envolvimento
de respostas imunolégicas em filhos de mées imunes com
uma protecao inicial contra a infecgao por conta da trans-
feréncia de anticorpos maternos. A ocorréncia de parasitis-
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mo em menores de um ano pode refletir um elevado grau
de contaminacao dos ambientes peri e domiciliar nesse lo-
cal, resultante das precarias condicbes de saneamento bé-
sico existentes (Costa-Macedo et al., 1999) o que nao foi
observado na populacao estudada na regiao de Presidente
Prudente.

Neste estudo, Strongyloides stercoralis foi um parasita en-
contrado em apenas 2 criancas. Ferreira et al. (2000) rela-
taram a auséncia de Strongyloides stercoralis em trabalhos
realizados em 1995-96.

Com relacéo a associacado de parasitas, a mais freqiiente foi
entre Giardia lamblia e Entamoeba coli (0,9%), seguida de
Entamoeba coli / Endolimax nana (0,7%). Ferreira et al.
(2000) citam também um decréscimo do ntumero de cri-
ancas com duas ou mais espécies de parasitas (de 13,1%
para 0,5%) e nao verificaram criancas parasitadas por trés
ou mais parasitas, embora tenhamos encontrado em pro-
porcoes reduzidas, a presenca de criancas com trés parasi-
tas.

A associacao da varidvel idade e diagnéstico mostrou que
o parasita mais freqiiente, Giardia lamblia, teve uma pre-
valéncia mais elevada em criancas de 1 a 4 anos, porém,
nao ocorrendo em criancas menores de um ano. Costa-Ma-
cedo & Rey (2000) citam a importancia do leite materno na
diminuicao do parasitismo infantil. Em estudos in vitro com
leite humano, foi identificada uma enzima com atividades
giardicidas, levando-se a sugerir que medidas de incentivo
ao aleitamento natural sejam instruidas como contribuicao
no controle das enteroparasitoses nos lactentes. Em relacao
a idade, os resultados encontrados foram semelhantes aos
descritos na literatura, fato geralmente atribuido a falta de
hébitos de higiene e/ou auséncia de imunidade a rein-
feccao (Rocha et al., 2000; Goia, 1992; Guimaraes & Soga-
yar, 1995; Kobayashi, 1995).

Segundo Costa-Macedo et al. (1999), os niveis crescentes
da prevaléncia por idade observados nas criancas devem
estar relacionados ao processo de crescimento e desenvol-
vimento infantil, o que aumenta a mobilidade e a interacao
com o ambiente, além do aumento do tempo de exposicao
as condi¢coes ambientais. Esses dados coincidem com os re-
sultados deste estudo.

Das criancas que constituiram a amostra, a Giardia lamblia
foi o protozoario com prevaléncia mais elevada e, dessas
criancas, a maioria respondeu nao apresentar nenhum sin-
toma, o que coincide com a opinido de outros estudiosos
que afirmam que a giardiase é assintoméatica na maioria
dos casos. Dentre as queixas citadas, a mais freqliente foi
a diarréia que é um dos sintomas da doenca.

E interessante notar que o sequndo protozodrio mais fre-
quente foi Entamoeba coli. Sendo ele um comensal, nao
provoca danos ao hospedeiro e consequentemente nao
apresenta nenhum sintoma. Das 39 criancas que apresen-
taram este parasita, 32 nao relataram nenhum sintoma,
coincidindo com os relatos da maioria dos autores. O mes-
mo ocorreu com Endolimax nana, o terceiro protozodrio
mais freqiiente, também um enterocomensal.

Quanto ao helminto mais freqliente, Enterobius vermicula-
ris (19), a maioria (14), respondeu nao apresentar nenhum
sintoma (tabela 2). Esse fato coincide com a literatura, pois
é na maioria das vezes, assintomatica; o individuo s6 nota
que alberga o parasita quando sente um prurido anal, prin-
cipalmente a noite.

A associacao mais freqliente, entre Giardia lamblia e Enta-
moeba coli, foi verificada em nove criancas; sete criancas,
responderam nao apresentar sintoma, reforcando a teoria
que a giardiase é assintomatica. A segunda associacao
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mais frequiente foi entre Entamoeba coli e Endolimax nana
verificada em 7 criancas, ambos enterocomensais, sendo
que 6 dessas criancas nao apresentaram sintomas.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apontaram, entre criancas de 0 a 12 anos re-
sidentes na cidade de Presidente Prudente — SP, uma pre-
valéncia de 21,3%. A idade de 1 a 4 anos foi a que concen-
trou o maior nimero de casos.

Giardia lamblia foi o parasita mais freqliente, em criancas
entre 1 e 4 anos. Entre as criancas parasitadas, 23% destas
apresentaram algum sintoma e o mais freqiiente foi a diar-
réia.

A maioria das criancas apresentou monoparasitismo e a
Giardia lamblia foi o parasita mais frequente. Nas criancas
com poliparasitismo a associacao mais freqiiente foi Giar-
dia lamblia / Entamoeba coli.
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5 — Néo tendo sido aprovado no Concurso para obtencéo do TECC, e sendo aprovadm
no Concurso do TEAC, o candidato tera o Certificado do Titulo de Especialista em Anali-
ses Clinicas, sem o apostilamento em Citologia Esfoliativa.

6 — Os portadores do Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, que se submeterem a
prova para obtencao do TECC, pela SBCC e forem aprovados, terdo seus Titulos aposti-
lados no verso a especialidade de Citologia Esfoliativa.

As Provas:

0 Concurso do TEAC é composto das Provas Escritas, Préticas de Conhecimento (dis-
sertativa, Oral e Slide) e de Titulos (exercicio profissional e atualizago de conhecimen-
tos).

Obs: a avaliacdo em Citologia pela SBCC, sera Prova Escrita, Prética e Avaliagdo curri-
cular.

Avaliacéo da Prova de Titulos a Outorga do TEAC:

0Os Candidatos aprovados, terdo que enviar num prazo maximo de 2 anos  (de acor-
do com o Regulamento do TEAC), Curriculum Vitae e copia de documentagao compro-
batdria de exercicio profissional e atualizagdo de conhecimentos.

Validade do TEAC:

0 TEAC é um documento que tem validade de 05 (cinco) anos, de acordo com o seu
Regulamento. Sendo assim, apés 5 (cinco) anos da data de outorga ou da data da Ulti-
ma renovacao do Titulo de Especialista o profissional tera que comprovar que continua
exercendo a profissdo e que se atualizou nos Gltimos cinco anos, enviando os documen-
tos que somem 2.000 pontos de acordo com o Capitulo lll — Da Avaliagdo, Artigo 8°, do
Regulamento do TEAC.

0 Portador do TEAC que, na renovagao ndo atingir o valor de pontos determinado no Re-
gulamento, podera submeter-se as Provas de Conhecimentos, que serdo avaliadas, de
acordo com o item 1 do Artigo 8°.

Préximo Concurso do TEAC e TECC:

0Os proximos Concurso para Outorga do Titulo de Especialista em Andlises Clinicas e
Concurso para outorga do Titulo de Especialista em Citologia Clinica sera realizado du-
rante 0 32° Congresso Brasileiro de Anlises Clinicas e 5° Congresso Brasileiro de Cito-
logia Clinica, nos dias 22 e 26 de maio de 2005, em Goiania — GO.

Para os inscritos no 32° congresso Brasileiro de Andlises Clinicas e 5° congresso Brasi-
leiro de Citologia Clinica, havera um desconto de 50% nas inscrigoes.

Caso ainda néo esteja inscrito no congresso, o interessado devera faze-lo até 30 dias
antes do inicio do evento.

Informacbes gerais:
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas — SBAC
Tel/fax (0xx21) 2264-4449 e 2204-0245 ou e-mail: teac@sbac.org.br

Sociedade Brasileira de Citologia Clinica - SBCC
Tel/fax (0xx62) 229-0468 e 223-5661 ou e-mail: shacgo@terra.com.br
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Valores de referéncia de bioindicadores: avaliacao
estatistica no caso do acido hipurico urinario*

Reference values of bioindicators: statistical evaluation in the case of the urinary hippuric acid

José Anténio Leite’, Augusto Ramalho de Morais®, Mério Javier Ferrua Vivanco® & Maria Elisa
Pereira Bastos de Siqueira’

RESUMO - Um procedimento eficiente para controlar o risco da exposicao ocupacional a toxicantes é a biomonitorizacao dos traba-
lhadores. Para isso sdo imprescindiveis os valores de referéncia (VR) de bioindicadores na populacao nao exposta ocupacionalmen-
te ao xenobiético. Fatores que diversificam acentuadamente o metabolismo do toxicante (género, idade, habitos de vida, etc.) de-
vem ser considerados na composicao da amostra de referéncia de modo a permitir a andlise de cada subgrupo (estrato). O tratamen-
to estatistico dos dados deve definir a distribuicao que melhor descreve os dados amostrais e identificar os subgrupos distintos com
base nos valores determinados para o acido hiptrico (AH) em urina, indicador da exposicao ao tolueno, objetivo deste trabalho. Os
VR foram obtidos de 181 voluntdrios e os resultados analisados estatisticamente. A distribuicdo exponencial foi a que melhor se ajus-
tou aos dados (cerca de 91% de ajuste) e estes tiveram um valor médio de 0,246g AH/g de creatinina (0,21 - 0,29 g/g de creatinina
de intervalo de referéncia). Nao foram detectadas diferencas significativas nos niveis urinarios de AH devidas a género, faixa eta-
ria, uso de tabaco ou de bebida alcoodlica pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney e pelo teste qui-quadrado (p < 0,05).
PALAVRAS-CHAVE - valor de referéncia, tolueno, biomonitorizacao, avaliacao estatistica.

"
-

SUMMARY - An efficient procedure to control the risk of the occupational exposure to the toxicants is the workers' biomonitoring.
Reference values (RV) of the bioindicators in occupationally nonexposed population are useful to results evaluation. The factors that
modify the toxicant’s metabolism (gender, age, life habits, etc.) must be considered in the analysis of the results. The statistical tre-
atment of the data must define the distribution that better describes the RV as well as the influence or not of these values, objective
of this research, taking into account the RV of hippuric acid in urine, bioindicator of toluene exposure. Reference values of hippuric
acid were determined in 181 volunteers and the results were statistically examined. An exponential distribution was the better ad-
justed to the reference values (91% results). Mean and reference interval were, respectively, 0.246 g HA/g creatinine, and 0.21 — 0.29
g HA/g creatinina. Differences statistically significant in HA levels were not observed according to age groups, gender, smoking or

/

drinking habits of the reference individuals.

"

KEYWORDS - Reference value, toluene, biomonitoring, statistic evaluation.

/

INTRODUGAO

Os valores de referéncia (VR) de um analito endégeno
sao valores das concentracoes deste, obtidos de indivi-
duos saudaveis. Intervalo de referéncia é o conjunto da
maioria desses valores, geralmente 95% deles, em torno da
média. Um resultado laboratorial que esteja dentro desse
intervalo indica o funcionamento normal dos érgaos.

Os valores de referéncia de um analito exégeno sao valo-
res das concentracdes deste, obtidos de individuos sauda-
veis e nao expostos ocupacionalmente ao toxicante. Um re-
sultado laboratorial abaixo ou dentro desse intervalo indi-
ca que quem forneceu a amostra biol6gica nao estd expos-
to a niveis elevados do toxicante’.

De um resultado laboratorial que, comparado com os VR e
com o Indice Biolégico Maximo Permitido (IBMP)6, acusa
exposicdo excessiva a certo agente téxico, surge de imedi-
ato: a necessidade de tratamento clinico individual para
prevenir intoxicacoes e suas sequelas; motivo para estabe-
lecer estratégias de controle ambiental; e oportunidade de
pesquisa das doencas causadas por esses agentes®? 2,

Se ultimamente, por conscientizacao e por forca das dispo-
sicoes legais, os niveis de exposicdao no ambiente de traba-
lho foram reduzidos, a poluicao vem aumentando bastante
no macroambiente. Disso resulta, principalmente nos gran-
des centros urbanos, menor diferenca de exposicao entre o
local de trabalho e outros locais e a necessidade de uma
definicdo mais criteriosa dos VR, capaz de acusar expo-
sicdo a baixos niveis de toxicantes. Os métodos analiticos
devem ser exatos e com baixos limites de quantificacao de
modo a permitir avaliar baixas concentra¢ées do analito
com precisao" .

O Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional
(PCMSO), pela Norma Regulamentadora no 7 (NR-7),
1994°, preconiza o acido hiptrico (AH) como bioindicador
na monitorizacao de trabalhadores expostos ao tolueno,
pois, apesar de nao ser um metabdlico especifico do mes-
mo, apresenta excelente relacao com os niveis ambientais
desse solvente. Como a coleta da urina € realizada em tra-
balhador aparentemente sem intoxicacao e desenvolvendo
a sua atividade normal, s6 é possivel obter amostras de
uma Unica miccdao. Assim, a concentracdao do AH urinério
pode ser afetada sensivelmente por varios fatores como:

Recebido em 21/06/2004
Aprovado em 20/09/2004
*1 Escola de Farmécia e Odontologia de Alfenas/Centro Universitario Federal (EFOA/CEUFE)
2 Universidade Federal de Lavras (UFLA)
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atividade fisica, alimentacao, sudorese, ingestao de liqui-
dos (mormente os de efeito diurético), entre outros. Logo,
esse procedimento requer a correcao dos valores do AH
urindrio em g/L pela creatinina excretada (g AH/g creati-
nina), que ocorre com velocidade constante.

A mesma norma definiu os IBMP e os VR para diversas
substancias quimicas. Para o caso do AH urinario, o IBMP
é igual a 2,5 g/g de creatinina e o VR é < 1,5 g/g de crea-
tinina. O IBMP é um valor de concentracdo acima do qual
a exposicao é considerada excessiva. Concentragoes acima
dos VR, indicam que o individuo estd exposto, ainda que
seja a niveis considerados seguros para os trabalhadores.
A populacéo de referéncia (sadia e ndo exposta ao toxican-
te) ndo é facilmente definida e o tamanho da amostra (n)
nao pode ser determinado com base no tamanho da popu-
lacao5. Com o risco de utilizar dados de populagdées com
caracteristicas diversas recorre-se, as vezes, a valores en-
contrados na literatura. Amostra muito grande, que possa
garantir com seguranca a representatividade, no todo e nos
possiveis subgrupos, implica em elevado custo financeiro
no levantamento de dados, o que pode tornar impraticdvel
a determinacao dos VR. Como somente algumas distri-
buicdes cldssicas permitem definir o tamanho da amostra
com base no erro méaximo permitido, restam, para definir o
valor de n, apenas os recursos do bom senso e da parcimo-
nia.

Todos os fatores que podem alterar a biotransformacao do
agente quimico em estudo devem ser pesquisados. Se fo-
rem transitérios (ingestdo excessiva de liquidos, dietas ri-
cas em alimentos que contém &cido benzdéico, hepatopati-
as e nefropatias que alteram o metabolismo dos agentes
quimicos e interferem na eliminacdo dos mesmos, uso de
medicamentos que alteram a excrecao fisiolégica do AH
pela urina, etc.), um questiondrio permite selecionar ape-
nas os individuos que atendam as condi¢des pré-analiticas.
Tratando-se de fatores permanentes (género, idade, uso de
tabaco ou de bebida alcodlica, etc.), devem ser analisados
como possiveis fatores de estratificacdo, podendo ter como
ponto de partida os trabalhos similares realizados em ou-
tras regioes®.

A dificuldade citada na obtencao de uma amostra de tama-
nho suficiente e a estreita faixa experimental obtida na
amostra de referéncia comprometem, muitas vezes, a
opcdo por um procedimento estatistico adequado. O ajuste
a uma distribuicdo classica néo fica bem definido e os ta-
manhos reduzidos dos subgrupos formados pelos possiveis
fatores de estratificagao nao permitem conclusoes seguras.
Assim, trabalhos similares realizados no Brasil apresentam
diversidade de tratamentos estatisticos. A distribuicao ex-
ponencial de resultados de VR foi relatada por Alvarez-
Leite et al.* e a distribuicdao normal foi verificada para os
VR do acido delta-aminolevulinico desidratase, na a regiao
sul de Minas Gerais, por Siqueira et al.'®. Para os VR do
metanol em urina, na cidade de Sao Paulo, foi usada uma
distribuicao t de Student®. A avaliacdao de diferencas nos
VR para os diversos subgrupos da populacao de referéncia
também utiliza testes diversos, e nem sempre ajustados a
distribuicao unificada, a maioria sendo nao parameétrica**.
Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar estatisticamente
valores de referéncia, com base nos valores do acido hipt-
rico em urina, obtidos de populacao nao exposta ocupacio-
nalmente ao tolueno.

42

MATERIAL E METODOS

A populacao de referéncia, da qual foi extraida a amostra
aleatéria, é a populacdo do municipio de Alfenas, situado
na regiao Sul do Estado de Minas Gerais — Brasil.
Coletaram-se 50mL de urina de 181 voluntarios (67 ho-
mens e 114 mulheres) com idade entre 18 e 60 anos, sau-
déveis e ndo expostos ocupacionalmente ao tolueno. Todos
eles responderam a um questiondrio para levantamento
das caracteristicas individuais, dos hébitos pessoais e das
condicoes de trabalho, e se submeteram a alguns exames
bioquimicos e hematolégicos para comprovar o estado de
sanidade declarado.

A analise de AH foi realizada por cromatografia gasosa uti-
lizando detector de ionizacao de chama (CG/IC), segundo
o método descrito por Alvarez-Leite et al. (1994)2.

A analise dos fatores estratificantes consistiu em obter os
intervalos para os subgrupos definidos por: género, idade,
uso de tabaco (mais de 5 cigarros por dia) e uso de bebida
alcoodlica (mais de 20g de 4lcool por semana). A influéncia
desses fatores foi feita pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whit-
ney.

A avaliacgao estatistica foi realizada utilizando os softwares
SAS®" e SISVAR®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os VR obtidos nesta pesquisa sao validos, ndo apenas pa-
ra a cidade amostrada, mas para todo o sul do estado de
Minas Gerais, cujas caracteristicas ambientais, alimentares
e industriais sao semelhantes, uma vez que o custo eleva-
do deste tipo de determinacdao inviabiliza o seu estabeleci-
mento para cada municipio.

O intervalo experimental das concentracoes de AH, em g/g
de creatinina, foi de 0,01 a 1,45. A Tabela 1 mostra as con-
centracoes médias da amostra total e dos subgrupos.

TABELA |
Médias das concentracoes de acido hipurico urinario da
amostra total e dos subgrupos, em g/g de creatinina.

G énero Idade Uso de tabaco| Beb. alcodlica
< 3%9a 39a>
Fem. Masc. Nao Sim |Nao Sim
n® pessoas | 181 | 114 67 89 92 136 45 106 75
0,24 0,23 0,27 0,29

6 0 4

Categoria L

média 0,228 0,264 | 0,235 0,279 |0,210

O teste qui-quadrado indicou que, a 5% de signi-
ficancia, essas médias nao diferem entre si: (> = 0,023 <
15,507 = X’gg1,5% O teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
apresentou, para o nivel de 5% de significancia, os mesmos
resultados, como mostra a Tabela 2.

TABELA 11
Resultados do teste qui-quadrado para os subgrupos

Resultado
2¢=10,86 < 1,96 =z
ze=1,04 <1,96 =z
ze=1,24 <1,96 =z
2e=1,96 =1,96 =z,

Subgrupo
Faixa etaria (< 39 anos e > 39 anos)
Género
Uso de tabaco
Uso de bebida alcodlica
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O valor médio da concentracao de AH, de 0,246 g/g de cre-
atinina, foi inferior ao relatado por Alvarez-Leite et al
(1994)* para a populacao de Belo Horizonte, de 0,42 g/L, o
que era esperado, visto ser esta a segunda regiao metropo-
litana do Pais, conseqiientemente bem mais poluida que a
populacao de referéncia deste trabalho.

O Box-Plot (Figura 1) mostra que nenhum dos subgrupos
gerados pelos fatores supra citados apresenta diferenca
significativa (as caixas dos subgrupos se superpéem quase
por inteiro), nao justificando a estratificacao. Evidencia
ainda acentuada assimetria a direita, indicada pela média
maior que a mediana e pelo retangulo superior maior que
o inferior.

1,5 Género ; 15 Faixa etana

1,0 ‘ ' 1,0 .

0,5 é I__J;;l 0,5 é é

0,0 — : 0,0 " .
IMulher Homem <39 anos 2 39 anos

1,51 Vs detabaco 1,51 Bebida alcodlica,

1,0 ' 1,0

y é é : é é
0,0 . : 0,0 T !
Fuma Nio fuma Usa Mo usa

FIGURA 1- Box-Plot da concentracao de acido hipurico, em g/g
de creatinina, dos subgrupos: género, idade, uso de tabaco e de
bebida alcodlica.

Nao havendo diferencas significativas entre os valores dos
subgrupos definidos por um dado fator, a estratificacao cor-
respondente foi descartada. Verificou-se esses valores se
distribuem e qual distribui¢ao pode ser usada para avalia-
los.

A auseéncia de diferencas significativas entre os subgrupos
definidos pelo uso de tabaco e/ou de bebida alcodlica foi
também verificada por Alvarez-Leite et al. (1999)".

A nao normalidade dos dados pode ser visualizada pelo
histograma (Figura 2) e confirmada pelo teste Shapiro-
Wilk" cuja estatistica foi de 0,795884 com p < 0,0001.

100 1
80 T
60 T

ol |
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0 [ I i i i
-02 00 02 04 06 08 10 12 14 16

Concentracdo de AH em g/g de creatinina

FIGURA 2 - Histograma da concentracao de AH (g/g de creatini-
na) com a curva normal

RBAC, vol. 37(1): 41-44, 2005

Investigando se alguma distribuicao cldssica descreve de
modo satisfatério os dados originais, verificou-se que esses
se ajustam adequadamente a uma distribuicao exponenci-
al com estimativa do parametro A =0,24663, 0 que foi con-
firmado pelo teste de aderéncia do qui-quadrado, com uma
probabilidade de 0,91416. A Figura 3 visualiza esse ajuste,
com muitos valores baixos e poucos altos, caracterizando
uma assimetria a direita.

100 T \

(2]
o

n° de pessoas

oy
o

0 P
00 01 03 04 05 07 08 09 11 12
Concentragdo de AH em g/g de creatinina

—1

13 15

FIGURA 3 - Histograma das concentracées de AH e a distribuicao
exponencial.

Logo, o intervalo de referéncia do AH urinario, para a po-
pulacao de referéncia, é o intervalo de confianca para a
média da distribuicdo exponencial. Assim, esse intervalo,
avaliado para a regiao de Alfenas, com 95% de confianca,
foi de 0,21 a 0,29 g/g de creatinina, obtido conforme Mood
et al.".

E importante em Satide Ocupacional o uso do limite supe-
rior do intervalo de referéncia (0,29 g/g de creatinina),
mais facilmente entendido por médicos e/ou higienistas do
trabalho. Individuo com concentracao acima desse valor é
suspeito de estar exposto, ainda que a baixos niveis do to-
xicante.

CONCLUSAO

Os valores de referéncia (VR) para o acido hipurico uriné-
rio, expressos em g/g de creatinina, nao foram influencia-
dos por género, idade, uso de tabaco ou de bebida alcodli-
ca dos voluntérios, ndo sendo necessario, portanto, consi-
derar estas varidveis quando da aplicacao destes valores
na monitorizacao de trabalhadores expostos ao tolueno.

A definicao prévia do tipo de distribuicao dos VR é impor-
tante para se estimar corretamente o intervalo de referén-
cia, pois, principalmente o valor superior deste intervalo é
bastante usado na préatica da Saide Ocupacional.

Os resultados obtidos, inferiores aos dos grandes centros
urbanos, sao justificados pelas condigdes climéticas da re-
gido de Alfenas, que é encimada por uma atmosfera isenta
de poluicao de origem agro-industrial Essa diferenca de re-
sultados ressalta a importancia de estimar VR para uso es-
tritamente regional.

Esse intervalo de referéncia, de 0,21 a 0,29 g/g de creatini-
na, é importante para monitorizar a exposicdo ao tolueno,
pois, na sua estimativa foram considerados fatores ambien-
tais, sociais e individuais.
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Culturas de pontas de cateteres venosos centrais e
perfil de resisténcia aos antimicrobianos
de uso clinico

Central venous catheter tip cultures and resistance pattern of antimicrobial of clinical use

Regina Mariuza Borsato Quesada ; Floristher Elaine Carrara’; Claudia Ross ; Leandro Augusto
Calixto ; Ligia Maira dos Santos Rogeri3 & Jacinta Sanches Pelayo

RESUMO - Neste estudo foram avaliadas, retrospectivamente, 604 culturas de pontas de cateteres provenientes de pacientes hospi-
talizados, para determinar os microrganismos mais freqiientemente isolados e estabelecer o perfil de resisténcia aos antimicrobianos.
Foi utilizada a técnica de cultura semiquantitativa de Maki. A identificacao dos isolados e a determinacgéao de susceptibilidade foram
realizadas através de provas bioquimicas convencionais e sistema automatizado. Foram positivas 42,7% das culturas avaliadas, com
maior frequéncia em pacientes do sexo masculino (54,3%) e menores de um ano de idade (38,3%). Os microrganismos mais isolados
foram Estafilococos coagulase-negativa-ECN (33,7%), Staphylococcus aureus (20.3%), Acinetobacter baumannii (9.4%),
Pseudomonas aeruginosa (8.3%) e Klebsiella pneumoniae (6.7%). Altas taxas de resisténcia a oxacilina foram verificadas em ECN e
S. aureus e todos os isolados Gram-positivos foram susceptiveis a vancomicina. Nos bacilos Gram-negativos, como em K.pneumoni-
ae, verificou-se alta taxa de resisténcia a cefalosporinas de terceira geracao e aminoglicosideos. A resisténcia ao imipenem foi de
48,3% e 9,7% para P. aeruginosa e A.baumannii, respectivamente. Os isolados de A.baumannii mostraram 55% de resisténcia a ampi-
cillina-sulbactam e 38% de P.aeruginosa mostraram resisténcia a piperacillina-tazobactam.

PALAVRAS-CHAVE - Cateter vascular central, cultura semiquantitativa, estafilococos coagulase-negativa, resisténcia antimicrobiana.
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SUMMARY - In this study were evaluated, retrospectively, 604 cultures of catheter tips from hospitalized patients, to determine the
most frequent microrganisms isolated and to establish their drug-resistance patterns. The semiquantitative culture technique
described by Maki was utilized. The identification of the isolates and determination of susceptibility were carried out using conven-
tional biochemical proofs and an automated system. A total of 42.7% of the cultures were positive with greater frequency in males
(564.3%) and patients under one year old (38.3%). The most common organisms isolated were coagulase-negative
Staphylococci-CNS (33.7%), Staphylococcus aureus (20.3%), Acinetobacter baumannii (9.4 %), Pseudomonas aeruginosa (8.3%) and
Klebsiella pneumoniae (6.7%). CNS and S.aureus showed high resistance rates to oxacilin and all the Gram-positive isolates were
susceptible to vancomycin. The high resistance to the third-generation cephalosporins and aminoglycosides occurred in Gram-neg-
ative bacilli, like K.pneumoniae. The resistance to imipenem was 48.3% and 9.7% to P.aeruginosa and A. baumannii, respectively.
Fifty-five percent of A.baumannii were resistant to ampicillin-sulbactam and 38% of P.aeruginosa showed resistance to piperacillin-
tazobactam.

KEYWORDS - Central venous catheter, semiquantitative culture, coagulase-negative staphylococci, antimicrobial resistance.
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lonizacao do cateter, e o sistema imune do préprio pacien-
te (DIENER et al., 1996; COUTO et al., 1999).

O processo infeccioso depende da eficiéncia com que o mi-
crorganismo consegue colonizar a pele, causar alteracoes
patoldgicas no sitio de insercao e disseminar-se para a cor-

INTRODUCAO

utilizacao de cateteres intravasculares visa facilitar o
diagnéstico e o tratamento do paciente hospitalizado,
permitindo a administracao de medicamentos, solucoes en-

dovenosas, hemoderivados, nutricao parenteral, além do
monitoramento hemodinamico. No entanto, o uso desses
dispositivos oferece riscos de colonizacao no local de in-
sercao e /ou infecgao sistémica, sendo a sepse, a mais gra-
ve complicacdao deste procedimento. Ambos os casos de-
pendem da natureza do cateter utilizado, do tempo de ca-
teterizacdo e permanéncia do cateter, da presenca de fato-
res de risco, assim como da experiéncia da equipe de sau-
de (COUTO et al., 1999; FILLIPIN et al., 2002).

Vale ressaltar que os principais fatores de risco relaciona-
dos a infecgao por cateteres venosos centrais (CVC) estao
associados com: o local de insercédo, o material que é cons-
tituido, a presenca de multiplos lumens, a repeticao do ca-
teterismo, o tipo de curativo utilizado, a presenca de in-
feccao em outro foco, os microrganismos envolvidos na co-

rente sanguinea ou a uma nova area. Deve-se considerar
que ocorre um aumento do risco de infeccao em pacientes
imunocomprometidos por estados clinicos graves, em por-
tadores de doencas de base e em extremos de idade (JAR-
VIS, 1996).

A avaliacdo diagnéstica das infecgoes relacionadas ao uso
de cateteres baseia-se em sinais clinicos inflamatdérios lo-
cais como calor, edema, eritema, dor e exsudato; e sistémi-
cos como febre, tremores, hipotensao e taquicardia, os
quais devem estar associados ao cultivo da ponta de cate-
ter (CPC) e hemoculturas positivas. A definicao dos critéri-
os laboratoriais para o diagnéstico de infeccdo relacionada
ao cateter, utilizada em estudos clinicos, segue a técnica de
Magquia et al. (1977), onde os autores baseiam-se na pre-
senca de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) iguais
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ou superiores a 15 para ser sugestivo de infeccao, enquan-
to que o namero de UFC inferior a 15 é sugestivo de colo-
nizacao (BEGHETTO et al., 2002).

O critério para o diagnéstico usualmente empregado re-
quer a remocao da ponta do cateter para realizacao de cul-
tura e somente 15 a 25% dos cateteres removidos por sus-
peita de infeccao estao realmente infectados. O diagnosti-
co definitivo é estabelecido quando o cateter é significati-
vamente colonizado e a confiabilidade da cultura depende
da técnica empregada. A cultura semiquantitativa da pon-
ta de cateter rolado em placa é o método mais simples e
mais freqiiente, existindo varios estudos comparando sua
importancia (MOYER et al, 1983; COLLIGNON et al,
1986; BONE et al., 1998; FILLIPIN et al., 2002).

Varios pesquisadores observaram que os principais agen-
tes Gram-positivos causadores de infeccao relacionada a
cateter (IRC) sao: Staphylococcus aureus e Estafilococos
coagulase negativa (ECN). Estes microrganismos sao pro-
venientes da propria pele do paciente, como microbiota da
drea de insercao do cateter, ou veiculado pela equipe de
saude. (COLLIGNON et al., 1986; BRUN-BUISON et al,
1987, SHERERTZ et al., 1990; DIAS, 1997, NNIS, 2001;
BEGHETTO et al., 2002; O'GRADY et al., 2002).

Os bacilos Gram-negativos envolvidos neste tipo de in-
feccao seriam origindrios do préprio ambiente hospitalar,
através da selecdo de cepas por utilizacdo excessiva de an-
timicrobianos de largo espectro e por infecgdes cruzadas.
Estao entre os principais agentes: Acinetobacter sp., Serra-
tia sp., Enterobacter sp., Klebsiella pneumoniae, Pseudo-
monas sp., e Stenotrophomonas maltophilia (ELTING e
BODEY, 1990; SEIFERT et al., 1993; TRAUB et al., 2000;
DUNNE, 2002). O presente estudo teve como objetivos, de-
terminar os microrganismos mais freqiientemente isolados
em CVC e estabelecer o perfil de resisténcia destes aos
principais antimicrobianos de uso clinico.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo que incluiu 604 cul-
turas de pontas de cateteres venosos centrais, provenientes
de pacientes internados no Hospital Universitario Regional
do Norte do Parand (HURNP), no periodo de Janeiro de
2001 a Dezembro de 2003.

Os segmentos distais dos CVC enviados ao Laboratério de
Microbiologia Clinica do HURNP foram cultivados usando
a técnica semiquantitativa de Maki et al. (1977). Ap6s 24-
48h de incubacao, todas as placas foram avaliadas para o
crescimento de microrganismos e consideradas positivas as
culturas que apresentaram contagem >15 UFC.

A identificacao dos microrganismos isolados foi realizada
através de provas bioquimicas convencionais ou pelo siste-
ma automatizado MicroScan- WalkAway® - (Dade-Beh-
ring, West Sacramento- Ca, EUA). Os testes de sensibilida-
de aos antimicrobianos foram realizados pela técnica de di-
fusao em disco (BAUER e KIRBY, 1966) e pelo método de
microdiluicao automatizada. Foram testados os principais
antimicrobianos padronizados no HURNP para o tratamen-
to das infeccoes sistémicas, e os resultados interpretados
de acordo com os critérios recomendados pelo National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2001-2002).

RESULTADOS
De um total de 604 CPC avaliadas, 258 (42,7%) foram po-
sitivas (crescimento >15UFC). Uma maior freqiiéncia de

culturas positivas foi verificada no sexo masculino (54,3%)
e em pacientes menores de um ano (38,3%).
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TABELA | - Microrganismos isolados por cultivo
semiquantitativo de 604 pontas de cateteres
venosos centrais.

Microrganismos Percentual (%)

Estafilococos coagulase-ne gativa 33.7
Staphylococcus aureus 20.3
Acinetobacter baumannii 9.4
Pseudomonas aeruginosa 8.3
Klebsiella pneumoniae 6.7
Enterobacter cloacae 3.3
Candida sp. 3.0
Candida albicans 2.2
Serratia marcescens 1.7
Enterococcus faecalis 1.4
Proteus mirabilis 1.1
Escherichia coli 0.8
Klebsiella oxytoca 0.8
Enterobacter aerogenes 0.8
Acinetobacter Iwoffii 0.8
Candida krusei 0.6
Acinetobacter sp.. 0.6
Moraxella sp .. 0.6
Pseudomonas fluorescens 0.6
Burkholderia cepacia 0.6
C itrobacter freundii 0.3
Citrobacter koseri 0.3
Morganella morganii 0.3
Pseudomonas sp. 0.3
Stenotrophomonas maltophilia 0.3
Enterococcus faecium 0.3
Strep toc occus pneumoniae 0.3
Streptococcus grupo milleri 0.3
Streptococcus grupo viridans 0.3
Total 100,0

A tabela 1 apresenta os microrganismos isolados nas CPC. Esta-
filococos coagulase negativa (33,7%), seguido de Staphylococcus
aureus (20,3%), A.baumannii (9,4%) foram mais freqiientemente
observados. Outros microrganismos ocorreram em menor nimero
nestas culturas.

O perfil de resisténcia apresentado pelos isolados de ECN e S.au-
reus aos principais antimicrobianos de uso clinico foi: penicilina
(96,9 e 98,3%), oxacilina (93,3 e 66,1%), gentamicina (86,1 e
65,4%), eritromicina (84,6 e 84,1%) e ciprofloxacina (80,0 e
70,8%), respectivamente. Quanto a vancomicina, nenhum micror-
ganismo apresentou resisténcia. Estes dados estdo dispostos na
figura 1.

FIG. 1 - Distribuicdo em percentagem da resisténcia de cocos Gram-
positivos a antimicrobianos: ciprofloxacina (CIP), eritromicina (ERI),
gentamicina (GEN), oxacilina (OXA), penicilina (PEN), tetraciclina (TET) e
vancomicina (VAN).(CIP), eritromicina (ERI), gentamicina (GEN), oxacilina
(OXA), penicilina (PEN), tetraciclina (TET) e vancomicina (VAN).

RBAC, vol. 37(1): 45-48, 2005



O padrao de resisténcia apresentado por A.baumannii, P.aerugino-
sa e K.pneumoniae frente aos principais antimicrobianos de uso cli-
nico foi: amicacina (77,4%, 75,0% e 21,7%); cefotaxima (57,1%,
96,6% e 85,0%); ceftazidima (87,9%, 63,3% e 85,7%); gentamicina
(80,6%, 75,0% e 87,0%), respectivamente. Para imipenem, A.bau-
mannii e P.aeruginosa apresentaram 9,6% e 48,3% de resisténcia,
respectivamente, enquanto que os isolados de K.pneumoniae fo-
ram totalmente susceptiveis. Para ampicilina-sulbactam isolados
de A.baumannii apresentaram 55,0% de resisténcia. Frente a pipe-
racilina-tazobactam P.aeruginosa apresentou uma taxa de 38,0%
de resisténcia. Estes dados estdo dispostos na figura 2.

am CP CTX GCAZ GEN IMP  PTZ  SBA
= Kisbsinln |

Figura 2 - Distribuicdo em percentagem da resisténcia de bacilos Gram-
negativos a antimicrobianos: Amicacina (AMI), ciprofloxacina (CIP), cefo-
taxima (CTX), Cefotazidima (CAZ), gentamicina (GEN), imipenem (IMP),
piperacilina-tazobactam (PTZ), ampicilina-sulbactam (SBA).

Para A.baumannii PTZ nao foi avaliado; para P.aeruginosa nao foram
avaliados: CIP e SBA; para K.pneumoniae nao foram avaliados PTZ e SBA.

DISCUSSAO

O diagnéstico das IRC baseia-se em sinais clinicos inflama-
torios locais e sistémicos associados a confirmacao labora-
torial (culturas de pontas de cateter e/ou hemoculturas). O
Center for Disease Control and prevention (CDC, 2001) re-
comenda a realizacao de culturas semiquantitativas ou,
quantitativas do cateter como parametro laboratorial para
o diagnéstico destas infeccoes.

Neste estudo, através de técnica semiquantitativa de Ma-
ki, 42,7% das CPC foram consideradas positivas, valor cor-
respondente aos dados obtidos por Akan (2003) e Sadoya-
ma e Gontijo (2002). Estudos demonstrando diferentes ta-
xas de CPC (47 a 70%) sdo encontrados na literatura (MA-
KI et al., 1977; COOPER e HOPKINS, 1985; BRUN-BUIS-
SON et al., 1987; SHERERTZ et al., 1990; MERMEL e ScM,
2000; LLOP et al., 2001; AKAN, 2003). A variabilidade nas
taxas de CPC observada pode ser justificada principalmen-
te, pelo fato dos estudos serem realizados em diferentes
grupos de pacientes e para diferentes terapias de uso dos
CVC.

Embora sexo e idade nao sejam fatores de risco estudados
e relacionados as IRC, a maior freqiiéncia de CPC verifica-
das neste trabalho, em homens e em pacientes menores de
um ano, correspondem aos dados encontrados por alguns
autores (SHERERTZ et al.,1990; MORO et al., 1994; LLOP
et al., 2001), que observaram um predominio de CPC no
sexo masculino e nos extremos de idade. A compreensao
para este fato é que criancas menores de um ano e idosos
costumam ser pacientes clinicamente criticos, expostos a
manipulacoes excessivas e muitas vezes colonizados por
microbiota hospitalar multiresistente e por apresentarem,
também, as imunodeficiéncias naturais da idade (LLOP et
al., 2001; BEGHETTO et al., 2002; URREA et al., 2003).
Como verificado por véarios pesquisadores e relatado pelo
National Nosocomial Infection Surveillance System (NNIS,
2001), os principais microrganismos encontrados nas CPC
foram os ECN (33,7%) e S.aureus (20,3%) (DIENER et al.,
1996; O'GRADY et al., 2002). Embora na pratica médica os
ECN sejam considerados contaminantes de diferentes ma-
teriais biolégicos obtidos de pacientes internados, estes mi-
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crorganismos apresentam importancia crescente na etiolo-
gia das IRC. Este fato pode ser resultado do grande nime-
ro de pacientes debilitados e imunodeprimidos, dos intime-
ros procedimentos hospitalares invasivos empregados atu-
almente, pela capacidade de aderéncia dos mesmos a su-
perficie do cateter apds poucas horas de contato e pela par-
ticipacao na formacao de biofilme local. Quanto a coloni-
zacao de CPC por S.aureus, esta implica na quebra de bar-
reiras da pele normal, uma vez que este microrganismo li-
ga-se a fibronectina presente no biofilme que recobre o ca-
teter. O biofilme atua como barreira para os antibiéticos,
anticorpos, neutréfilos e macréfagos (BISNO, 1995; MIN-
TO et al., 1999; DUNNE, 2002; O'GRADY et al., 2002).

As altas taxas de resisténcia a oxacilina obtidas neste estu-
do, para os ECN e S.aureus, 93,3% e 66,1%, respectiva-
mente, foram também verificadas por outros autores (FRE-
BOURG et al.., 1999; HANBERGER e DIEKEMA, 2001;
GRAY e GEORGE, 2001; SADOYAMA e GONTLJO, 2002).
Os estafilococos (ECN e S.aureus) resistentes a oxacilina,
vém apresentando uma incidéncia crescente, principal-
mente em hospitais tercidrios e/ou de ensino, podendo
atingir estas taxas de prevaléncia.

Os bacilos Gram-negativos nao-fermentadores, A.bau-
mannii e P.aeruginosa foram isolados em taxas significati-
vas, 9,4% e 8,3%, respectivamente. Dados semelhantes fo-
ram obtidos por Sherertz et al. (1990), Hariharan et al.

(2003) e AKAN (2003). Estes microrganismos tém como ha-
bitat o trato gastrintestinal e usualmente colonizam instru-
mentais, recipientes e ambientes hospitalares imidos. Sao
também contaminantes de diversas solucdes e infusoes,
tornando-se importantes patégenos de infec¢oes hospitala-
res. Tanto A.baumannii quanto P.aeruginosa apresentam
propriedades de aderéncia e formacao de biofilme especi-
ficas, o que facilita o desenvolvimento de colonizacao e in-
feccao (MAH e O'TOOLE, 2001; BEGHETTO et al., 2002;
DUNNE, 2002; FILLIPIN et al., 2002; AKAN, 2003).

Os isolados de A.baumannii analisados neste estudo apre-
sentaram altas taxas de resisténcia frente as cefalosporinas
de terceira geracao (87,9% para ceftazidima e 57,1% para
cefotaxima), aminoglicosideos (77,4% para amicacina e
80,6% para gentamicina) e quinolonas (87,5% para cipro-
floxacina). No periodo do estudo, foi verificada a taxa de
9,7% de resisténcia ao imipenem entre os isolados de
A.baumannii testados.

Durante a ultima década, surtos de infeccao causados por
A.baumannii multiresistentes, incluindo cefalosporinas,
aminoglicosideos e quinolonas foram relatados em varios
paises, sendo que o imipenem foi o antibiético mais efetivo
contra este microrganismo. (CISNEROS et al., 1996; PAN-
DEY et al., 1998; HSHUEH et al., 2002). No entanto, com o
uso aumentado de cefalosporinas, carbapenémicos, cipro-
floxacina e amicacina, particularmente em instituicoes que
tém alta incidéncia de enterobactérias produtoras de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) e hiperproduto-
ras de enzimas AmpC, a emergéncia rdpida e progressiva
de A. baumannii resistentes a carbapenémicos é inevitavel

(HSHUEH et al., 2002).

Os isolados de A.baumannii mostraram uma consideravel
taxa de resisténcia a ampicilina-sulbactam, demonstrando
que esta droga pode apresentar uso limitado contra estes
microrganismos. A literatura tem relatado uma diminuigao
da atividade de ampicilina-sulbactam contra isolados noso-
comiais de A.baumannii (MANIKAL et al., 2000).
Pseudomonas aeruginosa foi o quarto microrganismo mais
isolado nas CPC avaliadas. Foram verificadas altas taxas
de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao (63,3%
para ceftazidima e 96,6% para cefotaxima) e aminoglicosi-
deos (75,0% para amicacina e gentamicina). Estes dados
podem refletir, entre vérios fatores, o uso extensivo destes
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agentes dentro do hospital e a falta de aderéncia as prati-
cas de controle de infeccao hospitalar (MUTNICK et al.,
2004).

A resisténcia ao imipenem excedeu a 48% nos isolados de
P.aeruginosa. No Brasil, este microrganismo apresenta ta-
xas de resisténcia aos carbapenémicos bastante elevadas.
Em alguns hospitais brasileiros cerca de 15 a 35% das
amostras sao resistentes a todos os antimicrobianos dispo-
niveis comercialmente (SADER et al.; GALES et al., 2001).
Desta forma, a polimixina B ou colistina, embora altamen-
te toxica, estd sendo utilizada para tratar infeccoes causa-
das por amostras de P.aeruginosa sensiveis somente a este
agente (LEVIN et al., 1999; URBAN et al., 2003).

Os resultados das CPC mostraram que mais de 80% dos
isolados de K.pneumoniae foram resistentes as cefalospori-
nas de terceira geracao e gentamicina. Taxas inferiores de
resisténcia foram observadas para amicacina (21,7%) e ci-
profloxacina (33,3%). A resisténcia as cefalosporinas de
amplo espectro verificada em amostras de Klebsiella é de-
vida principalmente, a producao de enzimas ESBL, assim
como pela producao de inumeros fatores de viruléncia (SA-
DER et al., 1999; MAH e O'TOOLE, 2001).

O presente estudo possibilitou conhecer os microrganismos
mais freqiientes em CPC e estabelecer o perfil de resistén-
cia destes frente aos principais antimicrobianos de uso cli-
nico no HURNP.
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Importancia do rastreamento pré-concepcional e
pré-natal da infeccao por T. gondii.
Prevaléncia sorolégica em um hospital publico.*

The importance of screening preconception and antenatal T. gondii infection Serological
prevalence in a public hospital

Adriana Cristina Zancan do Carmo’, Salimara Rampeloto Bottomz2, Juliana Fleck2? & Sandra
Trevisan Beck3*

-

RESUMO - A infecgdo aguda pelo Toxoplasma gondii quando acomete a mulher durante a gestacao pode trazer graves conseqiién-
cias para o recém-nascido, devido a possibilidade de transmissao placentaria. A pesquisa de anticorpos IgG especificos para T. gondii
em 553 mulheres atendidas em diferentes setores do Hospital Universitario (UFSM) permitiu determinar a prevaléncia da infeccao
nesta populacao, que foi de 64% (355/553). A pesquisa de anticorpos IgM foi solicitada em 160 destas pacientes, onde 6,25% (10
/160) apresentaram resultados reagentes com niveis deste anticorpo entre 2,8- 0,6 Ul/ml, o que tanto pode sugerir presenca de
infeccao aguda como anticorpos IgM residuais, resultantes de infeccao passada recente.
A taxa de 36% de mulheres suscetiveis, sujeitas a adquirir a infeccao durante a gravidez, alerta para a importancia do rastreamen-
to desta infeccao. O acompanhamento sorolégico durante a rotina pré-natal permitird a deteccdo precoce dos casos de infecgao
aguda, através da soroconversao, permitindo intervencao rapida, com instituicao de medicacao adequada . A pesquisa destes anti-
corpos, como rotina pré-concepcional, permitird instituicao de medidas preventivas através de informacoes higieno-dietéticas pro-
filaticas, minimizando o risco de adquirir esta infeccao durante futura gravidez.

\PALAVRAS CHAVES - Toxoplasma gondii, gestacao, rastreamento Y,

-

SUMMARY - Acute fase of Toxoplasma gondii infection in pregnant women is dangerous, with risk to the newborn when transpla-
cental infection occurs. The immunoglobulin G antibodies to T. gondii was search in 553 women of the ambulatory service of the
Hospital Universitario (UFSM). The seroprevalence in this group was, 64% (355 out of 553). The investigation of immunoglobulin M
antibodies was required in 160 from this patients. In 10 out of 160 (6,25%) the positive results raging from 2,8- 0,6 UI/ml. This results
can suggests recent primary T. gondii infection or residual IgM, that may be detected until 12 months after infection, and is related
to a chronic infection. The prevalence of of seronegative women (36%), that may acquire the infection, show the importance of sero-
logical screening. If seroconvertion occurs, the clinician will be able to diagnose the acute infection , and the correct treatment
applyed. Investigate the presence of this antibodies before conception, allows preventions like hygiene and alimentary cares. This
will minimize the risk of acquire the infection during pregnancy.

KEYWORDS - Toxoplasma gondii, pregnancy, screening
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dade infantil. No Brasil, os diversos inquéritos epidemio-
légicos realizados em gestantes com diferentes testes so-
rolégicos tém demonstrado uma alta prevaléncia da to-
xoplasmose, que varia ao redor de 55% a 70%. (NEVES
et al, 1994, CARMO et al, 1997).

A transmissado placentdria do parasita pode ocorrer quan-
do a mulher adquire a primoinfec¢ao durante a gestacao.

INTRODUGAO

toxoplasmose, infeccao parasitdria causada pelo T.
gondii, é uma protozoose de ampla distribuicdo geo-
grafica. Seu hospedeiro definitivo, o gato, espalha atra-
vés das fezes, os ovos, os quais atingem maturidade rapi-
damente no solo e tornam-se infectantes. Quando ingeri-

dos por hospedeiros intermedidrios, transformam-se em
taquizoitos e multiplicam-se rapidamente com eventual
desenvolvimento de cistos, contendo bradizoitos de cres-
cimento lento, porém infectantes (REMINGTON, 1983).

A infeccao humana é mais comumente adquirida pela in-
gestao de oocistos presentes em alimento crus ou mal co-
zidos e mesmo em dgua nao potavel. (FRENKEL, 1973).
A infecc¢ao do adulto imunocompetente é freqiientemen-
te assintomatica. J& a toxoplasmose congénita é conside-
rada importante causa mundial de mortalidade e morbi-

O risco da infeccao fetal é dependente da idade gestaci-
onal, na qual se produz a infeccao aguda na mae: 17% no
primeiro trimestre, 25% no segundo trimestre, e 65% no
terceiro trimestre. J4 a gravidade das lesoes fetais, € in-
versamente proporcional a idade gestacional: no primei-
ro trimestre ha 13% de probabilidade de lesées graves e
87% de lesodes clinicamente leves ou ausentes, no segun-
do trimestre esta proporcao muda para 10% e 90% res-
pectivamente, e no terceiro trimestre as lesoes podem es-
tar ausentes. (DESMONTS & COUVREUR, 1974). As
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conseqliéncias da infeccao in ttero podem apresentar
desde doenca grave generalizada ou neurolégica (cerca
de 20%), apenas infeccao ocular (cerca de 10%), ou se-
rem assintomdticas ao nascer, com seqiielas aparecendo
apenas mais tarde, durante a vida da crianca. (ALFORD
et al, 1975)

Estudos prospectivos de gestacoes demonstram que o di-
agnoéstico pré-natal da infeccdo, seguido pela terapia
pré-natal, reduz a freqiiéncia da gravidade da toxoplas-
mose congénita. (WONG & REMINGTON, 1994). Para-
lelamente, a identificacao de gestantes de risco; mulhe-
res soronegativas, na hora do diagnéstico da gravidez,
também é extremamente importante. Estas gestantes po-
dem ser monitoradas durante a gestacao. Acontecendo a
soroconversao, esta serd um indicativo de infeccdao por T.
gondii, permitindo identificar a idade gestacional na
qual a infeccao materna ocorreu. (DAFFOS et al, 1988;
McCABE & REMINGTON, 1988).

Em diferentes paises, a freqiiéncia com que ocorre a in-
feccao por toxoplasma gondii durante a gravidez varia
de 1-14 casos por 1.000 gestacoes e a infeccao congénita
ocorre em 0,2 a 2 recém-nascidos (RN) por 1000 nasci-
mentos. (WILLIAMS et al, 1981).

O diagnostico da toxoplasmose na gravidez se apoiou até
recentemente, em perfis sorolégicos determinados atra-
vés da técnica de imunofluorescéncia indireta, propostos
por Camargo e col em 1977 . A partir de critérios basea-
dos no resultado deste exame, definia-se o paciente
apresentando infeccdao aguda ou pregressa.

Atualmente, este teste vem sendo largamente substitui-
do por métodos automatizados, quantitativos e de maior
sensibilidade. Os ensaios enzimaticos de microparticulas
(MEIA), e ensaios de captura fluorimétricos (ELFA), por
detectarem niveis minimos de anticorpos IgM circulan-
tes, tem tornado complexa a interpretacao dos resulta-
dos. A presenca deste anticorpo pode nao mais estar de-
terminando fase aguda da infeccao, mas apenas contato
recente, por serem detectados por até 12 meses apés a
infeccao. Assim, faz-se muito importante o conhecimen-
to do perfil sorolégico da toxoplasmose da mulher em
idade fértil, sendo esta gestante ou nao.

Tendo em vista a gravidade desta infeccao durante a
gestacao, e sabendo que o risco de adquirir toxoplasmo-
se durante a gestacdo correlaciona-se com a prevaléncia
na comunidade, e com nimero de mulheres gravidas na
comunidade com sorologia negativa para esta zoonose
(FRENKEL, 199%), foi de grande valor, o conhecimento
do perfil sorolégico apresentado pelas mulheres atendi-
das nos diferentes setores do hospital universitario da
UFSM. Tal abordagem permitiu avaliar a percentagem
de pacientes de risco, soronegativas, que procuraram es-
te servico. Ao mesmo tempo, ao avaliarmos os indices de
anticorpos IgG e IgM presente no soro de mulheres sen-
sibilizadas, foi possivel estimar a freqiiéncia com que en-
contramos pacientes apresentando infeccoes cronicas ou
em possivel fase aguda da doenca, as quais deveriam ser
avaliadas com maior atencao.
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MATERIAL E METODOS
Casuistica:

Foram analisadas 553 amostras de soro, provenientes de
mulheres atendidas em diferentes setores do Hospital
Universitdrio de Santa Maria — UFSM, no periodo de ja-
neiro de 2002 a julho de 2003.

A pesquisa de anticorpos IgG especificos para antigenos
do Toxoplasma gondii foi realizada em todas as amostras.
Em 160 destas amostras também foi pesquisada a pre-
senca de anticorpos especificos da classe IgM.

Pesquisa de anticorpos IgG

A pesquisa de anticorpos IgG para Toxoplasma gondii
foi realizada através do ensaios imunoenzimatico de Mi-
croparticulas (MEIA), no equipamento AxSYM - (Abbott
Laboratoérios do Brasil LTDA). Resumidamente, os anti-
corpos anti T. gondii, quando presentes na amostra ana-
lisada, ligam-se a microparticulas recobertas com T. gon-
dii, formando o complexo antigeno-anticorpo. Este com-
plexo, preso a uma matrix de fibra de vidro é detectado
pela adicao de um anticorpo anti-IgG humana ligado a
enzima fosfatase alcalina. Esta, ao agir sobre o substrato
4-metilumbeliferil-fostato, origina um produto fluores-
cente. A intensidade da fluorescéncia detectada por sis-
tema optico é equivalente a concentracdo de anticorpos
especificos presentes na amostra analisada. Resultados
inferiores a 2UI/mL sao negativos para anticorpo IgG pa-
ra T.gondii. Resultados superiores ou iguais a 3UI/mL sao
positivos para anticorpos anti T. gondii.

Pesquisa de anticorpos IgM

O principio do doseamento associa o método imunoenzi-
matico por imunocaptura com uma deteccgao final de flu-
orescéncia (ELFA). Todas as etapas sao realizadas auto-
maticamente pelo aparelho VIDAS - bioMerieux SA. Re-
sumidamente, as imunoglobulinas IgM presentes na
amostra sao capturadas pelo anticorpo policlonal presen-
te na fase sélida. As IgM anti-toxoplasmicas capturadas
sao detectadas especificamente pelo antigeno toxoplds-
mico. Anticorpos monoclonais anti-toxoplasma (anti-P30)
conjugado com fosfatase alcalina ligam-se ao complexo
imune formado. A partir da acao da enzima sobre o subs-
trato 4-metil-umbeliferil fosfato, adicionado a reacao,
origina-se produto fluorescente, cuja fluorescéncia emiti-
da é medida a 450nm. O valor do sinal da fluorescéncia
é proporcional a concentracdo de anticorpos especificos
presentes na amostra. Terminado o teste o aparelho cal-
cula automaticamente um indice em relacao a um cali-
brador memorizado no equipamento. Determina-se
entdo que: indices menores que 0,55 sdao considerados
como amostras nao reagentes; indices entre 0,55-0,65 re-
sultado equivoco; indices maiores ou iguais a 0,65 serao
amostras reagentes.
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RESULTADOS

Em 393 da 553 mulheres avaliadas, foi solicitado pelo
clinico, para triagem inicial, apenas a pesquisa de anti-
corpos da classe IgG anti- T. gondii. Os niveis de anti-
corpos encontrados nestas pacientes estao representa-
dos na tabela 1.

TABELA |
Freqiiéncia de pacientes apresentando anticorpos IgG
anti- T. gondii de acordo com o nivel de reatividade

19G reagente IgG nao reagente

Ul/mL | >300 [<=300>200|<=200>100|<=100>3,0( Inferiora 3,0
n 57 13 24 147
Total 241 152

Em outras 160 pacientes, foram pesquisados tanto anti-
corpos IgG como IgM. Os resultados encontram-se repre-
sentados na tabela 2, classificados por faixas de reativi-
dade de anticorpos IgG. Entre estas pacientes, 114 foram
classificadas como reagentes para anticorpos IgG, 10 das
quais apresentaram também anticorpos da classe IgM,
com indices entre 0,65 e 2,8, sendo entdao consideradas
reagentes para este anticorpo. Nao foram encontradas
amostras que apresentassem valores classificados como
inconclusivos para este parametro.

TABELA II
Pacientes classificadas conforme o nivel de anticorpos
IgG e IgM anti- T. gondii encontrados em analise
realizada em uma unica amostra de soro

IgM reagente (n) IgM NR *(n) Total (n)
indice indice

IgG Ul/mL 3,0-2,1 | 2,0-1,0 | 0,99-0,65 | Inferior a 0,65
>=300 2 5 1 11 19
<300 >=100 1 0 0 12 13
<100>=50 0 0 1 18 19
<50 >=20 0 0 0 32 32
<20 >=10 0 0 0 11 11
<10 >=3,0 0 0 0 20 20
Inferior a 3,0 (NR*) 0 0 0 46 46
Total parcial 3 5 2 - -
Total 10 150 160

*NR= nao reagente

A prevaléncia sorolégica para a infeccao toxoplasmica no
grupo estudado foi de 64% (355/553). A pesquisa de an-
ticorpos da classe IgM resultou positiva com indices mai-
ores que 1,0, principalmente no grupo de pacientes que
apresentavam anticorpos da classe IgG com valores su-
periores a 300Ul/mL. Apenas duas pacientes, uma apre-
sentando IgG de 191Ul/ml e indice de IgM 2,47 e outra
com IgG de 97UI/ml e IgM 0,65 nao se encontravam nes-
te intervalo. (tabela 2). A freqiéncia de anticorpos IgM
no grupo onde esta pesquisa foi realizada foi de 6,25%
(10/160). No grafico 1 podemos observar a percentagem
de mulheres suscetiveis (IgG, IgM nao reagentes), mu-
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lheres imunes (IgG reagente, IgM nao reagente) e mu-
lheres onde a presenca de infeccao aguda deveria ser
melhor investigada ( IgG e IgM reagentes).

6,25%

36%

57,75%

OigG-1gM-  OigG+igM-  OigG+igM+

Grafico 1 - Perfil sorolégico para a infeccao por
T. gondii encontrado na populacao estudada

DISCUSSAO

A toxoplasmose tem sido responsabilizada por 6bito in-
tra-uterino, principalmente quando a infeccao aguda
ocorre no primeiro trimestre da gravidez (DESMONTS,
COUVREUR, 1974). A identificacao destes casos nem
sempre é realizada uma vez que os sintomas da toxoplas-
mose aguda em mulheres gestantes podem ser transito-
rios e inespecificos

A toxoplasmose congénita € sintomatica em apenas 10%
dos pacientes. Este fato torna dificil a determinacao da
sua real incidéncia, principalmente em paises que nao
realizam o acompanhamento sorolégico sistematico des-
ta infeccao durante a gestacao (HALL, 1992). Estudos
em diferentes regides brasileiras tem estimado incidénci-
as que variam entre 1,4 a 2 casos para 1.000 nascidos vi-
vos (COUTINHO, 1983; PEDREIRA, 1995).
Classicamente, o diagnéstico da toxoplasmose tem se ba-
seado na pesquisa de anticorpos contra o parasita. A pes-
quisa de diferentes classes de imunoglobulinas IgG, IgM
e IgA anti-toxoplasma, tem auxiliado no diagnéstico la-
boratorial da doenca.

Na populacao estudada, a presenca de 36% de mulheres
suscetiveis, sujeitas a adquirir a infeccdo, chama a
tencao para a necessidade da realizacao do rastreamen-
to sorolégico. Por se tratar de um hospital publico, a cli-
entela atendida normalmente pertence a uma classe so-
cio-econ6mica com menor poder aquisitivo e menor
acesso a informacodes sobre cuidados basicos higiénicos e
dietéticos, necessarios na situagdo em que se encontram.
Esta atencéo basica, ministrada pelo clinico responséavel,
poderda diminuir a freqiiéncia de infeccdo placentéaria
evitando que um quadro de infeccao aguda se estabe-
leca.

Além disto, caso ocorra a contaminacdo, serd possivel ao
clinico, através da soroconversao, detectar o periodo de
gravidez em que esta ocorreu. A instituicao de tratamen-
to adequado minimizara os risco para o recém nascido, e
conforme o trimestre de gravidez, a angustia materna
quanto as possiveis seqlielas ao seu bebé podera ser evi-
tada.

O conhecimento de imunidade prévia, verificado em
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64% das mulheres deste estudo, foi semelhante ao en-
contrado por outros pesquisadores (NEVES, et al, 1994;
CARMO et al, 1997, NOBREGA, 1998). A presenca des-
te perfil sorolégico permite tranqiiilidade no momento de
uma gestacao, ja que casos de infeccdo congénita grave
sao raros nesta situacao. Contudo, deve-se lembrar que
gestantes, mesmo estando na fase cronica da infeccao,
expondo-se a uma alta carga parasitaria, a cepa do para-
sita com viruléncia aumentada ou a situacoes de imunos-
supressao, podem vir a transmitir a infeccao ao feto
(HASSL, TUMA, 1995, HENNEQUIN et al,1997 ). A pa-
rasitemia materna, a maturidade da placenta e a compe-
téncia da resposta imunitaria materna ao T. gondii, sdao
fatores que em conjunto determinam a probabilidade de
transmissao materno-fetal. (WILSON e REMINGTON,
1992).

Entre as mulheres soropositivas, 10 apresentaram niveis
de anticorpos IgM considerados reagentes para o méto-
do utilizado (ELFA). Podemos observar que a maioria
destas pacientes apresentava anticorpos IgG em niveis
maiores que 300Ul/mL e IgM maior que 1,0. (tabela 2).
Titulos elevados de anticorpos da classe IgG acompanha-
dos da presenca de anticorpos IgM, sugerem presenca de
infeccao aguda. Contudo, devido a grande sensibilidade
dos métodos imunoenzimaticos hoje utilizados, estes an-
ticorpos podem ser residuais de infeccao recente, mas ja
nao indicarem fase aguda da doenca. Para melhor discri-
minar estas duas situacoes, tem sido muito utilizada atu-
almente a determinacao da avidez dos anticorpos IgG.
Este método separa os anticorpos IgG de baixa afinidade
(baixa avidez) , produzidos na fase inicial da infeccao
(aproximadamente até 4 meses), dos anticorpos de alta
afinidade, indicativos entao de infeccao pregressa (HED-
MAN et al, 1989). Presenca de anticorpos IgG de baixa
avidez, em qualquer periodo da gestacao, indica grande
probabilidade de infeccao recente aguda.

Contudo, devemos ressaltar que o teste de avidez é ex-
tremamente eficiente principalmente se realizado duran-
te o primeiro trimestre da gravidez. Uma vez que nao ha
dados na literatura que indiquem a possibilidade de in-
feccgado fetal quando a gravidez tem inicio 30 dias ap6s o
quadro agudo, a presenca de IgG de alta avidez, neste
periodo, seria garantia da infecgao ter ocorrido sem risco
de transmissao vertical. Quando a pesquisa é realizada
no segundo ou terceiro trimestre da gestacao, um resul-
tado indicando a presenca de anticorpos de alta avidez,
nao descarta a possibilidade desta infeccao ter ocorrido
no inicio da gestacao, periodo de maior gravidade para o
concepto. Trabalho recente de BARINI et al, 2004, onde
foram avaliadas 65 pacientes apresentando sorologia po-
sitiva para IgM anti-toxoplasma em exame de rotina no
pré-natal, detectou 8 recém-nascidos positivos para PCR
para toxoplasmose. As 8 gestantes apresentavam niveis
de IgM entre 0,8 — 4,3, e anticorpos IgG de alta avidez.
Todas estas mulheres realizaram a consulta pré-natal
apos o terceiro trimestre de gestacao, o que explica o bai-
xo desempenho do teste de avidez de anticorpos nestas
pacientes.

Estas informacoes indicam para a necessidade do rastre-
amento pré-natal precoce ou mesmo pré-concepcional
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da infeccao por T. gondii. A determinacao do perfil soro-
légico das mulheres férteis, principalmente o acompa-
nhamento das gestantes soronegativas, permitiria o di-
agnoéstico mais seguro dos casos agudos da infeccdo.
Nestes casos a simples soroconversao seria suficiente,
dispensando a necessidade de exames mais onerosos.
Métodos de imagem, como exame ultra-sonografico,
nem sempre conseguem detectar alteracoes como calcifi-
cacoes cerebrais, e exame do liquido amniético, é sempre
invasivo.

Da mesma forma, tratamentos indevidos, de casos consi-
derados erroneamente como agudos, devido a reagoes
falso-positivas para a pesquisa de anticorpos IgM, tam-
bém poderiam ser evitados.
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Contaminacao do solo por helmintos de importancia
médica na praia do sul (milionarios), llhéus - BA*

Contamination of soil by helmints of medical importance
in the south beach (Milionarios) llhéus - BA

Ana Pilar Sousa Gonzalez y Caceres’, Flavia de Assuncdo Gongalves?,
Irene Mauricio Cazorla3 & Silvia Maria Santos Carvalho4

~

RESUMO - O estudo do nivel da contaminacéao do solo por parasitos em areas endémicas, ptublicas e muito freqiientadas como as prai-
as, faz-se necessario uma vez que o solo é uma fonte de infeccao continua, principalmente para as criancas. Para avaliar o nivel de con-
taminacdo do solo por helmintos na praia do sul (Milionérios), na cidade de Ilhéus — BA, utilizou-se o método de Rugai modificado apli-
cado a 24 amostras de solo, colhidas no més de Maio em areas amplamente movimentadas. Do total de larvas encontradas, 41,66% fo-
ram de S. stercoralis e 58,33% foram de Ancilostomideos, distribuidos em trés distintas profundidades do solo: superficie, 10 cm e 20
cm. Esses resultados confirmaram a contaminacao da praia por helmintos, concluindo-se que a mesma representa um importante foco
de transmissao de infecc¢des por larvas. Este estudo mostra a necessidade de implantacdo de um programa de controle dos parasitos
mais freqiientes encontrados na area, bem como de um programa de conscientizacao e educacao sanitdria das comunidades.
PALAVRAS-CHAVES - Solo, Praia, Contaminacao, Parasitos humanos.

/
~

-

SUMMARY - The study of contamination level from soil in public endemic areas as beaches is necessary , because it is a continue
infections source, mainly because of children. For evaluate this contamination level by worms in the south beach (Miliondrios) in
Ilhéus — BA (Brasil) it was used a from modified Rugai method. It was applied in 24 soil pieces picked from mostly busy areas. It was
identified 41, 66 % of worms of S. stercoralis and 58,33 % of Ancilostomideos distributed in three diferent depths of soil: surface,
10 cm, and 20 cm. This study confirme the contamination of the beach by helminth concluding that has a very important foccus of
infeccion transmission by worms. From this analisys will be possible start an implantation of a worrms control program in this area,
as well a awareness and sanitary education program in comunities.

KEYWORDS - soil, beach, contamination, human worms.
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INTRODUCAO al., 2000).
O presente estudo fundamentou-se na problemética da
s praias sdo importantes focos de infeccdo humana por contaminacao dos banhistas por ovos e larvas de parasitos
icrorganismos, tanto através da dgua quanto através dispersos nas areias da praia dos Milionarios, de Ilhéus —
do solo. Atualmente, os estudos realizados em relacdo a BA, e teve como objetivo estudar o nivel de contaminacao

balneabilidade de praias levam em consideracao a quali- do solo da praia do sul (Milionarios) do referido municipio
dade da d4gua do mar quanto a sua contaminacao por coli- em relacao a presenca de helmintos de importancia médi-
formes totais e fecais. No entanto, a andlise da contami- ca, a fim de contribuir como fonte de informagao atualiza-
nacao, quer seja parasitaria ou bacteriolégica dos solos das da para que as autoridades em satde publica possam to-
praias ainda constitui um novo foco de pesquisa. Ao con- mar medidas efetivas de controle.

trério, tem-se registrado, continuamente, a contaminacao ;

de solos de outras areas publicas como parques e pracgas MATERIAIS E METODOS

(Aratjo et al, 1998; Corréa et al, 1996; Santarém et

al.,1996). A coleta foi realizada no dia 13 de maio de 2003, cujo tem-

Poucos pesquisadores atentaram para a problematica da po se apresentou bom e o céu nublado, apesar da previsao
qualidade sanitaria das areias das praias. Esta pesquisa de chuva (www.climatempo.com.br). As amostras de solo

ainda representa, no Brasil, trabalho pioneiro pois sdo pou- foram coletadas aleatoriamente de quatro areas dos tre-
cas as areas do litoral que foram analisadas. Entretanto, ja chos mais movimentados da praia, localizados entre as bar-
foram encontradas diversas espécies de parasitos patogé- racas e o mar. Cada drea media 100m2 demarcados com
nicos ao homem como 8. stercoralis, Toxocara spp, A. lum- estacas. O espaco foi dividido virtualmente ao meio for-
bricoides, Ancilostomideos e outros muitos dos quais sao mando, entao, duas sub-dreas: 1, 2 (1% area); 3, 4 (2° drea);
veiculados por animais que transitam livremente pela 5,6 (3 area) e 7, 8 (4* drea). Cinco sub-amostras foram co-

praia ( Lagaggio et al., 2001; Nabuco et al., 2000; Silva et lhidas em zig-zag de cada sub-area, procedimento este re-
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alizado em trés distintas profundidades: superficie, 10 cm e
20 cm. O conjunto de cinco sub-amostras da sub-area 1 da
superficie foi acondicionada em uma sacola pléstica, dan-
do origem a amostra de solo composta n°® 1. Esse procedi-
mento foi realizado com todas as demais sub-amostras, re-
sultando em 24 amostras de solo ao final da coleta, conten-
do, aproximadamente, 500g cada sacola a ser analisada.
Posteriormente, procedeu-se a homogeneizacao do materi-
al, seguida da execucao da metodologia.

As amostras foram processadas no mesmo dia da coleta no
Laboratério de Parasitologia da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC) e analisadas pelo método de Rugai mo-
dificado, onde 100g da amostra homogeneizada foram co-
lhidos e imersos em cdlice de sedimentacdo, contendo
dgua a 45°C. A modificacao do método residiu no fato de o
material ter sedimentado durante 24h, seguida de centrifu-
gacao do sedimento a 2000 rpm, por dois minutos, em tubo
Wasserman. Laminas foram preparadas, coradas com lugol
e analisadas ao microscopio.

Para analisar a existéncia de relacdo entre a quantidade de
amostras contaminadas por espécies de parasitos e a pro-
fundidade do solo, bem como a relacao entre a quantidade
de parasitos por espécie e profundidade, foi utilizado o tes-
te Qui-quadrado.

A contaminacao foi avaliada de acordo com dois critérios:
Presenca ou auséncia de qualquer estrutura parasitaria. A
contaminacao do solo da praia ficou confirmada através da
presenca de qualquer forma parasitdria mesmo que esta
ocorresse em baixa incidéncia. E mesmo a auséncia de
qualquer estrutura parasitaria ndo excluiu, de forma algu-
ma, a possibilidade de contaminacdo. O nivel da contami-
nacao foi classificado de acordo com uma escala assim de-
finida:

0 - Auséncia de estruturas parasitarias quaisquer, de lixo,
fezes e animais transitando nas proximidades. (Sem in-
dicios de contaminacao ou 0).

1 - Presenca de ovos e/ou larvas de helmintos, auséncia de
lixo e fezes animais e vice-versa. (Baixa contaminacao
ou +).

2 - Presenca de ovos e/ou larvas de helmintos, presenca de
lixo ou fezes, ou animais transitando. (Média contami-
nacgao ou ++).

3 - Presenca de fezes humanas ou animais, presenca de ca-
chorro na praia, além de ovos e larvas de helmintos.
(Alta contaminacao ou +++).

RESULTADOS

Nas 24 amostras de solo foram encontradas 10 larvas de S.
stercoralis (41,66%) e 14 larvas de Ancilostomideos
(568,33%), conforme fig. 2. Embora, aparentemente, tenha-
se observado uma maior frequéncia de Ancilostomideos,
esta nao foi estatisticamente significativa (p = 0,541).

Foi realizada uma andlise das amostras de solo quanto a
presenca ou auséncia de parasitos. A espécie S. stercoralis
nao foi encontrada na superficie do solo, no entanto, esta-
va presente nos niveis de 10 cm e 20 cm de profundidade,
tendo sido detectada em seis das 24 amostras, conforme ta-
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Fig.1 Esquema da metodologia
de coleta em zig-zag.

Fig. 2.Distribuicao de larvas
encontradas por espécie.
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Fig.3. Distribuicao de parasitos
encontrados segundo a
profundidade pesquisada.

Fig. 4 Distribuicao do n°. de larvas
por espécie nos trés niveis
do solo.

TABELA |
Presenca (1) ou Auséncia (0) de larvas de
S. stercoralis nas 24 amostras de solo.

Profundidade
Amostra | Superficie 10 20 Total
1 0 1 0 1
2 0 1 1 2
3 0 1 0 1
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 1 1
7 0 0 0 0
8 0 1 0 1
Total 0 4 2 6
TABELA 1l

Presenca (1) ou Auséncia (0) de larvas de
Ancilostomideos nas 24 amostras de solo.

Profundidade
Amostra | Superficie 10cm 20cm Total

1 1 1 1 3
2 0 1 0 1
3 0 1 1 2
4 0 0 1 1
5 0 1 1 2
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 1 0 0 1

Total 2 4 4 10

bela 1. Os Ancilostomideos se mostraram presentes nos
trés niveis estudados, sendo encontrados em 10 das 24
amostras (Tabela 2).

Foi realizada a quantificacao total dos parasitos encontra-
dos nas trés diferentes profundidades pesquisadas no solo
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TABELA llI
Resultado da analise de 24 amostras de solo
segundo o numero total de larvas de
Ancilostomideo nos 3 niveis do solo

Local
Amostra | Superficie 10cm 20cm Total

1 1 1 3 5
2 0 1 0 1
3 0 1 1 2
4 0 0 1 1
5 0 1 3 4
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 1 0 0 1

Total 2 4 8 14

TABELA IV

Resultado da analise de 24 amostras de solo
segundo o nuimero total de larvas de S. stercoralis
nos 3 niveis do solo.

Local
Amostra | Superficie 10cm 20cm Total

1 0 1 0 1
2 0 3 1 4
3 0 3 0 3
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 1 1
7 0 0 0 0
8 0 1 0 1

Total 0 8 2 10

(Fig. 3), onde a profundidade com maior incidéncia de pa-
rasitos foi 10 cm, com um total de 12 larvas (50%), seguida
de 20 cm de profundidade com um total de 10 larvas (42%)
e, em seguida, a superficie, com 02 larvas (8%).

Em relacao a distribuicao dos parasitos por niveis de solo,
foram verificadas 14 larvas de Ancilostomideos distribui-
das nos 3 niveis, e 10 larvas de S. stercoralis, distribuidas
nos niveis de 10cm e 20cm de profundidade (Tabs. 3 e 4 e
Fig. 4)

DISCUSSAO

Os resultados apresentados comprovam a contaminacao do
solo da praia do Sul de Ilhéus- Milionarios, assim como a
possibilidade de ocorréncia de infec¢gées humanas por en-
teroparasitas através do solo.

O grau de contaminacao foi classificado como da ordem de
“média contaminacao” devido a ocorréncia de formas pa-
rasitdrias e lixo no solo da praia, criando assim, condicbes
para a proliferacdo de microrganismos no ambiente. Além
disso, o teste estatistico Qui-quadrado aplicado, revelou
que nao foi observada relacao entre o tipo de parasito e a
profundidade em que se encontravam (y* (2) = 1,778; p =
0,411), e que ha diferenca significativa entre a distri-
buicédo dos parasitos nos diferentes niveis do solo pesquisa-
do (¥* (2) = 6,446; p = 0,040). O maior nimero de parasitos
foi encontrado a 10 cm e 20 cm de profundidade (Figs. 3 e
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4), o que ocorreu em funcao do geotropismo positivo, capa-
cidade esta conferida as larvas, utilizada também para pro-
tegerem-se contra as intempéries do ambiente.

Em trabalho realizado por Nabuco et al. (2000), na praia de
Copacabana, Rio de Janeiro, foram encontrados cistos e
oocistos de protozoarios e ovos de helmintos através da
aplicacdo das técnicas de Willis, Denis, Stone e Swanson
(modificado). Ja Silva et al. (2000), analisando o solo de 18
praias, também do Rio de Janeiro, em relacdao a contami-
nacao por ovos de helmintos, aplicou a técnica de hidra-
tacdo de ovos com solucao de Ruffer, encontrando 2% de
positividade. Lagaggio et al., (2001), analisando o solo de
trés praias de Guaiba/ RS, aplicou a técnica de Caldwell &
Caldwell modificada, cujo resultado demonstrou a pre-
senca de cistos e oocistos de protozoarios e ovos de hel-
mintos. De fato, as metodologias aplicadas aos diferentes
trabalhos mostraram-se a contento, entretanto, em nosso
estudo, em func¢ao da andlise ser dirigida a captura de hel-
mintos, aplicamos a metodologia do Rugai modificado, le-
vando em consideracdo o seu principio, a praticidade e o
baixo custo.

A interpretacdo dos achados é tarefa muito complexa, pois
apesar da constatacao da contaminacao das areias da praia
dos Miliondrios por endoparasitas, nao se pode classifica-
la quanto a sua balneabilidade utilizando este critério, isso
porque ainda nao foi criado um meio de classificacao da
qualidade sanitdria de praias utilizando como critério a
contaminacao do solo. Esta classificagao tem sido realizada
atualmente através da andlise da &gua do mar quanto a sua
concentracao de coliformes fecais e totais.
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O EspermoRom na morfologia espermatica estrita:
relato de um caso

The EspermoRom in the strict espermatica morphology: story of a case

Orildo dos Santos Pereiral, Jodo Baptista M.Janini2, Humberto Marques Tiburcio3
e Afranio Caiafa de Mesquita Filho4.

/RESUMO - O espermoROM é um software dedicado para auxiliar na andlise do esperma e ele foi o empregado para auxiliar na ava-
liacao da morfologia dos espermatozoéides deste caso, devido a sua facilidade de manuseio e a quantidade de imagens digitais. As ima-
gens digitais do espermoROM permitiram a facil caracterizacao dos diferentes aspectos morfolégicos que foram observados neste pa-
ciente. A morfologia dos espermatozéides humanos varia substancialmente em sua apresentacao embora isto nao ocorra de pessoa pa-
ra pessoa. A definicao de um padrao que possa ser aceito como o de “normalidade” baseia-se na visualizacao das formas dos esper-
matozéides que se interagiram com o plasma seminal e com o muco cervical. A verificacao da morfologia é um fator tao importante na
analise do sémen quanto é a determinacdo da concentragao, da motilidade e da vitalidade dos espermatozoides, independente do ob-
jetivo do exame. O estudo da morfologia estrita, € uma técnica que foi descrita por Kruger (1), e tem a propriedade de ser um dos in-
dicadores da qualidade e viabilidade dos espermatozéides que estdo sendo produzidos pelos testiculos, e os resultados desta, correla-
cionam-se com o sucesso da fertilizacao por via natural ( “in vivo"”) ou da inseminacao intra-uterina ("in vitro"). Portanto, ela é uma
valiosa "arma" durante a investigacao do casal com dificuldades de ter filhos. Para a andlise da morfologia estrita, os espermatozdides
sao corados pelo método de Papanicolaou e examinados ao microscépio 6ptico numa ampliacdo de 1.000 vezes.
\PALAVRAS-CHAVES - Espermograma, morfologia, Morfologia Estrita de Kruger, espermatozéide, fertilizagao, infertilidade J

/SUMMARY - The espermoROM is a software dedicated to aid in the analysis of the sperm and him it was the employee to aid in the\
evaluation of the morphology of the spermatozoon of this case, due to its easiness of I handle and the amount of digital images. The
digital images of the espermoROM allowed the easy characterization of the different morphologic aspects that were observed in this
patient one. The morphology of the human spermatozoon varsti substantially in its presentation although this medo not happen of per-
son for person. The definition of a pattern that can be accepted as the one of " normality " bases on the visualization in the ways of the
spermatozoon that if interagiram with the seminal plasm and with the cervical mucus. The verification of the morphology is such an
important factor in the analysis of the semen as it is the determination of the concentration, of the motilidade and of the vitality of the
spermatozoon, independent of the objective of the exam. The study of the strict morphology, is a technique that was described by Kru-
ger (1), and he/she ngh the property of being one of the indicators of the quality and viability of the spermatozoon that they are being
produced by the testicles, and the results of this, they are correlated with the success of the fertilization by natural road (" in lives ") or
of the intra-uterine insemination (" in vitro "). Therefore, she is a valuable " weapon " during the couple's investigation with difficultsti
of erhavi children. For the analysis of the strict morphology, the spermatozoon are red-faced for the method of Papanicolaou and exa-
mined to the optical microscope in an amplification of 1.000 times.

KEYWORDS - Spermogram, morphology, Strict Morphology of Kruger, spermatozoon, fertilization, infertilidade
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ta a cabeca com o formato oval, deve haver uma regiao
acrossomica e ela deve ser bem definida compreendendo

INTRODUCAO

A morfologia estrita dos espermatozdéides foi o conceito
empregado para avaliar o esperma deste paciente e sera a
descrita ao longo desta monografia.

1 - Padrao aceito como “normal”

Na realizacdo do espermograma, antecipadamente, um
critério estrito deve ser aplicado quando se analisa o
padrédo que serd o aceito como o representante da "norma-
lidade" ou a morfologia esperada dos espermatozéides.
Entre os padroes que devam ser considerados estao, a ca-
beca, a regido acrossémica, a peca intermedidria e a cau-
da. A morfologia esperada e que podera ser atribuida co-
mo a normal deve ser aquele espermatozé6ide que apresen-

de 40% a 70 % da area da cabeca do espermatozéide e nao
pode ser visto defeito anatémico na peca intermediaria ou
na cauda do espermatozédide.

2 - Importancia do padrao aceito como “normal”

Foi observado que: 1) homens com concentracao e motili-
dade espermética "normais" ou esperada, mostravam ta-
xas de fertilizacao significativamente mais baixas, se apre-
sentassem menos que 14% de espermatozoéides com carac-
teristicas morfolégicas compativeis com o padrdo represen-
tante da “normalidade”. 2) quando estes pacientes apre-
sentavam menos de 4% de espermatozéides caracteriza-
dos morfologicamente como " normais “, nao ocorria ferti-
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lizacao.

Assim, a avaliacao da morfologia e da quantidade de es-
permatozoéides segundo este critério estrito, é fundamental
para o prognostico dos casais que alcancardo gestacao por
métodos naturais. A quantidade de espermatozoéides avali-
ada é expressa em unidade de porcentagem.

3 - Prognésticos com a morfologia estrita

A morfologia estrita também é fundamental para a indi-
cacao e o prognoéstico dos casais candidatos a técnicas de
inseminacao intra-uterina (“in vitro"). Este procedimento,
desenvolvido por Kruger e colaboradores, (1) € amplamen-
te utilizado nas clinicas de fertilizacao “in vitro", para pre-
dizer as chances de ocorréncia da fertilizacdo. Além das
caracteristicas morfol6égicas convencionais dos espermato-
z6ides, este critério leva em consideracdo a area ocupada
pelo acrossoma.

Na adocéo deste critério os espermatozéides sao classifica-
dos em 3 grupos com as denominac¢des e caracteristicas
morfolégicas descritas

Grupo Denominacao Descricao

A cabeca é oval, a peca intermediaria e o flagelo sdo aparéncia e
tamanho normais, 0 acrossoma ocupa uma area entre 40% a 70% da
regido cefalica e nao apresenta vaciiolos

1 Normais

L dos

2 Amorfos cabeca é

do Grupo 1, mas a
vactiolos no

Ou possuem

3 Severaments 0 acrossoma ocupa menos de 40% ou ocupa mais de 70% da cabeca.
Amorfos

Os nossos critérios incluem no grupo 3 os espermatozéides
microcéfalos, macrocéfalos, fusiformes, com gota citoplas-
matica, angulacoes de peca intermedidria, alteragoes im-
portantes na cauda, ou com anomalias multiplas de ca-
beca, peca intermedidria e cauda, severamente comprome-
tidos

Trabalhos cientificos publicados (2) comprovaram a impor-
tancia da morfologia estrita no prognéstico de fertilizacao
“in vitro". A conclusao é que com menos de 4% de formas
normais o

prognostico € ruim, de 4% a 14% € bom prognéstico e aci-
ma de 14% é excelente prognéstico.

4 — Limites dos valores de referéncia

O ponto de corte ou valor de referéncia é de 14 % para a
“Morfologia Estrita”. Ele foi estabelecido por Kruger e co-
laboradores, (1). Neste trabalho, os paciente foram dividi-
dos em quatro grupos, onde as esposas nao apresentavam
qualquer anormalidade em relacao a fertilidade. Os resul-
tados dos exames destes pacientes podem ser descritos
quanto a fecundacao e a gestacao e classificados como des-
crito a seguir.

Odcitos

Grupo Morfologia fertilizados

Apresentaram de 0 % a 14 % de espermatozéides com o padrdo
1 “normais” caracterizado com cabecas ovais de acordo com os 37%
critérios estritos

Apresentaram de 15 % a 30 % de espermatozdides com o padrdo

“normais” caracterizado com cabegas ovais 81%

Apresentaram de 31 % a 45 % de espermatozoides com o padrdo

n “normais” caracterizado com cabecas ovais

82%

Apresentaram de 46 % a 60 % de espermatozéides com o padrdo

“normais” caracterizado com cabecas ovais 9%
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1 - Quanto a fecundacéo
2 - Quanto a gestacao

Nenhuma gestacao foi observada nas mulheres dos mari-
dos do Grupo I. No Grupo II foi observado 11 % de ges-
tacdo. No Grupo III foi observado 18 % de gestacao e no
Grupo IV observou-se 25 % de gestacgoes.

Baseado nestas evidéncias ficou determinado o valor do
ponto de corte para 14% de espermatozé6ides com morfolo-
gia tipica conforme os critérios aqui apresentados. O con-
junto destes critérios constituem a MEE - Morfologia Es-
permatica Estrita. Observa-se que nos Grupos II, III e IV,
apesar do aumento de espermatozé6ides normais sobre o
ponto de corte de 14%, pouca influéncia isto ocasionou na
fertilizacao dos odcitos.

Em um estudo recente realizado por Esteves & Nakazato,
(2) avaliando 26 homens com varicocele (varizes ao redor
do testiculo que podem causar infertilidade) e menos de
14% de espermatozoides identificados como morfologica-
mente "normais”, verificou-se que a corre¢ao microcirargi-
ca da varicocele melhorou os resultados da MEE- Morfolo-
gia Espermatica Estrita em 50% dos casos. Esta melhora foi
acompanhada de taxas de gravidez mais elevadas, quando
comparadas ao grupo de homens cuja morfologia nao se al-
terou ap6s a cirurgia.

DESCRICAO DO CASO
1 — Paciente

1.1 — Dados pessoais

Paciente do sexo masculino de nome J. P. D. , 32 anos, ca-
sado, sem filhos, Técnico em Quimica. Em 2002 ele procu-
ra os cuidados de um Andrologista e de um Especialista em
Reproducao Humana aos quais relata a infertilidade conju-
gal ha pelo menos trés anos de existéncia.

1.2 — Exames de laboratério

Relata também ter realizado quatro Espermogramas e sen-
do todos eles classificados pelo paciente como "normais”.
Apresentou-se com um resultado da Espermocultura que
relata a auséncia de crescimento de microorganismo repre-
sentativo.

Relata ainda haver realizado o PHA - Perfil Hormonal An-
drolégico. Os resultados, intervalos de valores de referén-
cia e fundamento do método de exame foram:
Testosterona: 789,0 ng/dl, Intervalo de referéncia 286 a
1.511 ng/dl, Quimioluscéncia

Hormoénio foliculo estimulante, FSH: 4,5 mUI/ml Intervalo
de referéncia: 1,5 a 14,0 mUI/ml, Quimioluminescéncia
Hormoénio luteinizante, LH: 3,9 mUI/ml], Intervalo de re-
feréncia 1,4 a 7,7 mUl/ml, Quimiluminescéncia

1.3 — Outros exames

O paciente apresentou o resultado do ultra-som Doppler
Colorido que nao revela dilatagao das veias testiculares o
que, por conseqliéncia exclui uma possivel varicocele sub-

RBAC, vol. 37(1): 57-61, 2005



clinica. O paciente nega a existéncia de doencas infantis
especificas, como criptorquidia ou orquite pés caxumba.

1.4 — Relato ocupacional

O paciente relata contato com produtos quimicos para pro-
ducao de cosméticos em ambiente de trabalho ha pelo me-
nos 5 anos.

1.5 — Exame fisico

O exame fisico do paciente revela caracteres sexuais se-
cundarios classificaveis como normais. Os seus testiculos
sdo de tamanho e consisténcia aceitos como normal. A
préstata apresenta-se de tamanho e consisténcia aceitos
como normal.

O paciente nega dor testicular. Ele ainda relata que a sua
esposa passou por varios exames clinicos e laboratoriais e
nada foi encontrado de “anormal”.

2 - Avaliacao com a MEE - Morfologia
Espermatica Estrita

Foi solicitado do paciente a avaliacao dos espermatozéides
empregando a Morfologia Espermatica Estrita ou Morfolo-
gia de Kruger e que ocorreu no Instituto de Prevencao e
Diagnéstico Prof. Dr. J.Janini.

2.1 - Esfregaco

Com o esperma do paciente foi confeccionado um "“esfre-
gaco" e corado posteriormente pelo método de Papanico-
laou.

2.2 — Microscopia

O esfregago corado foi examinado no microscopio 6tico
com a ampliacao de 1.000 obtida pelo uso de uma ocular de
10 vezes de ampliacao e de uma objetiva de 100 vezes de
ampliacao, com o emprego de 6leo de imersao.

2.3 — Contagem

No esfregaco foram contados com a ampliacao de 1.000,
500 espermatozéides e que durante a contagem foram
classificados quanto ao aspecto morfolégico observado.

Os espermatozéides foram classificados em “normais” con-
forme o padrdo anteriormente descrito. O EspermoROM
mostrou-se particularmente tutil neste momento, pois per-
mitiu que duvidas morfolégicas fossem dirimidas com se-
guranca e rapidez.

O resultado da contagem dos 500 espermatozdides na
amostra de esperma examinada é descrito em 4 grupos. O
primeiro grupo descreve a quantidade em porcentagem
daqueles espermatozoéides classificados como “normais”.
A figura 1, que pode ser encontrada no espermoROM evi-
dencia este tipo de espermatozéide. O segundo grupo re-
presenta os espermatozéides com alteracoes da cabega,
acrossoma e do nucleo com as respectivas quantidades ex-
pressas, quando presentes, em porcentagem. Nas figuras 2
a 6 podem ser vistos espermatozodides representativo deste
grupo. As diferentes alteracdes morfolégicas sao as descri-
tas e para o paciente em questao os valores observados sao
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os assinalados. O terceiro grupo representa os espermato-
z6ides com alteracao da pecga intermediaria. As alteracoes
que podem ser observadas sao as descritas e os valores re-
presentam os encontrados neste paciente. As figuras 7 a 9
apresentam espermatozoéides caracteristicos deste grupo.
O quarto grupo descrevera as alteracoes do flagelo e da
cauda, sendo os tipos delas os descritos e os valores sao os
encontrados no esperma deste paciente. Observando as fi-
guras 10 a 12, podem ser vistos os espermatozéides repre-
sentativos deste grupo

COMENTARIOS

A Morfologia Espermatica Estrita deste paciente revelou a
presenca de 93 % de espermatozéides atipicos, sendo que
40 % deles apresentaram-se com vacuolos no acrossoma.
Este fato é a provavel causa da infertilidade deste pacien-
te, pois € esperavel que estes espermatozoides apresentem
deficiéncia de enzimas acrossomiais (Acrosina e Hialuroni-
dase) e que sao extremamente necessarias para a pene-
tracdo destes na zona pelicida do 6vulo.

Atente que essa importante alteracao acrossomial, nada in-

Grupo Descricao % |Figura
1 ESPERMATOZOIDES NORMAIS 7 1
2 ESPERMATOZOIDES COM ALTERAGOES DA CABECA, ACROSSOMA E NUCLEO
2.1 | ANOMALIAS DA CABEGA 3 |2
Cabeca si
Cabeca com extremidade afilada
Cabeca com extremidade em forma de sineta

Cabeca alongada

2.2 OUTRAS ANOMALIAS DA CABEGA

Cabeca em forma de fita ou Tapering 4 3
Esper dides microcéfalos de cabeca 5 4
Esper Oi microcéf de tri es com peq 9 5
acrossoma
Esper dides microcé com ao total -mi p
Espermatozdides macrocéfalos (cabeca grande -macroespermatozoéide)
Espermatozdides de cas irreg P i com
nucleares
Esper dides em pi com nticleo pi
Espermatozéides em cromatdlise (cabeca com niicleo emcromatolise)
Esper 0i é - auséncia de cabeca

Espermatozéides de cabecas duplas

Dupla cabeca tnida pela peca intermediaria com uma s6 caudaCabega com
niicleo filamentoso

Alteracao nuclear - regido pos — acrossomial estreita

Alteracéo nuclear - regiao pos — acrossomial alargada

Auséncia de acrossomas

Acrossomas com vactiolos 40 |6

3 ESPERMATOZOIDES COM ALTERAGOES DA PEGA INTERMEDIARIA

3.1 Peca intermediaria com pi

de restos ci ati 10 |7

3.2 | pega intermediaria mostrando uma angulagéo entre a cabega e acaudaao nivel |8 |8
de sua parte médialdem, porém ao nivel de sua parte final
Restos citoplasmaticos com vactiolo na peca intermediaria
Peca intermediaria com vacuolo citoplasmatico degenerativo
Alteracdes da peca intermediaria

Angulagao na peca intermediaria

3.3 Dois espermatozéides unidos pela peca intermediaria 3 9

Peca intermediaria com restos ci aticos e em ¢

Trés esper unidos pela pega i iaria
4 ESPERMATOZOIDES COM ALTERAGOES DA CAUDA OU FLAGELO
4.1 Esper dides de flagelos curtos 5 10
4.2 Esper de flagelos
4.3 Espermatozdides de flagelos enrolados na parte distal
4.4 Esper de flagelos duplos 2 11
45 Esper com flagelos 4 12
4.6 Espermatozdides com auséncia de flagelos (cauda)
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Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3

Fig. 4 Fig. 5 Fig. 6

Fig. 7 Fig. 8 Fig. 9

Fig. 10

terfere na motilidade, na vitalidade e na concentragao es-
permatica, pois este paciente apresentava, conforme relato
dele, todos os Espermogramas “normais”, no concernente
a estes aspectos.

A exposicao a produtos quimicos pode ser a causa da Tera-
tospermia ( mal formacao dos espermatozédides ) e que foi
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Fig. 11

Fig. 12

evidenciada neste paciente pelo espermograma realizado.
Por este motivo, foi solicitado ao paciente que mude de se-
tor em seu local de trabalho, que evite o contato com esta
fonte de risco e que faca avaliacoes periddicas da Morfolo-
gia Espermatica Estrita.
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CONCLUSAO

O paciente apresenta alteragoes na morfologia estrita se-
gundo os critérios de Kruger que possibilitam prever prog-
noéstico ruim para a fertilizagdo por vias naturais ( in vivo )
e bom prognéstico para inseminacdo intra-uterina ( in vi-
tro ), desde que sejam também consideradas as recomen-
dacodes para a nao exposicao ao risco quimico.
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lizou nos ultimos cinco anos, enviando os documentos que somem 2.000
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