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Determinacao do numero de regioes organizadoras de
nucléolo (AgNOR) em lesoes do epitelo cervical uterino

Determination of number of nucleolar organizers regions in lesions of the uterine cervical epithelium

Carla Filippin'; Larissa Duarte Chistofoletti’; Maria Cecilia Menks Ribeiro’& Cidénia de Lourdes
Viturr’,

/RESUMO - A Técnica de AGNOR é um método histoquimico que evidencia as Regides organizadoras de nucléolo (NORs), sendo con-
siderado um bom marcador de proliferacao celular e conseqiientemente pode ser usado para avaliar malignidade. O Cancer de colo
uterino pode ser detectado através do exame preventivo do cancer, através do Método de Papanicolaou, possibilitando o tratamento
precoce. Os casos sugestivos bem como os inconclusivos devem ser confirmados pela histologia e/ou colposcopia, o que pode acarre-
tar evasao das pacientes dos Servicos de Satude. Os teste moleculares, quando apresentam resultados positivos para virus oncogéni-
cos, nao determinam necessariamente o desenvolvimento de uma displasia, sendo necessario outros fatores. O objetivo deste traba-
lho foi avaliar a técnica de AGNOR aplicada em esfregacos de material cervical uterino e analisar a sua associacdo com o diagnoéstico
citolégico e histolégico em lesdes do epitélio cervical uterino. Foram estudadas 85 pacientes na faixa etaria de 18 a 65 anos de idade.
Amostras citolégicas de material cervical foram submetidas a coloracao de AgNOR e Papanicolaou e a biépsia a coloracao de HE. As
laminas coradas com AgNOR foram submetidas a andlises microscopicas e computadorizadas. Os resultados demonstraram asso-
ciacao, entre a técnica de AGNOR e o diagnéstico citolégico e histolégico com correlacao positiva para niumero dos pontos de AGQNOR
(r de Spearman: 0,8468 e 0,8441 respectivamente). Portanto, conclui-se que a Técnica de AgNOR ¢é eficiente, e que pode ser empre-
gada em material cervical citolégico nos casos inconclusivos.

PALAVRAS-CHAVE - AgNOR, cervical, displasia, cAncer uterino, Papanicolaou, citologia, colposcopia, histologia.

/
/SUMMARY - Technique of AgNOR, is a histoquimical method that evidences the Regions organizers of nucleolus (NORs), being con-\
sidered a good marker of cellular proliferation consequently can be used to evaluate progress of the malignant transformation. The
uterine col cancer can be detected through the preventive examination of the cancer, with the cytopatologic exam, making possible
the precocious treatment. The suggestive cases as well as the inconclusive must be confirmed by the histological and/or colposcopi-
cal, what it can cause evasion of the patients of the Services of Health. The test molecular, when they present resulted positive for on-
cogenicos viruses, necessarily does not determine the development of a dysplasia, being necessary other factors. The objective of this
work was to evaluate the technique of AGQNOR applied in smears of uterine cervical material and to analyze its association with the
cytological and histological diagnosis in injuries of the uterine cervical epitélio. The eighty and five samples of cytological cervical
from different patients between 18 and 65 years old were examined. Cytological samples of cervical material had been submitted to
the coloration of AGNOR and Papanicolaou and the biopsy to the HE coloration. You plate them proceeded with AGQNOR had been
submitted the microscopic and computer analyses. Os results had demonstrated association; enter the technique of AGNOR and the
cytological and histological diagnosis with positive correlation for number of the points of AGNOR (r of Spearman: 0,8468 and 0.8441
respectively). Finally, concludes that the Technique of AgGNOR is efficient, and that it can be used in cytological cervical material in
the inconclusive cases.

KEYWORDS - AgNOR, cervical, dysplasia, uterine cancer, Papanicolaou, cytology, colposcopy, histology. )

ser admitidas. Entretanto, a histologia ainda é considera-
da a base para o tratamento e seguimento de alteracoes
identificadas pela citologia, além de representar o teste de
certeza nos estudos de patologia cervical (CARNEIRO et
al., 2004), embora seja uma técnica invasiva.

Marcadores biolégicos de proliferacao celular podem ser
utilizados para elucidar casos de dificil diagnéstico. Um
desses métodos é o método histoquimico pela técnica de
AgNOR, o qual trazem novas perspectivas para a compre-

INTRODUGAO

trabalho pioneiro de Papanicolaou introduziu o exame

colpocitolégico na pesquisa diagnéstica de prevencao
e tratamento do cancer de colo uterino. Mais tarde, pelos
avancos tecnolégicos em citologia esfoliativa, demonstrou-
se que este exame pode apontar para a solucao de um
enorme problema de Satde Publica. Sendo o ttero anato-
micamente um 6rgao de facil acesso, permite a realizacao

da coleta de material para o exame citopatologico sem
acarretar grandes transtornos a mulher e realizar a impor-
tante tarefa de prevencao do cancer.

Para a determinacao do cancer de colo de utero, o uso das
técnicas atuais, como o teste de citopatologico, apesar de
serem subjetivos e confidveis, apresentam baixos indices
de reprodutibilidade. Os testes moleculares, quando apre-
sentam resultados positivos para tipos virais altamente on-
cogénicos, ndo determinam necessariamente o desenvolvi-
mento de uma displasia, sendo necessarios varios outros
fatores concomitantes. Portanto, novas técnicas citolégicas
de anadlises preditivas, confidaveis e reprodutiveis devem

ensao do crescimento tumoral, com consequentes reper-
cussdes para o prognostico e a terapéutica dessas lesoes
(NEVILLE et al., 1998).

A técnica de AgNOR marca as regides organizadoras de
nucléolo (NORs) que foram descritas primeiramente por
Heintz (1931) e por McClintock (1934) (DERENZINI, 2000),
como sendo as regidoes marcadas de cromatina em torno da
qual, no fim da telofase, o nucléolo é reformado apds seu
desaparecimento durante a fase mitotica da célula. Estas
regides correspondem aos constituintes secundarios de
cromossomas da metafase (HOWELL, 1982). As NORs po-
dem ser facilmente identificadas em microscépio convenci-
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onal mediante a impregnacao por prata coloidal (AgNOR).
Portanto estas regides organizadoras de nucléolo (NOR) sdao
fitas de DNA presentes no nucleo da célula e que possuem
genes de RNA ribossémico, organizando assim como os nu-
cléolos. Os NORs sao produzidos por proteinas nucleolares
facilmente identificaveis pela impregnacao por prata e visu-
alizados em regides secunddrias dos cromossomos (EGAN,
1988; CROKER & EGAN, 1988; SOOMRO, et al., 1991).

PLOTON e colaboradores (1986) descreveram uma técnica
modificada para a demonstracao das NORs (Regides orga-
nizadoras nucleolares) que foi aplicada em secoes histol6-
gicas. Esta técnica ficou conhecida como AgNOR, onde é
possivel visualizar NORs, na microscopia de luz como es-
truturas redondas intranucleares de cor marrom-café .

OBJETIVOS

Este estudo tem por base analisar a associacdo entre a Técni-
ca de AgNOR e Diagnéstico Citolégico de lesoes do epitélio
cervical uterino conforme as Classificacoes de Richart, 1967
e Bethesda, 2001; e, o Diagnéstico Histolégico do epitélio cer-
vical uterino conforme a Classificacao de Richart, 1967;
Verificar a variacdo do numero de AgNOR entre os dife-
rentes graus de lesao de acordo com diagnéstico citolégico
e histolégico.

METODOLOGIA

Este trabalho é parte integrante da dissertacao de mestrado
intitulada "Estudos citomorfolégicos de lesdes do colo ute-
rino — andlise comparativa de diversas metodologias”, que
foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Maternidade Carmela Dutra, e ao Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Santa Catarina, aprovado em ambos comités.
Este estudo foi prospectivo em humanos com procedimen-
tos experimentais in vitro com amostras de raspado celular
de colo uterino.

Foram realizadas coletas de material cervical uterino de pa-
cientes atendidas no Servico de Residéncia Médica de Pato-
logia Cervical da Maternidade Carmela Dutra. Optou-se por
realizar o estudo neste servico por ser um Centro de Refe-
réncia do Estado de Santa Catarina em assisténcia de Pato-
logia Cervical. A rotina assistencial deste Servico mantém
atendimento em ginecologia e recebe pacientes que foram
encaminhadas de outros servicos publicos e particulares.
As pacientes foram primeiramente esclarecidas quanto ao
objetivo da pesquisa, formas de conducao (sigilo e privaci-
dade), os métodos aplicados e os beneficios que o projeto
poderia trazer. Apés os esclarecimentos, as pacientes fo-
ram convidadas a participar da pesquisa, e, havendo inte-
resse, foi obtido seu consentimento por escrito.

Coleta de Material

Durante o atendimento médico, foram coletadas amostras
de material cervical com auxilio da espéatula de Ayre. Foi
confeccionado esfregaco em duas laminas que foram imer-
sas imediatamente em dlcool 96°GL e encaminhadas ao la-
boratério onde foram submetidas a rotina de coloragdo por
AgNOR e Papanicolaou, unitariamente. Quando conside-
rado necessario foi coletado material para biépsia e enca-
minhado ao laboratério conveniado.

Grupo controle

Foram considerados grupos controle neste estudo: Pacien-
tes submetidas a exames de rotina, com resultado clinico e
histolégico normal. Pacientes com resultado citologico nor-
mal ou inflamatorio discreto com alteracoes reativas discre-
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tas, presenca de agentes da flora vaginal normal e discre-
to infiltrado inflamatério; portanto, pacientes classificadas
como NILM - Negativa para lesao intraepitelial ou neopla-
sia maligna.

Foram incluidas neste trabalho pacientes que apresenta-
vam histérico de exame anterior alterado, entre estes foram
considerados: exame clinico, histéria de infeccao pelo Papi-
loma Virus Humano, exame citolégico prévio e histolégico.
Um segundo critério de selecao foi a adequacao da qualida-
de dos esfregacgos, cujas laminas deveriam conter no mini-
mo 100 células vidveis, com caracteristicas citolégicas sufi-
cientes para que pudessem ser classificadas.

Foram excluidas desta pesquisa as pacientes menores de 18
anos, gestantes, e em tratamento ginecolégico (quimiotera-
pia, radioterapia, cauterizacao, cirurgia e tratamento local
com 4cido tricloroacético (TCA), e outros medicamentos).
Um segundo critério de exclusao foram as pacientes que ti-
veram esfregagos que apresentavam numero escasso de
células viaveis. Os esfregacos contendo células metaplasi-
cas foram agrupados separadamente, para andlise estatis-
tica, por considerar que uma célula em transformacao po-
de apresentar uma atividade celular alterada.

Técnica de AgNOR

Preparou-se a solucao aquosa de gelatina (solucao coloi-
dal) com dissolucao de 0,5g de gelatina e 25ml de agua
deionizada, em meio aquecido e depois de resfriada acres-
centou-se 0,25ml de &cido férmico (SIGMA) a 1% em agua
deionizada (solucao reveladora).

Solucao de nitrato de prata foi preparada pela dissolucao
de 1g de cristais de nitrato de prata (MERCK) em 2ml dgua
ultra pura, filtrada e acondicionada em frasco escuro, para
evitar a oxidacao do nitrato de prata. A preparacao deve
ocorrer no momento da coloracao.

As duas solucgoes foram utilizadas na proporcao de 1:2 res-
pectivamente no momento da coloracao.

Para o procedimento de coloracgdo retiraram-se as laminas
com material cervical do frasco, e deixou-se secar ao ar.

A seguir, foram adicionadas ao esfregaco gotas das so-
lugdes na proporcdo de 1:2 respectivamente, até cobrir o
esfregaco. Em seqguida, as laminas foram colocadas em ba-
nho-maria a 62°C por 7 minutos, sobre suporte de maneira
que nao tocassem a agua; até obtencao de coloracdo mar-
rom-dourado na superficie do esfregago. As laminas foram
enxaguadas em agua destilada e seca ao ar. Depois de co-
radas as laminas permaneceram ao abrigo da luz até o mo-
mento da microscopia (HOWELL & BLACK, 1982) (fig. 1).

7n 4

2 gtas AgNO:

1 gta gelatina

&

7 -

T 62°C

Figura 1: Esquema do protocolo experimental.
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Técnica Citopatologica

As laminas com material cervical foram retiradas do frasco
e colocadas em berco préprio para coloracdo em cubas de
vidro. As laminas com material fixado em 4lcool passaram
por um processo de hidratacdo em concentra¢oes alcodli-
cas decrescentes, 96%, 80%, 70% e 50%. Em seguida fo-
ram mergulhadas 10 vezes em cada solucdo alcodlica.
Apbs foram colocadas em cubas com corante de hematoxi-
lina de Harris, por 2 minutos e 30 segundos, coloracao dos
nucleos, lavadas em éalcool 96% por 2 vezes durante 2 e 3
minutos respectivamente. Em seguidas, foram colocadas
em cubas com corante orange G por 12 segundos, colo-
racao dos nucléolos, queratina e glicogénio. Foram lavadas
novamente em &lcool 96% por 2 vezes durante 2 e 3 minu-
tos respectivamente. Em sequida, foram colocadas em cu-
bas com corante EA 50 por 1 minuto, coloracao do citoplas-
ma, novamente repetiu-se o processo de lavagem em alco-
ol em 2 etapas durante 2 e 3 minutos respectivamente. Pos-
teriormente foram desidratadas em é&lcool absoluto por 3
minutos, clarificadas em xilol por 2 minutos e, fixadas e
montadas com Entelan (GOMPEL & KOSS, 1997).

Aquisicao das Imagens

A aquisicao das imagens foi executada utilizando-se Sofwa-
re Image Pro Plus 4.0. As células selecionadas foram digita-
lizadas através de um sistema composto por fotomicrosco-
pio 6ptico Olympus BX41 com iluminacao halégena, um
adaptador para camera de video Olympus U-PMTVC com
uma fotocular PE 3,3 x 125 Olympus (determinando um au-
mento visual de 330 vezes em combinacao com a objetiva),
conectado a uma camera de video digital color CCD Sony
Exwave HAD, modelo SCC-DC54A. Esta camera apresen-
ta alta sensibilidade. A imagem foi transmitida a um com-
putador Pentium IIl. As laminas coradas pelo método de
AgNOR foram analisadas utilizando-se a objetiva de 100X.
O processamento da imagem foi iniciado com seu congela-
mento no monitor, e em seguida capturada e gravada para
posterior andlise no programa Sacci, Scion Image (Fig 2).
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Figura 2: Analise computadorizada do nimero de AQNOR. As AGNOR
coradas pela prata (quadro a esquerda) foram marcados através do
programa sacci (a direita), e automaticamente determinados

Imagens de boa qualidade refletem um instrumento impor-
tante em morfologia, com potencial a ser usado para defi-
nir casos de dificil discernimento pela citologia, histologia.
Para cada lamina corada pela técnica de AgNOR foram
analisadas 25 células escamosas representativas da area de
lesdo, células com alteracoes citologicas e selecionados
seus nucleos.

Para as analises, os nucleos extraidos das imagens digitali-
zadas foram marcados, onde o sistema operacional Scion
Image e o programa Sacci onde foram realizadas as conta-
gens dos pontos de AgNOR por ntcleo.

Critérios morfolégicos pré-estabelecidos foram determina-
dos para andlise citolégica pela coloracao de Papanicolaou,
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e analisados unitariamente. Os critérios foram aqueles des-
critos por Gompel e Koss (1997) e adaptados por FILIPPIN,
et al., 2000 com algumas modificacoes.

Alteracao da relacao nucleo/citoplasma; hipercromasia; ir-
regularidade da membrana nuclear; espessamento da
membrana nuclear; irregularidade da cromatina; presenca
de nucléolo; alteracdes coilocitéticas.

Para o diagnéstico citolégico foi adotada a Classificacao de
Richard, 1967 e complementada com a Classificacao de
Bethesda 2001, com algumas modificagoes, descritas a se-
guir. Foram estabelecidos os seguintes graus de lesao:
Normal = citologia normal e/ou com discretos sinais de in-
flacao HPV = Citologia com alteracgoes citopaticas do HPV,
presenca de coilécito e/ou no minimo cinco critérios secun-
dérios do HPV, com auséncia dos critérios referidos para
displasia; ASCUS; NIC I; NIC II; NIC III; carcinoma esca-
moso invasivo.

A proposta deste trabalho foi avaliar a método de AgNOR
aplicado a amostras citolégicas devido facilidade de ob-
tencao de material que é conseguido juntamente com a co-
leta de rotina da citologia. Os trabalhos encontrados na li-
teratura foram realizados em sua maioria em biépsia cervi-
cal uterina ou amostras citolégicas de liquidos cavitdrios
(KRUGER, et al., 2000).

Esta técnica baseia-se na suposicao de que todos os corpos
argerofilicos sdo AgNORs e seu numero esteja positiva-
mente relacionado a atividade dos genes que codificam
RNA e a proliferacao celular e ploidia (VIDAL et al., 1994).
Portanto tem sido sugerido que o numero de AgNOR por
célula pode ser uma marca de atividade celular incluindo
malignidade, e seu estudo quantitativo vidvel no campo
oncolégico, citolégico e histolégico, sendo que o ntmero,
tamanho e posicao dos AgNORs podem fornecer dados
morfolégicos como critérios de malignidade (REEVES, et
al., 1982; CORTES-GUTIERREZ, et al., 2001).

Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
empregando-se o programa INSTAT-2. A verificacdao dos
niveis de significancia foi por meio do teste nao-paramétri-
co de Mann-Withney, onde foi considerado significativo
quando p < 0,05.

A andlise da correlacao foi verificada com o teste nao-pa-
ramétrico de Sperman r, onde r > 0,80 foi considerado co-
mo bom indice de correlacao.

RESULTADOS

Foram estudadas 85 pacientes na faixa etdria de 18 a 65
anos de idade, avaliadas pelo especialista em Patologia Cer-
vical e submetidas ao exame clinico; coleta para exame cito-
16gico e coleta de fragmento de colo uterino para realizacao
de exame histoldgico. A distribuicdo da avaliacao citoldgica,
de acordo com a classificacdo de Richart complementada
pelo Sistema Bethesda, esta apresentada na Figura 3.

CA INVASIVO

NIC Il - 13

NIC Il - 11

NORMAL 16

NIC I -17

ASCUS 14

Figura 3: Freqiiéncia de cada quadro citolégico entre as laminas de
material cervical uterino analisado (n = 85 casos).
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Aspectos Morfolégicos da Coloracao de AGNOR

Com a técnica de coloragcdo de AgNOR as células apresen-
tam coloracdo amarelada com nucleos em castanho e os
NORs observados com microscépio comum e objetiva de
imersao, como estruturas pequenas e irregulares intranu-
cleares de cor marrom-café a negro. Os nimeros de pontos
NORs e sua localizagao variam com a gravidade da lesao;
onde se observam pontos ligeiramente centrais, arredon-
dados, em quantidade de até quatro e menores que o nu-
cléolo em células normais. Entretanto em células onde se
observam alteracdes morfolégicas de pré-malignidade e
malignidade os pontos variam em numero, e localizacao no
interior do nucleo (Fig 4).

pr L

| NIC 111 ) |

| CaINVASIVO |

Figura 4: Amostras citolégicas de epitélio cervical uterino corado
pela prata. O niimero de pontos AGQNOR corados em marrom café em
numero crescente conforme a gravidade da lesao.

Correlacao Entre Numero de AgNOR e Resultados
Citolégicos

Apresenta-se na figura 5 os resultados obtidos através da
média do nimero de AgNORs em relacao a classificacao ci-
tolégica. Observa-se uma tendéncia crescente do nimero
de pontos conforme a gravidade da lesao, mostrando acen-
tuado indice de correlacao entre a Técnica de AgNOR e Di-
agnostico Citologico (Coeficiente de Spearman 1: 0,8468).

Correlacao Entre Numero de AgNOR e Resultados
Histolégicos

Na figura 6 sao apresentados os resultados obtidos através
da média do numero de AgNORs em relacdo a classifi-
cacao histolégica. Nesta associacao também se observa
uma tendéncia crescente do nimero de pontos conforme a
gravidade da lesao, mostrando acentuado indice de corre-
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lacao entre a Técnica de AgNOR e Diagnéstico Histologi-
co (Coeficiente de Spearman r: 0,8441).

Indice de Variacio do Nimero de AGNOR no Diagnésti-
co Citolégico e Histolégico

Todos os casos estudados pelo método de AgNOR, tiveram
seus pontos contados analisados estatisticamente entre os
diferentes graus de lesao pelo Teste nao paramétrico de
Mann-Whitney, obtendo-se os dados conforme tabelas 1 e 2.
No diagnéstico citolégico encontramos diferencas signifi-
cativas entre ASCUS e NICI; NIC I e NIC II; NIC III e car-
cinoma escamoso invasivo, para p<0,05.

No diagnéstico histolégico encontramos diferencas signifi-
cativas entre HPV e NICI; NIC I e NIC II; NIC II e NIC III,
para p < 0,05.
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Figura 5: Curva da média do nimero dos pontos de AgNOR nos dife-
rentes graus de lesao conforme avaliagao citolégica segundo classi-
ficacao de Richart e Sistema Bethesda, valor de n=85. O resultado da
analise estatistica pelo Coeficiente de Spearman r: 0,8468.
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Figura 6: Curva da média do nimero dos pontos de AgNOR nos dife-
rentes graus de lesdo conforme avaliacao histologica, valor de n=48. O
resultado da andlise estatistica pelo Coeficiente de Spearman r: 0,8441.

TABELA |
Numero de AgNOR em células escamosas do colo uteri-
no, de acordo com o grau de lesdo Segundo a
Classificacao de Richart e Sistema Bethesda estabeleci-
dos em Citologia Cérvico Vaginal. Valores de “p”:
p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***).

Ca

classe inflamatorio

HPV

ASCUS

NIC I

NICIl

NIC Il

invasivo

N 16

10

14

17

1

13

4

X+SE  2,15:0,17

2,260,19

2,8840,25

3741024

5,97+0,40

6,31+0,43

9,47+0,69

Minimo

1,00

125

1,00

2,30

3,00

420

7.90

Méximo
Val de p

3,20

0,736

3,30

0,084

4,00

6,20

0,0003***

7,80

0,60

9,50

0,0059"

11,20

Valores de ‘'t p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (**).
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TABELA Il
Numero de AGNOR em células escamosas do colo uteri-
no, de acordo com o grau de lesado nas diferentes classi-
ficacoes histolégicas. Valores de “p”: p < 0,05 (*),
p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***).

classe HPV NIC I NIC Il NIC 1l
N 16 12 12 7
X+ SE 2,5910,19 4,3910,38 6,02+0,36 7,7440,59
Minimo 1,25 2,00 4,20 5,20
Maximo 4,20 6,45 7,80 9,80
Val de p 0,0004 *** 0,0056 ** 0,0221 *

Valores de “p": p < 0,05 (*), p<0,01(**)e p<0,001 (***).

DISCUSSAO

A realizacdo do exame citopatoldgico tem sido reconheci-
da mundialmente como uma estratégia segura e eficiente
para a deteccao precoce da maioria dos casos de cancer do
colo do utero. Segundo a Organizacao Mundial da Saude —
OMS, chega-se a reduzir em 80% os casos de cancer de co-
lo uterino quando o diagnéstico é realizado dentro dos
padroes de qualidade (BRASIL,2003).

Entretanto, alguns casos sao de dificil conclusao e necessi-
tam de acompanhamento e realizacdo de novos exames ci-
tolégicos, em intervalo de tempo que variam conforme a
gravidade (INCA, 2002), com isso, dificultando o tratamento
e muitas vezes a perda da paciente. Desta forma, apesar dos
procedimentos padrao serem executados de maneira efeti-
va, dificuldades diagnoésticas sdo relatadas, e para estes ca-
sos o emprego de outras técnicas auxiliares é indispenséavel.
Atualmente, varios trabalhos descrevem o emprego da téc-
nica de AgNOR e sua aplicacao em morfometria quantita-
tiva, como método auxiliar na distincdo entre células be-
nignas e malignas, em diversos tecidos (MAKINEN, et al.,
1993; KRUGER, et al., 2000).

Nesta pesquisa observou-se variagdao no numero de Ag-
NOR, demonstrando alteracao significativa deste parame-
tro de acordo com a avaliacao citolégica das pacientes. O
numero de AgNOR variou consideravelmente nos diferen-
tes niveis de alteracao cervical. Nos casos normais e/ou in-
flamatorios encontrou-se valores médios de numero de 2,1;
em HPV o ntumero médio foi de 2,2; para ASCUS valores
numero médio foi de 2,8; enquanto que em NIC I (LSIL) o
numero médio foi de 3,7; em NIC II (HSIL) o nimero mé-
dio foi de 5,9; em NIC III (HSIL) o nimero médio foi de 6,3
e em carcinoma numero médio foi de 9,4.

Verificou-se nesta pesquisa que o nimero de AgNOR nas
pacientes diagnosticadas como inflamatério, que constitui
0 nosso grupo controle, abaixo de 4 pontos como refere a
literatura, os quais sao considerados como normais (SA-
KAI, et al., 2001).

Nas pacientes que apresentaram alteracdes citolégicas
compativeis para o virus HPV, embora sem alteracoes cito-
légicas caracteristicas para NIC I, como aumento relagao
nucleo/citoplasma, hipercromasia, alteracdo de cromatina
entre outros, mostrou um discreto aumento do nimero de
AgNOR (Figura 4), em relacao ao grupo controle, sem di-
ferencas significativas; demonstrando que a invasao celu-
lar pelo virus que ainda/ou que néao apresentou alteracoes
celulares nao faculta um aumento de atividade celular, su-
gerindo que esta invasao celular possa ser eliminada ou
tornar-se possivelmente latente. Observa-se assim, que a
presenca do virus HPV nao necessariamente determina
que a paciente venha a desenvolver uma displasia. Para
que isto venha a ocorre é necessario a presenca de varios
fatores concomitante como: presenca de virus altamente
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oncogénico, alta carga viral, baixa imunidade da paciente,
e principalmente a presenca de areas metaplasicas que fa-
vorecem a invasdo do virus, propiciando assim o desenvol-
vimento das displasias. Segundo EIFEL & LEVENBACK
(2005), a infecgao por HPV é freqlientemente transitéria, e
a histéria da infeccao pelo virus HPV nao foi ainda comple-
tamente compreendida.

A alteracao dos AgNORs no ASCUS, (figura 4) quando
comparados com os inflamatérios mostram que as discretas
diferencas, no nimero indicam que a célula esté reativa. A
diferenca entre o niumero de AgNOR dos casos de ASCUS
e NIC I foi considerada significante (tabela 1), demonstran-
do que ASCUS apesar de apresentar uma atividade celular
mais intensa nao qualifica suas células como uma lesédo in-
cipiente pré-maligna. Portanto considera-se ASCUS como
classificacdo de dificil diagnéstico e prognéstico como refe-
re a literatura, onde estas devem ser acompanhadas clini-
ca e laboratorialmente (MORIN, 2000).

Em nosso trabalho nos casos de lesao de baixo grau (NIC I)
observou-se um valor mais elevado no nimero de AGNOR
que o grupo controle (normal/inflamatério discreto). CA-
LORE e colaboradores (1997) encontraram diferenca entre
os graus de displasia, embora nao tenha encontrado dife-
rencas entre cervicite e NIC I. No entanto os autores refe-
ridos trabalharam com cortes histolégicos e as analises
deste trabalho foram realizadas em esfregacos citolégicos.
Encontramos nesta pesquisa, uma diferenca extremamen-
te significante entre os valores de nimero de AgGNOR en-
tre NIC I e NICII (tabela 1). No entanto, ROWLANDS
(1988), ndo encontrou diferencas significantes no nimero
de AgNOR entre NIC I e NIC 1I, e encontrou diferencas
significantes entre NIC II e NIC III, em corte histolégico.
Em nosso trabalho, os casos de lesao de alto grau, mostram
valores mais expressivos, entretanto, a diferenca do ntime-
ro de AgNOR entre os diagnésticos de NIC II e NIC III ndo
sdo significantes, (tabela 1). A néao significdncia observada
entre os diagnésticos NIC II e NIC III favorecem realmen-
te a unificacao destas duas classificacoes em HSIL como
ocorre na classificacao de Bethesda. E NIC I em LSIL se-
gundo Bethesda em um grau isolado.

Contudo os valores observados nas lesdes para carcinoma
escamoso invasivo sao extremamente elevados em relacao
a numero de AgNOR se comparados com os observados
nos casos de lesao de alto grau. Esses dados sao correspon-
dentes com os da literatura que expressam valores de nt-
mero de AgNOR crescentes de acordo com a gravidade da
lesdo (EGAN, et al., 1988; EGAN, et al., 1990).

Outros dados também séo relatados, onde segundo YOKO-
YAMA e colaboradores (1990) e SAKAI (2001), os pontos
de AgNOR sao significativamente mais elevados nos casos
de lesao de alto grau quando comparados com pacientes
normais e refere que nos casos de displasia que progredi-
ram os pontos sao significativamente mais elevados que os
casos que regrediram.

Os valores apresentados para o nimero AgGNOR, em todos os
casos analisados, refletem uma tendéncia progressiva desse
parametro, demonstrando ser esta Técnica um método vali-
do e 1til como auxilio diagnéstico, nas lesdes de colo uterino.
Em uma segunda andlise reorganizamos os dados das pa-
cientes, de acordo com o resultado histolégico, preconiza-
do como diagnoéstico de certeza. Verificamos que o nime-
ro dos pontos AGQNOR em material citolégico aumenta de
maneira crescente a produzir uma reta linear, onde o mai-
or numero de pontos sdo observados nos casos de lesdo de
maior gravidade, seqgundo diagnéstico histolégico. Estes
resultados podem ser observados nas figura 6.
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Verifica-se que os pontos de nimero de AgNOR em paci-
entes com resultados de HPV pela histologia (Tabela 2)
correspondem aos mesmos dados observados nos casos de
pacientes de HPV pela citologia, onde o nimero de Ag-
NOR néo se apresenta elevado, sugerindo que nao hd uma
desestruturacao a nivel celular com aumento da atividade
celular, mas somente uma invasédo da célula pelo virus que
subseqiientemente pode ser eliminado ou tornar-se latente
sem provocar doenca.

Segundo PLOTON et al., (1984); GIRI et al., (1989); DE-
RENZINI et al., (1990), DONG (1997) a relacgao entre ativi-
dade proliferativa celular e AGQNOR, é assim demonstrada
através dos pontos AgNOR, sendo portanto esta técnica
util como uma chave da atividade celular e seu controle.
Observa-se (Tabela 2) que em pacientes diagnosticadas co-
mo NIC I pela histologia, onde se tem material celular com
alteracoes significativas e, portanto maior atividade celular
o numero de pontos de AgNOR supera o valor para células
normais que é de 4 pontos, segundo literatura e, conside-
rado extremamente significante quando comparados com
os casos HPV e muito significantes quando comparados
com NIC II (tabela 2).

Nos pacientes diagnosticados como NIC III pela histologia,
observa-se valores elevados para o numero de AgNOR. Es-
tes valores sao significantes quando comparados com NIC
II (Tabelas 2), estes dados estao condizentes com os acha-
dos de ROWLANDS (1988) em corte histolégico.

Portanto o uso adicional deste método seria de valia no es-
tudo de lesoes pré-malignas cervicais, pois de acordo com
o Primeiro Consenso Brasileiro de HPV (2000), marcadores
como o de AgNOR estao sendo estudados para sinalizar a
tendéncia evolutiva das lesoes neoplasicas intra-epiteliais
(CARVALHO & OYAKAWA, 2000).

Segundo CALORE et al., (1997); ROCHER (2002), signifi-
cativas diferencas sdo encontradas em epitélio escamosos
normais, inflamatérios e cada grau de displasia, onde con-
cluiu que a técnica de AgNOR pode ser ttil na distingao de
lesdes mais agressivas. O mesmo comportamento nés ob-
servamos nessa pesquisa em material citolégico. Portanto,
esta técnica pode ser empregada na histologia e citologia
cervical onde a contagem de AgNORs é ttil para diferen-
ciar inflamatério de células pré-malignas e para diferenci-
ar os graus de displasia em esfregacos vaginais. Diante
destes dados sugerimos que, se ap6s minuciosa analise do
material cervical uterino, através da técnica citolégica, a
conclusao diagnéstica for duvidosa, pode-se empregar a
técnica de AGQNOR como método auxiliar mais objetivo.

A técnica de AGNOR ¢ técnica de citologia basica, que em
décadas anteriores foi bastante empregada em material
histolégico, atualmente vem sendo aprimorada e emprega
também em outros tecidos. Neste trabalho foi aplicada em
esfregacos citolégicos cervicais, o que pode abrir possibili-
dades para sua aplicacdo em laboratérios de rotina, pela
facilidade na obtencao da amostra e pelo baixo custo do
experimento. Atualmente, novas técnicas vém sendo de-
senvolvidas com o objetivo de melhorar a acurédcia do exa-
me citopatolégico, destacando-se entre elas a citologia em
meio liquido ou citologia em camada delgada, que diminui
a sobreposicao celular, obtendo-se uma amostra mais uni-
forme, facilitando o emprego de outras técnicas diagnosti-
cas (EIFEL & LEVENBACK, 2005).

Maiores estudos nessa area sdo necessdrios, para melhor
otimizar a técnica de AgGNOR, e no momento estamos de-
senvolvendo em nosso laboratério um programa para di-
mensionar os pontos de AgNOR.
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CONCLUSAO

A Técnica de AgNOR em material citolégico do epitélio
cervical uterino mostrou indices de correlacao positiva, as-
sociadas as metodologias de Diagnoéstico Citolégico e Di-
agnostico Histolégico. Considerando-se a progressao das
les6es, demonstrou ser ttil na diferenciacao entre:
Diagnéstico Citologico

ASCUS e NICI; NIC I e NIC II; NIC III e carcinoma esca-
moso invasivo.

Diagnéstico Histologico

HPV e NIC I; NIC I e NIC II; NIC II e NIC III.

Portanto, conclui-se que a Técnica de AgNOR é eficiente,
e que apresenta resultados que propicia uma melhor ané-
lise do material cervical uterino e que pode ser empregada
com maior énfase naqueles casos onde os demais exames
possam gerar davidas.
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Diagnéstico laboratorial das micobactérias isoladas
na urina: comparacao entre métodos convencionais e
a reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Laboratorial diagnosis of the micobacterias isolated in the urine: comparison between conven-
tional methods and the polimerase chain reaction (PCR)

Antonio Jorge Alves de Lima', Cristiane Cunha Frota®, José Gomes Bezerra Filho® & José Luciano
Bezerra Moreira’.

e

RESUMO - O aumento da incidéncia de tuberculose no mundo induziu a utilizacdo da PCR nesse trabalho, para o diagnéstico das
micobacterioses nas vias urinarias. Procurando estabelecer um protocolo de PCR e comparar os resultados achados com os métodos
convencionais.

Apbs a realizacao de 886 baciloscopias em urinas de 176 pacientes com suspeita de tuberculose renal, essas urinas descontaminadas
foram semeadas em Lowestein-Jensen. Foram também reunidas em 528 “pools” para realizar PCR, com “primers” para Mycobacte-
rium sp. e para o complexo M. tuberculosis.

A sensibilidade da PCR, usando a cultura como padrao-ouro, foi 90,9% e a especificidade 87,9%. Usando a baciloscopia como padrao-
ouro, a sensibilidade foi de 84,0% e a especificidade foi 94,0%.

Realizadas as comparacoes do que foi obtido com os resultados citados na literatura, pode-se observar uma boa relacao com estes e
que a PCR tem um bom desempenho ante outros métodos.

A PCR tem um desempenho comparavel aos métodos de diagnéstico das micobactérias, superando a cultura por obter resultados em
algumas horas, permitindo rapidamente a identificagao e tratamento dos individuos portadores dos bacilos.

PALAVRAS-CHAVE - Micobactérias; Reacdo em Cadeia da Polimerase; Cultura. Y,

/SUMMARY - The increased incidence of tuberculosis in the world led to performance of the PCR techniques in this study to diagno-\
se of the micobactérias and trying to establish a protocol of PCR and comparing the results found with the conventional methods.

The study was performed with 886 urine samples from 176 patients. 886 bacilloscopies and cultures were taken, as well as 538 PCR
with specific primers for Mycobacterium sp and M. tuberculosis, as the 886 samples were divided into 528 “pools”.

The sensitivity of the PCR using the culture as a gold standard was 90.9% with specificity of 87.9%. Using bacilloscopy as a gold stan-
dard, sensibility was 84.0% and specificity 94.0%. The PCR provided an incidence of 90.0% of atypical micobacteria in renal tubercu-
loses.

Accomplished to the comparisons of the results obtained with mentioned it in the literature a good relationship can be observed with
the same ones and that PCR has a good one carry out front to the methods to the which it was compared.

The PCR has a performance comparable to that of culture and bacilloscopy in the diagnosis of renal tuberculosis, exceeding cultures
in expediency, the result being obtained in just a few hours, allowing rapid identification and treatment of individual carriers of the
bacillus.

KEYWORDS - Tuberculosis, renal; Polymerase Chain Reaction; Culture. Y,

além de alta sensibilidade e especificidade, é capaz de pro-

INTRODUGAO
duzir resultado em poucas horas (BOLLELA et al.,1999).

tuberculose é uma doenca milenar, responsdvel por
milhares de mortes ao longo do tempo no mundo todo,
principalmente entre as populagcoes menos favorecidas.
Recentemente, a doenca se expandiu em conseqiiéncia da

MATERIAL E METODO

Amostras

AIDS e ao surgimento de cepas de Mycobacterium resis-
tentes a multiplas drogas (COLE & TALENTI, 1995). O
Mycobacterium é transmitido através de aerossoéis respira-
térios, instalando-se inicialmente nos pulmoes, para depois
se disseminar por via hematogéncia para qualquer 6rgao,
assim podendo chegar aos rins, que é um dos 6rgaos extra-
pulmonares mais afetados (AFIUNE, 1996).

No caso da tuberculose renal, o diagnéstico é dificil de ser
realizado em virtude da eliminacao de poucos bacilos, in-
duzindo a uma baixa eficiéncia da pesquisa de bacilos al-
cool acido-resistentes e pela demora que se tem quando se
utiliza a cultura - em torno de 6 a 8 semanas (KONEMAN
et al., 2001).

Este diagnéstico pode ser altamente satisfatério se realiza-
do pela técnica de reacao em cadeia da polimerase, pois,

Foram coletadas 886 amostras de 176 pacientes com sus-
peita de tuberculose renal, procedentes do Hospital Uni-
versitario Dr. Walter Cantidio, da Universidade Federal do
Cear4, durante o ano de 2001.

Procedimentos preliminares com as urinas

Foram realizadas baciloscopia em todas as amostras de urina,
pelo método de Zielh-Neelsen e, em seguida, as urinas foram
descontaminadas pela técnica do hidréxido de sodio a 4,0%,
sendo logo depois semeadas em Lowestein-Jensen e incuba-
das a 37°C. O restante do material foi armazenado —20°C.
Extracao do DNA

As amostras foram descongeladas naturalmente e em se-
guida centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Os sobre-
nadantes foram desprezados e os sedimentos suspensos
em 1mL de tampao fosfato pH 6,8. Os tubos foram agitados
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e em seguida centrifugados a 12.600 rpm por 5 minutos.
Novamente os sobrenadantes foram desprezados e em se-
guida foi adicionado 1mL de Tris EDTA-Triton x -100 (TE
constituido com 1% de Trinton x-100). As amostras foram
mais uma vez centrifugadas a 12.600 rpm por 5 minutos, e
novamente os sobrenadantes foram desprezados e em se-
guida 150pL de TE-Triton x -100 foi adicionado aos sedi-
mentos e aquecidos a 100°C por 30 minutos.

Apbs os trinta minutos de fervura, as amostras foram dei-
xadas a temperatura ambiente para esfriar naturalmente,
sendo logo em seguida centrifugadas por 3 minutos a
12.600 rpm. Os sobrenadantes foram armazenados a 4,0°C.
(CLARRIDGE III et al.; NOLTE et al., 1993).

Amplificacao do DNA

Parte das amostras foram combinadas formando “pools”,
contendo no maximo 5 amostras, sendo todas do mesmo
paciente e totalizando 528 “pools”. Os “pools” foram sub-
metidos a amplificacdo com iniciadores especificos do
complexo M. tuberculosis e iniciadores para o género
Mycobacterium.

A amplificacdo do DNA foi realizada através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (ROTH et al, 2000), segundo o
quadro 1.

Volume (pL)
Tampéo ( 10x) 15mM MgCl, 2,50
DNTP (5,0mM/pL) 2,00
Dimetil Sulféxido (DMSO) 1,25
Primer Up (7,5 uM/L) 1,00
Primer Down (7,5 uM/L) 1,000
Agua destilada esteril 6,75
Taq DNA polimerase (5U/uL) 0,50
Amostra de DNA 10,00
Volume final (L) 25,00

QUADRO 1- Protocolo utilizado para amplificagcdo do DNA de
micobactérias.

O material amplificado foi armazenado a 4°C por até 24
horas para efetuar a eletroforese.

Amplificacao do DNA empregando iniciadores para o geé-
nero Mycobacterium sp.

Os “primers” utilizados para amplificacio do DNA de
Mycobacterium sp. foram “primers” que amplificam a re-
giao intergénica 16S-23S rRNA ( ROTH et al., 2000) de fa-
bricacao da IN VITROGEN, que originam um produto de
221 pares de bases.

- Primer forward (up): 5' - ACC TCC TTT CTA AGG AGC
ACC - 3', com uma concentracao de estoque de 100 pM,
sendo diluido para uso na reacdao para 10 pM;

- Primer reverse (low): 5' - GAT GCT CGC AAC CAC TAT
CCA - 3', com uma concentracao de estoque de 100 pM,
sendo diluido para 10 pM para ser usado na reacao (ROTH
et al.., 2000).

O termociclador foi programado para realizar amplificagcao
do DNA de Mycobacterium sp. segundo o quadro 2.
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Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 96 5,0 minutos
Desnaturagéo 94 1,0 minuto 38
Anelamento 59 1,0 minuto 38
Extens&o 72 1,0 minuto 38
Extensao final 72 15 minutos
Final da reagédo 4,0 0

QUADRO 2 - Condicoes da Reacao de amplificacado do DNA do
Mycobacterium.

E importante salientar que a cada partida de reacio de am-
plificacdao do DNA os controles positivo (M. tuberculosis
H37RV) e negativo foram incluidos.

Amplificacao do DNA empregando iniciadores que am-
plificam o complexo M. tuberculosis.

Os “primers” utilizados para a identificacao do complexo
M. tuberculosis foram IS6110 produzidos pela Oswel DNA
Service, os quais amplificam um produto de 179 pares de
bases.

Primer forward (up): 5' - GAG CGG GCG GTG CGG ATG
GTC - 3', com uma concentracao de estoque de 58,79 nM/L,
sendo diluido para uma concentracao final de 7,5 pM/L;
Primer reverse (low): 5' - TCA GCG GAT TCT TCG GTC
GTG GTC - 3', com uma concentracao de estoque de 33,99
pM/L, sendo diluido para uma concentracao final de 7,5
BM/L. (SAMBROOK, 1989).

O termociclador foi programado para realizar amplificacao
do DNA de M. tuberculosis segundo o quadro 3.

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturagéo inicial 94 2,0 minutos -
Desnaturagéo 94 30 segundos 25
Anelamento 63.4 30 segundos 25
Extenséo 72 30 segundos 25
Extensao final 72 15 minutos -
Final da reagédo 4,0 0 -

QUADRO 3- Condicoes da reacao de amplificacao do DNA do
M. tuberculosis.

Foi preparado gel de agarose a 1,2% contendo 2,5uL de
brometo de etidio (10mg/mL), que permite a visualizagao
do DNA na luz ultravioleta. O gel foi colocado na cuba ele-
troforética e imerso em tampéao TBE 1 x .

O produto da PCR (6pL da amostra) foi preparado para cor-
rida eletroforética em um tubo de 0,5mL de capacidade,
colocando 7pL de dgua destilada e 3pL de tampao de car-
regamento. As amostras, assim preparadas foram deposita-
das nos orificios do gel de agarose e em seguida foi adici-
onado 2,5uL de brometo de etidio no TBE 1 x. A corrida
eletroforética foi realizada a 50 volts por 2 a 3 horas. A vi-
sualizacao das bandas foi realizada em transiluminador de
luz ultravioleta (FARAH, 1997; COUSISNS et al.; 1992).
Nested-PCR

Todas as amostras negativas foram submetidas a uma re-
amplificacao em Nested - PCR, que visa a aumentar a efi-
ciéncia da PCR. (HIRATA et al., 1997).
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RESULTADOS

Os célculos dos resultados foram feitos com base nos “po-
ols" e por pacientes com a finalidade de obtencao das pre-
valéncias e das medidas de validacao (sensibilidade, espe-
cificidade e valor prediditivo positivo (VPP) e negativo
(VPN) e indice de concordancia) e estes resultados podem
ser vistos nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

TABELA |
Sinopse dos resultadas das prevaléncias obtidas com
528 “pools” e 176 pacientes com suspeita de tuberculo-
se renal do Hospital Universitario Dr. Walter Cantidio, da
Universidade Federal do Ceara, usando baciloscopia,
cultura para BK e PCR com meio de diagnéstico.

Testes Culturas para Baciloscopias PCR
Mycobacterium sp.
Resultados
“Pools” Pacientes “Pools”  Pacientes  “Pools”  Pacientes
" % n % n % n % n % n° %
Positivos 13 25 11 6,2 36 6,8 25 142 47 89 30 17,0
Negativos 515 97,5 165 93,8 492 93,2 151 85,8 481 91,1 146 83,0
total 528 100,0 176 100,0 528 100,0 176 100,0 528 100,0 176 100,0
TABELA 11

Resumo dos resultados da comparacao entre a PCR,
BAAR e cultura de urina de 176 pacientes do Hospital
Universitario Dr. Walter Cantidio, da Universidade Fede-
ral do Ceara em 2001.

Sensibilidade (%) Especificidade (%) VPP (%) VPN (%) K
BAAR X PCR
Por paciente 84.0 94,0 70,0 97,3 0,72
Por “pool 80,5 96,3 61,7 98,5 0,67
Cultura X PCR
Por paciente 90,9 87,8 33,3 99,3 0,43
Por “pool 84,6 93,0 23,4 99,6 0,36
BAAR e/ou Cultura X
PCR
Por paciente 84,4 97,9 90,0 96,6 0,84
Por “pool 786 97,1 70,2 98,1 073

- VPP= Valor preditivo positivo - K= Kappa= indice de concordancia.
- VPN= Valor preditivo negativo - Os padrdes-ouro sublinhados
- BAAR= Peequisa de Bacilos Alcool Acido-resistentes

TABELA 11l

Resultados obtidos para espécie M. tuberculosis em re-
lacao a amostra de 176 pacientes do Hospital Universita-
rio Dr. Walter Cantidio da Universidade Federal Ceara em
2001 e sua representatividade na amostra de 30 pacien-

tes positivos para o género Mycobacterium, usando a

PCR como teste de identificacao.

M. tuberculosis

(em relagéo ao
total de pacientes)

M. tuberculosis
(em relagdo ao total de pacientes
positivos para Mycobacterium sp)

ne % n° %
Positivos 03 1,7 03 10,0
Negativos 173 98,3 27 90,0
Total 176 100,0 30 100,0
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DISCUSSAO

A PCR apresenta variacoes de sensibilidade e especificida-
de dependentes de alguns fatores, tais como: material cli-
nico; tipo de iniciadores; padrao-ouro usado; pacientes
analisados; uso de nested-PCR ou nédo; método de prepa-
racao das amostras; método de deteccao do produto ampli-
ficado; eliminacao de inibidores etc. (KRITSKI & MELO,
1997). Sabendo-se destes fatores, sao analisados os resulta-
dos encontrados no presente trabalho:

Nas analises dos resultados da baciloscopia, cultura e PCR
por "pools”, a maior positividade foi encontrada na PCR
com 47 (8,9%), seguida da baciloscopia com 36 (6,8%) e
por ultimo a cultura com 13 (2,5%) de um total de 528 "po-
ols”, sendo os resultados com pacientes os seguintes: 30
(17,0%) com PCR seguido de 25 (14,2%) com baciloscopi-
as e, finalmente, 11 (6,3%) com culturas, de um total de 176
pacientes. Estes resultados nao eram esperados, pois se-
gundo Koneman et al. (2001), Leite (1997) e Kronbauer et
al. (1996), a cultura € um método mais sensivel para o di-
agnostico de micobactérias.

Confrontando a baciloscopia e PCR, usando a 1% como
padrao-ouro, foram obtidas: sensibilidade=80,5%; especifi-
cidade=96,3%; VPP=61,7%; VPN=98,5% e K=0,67 através
de "pools"” e por paciente sensibilidade=84,0%; especifici-
dade=94,0%; VPP=70,0%; VPN=97,3% e k=0,72, mostran-
do que os testes tém uma boa concordancia vista pelos
k=0,67 e k=0,72 (PEREIRA, 1995) dos "pools” e pacientes
respectivamente sendo a sensibilidade e especificidade
compativel aos citados por Campos (1991) sensibilidade e
especificidade de = 80%.

Foram encontrados 7 casos de PCR falso-negativos nos
“pools” e 4 com os pacientes e 18 e 9 casos de PCR falso-
positivos, respectivamente, nos “pools” e pacientes.

Os casos falso-positivos da PCR em relacao a baciloscopia,
podem ser explicados pelo baixo nimero de bactérias pre-
sentes nas amostras (WOLINSKY,1994), o que inviabiliza
seu achado ao microscopio.

Os casos falso-negativos da PCR em relacao a baciloscopia
podem ser justificados pelo fato de a baciloscopia mostrar
apenas a forma e a cor da bactéria, ndo afirmando que tal
microrganismo é micobactéria, podendo ser, por exemplo,
uma Nocardia ou Legionella micdadei (NOLTE & MET-
CHOCK, 1995;).

Comparando-se a cultura e a PCR, utilizando a cultura co-
mo padrao-ouro foram obtidos para os “pools: sensibilida-
de=84,6%; especificidade= 93,0%; VPP=23,4%;
VPN=99,6% e k=0,36 e com pacientes: sensibilida-
de=90,9%; especificidade=87,9%; VPP=33,3%:;
VPN=99,3% e k=0,43 mostrando que os dois testes tém
uma concordancia sofrivel com os" pools” e regular consi-
derando-se os pacientes de acordo com Pereira (1995),
através dos k. Os valores obtidos, de sensibilidade e espe-
cificidade, concordam com Kritski & Melo (1996), que rela-
tam 61,0% a 88,0% de sensibilidade e de 92,0% a 100,0%
de especificidade para PCR com iniciadores 16SrRNA.
Também, o VPN da PCR encontrado neste trabalho esta
compativel com os valores encontrados por Abe et al
(1993) VPN= 94,2 e Carttuyvels et al. (1996) que relatam
VPN de 98,7%, ja o VPP para a PCR deste trabalho difere
do achado por Abe et al. (1993), pois eles citam
VPP=81,3% e Carttuyvels et al. (1996) que mencionam
VPP=52,0%. Nota-se uma boa performance da PCR em re-
lacao a cultura, embora os valores de VPP e k tenham sido
baixos.

Foram encontrados 36 casos de PCR falso-positivos nos
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“pools” e 20 com pacientes. Os falso-negativos foram 13
nos “pools” e 1 com paciente.

Os casos falso-positivos da PCR em relacdo a cultura po-
dem ser explicados pela maior sensibilidade da PCR
(KRITSKI & MELO, 1996) e pelos seguintes fatores: o meio
Lowenstein-Jensen é menos eficaz para cultivar micobac-
térias atipicas do que os outros meios para micobactérias
(NOLTE e METCHOCK, 1995). A cultura foi processada
objetivando o crescimento de M. tuberculosis, portanto nao
sendo incubada nas diversas temperaturas que diferentes
espécies de micobactéria exigem para um melhor cresci-
mento (KONEMAN et al., 2001); o processo de desconta-
minacao pode ter matado as bactérias, tornando a cultura
inviavel, porém seu DNA pode ter ficado intacto para ser
amplificado; e ainda a necessidade de um ntmero relativa-
mente alto de bactérias nas amostras para ocorrer cresci-
mento bacteriano, 5 a 10 bactérias por mL, quando teorica-
mente a PCR necessita de apenas um fragmento do geno-
ma de micobactéria para que a amplificacio do DNA
aconteca. (KRONBAUER et al., 1996; ROSEMBERG, 1993)
Os falso-negativos da PCR em relacao a cultura podem ter
ocorrido por uma destruicao do DNA durante a fase de ex-
tracao ou na fase de descontaminacao das amostras, sendo
pouco significativo em relacao ao paciente, pois ocorreu
somente um caso.

Relacionando agora a PCR com os dois testes, cultura e/ou
baciloscopia como padrao-ouro para aumentar o poder de
diagnéstico dos dois frente a PCR foram obtidos os seguin-
tes resultados para os “pools”: sensibilidade=78,6%; espe-
cificidade= 97,1%; VPP= 70,2%; VPN=98,1% e k=0,73 e
com os pacientes, sensibilidade=84,4%; especificida-
de=97,7%; VPP=90,0%; VPN=96,6%; e k=0,84, mostrando
que a PCR e a uniao dos dois testes tém uma 6tima concor-
dancia, demonstradas pelos k dos “pools” e pacientes (PE-
REIRA,1995).

Neste confronto, foram encontrados também 14 casos de
PCR falso-positivos nos “pools” e 3 com pacientes. Tam-
bém foram encontrados 9 casos de PCR falso-negativos dos
“pools” e 5 com pacientes, melhorando sensivelmente as
medidas de validacao da PCR (sensibilidade, especificida-
de, VPP e VPN).

Em relacdo a prevaléncia, observa-se que a PCR e bacilos-
copia para BK concordam entre si, pois diagnosticaram 30
(17,0%) e 25 (14,4%) Mycobacterium sp, respectivamente;
ja a cultura discorda dos dois outros testes, pois s6 diagnos-
ticou 11 (6,3%) Micobacterium sp.

Foram identificados 3 (1,7%) M. tuberculosis na amostra
de 176 pacientes, discordando de Corigliano & Leedom
(1996), ao dizerem que o grande causador da tuberculose
geniturindria é M. tuberculosis. A prevaléncia de M. tuber-
culosis em relacao ao género Mycobacterium sp. foi alta
(10,0%).

Embora nao apareca nos resultados, o “nested” PCR foi
empregado eficientemente em muitas amostras, as quais
inicialmente foram negativas com PCR e que positivaram
com a segunda (nested).

CONCLUSOES

O resultado do estudo da comparacao da PCR com os mé-
todos convencionais, baciloscopia e cultura, empregados
no diagnéstico das micobactérias do trato geniturindrio
proporcionaram as seguintes conclusoes:

e maior namero de pacientes foi diagnosticado como posi-
tivo para micobactéria através de PCR do que por bacilos-
copia e cultura;
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e da PCR em relacao a baciloscopia, foram encontradas
sensibilidade de 84,0%; especificidade de 94,0%; VPP de
70,0%; VPN de 97,3% e k de 0,72;

e da PCR em relacdo a cultura, foram encontradas sensibi-
lidade de 91,0%; especificidade de 88,0%; VPP de 33,3%;
VPN de 99,3% e k de 0,43;

e da PCR em relacéo a baciloscopia e/ou cultura foram en-
contradas sensibilidade de 84,4%; especificidade de
97,7%; VPP de 90,0%; VPN de 96,6% e k de 0,84;

e podem ser usados “pools” para fazer o diagnéstico de mi-
cobactérias nas vias urinarias, quando empregando a téc-
nica de PCR, usando nimero pequeno de amostras em ca-
da “pool” para evitar casos falso-negativos, como observa-
do neste trabalho em que ocorreu a existéncia de um mes-
mo paciente com um “pool” positivo e outro negativo;

e incidéncia de 1,7% de gxxxxx em uma populacao de 176
pacientes;

e noventa por cento das micobactérias encontradas nas vi-
as urindrias sdo atipicas.
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Prevaléncia de microrganismos em infeccoes do trato
urinario de pacientes atendidos no Hospital
Universitario de Santa Maria

Prevalence of the microorganisms in urinary tract infections of patients attended in the Hospital
Universitario de Santa Maria
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Frasson Dal Forno®, Roselene Alves Righi® & Loiva O. de Oliveira’

Gram-positivos.

(F RESUMO - A infeccdo do Trato Urindrio (ITU) é considerada uma das infeccées mais comuns, tanto nosocomial quanto na comuni-
dade. O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de patégenos responsaveis por infecgoes do trato urindrio observadas no
Hospital Universitario de Santa Maria. Durante o periodo de janeiro a junho de 2004 foram analisados os resultados de 2629 culturas.
Eschericia coli foi o microrganismo isolado mais prevalente (52,1 %) seguido pela Pseudomonas aeruginosa com 6,8 % e Enterococ-
cus faecalis e Klebsiella pneumoniae ambos com 5,4 %. O estudo da suscetibilidade dos isolados bacterianos mostrou que norfloxaci-
na (NOR) apresentou mais alta atividade frente aos bacilos Gram-negativos e levofoxacina (LEV) maior atividade frente aos cocos

PALAVRAS-CHAVE - Infeccao do Trato Urinario, urocultura, antimicrobianos. Y,

~

biggest activity from the Gram-positive Cocci
KEYWORDS - Urinary Tract Infection, Urine culture, antibiotic.

(¢ SUMMARY - The Urinary Tract Infection (UTI) is considered one the most common nosocomial and community infections. The aim
of this study was to determine the prevalence of responsible pathogens for infections in the urinary tract, observed in Hospital Uni-
versitario de Santa Maria. During the period from January to 2004 June was analyzed the results of 2629 urine cultures. Escherichia
coli was the more prevalent isolated microorganism ( 52,1 %), followed by the Pseudomonas aeruginosa with 6,8 % and Enterococ-
cus faecalis and Klebsiella pneumoniae both with 5,4 %. The antibacterial susceptibility of the bacteriological isolates reveled that
Norfloxacin (NOR) presented high activity from Gram-negative Bacilli, while the Levofloxacin (LEV), the antibiotic who presented the

/

INTRODUCAO

As infecc¢des do trato urindrio (ITU) estdo entre as do-
encas infecciosas mais comuns na pratica clinica, par-
ticularmente em criancas, adultos jovens e mulheres sexu-
almente ativas, sendo apenas menos freqiientes que as do
trato respiratério. No meio hospitalar sdo as mais freqtien-
tes entre as infec¢des nosocomiais em todo mundo'.

O trato urinario acima da uretra é estéril em pessoas sau-
daveis, mas a uretra é normalmente colonizada com muitos
tipos diferentes de bactérias®.

A infeccao do trato urindrio (ITU) pode ser definida como
sendo a invasao e multiplicacao de microrganismos nos te-
cidos do trato urindrio, desde a uretra até os rins®. A maio-
ria destas infecc¢oes do trato urindrio, incluindo cistite, pie-
lonefrite, bacteriuria assintomatica e sindrome uretral agu-
da, s@o causadas por poucos géneros bacterianos, e a pre-
senca destes microrganismos na urina € conhecida como
bacteritria®.

A prevaléncia das infecgoes das vias urinarias varia com o
sexo e a idade do paciente. Em neonatos e lactentes, estas
infeccdes sdo mais comuns nos meninos. Este nimero mai-
or estd relacionado a anomalias congénitas, especialmente
valvula de uretra posterior, que acomete prefencialmente o
sexo masculino. Posterior a esse periodo, durante toda a in-
fancia e, principalmente, na fase escolar, as meninas sao
acometidas por ITU numa propor¢cao 10 a 20 vezes mais do
que os meninos. Este predominio do sexo feminino perma-

nece na idade adulta, com picos de maior acometimento no
inicio ou relacionado a atividade sexual, durante a ges-
tacdo ou na menopausa, de modo que 48 % apresentam
pelo menos um episédio de ITU ao longo da vida. Na ve-
lhice as taxas de incidéncia deste tipo de infec¢ao, segui-
damente sao maiores no sexo feminino, mas podem variar
tanto em mulheres quanto em homens, conforme a existén-
cia de condic¢oes predisponentes a infec¢do, como uropati-
as obstrutivas da préstata nos homens e esvaziamento in-
suficiente da bexiga devido ao prolapso uterino nas mulhe-
res®®. Na mulher, a suscetibilidade a ITU se deve a uretra
mais curta e a maior proximidade do 4nus com o vestibulo
vaginal e uretra. No homem, o maior comprimento uretral,
maior fluxo urinario e o fator antibacteriano prostatico sao
protetores®’.

As ITUs, quanto a presenca dos fatores predisponentes ou
agravantes, podem ser classificadas em dois grupos: a ITU
nao complicada, que ocorre em paciente com estrutura e
funcao do trato urindrio normais, é adquirida fora do ambi-
ente hospitalar, ocorrendo primariamente em mulheres jo-
vens sexualmente ativas e a ITU complicada que ocorre em
individuos que ja possuem alguma anormalidade estrutu-
ral ou funcional, ou metabdlica ou na vigéncia de cateteris-
mo vesical, instrumentacao ou procedimentos cirargicos do
trato urindrio. As infecgdes do trato urindrio ndo complica-
das adquiridas na comunidade constituem atualmente o ti-
po de infeccao mais comum que acomete as mulheres nos
Estados Unidos, sendo responséaveis por mais de 8 milhdes
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de consultas por ano, como também por significante causa
de morbidade e altos custos em saude®.

A urocultura ainda é o padrao-ouro no diagndstico laborato-
rial da ITU. As culturas de urina representam 40 a 70 % dos
espécimes clinicos enviados para analise nos laboratoérios de
Bacteriologia Clinica*®. Estes laboratérios tém por objetivo
reduzir a morbidade e mortalidade produzindo os resultados
das culturas com acurdcia e precisao através da identifi-
cacao do microrganismo envolvido juntamente com a reali-
zacao de seu teste de suscetibilidade a antimicrobianos®*.
Atualmente, estd bem estabelecido que a freqiiéncia dos
patégenos e os padroes de resisténcia podem variar signi-
ficativamente tanto de pais para pais, como também, em
diferentes hospitais dentro de um mesmo pais. Por isso, a
realizacdo de trabalhos de vigilancia identificando os
padroes de prevaléncia e perfis de suscetibilidade sdao es-
senciais para direcionar as terapias e como medidas con-
trole das infeccoes™.

O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia dos
microrganismos responsaveis pelas infeccoes do trato uri-
nério dos pacientes atendidos no Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM-RS) relacionando-os com sua susceti-
bilidade frente aos antimicrobianos comumente emprega-
dos pelos clinicos e em uso neste nosocémio.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de janeiro a junho de 2004, foram ana-
lisados os resultados de 2629 culturas de urina, de pacien-
tes ambulatoriais e hospitalizados, atendidos no Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM).

As amostras constituiram, na sua maioria, de urina de jato
médio. Os pacientes foram orientados para realizar uma hi-
gienizacao prévia na regiao genital, principalmente para o
sexo feminino, desprezando o primeiro jato de urina e o
restante da micc¢ao. Outras amostras que também foram
processadas constituiram-se de urina de qualquer jato ( op-
tidas de criancas com auxilio de saco coletor), urina com
sonda vesical e urina coletada por puncado supra-pubica.
As amostras de urina foram coletadas em frascos estéreis e
encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia do HUSM o
mais rapidamente possivel. A urocultura foi processada
conforme descrito nos Procedimentos Operacionais
Padroes (POP) do LAC de Bacteriologia do HUSM, utili-
zando a cultura quantitativa: as amostras foram semeadas
através do método da alca calibrada de 0,01 mL (10 pL), em
dgar CLED (cistina-lactose eletrélito deficiente), agar
McConkey e também em dgar sangue de carneiro quando
na bacterioscopia (coloracao de Gram) da urina homoge-
neizada (10uL) cocos Gram positivos eram visualizados. As
culturas foram incubadas durante 24 - 48 horas, a 35°C +
1 °C. Ap6s isolamento primaério, as amostras foram subme-
tidas a identificacdo e determinacao da suscetibilidade
frente ao painel de urina (automacao MicroScan - Dade
Behring). As recomendacoes do fabricante do produto pa-
ra inoculacdo e incubacao dos painéis foram rigorosamen-
te seguidas. Ap6s 18-24 horas de incubacao a 35°C + 1 °C,
os painéis foram lidos no sistema MicroScan.

Foram consideradas positivas as urinas que apresentaram
um crescimento igual ou superior de aproximadamente 10°
UFC/mL. Este “cut off” (valor de corte) foi considerado no
grande geral, para urinas de jato médio. A parte, foram
consideradas a puncédo supra-pubica, onde qualquer nu-
mero é significativo, assim também como contagens inferi-
ores foram consideradas para pacientes sintométicos, paci-
entes com suspeita de recidiva apresentando cultura pura,
etc, ajustando cada caso quando solicitado ou investigado.
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RESULTADOS

Observou-se um predominio das infec¢des urindrias em
mulheres 76% (n= 1998), sendo que a maioria encontrou-
se na faixa etaria de 13-35 anos. No sexo masculino as ITUs
mais prevalentes ficaram na faixa entre 58-68 anos.

O microrganismo mais frequentemente isolado foi a Esche-
richia coli representando 52,1% (n= 1369), seguido da
Pseudomonas aeruginosa com 6,8% (n= 179) e Klebsiella
pneumoniae e Enterococcus faecalis ambos com 5,4% (
142), como pode ser observado na tabela I.

TABELA |
Prevaléncia das bactérias nas infec¢6es urinarias do HUSM:

Microrganismo Percentage ns (%)
Escherichia coli 52,1
Pseudomonas aeruginosa 6,80
Klebsiella pneumoniae 5,40
Enterococcus faecalis 5,40
Enterobacter cloacae 4,80
Staphylococcus aureus 3,60
Proteus mirabillis 2,71
Staphylococcus saprophyticus 2,71
Streptococcus agalactiae 1,80
Citrobacter amalomaticus 1,60
Staphylococcus sp. 1,60
Acinetobacter baumannii 1,60
Citrobacter freundii 1,20
Klebsiella sp. 1,20
Staphylococcus epidermidis 1,10
Enterobacter aerogenes 1,10
Morganella morganii 0,90
Klebsiella ornithinolytica 0,70
Serratia marcescens 0,4
Streptococcus sp. 0,4
outros 2,0*

*Qutros: Escherichia fergusonii, Providencia rettgeri, Bordetella bronchiseptica, Serratia fonticola, Proteus sp.,
Enteroccoccus sp., Enterococcus faecium, Enterococcus hirae, Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp.

A Figura 1 mostra o percentual de cocos Gram positivos
sensiveis as fluorquinolonas, antimicrobianos usados roti-
neiramente nos casos de infeccées urinarias. O Enterococ-
cus faecalis apresentou 66,7% de organismos sensiveis a
Norfloxacina (NOR), 98,6% frente a Levofloxacina (LEVO)
e 62,5% sensiveis a Ciprofloxacina (CIPRO). O Staphylo-
coccus aureus mostrou 62,5% dos organismos sensiveis a
Norfloxacina (NOR), 69,0% frente a Levofloxacina (LEVO)
e 62,5% a Ciprofloxacina (CIPRO). O Staphylococcus sa-
prophyticus apresentou 91,6% % dos organismos sensiveis
a Norfloxacina (NOR), 100 % s frente a Levofloxacina (LE-
VO) e 90, 2 % frente a Ciprofloxacina (CIPRO).

MOR
LEVO
E= CIFRO

% microorganismos sensiveis

E. faecalis

5. saprophyticus

FIG. 1 - Sensibilidade apresentada pelos diferentes cocos Gram
positivos frente a Norfloxacina, Levofloxacina e Ciprofloxacina.
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A Figura 2 representa a porcentagem de bacilos Gram ne-
gativos sensiveis aos antimicrobianos testados. A Escheri-
chia coli apresentou 87,4% de organismos sensiveis a Nor-
floxacina (NOR), 87% a Ciprofloxacina (CIPRO), 9,6% a
Nitrofurantoina (NIT) e 62,2% frente a Sulfametoxazol-Tri-
metoprim (SFT). A Psedomonas aeruginosa apresentou
sensivel a Norfloxacina (NOR) em 70% dos casos, para Ci-
profloxacina (CIPRO) a sensibilidade foi de 76,6 %, frente a
Nitrofurantoina (NIT) 83,3% e para Sulfametoxazol (SFT)
7,8% de sensibilidade.

A Klebsiella pneumoniae mostrou sensivel a Norfloxacina
em 70,8% dos casos, frente a Ciprofloxacina (CIPRO) e Ni-
trofurantoina (NIT) apresentou 62,5% de sensibilidade, en-
quanto que, frente a Sulfametoxazol Trimetoprim (SFT) 58,4

R NOR
100 CIPRO

=Ly
0] ] [0 SFT

&0 o

40

% microorganismos sensiveis

FIG. 2 - Sensibilidade dos bacilos Gram negativos frente a Nor-
floxacina (NOR), Ciprofloxacina (CIPRO); Nitrofurantoina (NIT) e
Sulfametoxazol-Trimetropim (SFT).

DISCUSSAO

A morbidade e a mortalidade das Infec¢oes do Trato Uriné-
rio (ITU) mantém-se de maneira considerdvel, apesar do
advento de numerosos agentes antimicrobianos eficazes.
Essas infeccoes sao ainda responsaveis por aproximada-
mente 20 % de todas as consultas pediatricas. As ITU cro-
nicas constituem uma das principais causas de Insuficién-
cia Renal Terminal, isto é, aqueles pacientes pediatricos
que necessitardao precoce ou tardiamente de tratamentos
de substituicdo renal (didlise peritoneal ambulatorial conti-
nua — CAPD), hemodidlise e transplante renal®.

E de consenso dos especialistas da area, que o teste padrao
para o diagnéstico das UTI é a cultura quantitativa de uri-
na. Nenhum outro elemento da urindlise ou combinacéao de
elementos é tao sensivel ou especifica. A ITU é confirmada
ou excluida baseda no nimero de unidades formadoras de
colonia por mL de urina analisada (UFC/mL) que crescem
nos meios de cultura, rotineiramente idealizados para a se-
meadura desse tipo de amostra®®.

O trato urindrio normal € estéril. Com excecao do periodo ne-
onatal, a contaminacao por via ascendente do aparelho uri-
ndrio, por microrganismos da flora intestinal constitui o me-
canismo patogenético mais freqiiente de infeccdo urinaria™.
Os dados encontrados neste estudo referentes a prevalén-
cia sao similares aos encontrados por outros autores®®'*'>1¢,
A porcentagem representada pelo patégeno mais freqiien-
te, a E. coli, pode variar entre 52 % a 80 %, com a tendén-
cia a indices maiores nas uroculturas ambulatoriais sobre
as nosocomiais. Os géneros dos outros microrganismos en-
volvidos também sao similares. Neste estudo, Pseudomo-
nas aeruginosa ocupa um grau de destaque ( segunda po-
sicdo), estatistica essa inquietante representada pelas ca-
racteristicas de resisténcia aos antimicrobianos apresenta-
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da por essa bactéria. Proteus mirabilis ocupa em nosso
meio, um lugar mais distante dos referidos nos outros cen-
tros acima citados.

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos indicou le-
vofloxacina (LEVO) como um dos melhores agentes anti-
bacterianos frente aos cocos Gram positivos. J& com os ba-
cilos Gram negativos mais envolvidos nas ITU, norfloxaci-
na e ciprofloxacina apresentaram atividade avantajada so-
bre os outros antimicrobianos e similares. A E. coli apre-
sentou uma resisténcia grande a nitrofurantoina. Isso, em
parte, pode ser justificado pela utilizacao preferencial pe-
los clinicos, nesse nosocomio da ciprofloxacina.

Podemos concluir que a prevaléncia e o perfil de suscetibi-
lidade podem variar bastante, de acordo com a localidade,
idade dos pacientes, sexo, dentre outras varidveis. Assim,
apesar da patogénese e as formas de tratamento das ITU
terem sido extensivamente estudadas nas duas ultimas dé-
cadas”, é importante o conhecimento da prevaléncia e per-
fil de suscetibilidade dos patégenos locais. A urocultura
quantitativa, representa o melhor tipo de exame para o di-
agnostico dessa infeccao, permite além do isolamento e
identificacao do microrganismo infectante, a determinacao
da sua sensibilidade aos agentes antimicrobianos, além de
representar a unica forma de diagnosticar os quadros de
bacteritria assintomatica (freqliente nas mulheres idosas e
fator de risco nas gestantes) e caracterizar as infeccoes re-
correntes as quais exigem uma conduta terapéutica dife-
renciada, ja que é estimado que 80 % das mulheres com
ITU tratada venham a apresentar recorréncia.
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Avaliacao de testes de diagnodsticos rapidos na detec-
cao de infeccao assintomatica do liquido
amniotico em mulheres gestantes

Evaluation of rapids diagnosis tests in detection of amniotic fluid asymptomatic infection in
pregnant women

Roxeane Martins’; Carlos Augusto Alencar Junior’; Marly Maria Lopes Vieira Peixoto’; Josias
Martins Vale' & José Luciano Bezerra Moreira’

(F RESUMO - Ha evidéncias que associam ruptura prematura de membranas e parto prematuro com colonizacao bacteriana do liquido
amnioético. O propésito deste estudo foi avaliar os métodos de diagnésticos réapidos incluindo determinacao de glicose, coloracao de
Gram e proteina C reativa na deteccao de infeccao assintomatica do liquido amniético em mulheres gestantes. A populacao do estu-
do consistiu de 81 pacientes admitidas na Maternidade Escola Assis Chateaubriand. O liquido amniético foi coletado por amniocen-
tese transabdominal de gestantes sem evidéncias clinicas de corioamnionite. O liquido amniético também foi cultivado para bactéri-
as aer6bias e anaerdbias e micoplasmas genitais. A prevaléncia de cultura positiva do liquido amniético foi de 9,9%. As bactérias iso-
ladas foram: Ureaplasma urealyticum (8,6%), Mycoplasma hominis (1,2%) e Peptostreptococcus sp (2,4%). A sensibilidade e especifi-
cidade da coloragao de Gram foram 25% e 100%, respectivamente. A concentracao de glicose do liquido amniético apresentou 37,5%
de sensibilidade e especificidade de 88,9%. A sensibilidade da proteina C reativa foi 60% e especificidade foi 91,9%. Foi o teste mais
sensivel. Todos os testes, quando avaliados juntos, poderiam dar maiores informacodes sobre as condi¢coes amniéticas.
PALAVRAS-CHAVE - Liquido amniético. Diagnéstico rapido. Infec¢ées na gravidez. Y,

~

formation about amniotic conditions.
KEYWORDS - Amniotic fluid; Rapids tests; Pregnancy infection.

SUMMARY - There is evidence that preterm premature rupture of the membranes and preterm labor are associated with bacten‘al\
colonization of the amniotic fluid. The purpose of this study was to evaluate rapids diagnosis methods including glucose determinati-
on, Gram stain and C reactive protein in detection of amniotic fluid asymptomatic infection in pregnant women. The study populati-
on consisted of 81 patients admitted at Maternidade Escola Assis Chateaubriand. Amniotic fluid was collected by transabdominal am-
niocentesis of pregnant women without evidence of clinical chorioamnionitis. Amniotic fluid also was cultured for aerobic and anae-
robic bacteria and for genital mycoplasma. The prevalence of positive amniotic culture was 9,9%. The bacterias were: Ureaplasma
urealyticum (8,6%), Mycoplasma hominis (1,2%) e Peptostreptococcus sp (2,4%). The sensitivity and specificity of Gram stain were
25% and 100%. Amniotic fluid glucose concentration showed 37,5% of sensitivity and 88,9% of specificity. The sensitivity of C reac-
tive protein was 60% and specificity was 91,9%. It was the most sensitivity test. All tests when evaluated together could give more in-

/

INTRODUGAO

Ainvaséo do liquido amniético por microrganismos tem
sido implicada como causa de parto prematuro, princi-
palmente em pacientes em trabalho de parto prematuro
com prolongada ruptura das membranas. (Kass,1960; Ro-
mero et al, 1999; Wahbeh et al,1984)

As pacientes em parto prematuro idiopatico podem apre-
sentar como caracteristicas: evidéncia histolégica de corio-
amnionite’; presenca de microrganismos nas membranas
fetais, placenta ou liquido amniético bem como endotoxi-
nas bacterianas ou mediadores inflamatérios no liquido
amnioético (Mcgregor et al 1991; Waites et al, 1990; Gravett
et al, 1996; Bobitt et al,1981)

A infeccéo intra-amniédtica é confirmada pela cultura posi-
tiva do liquido amniético, independe da presenca ou au-
séncia de evidéncias clinicas (Romero et al, 1990).

Bobitt et al. (1981), em trabalho realizado com 31 gestantes
em trabalho de parto prematuro e membranas intactas, ob-
tiveram 8 cultivos positivos do liquido amniético, sendo
que apenas duas pacientes apresentaram sinais clinicos de
infeccao.

Assim, a colonizacdo do liquido amniético por microrganis-
mos é patolégica, pois a cavidade intra-uterina de mulhe-

res que nao estao em trabalho de parto e com membranas
intactas € normalmente estéril. Entretanto, bactérias tém
sido isoladas do liquido amniético em todas idades gestaci-
onais na auséncia de trabalho de parto prematuro ou de
ruptura de membranas (Wahbeh 1984).

As justificativas para explicar este processo seriam:

a. A ascendéncia de microrganismos ao trato genital supe-
rior, particularmente durante a gravidez, devido a progres-
siva dilatacdo uterina. A membrana amniética ficaria entao
exposta a microrganismos do trato genital baixo, que atra-
vessariam as membranas intactas e teriam acesso a cavida-
de amnidtica, causando rompimento prematuro das mem-
branas (Averbauch, 1995; Baron 1993; Laney, 1982; Rome-
ro et al, 1988).

b. Disseminacdo hematogénica através da placenta (in-
feccao transplacentdria). O agente infeccioso atinge a cir-
culacao materna, tem acesso ao espaco interviloso, vilo e
circulacao fetal (Romero et al, 1988).

c. Via retrégrada, através da cavidade peritoneal, tubas
uterinas, cavidade intra-amniética (Romero et al, 1988);.
d. Introducao acidental no momento de procedimentos in-
tra-uterinos, tais como amniocentese, cordocentese, etc
(Romero et al, 1988).

Romero et al (1988) observaram que a prevaléncia de in-
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feccao depois de procedimentos diagnosticos invasivos é
baixa e que a via mais comum para infeccao intra-uterina
¢é a ascendente. Esta via apresenta varios estdgios na pato-
génese do parto prematuro:

a) O primeiro estdgio para a ascendéncia de microrganis-
mos é o excessivo aumento destes na vagina e no canal
cervical.

b) Microrganismos tém acesso a cavidade intra-uterina e
permanecem na decidua, causando inflamacao localizada,
deciduite.

c) Invadem o amnion (amnionite), causando infeccao intra-
amnio6tica.

d) Na cavidade amniética, a bactéria pode infectar o feto
por varias portas de entradas.

Estas evidéncias associam a infeccao assintomdtica do tra-
to genital e microbiota vaginal como causa de parto prema-
turo e rompimento prematuro de membranas, uma vez que
a interacao microrganismo-hospedeiro pode levar aos teci-
dos locais niveis elevados de fatores de viruléncia tais co-
mo fosfolipases ou proteases (McGregor et al, 1990; Polzin
& Brady, 1991; McDonald et al, 1994)

Romero et al. (1989), avaliando a existéncia de invasdo mi-
crobiana na cavidade amniética em partos a termo ou pre-
maturo com membranas intactas, obtiveram culturas posi-
tivas em 18,8% e 21,6% dos casos, respectivamente. As
bactérias mais freqiientemente isoladas foram: Ureaplas-
ma urealyticum, Mycoplasma hominis, Streptococcus aga-
lactiae e espécies de Lactobacillus.

A cultura do liquido amniético é largamente utilizada para
avaliar o estado microbioldgico da cavidade uterina, entretan-
to, os resultados nédo estao disponiveis imediatamente (Rome-
ro et al, 1990). O diagnéstico precoce de infeccao assintomd-
tica do liquido amniético é um objetivo desejavel, porque po-
deréa dar informacao antecipada ao corpo clinico, que poderd
tomar providéncias para prevenir morbidade e mortalidade
materno-fetal (Romero et al, 1993; Gauthier et al, 1991).
Entre estes métodos, a coloracao de Gram fornece informagoes
imediatas sobre aspectos morfotintoriais de células bacterianas
presentes em processo infecciosos, enquanto o resultado da
cultura ainda nao estd disponivel (Romero et al, 1988).

A dosagem de glicose também tem sido utilizada como tes-
te rdpido, pois a diminuicdo da sua concentracdo em diver-
sos fluidos corporais tem sido utilizada para o diagnostico
de infeccao (Romero et al,1990).

Sereepapong et al (2001) reportaram que a determinacao
de proteina C reativa no soro materno poderia ser utilizada
para detectar corioamnionite.

O objetivo deste trabalho foi: avaliar os métodos de diag-
noésticos rapidos como coloracao de Gram, a determinacao
de glicose no liquido amniético e a dosagem de proteina C
reativa no soro materno, em detectar infeccao assintomati-
ca em mulheres gestantes em relacao ao padrao ouro des-
te estudo, que foi cultura bacteriana; identificar o percen-
tual de mulheres gestantes com infeccao assintomaética do
liquido amniético. Identificar as bactérias envolvidas.

MATERIAL E METODOS

O grupo de estudo consistiu de 81 gravidas submetidas a
amniocentese entre a 24° e 40° semanas gestacionais. As
indicacdes para realizacao do procedimento foram a pes-
quisa da maturidade fetal em pacientes, com indicacao de
resolucao de gestacao; a analise cromossémica do concep-
to e a avaliacao da bilirrubina presente no liquido amnié6ti-
co em gestantes com isoimunizacao pelo fator Rh. Nao
existiam sinais clinicos e/ou laboratoriais de infeccao intra-
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uterina. O uso de antibiéticos ou a suspeita de infeccao in-
tra-utero, no momento da coleta, foram critérios para ex-
clusao na pesquisa.

As pacientes foram submetidas ao procedimento enquanto
internadas na Enfermaria de Patologia Obstétrica da Ma-
ternidade-Escola Assis Chateaubriand (MEAC), da Uni-
versidade Federal do Ceara (UFC) Apds informacao verbal
e escrita sobre o trabalho, o consentimento foi obtido de ca-
da uma delas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara.

A amniocentese sob controle ultra-sonografico foi realiza-
da estando a grdvida em decubito dorsal apds assepsia e
anestesia local. O liquido amniético foi coletado em serin-
ga propria sendo o primeiro mL desprezado. A seguir,
amostras de 10 a 20 ml foram obtidas e transportadas, em
seringas plasticas encapadas para o Laboratério de Micro-
biologia Médica do Departamento de Patologia e Medicina
Legal (DPML) UFC. A amostra foi semeada imediatamen-
te apods a coleta e cultivada em aerobiose, microaerofilia e
anaerobiose, incubada em estufa bacteriol6gica a tempera-
tura de 35 a 37°C, segundo Koneman e col. . Além disso,
foram realizadas culturas para micoplasmas genitais.

A identificacdo das espécies bacterianas, quando as cultu-
ras eram positivas, foi feita pelo sistema ATB Expression®
(Bio-Mérieux). Para o cultivo, identificacao das espécies
(controle/identificacao de M. hominis e U. urealyticum) e
contagem de coldnias (= 10* CCU-Unidade de Mudanca
Colorimétrica) dos micoplasmas genitais foi utilizado Kit
Mycoplasma IST® (Bio-Mérieux).

Simultaneamente, foram realizadas bacterioscopias pela co-
loracdao de Gram, ap6s confeccao de esfregaco obtido da
amostra nao centrifugada. A técnica utilizada para coloracao
de Gram foi realizada segundo metodologia descrita por Ko-
neman et al (1992). Os resultados de todas as bacterioscopi-
as foram imediatamente informados ao corpo clinico.

O liquido amniético remanescente foi encaminhado ao la-
boratério da MEAC/UFC para realizacao dos exames espe-
cificos para os quais havia sido indicado o procedimento e
também dos testes rapidos.

A dosagem de glicose foi feita pelo método da glicose oxi-
dase, ap6s a centrifugacao do liquido amniético, conforme
método anteriormente descrito (Romero et al, 1993).Todas
as amostras foram processadas em duplicata. A simplicida-
de metodolégica possibilitou a utilizacao do sistema enzi-
matico em aparelhos semi-automatizados.

O valor considerado como sugestivo de infeccao para o li-
quido amniético, a semelhanca de Romero et al (1993), foi
<10mg/dL.

Reagentes de proteinas da fase aguda da inflamacao, tais
como a proteina C, podem ser achadas no soro materno ou
fluido amniético como resposta a infeccao (Watts et al,
1993).

A metodologia consiste em determinar, de forma qualitati-
va e semiquantitativa, a dosagem de proteina C reativa
(pCr) para diagnéstico in vitro. Para o soro sao considera-
dos positivos valores maiores que 6mg/dL.

Para andlise estatistica dos métodos diagnésticos utilizados
para deteccgédo da infecgdo assintomatica do liquido amni6-
tico utilizou-se o SPSS for Windows versao 7.0.

RESULTADOS

Houve isolamento bacteriano do liquido amniético em
9,9% das gestantes estudadas (8/81). Micoplasmas genitais
foram as bactérias mais isoladas. Ureaplasma urealyticum
em sete casos, Mycoplasma hominis em um caso, seguido
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por Peptostreptococcus sp em dois casos, compreendendo
25% de invasao polibacteriana.

TABELA |
Espécies bacterianas isoladas nas culturas do liquido
amniético nas gestantes estudadas.

Bactérias n %
U. urealyticum 07 8,6
Peptostreptococus sp 02 2,5
M. hominis 01 1,2
TOTAL 10 12,3

N= numero de espécies bacterianas isoladas.

Utilizando como referéncia o nosso teste ouro, que foi a
cultura bacteriana, observamos incidéncia de 9,9% de in-
feccao do liquido amniético. Quando comparamos 0s ou-
tros testes diagnésticos encontramos os seguintes resulta-
dos (tabela 2), (figura 1):

] TABELA I
Indices diagnésticos e valores preditivos de diferentes tes-
tes usados na deteccao de infeccao do liquido amniético.

S E VP VPP FP VPN FN

Coloracéo de Gram 25,0 100,0 92,6 100,0 0,0 92,4 7,6

Glicose do liquido 375 88,9 83,1 26,3 73,0 92,8 7,1

amnidtico 60,0 91,9 89,7 334 55,6 95,4 4,6
Proteina Creativa

S - Sensibilidade; E - Especificidade

VP - Valor preditivo

VPP - Valor preditivo positivo; VPN - Valor preditivo negativo

FP - Falsos positivos; FN - Falsos negativos

A prevaléncia P=9,9% de pacientes com infecgéo no liquido amniético

o
o
% de resultados falsos

Glicose L. A Proteina C

Coloragéo

Gram Reativa

l-S e —o—FP —I—FNI

FIGURA 1 - indices diagnésticos dos testes usados na deteccéo
de infeccao do liquido amniético.

DISCUSSAO

A presenca de microrganismos no liquido amniético duran-
te a gestacao é assunto de importancia na pratica clinica
obstétrica. E citado ocorrer em 10% das gravidas com
membranas intactas e em até 93% das pacientes com rup-
tura de membranas (Romero, 1988).

Romero et al.(1989) observaram que, em 41 gestantes com
membranas intactas, 9,9% apresentaram cultura do liquido
amnioético positiva, percentual semelhante ao verificado
em nossa pesquisa.

O diagnostico rapido de infeccao intra-uterina € problema-
tico. O teste deve ser rdpido, barato, capaz de ser realiza-
do a qualquer momento do dia, e muito eficiente para de-
tectar infecgdo do liquido amniético. Segundo Kirshon et al
(1991), o ideal seria apresentar sensibilidade de 100%, com
margem de falsos positivos sem significancia ou sem im-
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portancia para ser considerado. Desta forma, enquanto o
resultado da cultura do liquido amniético ainda nao estar
disponivel, testes rdpidos como o Gram, dosagem de glico-
se do liquido amniético e proteina C reativa do soro mater-
no poderiam ser realizados, auxiliando na conduta tera-
péutica (Gauthier, 1994).

Esfregacos corados pelo Gram e dosagem de glicose sao
testes simples e baratos que tém sido propostos como tes-
tes rdpidos para deteccgao de infeccao subclinica do liquido
amnioético (Romero 1993). A bacterioscopia pelo Gram é
um método largamente usado para deteccdo réapida de
bactérias nos fluidos corporais. A desvantagem da colo-
racao de Gram € a baixa sensibilidade, em torno de 56% a
83%, conforme trabalhos ja publicados (Gauthier, 1992).
Espécies de micoplasmas néo sao visualizadas pelo Gram
porque nao possuem parede celular (Gauthier, 1994). Por
outro lado, resultados falso-negativos, podem ocorrer
quando o in6culo bacteriano é pequeno (<10° UFC/mL) ou
quando a infeccdo bacteriana ficou limitada as membranas
fetais. Quando comparamos os resultados obtidos em re-
lacao a especificidade da coloracao de Gram (100%) apre-
sentados na tabela 2 e figura 1, e a obtida por Romero et al
(1993) (98,5% - 67/68), percebemos que houve acentuada
concordancia.

A determinacao de glicose no liquido amniético <10mg/dL,
como demonstrado pela tabela 2 e figura 1, apresentou
sensibilidade de 37,5% e especificidade de 88,88%. Em
trabalho de Romero et al (1993), estes indices foram, res-
pectivamente, 57,1% (24/420) e 73,5% (50/68). Estes resul-
tados podem ser obtidos na auséncia de bactérias viaveis
no liquido amniético ou em casos de infeccdo por micoplas-
mas, ja que nao utilizam glicose no seu metabolismo, tam-
bém em infec¢des por virus e Chlamydia sp (Miller, 1980).
A dosagem de proteina C reativa foi mais sensivel (60%)
que a coloracao de Gram e a dosagem de glicose na de-
teccdo de infeccao subclinica do liquido amniético. Muitos
estudiosos relataram que a dosagem da proteina C reativa
pode identificar gestantes com infeccdo subclinica. Krohn
et al (1991) verificaram em gestantes, com idade gestacio-
nal entre 23 e 34 semanas, que estavam em trabalho de
parto prematuro, com ruptura prematura das membranas,
e em outro grupo com membranas intactas, um nivel ele-
vado de proteina C reativa (pCr). A pCr, quando utilizada
como teste preditivo de infeccao intra-uterina, mostrou
sensibilidade de 60,0% e especificidade de 91,78% nas
amostras testadas. Sereepapong et al (2001) obtiveram,
respectivamente, 56,0% e 57,9%.

A desvantagem da dosagem de pCr é que, como esta é
uma proteina da fase aguda da inflamacao, fica dificil dife-
renciar infecgao do liquido amniético de outro processo in-
flamatério (Krohn, 1991).

Um importante achado foi o alto indice de infeccao intra-
uterina assintomadtica, por micoplasmas, em particular, por
Ureaplasma urealyticum, seguido por Mycoplasma homi-
nis e Peptostreptococcus sp. (Romero, 1989).

Estudos microbiolégicos do fluido amniético que néo inclu-
em culturas para micoplasmas genitais, como a bacterios-
copia pela coloracao de Gram, podem subestimar a pro-
porcédo de infeccdo intra-uterina. Estas bactérias estao as-
sociadas com elevados indices de infec¢do intra-uterina,
levando a perdas fetais. A negatividade da pesquisa pelo
Gram deve-se ao fato da auséncia da parede celular nos
micoplasmas.

Por esse motivo, e pela presenca frequente desses micror-
ganismos nos quadros infecciosos, como confirmado por
nosso estudo, a pesquisa pela coloracao de Gram, dosagem
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de glicose e proteina C reativa nao devem ser usados como
métodos isolados para detectar infeccgao.
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Fungos anemofilos na sala de periéodicos da biblioteca
de ciéncias da saude da Universidade Federal do Ceara

Airborne fungi in the periodics room of the library of health science of the
University Federal of Ceara

Everardo Albuquerque Menezes', Adriano Coutinho Alcanfor' & Francisco Afrénio Cunha'.

~

(F RESUMO - Os fungos anemofilos ou alergizantes pertencem a diversos géneros e espécies e quase todos sao contaminantes, isto €,
podem ser isolados facilmente do ar em placas de agar Sabouraud. Numerosos fungos encontrados na poeira e no ar desempenham
papel importante na patologia médica, como elementos alergizantes que sao. Assim asmas e rinites ditas de “clima"” estdao na depen-
déncia ou em relacao intima com a microbiota fungica do ar. Tendo como premissa o grande nimero de pessoas que sentiam algum
tipo de alergia na sala de periédicos da biblioteca de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Ceard, teve-se como objetivo a
determinacéao da microbiota fingica aneméfila. Foram expostas 50 placas de Petri na referida sala, durante quinze minutos. As placas
foram levadas para o laboratério de Microbiologia de DACT/FFOE/UFC. Apés o crescimento nas placas, os fungos foram identifica-
dos de acordo com a metodologia classica de micologia. Das 50 exposicoes foram isolados 13 géneros fingicos considerados anemoé-
filos, isto €, veiculados pelo ar atmosférico. Os fungos anemoéfilos mais freqiientes em ordem decrescente foram: Aspergillus sp., Peni-
cillium sp., Curvularia sp., Cladosporium sp. e Myceila sterilia. De acordo com o nosso estudo concluimos que a sala de periédicos da
Biblioteca das Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Ceara é um local insalubre, porque possui fungos que podem desenca-
dear uma alergia respiratéria nos freqlientadores da referida sala.

PALAVRAS-CHAVE - Fungos anemofilos, alergia respiratéria, Aspergillus, Penicillium J

~

SUMMARY - Airborne or allergy fungal belong to the diverse genera and species and almost all are contaminants, that is, they can
easily be isolated of air in plates of Sabouraud agar. Numerous fungal found in the dust and air they play important role in the medi-
cal pathology, allergic diseases elements that they are. Thus asthmas and rhinitis of "climate" are in the dependence or in close rela-
tion with microbiota fungal of air. Having as premise the great number of people who felt some type of allergy in the room of perio-
dic of library of Sciences of the Health of the Federal University of the Ceard, was had as objective the determination of airborne fun-
gal. 50 plates of Petri were displayed in the related room, during fifteen minutes. The plates were taken for the laboratory of Microbi-
ology of DACT/FFOE/UEFC. After growth in the plates, the fungus were identified according to with classic methodology of mycology.
Of the 50 expositions 13 genera were isolated considered airborne fungal, that is, propagated for atmospheric air more frequent air-
borne fungal orderly decreasing were: Aspergillus sp., Penicillium sp., Curvularia sp., Cladosporium sp. e Myceila sterilia. According
to with our study we conclude that the room of periodic of the Library of Sciences of the Health of the Federal University of the Cea-
rd it is a place unhealthy, because it possess fungal that can break out a respiratory allergy in the people that frequent of the related

room.

KEYWORDS - airborne fungal, respiratory allergy, Aspergillus, Penicillium. Y,

INTRODUGAO

s fungos dispersam-se na natureza através do ar at-

mosférico ou por outras vias como agua, insetos, ho-
mem e animais. Os fungos que sao dispersos através do ar
atmosférico sdo denominados fungos anemofilos. Sendo
assim, a microbiota fingica aneméfila pode ser semelhan-
te ou diferente em cada cidade ou regiao. Os elementos
fingicos que sao encontrados no ar atmosférico sao os es-
poros (propagulos). Sdo aeroalérgenos que, quando inala-
dos, podem ser responsaveis por manifestacoes respiratéri-
as alérgicas, como asma e rinite'.
O homem, ao se expor inalando estes aeroalérgenos, pode
desenvolver uma doenca respiratéria alérgica e a intensi-
dade de exposicoes pode determinar a relevancia clinica.
Para controlar as manifestacdes alérgicas provocadas por
estes alérgenos inalantes através da terapéutica especifica,
é importante conhecer a freqiiéncia com que ocorre deter-
minado fungo anemofilo, em relagéao ao total de exposicoes
praticadas pelo individuo ou do nimero de amostras isola-
das. Segundo Horner et al?, nos Estados Unidos e em ou-
tros paises industrializados, cerca de 20% da populacao
apresenta doencas alérgicas como asma e ou rinite causa-
das por aeroalérgenos de fungos?.

Desde muito tempo conhece que os fungos do ambiente,
veiculados pelo ar atmosférico, desempenham um papel
importante como elementos alergizantes das vias respira-
térias, ocasionando principalmente asma e rinite. Esporos e
fragmentos de micélio de fungos estao entre os mais ubi-
quos aeroalérgenos do mundo®.

Além da predisposicao genética para o desenvolvimento
de doengas alérgicas ha a necessidade da presenca de ou-
tros fatores, principalmente os ambientais, relacionados a
exposicao do paciente aos fungos anemoéfilos. Existe gran-
de variedade de alérgenos potencialmente responsaveis
pela sensibilizacao e desencadeamento de “crises alérgi-
cas" em individuos atépicos, tais como: fungos, pélens, epi-
télios de animais, poeira doméstica, antigenos ocupacio-
nais, poluentes quimicos e outros’.

A poeira doméstica é hoje o principal desencadeador de
alergias, existem trabalhos que provam que a poeira do-
méstica tem uma quantidade muito grande de fungos que
sao veiculados pela poeira e provocam asma e rinite®.

Em relacao a poeira de livros, existem trabalhos que fazem
a identificacdao dos fungos que estao presentes nos livros
que podem também desencadear uma crise alérgica®.
Tendo em vista a grande quantidade de fungos anemofilos
como agentes poluidores do ambiente, principalmente na
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bibliotecas universitarias, dada sua importancia na etiolo-
gia de doencas respiratérias de natureza alérgica e como
oportunistas responséveis por diferentes quadros clinicos
de micoses, este trabalho teve como pretensao conhecer a
micobiota anemofila da biblioteca das ciéncias da saude da
Universidade Federal do Ceara.

MATERIAL E METODOS

1. Caracteristica da area estudada:

A é&rea estudada foi a sala de Periddicos da Biblioteca das
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Cear4a, on-
de ha varias estantes com os periédicos, possui ar condici-
onado e é totalmente fechada, apresentando uma porta e
as janelas sao mantidas fechadas.

2. Locais da coleta:

Foram coletadas 50 amostras da sala de periédicos da Bi-
blioteca das Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Ceard, de vérios locais (em vdrios angulos) a escolha foi
aleatéria, no periodo de um més.

3. Exposicao':

Foram expostas 50 placas de Petri contendo dgar Sabou-
raud com Cloranfenicol, no periodo de um més. Este méto-
do baseia-se na sedimentacao de esporos dos fungos ane-
mofilos, sobre a placa em questédo, colocada em posicao ho-
rizontal.

As placas foram abertas dentro da sala por aproximada-
mente quinze minutos e a uma altura de 1m e 20cm de al-
tura de acordo com Gambale et al. (1993)'. Apés este peri-
odo foi levado ao laboratério de Micologia do Departamen-
to de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de
Farmacia Odontologia e Enfermagem da Universidade Fe-
deral do Ceara.

4. Cultivo e Identificacao dos Fungos:

As placas, ap6s a exposicdo, foram mantidas por quatro di-
as em estufa a 25°C, sendo iniciada a classificacao genéri-
ca a partir deste dia. A identificacao foi feita pelos seguin-
tes métodos micolégicos (LACAZ, et al., 2002” e NEUFELD,
1999?):

- Microscopia direta da colénia na placa.

- Técnica da colbénia gigante.

- Técnica do retalhamento.

- Técnica do microcultivo.

Os fungos que nao apresentavam orgaos de frutificacao
que permitissem a sua identificacao foram repicados para
tubos contendo dgar batata e dgar infuso de milho. Quan-
do o estado de nao esporulacao persistiu nesses meios, fo-
ram entao classificados como Mycelia sterilia’.

RESULTADOS

A partir das 50 exposi¢oes, foram isolados 220 colonias e
identificados 13 géneros fungicos, cujas freqiéncias en-
contram-se na tabela 01. Para facilitar a apresentacao dos
resultados, convencionou-se os seguintes tipos de freqiién-
cias, segundo Gambale et al., (1993)":

- Absoluta (F), correspondendo ao ntimero de vezes que
determinado género de fungo foi isolado num considerado
periodo;

- Relativa (%), que corresponde a percentagem de isola-
mento de determinado género de fungo em relacao ao nu-
mero de exposigoes.

Os fungos mais freqiientes na sala de periédicos da Biblio-
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teca das Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Ceard foram Aspergillus sp. (100%), Penicillium sp. (80%),
Curvularia sp. (60%), Cladosporium sp. (50%). Os de me-
nor freqiiencias foram: Mucor sp. (2%), Absidia sp. (2%) e
Epicoccum sp. (2%)

Comparando os nossos resultados (tabela 01) com os obti-
dos na cidade de Fortaleza (Tabela 02), concluimos que
houve coincidéncias nos géneros fungicos. Na cidade de
Fortaleza, os fungos mais freqlientes foram: Aspergillus
sp., seguido pelo Penicillium sp., Cladosporium sp. e Myce-
lia sterilia, estes resultados encontrados por Menezes et al.,
(2004)%, sao bastante semelhantes aos aqui apresentados.
Provavelmente estes fungos foram veiculados eolicamente
das areas externas.

TABELA |
Freqliéncia de isolamento de fungos alergizantes na sala
de peridédicos da Biblioteca do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Ceara.

Fungos F %
Aspergillus sp. 50 100
Penicillium sp. 40 80
Curvularia sp. 30 60
Cladosporium sp. 25 50
Mycelia steri lia 30 60
Drechslera sp. 10 20
Fusarium sp. 10 20
Rhodotorula sp. 15 30
Alternaria sp. 05 10
Rhizopus sp. 02 4
Epicoccum sp. 01 2
Absidia sp. 01 2
Mucor sp. 01 2
Total 220 _

F - Frequéncia absoluta
% - Frequéncia relativa

TABELA 11
Freqiiéncia de fungos aneméfilos isolados em dez bair-
ros na cidade de Fortaleza

Locais — CE| AL| BF | AB| RT | CF | BC [ MO |PA | PP [N°de %
Fungos 1 Colbnias
Aspergillus sp. 44 | 152 37 54 43 52 100 35 | 48 | 117 | 682 44.7
Penicillium sp. 13| 52 22 18 15 15 27 12 | 18 12 204 133
Curvularia sp. 08| 58 06 07 18 13 14 08 11 06 149 9.8
Cladosporium sp. 09 17 01 01 11 15 15 05 09 21 104 6.8
Mycelia sterilia 04| 02 15 22 08 09 07 09 | 08 08 92 6.0
Fusarium sp. 05| 04 01 03 02 07 - 05 | 14 13 54 3.5
Rhizopus sp. 04| 03 08 12 03 05 03 06 | 02 | 02 | 48 31
Drechslera sp. 03 08 03 - 05 03 02 03 03 07 37 26
Alternaria sp. - 08 06 02 05 o7 03 - 01 01 36 24
Absidia sp. 04| 03 - 05 03 05 - 01| 15 - 33 2.2
Neurospora sp. 02 - - 02 02 06 02 02 05 - 21 14
Rhodotorula sp. - 01 02 05 03 - 01 02 - - 14 0.9
Aureobasidium sp. - 01 02 02 - - 02 - - - 07 0.5
Cunninghamellasp| - - - - 01 - - 04 01 - 06 0.4
Mucor sp. - - - - 01 - - 02 | 01 - 06 0.4
Epicoccum sp. - - - o1 02 - - 02 01 - 06 0.4
Syncephalastrum sp| 02 02 - - - - - 01 01 - 06 0.4
Paecilomyces sp. - - - - o1 - - - 03 - 04 0.3
Acremonium sp. - - - - - 03 - - - - 03 0.2
Nigrospora sp. - - - - 01 - - 01 - - 02 0.15
Verticillium sp. - 01 - - - - - - 01 - 02 0.15
Geotrichum sp. 01 - 01 - - - - - - - 02 0.15
Trichoderma sp. - - - - - - - 01 - 01 02 0.15
Phoma sp. - - - - - - - 01 - - 01 0.10
TOTAL 99 |312 |104 134 |124 140 176 100 |142 |188 |1521 100

Fonte: Menezes et al., 2004
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DISCUSSAO

Processos alérgicos, como rinite, asma alérgica, alveolite
alérgica extrinseca, sinusite alérgica, foram verificados,
bem como micoses pulmonares clinicamente definidas sao
algumas da manifesta¢oes eventualmente provocadas pela
microbiota fungica exégena’.

Quatro fungos anemdfilos sao importantes desencadeadores
de alergias respiratdrias, sao eles: Aspergillus sp., Penicilli-
um sp., Alternaria sp. e Cladosporium sp.. A literatura inter-
nacional e nacional relata a importancia destes organismos,
inclusive com a imunoterapia das alergias por eles provoca-
dos™. Os quatro fungos citados foram encontrados na sala de
periédicos da Biblioteca das Ciéncias da Saude da Universi-
dade Federal do Ceard, este fato pode ser comprovado pe-
los sintomas que sdo desencadeados em pessoas que tém
predisposicao a alergia e freqlienta a referida sala.

Em nosso trabalho, de acordo com a tabela 01, verificamos
que o Aspergillus sp. um dos principais fungos anemoéfilos
do mundo foi isolado em todas as exposi¢coes, demonstran-
do que ele estd constantemente presente na sala de peri6-
dicos da biblioteca.

A Alternaria sp. é o fungo aneméfilo mais isolado nos Esta-
dos Unidos, no Ceara segundo o estudo realizado por Me-
nezes et al., (2004)°, ele foi isolado em pequena freqiiéncia.
Em nosso trabalho, também foi isolada apenas em cinco
placas. Gambale (1976)", foi o pioneiro no estudo de fun-
gos anemofilos no Brasil, realizando 429 exposi¢oes de pla-
cas de Petri, contendo agar Sabouraud, em 11 locais da
Grande Sao Paulo, verificou a incidéncia de 17% de fungos
do género Alternaria sp.. Fato digno de registro, pois a
maioria dos trabalhos assinalam uma pequena freqiiéncia,
na biblioteca observamos 10%.

Machado (1979)*%, em 12 areas do grande Recife (Pernam-
buco), verificou que os fungos mais frequentemente isola-
dos do ar atmosférico enquadravam-se nos géneros Asper-
gillus (58,9%), Penicillium (41,4%), Candida sp.(30,6%),
Cladosporium (20,8%), Fusarium (19,6%), Phoma (19,4%),
Curvularia (18,9%) e outros, com menor incidéncia.
Medrano (1979)", em Ciudad Bolivar (Venezuela), verificou
maior predominancia de fungos dos géneros Cladosporium,
Aureobasidium e Altenaria no ar atmosférico daquela cidade.
Na cidade de Recife (Pernambuco, Brasil), Lima & Gadelha
(1983)™, verificaram a predomindncia, no ar atmosférico
desta cidade, de fungos dos géneros Aspergillus, Penicilli-
um, Cladosporium, Candida, Rhodotorula e Phoma.

Silva (1982)", estudou a microbiota fungica do ar e de pi-
sos no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (Belo Horizonte). Perfazendo um total de
2940 colheitas entre 9064 coldnias isoladas, foram identifi-
cados vérios fungos anemofilos, principalmente Mycelia
sterilia (26,90%), Cladosporium sp. (65,03%), Aspergillus
sp. (37,08%), Fusarium sp. (22,10%), Penicillium sp.
(19,86%), Aureobasidium sp. (18,40%), Curvularia sp.
(16,20) e Nigrospora sp. (15,30%). O presente trabalho com
extensa literatura sobre o assunto, é de real interesse para
todos aqueles que tratam de infeccoes hospitalares por
fungos oportunistas.

Fiorini (1985)*, na cidade da Alfenas (MG), nos os meses de
setembro a novembro de 1984, expds ao ar 80 placas de Pe-
tri, em diversos locais, por um periodo de 20 minutos, iden-
tificando os seguintes fungos: Cladosporium sp. (35,8%),
Penicillium sp. (16,7%), Alternaria sp. (9,1%), Aspergillus
sp. (#,8%), Oospora sp. (5,4%), Geotrichum sp. (2,7%), Mu-
cor sp. (0,5%) e fungos nao-identificados (15,6%).

Mohovic et al. (1988)°, trabalhando com 201 pacientes com
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asma bronquica e/ou rinite alérgica, realizaram testes in-
tradémicos com extratos alergénicos de 42 fungos isolados
no ar de Sao Paulo. Inicialmente, foram submetidos as re-
feridas provas com um antigeno polivalente, obtendo-se 70
positivos (34,8%). A seguir, os reagentes positivos foram
examinados com 42 extratos individuais e 74,3% deles re-
agiram positivamente a um ou mais dos extratos. Os con-
troles reagiram negativamente aos diversos extratos. Assi-
nale-se que os autoes trabalharam com maior nimero de
extratos de fungos, com isso, aumentou-se as possibilida-
des diagnosticas.

Oliveira et al. (1993)?, em Natal, também verificaram que os
fungos mais prevalentes foram o Aspergillus e o Penicillium.
Ibanez-Henriquez (1993)"”, em tese de mestrado apresen-
tada a Universidade do Chile, estudou a flutuacao estacio-
nal de bioalérgenos fingicos entre 1991 e 1992, em Santi-
ago do Chile (Norte), com especial referéncia ao género
Aspergillus. Monitorizando as amostras de ar, em dez luga-
res diferentes, durante 52 semanas, foram coletadas 1040
amostras de fungos, com predominancia dos géneros Cla-
dosporium, Ulocladium, Alternaria, Penicillium, Aspergil-
lus, Aureobasidium, Botrytis e Epicoccum. Tais fungos ane-
mofilos, aumentam sua concentracdo no verdo, sofrendo
decisiva influéncia da luz solar e temperatura.

Gambale et al. (1993)* investigaram a microbiota fungica
do ar e de livros em 28 bibliotecas da Universidade de Sao
Paulo, verificando que os fungos mais freqtientes do ar per-
tenciam aos géneros Cladosporium, Fusarium, Penicillium,
Rhodotorula, Epiccocum, Aureobasidium, Neurospora, Tri-
choderma, Rizhopus, Phoma, Monascus, Aspergillus, Cur-
vularia, Alternaria, Nigrospora, Acremonium, Geotrichum,
Helminthosporium e outros nao-esporulados (Mycelia ste-
rilia). Dos livros predominaram Cladosporium, Penicillium,
Trichoderma e Aspergillus. Em uma etapa posterior, 314 bi-
bliotecdrios foram interrogados quanto a presenca de sin-
tomas de rinite ou asma, em relacao ao seu ambiente de
trabalho. Desses, 154 (49%) referiam sintomas de rinite ou
de asma, dos quais 80% relacionados ao ambiente de tra-
balho. Em uma etapa final os bibliotecdrios foram subme-
tidos a prova cutdanea com um “pool” de 20 alérgenos fun-
gicos mais freqliientemente encontrados nas bibliotecas,
resultando 18 bibliotecarios com provas cutaneas positivas,
dos quais, 12 referiram rinite e seis eram assintomaéticos.
A sala de peri6dicos da Biblioteca das Ciéncias da Satude
da Universidade Federal do Ceard é um local insalubre,
pois contém grande quantidade de fungos filamentosos
veiculados pelo ar ambiental que podem desencadear uma
alergia respiratéria nos freqiientadores da referida sala. E
importante também reportar aqui a predisposicao genética
dos frequientadores.
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Avaliacao da intervencao multiprofissional e interdisci-
plinar na evolucao do quadro clinico de pacientes com
alto risco de doenca arterial coronariana

Evaluation of multiprofessional and interdisciplinar intervention in the clinical evolution of patients
at high risk for coronary artery disease

Geny Aparecida Cantos'; Claudia de Souza Marques da Silva’; Carmen Dolores de Araujo
Waltrick’; Elizabeth M. Hermes?®; Albertina Bonetti‘; Manoela Bagestam’® & Clatuidia Cavalett®

/RESUMO - O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o sucesso da intervencao multiprofissional e interdisciplinar na evolucao do qua-
dro clinico de pacientes com fatores de risco para doenca arterial coronariana, considerando em especial a dislipidemia e outras asso-
ciagoes de fatores de riscos, conforme o escore de Framingham. Foram analisados 277 pacientes que estavam inseridos no Ntcleo In-
terdisciplinar de Pesquisa, Extensao e atendimento a Dislipidemia (NIPEAD) - Hospital Universitario da Universidade Federal de San-
ta Catarina - SC. Destes, 35 (12,6%) apresentavam alto risco para doenca arterial coronariana e somente 25 participaram regularmen-
te do programa. Entre estes ultimos, a idade foi o fator de risco que mais se destacou, seguido da hipertensao arterial sistémica e ta-
bagismo. Em seguida, os fatores mais frequientes foram dislipidemias e diabetes. Dos 25 pacientes, 60% obtiveram uma diminuicao
no risco coronariano, sendo que ainda foi possivel observar melhoras nos niveis de colesterol total (68%), colesterol das lipoproteinas
de baixa densidade (64 %), colesterol das lipoproteinas de alta densidade (56%) e triglicerideos (64%). As bases preventivas para do-
enca arterial coronariana, com a identificacao dos fatores de risco, permitiu modificar o perfil lipidico e o risco coronariano, sendo que
o alcance de tais objetivos depende da adesao do paciente ao programa e do compromisso dos profissionais da satide com propostas
de mudanca no estilo de vida destes individuos.

PALAVRAS-CHAVE - Doenca arterial coronariana; fatores de risco; escore de framingham. )

SUMMARY - The aim of this study was to analyze the successful multiprofessional and interdisciplinar intervention in the clim'cal\
evolution of patients at high risk for coronary artery disease, with special attention to dyslipidemia and other risk factors, as Framing-
ham score. The study analyzed 277 patients, inserted in the Interdisciplinar Nucleus for Research, Extension and Care for Dyslipide-
mia (NIPEAD), in the University Hospital of Santa Catarina State University. Among these, 35 presented at high risk for coronary ar-
tery disease, and only 25 regularly attended the program. Between these last ones, age was the more relevant risk factor, followed by
systemic arterial hypertension and smoking. In additon, other frequent factors were dyslipidemias and diabetes. From these 25 pati-
ents, 60% presented reduction in the coronary risk, and it was also possible to detect improvement in total cholesterol levels (68%),
low-density-lipoprotein cholesterol (64%), high-density-lipoprotein cholesterol (56%) and triglycerides (64%). Preventive basis for co-
ronary artery disease, with identification of risk factors, made it possible to modify lipidic profile and coronary risk, taking into account
that achieving such objectives depends on the adhesion of the patients to the program and the commitment of healthcare professio-

nals with proposals of change in the lifestyle of these individuals.

KEYWORDS - Coronary artery disease; risk factors; framingham score. Y,

INTRODUCAO

s doencas cardiovasculares tém papel indiscutivel na

morbidade e mortalidade do mundo ocidental, tanto nos
paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento.
A cardiopatia isquémica e o acidente vascular cerebral sdo e
serao, de acordo com as projecoes para o ano 2020, as prin-
cipais causas de morte, de anos de vida perdidos e de anos
de vida perdidos com incapacitacao (Levy et al., 1998).
O processo patogénico das lesdes ateroscleréticas é com-
plexo, com multiplas possiveis etiologias, sendo influenci-
ada por uma série de fatores ambientais e genéticos (Pear-
son et al., 1997). A hiperlipidemia tem sido demonstrada
como um fator de risco importante na mortalidade pela do-
enca arterial coronariana (DAC) (Goldman, 2000).
A estratificagdao do risco de desenvolver DAC permite raci-
onalizar a abordagem preventiva. Com base em estudos
clinicos, observacionais e prospectivos, é possivel classifi-
car individuos de acordo com a intensidade e nimero de
fatores de risco causais ou de acordo com a presenca de do-
enca cardiovascular manifesta. O escore de Framingham

adotado pelas III Diretrizes Brasileiras sobre dislipidemias
baseia-se em valores numéricos, positivos e negativos, a
partir de zero, de acordo com o risco atribuivel aos valores
da idade, pressao arterial, colesterol total (CT), colesterol
das lipoproteinas de alta densidade (HDL-c), tabagismo e
diabetes mellitus (DM). A cada escore obtido corresponde
um percentual da probabilidade de ocorréncia de DAC nos
préoximos dez anos, com base em dados epidemioldgicos.
Assim, individuos de baixo risco teriam uma probabilidade
< que 20%. Essa estratificacao determina os valores do per-
fil lipidico a serem alcancados. Dentre os individuos de al-
to risco estdo aqueles com manifestacoes clinicas de do-
enca aterosclerética, hipertensos com lesdes de 6rgaos-al-
vo e diabéticos (SBC, 2001).

No nosso meio, sao poucos os estudos que discutem a asso-
ciacdao da prevaléncia de dislipidemia com outros fatores
de risco para DAC em uma populacao especifica. A falta de
pesquisas sobre fatores de risco na populacao brasileira re-
sulta em grande desvantagem em relacdo aos paises de-
senvolvidos. No caso da populacao economicamente ativa,
a falta de dados é dramética, mesmo em setores de grande
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importancia econémica (Romaldini et al., 2004).

De acordo com o exposto anteriormente, este trabalho con-
siderou a possibilidade de alteracoes positivas importantes
nas concentracoes séricas de CT, lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c), HDL-c e TG, por meio de a¢oes abran-
gentes relacionadas ao estilo de vida em um grupo popu-
lacional com alto risco para DAC.

METODOLOGIA

Os pacientes que participaram desta pesquisa eram individu-
os de uma comunidade universitdria: estudantes (graduacao
e pés-graduacao), professores e servidores, sendo que todos
estavam inseridos no Nucleo Interdisciplinar de Pesquisa Ex-
tensao e Atendimento a Dislipidemia (NIPEAD) - Hospital
Universitario (HU) - Universidade Federal de Santa Catarina.
No periodo entre margo de 1997 a junho de 2004. Foram aten-
didos 277 individuos com idade entre 31 e 74 anos, de ambos
os sexos. Todos os individuos concordaram em participar es-
pontaneamente desta pesquisa e assinaram o termo de con-
sentimento de acordo com o comité de ética em pesquisa da
Universidade Federal de Santa Catarina, e tiveram acesso a
todos os resultados.

Inicialmente, houve uma avaliagdo médica, onde foram obti-
das informac6es dos pacientes, como: idade, atividade fisica,
diabetes, tabagismo e valor da pressao arterial. Em seguida,
estes individuos foram submetidos a realizacao de exames la-
boratoriais que foram executados pelo setor de Bioquimica do
Laboratério de Analises Clinicas do HU. O soro foi colhido
apo6s 12 horas de jejum e o inquérito bioquimico consistiu na
determinacdo do CT, pelo método enzimatico colorimétrico
automatizado (Cepa Biotecnologia Ltda); TG, pelo método
enzimatico colorimétrico automatizado (Dade Behring); HDL-
¢, através do método de precipitagédo seletiva, acoplado a do-
sagem do método enzimdtico colorimétrico automatizado
(Dade Behring); o valor do LDL-c foi obtido pelo cdlculo que
utiliza a férmula de Friedewald, sendo valida para valores de
TG até 400mg/dL (SBC, 2001), Também, foi dosada a glice-
mia pelo método da glicose oxidase, enzimatico. A hiper-
tensao arterial sistémica (HAS) foi considerada para os paci-
entes que apresentaram niveis presséricos iguais ou superio-
res a 140mmHg de sistélica e 90mmHg de diastélica.

O tabagismo foi definido pelo ato de fumar, independente
da quantidade de cigarros por dia e do tempo de duracao
do habito.

Para avaliar a dislipidemia, foram analisados os niveis do
LDL-c, considerando alto os niveis séricos maiores que
160mg/dL e niveis desejdveis os inferiores a 130mg/dL. Para
o CT foi considerado valores normais até 200mg/dL e para a
fracao HDL-c, para os homens > que 35mg/dL e mulheres >
45mg/dL. Os valores de TG foram considerados normais de
10 a 150mg/dL.

Para todos os pacientes foi calculado um valor percentual do
risco de desenvolver DAC nos préximos dez anos por meio da
tabela do escore de Framingham. Cada escore obtido corres-
pondia a um percentual de probabilidade de um evento car-
diovascular nos préximos 10 anos. Assim, os individuos foram
inseridos nas seguintes categorias: baixo (<10%), médio (10%
a 20%) e alto risco (20%).

Para avaliacao do tratamento multiprofisssional e interdisci-
plinar foram considerados apenas 25 individuos que apresen-
tavam alto risco coronariano e que participaram regularmen-
te do programa oferecido pelo NIPEAD. Para esta avaliacao
foram considerados os valores séricos de CT, LDL-c, HDL-c,
TG e o risco coronariano. Além disto, foram consideradas as
variaveis de risco como idade, HAS, DM e tabagismo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O atual estdgio de transicao demografico-epidemiolégico
pelo qual atravessam as sociedades modernas em desen-
volvimento, tem-lhes conferido mudancas nos padroes de
morbimortalidade em direcdo as doencas cronico-degene-
rativas, destacando-se as doencas cardiovasculares (Mo-
raes et al., 1996). Entre as inumeras condicdes associadas a
DAC, apontadas na literatura, parece haver unanimidade
em considerar a hipertensao arterial, a hipercolesterolemia
e 0 hébito de fumar como os mais potentes fatores de risco
para a doenca isquémica do coracdo (Goldstein, 1992;
Therrien & Lavie; Kannel, 1993).

Dentro desta perspectiva, este trabalho considerou os ca-
sos de individuos que, entre o periodo de marco de 1997 a
junho de 2004, procuraram no Hospital Universitdrio, um
servico especializado em doencas do coracao e que tive-
ram como diagnéstico um quadro de dislipidemia. A partir
disto, os mesmos foram convidados a participar do progra-
ma do NIPEAD que, por meio de uma equipe multiprofiss-
sional e interdisciplinar, vem atuando na prevencao para
doencas cardiovasculares.

Considerando que as enfermidades cardiovasculares tém
uma etiologia multivariada e que os grandes estudos clés-
sicos (Framingham, Tecumseh) e outros de tipo transversal
e retrospectivos tém permitido descobrir associagdes im-
portantes entre algumas variaveis e eventos cardiovascula-
res (Dawber, 1980), procedeu-se inicialmente uma classifi-
cacao dos fatores de riscos dos 277 pacientes atendidos du-
rante este periodo, conforme a tabela de Framingham. As-
sim, verificou-se que 50 individuos (18,1%) tiveram um
baixo risco para DAC em 10 anos (<10%), 192 individuos
(69,3%) estavam na faixa do risco intermedidrio (10% a
20%) e 35 individuos (12,6%) apresentavam alto risco para
DAC (20%). Pelos dados encontrados, pode-se inferir que
individuos integrantes do NIPEAD apresentam risco mode-
rado para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
Assim, os resultados desse estudo permitiram identificar
um grupo de fatores que predispunham a um maior risco
do desenvolvimento para DAC, entre os quais desponta-
vam como mais importantes como faixa etaria, sexo, hiper-
colesterolemia, HAS, DM e tabagismo. A partir da identifi-
cacao desses fatores, foram selecionados 25 pacientes que
apresentaram alto risco para DAC e que participaram re-
gularmente do programa oferecido pelo NIPEAD.

Neste trabalho procurou-se determinar a freqiiéncia e a
importancia com que os principais fatores de risco para
DAC apontados na literatura internacional associam-se
com a ocorréncia de um maior evento arterial coronariano.
Ha falta de estudo similar, sendo que as campanhas e a po-
litica de prevencao para DAC, tanto promovidas pelas
agéncias oficiais como pelas organizacdes nao-governa-
mentais, tém se baseado nos resultados do estudo de Fra-
mingham (Silva et al., 1998).

Embora muitos fatores de risco tenham atividade aterogé-
nica autdbnoma, a associacdao de um ou mais fatores aumen-
ta enormemente o efeito nefasto sobre o aparelho cardio-
vascular. Nao hd uma causa Unica para as doencas cardio-
vasculares, mas sabe-se que existem fatores que aumen-
tam a probabilidade de sua ocorréncia. Sdo os denomina-
dos fatores de risco cardiovascular. Entre estes, os princi-
pais sao: HAS, dislipidemia, DM e tabagismo. Quanto mais
fatores de risco o individuo tiver, maior sera a chance dele
desenvolver uma DAC e evoluir para um quadro de angi-
na ou de infarto (Guimaraes, 2002).
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Figura 1: Percentual das variaveis de risco em pacientes de uma
comunidade universitaria com alto risco para DAC.

A Fig. 1 mostra que nos individuos de maior risco de desen-
volvimento para DAC, a idade foi um fator de importante anda-
lise. Pode-se notar que 84% dos pacientes tinham idade con-
siderada como risco para DAC. Todos os homens e mulheres
tinham idade superior a 45 e 55 anos, respectivamente.

No Brasil, investigagdes de grupo etdrio sdo importantes,
principalmente em Estados com um contingente significa-
tivo de idosos, uma vez que, associado ao fené6meno do en-
velhecimento populacional, ocorre aumento na prevalén-
cia de doencas cronico-degenerativas associadas a idade,
principalmente as doencas cardiovasculares (Marafon et.
al., 2003). Por outro lado, é possivel que na fase de meno-
pausa, nas mulheres por volta dos 50 anos, ocorra aumen-
to da obesidade, hipertensao e dislipidemia. No sexo mas-
culino, o nimero médio de fatores de risco atinge o ponto
maximo aos 60 anos e passam a diminuir acentuadamente
(Martins et al., 1996).

Embora este fator isoladamente ja influencie diretamente
no aumento do risco para DAC, é importante considerar
que a idade estd associada ao enrijecimento da parede ar-
terial e que essa alteracao anatomica poderia ocasionar um
aumento dos niveis da pressao arterial (Mencken, 2000). A
HAS tem sido considerada o maior fator de risco para aci-
dente vascular cerebral (Zétola et al., 2001; Pires et al.,
2004) e esta presente em cerca de 70% dos casos de do-
enca cardiovascular (Radanovic, 1999, Lessa, 1999). Sousa
et al., 2004 avaliaram as pressdes sist6lica, diastdlica e
pressao de pulso como fator de risco para doenca ateroscle-
rética coronariana grave em mulheres com angina instavel.
Neste trabalho, a HAS em pacientes com alto risco para
DAC foi o segundo fator mais freqtiente. O tabagismo foi o
terceiro fator de risco mais frequente para DAC, seguido
da hipelipidemia secundaria e DM (Fig.1). O tabagismo é
um fator de risco que chama a atencao, pois depende dire-
tamente do comportamento do individuo.

Em diferentes populacoes, estao bem estabelecidas as corre-
lagoes entre o risco para DAC e concentracoes séricas eleva-
das de CT, particularmente de LDL-c, assim como, concen-
tracoes reduzidas de HDL-c (Menotti, 2000). Vérios estudos
relacionam as concentracoes de colesterol presentes na in-
fancia com as encontradas na vida adulta (Webber et
al.,1991). Marafon et al., 2003, ao realizar a andlise multiva-
riada, observou que o CT e o LDL-c foram marcadores de
mortalidade independente das demais varidveis analisadas.
Entre os pacientes analisados neste trabalho, 40% apre-
sentavam concomitantemente CT>200mg/dL e HDL-
C<35mg/dL (Tab. 1).

O DM, seja ele do tipo 1 ou 2, foi um fator presente em 24 %
dos pacientes analisados. Neste caso, mesmo com o contro-
le da glicemia, os pacientes apresentavam os niveis séricos
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dos CT e TG alterados. O atual levantamento da prevalén-
cia de fatores de risco numa subpopulacao de individuos ja
com alto risco para doenca coronariana e com anormalida-
des da homeostase glicémica mostra a importancia de di-
agnosticar essa entidade e, a seguir, rastrear os individuos
diagnosticados quanto aos demais agravantes freqiiente-
mente presentes. E essencial a identificacao desses indivi-
duos como um grupo-alvo para a tomada de a¢oes preven-
tivas cardiovasculares em nivel individual e populacional.
Em nivel mais precoce ainda, a intervencéo ideal é a pre-
vencao do DM, HAS e dislipidemia. Ela pode ser obtida,
pelo menos parcialmente, a partir de programas de satde
dirigidos as popula¢des com maior risco para a doenca (in-
dividuos com sobrepeso e obesidade, em especial), que es-
timulem a atividade fisica e a reducdo de peso corporal
(Schaan et al., 2004; Cantos et al., 2000).

Tabela |
Avaliacao do perfil lipidico e do FRDAC (fator de risco
para DAC) de pacientes atendidos no NIPEAD, que apre-
sentavam alto Risco coronariano, considerando o trata-
mento multiprofissional e interdisciplinar, durante o perio-
do de marco de 1997 a junho de 2004.

CT HDL-C LDL-C TG FRDAC

Pacientes A D A D A D A D A D

1 201 216 60 52 126 150 76 72 20%  25%
2 266 267 34 40 170 206 312 106 20% 18%
3 324 241 65 66 242 159 85 80 25% 10%
4 220 167 27 22 175 114 92 156 24%  28%
5 235 173 34 43 147 93 269 186 31% 25%
6 311 356 44 48 209 273 290 177 20% 18%
7 306 293 13 22 0 0 985 685 20% 20%
8 273 252 29 40 210 169 170 215 27%  20%
9 286 301 39 36 226 232 103 166 20% 31%
10 280 197 46 36 204 128 152 163 24% 18%
11* 171 199 34 42 95 137 210 100 16% 16%
12 291 226 47 61 217 148 133 85 28% 15%
13 323 230 42 33 246 0 175 684 37% 53%
14 362 192 40 31 248 135 370 129 27% 28%
15 304 259 47 48 241 191 80 98 31% 25%
16 165 165 18 22 81 78 332 327 20% 31%
17 281 248 32 54 219 172 149 112 24%  18%
18 354 362 32 43 289 279 163 198 20% 15%
19 299 227 34 39 219 144 230 220 31% 20%
20 284 211 34 33 221 151 143 133 25% 16%
21 305 262 65 52 207 174 165 182 20% 20%
22 299 234 10 16 0 143 999 377 20% 13%
23 312 268 54 49 223 189 173 148 20% 13%
24 269 266 43 39 194 204 159 117 20% 18%
25 184 176 27 25 118 110 193 204 25%  25%

Onde, A e D significam os valores bioquimicos obtidos dos pacientes antes e depois do tratamento interdisciplinar e
multiprofissional; 0= célculo do LDL-c impossibilitado pelo valor do TG; *= paciente portador de doenga arterial coronariana.

De fato, a literatura mostra que a hipertensao arterial é a
maior determinante da ocorréncia de eventos cardiovascu-
lares em pacientes com DM do tipo2, sendo duas vezes
mais prevalente entre os individuos diabéticos, além disso,
a sua presenca aumenta a ocorréncia de complica¢oes mi-
cro e macrovasculares, sendo a dislipidemia um importan-
te fator de risco para o DM. (SBC, 2001)

Levando-se em conta que é freqiiente a existéncia de trés,
quatro ou mais fatores de risco em um mesmo paciente, al-
tamente relacionados entre si, nao é dificil compreender a
necessidade de interveng¢des multiplas. Assim, o desenvol-
vimento de programas de saude de carater preventivo, com
enfoque na mudanca do estilo de vida, pode ser um meio
eficaz para sensibilizar o individuo quanto a mudanca de
hébitos de vida nocivos a saude (Matos et al., 2004).

Estes dltimos tém como alvo a modificacdo de comporta-
mentos precursores de doencas cardiovasculares, como di-
eta, exercicios fisicos e controle do tabagismo. Segundo
Sixt et al., 2004 uma intervencao multifatorial, incluindo
medidas dietéticas, controle glicémico, tratamento anti-hi-
pertensivo e exercicios fisicos regulares tém influéncia po-
sitiva nos fatores de risco modificaveis, na melhora de ou-
tras funcoes cardiovasculares e na tolerancia ao exercicio
livre de angina.
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Os estudos mais amplos, feitos até agora, mostram um cer-
to beneficio no combate aos fatores de risco e servem de
base para o tratamento clinico destes fatores. Segundo
Goldman, 2000, o beneficio é maior nos pacientes que ja
apresentam alguma forma de aterosclerose, especialmente
coronariana.

Neste trabalho, procurou-se realizar intervengoes correti-
vas de forma a reduzir a incidéncia de coronariopatias. A
respeito dos 35 individuos que foram classificados como al-
to risco para DAC, 10 foram excluidos que, por motivos di-
versos, nao puderam comparecer ao exame laboratorial.
Assim, a avaliacao feita apdés o tratamento mostrou que
60% dos pacientes melhoraram o percentual de risco coro-
nariano. Diga-se que os pacientes que obtiveram dimi-
nuicdo do risco cardiaco, também foram aqueles que tive-
ram maior adesao ao atendimento oferecido pelo NIPEAD.
Em relacao ao perfil lipidico, pode-se notar na Tabela 1 que
68% dos pacientes tiveram uma melhora nos niveis sericos
de CT, 64% diminuiram o LDL-c, 56% aumentaram o HDL-
c e 64% melhoraram os niveis de TG.

A conscientizacao por parte das pessoas sobre a presenca de
fatores de risco coronariano como hipertensao, obesidade,
sedentarismo, tabagismo, diabetes e dislipidemia sao sinais
importantes, ressaltando a necessidade de uma avaliacao
médica imediata. A extensdao dos beneficios da prevencao
para DAC depende de um esfor¢co multidisciplinar que en-
volve sistematizacdao de rotinas, educacdo médica, interacao
com a comunidade, educacao publica, recursos diagnosticos
utilizados de modo racional e, principalmente, extremo em-
penho por parte da comunidade médica para mudanca de
toda uma estratégia em pratica por uma nova filosofia, base-
ada em solidas evidéncias cientificas acumuladas.
Finalmente, em vista da amostra analisada ser representa-
tiva da comunidade universitdria, todas as conclusoes e co-
mentdrios sdo extensivos a esta populacdo que, apesar de
conviver com profissionais da satde bastante diferenciados
e com portadores de moléstias cardiovasculares resultantes
de prevencao inadequada, nao difere substancialmente no
comportamento em relacao a populacao em geral, necessi-
tando portanto de maiores e mais enfaticas informacoes.
Onde, A e D significam os valores bioquimicos obtidos dos
pacientes antes e depois do tratamento interdisciplinar e
multiprofissional; 0= calculo do LDL-c impossibilitado pelo
valor do TG; *= paciente portador de doenca arterial coro-
nariana.

CONCLUSOES

Os resultados do estudo confirmam que a deteccao e o con-
trole dos fatores de risco sdo tarefas prioritarias na pre-
vencao da evolucao da DAC, havendo, assim, necessidade
de buscar medidas preventivas e educativas que condu-
zam a mudancas no estilo de vida desses individuos.
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Interferéncia do consumo de Chimarrao nos niveis de
acido hipurico urinario*
“Chimarrao” consumption interference and hippuric acid urine levels

Estefania Perin Fonseca', Ingrid Johann'?, Ana Paula Alegretti’ & Flavia Valladdo Thiesen™”

RESUMO - O acido hiptrico (AH) é empregado como indicador de exposicdao ocupacional ao tolueno, uma vez que é seu principal\
metabolito na urina. Contudo, o AH pode ser originado também do acido benzéico, presente em algumas frutas e alimentos. Consi-
derando que a erva-mate apresenta entre seus constituintes precursores do acido benzdico, este estudo foi realizado com o objetivo
de verificar a provavel interferéncia do consumo de chimarrdo nos niveis de AH urinario. Foram analisadas 70 amostras de urina de
individuos nao expostos ao tolueno ou qualquer alimento rico em seus precursores. O AH foi determinado por cromatografia gasosa
e os resultados corrigidos pela creatinina urindria. A média dos resultados foi significativamente maior entre os consumidores de chi-
marrao (média = 1,40 + erro padrao = 0,2953), demonstrando que o consumo recente desta bebida pode interferir nos resultados de

AH urinario. Sao necessarios estudos adicionais para avaliar a interferéncia do tipo de erva-mate e do padrao de consumo.
PALAVRAS-CHAVE - 4cido benzéico, acido hipurico, erva-mate, tolueno, interferentes Y,

cessary.

/SUMMARY - Hippuric acid, toluene's urinary main metabolite, is used as a biomarker for toluene occupational exposure. However,
hippuric acid may be also originated from benzoic acid present in some fruits and food. Considering that Ilex paraguariensis has so-
me precursors of benzoic acid among its constituents, this study investigated the influence of chimarrdo, a typical tea-like beverage
made from Ilex paraguariensis and frequently used in southern Brazil, in urinary hippuric acid background levels. Seventy urine sam-
ples from non-exposed toluene individuals or any food rich in toluene’s precursors were analized. Hippuric acid was measured by gas
chromatography and the results were corrected by urine creatinine. Urinary hippuric acid mean results were higher among chimar-
rdo consumers (mean = 1.40 + standard error = 0.2953), indicating that recent consume of this beverage may influence in urinary hip-
puric acid measures. Additional studies to evaluate the influence of Ilex paraguariensis commercial brands and use patterns are ne-

KEYWORDS - benzoic acid; hippuric acid; toluene; Ilex paraguariensis; background levels Y,

INTRODUGAO

Tolueno (metilbenzeno, fenilmetano, toluol) é um hidro-
carboneto aromdtico volétil e incolor, com amplo uso
industrial, naturalmente presente no petréleo. E um dos
solventes produzidos em maior quantidade, e cerca de
92% do tolueno obtido é utilizado na producéao de gasoli-
na. O restante, purificado como tolueno comercial, é em-
pregado na producao de produtos quimicos™®'®. Tendo em
vista seus efeitos téxicos, a Norma Regulamentadora n° 7
(NR-7), da Secretaria de Seguranca e Medicina do Traba-
lho do Ministério do Trabalho, determina que todos os tra-
balhadores com risco de exposicao ao tolueno realizem a
monitorizagdo biolégica por meio de exames toxicolégicos
para avaliar seu grau de exposicao a este solvente’. Esta
mesma legislacao define o 4cido hipuarico (AH) urindrio co-
mo indicador de exposicao ocupacional ao tolueno, uma
vez que é seu principal metabdlito na urina e, apesar de
ndao ser especifico, apresenta excelente relacdo com os ni-
veis ambientais deste solvente'.

A formacao do AH se da devido a biotransformagao do tolu-
eno. Inicialmente, o tolueno é metabolizado a dlcool benzili-
co, pelo sistema microssomial hepético de oxidases de funcao
mista, e, a sequir, é oxidado a benzaldeido e, entdo, a acido
benzéico pelo alcool e aldeido desidrogenase, respectiva-
mente. Assim, cerca de 80% do tolueno absorvido é oxidado
a acido benzdico, que é conjugado com a glicina, produzindo
dcido hiptrico, o qual é excretado na urina, apresentando
uma meia-vida de excrecao de 2 a 3 horas*!*'21%17,

De acordo com a NR-7, considera-se como valor de referéncia
(VR) e indice biol6gico méximo permitido (IBMP) niveis de AH
urindrio de até 1,5 e 2,5 g/g de creatinina respectivamente®.
Os valores de referéncia sao quesitos indispensaveis a mo-

nitorizacdo biolégica de xenobiéticos. O nivel de um indi-
cador biolégico nos individuos expostos auxilia no estabe-
lecimento de estratégias de controle® e seus interferentes
devem ser conhecidos.

No caso do tolueno, o AH é também um metabdlito natural
do organismo humano, podendo se originar de dietas ricas
em alimentos que contenham acido benzdico e/ou seus
precursores®". Assim, a ingestao de grandes quantidades
de refrigerantes ou enlatados, conservados com acido ben-
z6ico, café, cha da India e ameixas, pode elevar os niveis
de &cido hiptrico na urina'.

Além disto, com a melhora das condi¢gdes no ambiente de
trabalho e com o uso de equipamentos de protecao ade-
quados, as concentracoes urinarias de biomarcadores tém
sido préximas aos valores de individuos néo expostos. Por
isso, € importante esclarecer a origem dos niveis de bio-
marcadores e outros fatores que possam afetd-los, a fim de
realizar uma correta interpretacao dos dados obtidos atra-
vés de analises toxicolégicas.

Ao observar resultados de andlises realizadas na rotina do
laboratério de anadlises toxicoldgicas do Instituto de Toxico-
logia da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do
Sul, quando foram detectados niveis alterados de AH em
individuos ndo expostos ao tolueno ou aos interferentes co-
nhecidos, formulou-se a hipétese de que o consumo de er-
va-mate como infusao (chimarrao) poderia elevar os niveis
de AH urinario.

O consumo de chimarrao é um hébito muito antigo que até
hoje caracteriza as populagoes de todo o Cone Sul, regiao
que inclui a area de distribuicao natural da espécie da qual
a erva-mate (Ilex paraguariensis A. St.- Hil.) é obtida. A
erva-mate apresenta, entre seus constituintes, fenéis e aci-
dos fendlicos como 4cido p-hidroxibenzéico e o p-hidroxi-
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benzil benzoato, acido clorogénico e seu derivado acido
quinico; flavondides como antocianinas (perlagonidina e
cianidina), flavondis (rutina), terpendides (acido ursélico),
metilxantinas (cafeina), aminodcidos (glicina, alanina, ar-
ginina, acido aspartico, cisteina, dcido glutamico, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptofano,
tirosina, e valina), dcidos graxos (acido linoleico, heptade-
canéico, ldurico), 4lcoois, alcanos e carboidratos (glicose,
sacarose)"’.

Este trabalho teve como objetivo avaliar se o consumo de
chimarrao, em funcao da sua composicao natural, pode in-
terferir na andlise de AH urinario, ao aumentar seus niveis
nos individuos nao expostos ao tolueno.

MATERIAIS E METODOS

Populacao investigada

Foram analisadas amostras de urina de 70 individuos sau-
déveis nao expostos ao tolueno ou qualquer alimento rico
em 4acido benzdbico e/ou seus precursores nos trés dias que
antecederam a coleta. Destes, 28 consumiam chimarrao di-
ariamente e 42 ndao consumiam ou nao haviam consumido
chimarrdo nos trés dias anteriores a pesquisa. Todos os par-
ticipantes assinaram um Termo de Consentimento Infor-
mado e responderam a um questionario, onde forneceram
informacdes como: sexo, idade, quantidade e freqiiéncia
de consumo do chimarrao, data e horario da tultima in-
gestao, uso de tabaco e medicamentos, contato com subs-
tancias contendo tolueno, ingestao de alimentos com con-
servantes ou precursores do AH. Todas as amostras foram
coletadas pela manh4, visando eliminar a interferéncia do
ciclo circadiano. Foi critério de exclusdo o consumo de me-
dicamentos que pudessem interferir nos resultados.

Determinacao do Acido Hipiirico Urinario

As amostras de urina foram acidificadas e extraidas com
acetato de etila e, apés derivacao, o metabdlito foi extraido
com cloroférmio. A fase organica foi analisada em croma-
tografo a gds Varian, modelo 3300, com detector de ioni-
zacao de chama e coluna megabore DB-5, 30m. Os resulta-
dos foram corrigidos pela creatinina urinaria, determinada
através do método de Jaffé, e a leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotometro UV/Visivel Varian, mode-
lo Cary 1E, a 510nm.

Analise Estatistica

A comparacao dos niveis de AH entre individuos expostos
e nao-expostos ao chimarrao foi feita através do Teste t de
Student para amostras independentes, utilizando o progra-
ma SPSS versao 11.5. As diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

Conforme apresentado na Tabela I, houve diferenca signi-
ficativa nos niveis médios de AH detectados nos grupos
avaliados e os valores médios foram superiores no grupo
de consumidores diarios de chimarrao.

Tabela |
Niveis médios de acido hipurico em individuos nao con-
sumidores e consumidores diarios de chimarrao

Numero de individuos Média Erro Padrdo

(écido hipurico /g creatinina)
N&o consumidores 42 0,35 0,0546
Consumidores 28 1,40* 0,2953

* valores significativamente diferentes do grupo de nao expostos, p<0,002.
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Dentre os participantes que ndao consumiram chimarrao
nos ultimos trés dias anteriores a analise, todos apresenta-
ram resultados dentro dos parametros de normalidade (até
1,5 g/g creatinina). Das 28 amostras de consumidores dié-
rios de chimarrao, 67,9% apresentaram concentragoes de
AH wurinéario dentro dos pardmetros de normalidade;
10,7%, concentracoes entre 1,5 e 2,5 g/g creatinina; e
21,4%, concentracoes acima do IBMP (2,5g/g creatinina),
indicando que o consumo recente de chimarrao pode gerar
alguns resultados falsos-positivos em analises laboratoriais
que utilizam os niveis de acido hipurico urindrio como in-
dicadores de exposicao ao tolueno.

DISCUSSAO

O AH urinario é usado como indicador biolégico de expo-
sicao ao tolueno®'?, mas sabe-se que este analito também
pode ser originado da conjugacao do acido benzédico com a
glicina, os quais sao constituintes freqiientes de alguns ti-
pos de alimentos. Portanto, a excrecao urinaria de AH pode
ser influenciada pela quantidade de glicina e dcido benz6i-
co, ingeridos através da dieta. Em alguns casos,o acido ben-
z6ico nédo faz parte da composicao dos alimentos, porém po-
de ser originado do metabolismo de seus precursores, os
quais estao presentes em alguns componentes da dieta'®.
O chimarréo, bebida tipica no Rio Grande do Sul, é prepa-
rado através da infusdo das folhas de erva-mate (espécie
Ilex paraguariensis A. St.-Hil., familia Aquifoliaceae), ve-
getal comumente encontrado no Cone Sul'. A presenca de
AH, glicina e conjugados dos acidos hidroxibenzéico e me-
tilbenz6ico na urina de homens e animais tém sido associ-
ada ao metabolismo de flavonéides pela flora intestinal.
Sabe-se que a erva-mate apresenta flavonéides em sua
constituicdo natural? os quais poderéo ser responsaveis pe-
los niveis aumentados de AH encontrados em alguns con-
sumidores de chimarrdao. Adicionalmente, a ingestao de
dcido quinico pelo homem também pode aumentar signifi-
cativamente a excrecdo urindria de AH, sendo esta ex-
crecao proporcional a dose de acido quinico ingerida. Os
acidos clorogénicos, onde se enquadra o acido quinico, sao
encontrados em alguns chdés (por exemplo, no cha preto), e
a llex paraguariensis possui concentracoes deste compo-
nente superiores aquelas presentes na maioria dos chéas? o
que provavelmente também pode estar relacionado aos ni-
veis aumentados de AH na urina de consumidores de be-
bidas a base de erva-mate. Considerando que o consumo
destas bebidas é extremamente freqiiente no Sul do pais, é
compreensivel que ocorra aumento da excrecao de AH uri-
nario em funcao da constituicao natural da planta, seja de-
vido a presenca de flavonéides, seja devido a presenca de
acido quinico.

Além disto, a disponibilidade de glicina controla a for-
macao de AH?e a glicina é um dos aminoacidos presentes
na erva-mate. Pode-se supor,entdo, que a conjugacao com
um precursor do acido benzédico também esteja relaciona-
da ao aumento na formacao de AH.

Desta forma, o fato da média dos niveis de AH urinario ter
sido significativamente maior no grupo de consumidores
diarios de chimarrdo pode ser explicado pela presenca de
glicina, 4cido quinico e flavonéides na erva-mate.

No entanto, alguns individuos que consumiram chimarrao
previamente a colheita das amostras ndo apresentaram ni-
veis aumentados de AH urinario. Este resultado néao sur-
preendeu, pois na pratica também é possivel verificar que
nem todos os consumidores de chimarrao apresentam ni-
veis elevados de AH. Porém, é necessario investigar a cau-
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sa desta diferenca nos resultados entre consumidores re-
centes de chimarrdo; é provavel que existam variacées nos
padrdes de biotransformacao devido a diferencas genéti-
cas, ou que interacdes com alimentos ou fa&rmacos estejam
envolvidos nestes casos. O consumo de glicina originado
de outras fontes, além do chimarrao, também pode influen-
ciar, possibilitando o aumento de dcido hiptrico originado,
uma vez que sua presenca € indispensdavel na formacao
deste metabolito.

Salienta-se que, no grupo dos individuos que nao consumi-
ram chimarrao recentemente, nenhum apresentou niveis
alterados, enquanto que nove individuos apresentaram ni-
veis elevados de AH urinario dentre os 28 consumidores di-
arios de chimarrao investigados. Cabe salientar que s6 par-
ticiparam deste estudo individuos que informaram néo ha-
ver consumido recentemente nenhum alimento ou medica-
mento que pudesse resultar em aumento dos niveis de aci-
do hipdurico. Estes dados permitem concluir que o consumo
de chimarrao pode interferir nos resultados através do au-
mento dos niveis de AH na urina. Em toxicologia ocupacio-
nal, niveis de AH acima de 1,5 g/g creatinina sao interpre-
tados como exposicao ao tolueno, caso seja descartada a ex-
posicao a interferentes. Desta forma, é fundamental inves-
tigar se o individuo consumiu chimarrao recentemente no
caso da presenca de resultados alterados ou inconsistentes
com os detectados nos demais trabalhadores avaliados.

O consumo de chimarrao pode aumentar a excrecao de AH
na urina e deve ser investigado em todos trabalhadores
que apresentam niveis elevados de AH, a fim de evitar er-
ros na interpretacdo dos resultados destas analises toxico-
légicas. Sao necessarios estudos adicionais para verificar
de que forma o tipo de erva-mate consumida e o padrao de
uso de outras bebidas a base de erva-mate interferem nos
resultados encontrados, bem como o motivo de apenas al-
guns individuos apresentaram niveis alterados de AH.
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Estudo da funcao tireoidiana de pacientes do sexo
feminino da unidade basica de saude da cidade de
Campo Bom/ RS

Study of the thyroid function in patients' of the feminine sex of the basic unit of health of the city
of Campo Bom/RS

Gustavo Miiller Lara' & Fernanda Deitos’

RESUMO - Os horménios tireoideanos sao fundamentais para o crescimento e desenvolvimento de vérios 6rgdos e tecidos. A preva-
léncia de transtornos tireoideanos depende de fatores étnicos, do nivel de ingestao de iodo e ainda do modelo de estudo utilizado em
uma determinada populacao. A disfun¢do subclinica da tiredide pode ser diagnosticada por testes de funcao tireoideana antes mes-
mo dos sintomas e complicacdes ocorrerem; por isso considera-se muito importante a verificacao do perfil tireoideano em mulheres a
partir de 35 anos, buscando assim uma prevencao de possiveis alteracoes hormonais decorrentes da idade. Foi realizado um estudo
transversal com amostras composta por todos os pacientes do sexo feminino (n=156) acima de 35 anos (média 49 anos), que tiverem
solicitacdo de testes de hormonios tireoideanos, no periodo de setembro de 2004 a abril de 2005. Com base nos resultados obtidos con-
cluiu-se que para a populacao de faixa etaria entre 35 a 44 anos nao ha necessidade de realizar periodicamente uma triagem hormo-
nal para verificacao da funcao tireoideana mas, acima desta faixa etaria, torna-se indispensavel esta verificacao, e, também, nao ha-
ver diferenca significativa entre a média dos valores hormonais por faixa etéria.

PALAVRAS-CHAVE - Tireéide, Horménios tireoideanos, hipotireoidismo, hipertireoidismo, doenca de Graves, tireoidite de Hashimo-

to. /
\

/SUMMARY - The thyroid hormones are fundamental for the growth and development of several organs and tissues. The prevalence
of thyroid disorders depends on ethnic factors, of the level of iodine ingestion and still of the study model used in a certain populati-
on. The subclinical dysfunction of the thyroid can be diagnosed before even of the symptoms and complications happen by tests of
thyroid function, that he is considered very important to the verification of the thyroid profile in women starting from 35 years old, lo-
oking for like this a prevention of possible hormonals alterations current of the age. A prevalence study was accomplished with sam-
ples composed by all the patients of the feminine sex (n=156) above 35 years old (average 49 years old), that they have solicitation of
thyroid hormones, in the period of September of 2004 to April of 2005. With base in the obtained results was ended that for the age
group population among 35 to 44 years old there is not need to accomplish a hormonal screenning periodically for verification of the
thyroid function, but above this age group she becomes indispensable this verification, and also there not to be significant difference
among the average of the hormonal values for age group.

\KEYWORDS - Thyroid, thyroid hormones, hypothyroidism, hyperthyroidism, Graves Disease, Hashimotos thyroid. Y,

triagem também é apropriada para pacientes com risco au-
mentado de disfuncao tireoideana, como pacientes que re-
cebem litio, amiodarona, citoquinas, radiacdo ao pesco¢o ou
que tenham outras doencas imunes, hipercolesterolemia,
apnéia do sono, depressao ou demeéncia'.

O hipertireoidismo é uma condicao na qual a producéo e a
liberacdao dos hormoénios da tiredide mostram-se aumenta-
das, na maioria das vezes, devido a uma hiperfuncao da
glandula®*. Os sinais e sintomas do hipertireoidismo origi-
nam-se, em sua maioria, da producao excessiva de calor,

INTRODUCAO

Na grande maioria das vezes, a anamnese e o exame fi-
sico conduzem ao diagnéstico das tireopatias mas com
o advento de modernas técnicas de dosagens hormonais e
refinamento dos diagndsticos de imagem, a propedéutica
das doencas tireoidianas vém sendo sofisticadas progressi-
vamente'*”. Em base neste fato o diagnéstico laboratorial
para os transtornos tireoideanos frequentemente deveriam
ser iniciados através da pesquisa do TSH**!. Segundo a

ATA (American Thyroid Association) uma vez que este se
encontra dentro da faixa de referéncia, nao se tornam ne-
cessarias mais avaliacoes laboratoriais, mas quando os va-
lores de referéncia sdao rompidos a pesquisa clinica conti-
nua através da medida de T4 livre ou T4 total®.

Entre os transtornos da tireéide o hipertireoidismo e o hipo-
tireoidismo sao os predominantes, afetam as pessoas ao lon-
go da vida e aproximadamente 5% dos adultos relataram
apresentar alguma disfuncao tireoideana ou estar usando
algum medicamento para tire6ide™'"*. A Associacao Ameri-
cana de Tiredide recomenda um screening a cada 5 anos
em mulheres acima de 35 anos, sendo que nestas o risco é
frequentemente elevado. A Academia Americana de Medi-
cina e a Associacao Americana de Endocrinologia recomen-
dam a verificacdo periddica da funcao tireoideana em todas
as mulheres assintométicas acima de 60 anos de idade. A

aumento da atividade motora e da atividade do sistema ner-
voso simpdtico, pele ruborizada, quente e imida; fraqueza
muscular, taquicardia, aumento do apetite e, se a ingestao
for insuficiente, perda de peso. Ocorre também insonia, di-
ficuldade de permanecer quieto, ansiedade, apreensao, au-
mento na freqiiéncia de evacuacgoes®. Os individuos idosos
com hipertireoidismo podem nao apresentar esses sintomas
caracteristicos, mas apresentam o que algumas vezes é de-
nominado hipertireoidismo apéatico ou mascarado. Eles sim-
plesmente tornam-se fracos, sonolentos, confusos, isolados
e retraidos®***#, A doenca de Graves, uma forma de hiper-
tireoidismo autoimune, também denominada doenca de
Basedow ou de Parry", caracteriza-se pela formacao e se-
crecao excessivas de hormonio tire6ideo, bem como por b6-
cio difuso. Outras caracteristicas sao exoftalmia, dermopa-
tia (sobretudo mixedema pré-tibial)®****. A infiltracdo por
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linfécitos indica a natureza auto-imune da doenca; tais cé-
lulas provavelmente produzem quantidades considerdveis
de anticorpos contra o receptor de TSH?®.

O hipotireoidismo é a sindrome clinica provocada pela di-
minuicao da secre¢ao do hormoénio tire6ideo. Com mais fre-
quéncia, reflete uma doenca da proépria glandula (hipotire-
oidismo primdrio), mas também pode ser causado por do-
enca hipofiséria (hipotireoidismo secundéario) ou por doenca
hipotalamica (hipotireoidismo tercidario)?, com um amplo es-
pectro de sintomas e manifestacoes clinicas', resulta na
lentificacao dos processos metabdlicos e, na sua forma mais
grave, em acumulo de mucopolissacarideos na pele, cau-
sando edema nao-depressivel, denominado mixedema®".
As diferentes causas de hipotireoidismo resultam em sinto-
mas semelhantes. Na maioria dos pacientes, o inicio lento
e progressivo da doenca pode dificultar o diagnoéstico clini-
co, 0 que se aplica, particularmente, aos pacientes idosos
que exibem alteragdoes como pele seca, diminuicdo dos pé-
los corporais e dos cabelos e dificuldade da memoria. As
queixas tipicas em pacientes hipotire6ideos consistem em
maior cansago e necessidade de sono com humor deprimi-
do, intolerancia ao frio, aumento de peso, constipacao, di-
minuicado da tolerancia aos esforcos fisicos associado a cai-
bras musculares, voz rouca e baixa, com fala lenta, anemia.
A tire6ide pode ser normal, aumentada ou, até mesmo, au-
sente, dependendo da etiologia do hipotireoidismo. As al-
teracoes cardiovasculares podem incluir bradicardia e au-
mento da silhueta cardiaca, hipertensao arterial observada
em 10% dos pacientes®’.

No diagnéstico do hipotireoidismo, a elevagdo dos niveis
de TSH em associacdo a niveis de T4 livre abaixo da faixa
normal é diagnoéstica do hipotireoidismo primério®.

A tireoidite de Hashimoto € uma doenga auto-imune na
qual o préprio organismo produz anticorpos contra a glan-
dula tire6ide levando a uma inflamacdo cronica que pode
acarretar o aumento de volume da glandula (b6cio) e dimi-
nuicao do seu funcionamento®. Atinge trés vezes mais mu-
lheres, e é diagnosticada com maior freqtiéncia entre a ter-
ceira e a quinta décadas de vida®'**.

O achado de anticorpos anti-peroxidade (anti-TPO) e anti-
tireoglobulina (anti-TIG) indicam a natureza auto-imune
da doencga. Além disso, podem ocorrer a presenca de anti-
corpos anti-receptores de TSH (TRAD), freqiientemente do
tipo bloqueador, impedindo a acao do TSH. Em raras oca-
sides, ocorre a presenca de imunoglobulinas estimulantes
da tiredide (TSI), resultando em hipertireoidismo e na ocor-
réncia combinada de doenca de Graves e de doenca de
Hashimoto, denominada hashitoxicose®?.

No exame laboratorial, 90% dos pacientes apresentam anti-
TPO, e 50% sao positivos para os Ac anti-TIG. Os niveis de T4
e TSH podem-se mostrar normais. Nos pacientes com a forma
hipotireoideana, os niveis de TSH sao elevados, enquanto os
niveis de T4 e de T4 livre se apresentam diminuidos'.

Em pacientes com hipotireoidismo sub-clinico, que se ca-
racteriza pela auséncia de sintomas clinicos de hipotireoi-
dismo, mas pela presenca de valores de TSH acima do nor-
mal, com resultados normais dos hormoénios T4 livre, T4 to-
tal, T3 livre, T3 total. O encontro de Anti-TPO positivo nes-
tes casos ird identificar aqueles pacientes que tem chance
maior de evoluir para hipotireoidismo clinicamente mani-
festo, conforme demonstrado pelo estudo epidemiolégico
de Whickam*™".

Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia
das principais alteragées hormonais na tire6ide em mulheres
usudrias da unidade basica de satde da cidade de Campo
Bom, identificar alteracdes hormonais da tireéide isolados
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relacionadas com a idade e verificar a interdependéncia da
idade em relacao aos hormonios tireoideanos em geral.

MATERIAIS E METODOS

Foirealizado um estudo transversal, utilizando amostras de
conveniéncia composta por todos os pacientes do sexo fe-
minino (n=156) acima de 35 anos (média 49 anos), que ti-
verem solicitacao de dosagens de hormonios tireoideanos,
no periodo de setembro de 2004 a abril de 2005. Os exames
foram solicitados como rotina pelo médico responsével do
posto de satude da cidade de Campo Bom/RS.

Este estudo teve como fatores de exclusao: (1) estar sob o
uso de algum medicamento para tiredide; (2) estar toman-
do litio; (3) estar utilizando qualquer medicamento que
possa afetar os hormoénios tireoideanos; (4) ter realizado al-
gum procedimento na tiredide (cirurgia, tratamento com
iodo radioativo) e (5) ter doenca prévia da tireéide.

As amostras foram coletadas em tubos a vacuo com gel se-
parador (Vacuette®) no posto de saide de Campo Bom e
transportadas para o laboratério de biomedicina do Centro
Universitario FEEVALE, sob refrigeracao. O material foi
centrifugado por 5 minutos a 3.000 rpm e analisado, em um
periodo nao superior a 24 horas.

Nas analises laboratoriais, as dosagens de T3, T4, TSH, fo-
ram realizadas pelo método de quimioluminescéncia utili-
zando-se Kkits e calibradores para o aparelho ACCESS®
(Beckman), enquanto que as dosagens de anti-TPO e anti-
TIG foram quantificadas pelo método ELISA (Enzyme Lin-
ked ImmunoSorbent Assay) utilizando-se kits da marca DI-
ALA® (Gesellschaft m.b.H.) as lavagens foram realizadas
em uma lavadora semi-automética Bras Serum (Bras Se-
rum®) e a leitura foi realizada em uma leitora de micropla-
cas ANTHOS 2010 (Anthos®). Os resultados foram primei-
ramente agrupados e analisados utilizando o programa Mi-
crosoft Office Excel versao 2003, juntamente com o progra-
ma SPSS for windows v 11.0.0. Os testes estatisticos utili-
zados foram teste z para probabilidade com intervalos de
confianca de 95%, correlacéo linear simples e correlacao li-
near multipla.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo foi realizado em um posto de satide do municipio
de Campo Bom, Rio Grande do Sul. A andlise estatistica re-
alizada mostrou a probabilidade de transtornos da tire6ide
de acordo com a faixa etdria, estratificada em intervalos de
10 anos a partir da menor idade do estudo até um méximo
de 4 faixas etarias, os dados obtidos estao resumidos na ta-
bela I. Para cada faixa etaria foi realizada uma andlise
comparativa utilizando como base os dados da literatura de
5% de transtornos tireoideanos.

Tabela |
Probabilidade de transtornos da tiredide de acordo com
a faixa etaria.

Faixa etaria N Probabilidade de Teste z  teritico
suspeitos

35a44 70 0,0426 -0,0072 1,960

45 a 54 47 0,1064 6,2745 1,960

55 a 64 20 0,1000 2,2361 1,960

Acimade 65 19 0,1053 2,5268 1,960

No grupo de individuos analisados com idades entre 35 a
44 anos (média 39 anos) foram detectados 3 casos (4,26%)
de transtornos da tire6ide, no grupo com idades compreen-
didas entre 45 a 54 anos (média 49 anos) foram observados
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5 casos (10,64%) de alteracdes nos exames de tiredide, pa-
ra o grupo de faixa etdria entre 55 a 64 anos (média 58
anos) observou-se 2 casos (10%) de transtornos tireoidea-
nos e no grupo com idades superiores a 65 anos (média 74
anos) o numero de casos encontrados com transtornos tire-
oideanos foi 2 (10,53%).

Foi observado que apenas para o intervalo de idade com-
preendido entre 35 a 44 anos nao houve diferenca signifi-
cativa entre a amostra e a populacao descrita na literatura
em relacdo aos transtornos da tireéide para um nivel de
significancia menor que 0,05 (- < 0,05). Para todos os outros
intervalos de faixa etaria os resultados mostraram ser esta-
tisticamente diferentes quando comparados com aqueles
encontrados na literatura para nivel de significancia menor
que 0,05 (- < 0,095).

Os pacientes nao faziam uso de medicamentos que pudes-
sem alterar os resultados.

A tabela II apresenta os limites dos intervalos de confianca
de 95% calculados para estas amostras e a figura 1 repre-
senta graficamente estes intervalos de nao significancia.

A tabela IIl mostra os valores médios e seus desvios padrao
para os hormonios tireoideanos em cada faixa etaria.

As figuras 2, 3 e 4 mostram uma andlise de correlacao entre
os hormonios relacionados a tire6ide com a idade das paci-
entes analisadas uma vez que a tabela III demonstrou haver
uma diminuicao do T3 de acordo com o aumento da idade.
Embora a tabela III demonstra haver alteracao dos hormo-
nios tireoideanos em relacao a idade, os dados obtidos e re-
sumidos na tabela IV comprovam que a correlacao é fraca,
e nao significativas para T4 e TSH.

TSH nao é uma curva normal, os dados foram convertidos
em logaritmo de base 10 e para o TSH, os dados mostram
haver uma diminuicao de log®**' mUI/mL na concentracao
média deste hormoénio e o coeficiente de determinacao para
este analito é capaz de explicar apenas 0,80% das alteracoes
em relacdo a idade para um nivel de significancia menor
que 0,40 e maior que 0,20 (0,40>p>0,20).

A tabela V apresenta uma saida estatistica do SPSS for win-
dows v 11.0.0 para a andlise de regressao multipla dos hormo-
nios tireoideanos em relacao a idade (varidvel dependente).
A equacao de reta prevista para esta andlise é representa-
da pela equacao:

y = 63,429 — 0,0711(T3) — 0,700(T4) — 0,220(TSH)

Mesmo através de uma andlise de regressao multipla néao
foi possivel verificar uma significancia para comprovar que
a diminuicao do T3, T4 e TSH sejam dependentes da ida-
de para esta faixa etaria do estudo.

Tabela V
Andlise de regressao multipla dos hormoénios
tireoideanos em relacao a idade

T3ng/dl  T4ug/dl  TSH mUI/ml  Anti-TPO  Anti-TIG

mUl/ml mUl/ml

35 a 44 anos 122+25 8,116 1,86+1,49 58+380 13128
45 a 54 anos 123122 7,7+1,4 1,65+1,00 15434 19460
55 a 64 anos 117+27 8,0+2,0 1,77+1,41 16129 13+19
Acima de 65 anos  117+28  8,0+2,0 1,7941,42 16430 13120

Tabela ll "
Intervalos de confianca de acordo com a faixa etaria .
probabilidade % .
IC35 a 44 anos (95%) 0a 0,098 0a9,8 y
IC45 a 54 anos (95%) 0,008 a 0,205 0,8a20,5
ICs5 a 64 anos (95%) 0a 0,256 0a256
IC acima de 65 anos (95%) 0a 0,270 0a?27,0
Tabela Il Figura 1 - Intervalos de nao significancia para faixas etarias

Valores médios e desvios padrao dos marcadores
tireoideanos

T3ng/dl  T4pg/dl  TSH mUI/ml  Anti-TPO  Anti-TIG
mUl/ml mUl/ml
35 a 44 anos 122425 8,116 1,86+1,49 581380 13128
45 a 54 anos 123422 7,7+14 1,65+1,00 15434 19460
55 a 64 anos 117427  8,0+2,0 1,77+1,41 16429 13419
Acima de 65 anos  117+28  8,0+2,0 1,79+1,42 16430 13420
Tabela IV

Equacao de reta, valores de coeficiente de correlacao
amostral (r) e coeficiente de determinacéao (r2)

Equacao de reta r r

T3  y=137,86-0,3497x

T4  y=8,8938-0,0193x

TSH  y=0,2545-0,0021x

significancia
0,1715 0,0294 0,05>p>0,02
0,1439 0,0207 0,10>p>0,05
0,0894 0,0080 0,40>p>0,20

Os dados descritos na tabela acima demonstram que para o
T3 a cada ano que o individuo envelhece, hd uma dimi-
nuicao de 0,3497 ng/dL na concentracao média deste hor-
monio e o coeficiente de determinacao para este analito é
capaz de explicar apenas 2,94 % das alteracoes em relacao a
idade para um nivel de significancia menor que 0,05 e mai-
or que 0,02 (0,05>p>0,02). Para o T4, os dados mostram ha-
ver uma diminuicdo de 0,0193 ng/dL na concentracdao média
deste hormonio e o coeficiente de determinacdo para este
analito é capaz de explicar apenas 2,07% das alteragoes em
relacao a idade para um nivel de significancia menor que
0,10 e maior que 0,05 (0,10>p>0,05). Como a distribuicao do
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CONCLUSAO

Podemos concluir que o uso apropriado dos testes de diag-
noéstico para os hormonios da tiredide como screening de
transtornos tireoideanos para avaliacao inicial mostra-se
importante neste estudo. Com base nos resultados obser-
vados o grupo de mulheres da cidade de Campo Bom com
faixa etdria entre 35 a 44 anos néo difere estatisticamente
daqueles encontrados na literatura, enquanto que os ou-
tros grupos com faixa etdria acima dos 45 anos possuem di-
ferenca significativa em relacao aos resultados encontra-
dos na literatura.

O intervalo de idade utilizado no estudo, que varia de
adultos a idosos, ndao mostra diferenca estatistica entre as
variacoes dos hormonios tireoideanos, e que as mudancas
ocorridas nos valores de T3, T4 e TSH sao provavelmente
devido a ingesta de iodo diferente para cada individuo ou
até pelo metabolismo do iodo, através de uma maior clea-
rance urindria e que, utilizando os dados deste estudo, é
conveniente recomendar um screening a cada 10 anos em
mulheres acima de 45 anos, mesmo sem presenca de sinais
e sintomas de transtornos tireoideanos, sendo que nestas o
risco de doencas tireoideanas é freqliientemente elevado.
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Identificacao Laboratorial de p-Lactamases de
Espectro Estendido (ESBLs) - Revisao

Laboratory Identification of Extended-Spectrum p-lactamases - A review

Eduardo Monguilhott Dalmarco’; Solange Lucia Blatt’ & Caio Mauricio Mendes de Cérdova’

RESUMO - Segundo varios autores (BELL et al., 2002; RAHMAN et al., 2004; BRIGANTE et al., 2005), a incidéncia de bactérias pro-\
dutoras de Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBLs) é distinta nas diversas areas geograficas estudadas. As Beta-Lactamases
de Espectro Estendido (ESBLs) produzidas por bacilos gram negativos estao entre os grandes problemas da medicina atual. Quando
produtoras destas enzimas, os microorganismos (principalmente K. pneumoniae e E. coli) tornam-se altamente eficazes em inativar as
penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracao. Além disso, as bactérias produtoras de ESBLs sdo frequentemen-
te resistentes a diversas classes de antibidticos ndo Beta-Lactamicos, causando grande dificuldade no tratamento destas infec¢oes. O
grande objetivo deste artigo é alertar os laboratérios de anadlises clinicas para as dificuldades na deteccgao rotineira deste fenémeno e
a grande relevancia clinica desta deteccao para a satde do paciente, além de sua enorme importancia no controle das infec¢oes hos-
pitalares causadas por cepas produtoras de beta-lactamases.

PALAVRAS-CHAVE - Beta-Lactamases de Espectro Estendido, Resisténcia, Enterobactérias, Infeccao Hospitalar.

/
/SUMMARY - According to some authors (BELL et al., 2002; RAHMAN et al., 2004; BRIGANTE et al., 2005), the incidence of produ—\
cing bacteria of Beta-Lactamases de Extended Spectrum (ESBLs), is distinct in the diverse studied geographic areas. Extended Spec-
trum Beta-Lactamases (ESBL), produced for gram negative bacilli, is between the great problems of the current medicine. When pro-
ducing of these enzymes, the microorganisms (mainly K. pneumoniae and E. coli) become highly efficient in inactivating penicillins,
cefalosporines of first, second and third generation. Moreover, the producing bacteria of ESBLs are frequent resistant the diverse non-
Beta-Lactamic antibiotic, causing great difficulty in the treatment of these infections. The great objective of this article, is to alert the
laboratories of clinical analyses for the difficulties in the routine detention of this phenomenon, the great clinical relevance of this de-
tention for the health of the patient, beyond its enormous importance in the control of the hospital infections caused by beta-lactama-
ses producers.

\KEYWORDS - Extended-Spectrum , B-Lactamases, Antibiotic-Resistence, Enterobacteriaceae, Hospital Infection. Y,
INTRODUGAO tazobactam, que sao geralmente ineficazes contra a classe
“C" destas enzimas. Além disso, as bactérias produtoras de
entre as bactérias Gram-negativas, a producao de Be- Beta-lactamases de espectro estendido também apresen-
ta-lactamases é o mais importante mecanismo de re- tam resisténcia a outras drogas nao-betalactamicas, o que
sisténcia contra agentes beta-lactamicos (SANDERS e causa um verdadeiro dilema no que diz respeito a terapéu-
SANDERS, 1992). Membros da familia Enterobacteriaceae | tfica a ser utilizada nestes casos.
comumente expressam Beta-lactamases codificadas por Nos tultimos 20 anos, inimeros farmacos beta-lactamicos
plasmideos que conferem resisténcia a penicilinas mas nao tém sido desenvolvidos com o proposito principal de pos-
as cefalosporinas de amplo-espectro (BUSH et al., 1995; LI- suirem resisténcia a acao hidrolitica das enzimas beta-lac-
VERMORE, 1995). tamases. Infelizmente, a utilizacao indiscriminada e sem
Em 1983, um novo grupo de enzimas logo nomeadas de critérios de tais farmacos, também tem favorecido a se-
Beta-lactamases de espectro estendido (ESBLSs) foi detecta- lecao de bactérias produtoras de (ESBLs) até entdo desco-
do em cepas de Serratia marcescens e Klebsiella pneumo- nhecidas e resistentes a estes farmacos (MEDEIROS, A.
niae na Alemanha (KNOTHE et al., 1983). Mais tarde, es- | 1997). A primeira mutacdao observada na produgao de
tas enzimas foram mapeadas e classificadas em dois gran- ESBLs foi a enzima denominada SHV-2, a qual foi encon-
des grupos, ndo relacionados entre si, embora algumas en- trada em uma cepa de Klebsiella ozaenae, isolada na Re-
zimas dos dois grupos, ajam sobre o mesmo substrato (an- | Publica Federal da Alemanha, em 1983 (LIVERMORE, D.
tibiético beta-lactamico), ligando-se a estes antibiéticos em | M., 1995). A primeira ESBL “mutante” identificada em um
sitios completamente distintos. Este grupo de enzimas foi hospital universijtério foi isolada em Ju].ho de 1984, na
primeiramente referido como resultado de genes presentes Franca, a qual foi posteriormente caracterizada molecular-
em plasmideos, como o TEM-1, TEM-2 e SHV-1, os quais mente como TEM/CTX-1 (SANDERS, C. et al., 2000).
sofreram mutacées semelhantes, resultando em substi- A partir destes primeiros achados estritamente hospitala-
tuicdes no aminodcido terminal e no sitio ativo destas enzi- res, o isolamento deste fenomeno vem se tornando cada
mas. Estas alteracées (mutacées), causam modificacées es- vez mais comum, inclusive em ambientes ambulatoriais.
truturais no sitio ativo, causando acréscimo de sua a¢ao so- Além disso, este fenémeno ja foi encontrado em diversos
bre as cefalosporinas. Como resultado, sua acdo nio se res- | géneros de Enterobactérias, como em Escherichia coli,
tringe apenas as penicilinas e cefalosporinas de primeira e Klebsiella pneumoniae, Proteus sp., e também em bacilos
segunda geracdo mas, também, sobre as oxiamino-cefalos- gram-negativos nao-fermentadores de glicose, como o
porinas (Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona) e mono- | Pseudomonas aeruginosa (AMBLER R. P., 1980).
bactans (Aztreonam) (STURENBURG e MACK, 2003).
As ESBLs, geralmente podem ser bloqueadas por inibido- Epidemiologia das ESBLs
res de beta-lactamases, como o clavulanato, sulbactam e A nivel mundial, a incidéncia de microorganismos produ-
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tores de ESBLs é muito dificil de se determinar, principal-
mente, por diferencas entre os métodos de deteccao e in-
terpretacdo utilizados por cada um dos paises e instituicoes
de satude envolvidos, além de diferirem muito em relacao a
notificacdo do aparecimento de tal fendémeno. Por estes
motivos, a ocorréncia de ESBL é mundialmente sub-esti-
mada (STEWARD et al., 2000). Uma outra razao para o fa-
to, é a alta taxa de variacao na incidéncia de ESBLs nos di-
ferentes hospitais, que é observado pela escolha dos parti-
cipantes na coleta dos dados, que tem grande influéncia
sobre a média dos dados obtidos. Nao obstante, nas mais
recentes avaliacoes, o aumento significativo no apareci-
mento das ESBLs tem sido reportada em todas as partes do
mundo, incluindo a América do Norte (Taxa de ESBL em
Klebsiella spp. =4.2 - 44%, E.coli = 3.3 — 4.7% e Proteus mi-
rabilis = 3.1 — 9.5%) (WINOKUR et al., 2001; MATHAI et
al., 2001; SAURINA et al., 2000) e América do Sul/Latina
(Taxa de ESBL em Klebsiella spp. = 40 — 47.3%, E.coli=6.7
—25.4% e Proteus mirabilis = 9.5 — 35.5%) (WINOKUR et
al., 2001; SADER et al., 2003, 2002; GALES et al., 2002).

Caracterizacao e tipos de ESBLs

As ESBLs "classicas” sdo enzimas transmitidas/codificadas
por plasmideos, como as familias: Temoniera (TEM), Sulfi-
dril variavel (SHV) e oxacilina (OXA). Dentro destas maio-
res “familias”, estdo incluidas as duas primeiras variantes
de beta-lactamases identificadas (SIROT et al., 1987; SOU-
GAKOFF et al., 1988). Embora estas variantes ainda se
mantém, nos dias atuais, como as mais isoladas, nos ulti-
mos anos houve uma explosao no desenvolvimento/apare-
cimento de outras ESBLs (familias CTX-M, PER, VEB,
GES, TLA e BES). Como resultado disso, mais de 370 vari-
antes naturais de ESBLs diferentes sao conhecidas atual-
mente (STURENBURB et al., 2005).

Estas enzimas pertencem filogeneticamente a classe de be-
ta-lactamases denominadas "Serine-Beta-Lactamases"
que, juntamente com as “Metallo-Beta-Lactamases”, for-
mam os dois grandes grupos de enzimas que possuem a
capacidade de degradar antibiéticos beta-lactamicos
(SHAH et al., 2004).

A evolucao das Beta-Lactamases de Espectro estendido
(Serine-proteases) é tao grande que foi criado até um web
site (http://www.lahey.org/studies), com o objetivo de ten-
tar manter uma certa ordem no que diz respeito a nomen-
clatura a ser utilizada nas novas descobertas. Para se carac-
terizar a descoberta de uma nova ESBL é necessario se des-
cobrir alguma modificacao, como mudanca na regidao pro-
motora, sozinha e/ou em conjunto com uma substituicao
nucleotidica, que funcionalmente devem ser “silenciosas”.

Esquemas de Classificacao

A relacao fundamental entre as enzimas ESBLs foi melhor
refletida pelo esquema de classificacao de Ambler, que é
baseada na similaridade entre as seqiiéncias de aminoaci-
dos (AMBLER et al., 1991). Outro esquema de classificacao
utilizado é o modelo descrito por Bush-Jacoby-Medeiros
(BUSH K. et al., 1995; BUSH K., 2001).

Segundo o esquema de Ambler, as ESBLs podem ser divi-
didas em 04 classes evolucionarias distintas (A, B, C e D).
As Beta-lactamases SHV- e TEM- sao pertencentes a clas-
se A, que possuem uma serina como seu principal residuo
catalitico, localizada no seu sitio ativo. Além disso, sdo pe-
nicilinases e cefalosporinases usualmente encontradas em
plasmideos ou transposons. J4& as OXA-derivadas sao
ESBLs pertencentes a classe D (oxacilinases).

O esquema de Bush classifica as ESBLs segundo o perfil do
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substrato, caracteristicas fisicas como peso molecular e
ponto isoelétrico (BUSH K. et al., 1995; BUSH K., 2001). No
esquema funcional de Bush, as ESBLs sao divididas em
dois sub-grupos: 2be (principalmente TEM- and SHV-) e
2d (OXA-). Em geral, os dois sub-grupos sao inibidos pelo
clavulanato (BUSH K. et al. 1995).

Classificacao Funcional (Fenotipica) das ESBLs, segundo
BUSH et al., 1995

Em 1995, Bush-Jacoby-Medeiros apresentaram um novo
esquema de classificacao, no qual, dividiram as enzimas
em 4 grandes grupos (1 — 4) e subgrupos (a — f) (BUSH et
al., 1995; BUSH, K., 2001) (Tab. I).

Tabela |
Caracteristicas Funcionais e Moleculares das
Beta-Lactamases.

Grupo Maior Classe
Funcional  Subgrupo  Molecular
b

@shetal)©  (mble)”  pEN CARB_OX CR_CTX ATM _IPM_ CLAV CLOX EDTA 1995 2000

1 c o+ BRI B B ++ - 32 51

Substrato de Preferéncia’ Inibicdo Num. estimado

2 2a A e - - - B - - 20 23

2b A et + + o+ - - - ++ H - 16 16

2be A +H+ + + o+ ++ - ++ - - 36 119

2br A e T - - - - - 9 24

2c A ++ +++ + o+ - - - + - - 15 19

2d D ++ + +++ 4 - - - Vv - - 18 31

2 A o - 4 S+ - - 19 20

7 4+ o+ H o+ - -3 4

3 3a3b, 3c B ++ ++ ++ o+ - ++ - - ++ 13 24

4 o+ 4+ VOV - - - - - 7 9

* Tabela adaptada de: aBUSH et al., 1995; bLIVERMORE D. M., 1998; CAMBLERR. P, 1980.
Inibicao: ++, forte; + moderada; Vvana\/el - negativa; CLAV, écido ; CLOX, ina; EDTA, écido etil i éti
Substrato de preferéncia: +++, subst de preferéncia; ++, bom substrato; +, hidroliza; + hidrélise minima; - N&o hidroliza; PEN, penicilina;
CARB, carbenicilina; OX, oxacilina; CR, cefaloridina; CTX, cefotaxima; ATM, aztreonam; IPM, imipenem.

O grupo 1 é formado por cefalosporinases que nao sofrem
inibicdo pelo acido clavulanico, também, pertencentes a
classe molecular C. O grupo 2 sao penicilinases, cefalospo-
rinases, ou ambas, que sofrem inibicao pelo acido clavula-
nico, também pertencentes as classes moleculares A e D.
Nesta classe estao as primeiras beta-lactamases isoladas
(TEM-1 e SHV-1). Porém, por causa do numeroso apareci-
mento de ESBLs mutantes, foram criadas duas sub-classes:
2a e 2b. A sub-classe 2a contém apenas penicilinases, en-
quanto a 2b contém ESBLs de amplo espectro, e com a ca-
pacidade de inativacao tanto de penicilinases quanto de
cefalosporinases na mesma proporcao (SHAH et al., 2004).
Com o passar dos anos, surgiu a necessidade da criagao de
novos subgrupos, segregados do subgrupo 2b. Trata-se
atualmente dos subgrupos 2be e 2br. No subgrupo 2be, a
letra “e" significa amplo espectro de atividade e represen-
ta as beta-lactamases capazes de inativar as cefalosporinas
de 3% geracao (ceftazidima, cefotaxima e cefpodoxima).
Assim, com os monobactans (aztreonam). No subgrupo 2br,
a letra “r" denota a reduzida ligacao aos inibidores de be-
ta-lactamases (&cido clavulanico e sulbactam); sao também
conhecidas como ESBLs resistentes aos inibidores de beta-
lactamases (derivadas da TEM). Algumas ainda mantém-
se susceptiveis ao tazobactam (SHAH et al., 2004).

Existe, ainda, o subgrupo 2c, o qual foi separado do sub-
grupo 2b, devido a estas enzimas inativarem a carbenicili-
na, com maior afinidade do que a benzilpenicilina, e com
pequeno efeito sobre a cloxacilina. O subgrupo 2d inativa
a cloxacilina com mais afinidade do que a benzilpenicilina,
e com pequeno efeito sobre a carbenicilina, além de serem
fracamente inibidas pelos inibidores de beta-lactamases. O
subgrupo 2e sao cefalosporinases que podem também hi-
drolisar os monobactans e sdo inibidas pelo acido clavula-
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nico. Além disso, o subgrupo 2f foi adicionado, devido a
tratar-se de enzimas classificadas como “Serina-beta-lacta-
mases"”, em contraste as "Zinco-beta-lactamases", inclui-
das no grupo 3.

O grupo 3 sdo enzimas que possuem no seu sitio ativo a ne-
cessidade de Zinco (Zn) para exercerem seu efeito, por isso
chamadas de "Zinco-beta-lactamases" ou simplesmente
" Metallo-beta-lactamases”, e correspondem a classe molecu-
lar B. Finalmente existe o grupo 4, onde localizam-se as peni-
cilinases que néo sao inibidas pelo acido clavulanico, e ainda
nao possuem grupo molecular definido (SHAH et al., 2004).

Classificacao Molecular

A classificagdo molecular das beta-lactamases é baseada
na seqliéncia de nucleotideos e aminodcidos destas enzi-
mas. Nos dias atuais, 04 classes sao conhecidas (A a D), e
sao correlacionadas com suas classificacoes funcionais. As
classes A, C e D agem através do mecanismo baseado nas
“Serinas"”, enquanto a classe B ou Metallo-beta-lactamases
necessitam de Zinco (Zn) para sua ac¢ao. A maioria das
ESBLs estao contidas na classe molecular “A" de Ambler
(AMBLER, R P, 1980), caracterizadas pela presenca do si-
tio ativo “Serina" e massa molecular de aproximadamente
29.000 KDa, e preferéncia (afinidade) de hidrélise sobre as
penicilinas (HALL E BARLOW, 2005).

Caracteristica de susceptibilidade das ESBLs

As ESBLs diferem-se entre si (mesma familia) por substi-
tuicoes na sequéncia de aminodacidos (de 1 a 7), os quais al-
teram configuracées e propriedades do seu sitio ativo. As
substituicoes mais importantes sao as mutagoes que confe-
rem amplo espectro a estas enzimas (Ex.: Posicao 164 de
Ambler nas TEMs, 179 nas SHVs e 238 em ambas), que
ampliam seu sitio ativo, o qual produz espaco suficiente
para interacdo entre a enzima e os antibidticos beta-lacta-
micos de amplo espectro portadores de grandes cadeias
Oxiamino-; como resultado, esta modificacao faz com que
estas enzimas sejam capazes de hidrolisar antibiéticos be-
talactamicos como a: Ceftazidima, Cefotaxima, Cefuroxi-
ma e Aztreonam. Em contraste como suas “parentes” pro-
ximas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1), que reconhecem os anti-
biéticos betalactamicos de amplo espectro como substrato,
muito fracamente (KNOX JR., 1995).

Fatores de Risco

Alguns estudos tém revelado a existéncia de vérios fatores
de risco independentes entre si, associados a producao de
ESBLs. O principal fator, sem duvida, estd relacionado ao
tempo de permanéncia do paciente nos hospitais, princi-
palmente nos centros de tratamento intensivo (CTIs) (BIS-
SON et al., 2002; KIM et al., 2002; MENASHE et al., 2001;
LUCET et al., 1996); outro fator importante, sao casos de
hospitalizacao anterior, onde houve o uso de diversos anti-
microbianos para erradicacao da infeccao, principalmente
cefalosporinas de amplo-espectro (KIM et al., 2002; ME-
NASHE et al., 2001; KIM et al., 2002; LAUTENBACH et al.,
2001; PENA et al., 1997).

Outro importante fator de risco esta associado a utilizacao
de procedimentos invasivos, como cateteres venosos cen-
trais, cateteres arteriais, urindrios e cateteres utilizados em
drenagem biliar (MENASHE et al., 2001; LUCET et al,,
1996; KIM et al., 2002; PENA et al., 1997; HO et al., 2002),
além de intubacgoes pulmonares, mecanismos de ventilacao
pulmonar artificial e doencas severas (doencas malignas e
falha cardiaca) (MENASHE et al., 2001; PENA et al., 1997%;
HO et al., 2002; PIROTH et al., 1998).
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Reservatorios Nao-Hospitalares

Os microrganismos produtores de ESBLs sdao usualmente
encontrados no ambiente hospitar, conforme mencionado
anteriormente, principalmente nas unidades de tratamento
intensivo (CTIs). Embora seu aparecimento venha aumen-
tando em ambientes cirtrgicos, pedidtricos e neonatais,
além dos oncolégicos.

Situacgoes inusitadas vém sendo reportadas com mais fre-
qiéncia nos EUA e na Francga, a exemplo do aparecimento
deste fendmeno em locais até entdo sem relatos de trans-
missao de microrganismos produtores de ESBLs, como cen-
tros de reabilitacdo (Clinicas de Reabilitacdo), centros de
repouso (Asilos), assim como pacientes ambulatoriais porta-
dores de doencas cronicas que podem ser transmissores de
microrganismos produtores de ESBLs (BRADFORD et al,
1995; RASMUSSEN et al., 1993; EINHORN et al., 2002).
Algumas vezes, este reservatério nao hospitalar pode ser
bem grande, como mostra um estudo realizado no Hospital
Michel Reese em Chicago, onde ? das bactérias gram-ne-
gativas resistentes a ceftazidima (Cefalosporina de 3*. Ge-
racao) sao advindas de pacientes provenientes de casas de
repouso e clinicas de reabilitacdao. E em 80% destes casos,
os microrganismos resistentes a ceftazidima foram isolados
na primeira cultura realizada no ambiente hospitalar (RAS-
MUSSEN et al., 1993).

Opcoes Terapéuticas

Existe a possibilidade de tratamento com cefamicinas, co-
mo a cefoxitina, cefotetan e moxalactam, que sao geral-
mente efetivos contra as Enterobacterias produtoras de
ESBLs (TEM-, SHV- e CTX-M-). Porém, com terapias pro-
longadas a Klebsiella pneumoniae, pode adquirir resistén-
cia as cefamicinas (PANGON et al., 1989; MARTINEZ-
MARTINEZ et al., 1996).

Os aminoglicosideos também podem ser utilizados se a ce-
pa estudada for suceptivel. Porém, devido aos genes que
condificam as ESBL, serem transmitidos via plasmideos,
existe a possibilidade de transmissao cepa-a-cepa, fator que
pode levar rapidamente a transmissao de resisténcia a esta
classe de farmaco. J4 que a maioria dos microrganimos pro-
dutores de ESBLs serem também resistentes aos aminoglico-
sideos, principalmente a gentamicina (OTEO et al., 2002).
A utilizacdo de Beta-lactamicos em associacdo com inibi-
dores de beta-lactamases, inicialmente, foi considerado o
tratamento de escolha, embora nao se demorou muito pa-
ra verificar-se sua ineficacia in vivo (FRENCH et al., 1996).
Inicialmente, foi verificado que estes farmacos estdo tam-
bém sujeitos ao aumento da concentracao inibitéria mini-
ma (CIM), com o aumento do inéculo bacteriano (CARON
et al., 1990), além disso, pode haver perda de porinas na
membrana externa bacteriana, o que leva também a re-
ducéo na atividade inibitéria destes farmacos (RICE et al.,
1993). Além do mais, verificou-se que o sulbactam e o ta-
zobactam nao possuem bons efeitos contra ESBLs codifica-
das pelos genes SHV- (JACOBY e CARRERAS, 1990; BAU-
ERNFEIND, 1998).

Outra opcdao seria a utilizacao de fluoroquinolonas, ja que
inicialmente achava-se que a sua resisténcia era somente
codificada por via cromossomal. Novamente, esbarrou-se
na caracteristica da maioria das bactérias produtoras de
ESBLs, possuir este cromossomo (PATERSON et al., 2000).
Além do mais, alguns estudos vém demonstrando que esta
resisténcia também pode ser transferida via plasmideos
(MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1998).

As cefalosporinas de 4°. geracao demonstram alta capacida-
de de destruir estes microorganismos in vitro. Relatos de-
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monstram niveis como 95-100% de atividade contra este ti-
po de microorganimo (JOHNSON et al., 1999; BIEDEN-
BACH et al., 1999; TALLIS et al., 1999; JONES et al., 1998).
Embora estes farmacos demonstrem o mesmo problema
apresentado pelas outras cefalosporinas (aumento da CIM,
conforme aumento de indculo). Um exemplo deste efeito po-
de ser visualizado em modelos de infeccao em ratos (SZABO
et al., 2001). Atualmente, o cefepime néo é considerado far-
maco de primeira escolha para infeccoes causadas por mi-
croorganismos produtores de ESBLs. Mesmo quando em
combinacao com a amicacina ou outro aminoglicosideo, pois
este uso ainda necessita de mais estudos clinicos antes de
ser recomendado como tratamento de escolha.

Finalmente, temos os carbepens (Imipenem, Meropenem)
que possuem acao uniforme contra este tipo de microorga-
nimo, seja in vitro ou in vivo (BELL et al., 2002; JONES et
al., 1998). Além disso, os carbepens sao altamente estaveis
a atividade hidrolitica das ESBLs, sem contar sua 6tima pe-
netracdo através da membrana externa, principalmente de-
vido a seu peso molecular compacto e sua forma estrutural
muito peculiar. Mecanismos de resisténcia a estes farmacos
ja véem sendo detectados, tais como perda de proteinas na
membrana externa (MACKENZIE et al., 1997); resisténcias
especificas contra ESBLs codificadas por TEM-, SHV- e
AmpC- foram descritas como resultado da perda de porinas
(MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1999). A aquisicao de car-
bepenases, enzimas capazes de degradar os carbepens,
também vém sendo descritas por inimeros centros de pes-
quisa distribuidos pelo mundo (LIVERMORE, 1997).

Medidas de Controle

Modos de Transmissao

A ampla e rapida distribuicao geografica das ESBLs é uma
ameaca com que os hospitais do mundo inteiro estao se de-
parando desde do inicio dos anos 80. As formas usuais de
transmissao incluem a disseminacao clonal das cepas pro-
dutoras de ESBLs (FRENCH et al., 1996; PALUCHA et al,,
1999; PENA et al., 1998) ou a disseminacao através de ge-
nes produtores de ESBLs carreados por plasmideos que sao
transmitidos entre géneros diferentes de Enterobactérias
(KITZIS et al., 1988; RICE et al., 1990). Ambas, a dissemi-
nacao por plasmideos ou a propria multiplicacao bacteria-
na, podem ocorrer concomitantemente (PALUCHA et al.,
1999; NEUWIRTH et al, 1996; VENEZIA et al., 1995).
Além disso, alguns estudos tém demonstrado que o mesmo
gene codificador tem sido encontrado em diferentes plas-
mideos presentes em diferentes cepas. Finalmente, ja se
sabe que alguns genes codificadores de ESBLs sao residen-
tes em transposons ou em integrons, fornecendo assim os
meios adicionais para sua propagacao e expressao (NAAS
et al., 2001; POIREL et al., 1999 e 2000).

Riscos de Transmissao

A transmissdo das ESBLs no ambiente hospitalar é muito
complexa e envolve diversas varidveis. Algumas vezes pa-
cientes provindos de ambientes externos, como casas de
repouso ou outras instituicées (ex.: Clinicas de Reabili-
tacao), podem ser carreadores e transmissores iniciais de
cepas produtoras de ESBLs, quando admitidos no ambien-
te hospitalar (BRADFORD et al., 1995; RASMUSSEN et al.,
1993; EINHORN et al., 2002). Embora a transmissao mais
citada na bibliografia seja a que acontece no ambiente hos-
pitalar, favorecida pela pressao seletiva de antibiéticos
que, como resultado, podem favorecer a transmissao inter-
pessoal entre os profissionais de satde, que manipulam o
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paciente colonizado, e acabam transmitindo o microrgani-
mo a outros pacientes até entdo nao infectados (EINHORN
et al., 2002).

Isolamento e precaucées no contato com pacientes

O isolamento e cuidados especiais no contato com pacien-
tes infectados com bactérias produtoras de ESBLs sdo pon-
tos cruciais no controle da disseminacao de tais microorga-
nismos no ambiente hospitalar (FRENCH et al, 1996;
SHANNON et al., 1998). Atualmente, ja existem alguns
documentos citando medidas a serem tomadas quanto a
manipulacao de tais pacientes (Guia do CDC) (GARNER,
1996).

Além da separacdo fisica dos pacientes infectados ou colo-
nizados por bactérias produtoras de ESBLs, deve-se tomar
alguns cuidados durante o contato com estes pacientes,
tais como: atencao cuidadosa na anti-sepsia (ex.: uso de
clorexidina), além da utilizacdo de vestimenta especifica
com objetivo de protecao individual (GARNER, 1996).

IDENTIFICAQ@\O DE BETA-LACTAMASES (ESBLs) NO
LABORATORIO DE ROTINA (Andlises Clinicas)

Identificacao inicial de bactérias produtoras de ESBLs —
(Classe Molecular A e D, de Ambler )

Para a identificacao inicial de bactéria produtoras de ESBLs
deve-se utilizar a metodologia proposta pelo NCCLS (Nati-
onal Committee of Clinical Laboratory Standards), no docu-
mento M100-S14 de janeiro de 2004, que utiliza antibidticos
“marcadores” da possivel presenca de ESBLs. Os antimi-
crobianos preconizados pelo NCCLS como marcadores pa-
ra triagem de ESBLs e os pontos de corte para o método de
difusao do disco estdao descritos na tabela 2 (Tab. II).

Tabela Il
Critério de “Screening” sugerido pelo NCCLS, para evi-
denciacao de ESBLs

Agente Antimicrobiano Halo de difusdo do disco (mm)

Cefpodoxima <17
Ceftazidima <22
Aztreonam <27
Cefotaxima <27
Ceftriaxona <25

Resultado = Pode indicar a producdo de ESBL, necessita confirmacao.

* Esta tabela foi adaptada do documento M100-S14 (NCCLS, 2004).

Esta primeira triagem pode ser feita durante a realizacao
do antibiograma de rotina, tomando-se cuidado de incluir
os antibiéticos “marcadores”. Qualquer halo menor que o
descrito na tabela 2 é indicativo da producédo de beta-lac-
tamases de espectro estendido (ESBLs).

Para confirmacgao deste fenémeno o NCCLS indica duas
metodologias. A primeira € a verificacdo através da meto-
dologia do E-teste®, o qual tornou-se praticamente invia-
vel para uso em laboratério de rotina, devido principal-
mente ao seu alto custo. A segunda metodologia pode ser
incorporada durante a realizacao do antibiograma (Aproxi-
macao do disco).

Confirmacao da producao de ESBLs (Classe Molecular A
e D, de Ambler), através da metodologia de Aproximacao
do Disco

Também conhecido como “Double-disc synergism", neste
teste utiliza-se no centro de uma placa (150 mm) de agar
Muller-Hinton, previamente inoculada com a cepa a ser es-
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tudada ajustada para a escala 0.5 de Mac Farland (10°
UFC/mL) e coloca-se no centro do agar um disco de amo-
xacilina/acido clavulanico e, ao redor deste, os antimicro-
bianos marcadores (Cefoxitina, Aztreonam, Ceftazidima e
Cefoxitina) na distancia de 20 a 30 mm de centro a centro,
em relacao ao disco central (Fig. 1).

Figura 1 - Exemplificacdo da metodologia de Aproximacao do
Disco (Classe A e D de Ambler) (NCCLS, 2004).
* Escherichia coli produtora da ESBL. AMC = Amoxacilina + Acido
Clavulanico; CTX = Cefotaxima; ATM = Aztreonam; CAZ = Ceftazidima;
CPO = Cefpodoxima. A seta negra, demonstra o aparecimento do feno-
meno conhecido como Zona Fantasma “Ghost Zone”, que caracteriza a
producao de ESBL pela cepa bacteriana isolada.

Apbs incubacéo por 18 a 20 horas de 33 a 35°.C, deve ser
procedida a leitura dos halos. A formac¢ao de uma zona fan-
tasma “Ghost Zone" entre qualquer antimicrobiano mar-
cador e o disco contendo acido clavulanico é positiva para
presenca de ESBL (NCCLS, 2004). Este teste pode ser in-
corporado durante o Antibiograma de rotina, apenas to-
mando cuidado de colocar-se os antibiéticos marcadores
perto do disco de amoxacilina/dcido clavulanico, com o ob-
jetivo de verificar a possivel producdo da Zona Fantasma.

Identificacao inicial de bactérias produtoras de Metallo-
beta-lactamases - (Classe Molecular B, de Ambler)

A producao destas enzimas pode ser visualizada pela me-
todologia da aproximacao do disco modificado (ARAKAWA
et al.,, 2000; LEE et al., 2001; YONG et al., 2002). Neste tes-
te, utiliza-se os discos de imipenem, meropenem e/ou cef-
tazidima estrategicamente alinhados ao redor de um disco
de papel impregnado com 750 ng de EDTA. O aparecimen-
to de uma zona de confluéncia entre os carbepens e/ou a
ceftazidima e o disco contendo EDTA (inibidor de Metallo-
Beta-Lactamases) é considerado positivo para a presenca
de Metalo-beta-lactamases (Fig. 2).

Figura 2 - Demonstracao da deteccao de Metallo-Beta-Lactamases
(Classe B de Ambler), através da difusao do disco modificada.

* EDTA = Acido etilenodiaminotetracético; IMP = Imipenem. O aumento
na zona de inibicdo em torno do disco de Imipenem, demonstra a acao

pela cepa bacteriana. A seta negra, demonstra o local onde ocorreu
aumento da sensibilidade, devido a agcao do EDTA.
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Identificacao de bactérias produtoras de AmpC (ESBLs) —
(Classe Molecular C, de Ambler)

Também, conhecidas como Beta-lactamases cromossomais
induzidas, as ESBLs (AmpC), constituem um grupo de en-
zimas com caracteristicas particulares. Entre estas caracte-
risticas podemos destacar a resisténcia aos inibidores de
beta-lactamases, como o acido clavulanico, tazobactam e
sulbactam (THOMSON e SMITH MOLAND, 2000).

Em algumas espécies este fendémeno é constitutivo, tais co-
mo: Citrobacter freudii, Morganella morgani, Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, Serratia spp., Providen-
cia spp. € Pseudomonas aeruginosa. Desta maneira, uma
vez feita a identificacdo da espécie, o laboratério deve in-
formar que estas sao capazes de produzir beta-lactamases
cromossomais induziveis, e podem desenvolver resisténcia
as cefalosporinas de 3° geracao durante o tratamento com
estes antimicrobianos ou com outros indutores, como a ce-
foxitina (PITOUT et al., 2003).

Para a deteccao da producao destas enzimas em outras
bactérias, que nao apresentam este fenémeno constitutiva-
mente, a melhor maneira seria visualizar a resisténcia as
cefamicinas, como a cefoxitina, pois trata-se do melhor in-
dutor deste fendémeno (BAUERNFEIND et al., 1998). Em-
bora, muitas vezes, isto ndo seja possivel, devido a neces-
sidade do contato prévio com indutor, o que dificulta sua
deteccao. (YAN et al., 2002).

Por issso, a melhor maneira de observar este fenémeno a
nivel fenotipico, é através da metodologia da aproximacao
do disco, modificada (YAN et al., 2002; YONG et al., 2005).
Nesta metodologia, coloca-se um disco de cefoxitina, pré-
ximo a um disco de Aztreonam ou outro beta-lactamico (15
mm de centro a centro), e o aparecimento de uma zona de
entroncamento “Truncada”, entre os dois discos é presun-
tivo da presenca de ESBL, da classe C de Ambler (Fig. 3).

Figura 3 - Deteccao de Beta-Lactamase do grupo C de
Ambler (Induzida).

* CFX = Cefoxitina, antibiético da classe das cefalosporinas (Cefamicina), que
é forte indutora da producao de Beta-Lactamases do grupo C; ATM =
Aztreonam, farmaco beta-lactamico, o qual, inicialmente a bactéria se mos-
trava sensivel. A seta negra, demonstra a zona onde ocorreu diminuigdo na
sensibilidade (Zona Truncada), causada pela exposicao da bactéria ao anti-
biético cefoxitina (indutora).

CONCLUSAO

O aumento "explosao"” no aparecimento das beta-lactama-
ses de espectro-estendido, observada nos ultimos anos, é
devida em grande parte, a pressao seletiva sofrida pela uti-
lizacdo indiscriminada de cefalosporinas de 2° e 3° ge-
racoes. Parece inevitdvel que as ameacas mais importantes
aos clinicos, neste milénio, serd o encontro freqiiente com
patégenos que produzem Beta-lactamases multiplas e po-
tentes, incluindo as mediadas por plasmideos tais como
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ESBLs, AmpCs, e as Metallo-Beta-Lactamases. Além disso,
a inabilidade de muitos laboratérios de microbiologia clini-
ca em fornecer a informacao oportuna e exata sobre a ocor-
réncia de tais enzimas facilitard sua propagacao.

Se a pressao da selecao continuar e controle destas in-

fe

ccoes forem ineficazes, a propagacao da resisténcia con-

tinuara a se espalhar e havera mais organismos que sao to-

ta

Imente resistentes aos antibiéticos atualmente disponi-

veis. Para evitar isto, serd necessario mudar os comporta-
mentos atuais como o diagnéstico e a terapéutica. A prio-
ridade principal deveria ser o incentivo financeiro aos la-
boratérios clinicos, por parte do governo, com objetivo de
atualizar sua equipe técnica e equipamentos necessarios
para se detectar estas enzimas, além de outros mecanismos
de resisténcia emergentes.
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Susceptibilidade antimicrobiana de Moraxella catarr-
halis isolada de infeccoes do trato respiratério

Antibiotic-susceptibility of Moraxella catarrhalis isolated from respiratory tract infections

Carlos Henrique Pesséa de Menezes e Silva

~

/RESUMO - Moraxella catarrhalis pode normalmente ser encontrada no trato respiratério superior. Esta bactéria, entretanto, pode cau-
sar infec¢oes como otite média aguda, sinusite, conjuntivite, bronquite cronica, pneumonia, endocardite, septicemia e meningite. Hae-
mophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae e M.catarrhalis foram os agentes etiolégicos principais nas infeccoes do trato respi-
ratorio neste estudo. Os maiores problemas de resisténcia associados com estas espécies sao aqueles associados a resisténcia aos be-
ta-lactamicos. A enzima beta-lactamase foi produzida por mais de 80% das cepas de M.catarrhalis. A susceptibilidade a ampicilina,
amoxicilina/clavulanato, cefuroxima, eritromicina e ciprofloxacin foi testada em 137 cepas de M.catarrhalis. Todas as cepas resisten-
tes a ampicilina produziram beta-lactamase e foram sensiveis a combinacao amoxicilina/clavulanato. Para M.catarrhalis os antimicro-

bianos mais ativos foram a cefuroxima (99%), ciprofloxacin (99%) e eritromicina (93%).
PALAVRAS-CHAVE - Moraxella catarrhalis, infeccao do trato respiratério, beta-lactamase.

/

ciprofloxacin (99%) and erythromycin (93%).

/SUMMARY - Moraxella catarrhalis may normally be found in the upper respiratory tract. This bacterium, however, may cause infec-
tions such as acute otitis media, sinusitis, conjunctivitis, bronchitis chronica, pneumonia, endocarditis, septicaemia and meningitis.
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae and M.catarrhalis were the main causative agents responsible for respiratory
tract infections in this study. The major resistance problems associated with these species are those which cause resistance to beta-
lactams. Beta-lactamase was produced by >80% M.catarrhalis strains. The susceptibility to ampicillin, amoxicillin/clavulanate, cefu-
roxime, erythromycin, and ciprofloxacin was tested in 137 M.catarrhalis strains. All the strains resistant to ampicillin produced beta-
lactamase and were sensitive to amoxicillin/clavulanate. For M.catarrhalis, the most active antimicrobials included cefuroxime (99%),

KEYWORDS - Moraxella catarrhalis, respiratory tract infection, beta-lactamase. /

INTRODUCAO

Moraxella catarrhalis € um cocobacilo Gram-negativo,
catalase e oxidase negativo. E frequentemente en-
contrada como comensal no trato respiratério superior hu-
mano, particularmente em criancas®. Esta bactéria, entre-
tanto, pode causar certas infecgdes tais como otite média,
sinusite e conjuntivite em criancas e adultos®. Além disso,
M.catarrhalis tem sido relacionada a diversos episédios de
infeccdes do trato respiratério inferior tais como bronquite
crénica, particularmente em pacientes idosos. Em con-
dicoes de baixa imunidade, M.catarrhalis pode causar
pneumonia, endocardite, septicemia, artrite e meningite’.
Ha diversas publicacdes descrevendo infecgdes hospitala-
res causadas por M.catarrhalis, as quais definitivamente
aumentam a significancia destas bactérias como agentes
etiol6gicos importantes em infecgées humanas tanto comu-
nitdrias quanto hospitalares**'.

Em pacientes com neoplasias, doencas cronicas de pulmao
e com deficiéncia no sistema imunolégico, a Moraxella po-
de ser causadora de doencas sistémicas como bacteriemi-
as, sepse, endocardites, meningites e infec¢oes do trato
urindrio, embora essas sejam mais raras'*".

O aumento da resisténcia destas bactérias aos antibiéticos
beta-lactamicos tem se tornado um problema constante e
preocupante em todo o mundo’. O Gnico mecanismo signi-
ficante de resisténcia aos beta-lactamicos encontrado em
M.catarrhalis é a producao constitutiva de beta-lactamase
BRO-1 (mais de 90% dos casos) e BRO-2, fazendo com que
esta bactéria seja resistente a penicilina, ampicilina e amo-
xicilina'*. Todas estas beta-lactamases sdao inibidas pela
presenca de inibidores de beta-lactamase como sulbactam
e clavulanato de potéssio®®.

OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sensibilidade de
cepas de M.catarrhalis aos antibi6ticos comumente utiliza-
dos em sua erradicacao.

MATERIAL E METODOS

O material para anélise incluiu 137 cepas de M.catarrhalis
isoladas de janeiro de 2003 a dezembro de 2004 a partir de
137 pacientes, dos quais 23% ambulatoriais e 77% hospi-
talizados, atendidos pelo Laboratério Marcos Daniel (Vit6-
ria/ES) com sinais e sintomas de vérias doencas do trato
respiratério, tais como: rinite crénica (45), faringite (29),
bronquite crénica (53), pneumonia (9) e broncopneumonia
(1). A média de idade dos pacientes variou entre 3 e 16
anos (31 pacientes), 28-32 anos (13 pacientes) e 45-82 anos
(83 pacientes). Os materiais analisados (escarro [61], lava-
dos bronquicos [2], swabs de orofaringe [28] e swabs nasais
[46]) foram inoculados em placas contendo agar chocolate
suplementado e dgar sangue de carneiro a 5%. A identifi-
cacao foi baseada em caracteristicas bioquimicas de M.ca-
tarrhalis (AutoScan-4°® Dade Behring). O perfil de sensibi-
lidade foi determinado pelo método de disco-difusao utili-
zando-se os seguintes antibiéticos: ampicilina 10pg, amo-
xicilina/clavulanato 20/10ng, cefuroxima 30ng, eritromici-
na 15ug, ciprofloxacin 5pg e meio de Mueller-Hinton
(Merck) com incubacao das placas a 35°C durante 20 ho-
ras. A producao de beta-lactamase foi determinada pelo
uso de discos de cefalosporina cromogénica (nitrocefin, bi-
omerieux).
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RESULTADOS

Oitenta e nove (65%) das 137 cepas de M.catarrhalis inclu-
idas neste estudo foram obtidas a partir de monocultura,
enquanto 48 (35%) foram isoladas a partir de cultivos com
flora microbiana acompanhante (Figuras 1 e 2). Cinquenta
e quatro por cento das cepas foram isoladas a partir de es-
pécimes clinicos do trato respiratério superior (33,5% a
partir de swabs nasais, 20,5% de swabs de orofaringe) en-
quanto 46% das cepas foram isoladas a partir do trato res-
piratério inferior (44,5% a partir de escarro e 1,5% de lava-
dos bronquicos).

Swab Nasal

Swab de Orofaringe

Escarro

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 0% BO%  90% 100%

W Maonocultura Cultive polimicrobiang

Figura 1: M.catarrhalis isoladas em infec¢6es do trato respiratério.

am T

B Streplococcus “windans®,
Staphylococcus sp.
Caorynahacterium sp.

B Streplococcus prieunoniae
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Figura 2: Bactérias isoladas juntamente com M.catarrhalis nas
infecgbes do trato respiratoério.

Sessenta e trés por cento das cepas isoladas a partir do tra-
to respiratério inferior foram resistentes a ampicilina, além
de cepas isoladas também demonstrarem resisténcia a ce-
furoxima, eritromicina e ciprofloxacin. Das cepas isoladas
da nasofaringe, 26% foram resistentes a ampicilina, 12%
foram resistentes a eritromicina e todas elas foram sensi-
veis ao ciprofloxacin e a cefuroxima. A diferenca na sensi-
bilidade a eritromicina observada nas cepas de M.catar-
rhalis isoladas dos tratos respiratérios superior e inferior fo-
ram estatisticamente significantes (p=0,02).

No total, 57% das cepas demonstraram sensibilidade a am-
picilina, 100% das cepas foram sensiveis a amoxicilina/cla-
vulanato, 99,3% foram sensiveis a cefuroxima, 93,5% fo-
ram sensiveis a eritromicina e 99,3% foram sensiveis ao ci-
profloxacin.

As cepas isoladas a partir de escarro produziram beta-lac-
tamase mais frequentemente do que aquelas cepas isola-
das de swabs nasais e de orofaringe (p=0,001).

DISCUSSAO

O papel da M.catarrhalis nas infecgoes do trato respirat6-
rio inferior continua sendo discutido como de grande im-
portancia. Devido a presenca da M.catarrhalis na cavidade
oral e na nasofaringe, nao se pode excluir a possibilidade
de contaminacao do escarro durante a coleta®"*.

180

M.catarrhalis tem recebido mais atencao recentemente co-
mo agente etiolégico importante em casos de bronquites
agudas e cronicas. Isso pode ser observado principalmente
pelo fato desta bactéria ser encontrada no trato respirat6-
rio superior de mais de 50% das criancas com menos de 10
anos de idade e somente em cerca de 5% dos adultos™". A
colonizacao da nasofaringe € um fator de risco significati-
vo no desenvolvimento de otite média em criancas e sinu-
site e bronquite em adultos. Além disso, M.catarrhalis é
responsavel por aumentar a severidade da doenca no caso
de infeccao conjunta com Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae®®®.

S.pneumoniae, H.influenzae e M.catarrhalis juntos somam
mais de 80% dos isolados obtidos a partir de espécimes cli-
nicos do tratos respiratérios inferior e superior de pacientes
ambulatoriais e cerca de 35% dos isolados obtidos a partir
de pacientes hospitalizados'*, inclusive a infec¢ao cojun-
ta destes microrganismos tem um papel altamente signifi-
cativo na patogénese das infecgoes do trato respiratério
humano'. E também conhecido o comum envolvimento de
M.catarrhalis em infeccoes do trato respiratério em pacien-
tes com mais de 60 anos de idade®".

No material clinico analisado neste estudo, as cepas mais
comumente isoladas foram de pacientes adultos hospitali-
zados devido a bronquites cronicas e pneumonia. As cepas
de pacientes ambulatoriais foram isoladas principalmente
de criancas com sintomas de rinite e faringite. Cerca de
60% das cepas de M.catarrhalis foram isoladas em mono-
cultura (Figura 1), o que confirma os dados referentes a co-
lonizacdo das vias respiratorias das criancas e pacientes
hospitalizados por esta bactéria'*'***. De forma semelhante
aos estudos de outros autores®” %, foi observado em nosso
trabalho que M.catarrhalis foi isolada mais frequentemen-
te associada com S.pneumoniae e H.influenzae quando
comparado com o seu isolamento concomitante com
Staphylococcus aureus e bastonetes Gram-negativos (Fi-
gura 2).

Atualmente, o problema mais importante é associado com
o aumento da resisténcia de M.catarrhalis aos antibiéticos
beta-lactdmicos, determinada pela presenca de beta-lacta-
mase, considerado o fator de viruléncia mais importante
desta bactéria. No presente estudo, 43% das cepas analisa-
das foram produtoras de beta-lactamase, sendo 63% das
cepas beta-lactamase positivas isoladas do trato respirat6-
rio inferior e 26% isoladas a partir do trato respiratério su-
perior. A média das cepas resistentes a ampicilina observa-
das no presente estudo foi menor do que os achados de ou-
tros autores. Nos Estados Unidos, a resisténcia a ampicili-
na chega a mais de 90% das cepas de M.catarrhalis isola-
das®, enquanto que em varios paises da Europa este indi-
ce chega a 100% (Franca, Espanha e Polonia)®.

Este estudo revelou que a M.catarrhalis responsével por
infecgoes do trato respiratério inferior produziram beta-
lactamase mais frequentemente do que as cepas isoladas
da nasofaringe, onde esta bactéria também pode ser en-
contrada como parte da microbiota comensal. Entretanto,
todas as cepas de M.catarrhalis isoladas foram sensiveis a
combinacao amoxicilina/clavulanato, mais de 96% foram
sensiveis a cefuroxima e mais de 99% foram sensiveis ao
ciprofloxacin, drogas geralmente utilizadas no Brasil na te-
rapéutica de infecgdes respiratérias.

Quase todas as cepas de M.catarrhalis sdo sensiveis a gru-
pos de antibiéticos como as fluorquinolonas, macrolideos,
tetraciclinas e sulfas. Somente algumas cepas isoladas a
partir de escarro e analisadas neste estudo foram resisten-
tes a cefuroxima, eritromicina e ciprofloxacin, enquanto
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12% das cepas isoladas da nasofaringe foram resistentes a
eritromicina e todas as cepas foram sensiveis a cefuroxima
e ao ciprofloxacin. O fato de que as cepas isoladas a partir
de pacientes ambulatoriais foram mais frequentemente re-
sistentes a eritromicina quando comparadas aquelas isola-
das de pacientes hospitalizados provavelmente reflete o
aumento da popularidade dos novos macrolideos no trata-
mento ambulatorial das infec¢oes respiratorias®*.

CONCLUSOES

Dentre as cepas analisadas, aquelas produtoras de beta-
lactamase foram mais frequentemente isoladas do trato
respiratério inferior em relacao aquelas obtidas a partir do
trato respiratério superior. A resisténcia a ampicilina obser-
vada nas cepas isoladas foi prontamente evidenciada como
sendo devido a producao de beta-lactamase. Cefuroxima,
eritromicina e ciprofloxacin mostraram quase 100% de ati-
vidade contra as cepas de M.catarrhalis isoladas neste es-
tudo. As cepas isoladas da nasofaringe foram frequente-
mente mais resistentes a eritormicina do que as cepas iso-
ladas do trato respiratério inferior. Apesar da resisténcia de
M.catarrhalis a antibi6ticos nao beta-lactamicos ser rara, a
sensibilidade antibiética deve ser constantemente monito-
rada com a finalidade de detectar o aumento dos perfis de
resisténcias desta bactéria, o que é particularmente impor-
tante para os casos de terapia empirica.

AGRADECIMENTOS

O autor agradece a colaboracao da Dra.Marcia Tomaz Frei-
re pela criteriosa revisao deste artigo.

REFERENCIAS

1. Abbott, M. 1992. Neisseriaceae and Moraxella sp.: the role of related micro-
organisms associated with conjunctivitis in the newborn. Int. J. STD AIDS
3:212-213.

2. Abuhammour, W. M.; Abdel-Hag, N. M.; Asmar, A. |.; Dajani, A. S. 1999. Mo-
raxella catarrhalis bacteremia: a 10-year experience. South. Med. J.
92:1071-1074.

3. Aebi, C.; Stone, B.; Beucher, M.; Cope, L. D. et al. 1996. Expression of the
CopB outer membrane protein by Moraxella catarrhalis is regulated by iron
and affects iron acquisition from transferrin and lactoferrin. Infect. Immun.
64:2024-2030.

4. Aebi, C.; Lafontaine, E. R.; Cope, L. D. et al. 1998. Phenotypic effect of iso-
genic uspA1 and uspA2 mutations on Moraxella catarrhalis 035E. Infect Im-
mun. 66:3113-3119.

5. Ahmed, K.; Rikitomi, N.; Ichinose, A.; Matsumoto, K. 1991. Possible presen-
ce of a capsule in Branhamella catarrhalis. Microbiol. Immunol. 35:361-366.

6. Ahmed, K.; Nakagawa, T.; Nakano, Y. et al. 2000. Attachment of Moraxella
catarrhalis occurs to the positively charged domains of pharyngeal epithelial
cells. Microb. Pathog. 28:203-209.

7. Arkwright, J. A. 1997. On the occurence of the Micrococcus catarrhalis in
normal and catarrhal noses and its differentiation from the other Gram-nega-
tive diplococci. J. Hyg. 7:145-154.

8. Bootsma, H. J.; van Dijk, H.; Verhoef, J.; Fleer, A.; Mooi, F. R. 1996. Molecu-
lar characterization of the BRO beta-lactamase of Moraxella (Branhamella)
catarrhalis. Antimicrob. Agents Chemother. 40:966-972.

9. Bovre, K. 1984. The Genus Moraxella, p.296-303. In N. R. Krieg and J. G.
Holt (ed.), Bergey’s manual of systematic bacteriology, vol. 1. The Williams &
Wilkins Co., Baltimore, Md.

10. Boyle, F. M.; Georghiou, P. R.; Tilse, T. H.; McCormack, J. G. 1991. Branha-
mella (Moraxella) catarrhalis: pathogenic significance in respiratory infecti-
ons. Med. J. Aust. 154:592-596.

. Brook, |. 1986. Direct and indirect pathogenicity of Branhamella catarrhalis.
Drugs 31(Suppl. 3):97-102.

12. Brook, I. 1991. In vitro susceptibility vs. in vivo efficacy of various antimicro-
bial agents against the Bacteroides fragilis group. Rev. Infect. Dis.
13:1170-1180.

13. Brook, |. 1997. Aerobic and anaerobic microbiology of bacterial tracheitis in
children. Pediatr. Emerg. Care 13:16-18.

14. Cohen, R. 1997. The antibiotic treatment of acute otitis media and sinusitis
in children. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 27:35-39.

15. Collazos, J.; de Miguel, J.; Ayarza, R. 1992. Moraxella catarrhalis bactere-
mic pneumonia in adults: two cases and review of the literature. Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis. 11:237-240.

16. Cook, P. P; Hecht, D. W.; Snydman, D. R. 1989. Nosocomial Branhamella
catarrhalis in a paediatric intensive care unit: risk factors for disease. J.
Hosp. Infect. 13:299-307.

17. Goldenhersh, M. J.; Rachelefsky, G. S.; Dudley, J. et al. 1990. The microbi-
ology of chronic sinus disease in children with respiratory allergy. J. Allergy
Clin. Immunol. 85:1030-1039.

18. McGregor, K.; Chang, B. J.; Riley, T. V. 1998. Moraxella catarrhalis: clinical
significance, antimicrobial susceptibility and BRO beta-lactamases. Eur. J.
Clin. Microbiol. Infect. Dis. 17:219-234.

19. McLeod, D. T.; Ahmad, F.; Capewell, S. et al. 1986. Increase in bronchopul-
monary infection due to Branhamella catarrhalis. Br. Med. J.
292:1103-1105.

. Thornsberry, C.; Jones, M. E.; Hickey, M. L. et al. 1999. Resistance surveil-
lance of Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae and Moraxel-
la catarrhalis isolated in the United States, 1997-1998. J. Antimicrob. Che-
mother. 44:749-759.

. Thorsson, B.; Haraldsdottir, V.; Kristjansson, M. 1998. Moraxella catarrhalis
bacteraemia. A report on 3 cases and a review of the literature. Scand. J. In-
fect. Dis. 30:105-109.

22. Wood, G. M.; Johnson, B. C.; McCormack, J. G. 1996. Moraxella catarrha-

lis: pathogenic significance in respiratory tract infections treated by commu-
nity practitioners. Clin. Infect. Dis. 22:632-636.

—
—

2

o

2

=

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA
Carlos Henrique Pessba de Menezes e Silva

Rua Lucio Bacelar, 16/803 — Praia da Costa

CEP: 29101-030 - Vila Velha / ES
carloshenrique@speedup.com.br

a IFCC WORLDLAB N

Fortaleza - Brasil

20° Congresso Internacional de Bioquimica e Medicina Laboratorial
35° Congresso Brasileiro de Analises Clinicas
8° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica

28 de setembro - 2 outubro/2008

Local:

K Centro de Convencoes do Ceara /

RBAGC, vol. 38(3): 179-181, 2006

181



Caracterizacao e correlacao do fenébmeno pré-zona com
titulos de sororeatividade do VDRL e reacao de imuno-
fluorescéncia indireta em soros de pacientes com sifilis

Characterization and correlation of prozone phenomenon whit seroreactivity and indirect
immunofluorescence in sero from patients with syphilis

Luciana Karla Aratjo de Azevedo'; Paulo Sergio Gomes Fernandes’; Dany Geraldo Kramer Cavalcanti e Silva
(MSc)"?; Manoel Josué Batista Neto’; Maria Gorete Lins de Queiroz’; Valéria Cristina Ribeiro Dantas (MSc)°;
Valéria Soraya de Farias Sales (MD, MSc, PhD)° & Geraldo Barroso Cavalcanti Junior (MSc, PhD)°

RESUMO - Introducao: Treponema pallidun é o agente etiolégico da sifilis uma doenca sexualmente transmissivel. No imunodiag-
nostico dessa doenca utilizam-se dois diferentes tipos de testes sorolégicos. Inicialmente, as amostras sao triadas qualitativamente e
quantitativamente por um teste ndo treponémico como o veneral disease research laboratory (VDRL) e, em seguida, os soros reagen-
tes sao testados para a deteccao de anticorpos especificos para o Treponema pallidum, como a reacao de imunofluorescéncia indireta
através do fluorescent treponemal antibody absorption assay (FTA-ABS). Objetivos e Metodologia: Avaliar através do VDRL quanti-
tativo e qualitativo a sororeatividade de 40 pacientes com sifilis e comparar com a presenca do fend6meno pro-zona e resultados obti-
dos pelo FTA-ABS. Resultados e Discussao: Os niveis de reatividade das amostras testadas pelo VDRL variaram de 1:2 a 1:256. O fe-
ndémeno pré-zona foi observado em 8/40 soros (20%) se correlacionando com altos titulos de reatividade na maioria dos casos. O FTA-
ABS foi reagente em 39/40 amostras (97,5%) apresentando forte e moderada reatividade independente dos titulos obtidos pelo VDRL
e a presenca ou auséncia do fendmeno pré-zona na maioria dos casos, demonstrando uma maior sensibilidade desse exame quando
comparado com o VDRL. Conclusao: Nossos resultados mostraram a importancia da realizacao do VDRL quantitativo e qualitativo na
investigacao seguida pelo FTA-ABS na investigacdo sorolégica da sifilis.

PALAVRAS-CHAVE - Sifilis, Treponema pallidum, Veneral Disease Research Laboratory, Fluorescent Treponemal Antibody Absorp-

\tmn Assay. /

/SUMMARY - Introduction: Treponema pallidum is the aetiological agent of syphilis, a sexually transmitted disease and the serology
is essential for screening and diagnosis. In the immunediagnosis of this disease, two different sorts of serological tests are used. First
the sera are screened in a quantitative and qualitative manner by a nontreponemal test such as the veneral disease research labora-
tory test (VDRL), then the reactive sera are tested for specific treponemal antibodies using the fluorescent treponemal antidody ab-
sorption assay (FTA-ABS). Objecitves and Methodology: To evaluate, using quantitative and qualitative VDRL, the sera reactivity of
40 patients bearing syphilis and compare these results to presence of prozone phenomenon and FTA-ABS. Results and discussion: The
levels of sera reactivity in the VDRL test ranged from 1:2 to 1:256. The prozone phenomenon was observed in 8/40 amples (20%) and
was correlated with high levels of VDRL in most of the cases. The FTA-ABS test was reactive in 39/40 cases (97,5%) with strong and
moderate fluorescence intensity in most of the samples and it was independent of the VDRL reactivity levels and the presence or ab-
sence of prozone phenomenon in mos of the cases, demonstrating a higher sensibility of this method when compared to the VDRL
test. Conclusion: Our results showed the importance of qualitative and quantitative VDRL assay in the serological investigation of
syphilis.

KEYWORDS - Syphilis; Treponemal pallidum; Veneral Disease Research Laboratory and fluorescent treponemal antibody absorpti-
on assay.
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apos absorcao para bloqueio de anticorpos nao especificos,
eventualmente presentes no soro, a reacao de hemoagluti-
nacao ou “Treponema pallidum Hemoaglutinagdo Assay”
(TPHA) e os testes imunoenziméticos que sdao mais especi-
ficos e sensiveis, sendo, no entanto, inadequados para ava-

INTRODUGAO

Asorologia para sifilis compreende basicamente dois ti-
pos de testes com principios distintos. Um teste nao-
treponémico e, portanto, nao especifico e um mais especi-

fico em que se utiliza o préprio Treponema pallidum ou
seus produtos antigénicos .

Dentre as provas nao-treponémicas, destaca-se o " Veneral
Disease Research Laboratory"” (VDRL) que emprega como
antigeno a cardiolipina, isto &, lipidio purificado de coracao
de boi adicionado de colesterol e lecitina, em alcool etilico
que sao aglutinados em presenca de soro reagente .
Dentre as provas treponémicas, destaca-se a reagao de
imunofluorescéncia indireta, (IFI) com o teste " Fluorescent
Treponemal Antibody-Absorption" (FTA-ABS), realizado

liar a eficdcia do tratamento, pois, na maioria dos casos, a
reacao permanece positiva para o resto da vida, apesar da
cura clinica %7,

Quando um individuo se infecta, o Treponema pallidum de-
termina a formacao de dois tipos de anticorpos: i) anticorpos
nao especificos, denominados de “reaginas”, que reconhe-
cem os lipidios origindrios do treponema e liberados dos te-
cidos lesionados do individuo infectado; os testes para de-
teccdo destes anticorpos sdo do tipo nao-treponémicos co-
mo o VDRL e, ii) anticorpos especificos (anti-treponema)
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que sao evidenciados através dos testes treponémicos com
o FTA-ABS, TPHA ou os métodos imunoenzimaticos .
Embora o VDRL néo seja imunologicamente especifico pa-
ra a sifilis e também néo seja o mais sensivel, é o teste de
triagem mais empregado no Brasil gracas a sua facilidade
de execucao e baixo custo. E utilizado em larga escala nos
laboratérios de andlises clinicas e servicos de hemoterapia,
sendo também o teste de escolha para a avaliacao da efi-
cdcia do tratamento de individuos infectados com o Trepo-
nema pallidum ™.

O VDRL, no entanto, estd sujeito a resultados falso negati-
vos e falso positivos. Uma grande producao de anticorpos,
principalmente na sifilis secundaria, pode determinar o
chamado “fenémeno pré-zona", que ocorre devido a uma
grande quantidade de anticorpos presentes no soro puro,
tornando a reacao negativa ou fracamente reagente, tor-
nando-se reagente quando o teste é feito a partir do soro
previamente diluido. O “fendémeno pré-zona" ocorre em
cerca de 1% dos pacientes com sifilis secundaria, ndo sen-
do observado nos testes treponémicos '°. Resultados falsos
positivos, por sua vez, podem ser observados em algumas
condicdes como em doencas auto-imunes como no lipus
eritematoso sistémico (LES) em algumas doencas febris e
em alguns casos de gestacoes .

O FTA-ABS constitui ainda hoje o método treponémico
mais empregado na sorologia para sifilis, sendo a sua exe-
cucao dividida em duas etapas: ii) A primeira fase consiste
em absorver os anticorpos inespecificos resultantes de ou-
tros treponemas nao patogénicos que sao sarprofitas do ho-
mem. Este procedimento se faz diluindo o soro do pacien-
te em uma solucao de extrato de treponema sarprofita (tre-
ponema de Reiteri). ii) Na segunda fase, incuba-se o soro
absorvido em reticulos de uma lamina de imunofluorescén-
cia contendo treponema pallidum fixados. A reacao antige-
no-anticorpo é revelada ap6s a adicao de um anticorpo an-
tiimunoglobulina humana conjugado ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Em caso de reacao positiva, a pre-
senca de anticorpos antitreponema é evidenciada pela
emissdo de fluorescéncia verde dos treponemas marcados
na lamina quando visualizadas no microscépio de imuno-
fluorescéncia ** ",

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi caracterizar através do VDRL
a presenca do fend6meno pré-zona em soros de individuos
com sifilis e a correlacao desses resultados com o obtidos
no FTA-ABS.

MATERIAIS E METODOS

CASUISTICA

Foram analisadas amostras de soro de 40 individuos descri-
tos com sorologia positiva para sifilis, oriundas do Labora-
tério de Sorologia do Hemocentro do Rio Grande do Norte
Dalton Cunha Bezerra e do Laboratério Central de Saude
Publica Dr. Almino Fernandes, para realizacdao do VDRL
quantitativo e qualitativo e também o FTA-ABS.
METODOLOGIA

1. Coleta de Amostras

Amostras de sangue periférico foram coletadas por punc¢ao
venosa e acondicionados em tubos de tipo vacutainer sem
anticoagulante (Tubos Vacutaine; Becton Dickinson and
Company, USA). Apés a formacédo do coagulo, os tubos fo-
ram centrifugados, o soro separado da parte sélida, acondi-
cionado em tubos do tipo Eppendof (Tubos Eppendof; Bec-
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ton Dickinson and Company, USA) devidamente identifi-
cados e estocados em um freezer a -20° C até o momento
das anélises.

2. Reacao do Veneral Diseases Research Laboratory
(VDRL)

A realizacao do VDRL foi realizada inicialmente em amos-
tras nado diluidas. Em uma escavacao da placa de Kline foi
pipetado 20 pL de soro puro e 20 pL de suspensao antigé-
nica para o VDRL (Kit para determinacdo do VDRL; WA-
MA Diagnéstica, Brasil). As placas foram colocadas em um
agitador de placas (Agitador orbital, Fanen, Brasil) e sub-
metidos a uma leve agitacao por um periodo de 5 minutos,
sendo em seguida levadas para andlise em um microscépio
éptico, usando uma objetiva de 10x (Microscépio Optico,
Olimpus, Brasil).

Os resultados foram expressos da seguinte forma:

1- Nao reagentes: sem floculacao ou ( - )

2- Fracamente reagente: floculacao leve ou boderline (+)
3- Moderadamente reagente: floculacao moderada ou (++)
4- Fortemente reagente: floculacao forte ou (+++)

Apoés a andlise preliminar com os soros puros, as amostras
foram submetidas a um VDRL quantitativo, através de uma
diluicao seriada, dobrando-se as diluicoes a partir de 1:2
(100 pL de soro para 100 pL de salina), até o titulo final on-
de ocorreu a floculagao. Considerou-se positivo o dltimo ti-
tulo onde se observou a presenca de floculacao.

3. Reacao de imunofluorescéncia indireta ou Fluorescent
Treponemal Antibody-Absorption (FTA-ABS)

3.1. Preparo das laminas para o teste

As reacoes de IFI foram realizadas em laminas de micros-
copia proprias para reacdo de imunofluorescéncia (Lami-
nas para imunofluorescéncia com 10 microcirculos de 7
mm de diametro; Biolab-Mériex SA, Brasil).

Procedeu-se a reconstituicdo do antigeno (Treponema Pal-
lidum - cepa Nicols; Biolab-Meriex SA, Brasil) em dgua
destilada estéril, no volume indicado pelo fabricante, ho-
mogeneizando por inversao.

Ap6s lavar, desengordurar e secar as laminas, espalhou-se
10 pL. da suspensao antigénica em cada area circular das
laminas, deixando-as secarem a temperatura ambiente por
30 minutos. Apés a secagem das laminas, procedeu-se a fi-
xacao das mesmas com acetona PA (Acetona PA; Reagem,
Brasil) por 10 minutos a temperatura ambiente. Apés a se-
cagem, as laminas foram embaladas em papel aluminio e
conservadas em freezer a -20° C, até a ocasiao das analises.
3.2. Processo de absorcao (FTA sorbent)

1. Procedeu-se a identificacdo dos tubos para cada soro a
ser testado;

2. Adicionou-se 200 pL do sorbente em cada tubo, prepa-
rado a partir de cultura de Treponema de Reiter, (FTA-Sor-
bent; Biolab-Meriex SA, Brasil), pipetando-se em seguida
50 pL do soro, homogeneizando a mistura (diluicao final de
1:5). Posteriormente, os tubos contendo a mistura foram co-
locados em banho-maria a 37° C (Banho maria, Fanen, Bra-
sil), por 30 minutos.

3.3. Técnica de imunofluorescéncia indireta

No momento das andlises, as laminas foram retiradas do fre-
ezer e descongeladas a temperatura ambiente por 15 minu-
tos ainda sob protecdo do papel aluminio. Esta protecao foi
entao retirada, sendo realizada a identificacao das mesmas.
Recobriu-se os circulos das laminas previamente identifi-
cadas e contendo Treponema pallidum com 20 pL do soro
diluido na solugao sorbente.

As laminas foram colocadas em camara umida e incubadas
em uma estufa a 37° C (Estufa bacteriolégica, Fanen, Bra-
sil) por 60 minutos.
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Ap6s este periodo, as laminas foram retiradas da estufa, e
rinsadas com solucao salina tamponada com fosfatos ou
phosfate buffer saline (PBS) e incubadas por 5 minutos em
uma jarra de coplin contendo dgua destilada, procedendo-
se a secagem das mesmas com papel absorvente.
Adicionou-se sobre cada orificio das laminas 20 pL. do con-
jugado (imunoglobulina de cabra anti fracao FC da IgG
humana, marcada com FITC (Fluoline G, Biolab-Mériex
SA, Brasil), previamente diluido na proporgao de 1:100 em
uma solucao contendo 1 mg de azul de Evans, diluido em
PBS e contendo 2% de Tween -20 e incubadas novamente
e camara umida a 37°C por 30 minutos.

Apbs esta etapa, as laminas foram retiradas da estufa, rin-
sadas com PBS e incubadas por 5 minutos em uma jarra de
Coplin contendo agua destilada, procedendo-se em segui-
da a secagem das laminas com papel absorvente e jato de
ar. Apos esse procedimento, as laminas foram cobertas com
uma laminula em glicerina tamponada pH 8.7 e examina-
das no microscépio dotado de luz ultravioleta, utilizando
objetiva de 40x ou de imersao, com filtros para FITC e fil-
tro barrreira laranja (Microscépio de Imunofluorescéncia,
Olimpus modelo BX41, Brasil).

Os resultados foram expressos de acordo com o brilho rela-
tivo da fluorescéncia dos treponemas, conforme observado
na figura 1:

1- Nao reagentes: sem fluorescéncia ou ( - );

2- Fracamente reagente: fluorescéncia fraca ou boderline (+);
3- Moderadamente reagente: fluorescéncia moderada ou (++);
4- Fortemente reagente: fluorescéncia forte ou (+++)

4- Anadlise estatistica

Os dados obtidos nos dois ensaios foram analisados por di-
ferentes testes estatisticos e gréficos.

Para correlagao dos resultados dos titulos de reatividade do
VDRL e a presenca do fenomeno pré-zona e também com a
reacao do FTA-ABS, empregou-se os testes estatisticos
Mann-Whitney e Kruskall-Wallis, respectivamente, através
do software estatistico Statistic Pack for Social Sciences (SPSS
for Windows versao 9.0; Copyright ® SPSS, INC), sendo con-
siderados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
Ainda, para andlise da correlacao entre a os valores da ti-
tulacao dos soros pelo VDRL nas amostras e presenca ou
ndo do fenomeno pré-zona, empregou-se graficos de dis-
persdao demonstrativo da distribuicao dos valores dos titu-
los reagentes, empregando o software Microsoft ® Excel
2000 versao 9.0.

RESULTADOS

Oito das 40 amostras de soro analisadas (20%) apresentaram
o fendmeno pré-zona. Dois destes casos apresentaram um
padrdao nao reagente (auséncia de floculacdao) na amostra
néo diluida e floculacao intensa quando diluidas a 1:8. Os
outros seis soros apresentaram reacao boderline nas amos-
tras nédo diluidas, contrastando, também, com os resultados
fortemente reagentes quando diluidas a 1:8 (Tabelas I e II).
Os titulos dos soros reagentes variaram de 1:2 a 1:256, sen-
do observado uma correlacao entre a presenca do fenéme-
no pré-zona e titulos elevados nas andlises do VDRL (p<
0,000), demonstrado o mecanismo competitivo entre os an-
ticorpos pelos antigenos que impedem a formacao de agre-
gados antigeno-anticorpo o que caracteriza o fenémeno
pré-zona (Tabela 2 e Figura 2).

As analises dos resultados do FTA-ABS demonstraram
reacao fortemente reagente em 18 e moderada em 14
amostras analisadas, correspondendo a 45% e 35% dos ca-
sos, respectivamente, nao sendo observado, no entanto,
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correlacao estatisticamente significativa entre intensidade
da fluorescéncia do FTA-ABS e titulos de reatividade do
VDRL (p= 0,57). Reagoes do tipo boderline e nao reagentes
foram observados em 7 (17,5%) e 1 (2,5%) das amostras,
respectivamente, correlacionando-se com baixos titulos de
reatividade do VDRL (Tabela III).

Tabela |
Freqiliéncia de sororeatividade para o VDRL em amostras
diluidas e nao diluidas

Amostras Reagentes ~ Nao reagentes Total
(Soros) n° (%) n° (%) n° (%)
Nao Diluidos 38 (95,5%) 2 (5,0%) 40 (100)
Diluidos 40 (100%) 0(-) 40 (100)
Tabela Il

Intensidade da reatividade e respectivos titulos nas 8
amostras com fendmeno pré-zona determinado pela

reacao do VDRL.
Amostras n° N&o diluido Diluido 1:8 Titulo Final
(Reatividade) (Reatividade) (Diluigéo)
#02 (+) (+++) 1:128
#13 (+) (+++) 1:64
#17 (+) (+++) 1:256
#24 (+) (+++) 1:256
# 26 (-) (+++) 1:256
#27 (-) (+++) 1:128
#32 (+) (+++) 1:128
#33 (+) (+++) 1:32

Padrdes de reatividade para o VDRL: (-) ndo reagente, (+) fracamente reagente ou boderline, (++)
moderadamente reagente, (+++) fortemente reagente.

Tabela Il
Correlacao entre os titulos obtidos pelo VDRL e intensi-
dade da fluorescéncia do FTA-ABS nas amostras de
pacientes com sifilis.

Amostras VDRL (Titulo) FTA-ABS Amostras VDRL (Titulo) FTA-ABS
#01 1:8 + #21 1:8 ++
#02 1:128 +++ #22 1:64 +H+
#03 1:64 +Ht #23 1:8 ++
#04 1:32 +++ #24 1:256 +4+
#05 1:128 +++ #25 1:8 ++
# 06 1:32 ++ #26 1:256 +++
#07 1:16 +++ #27 1:128 +++
# 08 1:128 +++ #28 1:2 +
#09 1:32 ++ #29 1:32 ++
#10 1:16 +++ # 30 1:2 ++
#11 1:2 + #31 1:2 ++
#12 1:32 +++ #32 1:128 +++
#13 1:64 +++ #33 1:32 +++
#14 1:32 + #34 1:32 +
#15 1:8 ++ #35 1:2 +
#16 1:16 ++ # 36 1:16 +++
#17 1:256 ++ #37 1:16 ++
#18 1:8 + # 38 1:8
#19 1:16 ++ # 39 1:16 ++
# 20 1:32 +++ #40 1:16 ++

Padroes de fluorescéncia para o FTA-ABS: (-) nao reagente, (+) fracamente reagente ou boderline,
(++) moderadamente reagente, (+++) fortemente reagente.
185



Figura 1- Resultado de uma reacao do FTA-ABS fortemente rea-
gente de uma amostra de soro de um paciente com sifilis.
(objetiva no aumento 100x)
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Figura 2- Correlacao entre niveis de titulacao de reatividade
para o VDRL e a presenca de fendmeno pré-zona nas amostras
analisadas

DISCUSSAO

Estudos soroldgico da infeccdo pelo Treponema pallidum é um
ponto crucial no estudo epidemiolégico, estagio evolutivo, di-
agnostico diferencial e eficacia do tratamento dessa doencga **.
O diagnéstico laboratorial da sifilis deve ser efetuado de
acordo com o estdgio da infeccdo. Na sifilis primdria, a prova
laboratorial de escolha é a demonstracao do Treponema pal-
lidum em amostras das lesdes primarias (protosifiloma) por
microscopia de campo escuro ou apoés a coloracao pela prata
%, Nessa fase, inicialmente o FTA-ABS e posteriormente o
VDRL se positivam depois do surgimento mas, ainda, na vi-
géncia do protosifiloma, com sensibilidade maior para o FTA-
ABS e para o VDRL (85%) e menor no TPHA %79,

Na sifilis secundaria e na sifilis latente recente, todos os tes-
tes soroldégicos (treponémicos ou nao treponémicos) sao
igualmente sensiveis e especificos, alcancando reatividade
em 99% a 100% dos casos, porém na sifilis tardia cai para
70% no VDRL, mantendo-se elevada no FTA-ABS, devendo
desta forma os pacientes com suspeita clinica de sifilis cardi-
ovascular ou neurosifilis serem avaliados através do FTA-
ABS ou outro teste treponémico e nao pelo VDRL 79,

No entanto, a positividade do FTA-ABS pode permanecer pa-
ra o resto da vida do paciente mesmo ap6s o término do trata-
mento em virtude da permanéncia dos anticorpos do tipo IgG
de memoria, razdo pela qual este exame se torna inadequado
para avaliacao da eficdcia do tratamento para sifilis ** 7.
FTA-ABS com resultados falso positivo ocorrem mais rara-
mente que nos testes nao-treponémicos *°. Enquanto no
VDRL resultados falsos negativos estao relacionados a an-
ticorpos formados frente a lipidios do préprio organismo **,
no FTA-ABS eles podem estar relacionados a um sorbente
ineficiente, ou seja, quando nao foram absorvidos todos os
anticorpos anti-treponema sarprofitas, tratando-se, desta
forma, de um erro técnico. Nestes casos, a reacao apresen-
ta-se fracamente reagente ou borderline, devendo nestes
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casos os testes serem repetidos com nova amostra e tam-
bém investigada a presenca de fator reumatéide e de anti-
corpos antinucleares ** .

Resultados falsos positivos para o FTA-ABS também po-
dem ser evidenciados em doencas causadas por espiroque-
tas, tais como na Borrelia (Doenca de Lyme), leptospirose e
febre recidivante * .

Resultados falsos negativos, por sua vez podem ser eviden-
ciados em pacientes imunosuprimidos. Individuos com sifi-
lis co-infectados com o virus da imunodeficiéncia humana
que podem, algumas vezes, retardar o surgimento de uma
reacao positiva no FTA-ABS e também no VDRL ** 1>,

Os testes do VDRL, por sua vez, também podem apresen-
tar-se reativos, mesmo na auséncia da sifilis. Algumas des-
sas situacoes sao permanentes durante toda a vida do indi-
viduo e outras vezes podem ser reativos somente durante
determinado periodo. Dentre as causas permanentes de
reacoes inespecificas, destacam-se as doencas do colage-
no, especialmente o LES, insuficiéncia hepética e cirrose
hepédtica, na lepra e maléaria. Pacientes, especialmente mu-
lheres, com o VDRL permanentemente positivo, podem
preceder meses ou anos as manifestacoes clinicas de do-
encas auto-imunes, como o LES. Dentre as causas transito-
rias, o VDRL pode ser falso reagente apés imunizagodes, no
curso de doencas febris e em alguns casos de gestacoes **.
Ainda com relacdo ao VDRL, na sifilis secundaria a reacao
é quase invariavelmente reagente (98% dos casos) . Al-
guns casos negativos sao raramente evidenciados e o feno6-
meno pro-zona € explicado pela grande quantidade de an-
ticorpos que competem entre si, inibindo a formacao de flo-
cos da suspensao cardiolipinica. Esta afirmativa foi consta-
tada neste trabalho onde, em 8 amostras com fenémeno
pré-zona, observou-se a presenca de elevados titulos de re-
atividade para o VDRL, na maioria deles, quando compa-
radas com os soros analisados sem a presenca do fenome-
no pré-zona os quais apresentaram titulos menores de rea-
tividade para o VDRL na maioria dos casos (Figura 2).
Comparando-se ao FTA-ABS, o VDRL é menos sensivel e
especifico, devendo os seus resultados serem confirmados
pelos testes treponémicos, principalmente, quando existe
suspeita de resultados falsos positivos ou nos casos de so-
ros com baixos titulos de reatividade "*.

No presente artigo, observamos resultados do FTA-ABS
fortemente ou moderadamente reagentes na maioria das
amostras, independentemente dos titulos obtidos pelo
VDRL, sendo, porém, observado uma correlacdo entre
reacoes do tipo boderline e ndo reagentes com baixos titu-
los do VDRL, bem como, na amostra com FTA-ABS negati-
va, confirmando desta forma uma maior sensibilidade do
FTA-ABS quando comparando ao VDRL.

Apesar dessa afirmativa, vale a pena salientar que os tes-
tes ndo-treponémicos, como o VDRL, sdao os métodos mais
adequados para a avaliacao terapéutica da sifilis, em virtu-
de da tendéncia dos titulos das reaginas sifiliticas desapa-
recem rapidamente com a eficdcia do tratamento ** ", fato
nao observado nos teses treponémicos, em especial no
FTA-ABS, em virtude da permanéncia pelo resto da vida
dos anticorpos especificos do tipo IgG anti Treponema pal-
lidum pré-formados na fase ativa da doenca *.

CONCLUSOES

A presenca do fendémeno pré-zona foi detectada pelo
VDRL em 8/40 amostras, estando mais presentes nas amos-
tras com elevados titulos de reatividade.

Resultados do FTA-ABS fortemente ou moderadamente re-
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agentes estavam presentes na maioria dos casos, indepen-
dentemente do titulo obtido pelo VDRL e presencga ou nao
do fenémeno pré-zona, demonstrando dessa forma uma
maior sensibilidade do FTA-ABS em relacao ao VDRL.
Apesar disso, as amostras com resultados do FTA-ABS fra-
camente reagentes ou nao reagentes estarem mais presen-
tes nas amostras com baixos titulos do VDRL.

Estes dados chamam a atencao da importancia do empre-
go de amostras diluidas na realizacao do VDRL como for-
ma de evitar a presenca de resultados falso negativos em
virtude de eventual presenca de fendmeno pré-zona.
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Cromoblastomicose:
Doenca presente na realidade populacional brasileira

Chromoblastomycosis: present disease in brazilian population reality

Evandro Le&o Ribeiro’, Ailton José Soares’, Wesley Magno Ferreira’, Clever Gomes Cardoso,
Plinio Lézaro Faleiro Naves® & Sueli Meira da Silva Dias®

PALAVRAS-CHAVE - Cromoblastomicose, micose subcutdnea

/RESUMO - A cromoblastomicose é uma infeccao localizada crénica da pele e tecido subcutaneo preferencialmente envolvendo mem-
bros inferiores e caracterizada por lesoes geralmente verrucosas. Em muitos casos, as lesoes sao unilaterais e sao causadas por fungos
dematidceos. A doenca € muito comum em regioes tropical e subtropical. Os agentes etiolégicos de cromoblastomicose sao dispersos
no meio ambiente, sendo encontrados no solo e na vegetacao em decomposicao. A infeccao ocorre pela inoculacdo traumatica do fun-
go na pele e a micose é muito prevalecente entre individuos com ocupagoes ao ar livre e que andam descalgos, sendo comum nos ho-
mens. Ainda é uma doenca fungica presente principalmente na populacao rural brasileira.

is still a present fungal disease in the brazilian rural population.
KEYWORDS - Chromoblastomycosis, subcutaneous mycosis

/SUMMARY - The chromoblastomycosis is a chronic localized infection of the skin and subcutaneous tissue most often involving the
limbs and usually characterized by crusted lesions. In most cases, the lesions are unilateral, they are caused by dematiaceous fungi.
The disease is most common in tropical and subtropical regions. The aetiological agents are widespread in the environment, being
found in soil and in the vegetation in decomposition. The infection follows the traumatic inoculation of the fungus into the skin and
the mycosis is most prevalent among individuals with outdoor occupations and those who go barefoot, being common in the men. It

/
~

/

INTRODUCAO

Cromoblastomicose (CBM) é uma infeccao cronica, gra-
nulamotosa da pele e tecido subcutéaneo, decorrente
da implantacao traumatica transcutanea de propagulos de
diversas espécies de fungos pertencentes a familia Dema-
tiaceae’. Essas espécies fungicas caracterizam-se por apre-
sentar pigmentacao escura em sua parede celular, comu-
mente detectada pela presenca de melanina (diidroxinafta-
lenomelanina), sendo assim denominados de fungos escu-
ros ou demacios. O pigmento negro da parede celular fun-
gica dos agentes da CBM, além de favorecer a capacidade
fotoprotetora, permitindo o fungo desenvolve-se em ambi-
entes ensolarados, atua também como um dos fatores
de viruléncia desses elementos fungicos. A sobrevivéncia
de um fungo dematidceo no hospedeiro humano, tido como
um habitat hostil, é favorecido ndo somente pela presenca
de melanina na parede celular, mas também pela ocorrén-
cia de lipidios nessa estrutura celular e a termotolerancia a
370C!,

Nos seres humanos e outros animais, os fungos demacios
induzem a um amplo quadro de micoses, cujos aspectos
clinico-laboratoriais sdo decorrentes das interacoes dina-
micas que se estabelecem entre o agente patogénico e o
hospedeiro. Nesse aspecto cabe ressaltar trés grupos de
doencas: CBM (cromomicose), feohifomicose (micose com
micélio escuro)’ e eumicetoma (tumoracao multifistulosa
com drenagem de graos). Embora mais recentemente esse
leque patogénico tenha ampliado com a constatacao de in-
feccoes por fungos negros associados a quadros de sinusi-
te e fungemias hospitalares. Diante do exposto, ainda é a
CBM a patologia fungica mais relevante dentro do quadro

das doencas infecciosas que compoem o vasto quadro no-
solégico da populacao rural brasileira, devido a sua capa-
cidade de morbidade®.

Sinonimia e aspectos historicos

E micose com ampla sinonimia: Doenca de Carrion, Do-
enca de Fonseca, Doenca de Fonseca-Carrion, Micose de
Pedroso, Cromomicose, "Cromoblastomicose”, “Blastomi-
cose Negra", Pé Musgoso, Espundia, Figueira, Formiguei-
ro, Sunda, Susna, Chapa etc'.

As primeiras descri¢coes dessa enfermidade fungica datam
do inicio do século passado. Em 1911, Pedroso a descreveu
pela primeira vez na cidade de Sao Paulo/Brasil. A segun-
da referéncia é de Medlar e Lane, nos Estados Unidos, com
mencao da espécie Phialophora verrucosa. Doze anos mais
tarde, Fonseca e Ledo apresentaram o género Acroteca.
Em 1936, Negroni fundiu os aspectos morfolégicos de
Acroteca e Hormodendrum e criou o género Fonsecaea.
Uma nova espécie foi descrita em 1936 por Carrion em Por-
to Rico, hoje denominada Fonsecaea compacta. Finalmen-
te, uma nova espécie foi descrita por Trejos, em 1954, Cla-
dosporium carrionii, que tem como particularidade o fato
de ser a Unica espécie que é isolada dos casos australianos
dessa micose.

Da grande quantidade de denominagoes propostas para os
agentes da CBM, temos hoje como elementos patogénicos:
Phialophora verrucosa Medlar, 1915, mais comum nos Es-
tados Unidos e Canadd; Fonsecaea pedrosoi Negroni, 1936
— universal; Fonsecaea compacta — espécie rara, Carrion,
1935; Cladosporium carrionii Trejos, 1954 — Venezuela, Sul
da Africa e Australia e Rhinocladiella aquaspersa — (Borel-
li) Schell, McGinnis et Borelli, 1983°.
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Habitat, ciclo da doenca e epidemiologia
Na natureza, os agentes da CBM vivem saprobioticamente
decompondo a matéria organica proveniente de diversos
substratos oriundos do solo, restos de vegetais, &gua conta-
minada etc. E o contato comumente acidental do homem
com o meio ambiente contaminado com esses fungos que
contribuem para o desencadeamento dessa infeccao fungi-
ca. Essa acao é favorecida principalmente pelas atividades
agricolas que, por ocasidao de macro ou microtraumas na
superficie da pele, é capaz de veicular o agente por meio
de solucao de continuidade epidérmica'. Dentro do tecido
converte sua fase filamentosa em estruturas globosas de
paredes espessas e acastanhadas, por intermédio da capa-
cidade de dimorfismo morfolégico. Essas estruturas sao ar-
redondadas e possuem de 4 a 12 p de diametro, que se
multiplicam por septos ou trabérculas, em um ou dois pla-
nos distintos, diante de uma reacao inflamatoéria, granulo-
matosa e purulenta. Sdo as denominadas células escleroéti-
cas (células muriformes ou fumagédides) observadas em
exame direto com KOH".
Diversos fatores interferem no processo evolutivo da in-
feccdo fuingica. Esses fatores decorrem da interacao entre o
hospedeiro (idade, sexo, suscetibilidade genética, resistén-
cia natural e competéncia imunolégica) e o parasita (grau
de viruléncia, viabilidade e quantidade de indculo). Ressal-
ta-se ainda nessa relacao, o grau de incapacidade digesti-
va das células escleréticas pelos neutréfilos que interagem
diretamente no estabelecimento do processo fingico. Esse
comprometimento imunolégico celular favorece a libe-
racdao de enzimas téxicas que atuam sobre os neutrofilos,
prejudicando a funcionalidade do sistema imunolégico do
individuo infectado*.
A CBM é classificada dentre as micoses subcutaneas. Essa
patologia é de cardter endémico e prevalece basicamente
dentre a populacao rural de zonas de climas tropicais e
subtropicais, acometendo geralmente os membros inferio-
res de maneira unilateral". Trata-se de uma enfermidade
fingica considerada uma doenca ocupacional para a Me-
dicina do Trabalho®. Relatos da micose ocorrem em todo
mundo, entretanto é na ilha de Madagéascar (Oceano Indi-
co/Africa) onde é detectada a maior incidéncia de casos
(1/6.819 habitantes). Com base no censo populacional do
Brasil do ano de 2000, temos uma populacao rural de 31,9
milhoes de habitantes e uma estimativa de acometimento
de CBM de 1/196 mil habitantes, o que levaria a uma de-
teccao dessa micose em aproximadamente 163 mil habi-
tantes (0,51% da populacao rural brasileira) (Tabela 1)*.
Tabela |
Estimativa do nimero de casos de cromoblastomicose
na populacao rural brasileira

Quanto ao sexo, a CBM acomete individuos adultos mas-
culinos numa proporgao de 15/1 caso feminino'. Essa rea-
lidade é decorrente das atividades rurais serem mais exer-
cidas pelos homens e os traumatismos relacionados ao ini-
cio dessa doenca fingica terem como fator principal a la-
butacao com a vegetacao rural, seguindo, em percentuais
muito inferiores, porém, igualitdrios, manuseio de instru-
mentos agricolas e animais e outras causas diversas. Desse
modo, levando ainda em consideracao o censo populacio-
nal rural brasileiro, a idade de 18 anos como faixa etaria
adulta e a proporcdo do ntumero de casos do sexo masculi-
no em relagao ao sexo feminino, terlamos uma estimativa
de 49.941 (0,51%) homens propensos a serem acometidos
por agentes da CBM, dentro da populacao rural masculina
brasileira, para 2.950 (0,03%) mulheres. A CBM é detecta-
da em todas as regides geogréficas brasileiras, destacando-
se em prevaléncia de suposta ocorréncia de casos a regiao
sudeste (Tabela 2).

Tabela Il
Estimativa da prevaléncia de cromoblastomicose por
regiao geografica do Brasil

Grandes Regides Populagéo Estimativa do nimero de casos

e total (%)
Unidades da Federacao

Norte 12.911.170 65.873 (7,60)
Acre 555.882 2.846 (0,33)
Amapa 477.032 2.434 (0,28)
Amazonas 2.817.252 14.374 (1,66)
Para 6.195.965 31.612 (3,65)
Rondénia 1.380.952 7.046 (0,81)
Roraima 324.397 1.655 (0,19)
Tocantins 1.157.690 5.906 (0,68)
Nordeste 47.782.488 243.788 (28,13)
Alagoas 2.827.856 14.428 (1,67)
Bahia 13.085.769 66.764 (7,70)
Ceara 7.431.597 37.916 (4,38)
Maranhao 5.657.552 28.865 (3,33)
Paraiba 3.444.794 17,575 (2,03)
Pernambuco 7.929.154 40.456 (4,67)
Piauf 2.843.428 14.507 (1,67)
Rio Grande do Norte 2.777.509 14.171 (1,63)
Sergipe 1.784.829 9.106 (1,05)
Centro-Oeste 11.638.658 59.381 (6,85)
Distrito Federal 2.051.146 10.465 (1,21)
Goias 5.004.197 25.532 (2,95)
Mato Grosso do Sul 2.078.070 10.602 (1,22)
Mato Grosso 2.505.245 12.782 (1,47)
Sul 25.110.349 128.114(14,78)
Parana 9.564.643 48.799 (5,63)
Rio Grande do Sul 10.187.842 51.975 (6,00)
Santa Catarina 5.357.864 27.336 (3,15)
Sudeste 72.430.194 369.541(42,64)
Espirito Santo 3.097.498 15.803 (1,83)
Minas Gerais 17.905.134 91.353 (10,54)
Rio de Janeiro 14.392.106 3.429 (8,47)
Sé&o Paulo 37.035.456 188.956 (21,80)
Brasil 169.872.859 866.697(100,00)

Grupo de Idade (anos) Numero de habitantes Numero estimativo de casos (%)
Oa4 3.636.893 18.555 (11,38)
5a9 3.788.326 19.328 (11,86)
10a14 3.843.740 19.611 (12,03)
15219 3.548.282 18.103 (11,11)
20a24 2.784.915 14.209 (8,72)
25a29 2.274.887 11.607 (7,12)
30a34 2.118.366 10.809  (6,63)
35a39 1.943.297 9.915 (6,08)
40 a 44 1.638.848 8.361 (5,13)
45 a 49 1.416.505 7.227  (4,43)
50 a 54 1.228.390 6.267 (3,84)
55a59 1.056.156 5.388 (3,31)
60 a 64 886.253 4522 (2,77)
65 a 69 655.536 3.345 (2,05
70a74 489.082 2495 (1,53)
75a79 314.269 1.603 (0,98)
80a84 186.745 953 (0,58)
85a89 93.648 478 (0,30)
90a 94 29.522 151 (0,10)
95299 8.732 44 (0,03)

=100 5.226 27 (0,02)

Total 31.947.618 162.998(100,00)

Censo populacional de 2000 IBGE 2000
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Aspectos clinicos

Observa-se inicialmente no local de implantacao dos agen-
tes da CBM, a presenca de lesao(des) papular(es) de super-
ficie eritematosa e descamativa, podendo gradativamente
aumentar de tamanho. Em seguida, um notédvel polimorfis-
mo clinico é geralmente observado, tendo como tipos bési-
cos de lesao os aspectos: nodular, verrucosa, em placa (in-
filtrativa ou eritematosa), tumoral e cicatricial. Embora ha-
ja o predominio dos tipos verrucoso e tumoral. Essa diver-
sidade polimérfica de lesao por elementos da CMB dificul-
ta um diagnéstico médico preciso, em decorréncia de simi-
laridade clinica com outras entidades de carater dermato-
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légico. Evidenciando assim, a importancia do diagnoéstico
micolégico e histopatolégico para a demonstracdo do
agente etiologico. Trata-se de uma infecgao limitada a epi-
derme e ao tecido subcutaneo. A disseminacao ocorre por
contigliidade, podendo também ser presenciada nos vasos
linfaticos superficiais. A sintomatologia comumente descri-
ta pelos pacientes abrange a sensacao de dor e prurido
(formigueiro)’. A auséncia de um manejo terapéutico ade-
quado favorece o acometimento de infeccao bacteriana se-
cundaria e edema devido a fibrose do tecido celular subcu-
taneo. Relatos de casos de longa evolucdao, que propicia-
ram a conversao da lesao em neoplasia, tém sido também
encontrados na literatura®.

Critérios de descricdo das formas clinicas dessa micose
permitem ainda que as lesoes induzidas pelos fungos da
CBM possam ser agrupadas quanto a gravidade, visando
assim auxiliarem o delineamento da conduta terapéutica a

Tabela Il
Descricao das formas de cromoblastomicose quanto a
gravidade das lesdes

Formas Descricédo
Presenca de lesdo Unica
Leve Tipo nodular ou placa
Diametro inferior a 5 cm
Presenca de lesdo Unica ou maltipla
Tipo nodular, placa ou verruciforme
Em caso de multipla, ocorréncia de um ou inlimeros
tipos de lesdo
Detecgdo em uma ou duas regides cutaneas adjacentes
Diametro inferior a 15 cm
Ocorréncia de leséo (tnica ou multipla, adjacente ou
ndo) com comprometimento de grandes area do
Grave tegumento
Deteccéo de lesdo multipla com associagéo de um ou
varios tipos de lesdes

Moderada

ser aplicada ao paciente (Tabela 3)*°.

Mesmo diante da diversidade de agentes da CBM, as ma-
nifestacdes clinicas caracterizam-se, comumente, por se-
rem semelhantes e terem aspectos teciduais idénticos.
Diagnéstico

O diagnéstico presuntivo é decorrente da interacao das ca-
racteristicas clinicas e epidemioldgicas apresentadas pelo
paciente. Essa avaliacao deve ser ratificada pela presenca
de células muriformes no exame micolégico direto e/ou
histopatoldégico. A coleta do material biolégico deve ser re-
alizada na 4rea lesional rica em pontos negros. Tais pontos
escuros compreendem pequenas crostas sero-hematicas
que recobrem o 6stio de microfistulas que conduzem os pa-
rasitas de regioes mais profundas a superficie por um me-
canismo de eliminacéo transepitelial. Ocorréncia de outras
estruturas pigmentadas pode ser presenciada como ele-
mentos globosos, unisseptados ou nao, comumente agru-
pados. Ocasionalmente, hifas escuras e septadas sao ob-
servadas na superficie epidérmica das lesoes’. O diagnoés-
tico micolégico completa-se pelo isolamento do fungo em
meio de cultura dgar Sabouraud com acréscimo de antibi-
6ticos (penicilina e estreptomicina) ou meio de agar Cza-
peck, evidenciando geralmente colonias filamentosas ver-
de escuras e a identificacao das espécies se da pela obser-
vacao das caracteristicas microscépicas dos elementos de
frutificacao dos agentes da CBM. Tais elementos compre-
endem os tipos: a) Cladosporium: estruturas fingicas (coni-
diéforos) que formam cadeias de conidios e que se ramifi-
cam através de brotamento apical, que dependendo do ta-
manho e da densidade de suas cadeias permitem a diferen-
ciacao das espécies; b) Phialophora: estruturas em forma
de jarro (fidlides), formadas ao longo das hifas e que se ori-
ginam os conidios, ficando dispostos de forma aglomerada
na parte superior das fidlides e c) Rhinocladiella: estruturas
alongadas (conidi6foros), geradas ao longo das hifas, for-
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mando conidios ovais, que se localizam na extremidade su-
perior (acroteca) e nos lados desses conidiéforos’. Imunolo-
gicamente, ndo hd até o presente momento, testes sorolé-
gicos padronizados que permitam seu emprego como mé-
todo de diagnoéstico que venham a auxiliar as condutas dos
procedimentos terapéuticos®.

Uma resposta inflamatéria de padrao misto e de natureza
supurativa e granulomatosa sao presenciadas em nivel teci-
dual diante do parasitismo causado pelos os agentes da
CBM. Embora a reacao tissular seja inespecifica, pode ser
observada em outras infec¢oes micéticas subcutaneas (es-
porotricose) e sistémicas (paracoccidiodomicose, blastomi-
cose e coccidioidomicose). Hiperplasia pseudoepiteliomato-
sa ou a acantose e, ocasionalmente, hiperceratose e absces-
sos queratinoliticos, caracterizam os aspectos histolégicos
que podem ser detectados na epiderme de individuos aco-
metidos de CBM. Todavia na derme, o infiltrado inflamato-
rio contém nédulos granulomatosos confluentes, compostos
por células epitelidides e células gigantes do tipo Langhans
e de corpo estranho. Os processos granulomatosos, comu-
mente, contém neutroéfilos e restos celulares nos microab-
cessos observados. Deteccao de células muriformes e outras
formas parasitdrias podem ser encontras no interior das cé-
lulas gigantes ou fora dessas estruturas celulares®.
Diagnéstico Diferencial

E o grande polimorfismo apresentado pelas lesdes de CBM
nos pacientes que induzem a necessidade de diferencié-las
quanto a natureza dos diversos processos cutaneos infecci-
osos e nao-infecciosos. Com relacao, as patologias nao in-
fecciosas, as neoplasias sdo os principais diagnésticos dife-
renciais de CBM, além da sarcoidose e da psoriase. Toda-
via, entre as enfermidades infecciosas, cabe destacar no
campo da microbiologia e parasitologia humanas: as verru-
gas e os papilomas virais, a tuberculose cutanea e demais
outras micobacterioses, hanseniase e as formas verrucosas
de leishmaniose cutdnea. De maneira toda singular, outras
micoses, que devem ser diferenciadas pelo aspecto similar
que apresentam, sao: esporotricose, micetomas, lobomico-
se e feohifomicose entre as doencas fungicas de natureza
subcutaneas e paracoccidioidomicose, histoplasmose, blas-
tomicose norte americana e coccidioidomicose entre as mi-
coses profundas ou sistémicas.

Tratamento

A CBM é uma das micoses mais recalcitrantes em termos de
tratamento. A terapia € longa e podem ocorrer recidivas,
em alguns casos, dependendo da situacao clinica e da ex-
tensdo das lesdes, os procedimentos terapéuticos podem
variar. Portanto, cabe ao médico assistente escolher o trata-
mento adequado, utilizando-se de técnicas terapéuticas e
do elenco de drogas antifingicas dispostas atualmente no
mercado. As lesdes iniciais especificas devem, quando pos-
sivel, ser tratadas por exérese cirurgica. Para as lesoes irres-
secaveis, a terapéutica é efetuada com o emprego de dro-
gas antifingicas, cujo sucesso depende principalmente da
gravidade das manifestacoes clinicas e da aplicacdo de cri-
térios de cura para interrupcao do tratamento®. Assim, faz-
se uso ainda de iodeto de potassio ou de s6dio, anfotericina
B, 5-fluocitosina, itraconazol, vitamina D- intralesional ou
oral e tiabendazol, vinculado ou nao a outro métodos de tra-
tamento como, por exemplo, eletrocoagulacao, termotera-
pia (42-45°C) e crioterapia’. No entanto, em lesdes mais ex-
tensas, a utilizacao de medidas medicamentosas impoe-se
como conduta basica. Nessa perspectiva, a fluocitosina
(100-150 mg/Kg/dia) é a droga de escolha, observando-se
uma remissao rapida dos casos. Entretanto, nao raro, obser-
va-se o aparecimento de recidivas ou de resisténcia secun-
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daria. Dessa forma, deve-se sempre que possivel associar a
fluocitosina a outras drogas, como, por exemplo, anfoterici-
na B [anfotericina B (50 mg/dia) + fluocitosina (70-100
mg/Kg/dia), por um periodo de 3 a 4 meses], tiabendazol
[tiabendazol (1g/dia) + fluocitosina (3g/dia), por 6 a 12 me-
ses| e itraconazol [itraconazol (200mg/dia) + fluocitosina
(100mg/Kg/dia), durante 6 meses]*.

E importante frisar ainda que medidas terapéuticas visando
combater as infeccoes secundarias, geralmente bacteria-
nas, devem ser preconizadas com a utilizacao de antibioti-
coterapia ou com medidas antissépticas topicas (Tabela 4).

Tabela IV
Critérios de cura em cromoblastomicose
Critérios Descrigdo
Desaparecimento de odor e prurido
Clinico Cicatrizacdo completa de todas as lesdes
Auseéncia de fungos no exame direto com KOH
Micoldgico Né&o houve crescimento de agente em meio de cultura apropriado
Auséncia de formas parasitarias no tecido
Atrofia da epiderme
Patoldgico Desaparecimento de granulomas e microabcessos
Substituicdo do inflitrado granulamatoso por inflamacéo cronica e fibrose

CONCLUSAO

A CBM continua sendo uma micose subcutanea de rele-
vancia na Saude Publica no Pais. Assim sendo, se faz ne-
cessdria a continuidade de pesquisas nessa drea para que
se compreenda melhor o mecanismo de patogenicidade
desses fungos e defesa imunolégica do paciente.
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Parasitismo intestinal em indios da reserva indigena
Rio das Cobras*

Intestinal parasitism in indians of the reservation indigenous Rio das Cobras

Josimara Gilio'; Sénia de Lucena Mioranza® & Maria das Gracas Marciano Hirata Takizawa®

~

RESUMO - Os parasitas intestinais infectam mais da metade da populacao mundial, sendo mais prevalentes nas regiées pobres. Sa-
be-se que o ambiente das aldeias é altamente propicio a disseminacdo das parasitoses devido aos maus habitos de higiene, falta de
infra-estrutura, saneamento basico, hdbitos culturais, entre outros. O objetivo deste trabalho foi verificar a incidéncia das parasitoses
nos indigenas da Reserva Rio das Cobras, municipio de Nova Laranjeiras-PR. Foram realizados exames coproparasitolégicos em 59
indios, com faixa etaria entre 0 a 20 anos, de ambos os sexos, empregando-se as metodologias de Hoffmann, Pons & Janner e Ritchie
para verificar a ocorréncia de parasitos na amostra. Os resultados revelaram 69,5% de parasitismo na populacdo. Os parasitos mais
freqiientes foram: Ascaris Iumbricoides (36,5%), Entamoeba coli (36,5%), Hymenolepis nana (24,4%), Giardia lamblia (22,0%), Enta-
moeba histolytica/dispar (19,5%), Endolimax nana (19,5%) e Trichuris trichiura (17,0%). Neste estudo o grupo etdrio predominante foi
o infantil, onde 95% dos exames realizados eram de criancas. A alta incidéncia de parasitos entre os indigenas desta aldeia (69,5%),
é justificada, pois estes individuos possuem uma maior suscetibilidade as infec¢oes parasitarias, uma vez que habitam em con-
di¢oes inadequadas, tém contato continuo com ambiente altamente contaminado, sem dgua potavel e sem condi¢oes higiénicos-sani-
tarias minimas.

\PALAVRAS-CHAVE - indios, enteroparasitas, doenca parasitaria J

/e SUMMARY - The intestinal parasites infect more of the half of the world population, being more prevalentes in the poor areas. It is\
known that the atmosphere of the villages is highly favorable the spread of the parasitoses due to the bad hygiene habits, infrastruc-
ture lack, basic sanitation, cultural habits, among others. The objective of this work was to verify the incidence of the parasitoses in
the natives of the Reservation Rio das Cobras, municipal district of Nova Laranjeiras-PR.. Parasitologics exams were accomplished in
59 Indians, with age group among 0 to 20 years, of both sexes, being used the methodologies of Hoffmann, Pons & Janner and Rit-
chie to verify the occurrence of parasites in the sample. The results revealed 69,5% of parasitism in the population. The most frequent
parasites were: Ascaris lumbricoides (36,5%), Entamoeba coli (36,5%), Hymenolepis nana (24,4%), Giardia lamblia (22,0%), Entamo-
eba histolytica/dispar (19,5%), Endolimax nana (19,5%) and Trichuris trichiura (17,0%). In this study the predominant age group was
the infantile, where 95% of the accomplished exams belonged to children. The high incidence of parasites among the natives of this
village (69,5%), it is justified, because these individuals possess a larger susceptibility to the parasitic infections, once they inhabit in
inadequate conditions, they have continuous contact with highly polluted atmosphere, without drinking water and without minimum
hygienic-sanitary conditions.

KEYWORDS - Indians, enteroparasites, parasitic disease J

gangs ao Macro-Jé. Mas como a populacao de indios Kain-
gang é maior, a lingua mais falada na terra indigena é a
Kaingang (FUNAI 2003).

O interesse de realizar um estudo, com os indigenas do al-
deamento Trevo da reserva indigena Rio das Cobras, sur-
giu em virtude de haver poucos estudos com os amerindi-
os, especialmente no Parand, e os que existem relatam
grandes indices de parasitismo intestinal nestes povos. E
também, pelo mesmo apresentar um grande numero de
habitantes, as condi¢coées de moradia e subsisténcia serem
mais precdrias em relacao aos outros 11 aldeamentos que
constituem a Reserva e estarem em zona de risco devido a
localizacao as margens da rodovia federal BR-277. O obje-
tivo deste estudo foi verificar a incidéncia de parasitoses
intestinais nos indios da reserva indigena Rio das Cobras,
municipio de Nova Laranjeiras-PR.

Segundo LINHARES (1992), dados sobre a ocorréncia de
enteroparasitoses entre indigenas sdo escassos, embora
configurem a sua relevancia na origem dos quadros de
gastroenterite aguda ou cronica. De uma maneira geral,
tanto a transmissao direta como a indireta decorre da con-
taminacao fecal do meio ambiente, condicao que prevale-
ce amplamente nas aldeias.

INTRODUCAO

egundo a FUNASA - Fundacéao Nacional de Satde, no

Brasil vivem cidadaos que compartilham indices de
saude assustadores até para os baixos padrdes nacionais.
S6 no ano de 2001, foram registrados 88 mil casos de in-
feccoes intestinais e 87 mil de parasitoses entre os 374 mil
indios brasileiros. A taxa de mortalidade infantil nas trés
mil aldeias do pais é de 56 6bitos em mil nascimentos, sen-
do muito acima da média brasileira que é de 29 por mil. A
incidéncia de maldria entre os indigenas é 10 vezes maior
que a taxa nacional (GARDA, 2002).
Existem no estado do Parana aproximadamente 9015 indi-
genas, habitando cerca de 82.264,30 hectares de terra. Es-
ta drea estad distribuida em 17 terras abrigando as etnias
Kaingang, Guarani e remanescentes do grupo Xeta (GO-
VERNO DO PARANA, 2003).
A reserva indigena Rio das Cobras possui uma drea de
18.681.9806 hectares, sendo a maior do Estado, onde vive
uma populacao de 3.150 indios, das etnias Kaingang, Gua-
rani e remanescentes do povo Xetd. Os meios de subsistén-
cia desta reserva sao: confeccao e vendas de artesanato, la-
vouras familiares e comunitdrias de milho, feijao, mandio-

ca, batata, soja, arroz e pecuaria. Cada etnia possui sua lin-
gua e costumes proprios e totalmente diferenciados, os
Guaranis pertencem ao tronco Tupi Guarani e os Kain-

Situacao potencialmente grave foi registrada por CONFA-
LONIERI et al. apud LINHARES, 1992, entre os indios Ya-
nomami, na Serra das Surucucus, estado de Roraima. Entre
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outros achados, registrou-se a ocorréncia de E. histolyti-
ca/dispar em 12 (40%), das 30 amostras de fezes analisadas.
Estudo realizado por WIEBBELLING (2002), em indios
Mby4-Guarani da aldeia Cantagalo, no municipio de Vi-
amao-RS, apresentou os seguintes dados: das 82 amostras
analisadas, 56 (69,5%) estavam parasitadas e 87,5% das ca-
sas possuiam estrutura de taquara e cobertura com lona
pléstica.

De acordo com FONTBONNE et al (2001), foram realiza-
dos exames coprolégicos em 417 pessoas de uma comu-
nidade indigena de Pernambuco, os resultados consta-
taram uma incidéncia de 82,4% de amebiase, 51,2 % de
ascaridiase e 62,0% de giardiase.

MIRANDA, XAVIER e MENEZES (1998) em um estudo
na aldeia indigena Parakana em 1995, no Pard, encon-
trou uma freqiiéncia de parasitismo por Ascaris lumbri-
coides de 37,9%. A alta prevaléncia pela espécie A. lum-
bricoides tem sido evidenciado em estudos tanto em co-
munidades indigenas, como em ndao indigenas; isto pode
ser observado no trabalho de MACEDO, COSTA e AL-
MEIDA (1999), que trata do parasitismo por Ascaris lum-
bricoides em criancas menores de dois anos, no estado
do Rio de Janeiro. As prevaléncias de infeccdao por A.
lumbricoides observadas foram 3,3% em criancas meno-
res de 12 meses, 30,7 % para as criancas com 12 meses de
idade e 42,3% para as maes. Ressaltando a necessidade
de aprofundamento na investigacao desta parasitose
também na populacao materno-infantil.

FERRARI et al (1992), realizou exames coproparasitol6-
gicos em indios Karitiana, estado de Rondoénia e encon-
trou parasitas intestinais em 38,7% das amostras, sendo
o Ascaris lumbricoides o parasita mais prevalente
(18,9%), sugerindo uma distribuicao super dispersa das
cargas parasitdrias na populacao hospedeira.

MATERIAIS E METODOS

No periodo compreendido entre maio e setembro/2003,
na aldeia denominada Trevo, dentre as doze existentes
nesta area indigena, foram realizados exames copropa-
rasitol6-gicos em 59 indios, com faixa etdria entre 0 a 20
anos, de ambos os sexos, empregando-se as metodolo-
gias de Hoffmann, Pons & Janner e Ritchie (NEVES et al,
2000) para verificar a ocorréncia de parasitos na amostra.
As amostras fecais obtidas para andlise parasitolégica fo-
ram coletadas em frascos coletores apropriados, conten-
do conservante formol 10%. Foram feitas duas anélises: a
macroscéopica e a microscoépica. Na primeira observou-se
a consisténcia, coloracao e o aspecto do material fecal.
Na Segunda foi realizada a pesquisa de parasitos pelos
métodos supracitados.

Através de observacao in loco do local onde os indios vi-
viam e trabalhavam, bem como através da aplicacao de
questiondrio (quadro 1) foi possivel constatar aspectos
importantes relacionados ao modo de vida desta comuni-
dade. Entre outros podemos citar: tipo de casa, energia
elétrica, 4gua consumida e destino do lixo.

194

RESULTADOS
TIPO DE CASA n
Tijolo 0
Taipa revestida 0
Taipa néo revestida 26
Madeira 0
Material aproveitado 86
Nudmero de comodos lou2
Total de casas 112
ENERGIA ELETRICA
Sem energia 112
TRATAMENTO DA AGUA NO DOMICILIO
Filtracdo 0
Fervura 0
Cloragéo 0
Sem tratamento 112
ABASTECIMENTO DE AGUA
Rede geral 0
Poco ou nascente 112
Outros 0
DESTINO DE FEZES E URINA
Sistema de esgoto 0
Fossa
Céu aberto 112
DESTINO DO LIXO
Coletado 0
Queimado/Enterrado 112
Céu aberto 0

Quadro 1- Condi¢oes de habitacao na aldeia Rio das Cobras
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Grafico 1 - Incidéncia de enteroparasitismo entre os indigenas
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Grafico 2 - Frequiéncia de mono e poliparasitismo
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Grafico 3 - Ocorréncia de protozoarios e helmintos
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Grafico 4 - Agentes parasitarios encontrados na amostra

Tabela |
Aspecto macroscépico da matéria fecal

Resultado das Consisténcia das fezes Coloracéo das fezes

amostras (59) Sélidas ou Liquidas Castanho-parda Outras*
Semisdlidas
Positivos (41) 82,7% 17,3% 90,2% 9,8%
Negativos (18) 72,2% 27,8% 72,2% 27,8%
* Lientérica, amarelada ou melénica
DISCUSSAO

Como mostra o grafico 1, a alta incidéncia de parasitos
(69,5%) era esperada devido a inexisténcia de tratamento
de dgua e de saneamento basico, tendo a maioria das ca-
sas estrutura de materiais reaproveitados - papelao, plasti-
co, lona, palha, etc., o que deixa os indigenas mais expos-
tos e vulnerdveis a contaminacao ambiental, também no
seu local de trabalho as margens da rodovia ao confeccio-
narem produtos artesanais para subsisténcia.

Os individuos infestados apresentaram alta incidéncia de
poliparasitismo (70,7 %), conforme o grafico 2. Entre as es-
pécies patogénicas, havia maior associacao de Ascaris Ium-
bricoides e Trichuris trichiura (28,6%). Esta associacao é
freqliiente e relatada em diversos trabalhos, pois as con-
dicdes ambientais requeridas para o desenvolvimento do
Ascaris lumbricoides sao as mesmas que para o Trichuris
trichiura (oxigénio, temperatura em torno de 28-32°C, solo
arenoso e umidade alta — acima de 80%).

Analisando-se o grafico 3, notou-se que a freqiiéncia de
protozodrios (51,5%) e de helmintos (48,5%) foi pratica-
mente a mesma, enfatizando que a contaminacao nao é s6
devida as baixas condicdes higiénicas, solo contaminado,
auséncia de fossas sanitdrias, como também pela trans-
missao interpessoal e 4gua contaminada.

O gréfico 4 revelou que 36,5% encontravam-se parasitados
por Ascaris lumbricoides e Entamoeba coli, 24,4% por
Hymenolepis nana, 22% pela Giardia lamblia, 19,5% pela
Entamoeba histolytica/dispar e Endolimax nana, 17% pelo

Trichuris trichiura, 4,9% pelo Ancylostomideo sp. e
Strongyloides stercoralis e 2,4% pelo lodamoeba butschilii.
A maioria dos individuos nao apresentou alteragdes na co-
loracao e consisténcia das fezes mesmo infestados por hel-
mintos ou protozodrios, podendo-se sugerir que 0os mesmos
sejam portadores assintomaticos.

O estudo apresentado revelou a necessidade da implan-
tacao de medidas governamentais voltadas para as comu-
nidades indigenas a fim de que as mesmas possam exercer
melhor a sua cidadania através da melhoria da sua quali-
dade de vida.
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Uso do teste com cloridrato de trifenil tetrazolio (CTT)
para deteccao de bacteriuria sintomatica e assintomatica
Use of the triphenil tetrazolium chloride (TTC) test to detect symptomatic and

asymptomatic bacteriuria

Tatiana Zampiero Ramos'’; Elisabeth Loshchagin Pizzolitto®® & Antonio Carlos Pizzolitto®*

/RESUMO - A infeccao do trato urindrio é geralmente definida como a presenca de 10° ou mais UFC/mL de urina, obtida sem conta-
minacao, na presenca ou nao de sintomatologia. E um grande problema clinico, especialmente entre as mulheres adultas. Usando mé-
todos convencionais, o diagndstico laboratorial dessas infec¢oes é caro, consome muito tempo e é trabalhoso. Ha necessidade de se
obter um teste simples capaz de detectar numeros significantes de bactérias na urina. Com este objetivo, pretendeu-se reavaliar o tes-
te com cloridrato de trifenil tetrazoélio (CTT). Os resultados mostraram que o teste apresentou 84,3% de sensibilidade, 96,5% de espe-
cificidade, VPP (valor preditivo positivo) 94,6% e VPN (valor preditivo negativo) 96,7%. Esse teste pode, entao, ser utilizado como mé-
todo de triagem, principalmente em programas de prevencao, para detectar bacteritria assintomatica em gestantes, criancas e idosos.
PALAVRAS-CHAVE - bacteritria, diagnéstico laboratorial, cloridrato de trifenil tetrazélio. Y,

/SUMMARY - Urinary tract infection is generally defined as the presence of 10° or more CFU/mL in the urine, revealed without con-
tamination, with or without symptoms. Urinary infection is a major clinical problem especially among adult women. Using conventio-
nal methods, laboratory examination of urine is expensive, time-consuming and labour-intensive. The need for a simple test capable
of detecting significant numbers of bacteria in the urine is well established. With this goal, we reevaluate the triphenil tetrazolium
chloride (TTC) test. The results show that the test has sensitivity 84.3%, specificity 96.5%, PPV (positive predictive value) 94.6% and
NPV (negative predictive value) 96.7%. The TTC test can be use as a laboratory trial, especially in health care programs, to detect as-

ymptomatic bacteriuria of pregnancy, children and elderly.

KEYWORDS - bacteriuria, laboratory examination, triphenil tetrazolium chloride Y,

INTRODUGAO

infeccdo do trato urinario (ITU) é uma das doencas

mais frequiientes na populacao. Cerca de 3 a 4% das
consultas médicas anuais em mulheres nos EUA sao devi-
das as queixas de disturia, urgéncia e freqiiéncia miccional.
Em aproximadamente 80% destes casos, sao realizados
exames laboratoriais e prescritos antimicrobianos®. Aproxi-
madamente 48% das mulheres apresentam, pelo menos,
um episédio de ITU ao longo da vida'.
As ITU sao comumente causadas por bacilos Gram-negati-
vos e resultam da ascensao de microrganismos da uretra pa-
ra a bexiga e da bexiga para os rins. Escherichia coli é res-
ponsavel por 75 a 85% dessas infecgoes, em todos os perio-
dos da vida, independentemente da populacao estudada®.
A cultura quantitativa de urina é o método padrao para a
andlise da ITU"", porém, este é um método caro e trabalho-
so”. Esforcos tém sido feitos para encontrar um teste sim-
ples, que possibilite o exame de varias amostras de urina,
mais facilmente’.
Pessoas idosas, mulheres grdvidas e criancas apresentam in-
feccoes assintomaticas, que sao detectadas apenas pela rea-
lizacdo de culturas das amostras de urina no laboratoério. Is-
to se torna importante, pois o desconhecimento do estado de
portador destes individuos pode levar futuramente a lesao
renal crénica e/ou naqueles submetidos a instrumentacao
do trato urinério, a bacteritria pode levar a bacteriemia'.
A prevaléncia da bacteritria assintomatica é de até 10% na
gravidez, podendo ser observada durante toda a gestacao.
Uma ampla faixa, 25 a 57%, destas bacteritirias néao trata-
das podem evoluir para infeccdo sintomatica, inclusive pi-
elonefrite, devido a dilatacao fisiolégica do ureter facilitan-
do o refluxo’. A ITU na infadncia permanece sub-diagnosti-

cada e, conseqiientemente, é causa de lesdo renal, hiper-
tensao e até mesmo faléncia renal’.

Devido a esses fatos, existe a necessidade do desenvolvimen-
to de servicos de saude para aumentar a detecgao da ITU.
Embora a urocultura seja importante para o diagnéstico labo-
ratorial das ITU, é de grande interesse a utilizacdo de outros
métodos que tenham um resultado mais rdpido, com maior
praticidade e economia e que possam contribuir para com es-
sa mesma finalidade”. Para isso, podem ser utilizados testes
de triagem, entre os quais uma opc¢ao seria a utilizacao do
teste com cloridrato de 2,3,5 trifenil tetrazo6lio (CTT).

O teste com CTT foi relatado por Simmons e Williams",
mostrando que este foi capaz de detectar 85% das urinas
contendo mais de 10° UFC/mL, sendo o reagente comerci-
al utilizado na forma soélida, como tabletes, e sem especifi-
cacao da concentracao utilizada'.

No presente trabalho, a proposta é reavaliar o teste, apenas
com modificacao da forma do reagente, sendo o CTT usa-
do em solucao; além de fornecer dados epidemiolégicos a
respeito da ITU em pacientes que utilizam o Centro de Re-
feréncia Diagnéstica (CRD) do Nucleo de Atendimento a
Comunidade (NAC) da Faculdade de Ciéncias Farmacéu-
ticas do Campus de Araraquara/SP - UNESP.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidas 458 amostras de urina, colhidas apés antis-
sepsia, do jato médio urindrio ou por meio de saco coletor,
de pacientes que vieram ao Centro de Referéncia Diagnoés-
tica (CRD) com pedido médico para realizagao de urocultu-
ra, durante o periodo de agosto de 2004 a janeiro de 2005.
As uroculturas foram realizadas em laminocultivo URILAB
(Laborclin), que contém os meios de cultura dgar CLED e
dgar MacConkey e incubadas em estufa bacteriolégica a
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35-37°C, durante 18-24h. Ap6s a incubacao, o crescimento
foi analisado segundo o gabarito fornecido pelo fabricante.
Contagens de 10° ou mais UFC/mL de uma unica espécie
de microrganismo foram consideradas positivas.

Nas uroculturas consideradas positivas, os microrganismos
isolados foram identificados segundo a metodologia aplica-
da no Laboratério de Microbiologia Clinica do Centro de
Referéncia Diagnéstica (CRD).

O teste com CTT (Mallinckrodt) foi realizado concomitan-
temente com a urocultura. Aliquotas de quatro mL de cada
amostra de urina foram incubadas com um mL da solucao
aquosa estéril de CTT a 1,0% em estufa bacteriolégica a
35-37°C, durante quatro horas. Apés esse periodo, foram
feitas leituras para a verificacao da formacao de um preci-
pitado vermelho ou da coloracao vermelha da mistura no
tubo, que indica teste positivo para a presenca de 10° ou
mais UFC/mL. Os resultados obtidos foram comparados
com os resultados da urocultura para avaliacao do teste.
Para a avaliacdao da qualidade diagndstica do teste com
CTT, empregado nesse estudo, foram estabelecidos os pa-
rametros de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), de acordo
com as equacdes definidas por Ferreira e Avila®.

RESULTADOS

Do total de 458 uroculturas realizadas, 70 (15%) foram con-
sideradas positivas e 388 (85%) foram consideradas nega-
tivas. Na Tabela 1 observamos que a porcentagem de pa-
cientes mulheres é maior tanto entre as culturas positivas
como entre as negativas. A Tabela 2 mostra que a maioria
dos pacientes atendidos eram gestantes.

Tabela |
Pacientes atendidos
PACIENTES UROCULTURAS POSITIVAS UROCULTURAS NEGATIVAS
Ne % Ne %
HOMENS 9 13 48 12
MULHERES 61 87 340 88
TOTAL 70 100 388 100

Tabela Il
Porcentagem de gestantes e nao gestantes, entre um
total de 401 mulheres atendidas

PACIENTES UROCULTURAS POSITIVAS UROCULTURAS NEGATIVAS
N° % N° %
NAO GESTANTES 30 49 137 40
GESTANTES 31 51 203 60
TOTAL 61 100 340 100

Na Tabela 3, observamos a freqiiéncia dos microrganismos
isolados das 70 uroculturas positivas, sendo que Escheri-
chia coli foi isolada em 71,4% das uroculturas.

Tabela Il
Microrganismos isolados das 70 uroculturas positivas.
MICRORGANISMO ISOLADO Ne %
E. coli 50 71,4
Staphylococcus coagulase negativa 6 8,6
Enterobacter sp. 5 7,1
Enterococcus sp. 3 43
Providencia sp. 2 2,9
Citrobacter freundii 1 1,4
Proteus penneri 1 1,4
Pseudomonas aeruginosa 1 14
Acinetobacter baumannii 1 14
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As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados do teste com CTT,
que foi capaz de identificar 81,4% das uroculturas positivas.
Nos 13 testes negativos em 4 horas, com cultura positiva, os
microrganismos isolados e identificados foram: Escherichia
coli (6), Staphylococcus coagulase negativa (2), Citrobacter
freundii (1), Providencia sp. (1), Proteus penneri (1), Pseudo-
monas aeruginosa (1) e Acinetobacter baumanni (1).

Tabela IV
Representacao dos resultados do teste com TTC, nos
casos com urocultura positiva

RESULTADO N° %
CULTIVO+e TTC + 57 81,4
CULTIVO+e TTC - 13 18,6

TOTAL 70 100
Tabela V

Representacao dos resultados do teste com TTC, nos
casos com urocultura negativa

RESULTADO Ne %
CULTIVO -e TTC - 384 99
CULTIVO -eTTC + 4 1

TOTAL 388 100

Quanto a qualidade diagnéstica do teste, os valores obtidos
foram: 84,3% de sensibilidade, 96,5% de especificidade,
VPP 94,6% e VPN 96,7%.

DISCUSSAO

A infeccdo urindria é a infeccdo de origem bacteriana mais
freqiiente na populacao e a urocultura é um dos exames
mais solicitados ao laboratério de Microbiologia Clinica.
Segundo a literatura, Escherichia coli é o microrganismo
responsavel pela maioria das ITU®, dado confirmado neste
estudo, onde esta bactéria foi isolada em 71,4% das cultu-
ras consideradas positivas.

No presente trabalho, 87,14% dos pacientes com infeccao
urindria eram mulheres, sendo 51,0% gestantes. ITU em
gravidez estd relacionada a diversos fatores como: maior
indice de prematuridade, baixo peso e mortalidade perina-
tal, além de maior morbidade materna®.

Classicamente, o diagnéstico laboratorial das infec¢oes do
trato urindrio pode ser realizado por meio da urocultura''.
Métodos de triagem, como tiras reativas ou o teste com
CTT podem ser empregados para a andlise de amostras de
urina com um custo menor do que a urocultura. Optamos
pela realizacao do teste com CTT com o reagente em so-
lucao aquosa a 1,0%. Essa concentracao foi escolhida com
base na literatura, onde esse composto é utilizado para ou-
tras finalidades'. O CTT é incolor na forma oxidada e ver-
melho quando reduzido. Microrganismos vivos reduzem o
CTT por acdo enzimética, originando trifenil formazan, o
qual é mantido dentro de granulos nas células, as quais se
tornam vermelhas®.

A avaliacao de Simmons e Williams' mostrou que em mu-
itos laboratérios esse teste foi capaz de detectar 85% das
urinas contendo mais de 10° UFC/mL, dado confirmado
nesta pesquisa, onde o teste foi capaz de detectar 81,5%
das urinas consideradas positivas.

Segundo Cordova et al.? o teste com CTT possui indice de
sensibilidade de 75,72%, VPP de 78,80% e VPN de
56,52%. Os valores obtidos em nosso estudo, com o rea-
gente em solugao, foram superiores: 84,3% de sensibilida-
de, 96,5% de especificidade, VPP 94,6% e VPN 96,7%.
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Alguns fatores, como pH, temperatura, luz e concentracao
do corante interferem na reducao do CTT, sendo esta mais
intensa em pH alcalino". O CTT também pode ser deleté-
rio para muitos microrganismos®. Obtive-se quatro resulta-
dos falso-positivos, que podem ser explicados pela pre-
senca de mais de uma espécie bacteriana na urina, com
contagem total de 10° UFC/mL. A urina alcalina foi impli-
cada como um fator para resultados falso-positivos por
Cordova et al.’. Entretanto, essa informacao nao pode ser
confirmada, pois todas as urinas analisadas apresentaram
pH entre 5,5 e 7,0.

Obteve-se 13 resultados falso-negativos, sendo que em
46,0% dos casos a bactéria isolada em cultura foi E. coli.
Simmons e Williams atribuem resultados falso-negativos a
presenca de antibiéticos na urina, e indicam o pH e a os-
molaridade da urina como fatores que influenciam a sensi-
bilidade do teste’. Neste estudo, nenhum dos pacientes re-
latou estar fazendo uso de antimicrobianos. Segundo Cor-
dova et al’, a presenca de agentes redutores na urina po-
dem destruir completamente a molécula de CTT, néo per-
mitindo o aparecimento de coloragao.

Apesar da cultura quantitativa de urina ser considerada o
método padrao para a andlise da ITU, ela consome muito
tempo e é cara. O teste com CTT avaliado neste trabalho
apresenta bons indices de sensibilidade, especificidade,
VPP e VPN, além de ser de facil execucao, podendo ser uti-
lizado como método de triagem para deteccao de pacien-
tes assintomadticos em grupos que necessitem de acompa-
nhamento, como gestantes, criancas e idosos; bem como o
acompanhamento pacientes com infeccdes cronicas ou em
tratamento.
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Avaliacao da dosagem de interleucina-5 e imunoglo-
bulina e em pacientes com giardiase com ou
sem eosinofilia

Evaluation of dosage of interleucina-5 and immunoglobulin e in patients with giardiase with or
without eosinophilia
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RESUMO - Giardiase é uma protozoose intestinal causada por Giardia lamblia. A eosinofilia (> 500/mm?) nas parasitoses é geralmen-
te encontrada nas infec¢oes por nematédeos e raramente é referida na literatura em relacao a infeccao por G. lamblia. Este estudo foi
desenhado a fim de determinar a relacdo entre IL-5 e presenca de eosinofilia em criancas e adolescentes com giardiase. Foram sele-
cionadas 38 criancas e adolescentes na faixa etaria de 0-18 anos portando exclusivamente G. lamblia e 32 criancas e adolescentes sau-
daveis como controles. Foram excluidas nesta fase do projeto pacientes portadoras de outros parasitas. No momento da entrega do
material fecal era coletado sangue para a realizacdo do hemograma, dosagem da IgE e IL-5. A casuistica foi dividida em 3 grupos.
Grupol: portadores de giardiase e eosinofilia (N: 20), Grupo 2: portadores de giardiase sem eosinofilia (N:18) e Grupo 3: pacientes
com auséncia de parasitose (N:32). Resultados: Nos casos de giardiase, 52.6% apresentaram eosinofilia. Grupo 1: 100% (20/20) apre-
sentaram uma IgE elevada ( >100Ul/ml) e 45% (9/20) pacientes deste grupo produziram IL-5.Grupo 2: 72%(13/18) IgE acima de
100UI/ml. Nao se detectou IL-5.Grupo 3: 65,6% (21/32) IgE acima de 100UI/ml. Nao se detectou IL-5. Pacientes com giardiase e eo-
sinofilia (Grupol) apresentaram producao de IL-5 enquanto o grupo 2 e o controle nao apresentaram

PALAVRAS-CHAVE -

/
/s SUMMARY - Giardiasis is an intestinal protozoal disease caused by Giardia lamblia. The eosinophilia (>500/mm3) among the para-\
sitosis, is usually caused by infections by nematodes, being rarely described in the literature in relation to Giardia lamblia. This study
was designed in order to determine the relationship between (IL-5) and the presence of eosinophilia in children and young patients
with giardiasis. Written consent was obtained before blood sampling, to obtain hematological data, dosage of IgE and IL-5. Thirty
eight patients aging from 0 to 18 years old having exclusively G. lamblia were compared to 32 patients in the same range of age as
control. In this phase of the were excluded paints infected with other parasites. Patients were divided into 3 groups: Group I: 20 pa-
tients with giardiasis and eosinophilia; Group II: 18 patients with giardiasis, no eosinophilia; group 111 32 patients without parasitosis.
Results: In the cases of giardiasis, 52, 6% had absolute Eosinophils. Group I: 100% presented IgE over 100UI/ml and 45% (9/20) pre-
sented IL-5. Group II: 72% had IgE over 100UI/ml and no IL-5 Group III: 65,6 had IgE over 100UI/ml and no IL-5.Patients with giar-
diasis and eosinophilia (group I) had IL-5 while group II and control didn’ t.

KEYWORDS - J
INTRODUGAO completado no intestino delgado, onde ocorre a coloni-

zacao do parasito facilitada pela fixacao dos trofozoitas nas

1. Giardiase - Giardia lamblia microvilosidades das células da mucosa intestinal. Os tro-
giardiase é uma doenca parasitaria intestinal causada | fozoitas se reproduzem por divisao binaria, como os proto-
Apelo protozodrio Giardia lamblia, que tem a seguinte zoarios mastigéforos o ciclo biologico se completa com o
sinonimia: Giardia duodenalis e Giardia intestinalis. (REY, | encistamento do parasito e sua eliminacao para o meio ex-

2001). Este parasito foi primeiramente descrito por Anton | terior juntamente com o bolo fecal (SMITH,1985FAR-
von Leewenhoek em 1681 sendo responsavel por diversas THING,1989). O mecanismo de invasao do parasita aos te-

manifestagoes gastrintestinais, inclusive mé absor¢do cro- cidos nao esta claro; trabalhos relatam que G. lamblia tem
nica, entre outras. Nos adultos, na maioria das vezes a pa- o poder de invadir a mucosa do intestino do homem. Estu-
rasitose ndo determina sintomas (SMITH, 1985 & ELIA, dos histolégicos demonstraram claramente a presenca de
2001), na infancia, uma infeccao prolongada, pode acarre- trofozoitas invadindo a mucosa e correlacionaram esse pro-
tar retardo no crescimento (FARTHING, 1990). cesso com sintomas gastrintestinais e/ou esteatorréia.
G. lamblia é um parasito extracelular que adota duas for- | (BRANDBORG et al.,, (1967) e SAHA et al., (1977).

mas evolutivas no seu ciclo biolégico: a cistica e a trofozoi- | Farthing (1989) atribui que uma das razoes da invasao se-
tica. A forma cistica é a forma de resisténcia do parasito e | Jja @ destruicao das microvilosidades da membrana duran-
é ela que infecta o homem através da ingestdo de agua e te o processo de fixagao.

alimentos contaminados. (NEVES, 2000; SMITH, 1985). 2. Patogénese

A forma trofozoitica, flagelar, é a responsével pelo desen- Em algumas pessoas a presenga do parasito pode nao de-
volvimento da doenca. O processo de infeccdo se inicia no | terminar sintomas mas, em outras, pode ocasionar severa
estdbmago onde, pela acao dos acidos a membrana cistica, diarréia, hipogamaglobulinemia e ma absor¢éo dos nutrien-
sofre um processo de digestdo, sendo o desencistamento tes. Afeta particularmente a assimilacao de gorduras, vita-
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mina A e Bz, acido félico, glicose, lactose e D-Xilose (REY,
2001), e menos freqlientemente os folatos. A deficiéncia de
vitamina A também foi associada com giardiase em cri-
ancas (SMITH, 1985). A mé absorcao de D-Xilose ocorre em
55% dos parasitados, da vitamina Biz em 60% e 64% destes
apresentam esteatorréia (HARTONG et al., 1979).

E possivel que a mé absorcao seja devida a grande quanti-
dade de parasitos forrando as mucosas intestinal, do duo-
deno e jejuno (REY,2001).

Muniz-Junqueira e Queiroz (2002) relataram a relagao en-
tre a desnutricao energético-protéica, a deficiéncia de vita-
mina A e o parasitismo por G. lamblia. Em seu estudo, so-
mente as criancas infectadas por G. lamblia mostraram de-
ficiéncia de peso e altura com relagdo a sua idade. Este es-
tudo confirma o trabalho de Farthing (1990), onde ele afir-
ma que na infdncia uma giardiase grave pode acarretar re-
tardamento do crescimento.

Embora fendémenos de alergia aguda, urticéria e outras
manifestacdes cutdneas em individuos com G.lamblia nado
sejam comuns, diversos trabalhos indicam uma relacao
com o parasito (DI PRISCO et al., 1993; HAMIRICH et al.,
1983; CARPINTEIRO et al., 1998). A urticdria € uma mani-
festacao tipica de uma reacao imunolégica causada pela li-
beracdao dos mediadores quimicos na interacao de antige-
nos especificos com a IgE (HAMIRICK;MOORE 1983). G.
Iamblia durante seu desenvolvimento libera antigenos
(Ag) de superficie na mucosa, induzindo a producao de
IgE( FARTHING et al.,1987). Pacientes com giardiase apre-
sentam niveis de IgE total elevados, provavelmente devido
estimulacéo policlonal dos Linfécitos B. Outra causa prova-
vel da elevacao de IgE é o dano na mucosa produzido pe-
lo parasita, quando héd uma grande absorcao dos antigenos
de G. lamblia pela mucosa. (PRISCO et al., 1993).
Carpinteiro et al., (1998) observaram a relacao da giardia-
se com manifestacdo cutanea, indicando a possivel asso-
ciacao entre G. lamblia e o desenvolvimento de alergia.
Observaram ainda que a dermatite atépica papilovesicular
observado nos pacientes com giardiase regrediu ap6s o tra-
tamento especifico para protozoose. No estudo dos papilo-
mas a bacteriologia, a micologia e a virologia e a cultura fo-
ram negativas, enquanto que o estudo histolégico da lesao
papilovesicular revelou a presenca de eosinéfilos e linféci-
tos na epiderme. E provéavel que a infeccdo por G. lamblia
facilite a absorcao de antigenos alimentares pela mucosa
intestinal, induzindo a sensibilizacao de pacientes, prova-
velmente por efeito adjuvante.

Uma variedade de antigenos (24-225KDa) tem a funcéao no
desenvolvimento da protecao imunitdria; eles sao detecta-
dos por técnicas de imunoprecipitagao, imunobloting. Al-
guns antigenos de superficie sdo secretados e/ou excreta-
dos durante o crescimento in vitro (FARTHING, 1990). Em
criancas com urticdria e escabiose, apés diversos tratamen-
tos sem sucesso, foi diagnosticada a presenca de G.lam-
blia, niveis elevados de IgE e eosinofilia. Ap6s tratamento
com metronidazol para G. lamblia as lesoes desaparece-
ram e IgE e eosindfilos normalizaram (FALK,1984;HAMI-
RICK et al.,1983; FARTHING et al.,1983).

D.Canomme et al., (2000) relataram a associacao entre a
sindrome de Well's, uma rara dermatose caracterizada com
eosinofilia nos tecidos, e giardiase recorrente. Apés trata-
mento com metronidazol desapareceram a giardiase e os
sintomas cuténeos. Ferrante, et al., (1991) relataram a asso-
ciacdo da sindrome de Churg-Straus, uma desordem pul-
monar e sistémica, caracterizada por uma pequena vascu-
lite nos vasos sangtiineos e niveis elevados de eosindfilos,
normalizados apds tratamento para G. lamblia.
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3. Diagnéstico

G. lamblia é um parasita comum e de distribuicdo mundi-
al. Sua infeccdo é geralmente diagnosticada pela identifi-
cacao ao microscépio das formas cisticas ou trofozoitas pre-
sentes nas fezes. Nos esfregacos fecais, os trofozoitas de G.
lamblia sao piriformes e binucleados. Os cistos sao ovais ou
elipséides; quando corados, podem mostrar uma delicada
membrana destacada do citoplasma. No seu interior en-
contram-se dois a quatro nucleos, um ntmero variavel de
fibrilas (axonemas de flagelos) e os corpos escuros em for-
ma de meia-lua situada no pélo oposto aos nicleos. Os cis-
tos, quando corados pela solucao de iodo, apresentam uma
tonalidade pardacenta, mais ou menos carregadas, os axo-
nemas, os corpos parabasais coram-se em negro (DE CAR-
LI, 2001).

Carvalho et al., (2002) compararam os métodos Faust, Lutz,
Baermann-Morais e o Kit Coprotest. Neste estudo nao foi
observada positividade para G. lamblia pela técnica Baer-
mann-Morais nas amostras e foram observadas pequenas
diferencas para parasitas intestinais, nos outros métodos
utilizados. Nunes et al., (1993) compararam a sensibilidade
dos métodos Faust e Hoffman, Pons & Janer na deteccao de
parasitoses intestinais. O método de Faust demonstrou ser
mais adequado para a deteccéo de cistos de protozodrios e
ovos leves, enquanto que o método de Hoffman, Pons e Ja-
ner mostraram melhor desempenho para o encontro de
ovos pesados e larvas de helmintos. Os métodos de Lutz e
de Hoffman, Pons e Janer se baseiam no mesmo principio
o da sedimentacao espontanea (DE CARLI, 2001).

4. Imunopatologia da Giardiase

Os individuos mais susceptiveis a giardiase sdao aqueles
que apresentem imunodeficiéncia, tais como hipogamaglo-
bulinemia e AIDS (FARTHING, 1990). Apesar de uma imu-
nidade protetora ainda nao ter sido demonstrada de forma
conclusiva nas infec¢coes humanas por G lamblia, o desen-
volvimento de resposta imune tem sido sugerido a partir de
evidéncias, tais como: (1) a natureza autolimitante da in-
feccdo; (2) a deteccdo de anticorpos especificos anti-G.
lamblia nos soros de individuos infectados; (3) a partici-
pacao de mondcitos citotéxicos na modulacao da resposta
imune; (4) a maior susceptibilidade de individuos imuno-
comprometidos a infeccéo, principalmente os que apresen-
tam hipogamaglobulinemia. Anticorpos IgG, IgM e IgA an-
ti-G. lamblia tém sido detectados no soro de individuos
com giardiase. Além dos Acs. circulantes, estudos tém re-
lacionado a participacao de IgA secretéria na imunidade
local ao nivel da mucosa intestinal, apesar da sua funcao
ainda ndo ser bem conhecida (NEVES, 2000). Evidéncias
sugerem que esse anticorpo reduz a capacidade de adesao
dos trofozoitas as células do epitélio intestinal (MAYER,
2003). O sistema imune secretério foi implicado nesta pro-
tecdo (SMITH, 1985). IgA é a tnica imunoglobulina que
evita a penetracao de antigenos, tendo como funcao prima-
ria aglutind-los no epitélio, formando complexos que pre-
vinem o desenvolvimento de resposta imunolégica adver-
sas (WALKER,2002).

A patogénese dessa infeccao tem sido associada com alte-
ragdes imunolégicas sistémicas e locais através da ava-
liacao das respostas humoral e mediada por células. Uma
reposta inflamatoria ocorre no intestino delgado durante
infeccao humana por G. lamblia caracterizado pelo au-
mento do namero de linfécitos na mucosa e epitélio. Quan-
do a infeccao esta resolvida o ntimero de linfécitos diminui.
(ELIA, C; SOUZA, H. 2001).

A protecéo local se desenvolve através da ativacao da imu-
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nidade das mucosas, onde os linfécitosT na mucosa sao
encontrados principalmente nas Placas de Peyer, no epité-
lio com Linfécitos Intra- Epitelial (LIE) e na Lamina Prépria
entre as criptas da camada epitelial. Os Linfécitos Intra-
Epiteliais (LIE) sao observados no epitélio de revestimento
da superficie intestinal, especialmente no intestino delga-
do apresentando aspectos funcionais distintos (GOTO et al,
2000). A grande maioria é composta de células T com o
predominio do tipo CD8 sobre CD4(ERLE & PABSI, 2000).
Outro tipo celular presente nas mucosas € o mastocito. Esta
célula tem receptores para IgE. Ha algumas evidéncias que
os mastécitos tém uma funcao no controle da infecgdo. Eles
participam efetivamente no desenvolvimento da hipersensi-
bilidade imediata e Hipersensibilidade Tipo I (ELIA, 2001).
A hipersensibilidade imediata (Tipo I) produzida em res-
posta a antigenos liberados estd relacionada com a eosino-
filia que se acompanha de niveis elevados de IgE devido
ao aumento de antigenos liberados no hospedeiro pelo pa-
rasito (ORTIZ et al., 1990).

Um dos mecanismos mais potentes do sistema imune é a
reacao iniciada por IgE ligados aos mastocitos. Inicialmen-
te os linfécitos B, sob o comando de linfocinas Th-2 (IL-4 e
11-5), produzem IgE em resposta a exposicao inicial a um
antigeno, alérgeno (ELIA,2001). Posteriormente, estas imu-
noglobulinas ligam-se aos receptores Fc dos mastdcitos e
eosinoéfilos desencadeando sua ativacdo por ocasido de
uma segunda exposicdo ao mesmo alérgeno. A ligacao do
antigeno a IgE aderida ao mastécito leva a ativacao do
mesmo, com conseqiiéncia liberacao dos mediadores que
possuem diversas atividades tais como vasodilatacao, au-
mento da permeabilidade vascular, contracao da muscula-
tura lisa das vias aéreas, ativacao dos eosindfilos entre ou-
tros(ELIA,2001; ABBAS,2002).

Niveis elevados de IgE ( IgE 100UI/ml) no soro ocorrem em
muitas doencas parasitarias e alérgicas, principalmente em
crianca, dentre elas destacamos a giardiase. Giardia lamblia
influencia o nivel de IgE em pacientes clinicamente sinto-
maticos. A giardiase estd associada com reducao de IgA se-
cretéria (intestinal) e niveis baixos de IgE encontradas em
pacientes com hipogamaglobulinemia (GELLER et al.,1978).
O macréfago, mondcito e neutroéfilo apresentam citotoxici-
dade espontanea contra G. lamblia (SMITH et al, 1993,
FARTHING, 1990).

O eosindfilo é uma das células presentes no intestino, sen-
do alvo de grande importancia na investigacao da respos-
ta imune anti-parasitdria. Participam no mecanismo infla-
matoério podendo agir tanto no recrutamento quanto na ati-
vacao dos linfécitos. A eosinofilia periférica e tecidual in-
duzida pela presenca de parasitas é primariamente depen-
dente do linfécito Th-2 e da produgédo da IL-5 (ROTHEN-
BERG, 1998).

A eosinofilia (eosinéfilo >500/mm?®) causada por parasitos é
geralmente encontrada nos pacientes infectados com tre-
matddeos, cestodeos e nematédeos. G. lamblia como causa
de eosinofilia é referida raramente na literatura. No entan-
to, alguns trabalhos principalmente da literatura espanho-
la citam a associacao entre a giardiase e eosinofilia parti-
cularmente em criancas (ARDUAN et al, 1990; SOTILLOS
et al., 1991; DOS SANTOS et al., 1996).

Os eosindfilos sdo originados na medula 6ssea e contém
dois tipos de granulos: primarios e especificos. Os granulos
primaérios sdo poucos caracteristicos e nos granulos especi-
ficos predominam as proteinas catidnicas, das quais ha
quatro tipos. O core do granulo é quase exclusivamente
constituido da proteina bdsica maior (MPB) e na matriz
estdo outras trés proteinas bésicas: proteina cationica eosi-
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nofilica (ECP), neurotéxica eosinofilica (EDN), e a peroxi-
dase eosinofilica (EPO) (PEAKMAN, 1999; HENRY, 1995).
Os granulos especificos do eosinéfilo e em particular a
MBP, ECP e EPO podem lisar as larvas de certos helmintos
in vitro (OLIVEIRA et al., 1997). Elas possuem proprieda-
des fisico-quimicas semelhantes a substancias toxicas. A
interacao destas proteinas com a membrana celular alvo
conduz a desorganizacao da camada lipidica e a alteracao
de proteinas. Estas proteinas dos eosinéfilos perturbam a
osmolaridade e os constituintes celulares induzindo a mor-
te celular quer por necrose ou por apoptose. A MBP, por
exemplo, age diretamente no epitélio conduzindo a for-
macao de bolhas. A ECP e EDN tém propriedade neurot6-
xica. Elas possuem uma atividade enzimatica de ribonucle-
ase, agem em baixa concentracdo e ativam as células que
participam do processo inflamatério. A MPB ativa também
o macréfago e neutréfilos polinucleares aumentando sua
capacidade fagocitaria e seu metabolismo oxidativo. A
EPO estimula a histamina liberada dos mastécitos e em
contrapartida, os mastécitos podem modular a agressao in-
flamatéria do eosinéfilo (DUBUCQUOI et al, 2000).

Trés citocinas sdo responsdveis por regular a maturacao
dos eosindfilos: Interleucina-3 (IL-3), GM-CSF (do inglés:
granulocyte-macrophage colony stimulating factor) e a In-
terleucina-5 (IL-5). A IL-5 € a citocina mais especifica para
o eosindfilo, responsével pela sua diferenciacéo e liberacao
da medula 6ssea para o sangue periférico (GREGORY et al,
2003). Esta funcao é bem demonstrada por estudos de ma-
nipulacdao genética em camundongos. A super producgao
de IL-5 em camundongos transgénicos resulta em uma eo-
sinofilia acentuada. Por outro lado, a remoc¢ao do gene da
IL-5 leva a uma reducdo significativa de eosinéfilo no san-
gue e no pulmao apés um estimulo alérgico (FOSTER et al,
appud ELIA, 2001). A IL-5 pode ser produzida pela subpo-
pulacao de células T helper2 (Th2), das células T CDA4 e eo-
sinéfilo. Ela é a chave da regulacao das doencas intestinais
principalmente parasitose ou gastroenterite eosinofilica
(LORENTZ et al, 1999). A IL-5 também é produzida pelos
mastécitos ativados (ABBAS, 2002).

A IL-5 tem sido identificada como fator importante na pro-
ducao de IgA produzida pela célula B, auxiliando na dife-
renciacdo destas para plasmocitos. Estudo in vitro tem de-
monstrado que IL-5 age sinergicamente com IL-2 e IL-4
para promover a secrecao de IgA. A IL-5 é distribuida na
lamina prépria do intestino mapeando a distribuicao de
IgA secretéria. Estudos in vivo revelam que camundongos
deficientes em IL-5 (IL-5-/-) tém uma pequena, mas signi-
ficante, reducao na concentracao de IgA intestinal, compa-
rando com os camundongos IL-5+/+ que sao capazes de
manter uma resposta normal de IgA para ovoalbumina
(HUSBOND,2002).

CASUISTICA E METODOS

1. Casuistica

A populacao desse estudo foi composta de criancas e ado-
lescentes de 0 a 18 anos, portadoras exclusivamente de
Giardia lamblia. O recrutamento foi feito no préprio labo-
ratério onde apoés consulta médica as criancas e os adoles-
centes se dirigiam a fim de realizar seus exames. Para exe-
cucao deste trabalho foram utilizados o laboratério e posto
de coleta dos Hospitais: Dr. Abelardo Rocha e Santa Tere-
zinha respectivamente, ambos pertencentes a Prefeitura de
Caucaia. O prop6sito do estudo era explicado aos respon-
saveis pelos pacientes antes de uma entrevista e aqueles
que concordavam em participar do estudo e se enquadra-
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vam nos critérios previstos, eram pré-selecionados.

Foram excluidas na pré-selecao, pacientes com uso de me-
dicamentos nos ultimos 30 dias, com histéria de alergia,
gestante e nutrizes. Foram excluidos na fase final do proje-
to pacientes portadores de outros parasitas.

2. Métodos

2.1 Processamento das amostras fecais

As amostras fecais foram colhidas sem conservantes em di-
as alternados e imediatamente processadas. Entre a coleta
de cada amostra foi dado um intervalo de 2 a 3 dias.

Preparacao das laminas

Para o exame do material fecal foram utilizados os seguin-
tes métodos: direto e os de enriquecimento, Faust, Lutz e
Baermann-Morais modificado (DE CARLI, 2001; PI-
CANCO, 1993).

2.2 Processamento das amostras sangiiineas

As amostras sangtiiineas foram coletadas em tubos estéreis
a vacuo com e sem anticoagulante. Para a coleta do san-
gue total a fim de realizar os hemogramas completos foram
utilizados tubos com EDTA-k3, e para obtencao do soro, o
sangue foi colhido em tubo com ativador de codgulo, mas
sem anticoagulante. Ambos da marca Vacuette.

Apbs coletadas as amostras, o soro foi separado em aliquo-
tas e congelado numa temperatura de 70°C negativos para,
posteriormente, serem realizadas as dosagem de IL-5 e IgE.

e Metodologia para realizacao do hemograma

As amostras sangliineas para realizacao dos hemogramas
foram processadas no mesmo dia, sendo realizadas as con-
tagens em sistema de automacao ADVIA 70, pertencente
ao laboratério Bayer com revisdo de laminas.

* Metodologia para dosagem da IgE.

As dosagens de IgE total foram realizadas em sistema de au-
tomacao IMMULITE Automated Analyzer, em aparelho per-
tencente ao laboratério DPC (Diagnostic Products Corporati-
on). Esta técnica baseia-se na reacao de quimioluminescéncia.

e Metodologia da dosagem da IL-5

Os niveis de interleucina-5 (IL-5) foram determinados pelo
Método ELISA, conforme recomendacgao do fabricante do
kit (Pharmingen, San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Trezentos individuos sem histéria de alergia e sem uso de
medicamento foram pré-selecionados para estudo. Destes,
trinta e oito (38) pacientes portadores exclusivamente de
G. lamblia foram selecionados para a pesquisa e trinta e
dois (32) pacientes sauddveis como controle.

Os pacientes estudados foram agrupados em trés grupos:
Grupo 1 composto por vinte pacientes portadores de giar-
diase e eosinofilia.

Grupo 2 composto por dezoito pacientes portadores de
giardiase sem eosinofilia.

Grupo 3 composto por trinta e dois pacientes saudaveis,
nao portadores de protozoose ou helmintoses.

Conforme podemos observar na tabela 1, a maior preva-
léncia de giardiase € na faixa etdria de cinco a nove anos,
seguindo de zero a quatro anos.
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Tabela |
Variacao de giardiase na faixa etaria.

Faixa etaria Giardiase
0-04 10 (26, 3%)
05-09 18 (47, 4%)
10-14 08 (21, 0%)
15-18 02 (5,3 0%)
Total 38 (100 ,0%)

Quanto a prevaléncia de eosinofilia, em pacientes com giar-
diase, 12 (31,5%) estavam na faixa etdria de cinco a nove
anos. Na faixa etdria de zero a quatro anos e dez a quator-
ze anos houve a mesma prevaléncia com 3 (7.9%) pacientes
em cada uma. Conforme podemos observar na tabela 2.
Encontramos na tabela 3 a populacao selecionada com re-
lacao a presenca de eosinofilia, segundo a faixa etdria e o
sexo. A maioria dos pacientes infectados com eosinofilia
sdo criancas do sexo masculino.

Tabela Il
Presenca de eosinofilia segundo a faixa etaria.

Faixa etaria Com Eosinofilia Sem Eosinofilia
0-04 03 (7,9%) 07 (18, 4%)
05-09 12 (31, 5%) 06 (15, 8%)
10-14 03 (7,9%) 05 (13, 2%)
15-18 02 (5,3%) 00 (0%)
Total 20 (52, 6%) 18 (47.4)

No grupo com giardiase sem eosinofilia houve um equili-
brio entre as faixas etarias. Dos 18 casos apresentados
18,4% estavam na faixa etdria de zero a quatro anos,
15,8% na faixa de cinco a nove anos e 13,2 na faixa etaria
de dez a quatorze anos. Neste grupo, a distribuicao de se-
x0 também é superior no sexo masculino sobre o feminino.
A distribuicdo por sexo, com relacdo a sua faixa etdria, foi
a seguinte: zero a quatro anos 18.4% foram do sexo mascu-
lino; na faixa etdria de cinco a nove anos 7.9% foram do se-
xo0 feminino e 7.9% do sexo masculino e na faixa etaria de
dez a quatorze anos 5.3% foram do sexo masculino e 7.9%
do sexo feminino.

Tabela Ill
Variacao da eosinofilia conforme o sexo e a idade

Faixa etéaria Feminino Masculino Total
0-04 00 (0%) 03 (15%) 03 (15%)
05-09 03 (15%) 09 (45%) 12 (60%)
10-14 03 (15%) 00 (0%) 03 (15%)
15-18 01 (5%) 01 (5%) 02 (10%)
Total 07 (35%) 13 (65%) 20 (10 0%)

No terceiro grupo composto por pacientes saudaveis a dis-
tribuicao por faixa etaria mostrou um predominio naquela
de cinco a nove anos com 25% de casos do sexo masculino
e 15.6% de casos do sexo feminino totalizando um total de
40.6% de casos. Na faixa de zero a quatro anos encontra-
mos com 21.9% de casos do sexo feminino e 9.4% casos do
sexo masculino num total de 31.3% de casos, na faixa eta-
ria de dez a quatorze anos apresentou uma igualdade com
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12.5% de casos para cada sexo num total de 25% de casos
e na faixa etdria de quinze a dezoito anos tivemos apenas
3.1% de caso do sexo feminino.

Com base nos resultados verificou-se que houve producao
de IL-5 em 9/20 (45%) dos pacientes do Grupo 1, com uma
maior producao a faixa etdria de 5 a 9 anos conforme po-
demos observar na tabela 4.

Tabela IV
Producao de IL-5 e a faixa etaria

Faixa etaria Produgéo de IL-5 Auséncia de produgéo de II-5
0-04 02(10%) 01 (5%)

05-09 06 (30%) 06 (30%)

10-14 01 (5%) 02(10%)

15-18 00 (0%) 02(10%)

Total 09 (45%) 11 (55%)

Niveis elevados de IgE foram detectados em 20/20 (100%)
dos pacientes do Grupo 1. Dos 20 pacientes estudados po-
demos observar que naqueles onde a contagem absoluta
de eosindfilos era mais elevada houve producdo de IL-5 e
também elevadas concentracao de IgE.

No Grupo 2 podemos observar que nao houve produgao de
IL-5, mas houve uma elevacao relativa nas concentracoes
de IgE (72%), apresentando uma grande elevacao nas con-
centracao de IgE, em que os eosindfilos estavam acima de
400 seus valores absolutos.

O Grupo 3 apesar de todos os pacientes serem saudaveis,
nao portadores de parasitose, a concentracao de IgE foi
elevada em 21/32 (65,6%) e nao houve producao de IL-5.

DISCUSSAO

G. lamblia é um parasito cosmopolita, de regido tempera-
da e tropical, sendo considerado o protozoario mais preva-
lente no mundo inteiro (FERREIRA, 2001). Como seus cis-
tos nao sdo destruidos por tratamento com cloro, muitas ve-
zes G. lamblia é endémica em reservatérios de dgua publi-
ca, onde nao ha tratamento por filtro de areia e em coérre-
gos freqiientados por praticantes de campismo (ROBBINS,
2000). A giardiase é uma das principais parasitoses intesti-
nais entre as criancas brasileiras (ASSIS et al 2003).

O presente estudo confirma a grande prevaléncia de G.
Iamblia em nosso meio, onde em 300 pacientes pré-seleci-
onados verificou-se 19% de casos de giardiase, tanto isola-
dos como associados com demais parasitas.

Neste estudo teve-se a grande preocupacao em utilizar va-
rios métodos coproparasitoldgicos onde e tivésse a certeza
de que os pacientes selecionados eram portadores exclusi-
vamente de G. lamblia.

Carvalho et al. (2002), comparando diversos métodos co-
proparasitolégicos revelaram pequenas diferencas na ca-
pacidade de deteccao para a maioria das estruturas parasi-
tarias. Em contra partida, Nunes et al., (1993) verificaram
uma maior sensibilidade para deteccgao de cistos de proto-
zodrios e ovos leves quando utilizado o método Faust et al
e melhor desempenho na técnica de Hoffman, Pons e Ja-
ner na deteccao de ovos pesados.

Este trabalho observou-se, igualmente, uma maior sensibi-
lidade do método de Faust para deteccdao de G. lamblia
que nao foi encontrada quando da utilizacdo dos métodos
de sedimentacao. Observamos uma boa sensibilidade para
alguns ovos de helmintos como, por exemplo, de: A. Ium-
bricoides (ovos férteis), Ancylostomideos, E. vermicularis,
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T. trichiura, estando de acordo com De Carli, (2001).

O encontro de eosinofilia relacionada a infeccao por proto-
zodrios ainda ndo estd muito bem compreendida. Arduan
et al., (1990) avaliaram uma gastroenterite causada por G.
lamblia com grave desidratacao acompanhada de eosinofi-
lia e elevacao de IgE. Em seu trabalho eles discutiram a re-
lacdo de giardiase com eosinofilia e as manifestagoes alér-
gicas e concluiram que a inexisténcia de eosinofilia por
protozodrios tem trés excegoes possiveis: E. histolytica, G.
lamblia e Isospora belli, e que este fato se deve a uma
reacao de hipersensibilidade imediata devido ao aumento
de antigenos liberados para o hospedeiro sensibilizado.
Nesse trabalho, os autores citam um trabalho de Cerezo et
al., (1986) que demonstra a associagao de eosinofilia e giar-
diase intestinal em 111 casos de criangas com giardiase,
dos quais 15% possuem eosinofilia. Trabalho semelhante
foi realizado por Sotillos et al., (1991) mostrando que paci-
entes com giardiase desenvolveram eosinofilia. Nesse tra-
balho, os autores citam dois casos de crise alérgica onde os
pacientes nao tinham histéria anterior de alergia e foi de-
tectado o protozodrio G. lamblia nas fezes. Relataram, tam-
bém, que apos o tratamento com metronidazol a eosinofilia
desapareceu.

Neste estudo analisou-se a presenca de eosinéfilos em cri-
ancas e adolescentes; encontrou-se uma prevaléncia de
52,6% de casos com eosinofilia em pacientes exclusiva-
mente portadores de G. Iamblia, confirmando os estudos
citados na literatura espanhola feitos por Arduan et al.,
(1990) Sotillos et al., (1991) Cerezo et al., (1990).

Dos Santos e Vituri (1996), estudando 42 criancas parasita-
das exclusivamente por G. lamblia, observaram que a con-
tagem absoluta dos eosinéfilos variou no intervalo de 563-
912. Esse encontro sugere que G. lamblia secretaria alguns
tipos de alérgenos, os quais poderiam atingir as camadas
mais profundas da mucosa intestinal, sendo responsaveis
pelo aumento dos eosinéfilos no sangue periférico. Segun-
do estes mesmos autores, essa liberacao na mucosa intesti-
nal desenvolveria uma reacao de hipersensibilidade, ele-
vando além dos eosindfilos a concentracao de IgE.

Falk, 1984 relata dois casos de criancas com escabiose, his-
téria de diarréia e infeccao por G. lamblia, onde a concen-
tracao de IgE em ambos os casos estava maior que
1000UI/ml e os valores absolutos dos eosinéfilos era de
1250/mm*® e 550mm?®, respectivamente. O autor verificou
que, ap6s o tratamento com metronidazol, o nimero de eo-
sindfilos e a concentracao de IgE cafram. Hamrich e Moo-
re (1983) relatam igualmente uma associacao entre giardi-
ase e urticdria crénica em uma crianca com elevada con-
centracao de IgE, onde apés o tratamento especifico para a
protozoose o problema ficou resolvido.

Neste trabalho constatou-se que todos os pacientes
(100%) do Grupo 1 (pacientes com giardiase e eosinofilia)
apresentaram concentracao elevada de IgE (387 a
>2000UI/ml); dos pacientes do grupo 2 (giardiase sem eo-
sinofilia) 72% apresentaram IgE acima de 100UI/ml e os
pacientes do Grupo3 (grupo controle) apresentaram niveis
elevados de IgE em 65,6%. Estes resultados estao em con-
cordancia com o trabalho de Geller et al., (1978). Estes au-
tores compararam 14 pacientes exclusivamente com giar-
diase e 14 pacientes sauddveis (grupo controle), onde, am-
bos os grupos, nao tinham histéria de alergias. Observou-
se que a concentracdo média de IgE nédo apresentou dife-
rencas nos seus niveis em pacientes com giardiase (média
1217UI/ml) e seus respectivos controles (média
1433UI/ml). Geller et al., (1978) atribuiram o aumento dos
niveis de IgE a fatores externos e a etnia da populacao.
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Na literatura nao foi encontrado nenhum trabalho relacio-
nando giardiase com a producao de IL-5. Em alguns traba-
lhos estao relatados os aumentos de eosinéfilos e concomi-
tantemente da IL-5. Lorentz et al., (1999) observaram, in vi-
tro, mastocitos contribuindo para a producao de IL-5 na
mucosa intestinal humana, verificando que os pacientes
com IL-5 positiva apresentavam eosinofilia (70 +/-13%).
Foster et al., 1996 demonstraram por estudos de manipu-
lacao genética em camundongos, que a super produgao de
IL-5 em camundongos transgénicos resulta numa eosinofi-
lia marcante. Por outro lado, a remocao do gene da IL-5 le-
va a reducao significativa de eosinéfilos no sangue e no
pulmao, apés estimulos capazes de desenvolver a alergia.
Este trabalho mostra resultados que estdao de acordo com
Lorentz et al.,, (1999) onde 45% (9/20) dos pacientes do
Grupo 1, que produziram IL-5, apresentavam eosinofilia
elevada (680-1598).

Tendo em vista que nos pacientes com giardiase e sem eo-
sinofilia nao se detectou IL-5 e naqueles que apresentaram
o parasito e aumento de eosinéfilo, esta interleucina esta-
va presente em altos niveis; pode-se sugerir que eosinofi-
lia seja a responsavel por este fato.

CONCLUSOES

1. O perfil de prevaléncia de G. lamblia no meio estudado
é de 19% da populacao pré-selecionada.

2. Houve relacao entre pacientes com giardiase e eosinofi-
lia com 52,6% dos casos.

3. A faixa etdria onde a relacao de giardiase e a eosinofilia
ocorrem com maior freqiiéncia é 05 a 09 anos: é, também,
nesta faixa etdria que ocorre a maior producao de IL-5 e as
maiores concentracoes de IgE.

4. Em todos os grupos estudados a IgE mostrou-se eleva-
da, havendo, no entanto, aumento significativo naquele
constituido por portadores de giardiase e eosinofilia, quan-
do comparados aos demais, sugerindo uma relacao entre o
aumento de eosindfilos e niveis elevados de IgE.

5. Pacientes com giardiase e eosinofilia mostraram pro-
ducao de IL-5, nao detectadas nos demais grupos, apon-
tando uma efetiva relacao deste interleucina com eosinofi-
lia, tendo a G. lamblia como um desencadeador indireto
desse processo.
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Caracteristicas da microbiota subgengival em pacien-
tes com periodontite

Microbiological characteristics of subgingival microbiota in patients with periodontitis

Carlos Henrique Pessba de Menezes e Silva

~

/RESUMO - A periodontite pode ser definida como uma infeccao mista envolvendo sitios tinicos ou multiplos na cavidade oral e le-
vando a perda dos tecidos periodontais de suporte. Este estudo descreveu a prevaléncia da microbiota subgengival cultivavel das do-
encas periodontais com atencao especial a natureza polimicrobiana destas infec¢des. A populacao estudada consistiu de 95 pacientes,
51 do sexo feminino e 44 do sexo masculino, com idade entre 14 e 62 anos. Vinte e nove pacientes possuiam periodontite do adulto
(PA), 6 apresentavam periodontite juvenil localizada (PJL) e 60 possuiam periodontite de progressao rapida (PPR). Duas a quatro
amostras foram obtidas de cada paciente. As amostras foram coletadas com cones estéreis de papel introduzidos no interior das bol-
sas subgengivais. As amostras foram cultivadas sob atmosfera anaerébica e microaeréfila usando meios de cultura seletivos e nao se-
letivos. Os isolados foram caracterizados ao nivel de espécie através de testes bioquimicos convencionais e também pelo uso de um
sistema comercial rapido de identificacao bacteriana. Os dados mostraram a complexidade da microbiota subgengival associada aos
diferentes grupos de doencas periodontais, indicando que a frequéncia de deteccao e isolamento de alguns microrganismos periodon-
topatogénicos sao diferentes nos elementos dentais nas diferentes formas de doenca periodontal.

\PALAVRAS-CHAVE - Bactérias anaerobicas, doenca periodontal, placa subgengival. J

€ SUMMARY - Periodontitis may be defined as a mixed infection affecting individual or multiple sites within the oral cavity and lea-\
ding to the loss of the supporting periodontal tissues. This study describes the prevalence of the cultivable subgingival microbiota in
periodontal diseases with special attention to the polymicrobial nature of periodontic infections. The study population consisted of 95
patients, 51 females and 44 males, aged 14-62 years. Twenty-nine patients exhibited adult periodontitis (PA), 6 localized juvenile pe-
riodontitis (PJL), and 60 rapidly progressive periodontitis (PPR). Two to four pooled bacterial samples were obtained from each pati-
ent. Samples were collected with sterile paper points from the deepest periodontal pockets. The samples were cultured under anae-
robic and microaerophilic conditions using selective and non-selective media. Isolates were characterized to species level by conven-
cional biochemical tests and by a comercial rapid test system. The data show the complexity of the subgingival microbiota associated
with different periodontal disease groups, indicating that the detection frequency and levels of recovery of some periodontal patho-
gens are different in teeth affected by different forms of periodontal disease.

KEYWORDS - Anaerobic bacteria, periodontal disease, subgingival plaque. J
INTRODUGAO Tem sido evidenciado que os microrganismos da placa
dental sdao capazes de iniciarem os mecanismos de des-
periodontite pode ser definida como uma infeccao mis- truicao dos tecidos periodontais, enquanto seu efetivo con-
ta envolvendo sitios tnicos ou multiplos na cavidade trole tem sido demonstrado ser o meio mais apropriado no
oral e levando a perda dos tecidos periodontais de suporte. | impedimento da progressao das doencas periodontais™. A
A gengivite é um processo infeccioso e inflamatério limita- natureza destes agentes patogénicos varia entre as diver-
do a gengiva'®. As doencas periodontais sdo geralmente sas doencas, bem como entre os pacientes e até entre dife-
cronicas e podem persistir na auséncia de tratamento. Estas | Tentes sitios em um mesmo paciente. Certos grupos de bac-
doencas resultam da exposicao do periodonto a placas den- térias Gram-negativas tém sido encontrados de forma con-
tais que se acumulam no dente para formar verdadeiras sistente em lesdes periodontais. Entre elas, Porphyromonas
massas bacterianas na margem gengival ou abaixo dela®". gingivalis, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
A destruicdo periodontal em geral resulta da acao de véri- | Bacteroides sp., Selenomonas sp. e espiroquetas tem sido
os produtos téxicos liberados por microrganismos patogé- associadas com periodontites refratarias do adulto™'®. Além
nicos especificos localizados na placa subgengival, bem disso, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Capnocyto-
como das respostas do hospedeiro contra esta placa e seus phaga sp., Prevotella intermedia e Eikenella corrodens tém
produtos toxicos*®. A resposta inflamatéria pode resultar sido associadas com periodontite de inicio precoce. Entre-
em ulceracdo gengival ao redor do dente, permitindo o tanto, alguns microrganismos Gram-positivos anaerébios
acesso de bactérias e/ou seus produtos a corrente sangui- como Peptostreptococcus micros e certas espécies de Eu-
nea, podendo portanto, influenciar em todo o estado de bacterium tém sido recentemente implicados em doencas
satde do hospedeiro'". periodontais destrutivas*.
A etiologia bacteriana das doencgas periodontais é comple-
xa, com uma grande variedade de microrganismos respon-
saveis pelo inicio e pela progressao da doenca®. Embora OBJETIVO
mais de 400 espécies bacterianas diferentes possam ser de-
tectadas na cavidade oral, somente um nimero limitado | O objetivo deste estudo é registrar a prevaléncia de dife-
pode ser implicado como patégenos periodontais’. Muitos rentes bactérias que constituem a microbiota subgengival
destes microrganismos podem também estar presentes em em diferentes grupos de doencas através de cultivos anae-
individuos sadios, podendo existir como comensais e em rébicos e obter informacgdes da etiologia microbiana destas
harmonia com o hospedeiro. infec¢oes polimicrobianas.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi baseado em dados obtidos de uma série de
amostras microbianas subgengivais coletadas no Departa-
mento de Patologia da Universidade Federal do Espirito
Santo e processadas no setor de Microbiologia do Labora-
tério Marcos Daniel (Vitéria/ES), em um periodo de 2 anos.
Noventa e cinco pacientes com idade entre 14 e 62 anos
encaminhados ao Departamento de Patologia para diag-
noéstico e tratamento de periodontite foram analisados.
Destes, 6 pacientes apresentaram diagndstico clinico de
periodontite juvenil localizada (PJL), 29 pacientes com pe-
riodontite do adulto (PA) e 60 pacientes com periodontite
de progressao rapida (PPR).

Amostragem microbiolégica:

Antes do exame clinico, amostras de fluido subgengival fo-
ram coletadas das bolsas subgengivais. A drea de amostra-
gen foi isolada com rolos de algodéo hidréfilo, cuidadosa-
mente limpa com cones de algodao estéreis e secada com
ar estéril. Para amostragem em d&reas com um unico ele-
mento dentéario, dois cones de papel estéreis foram inseri-
dos até o fundo da bolsa periodontal e deixados no local
por cerca de 20 segundos, sendo entao transferidos para
um pequeno frasco contendo fluido de transporte reduzido
acrescido de 20% de glicose (elaborado no setor de Micro-
biologia do Laboratério Marcos Daniel). Por ser liquido, es-
te meio de transporte possui a vantagem de diluir os mi-
crorganismos, mantendo ao mesmo tempo a viabilidade
das diversas variedades de anaerdbios facultativos e aerd-
bios estritos. Além disso, este meio permite o congelamen-
to das amostras para estudos posteriores. Para amostras co-
letadas de mais de um elemento dentéario, pelo menos um
cone de papel estéril por sitio foi coletado.

Procedimento microbiolégico:

As amostras foram processadas dentro de 6 horas apés a co-
leta. Para o isolamento de anaerébios presentes no espéci-
me clinico, as amostras foram semeadas em placas de agar
Brucella nao seletivo (Biomicro Ltda., Brasil) enriquecido
com 5% de sangue de cavalo, 0,5% de sangue de carneiro
hemolisado e 5mg/L de menadiona. Para o isolamento de
bacilos Gram-negativos anaer6bios obrigatdrios foi utiliza-
do o agar Kanamicina-vancomicina-sangue lisado (KVLB,
Becton-Dickinson, EUA). Placas com dgar Columbia acres-
cido de 5% de sangue de carneiro e agar chocolate (Biomi-
cro Ltda., Brasil) foram utilizadas para o cultivo de micror-
ganismos microaerdfilos. Placas de agar triptico de soja su-
plementado com soro de cavalo, bacitracina e vancomicina
(TSBV) foram utilizadas para o isolamento seletivo de Acti-
nobacillus actinomycetemcomitans segundo Slots™.

As placas contendo dgar Brucella e KVLB foram incubadas
por 7 dias a 35°C sob anaerobiose (BBL GasPak System,
Becton-Dickinson, EUA). As placas contendo TSBV, agar
Columbia e dgar chocolate foram incubadas por 7 dias sob
atmosfera microaerofilica (BBL CampyPak Plus, Becton-
Dickinson, EUA).

Apés 7 dias de incubacdo, colonias com diferentes caracte-
risticas foram utilizadas para a realizacao de diversos testes
bioquimicos. Uma a trés colonias de cada tipo selecionado
foram re-isoladas para identificacoes posteriores baseado
na morfologia celular apds coloracao de Gram e produgao
de indol. A atividade de catalase foi testada pela adicao de
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2 gotas de peroxido de hidrogénio as colénias perfeitamen-
te isoladas. Alguns testes adicionais para a identificacao de
microrganismos anaerdbios baseados em atividades enzi-
maticas foram realizados utilizando-se o painel para anae-
rébios do sistema MicroScan® (Dade-Behring, EUA).

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra as caracteristicas demograficas dos gru-
pos de pacientes analisados neste estudo: 29 pacientes
(média de idade: 47,1 anos) com PA, 6 (média de idade:
25,1 anos) com PJL e 60 (média de idade: 39,3 anos) com
PPR. A frequéncia de deteccao e o numero de isolados sao
mostrados nas Tabelas 2 e 3.

Os bacilos anaer6ébios Gram negativos e microaerofilos fo-
ram as bactérias mais frequentemente detectadas nas
amostras de todos os grupos (Tabela 2). Capnocytophaga
sp. e Prevotella intermedia foram as espécies predominan-
tes cultivadas em todos os grupos diagnoésticos (Tabela-3).
Porphyromonas gingivalis foi igualmente isolada das
amostras de PA e PPR (6,4% e 5,9%, respectivamente). Fu-
sobacterium nucleatum foi detectado com alta frequéncia
tanto nas amostras provenientes de PPR (2,5%) quanto de
PJL (2,9%) e de PA (1,3%).

Peptostreptococcus micros teve indices de deteccdao de
6,3% no grupo com PPR, em contraste com 5,1% de de-
teccao no grupo com PA e 2,9% no grupo com PJL. As ou-
tras espécies de Peptostreptococcus foram menos frequen-
temente detectadas nos grupos com PJL e PPR, como mos-
trado na Tabela 3.

Actinobacillus actinomycetemcomitans foi detectada em
amostras de pacientes com PA, PJL e PPR (9%, 11,8% e 5%,
respectivamente). Eikenella corrodens também foi detectada
nas amostras dos trés grupos (AP=1,3%, PJL=2,9% e
PPR=3,8%), enquanto que os bacilos Gram negativos micro-
aerdfilos como Haemophilus aphrophilus, H.parainfluenzae
e Kingella kingae foram detectados somente no grupo de
pacientes com PPR (2,1%, 1,3% e 0,4 %, respectivamente).
Streptococcus intermedius foi detectado em amostras de to-
dos os grupos (AP=6,4%, PJL=5,9%, PPR=4,2%), bem como
S.constellatus (AP=1,3%, PJL=59%, PPR=0,4%). S.milleri
foi detectado somente em amostras dos grupos de pacien-
tes com AP e PPR (1,3% e 0,4%, respectivamente), enquan-
to que S.salivarius foi detectada somente em pacientes do
grupo com PJL (2,9%). No grupo dos bacilos anaerébios
Gram positivos, Actinomyces naeslundi foi a bactéria mais
frequentemente detectada (AP=2,6%, PPR=2,9%), seguida
por Eubacterium sp. e Actinomyces meyeri (Tabela 3).

Tabela |
Caracteristicas demograficas dos pacientes estudados
GRUPO IDADE (AN OS) MULHE RES HOME NS
PA 48,4 17 12
PJL 233 4 2
PPR 39,3 30 30
PA, periodontite do adulto; PJL, periodontite juvenil localizada; PPR, periodontite de progressao rapida.
Tabela ll

Frequéncia de deteccao dos morfotipos bacterianos

Bacilos Bacilos Cocos Gram Cocos Gram Bacilos Gram  Cocos Gram
Gram Gram negativos positivos negativos positivos
negativos positivos anaerébios  anaerébios microaerdfilos microaeréfilos
anaerdbios _anaerobios
PA 25 7 2 8 29 7
PJL 13 1 - 3 8 5
PPR 82 24 - 32 90 14

PA, periodontite do adulto; PJL, periodontite juvenil localizada; PPR, periodontite de progressao rapida.

RBAC, vol. 38(3): 207-210, 2006



Tabela Il
Numero de isolados e frequéncia de deteccao da
microbiota cultivavel predominante

PA PJL PPR
n (%) n (%) n (%)
ANAEROBIOS
Bacilos Gram negativos
Bacteroides capillosus 1(13) - 1(0,4)
Bacteroides gracilis - 1(2,9) -
Bacteroides ureolyticus - - 2(0,8)
Fusobacterium nucleatum 1(13) 1(2,9) 6(2,5)
Fusobacterium russi - - 2(0,8)
Fusobacterium varium - - 1(0,4)
Leptotrichia buccalis - - 1(0,4)
Porphyromonas assaccharolytica - - 2(0,8)
Porphyromonas endodontalis 1(13) 2(59) 3(1,3)
Porphyromonas gingivalis 5(6.4) - 14 (5,9)
Prevotella buccae 2(2,6) 2(59) 3(13)
Prevotella buccalis 1(13) 1(2,9) 1(04)
Prevotella corporis 3(3.8) - 3(1,3)
Prevotella denticola - - 3(1.3)
Prevotella disiens 3(3.8) 2(59) 4(1,7)
Prevotella intermedia 8(10,2) 4(11,8) 24 (10,1)
Prevotella melaninogenica - - 2(0,8)
Prevotella oralis 1(1,3) - 5(2,1)
Prevotella oris 1(13) - -
Prevotella veroralis - 1(04) -
Tissierella preacuta - - 5(2,1)
Bacilos Gram positivos
Actinomyces israelli - - 2(0,8)
Actinomyces meyeri - 12,9 3(1,3)
Actinomyces naeslundii 2(2,6) - 7(2,9)
Actinomyces pyogenes - - 1(0,4)
Actinomyces viscosus - - 1(04)
Clostridium glycolicum 1(13) - 1(0,4)
Clostridium limosum - - 1(0,4)
Clostridium ramosum - - 1(0,4)
Eubacterium spp. 1(1.3) - 4(1,7)
Eubacterium aerofaciens 1(13) - -
Lactobacillus spp. - - 2(0,8)
Propionibacterium propionicus - - 1(0,4)
Cocos Gram negativos
Veillonella spp. 2(2,6) - -
Cocos Gram positivos
Peptostreptococcus anaerobius - 12,9 7(2,9)
Peptostreptococcus magnus 4(5,1) 12,9 3(13)
Peptostreptococcus micros 4(5,1) 1(2,9) 15 (6,3)
Peptostreptococcus prevotii 2(2,6) - 6(2,5)
Peptostreptococcus tetradius - - 1(0,4)

MICROAEROFILOS

Bacilos Gram negativos

Actinobacillus actinomycetemcomitans 7(9,0) 4(13,3) 12 (5,0
Capnocytophaga spp. 21(27,0) 7(20,6) 60 (25,3)
Eikenella corrodens 1(13) 1(2,9) 9(3,8)
Haemophilus aphrophilus - - 5(2,1)
Haemophilus parainfluenzae - - 3(13)
Kingella kingae - - 1(0,4)
Cocos Gram positivos

Streptococcus constellatus 1(13) 2(59) 1(0,4)
Streptococcus intermedius 5(6,4) 2(59) 10 (4,2)
Streptococcus milleri 1(13) - 1(0,4)
Streptococcus mutans -

- 1(04)
Streptococcus salivarius - 1(2,9) -

PA, periodontite do adulto; PJL, periodontite juvenil localizada; PPR, periodontite de progresséo rapida.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo confirmam a complexidade da
composicao microbiana associada com formas distintas de
periodontite com a andlise da microbiota subgengival, de-
monstrando a deteccao de 50 espécies bacterianas diferen-
tes. Todos os grupos demonstraram um alto indice de de-
teccdo de bacilos anaer6bios Gram negativos. Estes morfo-
tipos bacterianos tendem a estar associado com estado de
doenca ativa.

Prevotella intermedia e Capnocytophaga sp. foram detec-
tadas com os maiores indices em todos os trés grupos de
pacientes com periodontite. Este dado estd de acordo com
aqueles de Mombelli et al?., onde P.intermedia foi a espé-
cie mais prevalente em um grupo de adultos jovens com
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periodontite. Como demonstrado por Conrads et al.?, P.ni-
grescens (anteriormente denominada P.intermedia genoti-
po 2) pode ser considerada um marcador para boas con-
dicoes fisiolégicas subgengivais em individuos saudaveis,
tendo sido detectada em todos os pacientes sem doenca
periodontal.

Porphyromonas gingivalis € um dos microrganismos mais
ativos bioquimicamente associado com periodontites do
adulto e também considerado de extrema importancia na
patogénese de outras formas de periodonite'®. Neste estu-
do demonstrou-se uma baixa prevaléncia deste periodon-
topatégeno em pacientes com PA e PPR. Estes resultados
estao de acordo com os estudos de Dahlen et al.’, que de-
tectaram P.gingivalis com uma prevaléncia de 11%, usan-
do métodos convencionais de cultivo mas reportaram, ain-
da, a prevaléncia de 24% quando usaram técnicas molecu-
lares como a Polymerase Chain Reaction. Alguns outros es-
tudos''*® demonstraram alta prevaléncia desta bactéria,
sugerindo que as diferencas reportadas sao devidas aos di-
ferentes métodos aplicados.

Actinobacillus actinomycetemcomitans e Eikenella corro-
dens foram detectadas em pacientes com PA, PJL e PPR.
Ha numerosas evidéncias associando A.actinomycetemco-
mitans com PJL e, em alguns estudos"'*'®, esta bactéria em
associacao com E.corrodens foram encontradas em asso-
ciacao em muitas lesées de PJL.

Os Streptococcus também foram detectados em vdrias
amostras. Estas bactérias sdo consideradas benéficas para
o hospedeiro humano e, quando colonizam a bolsa subgen-
gival em altos nimeros, podem retardar o processo perio-
dontal. Actinomyces naeslundi e A.israelii possuem impor-
tante papel no desenvolvimento de gengivites experimen-
tais, mas a inflamacao gengival em geral é associada com
o aumento da microbiota Gram negativa e nao com a pre-
senca de espécies de bacilos Gram positivos'®®.
Peptostreptococcus micros é considerado um importante
patégeno na etiologia das infec¢des anaerébias mistas, in-
cluindo as periodontites. Esta bactéria é isolada mais fre-
quentemente e em grande nimero em pacientes com peri-
odontite ativa. Os resultados deste trabalho estao de acor-
do com observacoes prévias feitas por outros autores**!,
sugerindo que P. micros deve estar associada com formas
avancadas de periodontite. Os periodontopatégenos Bacte-
roides forsythus e Campylobacter rectus tém sido associa-
dos "a lesoes progressivas em estudos de perda periodontal
avancada'’. E possivel que a falha na deteccao destes dois
microrganismos pode estar na dificuldade de isolamento
por métodos tradicionais de cultivo.

Os dados do presente estudo sugerem que ha grande hete-
rogeneidade na microbiota subgengival entre os pacientes
classificados nos diferentes grupos de periodontite. Méto-
dos de cultivo para o isolamento bacteriano continuam
sendo o "padrao-ouro" em microbiologia. Entretanto, co-
mo nem todas as bactérias presentes na cavidade oral po-
dem ser cultivadas, é provavel que estas bactérias nao de-
tectadas possam também ter alguma importancia na pato-
génese das doencas periodontais.
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