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Edirorial

Prezados colegas,

Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas tem, em conjunto com outras entidades
laboratoriais, atuado diretamente nos problemas que todo o mercado tem
enfrentado. Problemas comuns como reajuste na tabela do Sistema Unico de
Saiide, reducdo da carga tributdria, posicionamento dos grandes laboratorios em relacdo
aos pequenos e fiscalizacdo dos orgdos publicos de satide com relagcdo a RDC 302.
O que ressalto a todos é que este momento atual dentro do mercado é tdo intenso e de
uma importancia vital pelo simples motivo de que as entidades estdo aprendendo a tra-
balhar em conjunto por uma causa comum: solucionar os problemas existentes.
Isso é realmente importante e inédito.
A SBAC efetivamente junto com as outras entidades tem realizado um trabalho
extremamente profissional de costura politica junto a parlamentares (deputados e
senadores), orgdos federais, principalmente junto a Frente Parlamentar de Saiide, a
ANVISA e o CADE, estaduais e até municipais,.
O objetivo maior é conscientizar aos decisores da cupula politica quanto a atual situ-
agdo critica que vivem os mais de 12.000 laboratdrios de todo o Brasil.
Em paralelo, a SBAC continua atuando como a maior entidade cientifica na drea lab-
oratorial no pais, realizando cursos e congressos da mais alta qualidade.
Em agosto, comemoramos o aumento crescente de participantes nos dois maiores pro-
gramas de qualidade laboratorial no pais, o PNCQ, Programa Nacional de Controle
de Qualidade, e o DICQ Sistema Nacional de Acreditacdo.
Realizamos este ano dois dos maiores congressos da historia da SBAC, o 6°.
Congresso Regional do Nordeste em Maceio e o 34°. Congresso Brasileiro de Andlises
Clinicas, em Belo Horizonte, com um ptiblico recorde em ambos.
Agora estamos nos preparando para o 8°. Congresso Regional da Regido Centro-
Oeste, em Goidnia.
Participe de sua sociedade. Participe dos cursos, congressos e eventos. Opine, critique, mas
ndo se cale. Esta é, sem duvida, a melhor contribuicdo que cada um dos associados da
SBAC pode dar. Sua participacdo pode ajudar a construir um mercado cada vez melhor.

Nos veremos em Goidnia, de 11 a 14 de novembro de 2007 .
Até ld!

Ulisses Tuma
Presidente da SBAC
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Difilobotriase: Relato de caso no municipio de
Ribeirao Preto, SP, Brasil

Diphyllobothriasis: a case report of a human infection in Ribeirao Preto, SP, Brazil

Divani M. Capuano’; Madalena Hisako T. Okino'; Hercilia Renata M. de Mattos® &
Domingas M. A. G. Vieira Torres®

de sashimi de salmao cru.

/RESUMO - A difilobotriase é uma parasitose intestinal causada pela ténia do peixe, associada a ingestao de peixe cru ou mal-cozi-\
do. Este relato descreve o primeiro caso de difilobotriase autéctone em um estudante de 22 anos do municipio de Ribeirao Preto, Sao
Paulo, Brasil. O diagnéstico foi realizado pela clarificacao das proglétides e pelo encontro de ovos operculados no exame microscopi-
co das fezes do paciente. A investigacao epidemiolégica demonstrou que a fonte de infeccao neste caso esteve relacionada a ingestao

PALAVRAS-CHAVE - Difilobotriase; Caso humano; ténia do peixe.

/

se was the ingestion of raw salmon sashimi.
KEYWORDS - Diphyllobothriasis; Human case; fish tapeworm.

SUMMARY - Diphyllobothriasis is an intestinal parasitosis caused by the fish tapeworm, associated to the consumption of raw or un-\
dercooked fish. This report describes the first autochtonous case of diphyllobothriasis in a 22 year-old, man, student living in Ribeirdo
Preto city, State of Sdo Paulo, Brazil. The diagnosis was obtained throught the proglottids clarification and the presence of opercula-
ted eggs in the patient’s feces on microscopical examination. Epidemiologic investigation showed that the infection source in this ca-

/

INTRODUCAO

difilobotriase humana é uma parasitose intestinal cau-

sada pela ténia do peixe, decorrente da ingestao de
peixes crus, mal cozidos ou defumados, contaminados com
a larva infectante. Esta se fixa no intestino delgado, evolu-
indo para a ténia adulta que passa a liberar ovos nas fezes
cerca de um meés apo6s a infecgcao®’. O verme adulto pode
permanecer no intestino humano por 25 anos, podendo
atingir mais de dez metros de comprimento, com 3.000 pro-
glétides®*. Além do homem, diversos mamiferos e aves po-
dem ser infectados®’.
A infeccao humana pode variar desde casos assintomaticos
a manifestacoes clinicas como dor abdominal, diarréia, fla-
tuléncia e vomitos. Ja foram relatadas a ocorréncia de ane-
mia megalobléstica devido a deficiéncia de vitamina B 12
em casos de parasitismo prolongado, e de obstrucao intes-
tinal na infeccao macica®”.
A difilobotriase humana tém sido registrada na América do
Norte, Europa, Asia, Japdo e em paises da América do Sul
como Argentina, Peru e Chile'*%%*'>% Dentre cerca de 50
espécies conhecidas, 13 tém sido reportadas a infecg¢ao hu-
mana, mas somente D. latum e D. pacificum estao associ-
adas a casos humanos na América do Sul'?#021415 = A pre-
senca desta parasitose na América do Sul é antiga, pois D.
pacificum foi identificado em coprélites de mumias com
4.000 a 5.000 anos’. No Brasil, o primeiro caso humano de
difilobotriase foi reportado por Santos e Faro (2005)", em
setembro de 2004 na cidade de Salvador, BA e mais recen-
temente, Tavares et al (2005)", relataram cinco casos na ci-
dade do Rio de Janeiro, RJ, associados ao consumo de sus-
hi e sashimi. No Estado de Sao Paulo, os primeiros casos
autoctones foram registrados em marcgo de 2005 na capital
paulista, atingindo 45 casos até maio de 2005, todos asso-
ciados ao consumo de salmao cru’. Sampaio et al (2005)",
através do estudo por microscopia eletrénica de vermes
adultos eliminados por alguns pacientes, concluiram que a
espécie implicada nos casos de infecgdo humana no muni-

cipio de Sao Paulo, foi o D. latum.
No presente trabalho relatamos o primeiro caso autéctone
de difilobotriase humana em Ribeirao Preto, SP.

RELATO DO CASO

Em abril de 2005, um estudante universitario de 22 anos,
sexo masculino, branco, residente em Ribeirao Preto, SP,
buscou atendimento médico no servigo publico municipal
de saude, ap6s eliminacao espontanea de proglétides de
ténia ( Figura 1). No momento da consulta, referiu que ha
quatro meses vinha apresentando natseas, flatuléncia, di-
arréia, dor abdominal e perda de peso. As proglétides e
trés amostras de fezes foram encaminhadas ao Laboratério
de Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz de Ribeirao Preto.
No laboratoério, as fezes foram submetidas aos métodos de
Kato e da sedimentacao espontanea e as proglétides foram
clarificadas pelo lactofenol. O exame coproparasitolégico
revelou a presenca de ovos operculados, medindo entre 40
a 50 pm de largura e 60 a 70 ym de comprimento, de
Diphyllobothrium sp. (Figura 2). As proglétides foram
identificadas como de Diphyllobothrium sp. O paciente foi
tratado com uma dose Unica de Praziquantel (740 mg), sen-
do que ap6s trinta dias, um novo exame coproparasitologi-
co realizado como verificacao de cura, foi negativo.

A investigacdo epidemioldgica deste caso demonstrou que
a possivel fonte de infeccao do paciente foi a ingestao de
sashimi de salmao cru, em diferentes restaurantes de Ri-
beirdo Preto. Apesar do paciente ter viajado nos ultimos
dez anos para outros municipios do Estado de Sao Paulo e
do pais, a ingestdo de peixe cru ocorreu somente em Ri-
beirao Preto, sendo o caso classificado como autéctone.

A Vigilancia Sanitdria Municipal realizou intensa campa-
nha educativa para informar os consumidores sobre o risco
da ingestao de peixe cru e os restaurantes que servem es-
te tipo de alimento, quanto ao apropriado congelamento
dos peixes.

Recebido em 08/03/2006
Aprovado em 10/01/2007
'Laboratério de Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz de Ribeirdo Preto; *Divisao de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria Municipal de Satude de Ribeiréo Preto;
3Secdo de Enteroparasitoses do Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo
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Figura 1 - Proglétides eliminadas espontaneamente pelo estu-
dante residente em Ribeirao Preto, SP.

A

"BY
D ¢
Figura 2 - Ovos de Diphyllobothrium sp. encontrados no exame copro-

parasitolégico de um estudante residente em Ribeirao Preto, SP, reali-
zado pelos métodos da sedimentacao espontanea (A) e de Kato (B).

DISCUSSAO

O padrao epidemiolégico das doencas transmitidas por ali-
mentos tem sofrido mudancas devido a varios fatores como
o crescimento do mercado internacional de alimentos, as
melhorias do sistemas de transporte, a migracao humana e
as mudancas no hdbitos alimentares'. Além da repercussao
na saude publica, a difilobotriase humana tém impactos
econdmicos, devido a importacao de peixes como o salméao.
Portanto, a réapida identificacdo de portadores assintomati-
cos é 1util para evitar a disseminacédo desta doenca, pois os
ovos eliminados juntamente com as fezes podem alcancar
e contaminar as dguas dos rios e lagos. O diagnéstico da
infeccao humana através do exame coproparasitolégico é
facilitado, pois geralmente o nimero de ovos eliminados
por grama de fezes é elevado. Entretanto, a determinacao
da fonte de infeccdo é dificil, devido & necessidade de se
coletar grandes quantidades de peixes das areas suspeitas
para andlise microscépica. A identificacao das espécies de
Diphyllobothrium é importante, pois D. pacificum infecta
somente peixes de agua salgada, ao passo que D. latum
pode ser encontrado em peixes de agua doce ou que pas-
sam parte de sua vida na agua salgada.

Para prevenir futuros casos da difilobotriase no Brasil sdo
necessdrias a implementacao de varias medidas sanitarias,
a identificacao e tratamento dos individuos infectados e a
realizacdo de campanhas educativas junto a populacéao.

164

REFERENCIAS

1. CHAI, J. K.; DARWIN MURRELL, K.; LYMBERY, A. J. Fish-borne parasitic zo-
onoses: status and issues. Int. J. Parasitol., 35 (11-12): 1233-1254, 2005.

2. DICK, T. A.; NELSON, P. A.; CHOUDHURY, A. Diphyllobothriasis: update on
human cases, foci, patterns and sources of human infections and future con-
siderations. Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health, 32, Suppl 2: 59-76,
2001.

3. DUPOUY-CAMET, J.; PEDUZZI, R. Current situation of human diphylloboth-
riasis in Europe. Euro Surveill., 9 (4-6): 31-34, 2004.

4. EDUARDO, M.B.P,; SAMPAIO, J.L.M.; SUSUKI, E. et al. Investigagdo epide-
miolégica do surto de difilobotriase, Sdo Paulo, maio de 2005. BEPA, 17: 1-
17, 2005.

5. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Bag Bug Book - Diphyllobothrium
spp. Available: http:// www.cfsan.fda.gov/~mow/chap26.htm. Accessed in:
11/12/2005.

6. LEE, K. W,; SUHK, H-C.; PAI, K-S. SHIN H-J et al. Diphyllobothrium latum in-
fection after eating domestic salmon flesh. Korean J. Parasitol., 39 (4): 319-
321, 2001.

7. REINHARD, K.; URBAN, O. Diagnosing ancient diphyllobothriasis from Chin-
chorro mummies. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 98, Suppl. I: 191-193, 2003.

8. ROHELA, M.; JAMAIAH, |.; CAHN, K. W.; YUSOFF, W. S. Diphyllobothriasis:
the first case report from Malaysia. Southeast Asian J. Trop. Med. Public He-
alth, 33 (2): 229-230, 2002.

9. SAGUA, H.; NEIRA, |.; ARAYA, J.; GONZALEZ, J. Nuevos casos de infeccion
humana por Diphyllobothrium pacificum (Nybelin, 1931) Margolis, 1956 en
Chile y su probable relacion com el fenémeno de El Nifio, 1975-2000. Bol.
Chil. Parasitol., 56 (1-2): 22-25, 2001.

10. SAMPAIO, J. L. M.; ANDRADE, V. P;; LUCAS, M. C.; FUNG, L. Diphylloboth-

riasis, Brazil. Emerg. Infec. Dis., 11 (10): 1598-1600, 2005.

11. SANTOS, F. L .N.; FARO, L.B. The first confirmed case of Diphyllobothrium
latum in Brazil. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 100 (6): 685-686, 2005.

12. SEMENAS, L.; KREITER, A.; URBANSKI, J. New cases of human diphyllo-
bothriosis in Patagonia, Argentine. Rev. Saude publ. (S. Paulo), 35 (2): 214-
216, 2001.

13. SEMENAS, L.; UBEDA, C. Difilobotriasis humana en la Patagonia, Argentina
. Rev. Saude publ., 31 (3): 302-307, 1997.

14. TAVARES, L. E.; LUQUE, J. L.; BOMFIM, T. C. Human diphyllobothriasis: re-
ports from Rio de Janeiro, Brazil. Rev. Bras. Parasitol. Vet., 14 (2): 85-87,
2005.

15. TORRES, P; FRANJOLA, R.; PEREZ, J.; AUAD, S. et al. Epidemiologia de
la Difilobotriasis en la cuenca del Rio Valdivia, Chile. Rev. Saude publ. (S.
Paulo), 23 (1): 45-57, 1989.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
Divani M. Capuano

Instituto Adolfo Lutz de Ribeirdo Preto

Rua Minas, 877, Campos Eliseos

CEP. 14085-410 Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil

Tel: (0XX) 16-36255046, Fax: (0XX) 16-36357994

E-mail: dcapuano@ial.sp.gov.br

RBAC, vol. 39(3): 163-164, 2007



Prevaléncia de Staphylococcus aureus em
manipuladores de alimentos das creches
municipais da cidade do Natal/RN*

Prevalence of Staphylococcus aureus in food handlers from grades schools located
in Natal city, RN, Brazil
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/RESUMO - Em muitos paises o Staphylococcus aureus é considerado o segundo ou terceiro mais comum patégeno causador de into-
xicacao alimentar. Esta bactéria habita a pele, a orofaringe e, com freqiiéncia, a nasofaringe do ser humano, a partir da qual pode fa-
cilmente contaminar as maos dos manipuladores de alimentos. O presente trabalho objetivou estimar a prevaléncia de portadores de
Staphylococcus aureus em manipuladores de alimentos das creches municipais da cidade do Natal RN, no periodo de Maio a Agosto
de 2002, seguido da analise socioeconémica da populagao estudada. Foram analisadas amostras de orofaringe e nasofaringe dos ma-
nipuladores de alimentos, num total de 65 amostras. O material foi coletado com swabs estéreis e os exames foram processados por
meétodos cléssicos de culturas e provas bioquimicas (catalase, coagulase, DNAse). As analises mostraram a existéncia de 23 portado-
res (35,4 %) da bactéria Staphylococcus aureus; foi verificado, também, que a populacao estudada apresentava baixas condicoes so-
cioeconémicas. Estes resultados sugerem que os manipuladores de alimentos sao importantes fontes de contaminacao de S. aureus,

sendo necessario adotar boas praticas de manipulacao dos alimentos para prevenir contaminacéo e intoxicacao alimentar.
PALAVRAS-CHAVE - Staphylococcus aureus, intoxicacdo alimentar, nasofaringe, manipuladores de alimentos. Y,

/e SUMMARY - In several countries Staphylococcus aureus is considered the second or third most common pathogen causing of food
poisoning. This bacteria lives in the human skin, oropharynges, and often nasal pharynges, where they can easily contaminate the
hands of food handlers. The goal of this study is estimate the prevalence of Staphylococcus aureus in food handlers who were wor-
king in the elementary schools located in Natal city, RN, Brazil, from May to August, 2002, followed by social and economic analysis
of the studied population. A total of 65 samples were assayed, including samples from oral pharynges and nasal pharynges of the fo-
od handlers. The samples were collected by using sterile swabs and assayed using cell culture classical methods and using catalase,
coagulase and DNAse biochemical assays. Results show the existence of 23 carries of Staphylococcus aureus (35.4 %) besides a low
social economic status of the studied population, indicating that food handlers represent important source of S. aureus food contami-
nation. The results presented here a should be account to create hygienic practices among food handlers in order to prevent Staphy-
lococcus aureus food contamination and outbreaks of human illness associated with the consumption of S. aureus contaminated foods.
KEYWORDS - Staphylococcus aureus, food poisoning, nasal pharynges, food handlers. Y,

INTRODUCAO

taphylococcus aureus é um importante patégeno devido

a sua viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e asso-
ciacao a varias doengas, incluindo enfermidades sistémicas
potencialmente fatais, infeccoes cutaneas, infecgoes oportu-
nistas e intoxicacdo alimentar (LOWRY, 1998). Esta bactéria
habita com freqiiéncia a nasofaringe do ser humano, a par-
tir da qual pode facilmente contaminar as maos do homem e
penetrar no alimento, causando a intoxicacao alimentar es-
tafilocécica (MURRAY et al., 2000). Em muitos paises, o
Staphylococcus aureus é considerado o segundo ou terceiro
mais comum patégeno causador de intoxicacdo alimentar,
perdendo em nimero apenas para Salmonella sp. e compe-
tindo com o Clostridium perfringens (BEAN et al., 1996).
Apbs a contaminacao dos estafilococos no alimento, em tem-
peratura ambiente ou mais elevada, ocorrerd a liberacao de
enterotoxinas que causam a intoxicacao (CATTEAU, 1993).
Os sorotipos A e D sao os mais comumente associados com
a intoxicacao alimentar (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT,
2000). Estas enterotoxinas sdo resistentes as enzimas prote-
oliticas do trato intestinal humano e sao proteinas termoes-
taveis (BALABAN; RASOOLY, 2000).
O inicio da doenca é rapido, com periodo de incubacao mé-

dio de quatro a seis horas. A taxa de mortalidade de intoxi-
cacao alimentar estafilocécica é quase zero entre as pesso-
as sauddaveis, mas pode ser significativa em individuos imu-
nocomprometidos como os residentes de clinicas gastricas e
criancas de pouca idade (ORDER et al., 1992). Os principais
sintomas da intoxicacdao alimentar estafilocécica inclui vo-
mitos, seguidos de c6licas abdominais, diarréias aquosas e
nauseas, podendo ocorrer sudorese e cefaléia, mas nao se
observa o aparecimento de febre (TRANTER et al., 1990). O
patégeno é encontrado em 30-80 % da populacdo humana
e um a dois tercos destes possuem cepas enterotoxigénicas.
Logo, o manuseio da comida sem higiene é considerado um
risco de contaminacao, e a intoxicacao alimentar estafiloc6-
cica é comumente associada com manipuladores de alimen-
tos (WIENEKE; ROBERTS; GILBERT, 1993).

Assim, baseado na sua importancia e no desconhecimento
de estudos de prevaléncia de portadores de Staphylococ-
cus aureus em manipuladores de alimentos na cidade do
Natal, RN, esse trabalho teve como objetivo inicial estimar
a prevaléncia de portadores de Staphylococcus aureus em
manipuladores de alimentos das creches municipais da ci-
dade do Natal, no periodo de maio a agosto de 2002. O se-
gundo objetivo desse estudo foi analisar o perfil socioeco-
noémico da populacao estudada.
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MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada com 65 manipuladores de alimen-
tos no periodo de maio a agosto de 2002, ap6s autorizagdo
dos diretores e dos manipuladores de alimentos das cre-
ches. As creches municipais avaliadas localizavam-se nos
distritos sanitarios norte, sul, leste e oeste, num total de 48
creches visitadas. A coleta dos dados, para andlise do per-
fil socioecondémico da populacédo estudada, foi realizado a
partir de um questiondrio padronizado, onde foram verifi-
cados 5 itens, incluindo: faixa etdria dos manipuladores, lo-
calizacdo de residéncia, nivel de escolaridade, nimero de
comodos nas residéncias e nimero de pessoas que mora-
vam com os manipuladores. O questiondrio foi aplicado in-
dividualmente a cada manipulador de alimento antes da
coleta do material biolégico e apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido.

A coleta das amostras bioldgicas foi autorizada, também,
mediante a assinatura de um termo de consentimento, co-
letou-se secrecoes de nasofaringe e orofaringe com o uso
de swabs estéreis que foram acondicionados em meios de
transporte especiais (Stuart, Micromed). Apés a coleta, as
amostras foram cultivadas a 37° C em meio de cultura dgar
manitol salgado (Biobrds). Posteriormente, as colonias que
se apresentavam como cocos gram positivos, agrupados
em forma de cachos, foram submetidas as provas bioquimi-
cas de identificacao, prova da coagulase (SPERBER; TATI-
NI, 1975), prova da catalase e prova da enzima DNase
(KONEMAN et al., 2001). Utilizou-se o programa de domi-
nio publico Epi Info 6.04 b para o processamento e andlise
dos dados. Foram produzidas anéalises de estimativas pon-
tuais e intervalares dos parametros de interesse relativos a
prevaléncia de individuos portadores de S. aureus e carac-
terizacao do nivel socioecondémico da populacao estudada.

RESULTADOS

No periodo de maio a agosto de 2002 foram estudados 65
manipuladores de alimentos com o objetivo principal de
avaliar a incidéncia de Staphylococcus aureus nas se-
crecoes de nasofaringe e orofaringe. A populacao estuda-
da caracterizou-se por apresentar propor¢coes concentradas
(40 %) na faixa etaria entre 37 a 46 anos (tabela I), todos os
manipuladores de alimentos eram do sexo feminino, 49,3
% residiam no distrito sanitdrio norte da cidade de Natal-
RN (tabela II) e a grande maioria tinha o nivel de escolari-
dade fundamental (63,9 %) e 21,3 % eram nao alfabetiza-
dos (tabela III). Nesta populacao, 61,3 % residiam em ca-
sas de seis ou mais comodos (tabela IV) e 58,1 % moravam
com 4 a 6 pessoas (tabela V).

A tabela VI mostra a prevaléncia de portadores de S. au-
reus entre os manipuladores de alimentos estudados. Ob-
servou-se uma prevaléncia de 35,4 %, 23 manipuladores
de alimentos eram portadores desta bactéria, trata-se de
um percentual com significado estatistico, por estar situa-
do dentro do intervalo de confianca (23,9 - 48,2 %). Entre
o total de individuos analisados, apenas 3,08 % relataram
que estavam fazendo uso de antimicrobianos, 73,84 % nao
faziam uso de antimicrobianos e 23,08 % foram considera-
dos ignorados, devido a falta desses dados (figura 1).
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TABELA |
Distribuicao por faixa etaria dos manipuladores de alimentos
das creches municipais da cidade do Natal - RN

Faixa etéaria Frequéncia Percentual
26 a 36 15 25
37 a 46 24 40
47 a 69 21 35
Total 60 100

Fonte: Laboratério de Microbiologia Clinica/ DACT/ UFRN.

TABELA I
Distribuicao de localizacao de residéncia dos manipula-
dores de alimentos segundo distrito sanitario

Distrito sanitario Frequéncia Percentual
Norte 32 49,3
Sul 11 16,9
Leste 11 16.9
Oeste 11 16,9
Total 65 100,0

Fonte: Laboratério de Microbiologia Clinica/ DACT/ UFRN.

TABELA Il
Distribuicao dos manipuladores de alimentos
segundo nivel de escolaridade

Escolaridade Freqliiéncia Percentual
Nao Alfabetizado 13 21,3
Fundamental 39 63,9
Médio 9 14,8
Total 61 100,0

Fonte: Laboratério de Microbiologia Clinica/ DACT/ UFRN.

TABELA IV
Numero de comodos nas residéncias dos
manipuladores de alimentos

Numeros de Cdmodos Freqiéncia Percentual
2a5 24 38,7
6 ou Mais 38 61,3
Total 62 100

Fonte: Laboratério de Microbiologia Clinica/ DACT/ UFRN.

TABELA V
Numero de pessoas que moram com os
manipuladores de alimentos

Numero de Pessoas Frequéncia Percentual
1a3 18 29
4a6 36 58,1
7 ou Mais 8 12,9

Fonte: Labor atério de Micro biologi a Clinica/ DAC T/ UFRN .
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TABELA VI
Prevaléncia de Staphylococcus aureus em manipuladores de
alimentos das creches municipais da cidade do Natal - RN

Staphylococus Freqiéncia Percentual Intervalo de Confianca
aureus
Presenca 23 35,4 23,9 -48,2
Auséncia 42 64,6 51,8 -76,1
Total 65 100,0

Fonte: Laboratério de Microbiologia Clinica/ DACT/ UFRN

3,08%
23,08%

73,84%

[ Uso de antimicrobianos  [1Sem uso de antimicrobianos M Ignorados \

Figura 1: Prevaléncia do uso de antimicrobianos pelos manipula-
dores de alimentos

DISCUSSAO E CONCLUSAO

No presente estudo, foi investigada a prevaléncia de S. au-
reus em manipuladores de alimento das creches munici-
pais da cidade do Natal-RN, bem como o perfil socioecono-
mico da populacgédo estudada. S. aureus é um dos agentes
patogénicos mais comuns, responsavel por surtos de into-
xicacdo de origem alimentar. As peculiariedades do seu
habitat tornam a sua presenca largamente distribuida na
natureza, sendo transmitido aos alimentos por manipula-
dores (CASTRO; IARIA, 1984). Sendo o agente responsavel
por aproximadamente 45 % das toxiinfec¢ées no mundo,
varios trabalhos referem os manipuladores como os maio-
res responsaveis pela transmissao (PASSOS; KUAYE, 1996.
FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Nesse estudo foi demonstrado que dos 65 manipuladores
de alimentos das creches municipais 23 eram portadores
do S. aureus na nasofaringe e na orofaringe, ou seja, uma
prevaléncia elevada (35,4 %). Resultados similares foram
descritos por Pereira (1994), trabalhando com manipulado-
res de alimentos de cozinhas industriais; encontraram 30,9
% de portadores de S. aureus. Alimentos submetidos a in-
tensa manipulacdo, apresentaram uma apreciavel incidén-
cia deste microorganismo. Florentino et al. (1997), anali-
sando 120 amostras de carne moida comercializada na ci-
dade de Joao Pessoa-PB, encontrou 73,3 % de positividade
para S. aureus nas amostras de feiras livres e 53,3 % nas
coletadas em supermercados. No Japao, um trabalho reali-
zado em Aichi-Ken, S. aureus foi isolado de alimentos, dos
instrumentos de manipulacao e do ser humano; o autor
considerou os Staphylococcus aureus o principal agente
etiolégico de gastroenterites na regiao estudada (SUZUZI;
SAITO; ISHIKAWA,1999).

Considerando que a intoxicacao alimentar abrange todas as
classes sociais em todo o mundo (ARBUTHNOTT et al., 1990),
no presente estudo, a populacdao analisada, caracterizou-se
por apresentar baixas condi¢des socioecondmicas, sendo ne-
cessario orientd-las sobre as boas préaticas de manipulacao de
alimentos para prevenir intoxicacao alimentar por S. aureus.
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Segundo Murray et al. (2000), 15 % dos adultos saudaveis
possuem S. aureus persistentemente na cavidade nasal. As
cepas que estdo presentes no nariz, podem passar para as
maos e pele, podendo vir a contaminar o ar, &gua, solo, ali-
mentos e qualquer superficie ou objeto que tenha entrado em
contato com o portador (GENIGEORGIS, 1989).

A manipulacao inadequada dos alimentos por parte dos
portadores da bactéria constitui a principal fonte de conta-
minacao dos alimentos com estafilococos (LANCETTE,
1992). Fernandes et al. (1998) relataram um surto de into-
xicacdo alimentar no municipio de Contagem, MG, onde a
contaminacao dos alimentos por S. aureus teve origem nos
manipuladores, pois o material coletado da orofaringe e
sub-ungueal dos treze cozinheiros, mostrou que 84,6 % das
amostras tinham enterotoxinas do tipo A, B, C e D.

Para prevenir a intoxicacdo estafilococica é importante,
além de manter a satide dos manipuladores, manter os ali-
mentos sob refrigeracao, pois, desta forma, impede-se a
multiplicacao bacteriana e consequentemente a producao
de enterotoxinas, evitando os surtos de intoxicacao (FRAN-
CO; LANDGRAF, 1996).

Assim, os resultados do presente trabalho permitiram infe-
rir que os alimentos que sofrem manipulacao sao potenci-
almente capazes de causar intoxicacdo estafilocécica e os
manipuladores sao importantes fontes de contaminacao de
S. aureus. E interessante que os resultados deste estudo
possam criar agcdoes com o objetivo de prevenir a contami-
nacao e intoxicacao alimentar. A implementacao de cursos
de educacao basica em saude e higiene dos alimentos, as
boas praticas de fabricacao e controle para os manipulado-
res tanto no domicilio quanto nos estabelecimentos coleti-
vos sao instrumentos significativos para prevencao dos sur-
tos de intoxicacao alimentar.
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Viroses respiratdérias emergentes:
os virus e seu diagnoéstico

Viroses respiratory emergent: the viruses and its diagnosis

Luciane Teresinha Lovato’, Mario Celso Sperotto Brum’ & Sydney Hartz Alves’

demiologia e formas de diagnoéstico.

RESUMO - A emergéncia e re-emergéncia de virus patogénicos sao assuntos atuais e de grande interesse para profissionais da érea\
da saude. As alteragoes do meio ambiente causada pelo progresso humano, tem possibilitado a introducao de novos agentes virais e
o reaparecimento de novas amostras de virus ja conhecido entre os humanos. Por outro lado, o avanco tecnolégico tem contribuido
para o desenvolvimento de técnicas de diagnéstico e tratamento cada vez mais rapidas, precisas e eficientes. O virus da Influenza,
agente etiolégico da gripe, € um velho conhecido que periodicamente adquire nova roupagem e traz consigo o risco de uma pande-
mia. O metapneumovirus humano (hMPV) é um virus recentemente identificado que parece ter papel importante na producéao de do-
encas respiratérias em criancas. Esta revisao aborda aspectos gerais e importantes destes virus, que podem ser considerados exem-
plos de agentes re-emergentes e emergentes para a populacdo humana. Serao apresentadas caracteristicas do agente etiolégico, epi-
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agent, epidemiology and diagnostic tools currently available.

/s SUMMARY - Nowadays the emergence and the re-emergence of pathogenic viruses is a very important issue for health workers. The\
changes in the enviroment caused by the human progress has given the oportunitty to new viruses or new variants of well known hu-
man virus to infecte and produce disease in humans. Even though, the technologic and scientific development has produced new as-
says and techniques to diagnosis and treat these infections very fast and precisely. The Influenza virus is an old known microorganism
that acquired a new fashion bringing with it the risk of a pandemia. The human metapneumovirus was recently identified and it lo-
oks like to have an important role in child respiratory diseases. This brief review will address general aspects of the viruses, which can
be considered example of the emergence and re-emergence viruses for the human population. We will present general aspects of the
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INTRODUGAO

As doencas respiratérias agudas de etiologia infecciosa
estdo entre as seis principais causas de morte em todo
o mundo (29). Os virus das familias Paramyxoviridae, Or-
thomyxoviridae, Picornaviridae, Adenoviridae e Coronavi-
ridae contribuem regularmente para esta estatistica (36, 8).
Recentemente foram identificados novos patégenos virais
respiratérios, bem como constatado que antigos patégenos
apresentando modifica¢oes tornaram-se mais virulentos.
As razdes para a emergéncia e re-emergéncia de patége-
nos sao variadas, e incluem desde altera¢coes ambientais
até mutacoes do agente (37). Essas modificacdes possibili-
tam que um agente encontre um novo hospedeiro, no caso
os humanos, e se dissemine entre a populacao. A pressao
exercida por populac¢oes nas regioes de transicao entre flo-
restas e cidades, que muitas vezes sao determinadas pela
expansao das fronteiras agricolas e a busca de alimentos,
tem possibilitado o contato de novos agentes virais com a
populacao humana (37). A realidade de uma sociedade
globalizada, onde o movimento de pessoas é bastante in-
tenso, torna-se um ponto chave na disseminacao de do-
encas. A associacdo da alta plasticidade de alguns virus,
fazendo com que facilmente apresentem mutacgoes, com a
possibilidade de disseminacao rdpida entre as populacoes
produzem preocupacdes e mantém em estado de alerta os
profissionais de satide envolvidos (37). A vigilancia e o mo-
nitoramento constante de alteracoes das freqiiéncias da
apresentacao de doencgas tornou-se um ponto chave para a
rapida deteccao de novos variantes. Essas a¢oes possuem
maior importancia nas areas onde existe uma maior proxi-
midade entre populacoes humanas e grande diversidade
de fauna (29, 12, 37).

O objetivo deste artigo é revisar aspectos gerais de dois
agentes virais de doencas respiratorias emergentes. Serao
apresentados e discutidos virus da Influenza H5N1 e o me-
tapneumovirus humano, dando-se énfase a epidemiologia
e ao diagnéstico.

INFLUENZA

O microrganismo

O virus da Influenza é o agente etiol6gico de uma das do-
encas respiratérias mais comumente diagnosticada entre
humanos, a gripe. Existem trés sorotipos do virus denomi-
nados Influenza A, B e C. Os virus Influenza A sao patége-
nos de humanos, suinos, aves, cavalos, martas, baleias e fo-
cas, os virus Influenza B causam doencas apenas em hu-
manos, enquanto os virus Influenza C infectam humanos e
suinos, mas dificilmente causam doenca grave (22). Os so-
rotipos sdo classificados em varios subtipos e os virus per-
tencentes ao sorotipo A sao os que geralmente causam in-
fecgoes respiratérias em humanos e estdao envolvidos na
ocorréncia de pandemias apds o aparecimento de novas
cepas mais patogénicas para o homem (27, 35).

Os virus Influenza possuem aspecto pleomérfico com par-
ticulas de diametro de 80-120nm envolvidas por um enve-
lope lipidico apresentando grandes proje¢des na superficie
(22, 36). Estas projecoes do envelope sdo as glicoproteinas
virais conhecidas como hemaglutinina (HA), responsavel
pela ligagao do virus ao receptor celular, e a neuraminida-
se (NA) que tém funcao importante na liberacao das parti-
culas virais apoés a replicacéo (22, 36, 5).

As proteinas de superficie HA e NA sao os principais deter-
minantes antigénicos do virus sendo que a maior parte dos
anticorpos neutralizantes produzidos contra o virus sao dire-
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cionados contra elas (5). A classificacao dos virus Influenza
A em subtipos € realizada com base nas diferencas antigé-
nicas detectadas nestas glicoproteinas. Até agora, ja foram
classificados 16 tipos de HA (8) e 9 tipos de NA e a denomi-
nacao de uma amostra viral é dada pela associacao dos tipos
de HA e NA como, por exemplo, o virus que possui HA3 e
NAS8 é comumente conhecido como H3N8 (22, 36, 5, 8, 27).
O genoma do virus Influenza A consiste de oito segmentos
de RNA de cadeia simples que codificam para 10 protei-
nas. A estrutura segmentada do genoma facilita a troca de
segmentos de acido nucléico em células infectadas por du-
as amostras diferentes do virus Influenza A através de um
processo conhecido como “ressortimento”. Esta troca de
segmentos entre virus é tecnicamente denominado “anti-
genic shift” e é apontada como uma das causas principais
da emergéncia de amostras com significativo potencial pa-
togénico para o homem (22, 36, 5, 27).

O surgimento de novas variantes também é facilitado pelo
“antigenic drift” que consiste em mutac¢oes pontuais no
genoma do virus. Estas mutacdes podem ocorrer através de
substituicao, insercdes ou deleg¢des de nucleotideos (22,
36). Os processos de "antigenic shift” e "antigenic drift”
podem ocorrer em qualquer segmento do genoma do virus,
todavia, assumem maior importancia para a epidemiologia
da doenca se ocorrerem nos genes que codificam para he-
maglutinina e/ou neuraminidase (22, 36).

As mutacoes pontuais que ocorrem nos genes destas duas
proteinas (HA e NA) determinam ou nao o reconhecimen-
to ou reconhecimento parcial da nova variante pelo siste-
ma imune do hospedeiro, mesmo que contatos anteriores ja
tenham ocorrido (22, 36). Esta é a razdo pela qual a imuni-
dade contra o virus Influenza néo é duradoura gerando va-
rios episédios da doenca ao longo da vida dos individuos.

As aves aquaticas sao consideradas o reservatério de todos
os virus Influenza porque todas as variantes de HA e NA
foram encontrados nestes animais. Ocasionalmente, o virus
é transmitido para aves domésticas e mamiferos. Apesar da
existéncia desta variedade de HA e NA, o numero de sub-
tipos circulantes e determinantes de doenca nas diferentes
espécies é relativamente restrito (5, 22, 27). Assim, os sub-
tipos H1, H2 e H3, e N1 e N2 tém circulado na populacao
humana desde 1918, enquanto H1, H3, N1 e N2 circulam
entre suinos e H7IN7 e H3N8 sdo encontrados nos eqiiinos
(5). Os virus com significativo potencial patogénico circu-
lantes nas aves e capazes de causar doencga severa, perten-
cem aos subtipos H5 e H7.

As Epidemias

Eventos de transmissdo entre as espécies ja foram docu-
mentados de suinos para humanos, humanos para suinos,
eqlinos para caes e, mais recentemente, de aves para hu-
manos e felinos (27). A cepa altamente virulenta de virus
Influenza A H5N1 de aves, atualmente circulante na Asia
e Europa, estda sendo considerada de alto risco para o de-
senvolvimento de uma pandemia de gripe humana pela
comunidade cientifica, bem como profissionais da area da
saude. No século passado, ocorreram trés pandemias de
gripe humana e, aparentemente, todas originarias de virus
de aves (5, 27, 30, 31).

A Influenza Asiatica pandémica de 1957 e a Influenza pan-
démica de Hong Kong de 1968 foram, comprovadamente,
causadas por virus que passaram por “ressortimento”. No
primeiro caso, o virus causador foi o H2N2. Esse virus foi o
resultado do ressortimento entre o virus HIN1 cirulante em
humanos com o virus H2N2 presente em aves. O novo
H2N2 adquiriu os segmentos H2, N2 e PB1 do virus circu-
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lante em aves e tornou-se patogénico para humanos. No ca-
so de Hong Kong em 1968 o virus humano H2N2 incorpo-
rou os genes H3 e PB1 de virus de aves e originou o H3N2.
As gripes pandémicas de 1957 e 1968 geraram entre 1-4
milhoes de 6bitos cada uma delas (2). Contudo, a pandemia
de gripe mais devastadora ocorreu em 1918-1919; conheci-
da como Gripe Espanhola e levou a 6bito, aproximadamen-
te, 50 milhoes de pessoas em todo o mundo (31).

A analise genética de isolados do virus causador da Gripe
Espanhola indicou que a emergéncia do mesmo nao teria
origem no “ressortimento”, uma vez que todos os segmen-
tos do virus eram diferentes das cepas circulantes entre hu-
manos na época (30, 31). Por outro lado, o sequenciamen-
to do genoma demonstrou que o virus da Gripe Espanhola
originou-se inteiramente dos virus de aves, fundamentan-
do a hipétese da transmissao direta de aves para humanos
ou que tenha ocorrido a transmissdo para outra espécie de
mamifero, como o suino, e depois para homem (30). O vi-
rus de 1918 apresenta um pequeno numero de mutacoes
nos genes da polimerase viral que sao encontrados em ou-
tros virus de origem humana, mas que nao ocorrem em vi-
rus de aves. Estas mutacoes podem ser importantes para a
adaptacao dos virus avicolas em humanos. Algumas destas
alteracoes foram encontradas no virus H5N1 causador dos
recentes surtos de Influenza altamente patogénica para
aves e transmissivel a espécie humana (30).

O temor causado pelo H5N1

O primeiro surto de Influenza com o virus H5N1 envolven-
do aves e o homem ocorreu em 1997 em Hong Kong (8, 12,
35), quando 18 individuos foram infectados pelo virus dos
quais seis foram a 6ébito (35). Posteriormente, ficou compro-
vado que este virus surgiu através de “ressortimento” ori-
ginando-se de um virus de gansos em 1996 na provincia de
Guandong na China. O virus foi erradicado de Hong Kong
através da destruicao de todas as aves domésticas (35).
Apesar dos esforcos de erradicacao, este virus de gansos
continuou a circular e amostras similares emergiram em
2001-2002 causando surtos da doenca em aves domésticas
(5, 8, 35). No final de 2002, uma cepa altamente virulenta
para aves silvestres causou grande mortalidade em par-
ques de Hong Kong. Os virus circulantes entre aves, nor-
malmente, ndo sao patogénicos para aves silvestres. Um
virus, genética e antigénicamente semelhante, infectou
duas pessoas levando uma delas a 6bito.

Estudos moleculares do virus H5N1 foram realizados no
periodo de 2000-2004 em isolados a partir de humanos e de
aves nos paises asiadticos afetados. Esta andlise demonstrou
que uma série de “ressortimentos” envolvendo o virus ini-
cialmente detectado em gansos deu origem a um genétipo
de H5N1 dominante (gendtipo Z) entre galinhas e perus.
Desde entao, virus com este genoétipo sao os causadores
dos surtos de Influenza entre aves e humanos (5).

A evolucao do virus H5N1, ao longo do tempo, potenciali-
zou sua viruléncia e sua expansao entre hospedeiros sus-
cetiveis. Além do aumento da viruléncia para espécies sil-
vestres (5, 8, 35), também foi observado aumento da letali-
dade em camundongos e furdes infectados, experimental-
mente, no periodo de 1999-2000 (8). O virus tornou-se in-
feccioso para mamiferos, causando mortes e sendo trans-
mitido entre felinos selvagens como tigres e leopardos e
também entre gatos domésticos (15, 16). A transmissdo do
virus de marrecos para suinos tem sido considerada uma
possivel explicacao para o aumento na habilidade do virus
replicar em mamiferos (5).
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Até dezembro de 2005, o virus Influenza H5N1 havia infec-
tado mais de 130 pessoas das quais, 70 evoluiram ao dbito
(35). De acordo com o ultimo relato da Organizacao Mun-
dial de Satde (OMS-WHO), de 10 de marco de 2006; ja fo-
ram infectadas 176 pessoas e ocorreram 97 6bitos com
comprovacao laboratorial (2). Os dados de morbidade em
humanos devem ser analisados com cuidado, pois existe
um questionamento sobre as informacoes fornecidas por
alguns paises asidticos.

Os pré-requisitos para que um virus Influenza possa causar
uma pandemia entre humanos sdo: a) que o virus represen-
te um novo subtipo desconhecido do sistema imune huma-
no; b) deva replicar e causar doenca; c) seja eficientemen-
te transmitido entre humanos (2). Até o momento o virus
H5N1 preencheu bem os dois primeiros requisitos, mas nao
foi constatada a transmissao entre humanos. Alguns cien-
tistas acreditam que a replicacao continuada em aves e ou-
tras espécies, ao longo da epidemia, poderd facilitar a
emergéncia de um virus adaptado ao homem e assim efici-
entemente, transmitido entre humanos. A grande inc6gni-
ta é se isto realmente ocorrera e quando. Os profissionais e
autoridades da satde no mundo inteiro estdo alertados pa-
ra esta possibilidade e vigilancia e planos de acdo, em ca-
so de crise, estao sendo discutidos pela Organizacao Mun-
dial da Saude (OMS-WHO).

O diagnéstico

O diagnoéstico da infeccéo pelo virus Influenza pode ser re-
alizado através de vdrias técnicas laboratoriais como isola-
mento viral, deteccdo do antigeno ou acido nucléico e so-
rologia (22, 36, 5). Devido ao grande potencial de contagio
entre as aves e o risco que o H5N1 representa para o ho-
mem, é recomendado que o diagnoéstico seja realizado em
laboratérios de referéncia. No Brasil, as amostras devem
ser enviadas para o laboratério oficial LARA (Laboratérios
Regionais de Apoio Animal) em Campinas.

O isolamento dos virus Influenza é realizado, tradicional-
mente, em ovos embrionados com posterior identificacao
através da técnica de inibicdo da hemaglutinacao (22, 36).
Atualmente, o isolamento em cultivos celulares também é
possivel e, para isto, sao utilizadas células de rim de canino
(MDCK) na presenca de tripsina. As cepas altamente pato-
génicas dos virus de aves, como é o caso do H5N1, replicam,
eficientemente, em cultivos sem a presenca de tripsina (9).
A deteccao de anticorpos também pode ser utilizada e, no
caso do virus Influenza, isto é realizado pela técnica de ini-
bicdao da hemaglutinacao. Entretanto, foi observada me-
lhor eficiéncia da técnica de microneutralizacao para a de-
teccao de anticorpos contra o virus de aves (H5N1) em hu-
manos. Através desta técnica, ficou demonstrado que os
anticorpos neutralizantes podem ser detectados aos 14 di-
as e atingem titulos de 1: 640 vinte dias apds a infeccao (5).
Embora o isolamento viral seja o padrao ouro do diagnés-
tico e importante na identificacdo do virus, este € um pro-
cesso demorado. O mesmo caso se da com as provas Soro-
légicas, uma vez que anticorpos sao detectados somente
apos varios dias do inicio da infeccao. Por estas razoes, em
situagoes de surto, quando se faz necessario o diagnoéstico
precoce e preciso, as técnicas moleculares sdo mais utiliza-
das. A deteccgéao do 4cido nucléico viral através da RT-PCR
(transcricao reversa e reacao de polimerase em cadeia) tém
sido a principal opcdo de muitos laboratérios para o rapido
diagnéstico dos surtos de influenza aviaria na Asia e Euro-
pa (38, 23, 25). A utilizacao de PCR em tempo real pode
acelerar e refinar muito o diagnéstico , sendo possivel a
identificacao da amostra e sua subtipificacao em questao
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de horas (5). O Centro para o Controle e Prevencao de Do-
encas (CDC) dos Estados Unidos desenvolveu um kit com
“primers" e sonda para a realizacao de PCR em tempo re-
al especificamente para a cepa viral associada com casos
de doenc¢a humana na Asia (39).

METAPNEUMOVIRUS HUMANO (hMPV)

O virus e a epidemiologia

O hMPV foi identificado pela primeira vez, em 2001, na Ho-
landa, em 28 amostras coletadas, ao longo de 20 anos, de cri-
ancas com doenca respiratéria, a partir das quais, nenhum
patégeno conhecido havia sido detectado (33). O novo virus
apresenta genoma RNA de sentido negativo, particulas en-
velopadas com um didmetro aproximado de 200nm, e mor-
fologia tipica da familia Paramyxoviridae (33, 1, 20).

Na familia Paramyxoviridae esta classificado também o vi-
rus Sincicial Respiratério humano (hRSV) um dos princi-
pais causadores de doencas respiratérias em criancas (33,
19) e o metapneumovirus aviario (APV) que acomete gali-
nhas e perus (22). O sequenciamento do genoma revelou
maior homologia entre o novo virus identificado (hMPV)
com o metapneumovirus avidrio do que com outros virus
humanos da mesma familia, entre eles o hSRV (33). Além
de uma identidade de amino- acidos variando entre 56% e
88%, foi observada também grande similaridade na orga-
nizacdao génica entre estes dois virus (APV: 3' - N-P -M
-F-M2-SH-G-L5 ehMPV:3'-N-P-M-F-M2-
SH -G -L -15") (33). A andlise filogenética de varios isola-
dos do hMPV demonstrou que existem dois sorotipos do vi-
rus denominado A e B e, provavelmente, dois subtipos em
cada um dos sorotipos (34).

Apbs a primeira descricao, o hMPV foi detectado em paci-
entes com problemas respiratérios em varios paises (24, 3,
28, 6, 34). A doenca respiratoéria causada pelo hMPV é bas-
tante similar a doenca causada pelo hRSV (14). O virus pa-
rece induzir desde infec¢des inaparentes até quadros seve-
ros de pneumonia com alguns pacientes requerendo venti-
lacdo mecanica (34). Entre a populagao inicialmente estu-
dada na identificacao do hMPV, foram observados diferen-
tes quadros clinicos, incluindo problemas respiratérios le-
ves, tosse severa, bronquiolite e pneumonia (33). Respi-
racao ofegante, febre e rinite sao os sintomas, freqiiente-
mente, descritos na maioria dos casos (13, 3).

A epidemiologia da doenca causada pelo novo hMPV ain-
da nao esta totalmente esclarecida, mas alguns aspectos
tém sido regularmente observados. Amostras de soro cole-
tadas em 1958 foram positivas para a presenca de anticor-
pos contra o virus, indicando que o mesmo jé circula na po-
pulacao humana hé muito tempo (33). A infeccao pelo
hMPV, aparentemente, ocorre de forma sazonal, na es-
tacdo mais fria do ano, similarmente aos virus da Influenza
e o hRSV (34). Esta observacao é baseada no fato de que os
dados obtidos até o momento sao provenientes de amostras
coletadas de pacientes durante o inverno na Europa, Amé-
rica do Norte e Austrdlia. Em Hong Kong, o pico da ativi-
dade do virus foi na primavera e inicio do verao, no memo
periodo em que o hRSV ocorre nesta regiao (20). No Brasil,
a presenca do virus foi diagnosticada no Estado do Sergi-
pe, regido nordeste do pais, caracterizada pelo clima tropi-
cal durante todo o ano (4). Porém, estudos distribuidos ao
longo do ano ainda nao foram realizados para esclarecer a
época de maior transmissibilidade do virus (20).

As criancas com idade inferior a dois anos, os idosos e 0s
individuos imunocomprometidos sdo os pacientes que co-
mumente desenvolvem a forma clinica da infeccao (34, 20

171



14, 1). Os pacientes com maior pré-disposicao para o de-
senvolvimento de um quadro clinico severo sdo criancas
prematuras e recém-nascidos com patologias de base como
doenca cardiaca congénita e cancer (14).

Inquéritos sorolégicos realizados em criancas de diversas fai-
xas etdrias, demonstrou que aos cinco anos quase a totalida-
de dos individuos ja havia sido exposta ao virus (33, 34). A ta-
xa de soropositivos em criangas menores de cinco anos e com
sinais clinicos de doenca respiratéria variou entre 5% a 7%
(34), atingindo até 10% em alguns estudos (14). Na popu-
lacdo geral, com manifestacoes clinicas de enfermidade res-
piratéria, esta taxa baixou para aproximadamente 3% (34).
No Brasil, a presenca do virus foi detectada em criancas
com doencas respiratdrias atendidas em hospitais e clinicas
da cidade de Aracaju, Sergipe (4). Os autores coletaram 111
amostras, das quais 53 (48%) foram positivas apenas para
hRSV, 19 (17%) positivas apenas para o hMPV e 8 (7%) po-
sitivas para ambos os virus. A presenca do hMPV foi tam-
bém demonstrada através de sorologia no Uruguai (21).
Neste caso, foram utilizadas amostras coletadas entre 1998
e 2001 de individuos com idade entre seis dias e sessenta
anos, com ou sem manifestacoes de doenca respiratoria.
Nesta pesquisa 80% das amostras resultaram positivas (21).
A hipoétese da ocorréncia de co-infecgoes com o hMPV e
outros patégenos respiratérios foi sugerida pela aparente
sazonalidade do virus, coincidente com o periodo de ativi-
dade de outros virus humanos como Influenza e Sincicial
respiratoério (20, 34). Na Inglaterra, Greensill et al (2003)
relataram elevada freqiiéncia de co-infeccdo do hMPV em
criangas com quadro severo de bronquiolite causada pelo
hRSV. Os dois agentes virais foram detectados por RT-PCR
em 70% das amostras testadas, sugerindo um aumento na
severidade da doenca com a dupla infeccao (10). No Esta-
do do Sergipe, Cuevas et al (2003) demonstroram co-in-
feccao por estes dois virus em 7% das criangas com doenca
respiratéria no Estado do Sergipe.

Por outro lado, em estudos realizados na Espanha, em cri-
ancas com idade inferior a 3 anos, o hMPV foi detectado
em 4,1% das amostras e ndo houve deteccdo de co-in-
feccao (32). O hMPV foi também isolado de alguns pacien-
tes com Pneumonia Asidtica logo que esta doenca surgiu,
mas com a identificacao do novo coronavirus humano co-
mo agente da doenc¢a, nenhum papel ficou comprovado
para o hMPV neste caso (20, 34). Devido aos resultados
controversos e a pequena quantidade de dados existentes,
a importancia destas co-infeccdes ainda estd sendo discu-
tida entre a comunidade cientifica internacional.

O diagnéstico

A quantidade de informacdes disponiveis sobre o hMPV
ainda é pequena, principalmente com relacdo a epidemio-
logia, patogenia e sinais clinicos pelo fato do virus ter sido
descoberto recentemente, mas também pelas dificuldades
na realizacao do diagnéstico desta doenca viral. O virus foi
inicialmente isolado em células terciarias de rim de maca-
cos onde o hMPV replica lentamente. A adicao de tripsina
ao meio do cultivo celular foi imprescindivel uma vez que
o virus néo replicou na auséncia desta (33).

O virus evidencia replicacao pouco eficiente em células co-
mumente utilizadas nos laboratérios de diagnéstico e pes-
quisa como células Vero e A549 e nao replica em fibroblas-
tos de embrido de galinha ou MDCK (Madin-Darbe canine
kidney). A baixa susceptibilidade dos cultivos celulares,
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juntamente com a necessidade da presenca de tripsina no
meio, talvez possa explicar o fato de o virus estar circulan-
do na populacdo humana ha tanto tempo e ter sido detec-
tado somente agora (14). A replicacao do hMPV em cultivo
celular é lento e o efeito citopatico somente é observado
ap6s 10-14 dias e indistinguivel do efeito do hRSV (34).
As dificuldades de cultivo e o tempo necessario para a reali-
zacao do isolamento tornam esta técnica pouco viavel para
a sua aplicacao na de rotina. A RT-PCR (transcricao reversa
e reacao de polimerase em cadeia) realizada de forma con-
vencional ou a RT-PCR em tempo real (real time PCR) sao as
técnicas que tém apresentado os melhores resultados para a
deteccao do hMPV. Devido a sua rapidez e seguranca na de-
teccao do virus, sdo amplamente utilizadas na a realizacao
do diagnostico e pesquisas sobre este virus (34, 19).
Iniciadores ou “primers"” direcionados para as regioes con-
servadas que codificam a polimerase (L) e a proteina de
fusao (F) foram capazes de detectar virus de ambos os so-
rotipos através da RT-PCR convencional. Através da técni-
ca de RT-PCR em tempo real, a deteccao do gene da nucle-
oproteina (N) e da polimerase (L) apresentaram bons resul-
tados na RT-PCR em tempo real (34).

A comprovacao da presenca viral pode ser realizada atra-
vés da técnica de imunofluorescéncia (IF) diretamente nas
amostras clinicas e ap6s inoculacao destas em cultivo celu-
lar. Esta técnica é comumente utilizada para o diagnéstico
dos virus respiratérios e, portanto, deve ser considerada co-
mo uma opc¢éao para o rapido diagnéstico do hMPV (6, 17,
26). Anticorpos monoclonais desenvolvidos por diferentes
grupos tém demonstrado boa aplicabilidade pratica.

O anticorpo monoclonal MAb-8, que estd disponivel co-
mercialmente, apresentou bons resultados na deteccao de
células inoculadas com hMPV 1 a 2 dias apds a inoculacao,
porém, nao reproduziu resultados animadores quando tes-
tado diretamente em amostras clinicas (17). Testes compa-
rativos realizados no Japao demonstraram que este anti-
corpo utilizado na técnica de imunofluorescéncia detectou
11 das 15 amostras positivas através da RT-PCR (6). Bons
resultados foram obtidos também com outro anticorpo mo-
noclonal produzido por um grupo italiano que demonstrou
sensibilidade de 73,9% e especificidade de 94,4% na imu-
nofluorescéncia quando comparada com a RT-PCR (26).

A técnica de imunofluorescéncia indireta e o ensaio imu-
noenzimdtico (ELISA), utilizando células infectadas como
antigeno, tém sido amplamente utilizadas em estudos soro-
légicos. Alguns testes de ELISA, utilizando como antigenos
proteinas recombinantes, também foram desenvolvidos. Os
resultados mais animadores foram obtidos com as protei-
nas M (matriz) e N (nucleoproteina) (18, 11).

CONSIDERACOES FINAIS

Doencas infecciosas continuardo a emergir e re-emergir,
apresentando novos riscos a saude animal e humana. Os
cientistas chamam a atencao para o papel do homem nes-
tes eventos, através da sua agao sobre o meio ambiente (29,
16). Por outro lado, o avanc¢o no desenvolvimento de técni-
cas de diagnéstico, vigilancia, producao de vacinas e me-
dicamentos é a resposta da ciéncia a estes novos desafios.
Assim, espera-se dos profissionais da saude e autoridades
responsaveis pela saide publica que continuem seus es-
forcos no sentido de prevenir e evitar grandes epidemias,
preservando vidas.

RBAC, vol. 39(3): 169-173, 2007



-

N

o o

10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

REFERENCIAS

. Alto, W. A. Human metapneumovirus: a newly described respiratory tract pa-

thogen. J Am. Board. Fam. Pract., 17 (6): 466-469, 2004.

. Beigel, J.H.; Farrar, J.; Han, A M.; Hayden, F. G; Hyer, R.; de Jong, M. D.; Lo-

chindarat, S.; Tien, N.T.K.; Hien, N.T.; Hien, T.T.; Nicoll, A.; Touch, S.; Yuen,
K. Y. Avian influenza A (H5N1) infection in humans. The writing committee of
the world health organization (WHO) consultation on human influenza A/H5.
N. Engl. J. Med., 353: 1374-1385, 2006.

Boivin, G.; Abed, Y.; Pelletier, G.; Ruel, L.; Moisan, D.; Cote, S.; Peret, T.C.;
Erdman, D.D.; Anderson, L.J. Virological features and clinical manifestations
associated with human metapneumovirus: a new paramyxovirus responsible
for acute respiratory-tract infections in all age groups. J. Infect. Dis., 186(9):
1330-1334, 2002.

Cuevas, L.E.; Nasser, A.M.; Dove, W.; Gurgel, R.Q.; Greensill, J.; Hart, C.A.
Human metapneumovirus and respiratory syncytial virus, Brazil. Emerg. In-
fect. Dis., 9 (12): 1626-1628, 2003.

.Jong, M.D.; Hien, T.T. Avian influenza A (H5N1). J Clin Virol., 35(1): 2-13, 2006.

Ebihara T, Endo R, Ma X, Ishiguro N, Kikuta H. Detection of human metap-
neumovirus antigens in nasopharyngeal secretions by an immunofluores-
cent-antibody test. J Clin Microbiol., 43 (3), 1138-1141, 2005.

. Fouchier, R. A.; Munster, V.; Wallensten, A.; Bestebroer, T.M.; Herfst, S.;

Smith, D.; Rimmelzwaan, G.F,; Olsen, B.; Osterhaus, A.D. Characterization of
a novel influenza A virus hemagglutinin subtype (H16) obtained from black-
headed gulls. J.Virol., 79 (5): 2814-2822, 2005.

. Fouchier, R.A.; Rimmelzwaan, G.F.; Kuiken, T.; Osterhaus, A.D. Newer respi-

ratory virus infections: human metapneumovirus, avian influenza virus, and
human coronaviruses. Curr. Opin. Infect. Dis., 18 (2): 141-146, 2005.

. Govorkova, E.A.; Rehg, J.E.; Krauss, S.; Yen, H.L.; Guan, Y.; Peiris, M.; Ngu-

yen, T.D.; Hanh, T.H.; Puthavathana, P;; Long, H.T.; Buranathai, C.; Lim, W.;
Webster, R.G.; Hoffmann, E. Lethality to ferrets of HSN1 influenza viruses iso-
lated from humans and poultry in 2004. J. Virol., 79 (4): 2191-2198, 2005.

. Greensill, J.; McNamara, PS.; Dove, W.; Flanagan, B.; Smyth, R.L.; Hart,
C.A. Human metapneumovirus in severe respiratory syncytial virus bron-
chiolitis. Emerg. Infect. Dis., 9 (3): 372-375, 2003.

Hamelin, M.E.; Boivin, G. Development and validation of an enzyme-linked
immunosorbent assay for human metapneumovirus serology based on a re-
combinant viral protein. Clin. Diagn. Lab. Immunol., 12 (2): 249-253, 2005.
Hayden, F.G. Respiratory viral threats. Curr. Opin. Infect. Dis., 19 (2): 169-
178, 2006.

Jartti, T.; van den Hoogen, B.; Garofalo, R.P.; Osterhaus, A.D.; Ruuskanen,
O. Metapneumovirus and acute wheezing in children. Lancet.,360(9343):
1393-1394, 2002.

Kahn, J.S. Human metapneumovirus: a newly emerging respiratory patho-
gen. Curr. Opin. Infect. Dis., 16 (3): 255-258, 2003.

Keawcharoen, J.; Oraveerakul, K.; Kuiken, T.; Fouchier, R.A.; Amonsin, A.;
Payungporn, S.; Noppornpanth, S.; Wattanodorn, S.; Theambooniers, A.;
Tantilertcharoen, R.; Pattanarangsan, R.; Arya, N.; Ratanakorn, P; Oste-
rhaus, D.M.; Poovorawan, Y. Avian influenza H5N1 in tigers and leopards.
Emerg. Infect. Dis., 10 (12): 2189-2191, 2004.

Kuiken, T.; Fouchier, R.; Rimmelzwaan, G.; Osterhaus, A. Emerging viral in-
fections in a rapidly changing world. Curr. Opin. Biotechnol., 14 (6): 641-646,
20083.

Landry, M.L.; Ferguson, D.; Cohen, S.; Peret, T.C.; Erdman, D.D. Detection
of human metapneumovirus in clinical samples by immunofluorescence
staining of shell vial centrifugation cultures prepared from three different cell
lines. J. Clin. Microbiol., 43 (4):1950-1952, 2005.

Leung, J.; Esper, F; Weibel, C.; Kahn, J.S. Seroepidemiology of human me-
tapneumovirus (hMPV) on the basis of a novel enzyme-linked immunosor-
bent assay utilizing hMPV fusion protein expressed in recombinant vesicu-
lar stomatitis virus. J. Clin. Microbiol., 43(3): 1213-1219, 2005.

Mackay, I.M.; Jacob, K.C.; Woolhouse, D.; Waller, K.; Syrmis, M.W.; Whiley,
D.M.; Siebert, D.J.; Nissen, M.; Sloots, T.P. Molecular assays for detection
of human metapneumovirus. J. Clin. Microbiol., 41(1): 100-105, 2003.
Mejias, A.; Chavez-Bueno, S.; Ramilo, O. Human metapneumovirus: a not
so new virus. Pediatr. Infect. Dis. J., 23(1): 1-7, 2004.

RBAC, vol. 39(3): 169-173, 2007

21. Mirazo, S.; Ruchansky, D.; Blanc, A.; Arbiza, J. Serologic evidence of human
metapneumovirus circulation in Uruguay. Mem. Inst. Oswaldo Cruz., 100(7):
715-718, 2005.

22. Murphy, FA.; Gibbs, O.S.; Horzinek, M.C.; Studdert, M.J. Veterinary viro-
logy. San Diego: Academic Press, 1999. Cap.

23. Ng, E.K.; Cheng, PK.; Ng, A.Y.; Hoang, T.L.; Lim, W.W. Influenza A H5N1 de-
tection. Emerg. Infect. Dis., 11(8): 1303-1305, 2005.

24. Nissen, M.; Sloots, T.P. Molecular assays for detection of human metapneu-
movirus. J Clin. Microbiol, 41(1): 100-105, 2003.

25. Payungporn, S.; Chutinimitkul, S.; Chaisingh, A.; Damrongwantanapokin, S.;
Buranathai, C.; Amonsin, A.; Theamboonlers, A.; Poovorawan, Y. Single step
multiplex real-time RT-PCR for H5N1 influenza A virus detection. J. Virol.
Methods., 131(2):143-147, 2006.

. Percivalle, E.; Sarasini, A.; Visai, L.; Revello, M.G.; Gerna, G. Rapid detecti-
on of human metapneumovirus strains in nasopharyngeal aspirates and
shell vial cultures by monoclonal antibodies. J. Clin. Microbiol., 43(7):3443-
3446, 2005.

27. Perez, D.R.; Sorrell, E.M.; Donis, R.O. Avian influenza: an omnipresent pan-
demic threat. Pediatr. Infect. Dis J., 24(11 Suppl):208-216, 2005.discussion
S215.

28. Peiris, J.S.; Tang, W.H.; Chan, K.H.; Khong, P.L.; Guan, Y.; Lau, Y.L.; Chiu,
S.S. Children with respiratory disease associated with metapneumovirus in
Hong Kong. Emerg. Infect. Dis., 9(6): 628-633, 2003.

29. Pollard, A.J.; Dobson, S.R. Emerging infectious diseases in the 21st century.
Curr. Opin. Infect. Dis.,13(3): 265-275, 2000.

30. Taubenberger, J.K.; Reid, A.H.; Lourens, R.M.; Wang, R.; Jin, G.; Fanning,
T.G. Characterization of the 1918 influenza virus polymerase genes. Nature,
437(7060):889-893, 2005.

. Taubenberger, J.K.; Morens, D.M. 1918 Influenza: the mother of all pande-
mics. Emerg. Infect. Dis., 12(1): 15-22, 2006.

32. Vicente D, Cilla G, Montes M, Perez-Trallero E. Human metapneumovirus
and community-acquired respiratory illness in children. Emerg Infect Dis.,
9(5): 602-603, 2003.

383. Van Den Hoogen, B.G., de Jong, J.C.; Groen. J.; Kuiken. T.; de Groot R.;
Fouchier, R.A.; Osterhaus, A.D. A newly discovered human pneumovirus
isolated from young children with respiratory tract disease. Nat Med., 7(6):
719-724, 2001.

34. Van Den Hoogen, B.G.; van Doornum, G.J.; Fockens, J.C.; Cornelissen, J.J.;
Beyer, W.E.; de Groot, R.; Osterhaus, A.D.; Fouchier, R.A. Prevalence and
clinical symptoms of human metapneumovirus infection in hospitalized pa-
tients. J Infect Dis., 188(10): 2003.

35. Webster, R.G.; Peiris, M.; Chen, H.; Guan, Y. H5N1 outbreaks and enzootic
influenza. Emerg Infect Dis., 12(1):3-8, 2006.

36. Wright, P.F.; Webster, R.G. Orthomyxoviruses. In: KnipeDM, Howley, PM. Fi-
elds virology. 4th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2001.
p.1533-1579.

37. Woolhouse, M.E.J. Population biology of emerging and re-emerging pathog-
nes. Trends in Microbiol., 10(10, suppl):S3-S7, 2002.

38. Yuen, K.Y.; Chan, PK.; Peiris, M.; Tsang, D.N.; Que, T.L.; Shortridge, K.F;
Cheung, P.T,; To, W.K;; Ho, E.T.; Sung, R.; Cheng, A.F. Clinical features and
rapid viral diagnosis of human disease associated with avian influenza A
H5N1 virus. Lancet, 351(9101): 467-471, 1998.

39. Centers for Disease Control and Prevention (CDC). New laboratory assay for
diagnostic testing of avian influenza A/H5 (Asian Lineage). MMWR Morb
Mortal Wkly Rep., 55(5):127, 2006.

2

o

3

=

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
Sydney Hartz Alves

Andradas 1985/201, Santa Maria

CEP. 97010-033 RS, Brasil

E-mail: hartzsa@ccs.ufsm.br

173



KTitqu de Especialista em Analises Clinicas

0 TEAG - Titulo de Especialista em Analises Clinicas, € um docu-
mento outorgado pela SBAC - Sociedade Brasileira de Analises
Clinicas, no qual somente os profissionais que exercem as
Analises Clinicas, e que sejam legalmente habilitados para
assumirem a responsabilidade técnica por Laboratdrios Clinicos,
de acordo com a legislacao federal vigente no pais, é que podem
prestar o Concurso para obter o Certificado do Titulo de
Especialista em Analises Clinicas.

0Os candidatos para se inscreverem no Concurso do TEAC, deverdo
solicitar regulamento e ficha de inscrigdo na SBAC-Nacional ou
Regionais/Delegacias, por fax, telefone, e-mail, carta ou pessoalmente.

Condicdes para inscricdo no Concurso do TEAC:

1. Os candidatos habilitados a prestarem o Concurso sdo: Farmacéutico-
bioquimico, Médico e Biomédico.

2. Ser socio da SBAC efetivo e estar em dia com os seus deveres
estatuarios.

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

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

4, Pagar taxa de inscri¢do do concurso.

5. Para os inscritos no Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas,
haveré desconto de 50% na taxa de inscrigéo do Concurso do TEAC.

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

As Disciplinas:

1 - De acordo com o Programa o Candidato é avaliado pela Banca
Examinadora do Concurso, no qual tera que ser aprovado nas seguintes
Especialidades das Analises Clinicas:

- Bioquimica Clinica;

- Hematologia Clinica;

- Imunologia Clinica;

- Microbiologia Clinica;

- Parasitologia Clinica.

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

3 - Excepcionalmente o candidato também podera ter o apostilamen-
to de Citologia Esfoliativa no Certificado do TEAC. Neste caso, o can-
didato também terd que se inscrever no Concurso para obtengdo do
TECC - Titulo de Especialista em Citologia Clinica, pela SBCC —
Sociedade Brasileira de Citologia Clinica, sendo aprovado recebera o
certificado pela SBCC.

4 - Tendo sido aprovado no Concurso para obtengéo do TECC, e no
Concurso para obtencdo do TEAC, o Certificado do Titulo de Especialista
em Andlises Clinicas, tera o apostilamento em Citologia Esfoliativa no
verso do Certificado.

5 — Néo tendo sido aprovado no Concurso para obtencéo do TECC, e
sendo aprovado no Concurso do TEAC, o candidato tera o Certificado do
Titulo de Especialista em Andlises Clinicas, sem 0 apostilamento em

\\\Citologia Esfoliativa.

~

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

As Provas:

0 Concurso do TEAC é composto das Provas Escritas, Praticas de
Conhecimento (dissertativa, Oral e Slide) e de Titulos (exercicio profis-
sional e atualizagéo de conhecimentos).

Obs: a avaliagéio em Citologia pela SBCC, serd Prova Escrita, Prética e Avaliagéo curricular.

Avaliacdo da Prova de Titulos a Outorga do TEAC:

0s Candidatos aprovados terdo que enviar no prazo maximo de 2 anos
(de acordo com o Regulamento do TEAC), Curriculum Vitae e cdpia de
documentagdo comprobatdria de exercicio profissional e atualizagéo de
conhecimentos.

Validade do TEAC:

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

0 Portador do TEAC que, na renovagéo néo atingir o valor de pontos
determinado no Regulamento, poderd submeter-se as Provas de
Conhecimentos, que serdo avaliadas, de acordo com o item 1 do Artigo 8°.

Proximo Concurso do TEAC:

Informamos, que 0 68° Concurso para Outorga do TEAC — Titulo de
Especialista em Analises Clinicas, esta previsto para ser realizado em
27/09/2008 de 08 as 12h (Prova Escrita/Slide) e 13:30 as 18h (Prova
Oral), durante 0 20° Congresso Internacional de Bioquimica Clinica e
Medicina Laboratorial, 35° Congresso Brasileiro de Andlises Clinicas e
8° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica, em FORTALEZA - CE.

A taxa de inscricdo para o Concurso do TEAC e TECC é no valor R$
198,00 (cada). Para os inscritos no 20° CIBCML, 35° CBAC e 8° CBCC,
havera desconto de 50% nas inscrigGes.

0 prazo de recebimento das fichas de inscrigdo para o Concurso do
TEAC sera até o dia 06/09/2008, (data de postagem).

Lembramos que a ficha de inscricdo e 0 pagamento da taxa para o
68° Concurso do TEAC, deverdo ser enviados para a SBAC-Nacional, Rua
Vicente Licinio, 99 - Tijuca — 20270.902 — RIO DE JANEIRO - RJ .

Para o candidato que deseje se preparar para o TEAC 2008, a SBAC
disponibiliza aos interessados: o Programa TEAC 2005 e o Regulamento
TEAC 2005.

No caso de duvida e esclarecimentos,
entre em contato conosco:
SBAC, através dos tel./fax (21) 2187-0800 e 2187-0805 ou
através do e-mail: teac@sbac.org.br
SBCC, através dos tel./fax (62) 3229-0468 e 3223-5661 ou
através do e-mail: shacgo@terra.com.br /

174

RBAC, vol. 39(3), 2007



Perfil de suscetibilidade a antibiéticos de amostras de
Pseudomonas aeruginosa isoladas no centro de
diagnostico da Unimed Belém - Para*

Antimicrobials susceptibility of Pseudomonas aeruginosa strains isolated in Unimed-Belém
diagnostic center

Patricia Bentes Marques'?; Antonia Benedita Rodrigues Vieira’; Maria das Gracas Farias®;
Rosilene de Oliveira Fernandes da Silva’ & Jose Maria dos Santos Vieira®

RESUMO - A freqiiéncia de isolados de P. aeruginosa resistentes a antimicrobianos tem aumentado anualmente. O objetivo desse es-\
tudo foi avaliar a suscetibilidade de espécimes de P.aeruginosa isoladas no setor de microbiologia do Centro de Diagnéstico da Uni-
med - Belém. Foram analisadas 84 isolados de P.aeruginosa, no periodo de janeiro de 2004 a maio de 2005. O teste de suscetibilida-
de foi realizado através de automacao no Mini Api da bioMerieux, com galeria ATB PSE e teste de Kirby Bauer. Os isolados apresen-
taram maior sensibilidade a piperacilina/tazobactam/piocianina (80.9%) e colistina (100%) e maior resisténcia a cotrimoxazol (95%),
ampicilina/sulbactam (91.3%) e ticarcilina (81.6%). Os resultados desse estudo sugerem que um aumento na concentracao de pipera-
licina/tazobactam pode ser uma opcao para a terapéutica no tratamento de infecgdes por P.aeruginosa.

PALAVRAS-CHAVE - P. aeruginosa, antimicrobianos, suscetibilidade J

(¢ SUMMARY - The prevalence of drugs resistence P.aerugunosa strains have been increasing every year. The aim of this study was to
evaluate the antimicrobials susceptibility of P.aeruginosa strains from Unimed microbiology laboratory in Belém.A total of 84 sam-
ples were studied, from january,2003 to march, 2004. Susceptibility test were performed by using the ATB PSE strip from Mini Api
bioMerieux and Kirby-bauer disk diffusion method. The higest sensitivity of strains was observed to piperacillin/tazobactam/pyo
(80.9%) and colistin (100%). The higest resistence rates of P.aeruginosa was observed to cotrimoxazol (95%), ampicillin/sulbactam
(91.3%) and ticarcillin (81.6%). The results show that piperacillin/tazobactam “high level” can be a choice in the tratment of infecti-

on caused by P. aeruginosa.
KEYWORDS - P. aeruginosa, susceptibility, antimicrobials
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INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo aerébio, gram-ne-
gativo, ndo fermentador, isolado de solo, 4gua, plantas
e animais, incluindo o homem (KONEMAN et al 2001). E
uma das espécies bacterianas nao fermentativas mais pre-
valente em espécimes clinicas de pacientes hospitalizados
(TSAKRIS et al 2000; KARLOWSKY et al 2005), sendo a
principal causadora de pneumonia nosocomial em hospi-
tais brasileiros (SADER et al 2001; TORRES et al , 2004).
A P. aeruginosa é freqliientemente isolada a partir de
amostras clinicas. As infec¢des em geral sao observadas
em sitios onde existem tendéncias ao acimulo de umida-
des, como traqueostomia, cateteres permanentes, quei-
maduras, ouvido externo, feridas cutdneas exsudativas,
também causam infeccdo no trato urindrio e no trato res-
piratorio inferior (FORBES et al, 1998).

A P. aeruginosa € uma bactéria altamente oportunista, in-
vasiva, toxigénica, capaz de causar infeccbes em pacien-
tes com defesas organicas comprometidas e apresenta fa-
tores de viruléncia capazes de inativar o sistema imune e
a acao de muitos antibi6éticos (KONEMAM, 2001). In-
feccoes devido a P. aeruginosa sao particularmente pro-
blematicas por causa da resisténcia intrinseca que elas
desenvolvem para mdultiplas classes de antibi6ticos e a
habilidade delas adquirirem resisténcia adaptavel duran-
te um curso terapéutico (KOLLEF, 2005). O surgimento de
P. aeruginosa multiresistente a drogas tem sido relatado
como crescentemente problematica em hospitais do mun-
do todo (BRATU et al 2005, GALLES et al 2001).

Este trabalho teve como objetivo analisar o perfil de sus-

cetibilidade a antimicrobiano de linhagens de P. aerugi-
nosa isoladas de amostras clinicas diversas analisadas no
Laboratério de Microbiologia da UNIMED Belém, no pe-
riodo de janeiro de 2004 a maio de 2005, considerando a
alta resisténcia que esta bactéria desenvolve frente aos
antimicrobianos utilizados na pratica médica.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 84 isolados de Pseudomonas aerugino-
sa no setor de Microbiologia da Unimed de Belém-Par4,
no periodo de janeiro de 2004 a maio de 2005. Esses es-
pécimes foram identificados em amostras biolégicas di-
versas de pacientes atendidos no Hospital Geral da Uni-
med Belém-PA. As amostras biolégicas analisadas foram:
urina, lavado bréonquico alveolar (LBA), ponta de cateter
(intracath), sangue, escarro, secrecoes em geral.

Para isolamento do patdégeno foram utilizados os meios,
dgar CPSID 2, agar chocolate, agar sangue, agar Mac Con-
key, de acordo com o sitio da infeccao. A identificacao da
espécie bacteriana foi realizada por automacéo no aparelho
Mini API da bio Merieux. Foi utilizada nessa identificacao a
galeria ID GN, para identificacdao de bactérias gram negati-
vas. Para complementar a identificacao de P.aeruginosa, foi
utilizada analise em meio Rugai e oxidase.

O antibiograma foi realizado no aparelho de automacao
da Mini API da Bio MERIEUX, com a galeria ATB PSE
adaptada para P. aeruginosa e demais bacilos gram nega-
tivos nao fermentadores. Como andlise paralela de casos
de resisténcia a antibiéticos foi realizada a técnica de dis-
co-difusao padronizada pelo National Comittee for Clini-
cal Laboratory Standards (NCCLS, 2003).
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*Trabalho realizado no setor de Microbiologia do Centro de Diagnéstico da Unimed- Belém.
'Biomédica do Setor de Microbiologia do Centro de Diagnéstico Unimed-Belém; 2Departamento de Farmacia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
do Par3; *Departamento de Patologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para
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Os antibioticos testados na galeria ATP PSE foram: Ampi-
cilina/Sulbactam, Cefipima, Ceftazidima, Ciprofloxacina,
Colistina, Cotrimoxazol, Gentamicina, Imipenem, Merope-
nen, Piperacilina./Piocianina, Piperacilina./Tazobactam/Pi-
ocianina, Piperacilina, Piperacilina/Tazobactam, Ticarcili-
na, Ticarcilina/Ac. Clavulanico, Ticarcilina/Ac., Clavulani-
co/Piocianina, Ticarcilina/Piocianina e Tobramicina.

RESULTADOS

Foram isoladas 84 amostras de P. aeruginosa de amostras
clinicas diversas no Laboratério de Microbiologia da UNI-
MED-Belém no periodo de janeiro de 2004 a maio de 2005.
De acordo com a Tab. 1 a urina foi a amostra biolégica que
apresentou maior freqiiéncia de isolamento de P. aerugino-
sa (34,1%), seguida de secrecoes (27,1%), lavado bronqui-
co (21,2%), intracath (9,4%), sonda e escarro (3,5%)
hemocultura (1,2%).

Na tabela 2 observou-se que o perfil de suscetibilidade das
amostras testadas frente a 18 antibiéticos, revelou que os
isolados foram mais sensiveis a colistina (100%) e pipera-
cilina/tazobactam/piocianina (80.9%) e mais resistentes a
cotrimoxazol (95%), ampicilina/sulbactam (91.3%) e
ticarcilina (81.6%).

Em relacao as cefalosporinas, ceftazidima e cefepime, a
sensibilidade das cepas analisadas foi de 50.7% e 36%,
respectivamente. (Tabela 2).

Quanto a ciprofloxacina percebeu-se que na analise geral
da suscetibilidade dos espécimes (tabela 2) ocorreram va-
lores de freqiiéncia préximos, entre as amostras sensiveis
(41.5%) e resistentes (568.5%).

A analise da tabela 2, demonstrou que para os aminoglico-
sideos a freqiiéncia de cepas sensiveis foi de 36.6% para
gentamicina e 42.2% para tobramicina.

Em relacdo aos carbapenémicos testados, 32.9% das cepas
apresentaram resisténcia ao imipenem, ja 52.1% foram re-
sistentes ao meropenem. (Tabela 2)

Foi detectado nos isolados que as penicilinas associadas a
inibidores de ,-lactamases e a piocianina foram mais poten-
tes, quando comparadas ao mesmo grupo de penicilinas,
penicilinas/inibidores,-lactamases e penicilinas/piocianina.
Como pode ser observado, com a de piperacilina/tazobac-
tam/piocianina (80.9%) em relacao a piperacilina (42.9%),
piperacilina/tazobactam (68%), piperacilina/piocianina
(65%). Assim como, com a ticarcilina/ac. clavulanico/pioci-
anina (65%) e a ticarcilina (18.4%), ticarcilina/ac. clavula-
nico (28.9%) e ticarcilina/piocianina (42%) (Tabela 2).

TABELA |
Freqiiéncia de espécimes clinicos onde foram isoladas
amostras de P, aeruginosa no Laboratoério de Microbiologia
da UNIMED Belém-PA, no periodo de janeiro de 2004 a

maio de 2005.

Material N° %
Urina 29 34,5
Secregdes 22 26,2
Lavado brénquico 18 21,4
Intracath 8 9,5
Sonda 3 3,6
Escarro 3 3,6
Hemocultura 1 1,2

TOTAL 84 100
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TABELA 1l
Suscetibilidade aos antimicrobianos de 84 amostras de
P. aeruginosa isoladas de espécimes clinicos no Labora-
torio de Microbiologia da UNIMED Belém-PA, no periodo
de janeiro de 2004 a maio de 2005.

Antibiéticos N° de Amostras Amostras Amostras
d Sensiveis

Ampicilina/Sulbactam 80 7 (8,7%) 73(91,3%)
Cefepima 75 27 (36,0%) 48 (64,0%)
Ceftazidima 75 38 (50,7%) 37 (49,3%)
Ciprofloxacina 82 34 (41,5%) 48 (58,5%)
Colistina 79 79 (100%) 0(0%)
Cotrimoxazol 80 4 (5,0%) 6 (95,0%)
Gentamicina 82 30 (36,6%) 2 (63,4%)
Imipenem 79 48 (60,8%) 1(39,2%)
Meropenem 73 35 (47,9%) 8 (52,1%)
Piperacilina/Piocianina 66 3 (65,2%) 3 (34,8%)
Piperacilina/Tazobactam/Piocianina 68 55 (80,9%) 3(19,1%)
Piperacilina 70 30 (42,9%) 40 (57,1%)
Piperacilina/Tazobactam 78 53 (68,0%) 5 (32,0%)
Ticarcilina 76 14 (18,4%) 2 (81,6%)
Ticarcilina/Ac. Clavulanico 76 22 (28,9%) 4 (71,1%)
Ticarcilina/Ac. Clavulanico/Piocianina 64 42 (65,6%) 2 (34,4%)
Ticarcilina/Piocianina 81 34 (42,0%) 7 (58,0%)
Tobramicina 83 35 (42,2%) 8 (57,8%)

TABELA llI
Suscetibilidade a antibiéticos de 84 amostras de P, aeru-
ginosa, de acordo com o espécime clinico, isoladas no
Laboratério de Microbiologia da UNIMED Belém-PA, no
periodo de janeiro de 2004 a maio de 2005.

Antibiéti Urina Secre. Lav.Br. Intrac. Sonda Escar. Hemoc.
S R S R S R ) R S R ) R S R
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
AMP/SUL 4,0 /960 45 |915| 0 | 100 (143|857 O |[100| O |100(100| O
CEFIP 44,8 55,2 |55,0(/450(125(87,5| 0 |100| O [100| O | 100
CEFTA 51,9|48,1|59,1/409|38,9|61,1/14,3|857| 0 |100|33,3|66,7| 0 | 100
CIPROFL 37,9162,1|59,1|40,9 (16,7 |83,3|50,0|50,0 (33,3 |66,7|66,7|33,3|100| O
COLIST 100 0 |100| O [100| O |[100| O |100| O |100| O |100| O
COTRIM 11,1889 0 |100| O |100|14,3(857| O |100| O |[100| O | 100
GENTAM 35,7|64,3|57,1|429 (16,7 |83,3(12,5|87,5(33,3|66,7|33,3|66,7 100 0O
IMIPEN 67,9132,1|25,0|75,0(42,8(58,2|14,3|85,7|66,7|33,3|66,7 (33,3|100| O
MEROP 54,2145,8168,4|316(313(68,7| 0 |100|50,0|50,0|66,7(333| - -

PIP./PIOC 76,0 24,0|76,8|22,2(40,0(60,0(250|750| 0 |100 |50,0(50,0| - -
PIP./TAZ/PIOC | 76,9 |23,1|88,2|11,8 /86,7 |13,3|50,0|50,0/ O |100|100| O - -

PIPERAC 43,4|56,5|72,7|27,3 (17,6 82,4 |14,3|85,7|33,3|66,7|33,3|66,7100| O
PIP/TAZ 65,2134,8|72,8|27,2(88,2(11,8(37,5|62,5|33,3|66,7|33,3(66,7|100| O
TICA 14,8|85,2|33,3|66,7|16,7|83,3|14,3(87,7| 0 |10033,3|66,7| 0 | 100

TICA/A.CLAV [30,4[69,6]30,0[/70,0]29,4[70,6[14,3[857] 0 [100| 0 [100[100] O
TIC/A.CLA/PIO | 52,2 |47,8|72,2|27,8|35,7|64,3|25,0(750| O |100 50,0 50,0
TICARC/PIOC |40,0|60,0|70,6(29,4|23,1|/76,9| 0 |100| O |100 |50,0|50,0
TOBRA 46,4 53,6 |61,9(38,1(16,7|83,3|12,5|87,5|33,3 66,7 |66,7 33,3 | 100

DISCUSSAO

Em relacdo as amostras biolégicas estudadas (Tabela 1)
percebeu-se que a maior distribuicao dos isolados de P.ae-
ruginosa em urina, foi semelhante ao referido na literatu-
ra. Por outro lado, houve divergéncia quanto a distribuicao
de hemocultura, secrecao em geral, intracath e material do
trato respiratério inferior.(Frota et al, 1998; Santos Filho et
al, 2002; Menezes et al 2003; Menezes et al, 2004).

De acordo com Salles (2000) a colistina é um glicopeptideo,
cujo uso deve ser restrito as infeccoes graves por P.erugi-
nosa resistentes a outros antibiéticos, em funcéao de sua al-
ta toxicidade. Esse estudo demonstrou uma alta sensibili-
dade das cepas a colistina, que foi predominante em todos
os espécimes clinicos analisados (Tabela 3). A eficacia de
colistina in vitro, também foi referida por Santos Filho et al
(2002), Gales et al (2004) e Bratu et al (20095).
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A menor sensibilidade dos isolados a ampicilina/sulbatam,
cotrimoxazol, ticarcilina encontradas nesse estudo, corro-
bora com Choo (1995) e Barros(2001), que destacam o bai-
x0 espectro desses antibiéticos no tratamento de infecccoes
por P.aerugionosa.

Foi verificada maior sensibilidade das amostras a ceftazidi-
ma em relacao a cefepime (tabela 2), esse perfil foi similar
ao observado por Gales et al (1995), Menezes et al (2003),
Van Elder (2003).

A ciprofloxacina tem sido relatada na literatura médica co-
mo uma boa opcdao terapéutica no tratamento de infeccoes
urindrias, apresentando um espectro ativo contra P.aerugi-
nosa (Barros 2001). No entanto foi constatado nesse estudo
que essa quinolona foi pouco eficaz em boa parte das
amostras estudadas (tabela 2), principalmente, nas prove-
nientes do trato urinério (tabela 3).

Quanto ao perfil de suscetibidade dos isolados aos carba-
penémicos , percebeu-se maior sensibilidade das cepas ao
imepenem (60.8%) , em relacao ao meropenem (47.9%).
Esses dados diferem dos relatados por Shenoy et al (2002),
que reportou uma sensibilidade de 100% de imipenem e
meropenem na cepas estudadas.

Para Godoy et al (1989) e Salles (2000) o imipenem tem boa
eficacia no tratamente de infec¢oes por P.aeruginosa, ape-
sar do risco de resisténcia no decorrer do tratamento. A
sensibilidade do espécimes ao imipenem (60.8%) encon-
trada nesses estudo foi inferior a encontrados por Bonfiglio
et al (1998) e Tumita et al (2003) (79.6%), Santos et al
(2002) (80%) e Kalai et al (2004) (86%).

Em relacédo a sensibilidade da amostra aos aminoglicoside-
os, foram detectados valores de sensibilidade préximos en-
tre gentamicina (36.6%) tobramicina (49.4%), esse perfil
também foi reportado por Menezes et al (2002). Entretan-
to, estudos de Van Eldere (2003) e Tsuji et al (2005) revela-
ram uma sensibilidade de P.aeruginasa a gentamicina e a
tobramicina superior a 80%.

Quanto suscetibilidade dos isolados as penicilinas, perce-
beu-se que a piperacilina/tazobactam/piocianina (64
mg/l), que consiste em uma elevacao na concentracao de
piperaclina/tazobactam (16 mg/l), foi a que obteve melhor
eficacia na amostra estudada. H4 poucos relatos na litera-
tura em relacao ao uso dessa “adaptacao” na terapéutica
(Gayral et al, 1984). Nessa perspectiva, esse estudo de-
monstrou que a boa sensibilidade “in vitro” da piperacili-
na/tazobactam/piocianina, o que permite que a mesma
possa representar uma opgao no tratamento de infeccoes
por P.aeruginosa, ja que embora esse estudo relate que to-
dos os isolados testados foram mais sensiveis a colistina, o
uso da mesma, deve ser indicados em situagoes especifi-
cas devido a sua toxicidade.

CONCLUSAO

Os antibiéticos menos potentes na amostra estudado foram
cotrimoxazol, ampicilina/sulbactam, ticarcilina.

A piperacilina/tazobactam/piocianina e colistina foram os
antibiéticos de maior sensibilidade na amostra analisada.
Esse estudo reforca a importancia da analise microbiolégica
na epidemiologia de agentes etiol6gicos envolvidos em pro-
cessos infecciosos, bem como, na monitorizarao de perfis de
suscetibilidade, apoiando assim na terapéutica do paciente.
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Brasileira de Andlises Clinicas, contendo: introdugéo (com objetivo defi-nido do trabalho) material e
métodos, resultados, discussao, conclusao, bibliografia, resumo em portugués, summary em inglés,
palavras chaves (unitermos) e key words (uniterms).
3) Os trabalhos concorrentes deverao ser escritos em portugués e ser originais, ainda ndo publica-
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4) O trabalho premiado sera obrigatoriamente publicado, com exclusividade, na Revista Brasileira de
Andlises Clinicas;
5) Os demais trabalhos selecionados pela Comisséo Julgadora para concorrer ao Prémio SBAC,
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IV - DA COMISSAD JULGADORA
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Brasileira de Analises Clinicas, sendo um o Presidente;
2) A composicao da Comissao Julgadora sera divulgada pela SBAC nos Programas oficiais dos CBAC;
3) A Comisséao Julgadora selecionara os 03 (trés) melhores trabalhos apresentados,outorgando a um
deles o Prémio SBAC, e aos outros 02 (dois), sera outorgado um diploma
de Mencgao Honrosa;
4) A deciséo da Comissao Julgadora é soberana e irrecorrivel.

V - DISPOSICOES GERAIS i ) ) o o
1) O Prémio SBAC é indivisivel e sera conferido a apenas um trabalho, ficando a inteiro critério dos
autores seu eventual rateio;
2) O Trabalho concorrente ao Prémio SBAC obrigatoriamente, deve ser apresentado na Sessao de
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/RESUMO - Objetivo: Vaginose bacteriana, candidiases e tricomoniases representam cerca de 90% das desordens de origem infecci-
osa do trato genital feminino. Este estudo tem como objetivo determinar a prevaléncia de vaginose bacteriana e de infec¢oes por Tri-
chomonas vaginalis e Candida sp e correlacionar com a faixa etaria das mulheres incluidas.

Material e Métodos: Os resultados de 7004 esfregacos citopatolégicos analisados no Laboratério Romulo Rocha da Universidade Fe-
deral de Goids durante o ano de 2005 foram utilizados para a andlise. A distribuicao dos resultados em relacao a presenca ou ausén-
cia das referidas infecgoes foi analisada em um modelo estratificado por faixa etaria.

Resultados: As prevaléncias totais foram de 20% (1412/7004) para vaginose bacteriana, 8% (565/7004) para Candida sp e 2%
(124/7004) para Trichomonas vaginalis. Maiores freqiiéncias de infec¢oes do trato genital feminino foram observadas entre mulheres
de 21 a 40 anos. As prevaléncias de vaginose bacteriana, Candida sp e Thichomonas vaginalis nesta faixa etaria foram de 58%
(812/3883), 65% (367/3883), 59% (73/3883) respectivamente.

Conclusao: Maiores prevaléncias de agentes microbiol6gicos na faixa etaria de 21 a 40 anos podem refletir o fato de que estes micro-
organismos utilizam como substrato o glicogénio, cujo acimulo celular estd relacionado a estimulacao hormonal.
PALAVRAS-CHAVE - Vaginose bacteriana, tricomoniases , cadidiases J

(¢ SUMMARY - Objective: Bacterial Vaginosis, trichomoniasis and candidiasis are responsible about 90% of disorders infectious origin
of reproductive tract. The objective of this study was to determinate the prevalence of bacterial vaginosis, of Trichomonas vaginalis
and Candida sp and to correlate with the included women's age group.

Material and Methods: The results of 7004 cytopathologyc smears analyzed at Laboratério Rémulo Rocha of Universidade Federal de
Goids during the 2005th were used for the analysis. The distribution of the results in relation to the presence or absence of the refer-
red infections was analyzed in a model stratified by age group.

Results: The total prevalence was 20% for bacterial vaginosis, 8% (565/7004) for Candida sp and 2% (124/7004) for Trichomonas va-
ginalis. Higher frequencies of reproductive tract infections had been observed among women from 21 to 40 years. The prevalence of,
bacterial vaginosis, Candida sp and Thichomonas vaginalis were of 58% (812/3883), 65% (367/3883), 59% (73/3883) respectively.
Conclusion: The higher prevalence of microbiologyc agents in the 21 to 40 year-old age group can reflect the fact that these microor-

KEYWORDS - bacterial vaginosis, trichomoniasis, candidiasis.

ganisms use as substratum the glycogen, whose cellular accumulation is related to the hormonal stimulation.

/

INTRODUGAO

Inﬂama(;()es e/ou infecgoes vaginais constituem uma das
principais causas de queixas em mulheres que procuram
clinicas ginecolégicas. Vaginose bacteriana, tricomoniases e
candidiases representam cerca de 90% das desordens de ori-
gem infecciosa no trato genital feminino (Adad et al., 2001).
A vaginose bacteriana (VB) é considerada atualmente a in-
feccao vaginal de maior prevaléncia em mulheres em idade
reprodutiva. Essa sindrome polimicrobiana pode ser defini-
da como uma alteracao da microbiota vaginal normal carac-
terizada pela substituicao de lactobacilos normalmente pre-
dominantes, por uma flora composta predominantemente
por bactérias anaerdbias estritas e facultativas (Gardnerella
vaginalis, Prevotella sp, Bacteroides sp, Mobiluncus sp e
Peptostreptococcus sp) (Hiller et al., 1999). A VB nao possui
etiologia definida, porém fatores extrinsecos como a alta
freqiiéncia de coitos, a utilizacdo do DIU, espermicidas, an-
tibiéticos de largo espectro e o habito de usar duchas vagi-
nais tém sido associados ao aumento desta infecgao. Por ou-
tro lado, o uso de contraceptivos hormonais, que promovem
uma flora predominantemente lactobacilar (Giraldo et al.,
2005). A ocorréncia de VB estd associada a diversas compli-
cacgoes ginecoldgicas tais como: Doenca Inflamatéria Pélvi-
ca (DIP), ocorréncia de endometrites pds-cesdria e partos
prematuros (McLean & Rosenstein, 2000).

A candidiase é o segundo tipo mais comum de vulvovagi-
nite. Estima-se que 75% das mulheres em idade reproduti-
va ja tiveram algum episédio de infeccao por Candida sp,
40-45% destas tiveram recorréncia e 10-20% apresentaram
complicagoes (Battaglia et al., 2005). A candidiase vaginal
é caracterizada por uma inflamacdo em conseqiiéncia a
uma infecgdo por microrganismos do género Candida, fre-
quentemente Candida albicans. Numerosos fatores podem
estar relacionados a infeccdao por Candida sp (Giraldo et
al., 2005). O tratamento com antibiéticos e corticosteréides,
diabetes mellitus, gestacao e imunossupressao sao alguns
dos fatores de risco para o estabelecimento desta vulvova-
ginite. Outros fatores discutidos sao o uso de anticoncepci-
onais orais, dispositivo intra-uterino (DIU), sexo oral, alta
ingestao de carboidratos e estresse (Ehrstrom et al., 2005).
Outra infecgao que freqlientemente afeta o trato genital fe-
minino € a tricomoniase. A Organizacao Mundial de Satde
(OMS) estimou em 170 milhodes os casos de tricomoniase no
mundo, anualmente, em pessoas entre 15 e 49 anos, com a
maioria (92%) ocorrendo em mulheres. Essa infeccao, cau-
sada pelo Trichomonas vaginalis, € a doenca sexualmente
transmissivel (DST) ndo-viral mais comum no mundo (Ma-
ciel et al., 2004). A incidéncia da infec¢do depende de vari-
os fatores, incluindo idade, atividade sexual, numero de
parceiros sexuais, outras DSTs, fase do ciclo menstrual e
condicoes sécioecondmicas (Belkum et.al., 2001).
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Vaginose bacteriana, candidiases e tricomoniases represen-
tam cerca de 90% das desordens de origem infecciosa do tra-
to genital feminino (Adad et al., 2001). Andlises realizadas
estabelecendo a freqiiéncia dos agentes infecciosos mais co-
muns no trato genital feminino revelaram indices para Gard-
nerella vaginalis entre 8% e 75%, para Candida sp entre
2,2% e 30% e para Trichomonas vaginalis entre 0 e 24%. Ge-
ralmente essas infec¢oes atingem mulheres com idade acima
de 20 e abaixo de 50 anos de idade. (Adad et al., 2001).

O estudo proposto tem como objetivo determinar a prevalén-
cia de infecgdes por Gardnerella vaginalis em contexto de
microflora invertida, de Trichomonas vaginalis e de Candida
sp e correlacionar com a faixa etdria das mulheres incluidas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 7004 exames citopatolégicos de mulhe-
res atendidas nas diversas Unidades Basicas de Saude de
Goiania e enviados ao Laboratério Romulo Rocha da Uni-
versidade Federal de Goids durante o ano de 2005. Os exa-
mes foram realizados pelos citologistas do Laboratério R6-
mulo Rocha e os dados foram obtidos a partir das fichas de
requisicao. O banco de dados foi elaborado no programa
EPI-INFO 2002 e a andlise estatistica realizada pelo pro-
grama SAS (1999).

Os resultados, em relacdo a presenca ou auséncia dos
agentes microbiolégicos, foram distribuidos em um mode-
lo estratificado por faixa etdria. Os seguintes intervalos fo-
ram analisados: <20 anos, 21-30 anos, 31- 40 anos, 41-50
anos, 51- 60 anos, > 61 anos.

RESULTADOS

Considerando os 7004 exames citopatolégicos realizados
pelo Laboratério Romulo Rocha em 2005 a prevaléncia to-
tal dos agentes microbiolégicos analisados foi de 30%. A
prevaléncia de vaginose bacteriana foi de 20%(1412/7004).
As prevaléncias de infecg¢oes por Candida sp e Trichomo-
nas vaginalis foram de 8% (565/7004) e 2%(124/7004), res-
pectivamente (Gréfico 1).
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Grafico 1- Prevaléncia dos agentes microbiolégicos de mulheres
atendidas no Laboratério Romulo Rocha em 2005

Mulheres com menos de 20 anos apresentaram maiores
prevaléncias de vaginose bacteriana (25% 200/788) e de
infeccdo por Candida sp (13% 105/788). As prevaléncias
destes agentes microbiolégicos em mulheres de 21-30 e
31-40 anos foram semelhantes. Mulheres na faixa etdria
entre 51 a 60 apresentaram menores prevaléncias destes
agentes microbiolégicos. Estas prevaléncias foram ainda
menores considerando mulheres com mais de 60 anos. Em
relacao as infecc¢oes por Trichomonas vaginalis, observou-
se uma distribuicao homogénea nas diversas faixas etarias
analisadas. (Tabela 1).
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TABELA |
Prevaléncia dos agentes microbiolégicos por faixa etaria

Faixa Gard nerella vaginalis
Etaria

Candida sp Trichono mas vaginalis Total

Positivos n (%)  Negativos n(%)  Positivos n (%) Negativos (%) Positivos n (%)  Negativos n(%) n

<=20anos 200 (25%) 588 (75%) 105 (13%) 683 (87%) 13 (2%) 775 (98%) 788

21-30anos 474 (22%) 1696(78%) 205 (9%) 1965 (91%) 35 (2%) 2135 (98%) 2170

31-40anos 338 (20 %) 1375 (80%) 162(9%) 1551 (91%) 38 (2%) 1675 (98%) 1713

41-50anos 256 (21%) 984 (79%) 56 (5%) 1184 (95%) 25 (2%) 1215 (98%) 1240

51-60anos 116 (16%) 604 (84%) 27 (4%) 693 (96%) 11(2%) 709 (98%) 720
>=61anos 28 (8%) 345 (92%) 10/(3%) 363 (97%) 2(1%) 371 (99%) 373
Total 1412 (20%) 5592 (80%) 565 (8%)

6439 (92%) 124 (2%) 6880 (98%) 7004

Considerando os casos positivos, maiores prevaléncias de
infeccoes do trato genital feminino ocorreram nas faixas
etarias de 21 a 30 e 31 a 40 anos. Vaginose bacteriana foi
observada mais freqliientemente observada em mulheres
de 21 a 30 anos (34%474/1412) e em mulheres entre 31 a
40 anos (24% 338/1412). Menores freqiéncias foram ob-
servadas em mulheres acima de 50 anos. Infecgbes por
Candida sp também foram mais freqiientes em mulheres
de 21-30 anos (36% 205/565) e em mulheres de 31 a 40
anos (29%162/565) Maiores frequiéncias de infeccao por
Trichomonas vaginalis também foram observadas nestas
faixas etdrias. Mulheres com menos de 20 anos de idade
apresentaram maiores prevaléncias de infecgao por Candi-
da sp (18%105/565) e de vaginose bateriana (14%
200/1412), quando comparadas as infec¢des causadas por
Trichomonas vaginalis (10%13/124) (Grafico 2).
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Grafico 2- Distribuicao das infeccoes por agentes microbiolégi-
cos de acordo com a faixa etaria

DISCUSSAO

O equilibrio do ecossistema vaginal € mantido por comple-
xas interagoes entre a flora vaginal dita normal, os produ-
tos do metabolismo microbiano, o estado hormonal e a res-
posta imune do hospedeiro (Giraldo et al., 2005). No trato
genital feminino, a flora normal da vagina é grandemente
influenciada pelos hormoénios sexuais. A populacéo lacto-
bacilar na vagina cresce devido a um aumento dos estrége-
nos que, conseqientemente fazem o glicogénio se acumu-
lar nas células que revestem a vagina. Os lactobacilos con-
vertem o glicogénio em acido latico e o pH da vagina tor-
na-se acido (3,8 a 4,5). O predominio de Lactobacillus sp,
capazes de produzir H-O: e &cido latico contribui para a
inibicdo do crescimento de vdrios outros microorganismos
nocivos a mucosa vaginal. Essa seqiiéncia de glicogénio-
acido latico fornece as condigdes para que a flora normal
mantenha-se vidvel (Tortora et al., 2005).

Um distirbio desse ecossistema por um aumento no glico-
génio, causado por contraceptivos orais, gestacao, elimi-
nacao da flora normal por antibiéticos, podem levar a infla-
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macao da vagina (Tortora et al., 2005). Estes processos in-
flamatoérios podem ser acompanhados por processos infec-
ciosos determinados por agentes microbiolégicos, sendo
mais comuns os determinados por inversoes na flora vagi-
nal normal, caracterizando a vaginose bacteriana, e os de-
sencadeados por Candida sp e Trichomonas vaginalis. Um
estudo realizado por Lara et al. (1999), mostrou que as pre-
valéncias totais de infeccoes por Gardnerella vaginalis,
Candida sp e Trichomonas vaginalis foram 14,1%, 6,9% e
1,1% respectivamente. Estes resultados sao semelhantes
aos encontrados neste estudo.

A vaginose bacteriana resulta de mudancas na microbiota
vaginal normal, causando um aumento dos organismos
anaer6bios e uma diminuicdo dos Lactobacillus sp, sendo
muito comum em mulheres em idade reprodutiva. (Demba
et al., 2005). Neste estudo, a vaginose bacteriana foi mais
freqiientemente observada em mulheres em idade repro-
dutiva. Esses resultados sao consistentes com dados da li-
teratura que relatam que mulheres mais jovens, geralmen-
te, sdo as maiores responsaveis pelos atendimentos gineco-
légicos, possivelmente nao por interesse na prevencao do
cancer de colo do utero, como se poderia pensar, mas pela
necessidade de tratamento de leucorréias e vulvovaginites
freqientemente ocasionadas por Gardnerella vaginalis
(Brenna et al., 2001).

A infeccao por Gardnerella vaginalis freqiientemente tem
sido associada a fatores sécioculturais como idade, falta de
educacao sexual adequada, grau de escolaridade e ocu-
pacao; que acabam por se refletir por atitudes associadas a
maus hébitos de higiene, como grande nimero de parcei-
ros, inicio precoce da vida sexual ativa principalmente as-
sociada a falta de uso de preservativos (Brenna et al.,
2001). Por conseguinte, a vaginose bacteriana pode apre-
sentar alguns aspectos de doenga sexualmente transmissi-
vel, embora nao possa ser considerada como tal, apesar de
ser uma das condi¢des mais comuns em clinicas ginecol6-
gicas e de DST (Demba et al., 2005).

Este estudo mostrou que héd uma maior prevaléncia de in-
feccao por Candida sp em mulheres com menos de 20 anos
e naquelas incluidas no intervalo de 21 a 40 anos. De fato,
segundo Cavalcante et al. (2005), a Candida sp raramente
é isolada em mulheres pré-mendrquicas ou na pés-meno-
pausa, sugerindo uma dependéncia hormonal para a ocor-
réncia da infeccdo, devido ao aumento da quantidade de
glicogénio, principalmente no periodo pré-menstrual.
Além da relagdo hormonal, a maior ocorréncia desta pato-
logia na populacédo jovem poderia ter relacao com habitos
sexuais, de higiene ou comportamentais (Geiger et al,
1995). Os resultados encontrados neste estudo mostram
uma diminuicdo na infeccao por Candida sp a medida que
a faixa etaria aumenta.

A incidéncia da infeccdo por Trichomonas vaginalis esta
relacionada a idade, atividade sexual, nimero de parceiros
sexuais, outras DSTs, fase do ciclo menstrual e condicoes
s6cio-economicas. Diferencas no padrdo de vida, nivel
educacional e higiene pessoal sao outros fatores importan-
tes que influenciam na incidéncia da infeccao. A prevalén-
cia é alta entre os grupos de nivel socioeconémico baixo,
entre pacientes de clinicas ginecoldgicas, pré-natais e em
servicos de doencas sexualmente transmissiveis. (Maciel et
al., 2004). A infecgao por Trichomonas vaginalis também
foi mais freqiiente em mulheres em idade reprodutiva.
Neste estudo, observou-se menor prevaléncia de infecgao
por Trichomonas vaginalis quando comparado a prevalén-
cia dos demais agentes microbiolégicos analisados. Rivera
et al. (1996), encontraram uma freqiiéncia de 1,7% para in-
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feccao por Trichomonas vaginalis, resultado semelhante ao
observado neste estudo.

Em resumo, maiores prevaléncias de agentes microbiol6-
gicos na faixa etaria de 21 a 40 anos podem refletir o fato
de que estes microorganismos utilizam como substrato o
glicogénio, cujo acimulo celular esta relacionado a estimu-
lacao hormonal.
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PREMIO DOLES DE BIOQUIMICA CLINICA

REGULAMENTO

1 - DO PREMIO

1) O Prémio Doles de Bioquimica Clinica é promovido pela Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas -
SBAC, com o patrocinio da DOLES REAGENTES;

2) O Prémio sera no valor correspondente a R$ 3.000,00 (trés mil reais), além de diploma alusivo;

3) O Prémio sera entregue na solenidade programada pela SBAC nos Congressos Brasileiros de
Anadlises Clinicas - CBAC.

Il - DOS OBJETIVOS

O Prémio Doles de Bioquimica Clinica tem por objetivos;

11) Estimular o desenvolvimento de pesquisas na area de Bioquimica Clinica no Pais; e

2) Premiar o melhor trabalho de bioquimica clinica inscrito e apresentado no Congresso Brasileiro de
Andlises Clinicas, com vistas a melhoria técnica do Laboratério Clinico.

1l - DA PARTICIPACAD

11) Poderéo concorrer ao Prémio, todos os trabalhos inscritos e apresentados na sessao de Temas
Livres dos Congressos Brasileiros de Andlises Clinicas;

2) Para concorrer ao Prémio, os autores deverdo remeter a Secretaria da SBAC, até 30 dias antes do
Congresso, 05 (cinco) copias em papel do trabalho original completo e uma cépia em disquete ou CD
(linguagem word) e uma cépia em disquete (linguagem Word for Windows), atendendo as normas de
publicacdo da Revista Brasileira de Analises Clinicas contendo: introdugéo (com objetivo definido do tra-
balho) material e métodos, resultados, discusséo, conclusao, bibliografia, resumo em portugués,
summary em inglés, palavras chaves (unitermos) e key words (uniterms).

3) Os trabalhos concorrentes deverao ser escritos em portugués e ser originais, ainda nao publicados
nem comprometidos para publicacdo em qualquer Revista Cientifica da Especialidade;

4) O trabalho premiado sera obrigatoriamente publicado na integra, com exclusividade, na Revista
Brasileira de Anélises Clinicas;

5) Os demais trabalhos selecionados pela Comisséo Julgadora para concorrer ao Prémio Doles de
Bioguimica Clinica poderao ser publicados na Revista Brasileira de Analises Clinicas;

6) O nao atendimento aos itens 1 a 3 desqualifica o trabalho e/ou o recebimento do Prémio.

IV - DA COMISSAO JULGADORA

1) A Comisséao Julgadora sera composta de pelo menos 05 (cinco) membros nomeados pela Sociedade
Brasileira de Anélises Clinicas, sendo um o Presidente;

2) A composicao da Comissao Julgadora sera divulgada pela SBAC nos Programas

oficiais dos CBAC;

3) A Comisséao Julgadora selecionara os 03 (trés) melhores trabalhos apresentados, outorgando a um
deles o Prémio Doles de Bioquimica Clinica, e aos outros 02 (dois), sera outorgado um diploma de
Mencao Honrosa;

4) A decisé@o da Comisséo Julgadora é soberana e irrecorrivel.

V - DISPOSICOES GERAIS

11) O Prémio Doles de Bioquimica Clinica é indivisivel e sera conferido a apenas um trabalho, ficando a
inteiro critério dos autores seu eventual rateio;

2) O Trabalho concorrente ao Prémio Doles, obrigatoriamente, deve ser apresentado na sessao de
Temas Livres por um dos autores regularmente inscrito no Congresso;

3) Caso a Comisséao Julgadora dos Prémios decidir ndo premiar nenhum dos trabalhos apresentados
para concorrer ao prémio em virtude de n&o atingir os objetivos de prémios,

o valor deste sera revertido para pagamento dos anuncios da empresa promotora publicados na RBAC,
no SBAC Jornal e divulgados no site da SBAC.

4) Os casos omissos serao resolvidos pela Diretoria da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas, ouvida
a Comisséao Julgadora.

Rio de Janeiro, 30 de dezembro de 2004.
Dr. Ulisses Tuma
Presidente

Informacdes:
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas

Prémio Doles de Bioquimica Clinica
Rua Vicente Licinio, 95 - Tijuca + 20270-902 - Rio de Janeiro + RJ
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Biofilme detectado em ponta de cateter venoso
central por cultura usando método quantitativo*

Biofilm detection on central venous catheter using a quantitative culture method
Anisio Storti', Antonio Carlos Pizzolitto, Richard A. Stein’ & Elisabeth Loshchagin Pizzolitto'

RESUMO - O cateter venoso central é um instrumento médico muito usado no monitoramento de pacientes em estado critico. O uso\
destes cateteres expde o paciente ao risco de infeccdes locais e sistémicas. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de micror-
ganismos que colonizam cateteres venosos centrais usando método quantitativo de cultura. No periodo de um ano foram analisadas
118 pontas de cateter venoso central e 42 amostras de sangue de veia periférica colhidas de 100 pacientes internados em unidade de
terapia intensiva de um hospital (idade média de 57,8+0,3). De um segmento de 2,0cm foi realizada uma cultura quantitativa usando
a agua Mili-Q que lavou a superficie interna do cateter, ap6s agitacao em vortex. De uma diluicao 1/10, uma aliquota de 100pl foi se-
meada em placas de agar sangue. As colonias foram relatadas como UFC/ml. Este método requer crescimento =10° UFC/ml para mos-
trar que o cateter esta colonizado. Os dados obtidos mostraram que 28,8% pontas estavam colonizadas. Foram isolados 33 cepas mi-
crobianas Gram-positivas predominando S. aureus (30,7%), S. epidermidis (7,7%) e C. albicans (1,9%). Dezenove Gram-negativas, das
quais A. baumannii (9,7%), E. aerogenes (5,8%), P. aeruginosa (3,9%) e S. maltophilia (3,9%) foram isolados. Das 42 culturas de san-
gue, quatro foram positivas e duas mostraram S. aureus, uma S. maltophilia e uma C. freundii. O perfil de suscetilidade de S. aureus
mostrou multipla resisténcia antimicrobiana aos aminoglicosideos, cloranfenicol, lincosamidas, macrolideos, penicilinas, quinolonas,
sulfonamidas e tetraciclinas.
PALAVRAS-CHAVE - biofilme em cateter venoso central, cultura de ponta de cateter, método quantitativo, infeccdo relacionada ao
cateter venoso central, colonizacao de cateter venoso central. /
/¢ SUMMARY - The central venous catheter is a much used device for monitoring critically ill patients. However the use of these cathe-\
ters puts the patients at risk for local and systemic infections. The aim of this study was to detect microorganisms colonizing on cen-
tral venous catheters by culture using the quantitative technique. Over a one year period 118 catheters tips were analysed, and 42
blood samples collected from peripheral vein taken from 100 patients from the intensive care unit (average of 57.8+0.3). From a seg-
ment of 2.0cm a quantitative culture was made using the water that cleaned the internal surface of the catheter, after being vortexed.
From a 1/10 dilution an aliquot of 100ul was seeded on blood agar plates. The growing colonies were referred to as CFU/ml. This me-
thod requires a colony growth of 210° UFC/ml to show catheter colonization. Data obtained showed that 28.8% tips were colonized.
Thirty three Gram-positive bacteria were isolated, from which S. aureus (30.7%), S. epidermidis (7.7%) and C. albicans (1.9%) predo-
minated. Nineteen Gram-negative included A. baumannii (9.7%), E. aerogenes (5.8%), P. aeruginosa (3.9%) and S. maltophilia (3.9%)
were isolated. From 42 blood cultures four were positive, and two showed S. aureus, one S. maltophilia and one C. freundi. The S. au-
reus susceptibility profile showed multiple antimicrobial resistance to aminoglycosides, chloramphenicol, lincosamides, macrolides,
penicillins, quinolones, sulfonamides and tetracyclines.
KEYWORDS - central venous catheter biofilm, catheter tip culture, quantitative method, infection related to central venous catheter,

\central venous catheter colonization.

/

INTRODUGAO

uso hospitalar do cateter venoso central, introduzido

desde 1945, é amplamente aceito em todas as areas da
medicina clinica®. O cateter intravascular é usado para fins
de diagnéstico, terapia intravenosa, bem como, monitorar
a pressao do sangue e outras funcoes hemodinamicas, es-
pecialmente em Unidades de Terapia Intensiva®. Em mui-
tas situacoes clinicas os beneficios do uso sado significantes,
mas a infeccao relacionada ao cateter permanece uma
constante causa de infeccao hospitalar e esta associada a
significante mortalidade e morbidade de pacientes e eleva-
dos custos de permanéncia hospitalar®. Estima-se que me-
tade dos pacientes admitidos em hospital recebem terapia
intravenosa e ficam expostos ao risco de infeccoes local e
sistémica*. O diagnéstico da infecgédo relacionada ao cate-
ter é dificil porque nem todos os pacientes apresentam os
sinais de inflamacdo no local de saida do cateter e quando
os sinais estdo presentes, o exsudato do sitio de saida de-
veria ser enviado para o laboratério para ser corado pelo
Gram e realizacao da cultura; duas amostras de sangue
também deveriam ser colhidas*. Entretanto, a infeccdo s6
é confirmada ap6s a retirada do cateter e isto, com freqiién-

cia, é desnecessario e de alto custo®. Muitos métodos mi-
crobiolégicos estao disponiveis para auxiliar no diagndsti-
co de infeccao relacionada ao cateter, embora nao haja um
consenso de opinido de quais métodos usar'’*'. Antes da
técnica de Maki et al.**, em 1977, a maioria dos laboratéri-
os usavam o método qualitativo descrito por Druskin e Si-
egel’’, em 1963, que consistia na imersao da ponta do cate-
ter em caldo de cultura®. Nesse procedimento qualitativo,
o crescimento de microrganismos do cateter era indicado
pela turvacéo do caldo apés a incubacéo. Entretanto, a pre-
senca ou auséncia de turvagdo nao podia distinguir entre
contaminacao, colonizacdo e infeccao, porque uma tunica
bactéria era o suficiente para tornar a cultura positiva®. Ma-
ki et al.®, em 1977, padronizaram a técnica da cultura se-
mi-quantitativa da ponta do cateter e determinaram a uti-
lidade do método, o qual tem sido usado por vérios pesqui-
sadores para quantificar biofilmes e determinar a relacao
entre a formacao do biofilme e a infeccao do sangue'*'**,
Entretanto, este procedimento nao recupera os microrga-
nismos da superficie interna do cateter e nao é capaz de
detectar mais do que 1000 unidades formadoras de coléni-
as por ponta®. Varios métodos quantitativos**! tém sido
usados para quantificar biofilme no segmento do cateter’,

Recebido em 01/09/2006
Aprovado em 19/03/2007
*Pesquisa realizada no Laboratério de Microbiologia da Coordenadoria de Andlises Clinicas e Hemoterapia do Nucleo de Atendimento a Comunidade da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, campus de Araraquara-UNESP.
"UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA-UNESP, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, campus de Araraquara, Sdo Paulo, Brasil; 2New York University School of
Medicine, Department of Pathology, New York, USA
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como o método da centrifugacao*; cultura em caldo ou flus-
hing (lavagem)’, vortex e contagem de células vidveis®,
vortex®, sonicacao, vortex e contagem de células vidveis* e
sonicacao, vortex, homogeneizacao e contagem de células
vidveis". O procedimento mais usado para quantificar os
biofilmes é da contagem de células vidveis, no qual as cé-
lulas do biofilme, dispersadas e ressuspensas sao plaquea-
das sobre meio de cultura soélido, incubadas e contadas®.
Para a maioria destas técnicas, a determinacao da eficién-
cia do método (isto é, a percentagem de células que real-
mente foram recuperadas do biofilme) é necessdria®. O
método quantitativo simplificado descrito por Brun-Buis-
son et al.° é uma modificacao do método de Cleri et al.® é
usado para o diagnéstico de infecgao relacionada ao cate-
ter venoso central e apresenta sensibilidade de 97,5% e es-
pecificidade de 88,0%". Este método permite o isolamento
de microrganismos da superficie interna e externa do cate-
ter e facilmente realizado na rotina laboratorial®*#*. As cul-
turas qualitativa do sangue e quantitativa da ponta distal
do cateter venoso central continuam como métodos de es-
colha para o diagnéstico de infeccao relacionada ao cateter
na maioria dos laboratérios. A chave principal neste diag-
noéstico é a confirmacao exata da relacdo dos microrganis-
mos isolados de ponta de cateter venoso central e da cultu-
ra de sangue’®’. O objetivo do presente estudo foi detectar
microrganismos colonizando cateteres venosos centrais por
meio de método quantitativo de cultura.

MATERIAIS E METODOS

No periodo de janeiro de 2004 a janeiro de 2005 foram ana-
lisadas 118 pontas de cateteres venosos centrais do tipo In-
tra-Cath® de limem tnico, Vialon®, 1,7mmx30,5cm, Becton-
Dickson-BD e 42 amostras de sangue venoso de 100 paci-
entes adultos de ambos os sexos internados em Unidade de
Terapia Intensiva. Dos cateteres removidos 5,0cm da porgcao
distal (ponta) foi seccionada e colocada em um tubo tipo
Falcon, com capacidade de 15,0ml e enviada ao Laborat6-
rio de Microbiologia para cultura. Com auxilio de uma te-
soura e pinca esterilizada em bico de Bunsen, o segmento
foi seccionado em um sub-segmento de 2,0cm e realizada a
cultura quantitativa®. Esse método consiste na lavagem da
superficie interna, da ponta do cateter, com 1,0ml de dgua
Mili-Q esterilizada, com auxilio de uma pipeta tipo Pasteur,
seguida de agitacao em vortex (PHOENIX® AP-56, Arara-
quara, SP) por 1 minuto a 3.500 rpm (rotagdes por minuto).
Da diluicédo, 1/10 uma aliquota de 100ul foi retirada com
uma pipeta automatica (ICELL® - Cacil, Recife, Pernambu-
co) e transferida para uma placa de Petri (90x15mm) da
marca PLEION® -Barueri, Sao Paulo, contendo 25,0ml de
agar sangue de carneiro a 5,0% e a semeadura foi realiza-
da sobre toda a superficie do meio de cultura com auxilio de
uma alca de Drigalski. A seguir incubada em estufa bacte-
riolégica em aerobiose, a 36-37°C e examinada diariamen-
te por até 72 horas. A contagem das unidades formadoras
de colonias foi correlacionada com a diluicédo inicial (1/10).
O resultado da cultura quantitativa é relatado como
UFC/ml (unidades formadoras de colonias por ml) e o cres-
cimento =10° UFC/ml mostra colonizacao do cateter.

A cultura de sangue foi realizada com 10,0 ml de sangue
colhido de uma veia periférica, no momento da remocao do
cateter e realizada em sistema Signal-OXOID®-England®.
Os microrganismos isolados de ponta de cateter e sangue
foram identificados por metodologia padrao de acordo com
Murray et al.* (2003) e pelos sistemas semi-automatizado
BBL CRYSTAL Enteric/nao fermentador (Becton Dickin-
son-BD) e ID API 20 Staphy (bioMerieux®)
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Ap6s a identificacao dos microrganismos foi realizado o tes-
te de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de di-
fusao em disco de acordo com o NCCLS-M2-A7-2000*. Os
antimicrobianos utilizados foram de procedéncia CECON®
e a escolha de acordo com o NCCLSD-M100-S12-2002%,

A anélise estatistica foi calculada para valores de sensibili-
dade (S), especificidade (E), valores preditivos positivo
(VPP), negativo (VPN), eficiéncia e prevaléncia como des-
crito por Fletcher et al.” (2003).

RESULTADOS

As culturas de 118 pontas de cateter mostraram que em 34
(28,8%) o crescimento microbiano foi =10° UFC/ml e em 84
(71,2%) foi observado crescimento microbiano <10?
UFC/ml. Trinta e quatro (28,8%) dos cateteres estavam co-
lonizados e a infeccao relacionada ao cateter foi encontra-
da em quatro (9,56%) cateteres. Cinquienta e dois microrga-
nismos foram isolados como causa de colonizacao de cate-
ter, incluindo 32 (61,6%) cocos Gram-positivos dos quais
dois Bacilo difteréide (3,9%), dois Enterococcus faecalis
(3,9%), trés Micrococcus sp. (5,8%), 16 Staphylococcus au-
reus (30,7%); cinco Staphylococcus epidermidis (9,6%),
dois Staphylococcus haemolyticus (3,9%), um Staphylococ-
cus hominis (1,9%) e um Staphylococcus xylosus (1,9%).
Dezenove (36,5%) bacilos Gram-negativos, dos quais cin-
co Acinetobacter baumannii (9,6%); um Citrobacter freun-
dii (1,9%), quatro Enterobacter aerogenes (7,7%); um Ente-
robacter agglomerans (1,9%), um Enterobacter cloacae
(1,9%), um Escherichia coli (1,9%), um Flavimonas oryzi-
habitans (1,9%), trés Pseudomonas aeruginosa (5,8%) e
dois Stenotrophomonas maltophilia (3,9%). Leveduras
quatro (7,3%) incluindo uma Candida albicans (1,9%).
Quatro cepas de microrganismos foram isolados como cau-
sa de infeccao relacionada ao cateter, incluindo dois
Staphylococcus aureus (50,0%), um Stenotrophomonas
maltophilia (25,0%) e um Citrobacter freundii (25,0%). Dos
quatro casos de bacteriemia, a maioria dos microrganismos
causadores de infeccao eram cocos Gram-positivos e
Staphylococcus aureus o microrganismo mais isolado, me-
ticilina resistente.

Os resultados de 42 pontas de cateter analisadas em con-
junto com 42 culturas de sangue mostram que em 16
(38,1%) o desenvolvimento de unidades formadoras de co-
l6nias foi =10° UFC/ml e em 26 (61,9%) <10°* UFC/ml. Das
16 pontas de cateter com crescimento =10° UFC/ml quatro
(9,5%) evoluiram para bacteriemia. Das 26 pontas com
crescimento <10° UFC/ml nenhuma evoluiu para bacterie-
mia. A Tabela 1 mostra os resultados.

TABELA |
Comparacao entre o método de quantitativo de cultura
de cateter e bacteriemia relacionada ao cateter.

Método Resultados Bacteriemia relacionada ao cateter
SImM NAO TOTAL
N° % N° % N° %
Quantitativo =10° UFC/ml 4 9,5 12 28,6 16 38,1
<10° UFC/ml 0 0 26 61,9 26 61,9
TOTAL 4 9,5 38 90,5 42 100,0

UFC= Unidades formadoras de colénias

O método quantitativo de cultura mostrou sensibilidade
100%, especificidade 68,4 %, valor preditivo positivo (VPP)
25,0%, valor preditivo negativo (VPN) 100%, eficiéncia
71,4% e prevaléncia 9,5%.

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas
Staphylococcus aureus isoladas de pontas de cateter e san-
gue mostrou resisténcia de 100% aos aminoglicosideo
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(gentamicina), fenicol (cloranfenicol); fluorquinolonas (ci-
profloxacina e levofloxacina), lincosamidas (clindamicina);
macrolideos (eritromicina); penicilinas (oxacilina e penici-
lina G); sulfanamidas (sulfazotrim); tetraciclinas e 50% as
ansaminas (rifampicina). Todas as cepas Staphylococcus
aureus meticilina resistentes foram sensiveis aos glicopep-
tideos (teicoplanina e vancomicina).

DISCUSSAO

As infeccoes associadas aos cateteres venosos centrais cau-
sam considerdvel morbidade e mortalidade em pacientes
hospitalizados. Uma das dificuldades associadas com a in-
feccdo relacionada ao cateter é estabelecer o diagnoéstico.
Nao existe uma correlagao entre a clinica e o achado labo-
ratorial e a interpretacao do resultado microbiolégico tam-
bém é dificil, pois as culturas positivas podem mostrar que
o cateter estd contaminado ou colonizado. A evidéncia de
que um cateter estd associado a uma infeccdo é obtida
quando o cateter é removido e a ponta distal é submetida
a uma cultura. O isolamento de um mesmo microrganismo
da ponta do cateter e do sangue indica uma infeccao rela-
cionada ao cateter'. Entretanto, existem muitos métodos
disponiveis para cultura de ponta de cateter®'***4, Contu-
do, o padrao ouro é a cultura de ponta de cateter usando
método quantitativo ou semi-quantitativo®. Sherertz et al.*
compararam trés métodos de cultura de ponta de cateter, o
de rolamento em placa, o de flush ou lavagem interna do
cateter e o procedimento de sonicacao do cateter. Observa-
ram que a sensibilidade do método de sonicacédo foi de
80,0%; de rolamento do cateter sobre placa 60,0% e flush
ou lavagem interna do lumen 40,0% a 50,0%.

No presente estudo o método quantitativo apresentou sen-
sibilidade 100% e quando comparado a outros, este resulta-
do é consistente com aquele obtido por Cleri et al.9 100%,
Brun-Buisson et al.® 100%, porém, inferior ao valor obtido
por Bjornson et al* 80%. Em relacao a especificidade
68,4%, o valor obtido no presente estudo foi mais baixo
quando comparado a Cleri et al.® 92%, Bjornson et al.* 94%
e Brun-Buisson et al.® 94%. Quanto ao valor preditivo posi-
tivo (VPP) 25,0% foi inferior ao de Gutiérrrez et al.** 44,0%.
No entanto, o valor preditivo negativo (VPN) 100,0% foi su-
perior ao de Gutiérrez et al.** 99,0%. Na presente pesquisa,
observou-se que a eficiéncia do método 71,4 % foi inferior a
de Gutiérrez et al* 84,0%. Oncii et al.* relataram que o
método quantitativo de cultura de ponta de cateter deveria
ser o preferido, pois a técnica da cultura quantitativa inclu-
indo os método de sonicacao e vortex®** tem a vantagem de
isolar microrganismos das superficies interna e externa dos
cateteres e possivelmente liberando os microrganismos em-
butidos dentro da camada do biofilme. Ainda, no presente
estudo, a comparacao entre a cultura de ponta de cateter
usando método quantitativo e a cultura de sangue (Tabela
1) mostrou que 61,9% dos cateteres ndo apresentaram nu-
mero significante de unidades formadoras de coldnias e
nem evoluiram para bacteriemia. Contudo, o nimero signi-
ficante de unidades formadoras de colénias foi observado
em 38,1% dos cateteres e somente 9,5% evoluiram para
bacteriemia. Esses dados sao consistentes com os estudos
de Diener et al.®® e de Bach?®, bacteriemia relacionada ao ca-
teter varia de 3,0% a 10,0%. Também, semelhantes aos
Aufwerber et al.? taxas de bacteriemia entre 3,8% a 12,0%.
No entanto, Bullard e Dun’ notificaram bacteriemia em
3,0% a 5,0% dos pacientes com cateteres venosos centrais
e Collignon et al.* 8,0%. Observou-se ainda na presente
pesquisa, que os microrganismos isolados de cultura de
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sangue de quatro pacientes cateterizados foram S. aureus
(50%), S. maltophilia (25%) e C. freundii (25%), dados con-
cordantes com Bullard e Dunn’ e nao concordantes com
Bouza et al® os quais relataram que os microrganismos mais
isolados de infecgao relacionada ao cateter eram Staphylo-
coccus coagulase-negativa (30 a 40%), S. aureus (5 a 10%).
Polderman e Girbes* e Fatkenheuer et al.” relataram que
os Staphylococcus coagulase-negativa eram os microrga-
nismos mais freqliientemente isolados de cultura de sangue.
Bouza et al’ notificaram que os cocos Gram-positivos, prin-
cipalmente os Staphylococcus coagulase-negativa e S. au-
reus sao responsaveis por pelo menos dois tercos das in-
feccgoes relacionadas ao cateter.

Ainda, no presente estudo, os microrganismos isolados de
cateteres foram Gram-positivos e Gram-negativos entero-
bactérias ou nao e leveduras. Dados consistentes com Don-
lan e Costertan® e Pascual”, os quais relataram que as es-
pécies de microrganismos mais comumente isolados de bi-
ofilmes de cateteres sao S. epidermidis, S. aureus, C. albi-
cans, P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. faecalis.

Na presente pesquisa, a freqiiéncia de isolamento de
Staphylococcus aureus 27,3 % foi menor do que a encontra-
da por Danese' 40%. Quanto ao perfil de sensibilidade dos
microrganismos isolados de ponta de cateter e sangue, ob-
servou-se que 100% dos S. aureus eram meticilina resis-
tentes. Os dados sao consistentes com a literatura de Pfal-
ler et al.*®, os quais relataram que a resisténcia a oxacilina
entre os estafilococos é muito mais observada em patége-
nos isolados de hospital. No entanto, as taxas sao mais al-
tas do que as notificadas pelo Programa de vigilancia anti-
microbiana SENTRY, nos Estados Unidos (26,2%) e no Ca-
nadé (2,7%) de S. aureus meticilina resistentes. Ainda, na
presente pesquisa, observou-se que os isolados de S. au-
reus eram multirresistentes, inclusive para gentamicina,
fluorquinolonas e macrolideos. Dado diferente do Progra-
ma de vigilancia antimicrobiana SENTRY, do Canadd, em
que os isolados de S. aureus eram sensiveis a gentamicina,
fluorquinolonas e macrolideos. Em outros estudos, como de
Melo-Cristino®, encontraram S. aureus meticilina resisten-
tes em 48,2% dos isolados. Entre os hospitais Europeus os
S. aureus meticilina resistentes foram encontrados em
28%. Observou-se, no presente estudo, que todas as cepas
S. aureus meticilina resistentes eram sensiveis aos glico-
peptideos. Os dados obtidos sao consistentes com os de
Onci et al.*, os quais relataram que os antibiéticos glico-
peptideos sao ativos contra Staphylococcus inclusive os
meticilina resistentes.

A presente pesquisa relatou os estudos desenvolvidos com
cateter venoso central confeccionado em Vialon® e a quan-
tificacdo de biofilme por cultura bacteriolégica, usando
técnica de Brun-Buisson et al.® Os dados mostraram que
43,2% dos cateteres estudados foram colonizados por mi-
crorganismos, incluindo S. aureus, S. epidermidis, P. aeru-
ginosa e E. coli. Dados esses, similares aos encontrados por
Maki e Ringer”, os quais relataram o isolamento de S. co-
agulase-negativa, S. aureus, bacilos Gram-negativos e le-
veduras de cateter de Vialon. Lopez-Lopez et al.* e Polder-
man e Girbes® relataram que os cateteres disponiveis no
mercado sao feitos de silicone, poliuretano, tetrafluoretile-
no-hexafluorpropileno (FEP-Teflon) e o polieteruretano
sem aditivos (PEU-Vialon) e que a natureza e a composicao
quimica do cateter é um fator de risco relacionado a in-
feccao do cateter. Maki e Ringer” mostraram que o cateter
de Vialon apresenta os mesmos riscos de infeccao que os
de Teflon. Fatkenheuer et al.” relatam que quase todos os
cateteres intravenosos sao colonizados por microrganis-
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mos. Lopez-Lopez et al* avaliaram a aderéncia de S. au-
reus, S. epidermidis, P. aeruginosa e E. coli sobre superfici-
es de cateteres confeccionados em cloreto de polivinil
(PVCQ), Teflon, latex siliconizado, poliuretano e Vialon. Os
autores observaram que a aderéncia bacteriana foi signifi-
cantemente maior para PVC e latex siliconizado do que pa-
ra outros polimeros para todas as cepas. Os valores de ade-
réncia de Staphylococcus sobre poliuretano e Vialon foram
mais baixos do que E. coli e P. aeruginosa sobre Teflon.
Concluiram que a aderéncia bacteriana aos cateteres de-
pende em parte da natureza quimica do cateter. A aderén-
cia do microrganismo a um material especifico depende
das propriedades fisicas do cateter, como a qualidade da
superficie. Depois que o microrganismo coloniza o cateter,
prolifera formando biofilme e comeca migrar. Os microrga-
nismos podem disseminar-se da ponta do cateter para a
corrente sanguinea por meio das infusoes, manipulacoes e
movimentos fisiolégicos do cateter e, desta forma, causar
infeccdo sistémica, conforme relatado por Raad*. Sadoya-
ma e Gontijo Filho**, em um estudo usando cateter de Via-
lon, mostraram que entre 116 pacientes incluidos no estu-
do, mais da metade apresentaram no sitio de insercao do
cateter um numero bem alto de microrganismos (=200
UFC/cm? e 27% das pontas dos cateteres estavam conta-
minadas. A presente pesquisa mostra que 25,4% dos paci-
entes apresentaram infeccao no local de insercao do cate-
ter e 42,4% estavam colonizados. Ainda, no presente estu-
do, os dados mostraram que 41,2% das culturas eram poli-
microbianas e 58,8% monobacterianas, dados diferentes
dos obtidos por Cercenado et al.®: monomicrobianas
(83,0%) e polimicrobianas (17,0%). Observou-se no pre-
sente estudo que o microrganismo lider que colonizou o ca-
teter venoso central e causou infeccao relacionada ao cate-
ter foi S. aureus, seguido de S. epidermidis. O achado de
que o Staphylococcus spp. foi o isolado mais comum da
ponta de cateter positiva parece suportar a atual visao de
que a infecgao origina-se tanto da pele do préprio pacien-
te, como do pessoal médico ou da colonizacdo da conexao
do cateter.

CONCLUSAO

A deteccao do biofilme foi evidenciada pelo método quan-
titativo de cultura de ponta de cateter e o biofilme influen-
ciou na infecgao relacionada ao cateter.
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Avaliacao do ertapenem frente a bacilos gram
negativos produtores de enzima beta lactamase de
espectro expandido (ESBL)*

Evaluation of the ertapenem front to negative bacilli gram enzyme producers beta lactamase of
expanded specter (ESBL )

Everardo AlbuquerAque Menezes', Erica Gongalves Barreto Alves’, Francisco Afranio Cunha’, Maria
Rozellé Ferreira Angelo’, Maria Nubia Cavalcante Salviano® & Indcio Regis Nascimento Oliveira®

F RESUMO - A resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos se tornou uma séria ameaca a satde publica em todo o mund ,\
transformando-se em um problema crescente tanto nos ambientes hospitalares quanto na vida didria das comunidades. A busca de
novas substancias capazes de reduzir a atuacao e a disseminacao dessas bactérias resistentes se tornou um objetivo importante a ser
alcancado, notadamente no que diz respeito aos bacilos Gram negativos produtores de enzima (-lactamase de espectro expandido
(ESBL), principalmente no caso de Klebsiella e Escherichia coli, que apresentam uma crescente resisténcia aos agentes p-lactamicos
de amplo espectro. O ertapenem se apresenta hoje como uma das novas alternativas para o tratamento de infec¢oes causadas por es-
tas bactérias. Este trabalho tem como objetivo verificar a eficacia do tratamento antimicrobiano com o Ertapenem, nas infecgoes cau-
sadas por ESBL. Os resultados obtidos apontam para a comprovacao de sua eficacia, visto que de 50 amostras testadas, de bacilos
Gram negativos, comprovadamente ESBL, 48 se mostraram realmente eficientes, eliminando ou impedindo a proliferagao de bactéri-
as. Podemos concluir que o Ertapenem sédico realmente atua de forma eficaz no tratamento das infec¢ées causadas por Bactérias com-
provadamente produtoras de ESBL.

PALAVRAS-CHAVE - Resisténcia bacteriana. Ertapenem. ESBLs. J

/SUMMARY - bacterial resistance to agent antimicrobials if became a serious threat public health in the whole world, changedding it\
self into an increasing problem in such a way in hospital environments how much in the daily life of the communities. The search of
new substances capable to reduce the performance and the dissemination of these resistant bacteria if became an objective important
to be reached, mainly in that it says respect to the producing negative enzyme Gram bacilli lactamase of expanded specter (ESBL),
mainly in the case of Klebsiella e Escherichia coli, that they present an increasing resistance to agents (3-lactdémicos of ample specter.
The ertapenem if presents today as one of the new alternatives for the treatment of caused infections for these bacteria. This work has
as objective to verify the effectiveness of treatment antimicrobials with the Ertapenem, in the infections caused for ESBL. Gotten re-
sults point with respect to the evidence of its effectiveness, since of 50 tested samples, of negative Gram bacilli, confirmly ESBL, 48 if
they had shown really efficient, eliminating or hindering the proliferation of bacteria. We can conclude that the sédico Ertapenem re-
ally acts of form efficient in the treatment of the infections caused for Bacteria confirmly ESBL producers.

KEYWORDS - Bacterial resistance. Ertapenem. ESBLs. J

hidrolisar o antimicrobiano em questao e da velocidade

INTRODUCAO
com que o fB-lactamico penetra pela membrana externa da

Aresisténcia aos f lactamicos é reconhecidamente um
problema mundial, entretanto, a avaliacao do proble-
ma carece de dados mais precisos para se determinar sua
real extensdo, principalmente nos paises em desenvolvi-
mento. A grande maioria dos dados disponiveis sobre o as-
sunto provém de paises desenvolvidos, onde as condigcdes
de atendimento sao bastante diferentes das encontradas
nos paises em desenvolvimento, como o Brasil'.

Esse problema vem se agravando ao longo dos anos, sen-
do que apenas na ultima década o ntmero de $-lactamases
conhecidas dobrou. A rapidez com que os bacilos Gram ne-
gativos desenvolvem resisténcia aos agentes antimicrobia-
nos, notadamente as cefalosporinas de terceira e quarta
geracao demonstram a capacidade de adaptacao e de dis-
seminacao desses microrganismos, o que coloca em risco
os tratamentos convencionais dirigidos a essas infecgoes'.
As p-lactamases sdo enzimas que catalisam a hidrélise do
anel p-lactamico, impossibilitando assim a sua atividade
antimicrobiana. A producao de p-lactamases é o principal
mecanismo de resisténcia das bactérias Gram negativas. O
grau de resisténcia ao -lactamico ir4 depender da quanti-
dade de enzima produzida, da habilidade dessa enzima em

bactéria (permeabilidade da membrana)®.

As enterobactérias sdao uma familia de bacilos Gram nega-
tivos, com muitas propriedades em comum. Embora possam
ser encontradas amplamente na natureza, a maioria habita
os intestinos do homem e dos animais, seja como membros
da microbiota normal ou como agentes de infeccao®.
Atualmente, as enterobactérias sao os microrganismos
mais freqiientemente isolados de processos infecciosos, re-
presentando em torno de 70 a 80% das amostras de micror-
ganismos Gram negativos isolados em rotina de laborat6-
rio. A freqiiéncia dos diferentes géneros e espécies é forte-
mente influenciada pelo local onde a infeccao foi adquiri-
da, isto é, se na comunidade ou no hospital‘.

Um dos problemas causados por essas enzimas é decorren-
te do fato de sua producao ser inibida durante a terapéuti-
ca antimicrobiana. Dessa maneira, quando a amostra bac-
teriana é detectada pelo laboratério de microbiologia ela é
aparentemente sensivel as cefalosporinas de terceira e
quarta geracdo e penicilinas de amplo espectro®. Porém
durante o tratamento ocorre inducao da producao de gran-
des quantidades de enzimas e o paciente comeca a evolu-
ir mal com recidiva na infeccao. Uma nova amostra da bac-
téria é isolada e esta poderd se mostrar resistente a um an-
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timicrobiano para o qual a bactéria era inicialmente sensi-
vel, podendo até ser interpretado como erro laboratorial
quando da avaliacao da primeira amostra®.

As P-lactamases de espectro expandido (ESBLs) resultam
de mutagoes das enzimas classicas (TEM-1 e SHV-1), e sao
provenientes de pressado seletiva em ambientes onde ha uti-
lizacao abusiva de antimicrobiano de amplo espectro, como
cefalosporinas de terceira e quarta geracao. Devido ao fato
da maioria das ESBLs serem codificadas por genes localiza-
dos em plasmideos, que, geralmente, carreiam genes de re-
sisténcia a outros antimicrobianos, tais como aminoglicosi-
deos e outras classes de drogas, as cepas produtoras dessas
enzimas sao na maioria dos casos multiresistentes’.

As enterobactérias produtoras de ESBLs tem sido isoladas
com maior freqiiéncia em amostras procedentes de pacien-
tes hospitalizados, porém também podem ser encontradas
em amostras de origem comunitdria. Estes isolamentos po-
dem aparecer de forma esporddica, sem relacao epidemio-
légica, ou dar lugar a surtos nosocomiais. A maioria dessas
epidemias afetam poucos pacientes em um periodo curto
de tempo. Entretanto, cada vez é mais freqiiente a des-
cricao de surtos nosocomiais®.

O Ertapenem ¢€ ativo in vitro contra um amplo espectro de
bactérias Gram positivas e Gram negativas, aerébias e anae-
rébias. A atividade bactericida do Ertapenem resulta da ini-
bicdo da sintese da parede celular e é mediada pela ligacao
do Ertapenem 4&s proteinas ligadoras de Penicilina (PBPs)®.
O Ertapenem se apresenta como o mais recente antimicro-
biano capaz de eliminar as cepas produtoras de ESBLs,
sendo indicado nos casos onde o tratamento com cefalos-
porinas de terceira e quarta geragdes nao obteve resulta-
dos satisfatérios. Também pode ser utilizado como alterna-
tiva ao uso dos carbapenémicos, pois sua condi¢dao de uso
em dose Unica e a diminuicao dos efeitos colaterais facilita
a recuperacao do paciente’.

Contudo é importante verificar a verdadeira eficacia do
medicamento, visto que as informacoes disponiveis ainda
sao poucas e necessitam de uma comprovacao efetiva an-
tes de sua aceitacao irrestrita nesses tratamentos. De acor-
do com o que foi dito o nosso objetivo foi avaliar a eficacia
do Ertapenem no combate a bacilos Gram negativos pro-
dutores de ESBLs.

MATERAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica
no setor de bacteriologia do Hospital Geral de Fortaleza
(HGF). Foram utilizadas 50 bactérias isoladas de vérios lo-
cais anatémicos: sangue, urina e secrecoes. Foi feita a tria-
gem das cepas de ESBLs ap6s identificacdo presuntiva no
aparelho de automacao Walk Way — Microscan.

As amostras foram reisoladas com salina e semeadas no agar
MacConkey e incubadas em estufa a 35°C por 24 horas.
Apés o reisolamento foi realizado o Teste de Susceptibili-
dade a antimicrobianos (TSA) pelo método de difusao com
discos segundo a técnica de Kirby-Bauer” e do CLSI" no
dgar Mueller Hinton, incubados a 35°.C por 24 horas. Os
discos usados foram do fabricante Oxoid e foram os seguin-
tes: CAZ — Ceftazidima. CD — ceftazidima + acido clavula-
nico. ETP - Ertapenem.

Apbs 24 horas de incubacao foram medidos os halos dos
discos, se a diferenca do CAZ e do CD for maior ou igual a
5 mm, o resultado é ESBL positivo. A bactéria testada é
considerada susceptivel ao ETP quando o halo for maior
ou igual a 16 mm.
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RESULTADOS

Foirealizado o TSA de 50 bactérias, todas eram enterobac-
térias produtoras de ESBL, segundo o aparelho de auto-
macao Microscan. Foram distribuidas assim as bactérias:
04 Escherichia coli e 46 Klebsiella pneumoniae. Estas bac-
térias foram isoladas principalmente a partir de secrecoes
(7), hemoculturas (14) e urinoculturas (29).

Os setores onde tiveram maior prevaléncia de enterobacté-
rias produtoras de ESBL foram a Clinica Médica e a Unida-
de de Terapia Intensiva de acordo com a tabela 1.

As 50 bactérias utilizadas no TSA foram produtoras de
ESBL, confirmando o aparelho de automacao Microscan,
isto é, a diferenca dos halos foi maior ou igual a 5 mm.

O Ertapenem mostrou-se eficaz em 48 amostras (96%),
comprovando sua acao no combate as infecgoes causadas
por ESBL. As duas amostras que apresentaram resisténcia
ao Ertapenem foram infeccoes do tipo hospitalar, uma
amostra era de urinocultura da Pediatria e a outra de se-
crecao (liquido da cavidade abdominal) proveniente da
Clinica Médica.

TABELA |
Origem das bactérias ESBL no Hospital Geral de Fortaleza

Origem das amostras Numero de Bactérias

Clinica 19
Médica 12
UTI 04
UTI semi intensiva 04
Neonatologia

04
Transplante Renal
Pediatria 03
Cirurgia 02
Neurologia 01
Urologia 01

DISCUSSAO

Neste trabalho foram selecionadas 50 bactérias Gram ne-
gativas, apo6s identificacdo no aparelho de automacao Mi-
croscan, como sendo cepas suspeitas de ESBL, foi realiza-
do teste de confirmacao através do teste de adicao de &ci-
do clavulédnico ao disco de ceftazidima pelo método de di-
fusao com discos, todas as bactérias foram identificadas co-
mo sendo produtoras de ESBL. Na avaliacao da eficacia do
Ertapenem frente as bactérias Gram negativas produtoras
de ESBL, este se mostrou eficaz em 48 bactérias (96%), re-
sultado considerado satisfatorio.

A deteccao de ESBLs em isolados de bactérias Gram nega-
tivas é problemaética devido a sua variabilidade fenotipica,
os testes de susceptibilidade utilizados rotineiramente po-
dem classificar essas amostras bacterianas como sensiveis
aos antimicrobianos. Alguns métodos tém sido propostos e
se baseiam na comparacao de sensibilidade da amostra ao
betalactamico sozinho e quando esse é associado a inibido-
res ao betalactamases. O aumento da sensibilidade quan-
do o inibidor de betalactamase € associado ao betalactami-
co indica producao de ESBL™.

As ESBLs resultam de mutacoes das enzimas clédssicas
(TEM-1 e SHV-1), e sao provenientes de pressao seletiva
em ambientes onde hé utilizacdao abusiva de antimicrobia-
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nos de amplo espectro como cefalosporinas de terceira e
quarta geracao. Devido ao fato da maioria das ESBLs se-
rem codificadas por genes localizados em plasmideos, que,
geralmente, carreiam genes de resisténcia a outros antimi-
crobianos, tais como aminoglicosideos e outras classes de
drogas, as cepas produtoras dessas enzimas sao na maioria
dos casos de multiresistentes’.

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos f-lactdmicos
tem sido associado, em grande parte, a disseminacao das
ESBL. Além de gerar dados incorretos de prevaléncia, a au-
séncia de deteccdo dessas enzimas nas amostras leva a utili-
zacao de uma terapéutica incorreta, acarretando graves con-
seqliéncias para a vida do paciente. A resisténcia bacteriana
decorrente da producgao de ESBL pode também ser induzida
durante a terapéutica, criando-se um problema que indepen-
de do procedimento laboratorial adotado anteriormente.

A prevaléncia de cepas produtoras de ESBL tende a cres-
cer porque a resisténcia bacteriana é inevitavel e as bacté-
rias produtoras de p-lactamases de espectro ampliado sao
especialmente problemaéticas. Cada hospital deve conhe-
cer a sua prevaléncia. Em geral, essas bactérias surgem em
unidades de terapia intensiva, seja neonatal, adulta ou pe-
diatrica. Sdo locais onde sdo medicados com antibiéticos e
héa pressao seletiva para o aparecimento de bactérias pro-
dutoras de p-lactamases. Esses pacientes estao gravemen-
te doentes e em contato com outros, o que pode levar a in-
feccdo cruzada com freqiiéncia razoavel nessas unidades,
além do fato de poderem adoecer por estes agentes em
razao do uso muito freqiiente de cateteres e sondas de ca-
vidades e tecidos naturalmente estéreis'.

De grande importancia é o trabalho dos profissionais res-
ponséveis pela prescricao de antimicrobianos, que sempre
tem de pesquisar estratégias para o uso dos antimicrobia-
nos que considerem a presenca preponderante de amos-
tras produtoras de ESBL, que uma vez confirmada exigem
uma postura terapéutica especifica’.

A maior incidéncia de produgao de ESBL por Escherichia
coli foi registrada na América Latina, onde cerca de 10%
dos 2.665 isolados coletados eram produtores. Incidéncias
de quase 10% foram detectadas nos 1.067 isolados obtidos
na Asia, na regiao do Pacifico. Ao contrario, as incidéncias
foram baixas na América do Norte (cerca de 2% nos 7.616
isolados) e na Europa (3-5% nos 4.413 isolados). Como se-
ria esperado de acordo com estudos de vigilancia anterio-
res, a producao de ESBL foi mais prevalente entre cepas de
Klebsiella. Novamente a proporcao de isolados ESBL posi-
tivos foi mais alta na Ameérica Latina (cerca de 40%) e mais
baixa na América do Norte (cerca de 8%). Na Europa, em
1999, 30% dos isolados eram ESBL s positivos, assim como
24% das cepas isoladas na Asia. Foram detectadas dife-
rencas marcantes de incidéncias em paises diversos em
uma mesma regiao. Cepas positivas de Escherichia coli
mostraram-se mais prevalentes na China, mas as positivas
de Klebisiella pneumoniae foram isoladas com maior fre-
qiéncia em Cingapura e nas Filipinas, onde as incidéncias
revelaram-se similares as registradas na América Latina'.
Para avaliar a prevaléncia de ESBL produzidas por espéci-
es de Enterobactérias, o teste TSA foi utilizado com cepas
de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mira-
bilis e Samonella spp, que foram isoladas como parte do
Projeto SENTRY (projeto dos Estados Unidos para comba-
ter a Infeccao Hospitalar). A alta porcentagem do fenétipo
de ESBL (definida como MIC > 2mg/mL para ceftazidima,
ceftriaxona ou aztreonam) foi detectada junto a cepas de K.
pneumoniae da América Latina (45%), seguidas daqueles
da Regido Oeste do Pacifico (25%), Europa (23%), Estados
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Unidos (8%) e Canada (5%). As cepas de P. mirabilis e E.
coli em que MICs de cefalosporinas de espectro extendidos
ou monobactamicos eram elevados também eram mais
proeminentes na América Latina. Testes com ceftazidima
revelaram mais isolados com MICs elevados do que testes
com ceftriaxona ou aztreonam. Cepas de ESBL mostraram
altos niveis de resisténcia aos aminoglicosideos, tetracicli-
na, trimetoprima-sulfametaxazol e ciprofloxacim. O Imipe-
nem mantém acao efetiva contra cepas ESBL".

Bactérias que apresentam expressao de ESBL estdo largamen-
te distribuidas em todo o mundo, ainda que as taxas de preva-
léncia sejam significantemente maiores em certas regides'.

CONCLUSAO

O Ertapenem surge como uma alternativa terapéutica as
infeccdes causadas por bactérias produtoras de ESBL. Os
carbapenémicos atualmente utilizados (imipenem e mero-
penem) apresentam efeitos colaterais mais severos, custo
mais elevado e tratamento mais dispendioso, uma vez que
sua posologia nao é em dose Unica sendo necessario mui-
tas vezes a associacao com outros antimicrobianos, o que
favorece o aumento da resisténcia bacteriana.

A proposta deste estudo foi de testar a acao do Ertapenem em
bactérias produtoras de ESBL. Das 50 amostras isoladas e
identificadas como ESBL, o Ertapenem conseguiu inibir o cres-
cimento bacteriano em 48 amostras, o que correspondeu a
96%, indice considerado satisfatério em estudos laboratoriais.
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Espécies fungicas isoladas a partir de unhas de
manipuladores de alimentos*

Fungal species isolated from food manipulators'nails

Kedma de Magalhdes Lima', Rossana Sette de Melo Régo’ & Francisco Montenegro®

RESUMO - Doencas veiculadas por alimentos representam um importante problema de satide ptblica, acometendo principalmente\
criancas, idosos e imunocomprometidos. Embora a contaminacao alimentar possa ter varias origens, a inadequada manipulacao dos
alimentos durante seu processamento e distribuicao é uma das principais causas de disseminacao destas enfermidades. Infeccoes
fingicas ungueais podem favorecer a instalacao de bactérias responsaveis por intoxicacoes alimentares. Objetivamos demonstrar
espécies fungicas isoladas em unhas de 50 manipuladores de alimentos com idades entre 20-50 anos. Foram realizados exames dire-
tos com KOH 30% e culturas em Sabouraud-cloranfenicol. Leveduras foram identificadas em CHROMagar® Candida, microcultivos
em lamina e provas bioquimicas. Houve isolamento de Candida sp. a partir de 30 amostras, sendo C. parapsilosis em 33.3%, C. albi-
cans em 13.3%, C. tropicalis em 13.3%, C. glabrata em 13.3%, C. pulcherrima em 6.6%, C. famata em 3.3% e C. guilliermondii em
3.3% dos casos. Em 14% dos casos positivos ao exame direto, nao houve crescimento de colonias de leveduras em cultura. Nao foram
observados fungos filamentosos. E importante a identificacao de agentes causadores de onicomicoses em unhas de manipuladores,

visando a diminuicao de infec¢oes propagadas por alimentos contaminados, contribuindo com a¢des de vigilancia sanitaria.
PALAVRAS-CHAVE - Candida parapsilosis, Alimentos, Infeccoes alimentares. J

tributing to Sanitary Vigilance.

/SUMMARY - Diseases propagated by foods are an important problem of public health mainly in children, old-aged and inmunocom-
promised individuals. Although the contamination of foods may have different origins, the inadequate manipulation during its pro-
cessing and distribution is one of the main causes of dissemination of diseases. Nail fungus infection can contribute for installation of
bacteria that may cause alimentary intoxication. The aim of this study was to demonstrate the fungal species found in nails of 50 food
manipulators between 20 to 50 years old. We made KOH direct microscopy examination and culture on Sabouraud-cloranfenicol.
Yeasts were identified in CHROMagar® Candida, microculture in glass lamina and biochemical tests. Candida sp was isolated from
30 samples. C. parapsilosis 33.3%, C. albicans 13.3%, C. tropicalis 13.3%, C. glabrata 13.3%, C. pulcherrima 6.6%, C. famata 3.3%
and C. guilliermondii 3.3%. There was no growth of yeasts in 14% of the cases, besides a positive direct examination. Therefore, the
identification of pathogenic agents from nails of food manipulators is important to reduced infections due to contaminated foods, con-

KEYWORDS - Candida parapsilosis, Foods, Yeasts, Alimentary infections. Y,

N

INTRODUCAO

as ultimas décadas, tem-se observado um aumento

das doencas transmitidas por alimentos, relacionado a
diversos fatores, tais como expansao do comércio alimen-
tar, aumento do consumo de alimentos industrializados ou
semi-prontos, modificacées dos hdabitos alimentares e
refeigoes fora do domicilio. As fontes de contaminacao
desses alimentos pode ser o solo, a a&gua, as plantas, a pele
dos animais, o ar, a poeira e os utensilios que devem pas-
sar por uma higienizacao adequada para evitar a contami-
nacao cruzada. Entretanto, os principais responsaveis por
contaminacao alimentar, e conseqliientemente, infeccoes,
sdo os agentes biolégicos, representados em sua maioria
por bactérias e parasitos intestinais (Notermans &
Verdegaal, 1992).
A pele apresenta uma populacao de microrganismos que
constitui a flora residente e a transitéria. A flora residente,
representada por microrganismos nao patogénicos ou
oportunistas, multiplica-se persistindo sobre a pele. Ja a
transitéria é constituida por microrganismos depositados
sobre a pele sem que ocorra colonizacao, sendo responsa-
vel por transportar patégenos em servicos hospitalares e de
alimentacao coletiva, por meio de maos contaminadas
(Almeida et al., 1995; Passos et al., 2000).
Os servicos de alimentacao coletiva vém aumentando cada
vez mais em todo o mundo, inclusive no Brasil, e os profis-
sionais pertencentes a estes servigcos desempenham uma

funcao importante na preservacao da higiene dos mesmos
(Silva et al., 2005). De acordo com a inspecao sanitaria de
alimentos, é considerado manipulador qualquer pessoa
que esteja em contato direto ou indireto com os alimentos.
As patologias fungicas ungueais (onicomicoses) constituem
uma das principais causas de enfermidades ao nivel
mundial, tendo aumentado sua ocorréncia nos ultimos
anos. Geralmente estdo relacionadas a condigdes sécio-
econdmicas e sanitdrias, baixa higiene, idade, sexo, ocu-
pacao e profissao, como mulheres que mantém as maos em
contato permanente com agua (cozinheiras e lavadeiras) e
homens que desempenham atividades como copeiros, jar-
dineiros, manipuladores de frutas e operdrios de curtume
(Esteves et al, 1992; Aratjo et al., 2003).

Essa micose superficial torna-se relevante, em vista da alta
freqliéncia com que ocorre na populacao, além da interfer-
éncia na qualidade de vida das pessoas, prejudicando o
desempenho profissional e contribuindo como porta de
entrada para outros microrganismos, principalmente bac-
térias que poderdao contaminar os alimentos (Sabioni,
Hirooka & Souza, 1998; Ribeiro et al., 1999; Silva et al., 2005).
Portanto, é essencial identificar os principais agentes eti-
olégicos envolvidos em micoses ungueais de profissionais
de servicos de alimentacdo, ndo s6 pelas condicoes de
saude e higiene do trabalhador como também, salientar
que a presenca de fungos em suas unhas pode possibilitar
infeccoes secundarias por bactérias produtoras de intoxi-
cacoes alimentares.
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MATERIAIS E METODOS

Populacao estudada

Participaram do estudo 50 trabalhadores que manipulam
direta ou indiretamente alimentos, como garcons, confeit-
eiros, doceiros, padeiros, agougueiros, cozinheiros e aju-
dantes de cozinha.

Os profissionais foram encaminhados por médicos do tra-
balho para pesquisa micolégica das unhas das maos em
laboratério privado de Recife — PE, no periodo de Agosto a
Outubro de 2006.

Coleta Micolégica

Foram colhidas escamas de unhas, raspadas com bisturi ou
com auxilio de uma tesoura. Quando foi observado com-
prometimento subungueal, o material foi retirado entre o
limite da unha normal e da unha afetada.

Procedimentos das amostras

O exame direto das amostras clinicas foi realizado apés a
clarificacao com KOH a 30%, e o cultivo pelo semeio em
superficie de placas de Petri contendo Agar Sabouraud com
cloranfenicol (50 mg/l) e Mycosel®, evitando, assim, o cresci-
mento de fungos filamentosos contaminantes neste meio.
As culturas foram mantidas a temperatura ambiente por 20
dias, e, quando observado crescimento fuingico, foram real-
izadas suspensoes das colonias em agua destilada com clo-
ranfenicol (50 mg/l), visando obtencao de coldénias purifi-
cadas para estudos posteriores.

A identificacdo do agente etiolégico foi baseada no estudo
de suas caracteristicas morfolégicas em agar fuba acrescido
de tween 80, pela técnica do microcultivo em lamina, pro-
ducdo de tubo germinativo a 37°C em soro humano e provas
bioquimicas convencionais, como fermentacao e assimilacao
de carboidratos. Além disso, foi utilizado meio cromogénico
(CHROMagar® Candida) para identificar presuntivamente
C. albicans, C. krusei, C. dubliniensis e C. tropicalis.

RESULTADOS

Dos 50 profissionais analisados, 38 pertenciam ao sexo mas-
culino e 12 ao sexo feminino, com idades entre 20 e 50 anos.
A presenca de colonizacdo, sintomatica ou ndo, foi con-
statada em 30 (60%) das amostras ungueais, sendo 24 ori-
undas de unhas masculinas e 6 de unhas femininas
(Figuras 1a e 1b). Ao exame direto, essas amostras apre-
sentaram células de leveduras arredondadas, hialinas,
blastosporadas e isoladas (Figura 2). Além disto, foi obser-
vada a presenca de numerosas bactérias, diferentemente
das amostras negativas para fungos.

Das 30 amostras positivas ao exame direto, 26 (86%) apre-
sentaram crescimento de Candida sp. em Agar Sabouraud
com cloranfenicol (60 mg/l). A C. parapsilosis foi isolada
em 10 (33.3%) amostras, C. albicans em 4 (13.3%), C. trop-
icalis em 4 (13.3%), C. glabrata em 4 (13.3%), C. pulcherri-
ma em 2 (6.6%), C. famata em 1 (3.3%) e C. guilliermondii
em 1 (3.3%) caso (Figura 3). Em 4 (14%) casos positivos ao
exame direto, ndao houve crescimento de coldénias de leve-
duras em cultura (Figura 4).

Nao observamos fungos filamentosos ao exame direto e
cultura micolégica.

Os resultados encontrados sequndo a idade, sexo e atividade
exercida dos manipuladores estao apresentados na Tabela 1.
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TABELA |
Leveduras entre 30 manipuladores de alimentos de Recife, PE.
N° Sexo Idade Atividade Exercida Exame direto | Cultura Identificagao de Levedura
1 M 20 |copeiro pos pos _|Candida gui i
2 F 44 i pos pos __|Candida i
3 33 |garcom pos pos _|Candida glabrata
4 24 auxiliar de cozinha pos pos _|Candida i
5 40 inhei pos pos _|Candida
6 27 i pos pos _|Candida albicans
7 30 |garcom pos neg -
8 26 auxiliar de cozinha pos pos _|Candida
9 F 32 |auxiliar de cozinha pos pos _|Candida
10 27 i pos pos _|Candida
1 28 inhei pos pos _|Candida i
12 35  |chefe itari pos pos__|Candida famata
13 25 inhei pos pos _[Candida glabrata
14 49 i pos pos _|Candida tropicalis
15 20 |auxiliar de cozinha pos pos __[Candida tropicalis
16 32 i pos pos _|Candida tropicalis
17 24 i pos pos _|Candida i
18 28 i pos pos _|Candida tropicalis
19 36 inhei pos pos _|Candida ilosi
20 F 39 i pos pos _|Candida glabrata
21 M 29 inhei pos pos _|Candia ilosi
22 M 33 i pos pos _|Candida albicans
23 29 |padeiro pos neg -
24 F 26 pos neg -
25 F 48 |auxiliar de cozinha pos pos __[Candida albicans
26 35 garcom pos pos _|Candida ilosi:
27 M 32 pos pos _|Candida
28 M 20 pos pos _|Candida albicans
29 F 28 pos pos _[Candida glabrata
30 M 28 pos neg -
LEGENDA: pos, posifivo; neg, negativo.
M Positivo
[ONegativo

37%

Fig. 1a - Distribuicdo de Casos de Onicomicose em manipulado-
res de Alimentos do Sexo Masculino.

W Positivo
[ONegativo

50% 50%

Fig. 1b - Distribuicao de Casos de Onicomicose em manipula-
dores de Alimentos do Sexo Feminino.

Figura 2 - Cedida por: Kedna de Magalhaes Lima
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Figura 3 - Cedida por: Kedna de Magalhaes Lima

13%

349 B C. parapsilosis
OC. albicans

W C. tropicalis
OC. glabrata

W C. pulchérrima
B C. famata

W C. guillermondii
13% 14% EINHCF

LEGENDA: NHCF, Ndo Houve Crescimento Fungico.

Fig. 4 - Distribuicao das espécies de Candida isoladas em unhas
das maos de manipuladores de alimentos. A Candida parapsilo-
sis representa a espécies mais isolada.

DISCUSSAO

A higienizacdo dos manipuladores de alimentos é essen-
cial para a producao segura e inécua de qualquer tipo de
produto alimenticio. Existem muitos casos de doencas de
origem alimentar apontadas atualmente pela Organizacao
Pan-americana da Saude/Organizacdo Mundial da Saude

RBAC, vol. 39(3): 193-196, 2007

como uma das causa mais importantes de perdas de vidas
humanas. Esse fato despertou uma maior atencao e
motivou o fortalecimento de organizacoes, como o Instituto
Pan-americano de Protecao de Alimentos e Zoonose
(INPPAZ), que tem como objetivo fornecer cooperacao téc-
nica em inocuidade alimentar a todos os paises das
Américas, a fim de diminuir os riscos para a saude da pop-
ulacao humana, originados pelas enfermidades transmiti-
das por alimentos.

Os exames laboratoriais sao muito importantes para pre-
venir, detectar e curar algumas doencas endémicas, agu-
das e cronicas, permitindo manter o individuo em boa
forma fisica, sem doencas transmissiveis. Os exames obri-
gatdrios, segundo a portaria do Centro de Vigilancia
Sanitaria, Secretaria da Satde do Estado de Sao Paulo
(CVS-6), sao exames de fezes, como a cultura e o para-
sitolégico e exames de sangue. Além desses métodos labo-
ratoriais, utiliza-se o exame de urina, cultura bacteriolégi-
ca de secrecdo orofaringea e exame micolégico em esca-
mas ungueais das maos, para diagnosticar fungos
patogénicos (Silva Junior, 1995).

No presente trabalho, 60% dos individuos analisados apre-
sentaram leveduras em unhas das maos, fato favorecido
pelo contato constante com dgua por parte desses profis-
sionais, propiciando a colonizacao e penetracao do fungo
(Miranda et al., 2005). Da mesma forma, alguns trabalhos
demonstraram que a Candida sp. é o principal agente de
onicomicose (Ralph et al., 1998; Ellabib et al., 2002).

Das espécies de Candida, a C. parapsilosis se destacou
entre as demais. Alguns autores, também encontraram esta
espécie com maior freqiiéncia em escamas ungueais
(Kurtzman & Fell, 1998; Midgley & Moore, 1998; Gautret &
Rodier, 2000; Silva et al., 2005). Entretanto, outros trabal-
hos demonstram predominancia de C. albicans como
agente de onicomicose (Lopes et al., 1999; Pontes et al.,
2002; Miranda et al., 2005). Ambas as espécies sao capazes
de aderir ao leito ungueal.

Neste estudo observamos que a presenca de leveduras em
escamas ungueais predominou em manipuladores do sexo
masculino, entretanto deve-se salientar que houve um pre-
dominio destes na nossa amostragem.

E importante ressaltar que das 50 amostras ungueais anal-
isadas, nos 30 casos positivos para células de leveduras em
exame direto, houve também a presenca de numerosas
bactérias, o que demonstra uma possivel infeccao
secunddria. Segundo Silva Junior (1995), as maos podem
veicular varios microrganismos importantes como a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa. A presenca de qualquer um
desses microrganismos no alimento pode ocasionar proble-
mas de satude. Segundo Franco & Landgraf (2003), a E. coli
pode ocasionar varios sintomas entre eles febre alta, diar-
réia, dores abdominais e vomito, podendo ser mais grave
em criancas e idosos. Staphylococcus aureus causa nause-
as, colicas abdominais, diarréias, sudorese, podendo até
ser fatal. Bacillus cereus pode causar diarréia intensa,
vOmito, ndusea e mal estar.

Em 14% dos casos estudados com exame direto positivo,
ndo houve crescimento fungico, isto pode estar relaciona-
do a presenca de bactérias nas amostras clinicas. Alguns
trabalhos relatam a interacdo entre espécies de Candida e
Pseudomonas aeruginosa. Esta atua formando um denso
biofilme sobre as estruturas filamentosas de Candida
impedindo o seu crescimento (Hogan & Kolter, 2002).
Desta forma, sugerimos a utilizacao de antimicrobianos de
maior espectro adicionados aos meios seletivos para cul-
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tura de leveduras, evitando o crescimento de bactérias
resistentes que possam impedir o desenvolvimento de
importantes leveduras.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que as espécies de
Candida sao muito frequentes em unhas de manipuladores
de alimentos, fato que pode ser explicado pelo contato con-
stante das maos desses profissionais com agua e alimentos.
Além disso, a presenca de leveduras pode favorecer o
aparecimento de infec¢oes secundadrias, sugerido pela pre-
senca de numerosas bactérias observadas ao exame direto
das escamas ungueais desses profissionais.

Do ponto de vista de satide publica é importante a identi-
ficacdo de portadores de agentes patogénicos implicados
na propagacao de infecgoes alimentares através da manip-
ulacao. Desta forma, reforcamos a necessidade do cumpri-
mento das normas recomendadas pelos Centros de
Vigilancia Sanitaria.
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Determinacao do limite minimo de deteccao da técni-
ca de pcr “semi-nested” para Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae’

Determination of detection minimum limit by polymerase chain reaction seminested to Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae
Enio Paulo Tel&’, Alice Beatriz M P Machado?, Virginia M Schmitt® & Marisa Chesky’

~

/RESUMO - Mundialmente, as meningites bacterianas constituem importante causa de morbimortalidade na infdncia, exigindo um
diagnéstico rdpido e preciso no manejo dos pacientes. O objetivo deste estudo foi determinar o limite minimo de detec¢ao da técnica
de PCR “semi-nested” “in house” para os trés principais agentes causadores de meningites bacterianas: Neisseria meningitidis, Hae-
mophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae. Dilui¢oes seriadas de cada bactéria foram submetidas a técnica de PCR “semi-nes-
ted" para deteccao simultanea dos trés microrganismos, pela amplificacao de uma regiao do gene bacteriano 16S rRNA. Os produtos
finais foram amplicons especificos de diferentes pesos moleculares para N. meningitidis, H. influenzae e género-especifico para Strep-
tococcus sp. A forma de visualizacao dos resultados foi através de eletroforese em gel de agarose para a deteccao dos produtos da
PCR. Determinou-se que o limite minimo de deteccao para Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumo-
niae foi respectivamente de 10°, 10* e 10* UFC/mL.

PALAVRAS-CHAVE - Meningites bacterianas, PCR, Limite minimo de deteccéo.

/
/SUMMARY - Worldwide, the bacterial meningitis are important reason of mortality and morbidity at infancy age, requiring a fast\
and accurate diagnostic on handling these patients. The intention of this study was to determine the detection minimum limit by se-
minested PCR technique in house for the main three agents responsible by bacterial meningitis: Neisseria meningitidis, Haemophi-
lus influenzae and Streptococcus pneumoniae. Serial dilutions of each bacterium were submited to seminested PCR for simultaneous
detection of the three pathogens by amplification a region of bacterial gene 16S rRNA. The final products were specific amplicons of
differents sizes to N. meningitidis, H. influenzae and specific genus to Streptococcus sp. The results were visualized by electropho-
resis agarose gel with ethidium bromide. The detection minimum limit to Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae and Strep-
tococcus pneumoniae were respectively 10°, 10° e 10 UFC/mL.

KEYWORDS - Bacterial meningitis, PCR, Detection minimum limit. J
INTRODUGAO mentas diagnodsticas mais rapidas, sensiveis e especificas.
A alta mortalidade e morbidade destas meningites e a de-
_A_S meningites bacterianas continuam sendo um grande mora na identificacdao do patégeno através dos métodos mi-
problema de satde publica no Brasil e no mundo, crobioldgicos tradicionais exigem tratamento empirico com
constituindo importante causa de morbimortalidade na in- | antibiotico. Entretanto, este procedimento resulta na queda
fancia. Em todo o mundo, sem epidemias, um milhdo de da sensibilidade para identificacao do agente etiolégico no
casos de meningite bacteriana sdo estimados para ocorrer, liquido cefalorraquidiano (LCR) pelos métodos convencio-
e dentro destes, 200.000 morrerdo anualmente. O nimero | nais de diagnostico (12). A cultura, ainda considerada como
de casos fatais varia com a idade, o tempo da doenca e a | Padrao ouro” no diagnostico das infecgoes bacterianas,
espécie da bactéria causadora da infeccdo, mas tipicamen- | identifica o agente etiolégico em 70 a 85 % dos casos de
te os casos fatais estdo entre 3 a 19 % nos paises desenvol- meningite bacteriana, mas sua sensibilidade cai para valo-
vidos e 37 a 60 % nos paises em desenvolvimento (9). As res inferiores a 50 % nos pacientes que ja receberam anti-
seqiielas neurolégicas ocorrem em 5% a 30% dos sobrevi- | Pioticoterapia antes da realizagao da pungao lombar (3).
ventes, e devem-se principalmente ao retardo no estabele- | O desenvolvimento da técnica da Reacao em Cadeia da Po-
cimento do diagnéstico e no inicio do tratamento antimi- limerase (PCR) por Kary Mullis e colegas, na década de 80,
crobiano eficaz (15). Diversos agentes bacterianos podem revolucionou a andlise baseada em acidos nucléicos, permi-
causar meningites piogénicas, entre os mais comuns estdo | tindoaamplificacao "in vitro" de seqtiéncias especificas de
a Neisseria meningitidis, o Haemophilus influenzae e o DNA (10). A PCR tem sido amplamente utilizada nas mais
Streptococcus pneumoniae, sendo responsaveis por mais diferentes areas da pesquisa biomédica. O maior impacto
de 90 % dos casos de meningites bacterianas (13,6,16). tem sido no diagnoéstico de doencas infecciosas, em especi-
A persisténcia global das meningites, em especial das cau- al aquelas causadas por microrganismos nao cultivaveis, de
sadas por Neisseria meningitidis, é devida ao significante | Crescimento lento ou que exigem meios de cultura altamen-
ntmero de portadores assintomaticos e a dindmica de trans- te especializados, como virus, determinadas bactérias, fun-
missdo da doenca. Estima-se que aproximadamente 500 mil- | J0s € protozodrios. A PCR possibilita a analise de um maior
hoes de pessoas em todo o mundo sao portadoras de Neisse- | Numero de patogenos de maneira mais rapida e precisa, in-
ria meningitidis em sua nasofaringe, sendo um importante | dependente da resposta imune do paciente (2,4,8).
fator de risco para a transmissibilidade da doenca (1). O diagnéstico das meningites bacterianas realizado pelo
Fatores como a progressao acelerada da doenca, o grande | Uso da PCR no LCR possibilita a detecgao do agente etio-
ntimero de portadores e o modo de transmissao justificam | 10gico com sensibilidade na faixa de 86-94 % e especifici-
o dificil manejo desta patologia e a necessidade de ferra- dade de 96-100 % (16,11,14). Esta técnica de diagnostico
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molecular também é util em situagoes onde a antibioticote-
rapia ja foi iniciada, visto que a mesma nao necessita do or-
ganismo viavel para confirmar o diagnéstico. Entretanto, a
utilizacao desta técnica requer padronizacdo de todas as
etapas envolvidas na reacdo. E necessaria a preparacao
das solucoes de uso utilizadas na extracao e na amplifi-
cacao dos 4cidos nucléicos (RNA e DNA) com o méximo de
rigor, para se evitar as contaminacoes com as enzimas que
degradam acidos nucléicos (DNases e RNases), que podem
estar presentes em diversos lugares, tais como na pele, nas
superficies do laboratério, na agua e etc (17).

Devido a variacdes técnicas inter laboratoriais, deve-se de-
terminar o limite minimo de deteccao da técnica para cada
laboratério. Este limite é definido como a minima quanti-
dade de DNA alvo que pode ser identificado em uma
amostra com um determinado intervalo de confianca. O li-
mite minimo de detecg¢ao com o uso de dilui¢oes de cultu-
ras bacterianas para N. meningitidis, H. influenzae e S.
pneumoniae usando a técnica de PCR “semi-nested” foi
avaliado por Radstrom et al e Hall et al, mostrando resulta-
dos semelhantes entre os estudos (11,7).

Devido a nao disponibilidade de kits comerciais no merca-
do para a deteccdao simultanea das trés bactérias em estu-
do, uma técnica de PCR "“in house” foi desenvolvida na
Unidade de Microbiologia e Biologia Molecular do Hospi-
tal de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que foi incorpora-
da na rotina de diagnéstico (11).

O método molecular empregado foi validado clinica e labo-
ratorialmente, estudando o LCR de 182 criancas com suspei-
ta de meningite bacteriana. Os pacientes foram distribuidos
em 3 grupos, de acordo com o quadro clinico apresentado, a
evolucao durante o periodo de internacéao e o resultado dos
exames laboratoriais. O estudo apresentou sensibilidade de
88,1 %, especificidade de 99 % e valores preditivos positivo
e negativo de 98,4 % e 90,1 %, respectivamente (5).

O objetivo deste estudo foi determinar o limite minimo de
deteccao da técnica de PCR “semi-nested” “in house"” pa-
ra os trés principais agentes causadores de meningites bac-
terianas: N. meningitidis, H. influenzae e S. pneumoniae

MATERIAIS E METODOS

As bactérias utilizadas neste estudo, fornecidas pela Unida-
de de Microbiologia do HCPA, foram: Neisseria meningitidis,
identificada na rotina com kit comercial API®* NH RF 10400
(Biomérieux, Marcy L Etoile, France); Haemophilus influen-
zae ATCC 49247 e Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.
Apés identificacao e isolamento, as bactérias foram semea-
das em dgar chocolate, para a realizacao das diluicoes.
Diluicoes seriadas das trés bactérias em estudo, que inicia-
ram em uma concentracao de 0,5 McFarland (1x10°UFC/mL)
e se estenderam sucessivamente (1x107, 1x10° 1x10°, 1x10¢,
1x10°, 1x10* e 1x10' UFC/mL) foram utilizadas para o esta-
belecimento do limite minimo de deteccéao. Foram realizadas
culturas das diluicoes de cada bactéria (1x10°, 1x10*, 1x10°,
1x10? e 1x10' UFC/mL) em &gar chocolate para se verificar a
sensibilidade da cultura, haja vista que este método continua
sendo o padrao ouro para o diagnostico.

As mesmas diluicoes semeadas nos meios de cultura foram
testadas 16 vezes em dias diferentes para comprovacao da
reprodutibilidade da técnica de PCR. Para amplificacao do
material genético de cada microrganismo, utilizou-se 140 pL.
de cada diluicao para a extracao do DNA, fazendo uso do Kit
comercial QIAamp kit (Qiagen®, Valencia, USA), conforme
instrucdes do fabricante. As extracoes, a partir das diluicoes
bacterianas, foram repetidas 3 vezes para se ter um volume
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suficiente de material extraido para as reagoes de PCR. Pa-
ra o S. pneumoniae foi realizado uma prévia incubacao a
80°C durante 30 minutos antes da extracao do DNA.

As diluicoes foram submetidas a técnica de PCR “semi-
nested” para deteccdao simultdnea da N. meningitidis, H.
influenzae e S. pneumoniae, pela amplificacao de uma re-
giao do gene bacteriano 16S rRNA. Primers especificos fo-
ram usados em conjunto com primers complementares as
regioes universais U3 e ru8 do gene 16S rRNA, em um en-
saio de PCR com duas etapas (2). Na primeira etapa, a am-
plificacao foi realizada com os primers universais externos
(U3 e ru8) que produzem um amplicon bacteriano de tama-
nho tnico 1000 pb (pares de bases), independente da bac-
téria presente no material estudado. A segunda etapa com-
bina trés primers diretos especificos, um para cada bacté-
ria, e o primer reverso universal ru8. Os produtos finais sao
amplicons espécie-especificos de diferentes pesos molecu-
lares para N. meningitidis, H. influenzae e género-especi-
fico para Streptococcus sp.

As reacoes de PCR na primeira etapa continham 16mM
(NH4):SOs, 67mM Tris HC1 (pH 8,8 a 25°C), 0,01% (P/V)
Tween-20, MgCl: 1,5mM, mistura dos desoxirribonucleosi-
deos trifosfato na concentracao de 0,25mM, primers exter-
nos na concentracao de 0,1 pM e 1,25 U da enzima Super-
Therm DNA polimerase (Southern Cross Biotechnology
Ltd., Cape Town, South Africa). Na primeira fase foram
adicionados 10 pl da diluicdao bacteriana extraida. O volu-
me final da reacao foi de 50 pl e a amplificagao foi execu-
tada em termociclador PTC-100 (MJ Research™, Waltham,
USA), utilizando um periodo de desnaturacdo inicial de
94°C por 1 minuto e 40 segundos, seguido de 33 ciclos de
20 segundos a 94°C, 20 segundos de anelamento a 60°C e
20 segundos de polimerizacao a 72°C.

A segunda etapa da amplificacao usando os primers espe-
cificos mais o primer reverso universal ru8 aconteceu em
mistura idéntica a etapa anterior, sendo o volume total da
reacao de 25 pl. Foi utilizado 2 pl da primeira reacao de
PCR como amostra nesta etapa. O periodo de desnaturacao
foi de 45 segundos a 94°C, seguido de 33 ciclos de 15 se-
gundos a 94°C, 15 segundos de anelamento a 55°C e 20 se-
gundos de polimerizacao a 72°C.

Os procedimentos de preparacao dos reagentes, processa-
mento da amostra, amplificacdo, transferéncia do produto
da primeira para a segunda etapa e deteccao do produto
amplificado, foram realizados em quatro ambientes distin-
tos para se eliminar a possibilidade de contaminacdo. Além
disso, foram utilizadas ponteiras com filtros de barreira,
controles negativos em cada reacao e a mistura de reagen-
tes foi irradiada com luz UV (254 nm) por 15 minutos an-
tes da adicao das dilui¢cbes bacterianas extraidas.

Os produtos da amplificacao foram detectados por eletrofore-
se, utilizando-se 10 pL da segunda reacao de PCR em gel de
agarose 2 %, contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio. A vi-
sualizacao foi realizada em transiluminador com luz ultravio-
leta. Um marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen®,
Carlsbad, USA) foi empregado para avaliar os resultados da
reacdo. As bactérias foram diferenciadas pelos pesos molecu-
lares dos amplicons especificos: N. meningitidis (700 pb), H.
influenzae (500 pb) e S. pneumoniae (300 pb).

A anélise do limite minimo de detecgdo para cada micror-
ganismo estudado foi a maior diluicao que ainda resultou
em um fragmento de DNA visivel no gel de agarose corres-
pondente ao peso molecular do amplicon especifico.

O projeto deste estudo foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisa do HCPA e julgado adequado.
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Analise estatistica

O célculo do ntimero de repeticbes para se avaliar o limite
de deteccdo para a técnica de PCR “semi-nested” para N.
meningitidis, H. influenzae e S. pneumoniae foi estimado
através do programa de andlise estatistica PEPI (versao
3.0), resultando em um numero de 16 repeticdes (0=0,05
%) para cada diluicao de cada cepa.

Os resultados das 16 repeticoes da reacao de PCR para ca-
da diluicao foram analisados verificando-se o percentual
de positividade, aceitando-se uma margem de erro de mais
ou menos 10 %.

RESULTADOS

Limite minimo de deteccao

Para determinar o limite minimo de detec¢ao foram utiliza-
das 10 pL das dilui¢oes de 1x10! até 1x10° UFC/mL de ca-
da bactéria, repetindo-se 16 reac¢oes de PCR para cada di-
luicao em dias diferentes.

O limite minimo de detec¢ao da reacdo de PCR “semi-nes-
ted” para N. meningitidis foi 10° UFC/mL com 93,8% de
positividade, H. influenzae 10* UFC/mL com 93,8% de po-
sitividade e para S. pneumoniae 10* UFC/mL com 100% de
positividade (Tabela I).

TABELA |
Percentagem de positividade do limite minimo de deteccao.
Bactéria/diluicao  10™*UF C/mL 10° 10° 10* 10°
(%) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

(%) (%) (%) (%)

N. meningitidis 0 25 93,8 100 100
H. influenzae 6,3 93,8 100 100 100
S. pneumoniae 0 0 0 100 100

*UFC = Unidades formadoras de col6nias

O limite minimo de deteccédo utilizando 10 pL. de DNA
extraido das diluicdes bacterianas por reacdo foi de 1
UFC/pL para N. meningitidis, 0,1 UFC/uL para H. influen-
zae e 10 UFC/pL para S. pneumoniae.

Cultura das dilui¢oes bacterianas

As culturas das dilui¢oes bacterianas em dgar chocolate
para N. meningitidis e H. influenzae e dgar sangue para S.
pneumoniae apresentaram o mesmo titulo de crescimento
até 10> UFC/mL para as trés bactérias testadas (Figura 1).

Figura 1- Cultura das diluicoes 1x105 até 1x101 UFC/mL (sentido
horario) para N. meningitidis, H. influenzae e S. pneumoniae,
respectivamente.

A presenca de bandas especificas de N. meningitidis (700
pb), H. influenzae (500 pb) e S. pneumoniae (300 pb) foram
comparadas com um marcador de peso molecular de 100
pb (Figura 2).
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Figura 2-Eletroforese em gel de agarose 2 % mostrando os
fragmentos da amplificacao das trés bactérias pesquisadas.

1- S. pneumoniae (300 pb) 2- H. influenzae (500 pb) 3- N. menin-
gitidis (700 pb) e M marcador peso molecular (100 pb).

DISCUSSAO

Um diagnéstico rapido é crucial para o prognéstico e o tra-
tamento precoce de individuos com meningite bacteriana,
evitando assim associacoes desnecessdarias ou o uso indis-
criminado de antimicrobianos de largo espectro (13). O de-
senvolvimento e aprimoramento dos métodos moleculares
tém melhorado a sensibilidade e a especificidade do diag-
noéstico das doencas infecciosas através da deteccao do
DNA do agente etiolégico.

O presente estudo determinou o limite minimo de deteccao
da reacao de PCR “semi-nested” “in house” para as trés
bactérias do estudo e obteve 10° UFC/mL para N. meningi-
tidis, 10> UFC/mL para H. influenzae e 10* UFC/mL para S.
pneumoniae. A reacao de PCR mostrou resultados repro-
dutiveis mesmo com o aumento das variaveis, como o uso
de trés extracoes de DNA diferentes.

As culturas das diluigcoes das trés bactérias, que foram realiza-
das em placas de agar chocolate e agar sangue para S. pneu-
moniae, serviram para garantir a pureza das preparagoes das
bactérias utilizadas e a correta diluicdo de cada cepa.

Hall et al pesquisaram o limite minimo de detecgao para as
mesmas bactérias utilizando a reacdao de PCR “semi-nes-
ted", tendo como alvo o mesmo gene, 16sRNA, mas empre-
gando sequéncias diferentes de primers. O estudo obteve
limites de 5,25x10? 6x10? e 5,5x10> UFC/mL para N. menin-
gitidis, H. influenzae e S. pneumoniae respectivamente (7).
Hall e pesquisadores utilizaram, antes da extracao de DNA
com fenol-cloroférmio, lisozimas para romper as paredes
bacterianas e liberar mais facilmente o material genético
para a amplificacdo. Esta pré-lise pode melhorar a sensibi-
lidade da reacdao de PCR para bactérias de parede celular
mais complexa, como por exemplo do S. pneumoniae.

Ao compararmos os resultados obtidos em nosso estudo
com os de Hall et al, verificamos que se obteve um limite
minimo de deteccdo 6 vezes menor para H. influenzae.
Entretanto, para N. meningitidis, o limite foi de aproxima-
damente 1,9 vezes maior, e para S. pneumoniae o limite
minimo de deteccao foi 18 vezes maior.

Radstrom et al submeteram as amostras a fervura por 15
minutos, sem utilizar extracao de DNA, obtendo um limite
minimo de detecgdo de 3x10* UFC/mL para N. meningiti-
dis. Os limites para H. influenzae e S. pneumoniae nao fo-
ram apresentados neste estudo (11). Estes pesquisadores
utilizaram como alvo a mesma regiao do gene 16sRNA e os
mesmos primers do presente estudo. Fazendo a compa-
racdo, Radstrom et al obtiveram um limite minimo de de-
teccao para N. meningitidis de aproximadamente 3,3 vezes
menor que o nosso estudo.

199



A sensibilidade da técnica de PCR “semi-nested” “in hou-
se” encontrada no presente estudo para H. influenzae foi
maior que a encontrada por Hall et al. No entanto, para N.
meningitidis e S. pneumoniae a sensibilidade da PCR foi
menor que nos estudos referenciados. A maior discrepan-
cia na sensibilidade foi encontrada para S. pneumoniae, o
que provavelmente se deve ao fato de nao ter sido utiliza-
do um pré-tratamento enzimaético para o rompimento da
parede celular bacteriana.

Considerando o nédo éxito do tratamento térmico emprega-
do nas dilui¢coes antes da extracao para S. pneumoniae, su-
gere-se o pré-tratamento das amostras com lisozimas para
rompimento da parede celular bacteriana, para obter um
limite minimo de detec¢do menor.

A andlise dos resultados permitiu dizer que a técnica de
PCR “in house" possui sensibilidade e especificidade proé-
ximas de 100 %, sendo muitas vezes a PCR melhor que o
padrao ouro de diagnéstico. Além de mais sensivel e espe-
cifica, a PCR “semi-nested” "in house” também possui o
poder de aumentar os indices de identificacdo etioldgica,
principalmente quando os testes da rotina se apresentam
negativos ou inconclusivos. A reprodutibilidade, o uso de
controles internos e externos e a participacao em progra-
mas de acreditacao e qualidade laboratorial contribuem
para a credibilidade da utilizacao da técnica de PCR na ro-
tina diagnostica, possibilitando um aumento considerdvel
do numero de casos de identificacoes etiologicas (5).

Para tanto, é necessdria a cooperacao de clinicos, pesqui-
sadores e profissionais de laboratério para integrar os re-
sultados da PCR com a apresentacao clinica e histéria do
paciente, resultados dos exames laboratoriais e evolucao
da doenca. Somente assim o verdadeiro significado clinico
da PCR serd estabelecido (5,18).
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Anticorpos contra o citoplasma de neutroéfilos

Antineutrophil cytoplasmic antibodies

Bruno Costa da Silva', Helena Decker', Michelle Andrigueti’, Marcia Terezinha Siqueira Volpato® &
Raquel Maria Teixeira’

/RESUMO - Os auto-anticorpos antiantigenos citoplasmaéticos de neutréfilos (ANCA) tém importante associacao ao diagnostico e pos-\
sivel monitoramento de uma significante parcela de doencas auto-imunes. A Proteinase 3 é o principal antigeno presente no tipo de
marcacao citoplasmaética granular difusa (c-ANCA), e a Mieloperoxidase na marcacao perinuclear (p-ANCA) em ensaios de imuno-
fluorescéncia indireta (IFI) em neutrdfilos fixados em etanol. A vasculite sistémica compreende uma série de sindromes caracteriza-
das por dividir uma base histopatolégica comum: inflamacao nos vasos sangiiineos resultando em obstrucao vascular com subseqiien-
te isquemia e enfartamento tissular. A vasculite constitui um grupo heterogéneo de doencas que possuem como caracteristica comum
a inflamacéao destrutiva da parede de vasos sangiiineos. O papel potencializador de ANCA sobre as lesoes € descrito em estagios ini-
ciais de vasculite sistémica pelo fato deste promover o recrutamento e adesoes entre neutroéfilos e células endoteliais.

O presente trabalho teve como objetivo enfocar o papel do c-ANCA e p-ANCA no diagnéstico laboratorial de Vasculite Sistémica e o
levantamento de exames efetuados no periodo de 16/04/04 a 20/04/06 para estes mesmos marcadores no laboratério de Imunologia
Clinica do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago. Neste levantamento pudemos constatar uma reduzida parcela de re-
sultados positivos para c-ANCA (15%) e p-ANCA (39%), fato este devido a larga gama de doencas com sintomatologias semelhantes
as doencas relacionadas a ANCA, possuindo, porém ANCA negativo.

A avaliacao clinica é importante no manejo de doencas auto-imunes, mas o laboratério representa papel decisivo na avaliacao dessas
doencas. Testes laboratoriais auxiliam ao estabelecer o diagnéstico, na monitorizacao do curso da doenca, na predicdo de sua evo-
lucao, na decisao acerca da terapéutica, na avaliacdo da resposta a terapia e também para o estudo da etiologia ou patogénese das
doencas auto-imunes.

PALAVRAS-CHAVE - Vasculite Sistémica, c-ANCA e p-ANCA, diagnéstico laboratorial. Y,

~

/SUMMARY - ANCA are specific antibodies for antigens in cytoplasmic granules of neutrophils and monocyte lysosomes, first repor-

ted in 1982. (4) These antibodies can be detected with indirect immunofluorescence microscopy. The discovery of the serological mar-
kers known as antineutrophil cytoplasmic antibodies revolutionized the diagnosis and follow-up treatment of the various forms of vas-
culitis, the antineutrophil cytoplasmic antibodies pattern can be cytoplasmic or perinuclear. Two types of antineutrophil cytoplasmic
antibodies (ANCA), antiproteinase 3 antibodies (anti-PR3) and antimyeloperoxidase antibodies (anti-MPO) are useful in the diagno-
sis of such types of vasculitis as Wegener granulomatosis and microscopic polyangiitis. Connective tissue diseases frequently appear
in the differential diagnosis of this spectrum of vasculitis. Vasculitis is a process caused by inflammation of blood vessel walls and re-
sults in a variety of disorders. A good and accepted classification system for vasculitis has not emerged, although it may be categori-
zed by the size or type of the involved blood vessel as large-, medium-, or small-vessel vasculitis. Small-vessel vasculitis is defined as
vasculitis that affects vessels smaller than arteries (i.e., arterioles, venules, and capillaries); however, small-vessel vasculitis can also
involve medium-sized arteries.
Retrospective review of patients with positive or negative ANCA by indirect immunofluorescence was undertaken to investigate the
incidence of ANCA in LAC-HU-UFSC between 16/04/04 and 20/04/06. Among 129 patients tested 14 (15%) were cytoplasmic ANCA-
positive and 14 (39%) were perinuclear ANCA-positive. ANCA testing is useful due to its high sensitivity and specificity, especially
for ccANCA/PR3-ANCA in WG.

\KEYWORDS - Systemic Vasculitis, c-:ANCA and p-ANCA, laboratorial diagnosis. Y,

Os de médio calibre referem-se a vasos menores que os ramos
aodrticos que sejam, porém grandes o suficiente para conter
quatro elementos: camada intima, uma lamina eléstica inter-
na continua, uma camada muscular média e uma camada ad-
venticia, estando compreendidas neste grupo a PAN, PAN cu-
tdnea, Doenca de Burger, Doenca de Kawasaki e a Angite pri-

INTRODUGAO

vasculite sistémica compreende uma série de sindro-
mes caracterizadas por dividir uma base histopatol6gi-
ca comum: inflamacao nos vasos sangtiiineos resultando em
obstrucao vascular com subseqliente isquemia e enfarta-

mento tissular (CSERNOK, 2002). Poucas doencas sao mais
desafiadoras em relacao ao diagnéstico e tratamento quan-
to a vasculite sistémica, possuem como caracteristica co-
mum a inflamacao destrutiva da parede de vasos sangiii-
neos (JAYNE, 2005).

A vasculite sistémica constitui um grupo heterogéneo de
doencas que pode ser classificado em trés grupos, depen-
dendo do tamanho dos vasos envolvidos, sendo estes de
pequeno, médio ou grande calibre (JENNETTE, 1994;
HARPER et al. 2004). Os de grande calibre geralmente de-
notam a artéria aorta e seus principais ramos, sendo as vas-
culites mais conhecidas deste grupo a Arterite de Takaya-
su, a Arterite de células gigantes e a Sindrome de Cogan.

maria do sistema nervoso central (SAVAGE, 2002).

Ja os vasos de pequeno calibre, que incorporam todos os
abaixo do nivel macroscoépico, incluem vénulas e arteriolas
pos-capilares e os capilares propriamente ditos. Dentro
deste grupo incluem-se as vasculites mediadas por imuno-
complexo como Doenca de Goodpasture, Angite leucocito-
clastica cutdnea, Purpura de Henoch-Schoénlein, Vasculite
hipocomplementética urcitarial, Crioglobulinemia essenci-
al e Eritrema elevatum diutinum, e as vasculites associadas
a anticorpos anticitoplasma de neutréfilos (VAANCA) co-
mo Granulomatose de Wegener (GW), Poliangite microscoé-
pica (PAM) e Sindrome de Churg-Strauss (SCS). Devido ao
fato dos glomérulos poderem ser vistos simplesmente como
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capilares diferenciados, formas de vasculites que causam
glomerulonefrites (GN) sao consideradas como de vasos de
pequeno calibre (JAYNE, 2005).

Os auto-anticorpos antiantigenos citoplasméticos de neu-
tréfilos (ANCA), descritos pela primeira vez no inicio da
década de oitenta como promotores de uma marcacao cito-
plasmaética granular difusa (c-ANCA) em ensaios de imu-
nofluorescéncia indireta (IFI) em neutréfilos fixados em
etanol (CSERNOK, 2002; STEGEMAN, 2002; POLLOCK
et al. 2002), receberam especial atencao desde que foram
associados ao diagnéstico e possivel monitoramento da
GW, PAM, GN e SCS (SAVIGE, et al. 1998; CSERNOXK,
et al. 2002; van der Woude, 2002; KARIM, 2005).

A Proteinase 3 (PR3) foi subseqiientemente identificada co-
mo o principal antigeno alvo para c-ANCA. Ao mesmo mo-
mento, a ligacao de ANCA com Mieloperoxidase (MPO),
produzindo uma marcagao com perfil perinuclear (p-AN-
CA) em ensaios de IFI em neutroéfilos fixados em etanol fo-
ram identificadas no soro de pacientes portadores de PAM,
GN ou GW. Muitos outros constituintes dos granulos de
neutréfilos foram identificados como potenciais antigenos
alvo para ANCA em uma variedade de doencas, porém
muitos estudos clinicos vém confirmando que apenas c-
ANCA reagindo com PR3 e p-ANCA com MPO sao signi-
ficantemente especificos para as vasculites auto-imunes de
GW e PAM, respectivamente (HAGEN, 1998; WILK, 2002;
RUSSEL et al. 2002).

MATERIAL E METODOS

Para execucao do trabalho foi realizado o levantamento de
exames efetuados no periodo de 16 de abril de 2004 a 20
de abril de 2006, para estes marcadores no laboratério de
Imunologia Clinica do Hospital Universitario Polydoro Er-
nani de Sao Thiago.

O método utilizado para deteccao destes anticorpos foi
imunofluorescéncia indireta. O soro do paciente diluido é
incubado com substrato de antigeno presente nas cavida-
des das laminas, sendo que os anticorpos anti-ANCA pre-
sentes no soro do paciente se ligardo aos granulécitos hu-
manos fixados em etanol sobre a lamina. Os anticorpos nao
ligados serao eliminados nas lavagens seguidos de uma se-
gunda incubacao com o conjugado especifico anti-IgG hu-
mana marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC).
Quando observadas através de um microscépio de fluores-
céncia, as amostras auto-anticorpos positivas exibirao fluo-
rescéncia verdes maca nas areas da célula ou do ntucleo
onde os auto-anticorpos se ligaram.

E identificado como resultado positivo para c-ANCA uma
intensa coloracao granular do citoplasma estendendo-se
até a borda dos granuldcitos humanos, apresentando fluo-
rescéncia de 1+ ou mais, com auséncia de coloracdo nucle-
ar. Ja para p-ANCA é observada uma intensa coloracao
perinuclear do nucleo multilobular com fraca definicdao da
borda da célula. Uma fluorescéncia de 1+ ou mais é consi-
derado um resultado positivo.

RESULTADOS

Foram realizados no periodo de 16 de abril de 2004 a 22 de
julho de 2005 no laboratério de Imunologia Clinica do Hos-
pital Universitdrio Polydoro Ernani de Sdo Thiago, 129
exames para os marcadores c-ANCA e p-ANCA, entre eles
101 tiveram resultados negativos para ANCA, e 28 tiveram
resultados positivos, o que corresponde a 78% e 22%, res-
pectivamente (Fig. 1).
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Figura 1 Resultados da avaliacao de auto-anticorpos antiantige-
nos citoplasmaticos de neutroéfilos (ANCA) em 129 solicitacoes,
destas 101 (78%) foram negativas e 28 (22%) foram positivas,
efetuadas no periodo de 16 de abril de 2004 a 20 de abril de 2006
no laboratério de Imunologia Clinica do Hospital Universitario
Polydoro Ernani de Sao Thiago.

A figura 2 expressa o numero de resultados positivos e ne-
gativos referentes aos exames solicitados para c-ANCA.
Pode-se observar que 79 exames, o que equivale a 85%, ti-
veram resultado negativo enquanto 14 exames, equivalen-
te a 15%, resultado positivo.
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Figura 2. Resultados da avaliacao de auto-anticorpos antiantige-
nos citoplasmaticos de neutréfilos padrao citoplasmatico (c-AN-
CA) em 93 solicitacoes, destas 79 (85%) foram negativas e 14
(15%) foram positivas, efetuadas no periodo de 16 de abril de
2004 a 20 de Abril de 2006 no laboratério de Imunologia Clinica
do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago.

Quando foram analisados os resultados para pesquisa de
p-ANCA, encontramos 14 resultados positivos e 22 negati-
vos, o equivalente a 39% e 61%, respectivamente, dos exa-
mes solicitados (Fig. 3).
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Figura 3. Resultados da avaliacao de auto-anticorpos antiantige-
nos citoplasmaticos de neutréfilos padrao perinuclear (p-ANCA)
em 36 solicitacoes, destas 22 (61%) foram negativas e 14 (39%)
foram positivas no periodo de 16 de abril de 2004 a 20 de Abril de
2006 no laboratério de Imunologia Clinica do Hospital Universita-
rio Polydoro Ernani de Sao Thiago.

RBAC, vol. 39(3): 201-203, 2007



DISCUSSAO

Apesar do inquestiondvel reconhecimento e significado cli-
nico do Anticorpo anticitoplasma de neutréfilo (ANCA) no
diagnéstico de diversas patologias ja descritas no presente
trabalho, problemas no uso em larga escala deste ensaio na
rotina laboratorial ainda sao relatados (KYNDT et al. 1999;
Schmitt, 2004).

O primeiro deles se refere a presenca de multiplos antige-
nos reconhecidos por ANCA (existem pelo menos seis an-
tigenos ANCA identificados e muitos estdo ainda sem
identificacao). Apesar de apenas dois destes (Proteinase 3
e Mieloperoxidase) terem significancia clinica comprova-
da, o fato do ANCA se ligar a outros antigenos é as vezes
interpretado erroneamente em um diagnoéstico clinico
(Schmitt, 2004; MENZEL, 2005).

Outro problema se refere a falta de padroes devidamente
estabelecidos positivos para ANCA, o que prejudica de
maneira importante a interpretacao dos resultados em de-
terminadas situagoes (Schmitt, 2004).

No levantamento do ntimero total de exames para ANCA
(c-ANCA e p-ANCA) no periodo de 16 de abril de 2004 a
20 de Abril de 2006 pode-se constatar que dos mesmos,
apenas 22% apresentaram-se positivos em casos de sus-
peita de doenca auto-imune por ANCA, o que acreditamos
ser o propésito principal da requisicao do exame por parte
do clinico. Tais valores seguramente provém da grande ga-
ma de doencas e suas respectivas sintomatologias associa-
das a presenca de ANCA, as quais foram consideradas e
em sua maioria (78%) descartadas no momento do estabe-
lecimento de um diagnéstico para os pacientes avaliados
neste trabalho.

Quando analisados isoladamente os resultados para pes-
quisa de c-ANCA foram de 15% positivos. J& quanto ao le-
vantamento dos resultados de p-ANCA pudemos constatar
uma maior incidéncia de resultados positivos (39%) em re-
lacao a c-ANCA.

A presenca de ANCA esta presente em até 70% de pacien-
tes com lupus eritematoso sistémico e em menor freqiién-
cia em outras colagenoses como a esclerodermia, a sindro-
me de Sjogren e a conectivopatia indiferenciada (MERKEL
et al, 1997). Correspondem quase sem excecao a um
padrao p-ANCA ou atipico, habitualmente sem reativida-
de para a PR3 e nem para a MPO, sem elucidacgao do sig-
nificado clinico (MERKEL et al, 1997). A positividade dos
fatores antintcleo (FAN) pode dar lugar a resultados falsos
positivos na determinacao dos ANCA, resultando num
padrao perinuclear ,p-ANCA (SAVIGE et al, 1999).

Este resultado enfatiza o papel deste teste nao apenas no
processo de confirmacao, mas também no de eliminacao do
diagnéstico de doencgas relacionadas a ANCA, como por
exemplo, a vasculite sistémica. Em conjunto os dados obti-
dos neste trabalho indicam para o importante papel do
ponto de vista clinico e certamente interessante do ponto
de vista cientifico dos ANCAs, no diagnéstico de doencas
como a Granulomatose de Wegner (GW) e a Glomerulone-
frite necrosante porém limitado para outras doencas vascu-
lares auto-imunes.

Desta forma cabe ressaltar a necessidade do levantamento
e interpretacao minuciosa de todos os achados do paciente
antes de se finalizar qualquer diagnéstico para o quadro cli-
nico do mesmo. Pois s6 uma minoria de pacientes com AN-
CA tem uma vasculite associada a ANCA ou a uma glome-
rulonefrite progressiva pauciimune, sendo que a presenca
de um padrao c-ANCA é excepcional sem estas entidades.
Para concluir sempre temos que considerar que as técnicas
e as metodologias para a determinacao dos ANCA influem
na sua sensibilidade e especificidade.
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Avaliacao da eficacia das reacoes de imunofluores-
céncia indireta e hemoaglutinacao indireta na investi-
gacao soroldgica para toxoplasmose em parturientes

e recén-natos*

Efficacy evaluation of the indirect immunofluorescence and indirect hemaglutination reaction in
pregnancy and new-born serologic toxoplasmosis investigation

Roberto Chaves de Vasconcelos'; Janaina Chaves Cdmara (MSc)'; Dany Geraldo Kramer
Cavalcanti e Silva (MSc)'?; Rosa Maria Vaz (MD)’; Valéria Cristina Ribeiro Dantas (MSc); Ligiane
Revoredo Bezerra da Cunha Lima®; Valéria Soraya de Farias Sales (MD, MSc, PhD)’ &
Geraldo Barroso Cavalcanti Junior (MSc, PhD)

RESUMO - A toxoplasmose é uma parasitose prevalente em todo o mundo, quando adquirida durante a gestacdo pode ser transmi-\
tida ao feto e causar, entre outros problemas, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, déficit visual e de audicao. A prevencao da
transmissao vertical deve ser iniciada antes da concepcao ou o mais precocemente possivel durante o exame pré-natal. Neste traba-
lho, foi realizado um estudo objetivando a avaliacdo da soroprevaléncia da toxoplasmose em parturientes e seus recém-natos (RN),
atendidos na Maternidade Escola Januario Cicco da UFRN, através de um estudo comparativo entre as técnicas da hemaglutinacao
indireta (HAI) e a imunofluorescéncia indireta (IFI). Paralelamente, também, se procurou padronizar a técnica de IFI, utilizando-se a
coleta de sangue capilar com impregnacao em papel de filtro. Das amostras sanguineas de 63 parturientes e respectivos RN avaliadas
por IFI, obteve-se uma reatividade para toxoplasmose de 30,2% e de 3,2%, respectivamente. A utilizacao da IFI empregando-se a co-
leta de sangue capilar com impregnacao em papel de filtro apresentou baixa sensibilidade (71,4%), mostrando a necessidade de se
intensificar os estudos para completar a padronizacao desse método. No entanto, foi observada uma boa correlacao entre a IFI e a HAIL
Os casos de IFI para cadeia pesada das imunoglobulina humana (IgH) apresentaram elevados titulos para IgG especifica na maioria
dos casos, sendo que trés destes apresentaram reatividade para a IgM. Estes dados mostram a importancia da investigacao sorolégi-
ca para toxoplasmose nesse grupo e pacientes.

PALAVRAS-CHAVE - Toxoplasmose, reacao de imunofluorescéncia indireta e reacdo de hemoaglutinacao indireta.

/
/e SUMMARY - The toxoplasmosis, a prevalent parasitosis throughout the world, when acquired during pregnancy can be transmitted\
to the fetus and cause, among other problems, delay in the neuropsychomotor development, visual deficiency and audition loss. In
this work, a study was accomplished aiming at the evaluation of the seroprevalence of the toxoplasmosis in parturients and your new
born (NB) from Maternidade Escola Janudrio Cicco of UFRN, through a comparative study among the techniques of the indirect he-
maglutination (IHA) and the indirect immunofluorescence (IIF). In this work, a study was accomplished aiming at the evaluation of
the toxoplasmosis seroprevalence in parturients and your NB, from Maternidade Escola Janudrio Cicco in the UFRN, through a com-
parative study among IH and the IIF. In parallel we also tried to standardize the technique of IIF, being used the collection of capil-
lary blood with impregnation in filter paper. In the blood samples of 63 parturient and respective NB bay IIF, it was obtained a toxo-
plasmosis seroreactivity for s of 30.2% and in 3.2% respectively. The use of IIF being used the collection of capillary blood with im-
pregnation in filter paper showed low sensibility (71.4%), showing the need to intensify the studies to complete the standardization of
that method. However it went observing a good correlation between IIF and IH. The cases of IIF to total heavy immunoglobulin chain
(IgH) presented high titles for specific IgG in most of the cases, and three of these presented IgM seroreactivity. These data show the
importance of the serologic toxoplasmosis investigation for in that group of patient.

KEYWORDS - Toxoplasmosis, indirect imunofluorescence, indirect hemaglutination. J

exames laboratoriais importantes no diagnéstico precoce
dessa doenca '
Nas gestantes, o Toxoplasma gondii pode causar uma in-

INTRODUGAO

toxoplasmose é uma zoonose mundialmente difundi-

da, com maior incidéncia em regides de clima quente
e umido, tendo como agente etiolégico o Toxoplasma gon-
dii. Esta infec¢ao ocupa um lugar importante na medicina
humana pelo seu aspecto endémico, pois é de tal maneira
propagada que milhares de pessoas podem se tornar imu-
nes ao toxoplasma, como conseqiiéncia de uma infecgao
assintomatica . Contudo, duas categorias de individuos
estdo expostas a formas clinicas severas: o feto em desen-
volvimento, por intermédio da méae parasitada e individu-
os imunossuprimidos .
Em adultos sadios a toxoplasmose é subclinica na maioria
dos casos, bem como na infeccdo congénita, tornando os

feccao grave em cerca de 40% dos casos, causando aborto,
natimortalidade ou seqiielas neuroldgicas e oculares no re-
cém nato (RN), podendo, também, se apresentar como um
processo subclinico sem seqiielas '**°. Quando a infeccao
por toxoplasma é adquirida pela mulher durante a gravi-
dez, ou quando, durante este periodo, ocorre a reagudi-
zacao da doenca, ha o risco de contaminacao fetal, ja& que
a placenta € atingida na fase de parasitemia, sendo obser-
vado um maior comprometimento fetal caso o processo in-
feccioso ocorra no primeiro trimestre da gestacao "*°*.

A demonstracao direta e/ou indireta do parasitismo pelo
Toxoplasma gondii em 6rgaos ou tecidos humanos, muitas

Recebido em 29/06/2006
Aprovado em 24/05/2007
*Trabalho apresentado ao Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (DACT/UFRN)
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vezes, se torna dificil por necessitar de inoculacao em ani-
mais ou métodos complexos e dispendiosos de detecgéo
como as técnicas de biologia molecular .

O surgimento de anticorpos especificos anti-toxoplasma
detectados apés a soroconversao através dos testes sorolo-
gicos, traduz a resposta imune humoral a infeccao adquiri-
da "*°. Gracas a este fato, tem sido empregado rotineira-
mente a pesquisa de anticorpos especificos (IgG, IgA e
IgM) no soro de individuos com suspeita de infeccao pelo
Toxoplasma gondii. Tais métodos tém grande utilidade nao
apenas no diagnéstico da toxoplasmose mas também, em
inquéritos epidemioldgicos sobre a prevaléncia dessa in-
feccao e em exames pré-natais de gestantes visando a pre-
vencao da toxoplasmose congénita **.

A dificuldade do diagnéstico sorolégico nas pessoas com
suspeita de toxoplasmose estd na determinacdao da prova-
vel época da infecgao, pois, muitas vezes, detecta-se a pre-
senca da IgG especifica com titulos elevados ja no primei-
ro exame com positividade também para a IgM e/ou IgA*"*.
No entanto, com a determinacao dos niveis e classe de an-
ticorpos é possivel tracar trés perfis sorolégicos de acordo
com o tempo de infeccao. Na infeccao recente (Perfil I), em
que podem ser detectados sinais da doenca aguda, é carac-
teristica a presenca de anticorpos da classe IgM que sur-
gem nas primeiras semanas com uma rapida elevacao, di-
minuindo e desaparecendo em poucas semanas ou meses,
podendo, no entanto, persistir titulos baixos de IgM residu-
al em alguns pacientes por um tempo mais prolongado. O
perfil II, fase de transicao apresenta IgM positiva associada
a elevados titulos de IgG. Por ultimo, o Perfil III indicativo
de infeccao antiga e que geralmente persiste por toda a vi-
da, sendo caracterizado pela presenca de anticorpos IgG
de alta avidez em baixos titulos e auséncia de outros anti-
corpos, podendo ocasionalmente ser detectados residuos
de anticorpos da classe IgM 2 Nesta fase, devido a baixa da
imunidade ou a disturbios hormonais, o individuo infecta-
do podera sofrer uma reagudizacao da toxoplasmose, fato
que assume grande importancia em gestantes e individuos
imunossuprimidos .

Diversas sdo as técnicas que podem ser empregadas no di-
agnostico sorolégico da toxoplasmose, destacando-se as
reacoes de imunofluorescéncia indireta (IFI), a reacao de
hemoaglutinacao indireta (HAI) e os métodos imunoenzi-
maticos (ELISA) tteis na pesquisa de avidez para IgG=.

O teste de HAI, também conhecido como hemoaglutinacao
passiva, pode ser utilizado como método de triagem soro-
légica, visando detectar a presenca de individuos reatores,
devendo, portanto, ser realizado em associacao a outros
testes como a IFI-IgG / IgM ou ELISA-Captura-IgM, para a
confirmacao de infecgdes recentes, nao sendo, no entanto
indicado nos casos de infec¢do congénita ou diagndstico de
infeccao aguda devido a possibilidade de ocorréncia de re-
sultados falso negativos?.

A reacao de IFI surgiu como técnica substituta para o teste
cldssico do corante proposto por Sabin e Feldman, por
apresentar resultados similares, com a vantagem da prati-
cidade e a possibilidade da identificacao de anticorpos es-
pecificos das classes IgG, IgM ou IgA, sendo, ainda hoje, o
método mais empregado no diagnéstico sorolégico da to-
xoplasmose?. Nesta técnica, toxoplasmas fixados em lami-
nas para reacao de IFI, sao incubados com soros previa-
mente diluidos, por um tempo determinado. Apés esta eta-
pa inicial, as laminas sdo lavadas e novamente incubadas
com uma imunoglobulina direcionada contra a fracao FC
da cadeia pesada da imunoglobulina humana que pode ser
do tipo gama (IgG), mii (IgM) ou alfa (IgA), conjugada ao
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isotiocianato de fluoresceina (FITC). Os resultados quanti-
tativos sao expressos pela maior diluicdo reagente, ou seja,
emissdao de fluorescéncia verde dos toxoplasmas presentes
na ldamina quando visualizadas no microscépio de imuno-
fluorescéncia®.

A reacéo de IFI também apresenta limitacoes, estando su-
jeita a resultados falsos positivo e negativo. A pesquisa de
anticorpos do tipo IgG por este método é sensivel e especi-
fica, mas artesanal; sua leitura é subjetiva e os resultados
quantitativos sdo menos reprodutiveis do que os obtidos
através dos testes automatizados. A pesquisa de anticorpos
do tipo IgM anti-toxoplasma pode apresentar resultados
falso-positivos pela interferéncia do fator reumatéide (FR)
que eventualmente pode estar presente nas amostras. O
FR liga-se a IgG especifica presa ao antigeno, que é reco-
nhecida pelo conjugado anti-IgM, na auséncia de IgM es-
pecifica anti-toxoplasma, de modo que todo resultado IgM
positivo devera ser confirmado, fazendo uma absorcao pre-
via do FR antes de executar a técnica?.

Os testes para anticorpos IgM também podem apresentar
resultados falso-negativos em virtude da competicao ou
bloqueio dos anticorpos IgG (IgG blocking) aos anticorpos
IgM. Esse problema pode ser evitado utilizando-se RF ab-
sorbent ou proteina A do Staphilococcus aureus?.

OBJETIVOS

Em funcdo da escassez de dados sobre a incidéncia da
transmissao materno-fetal de toxoplasmose no estado do
Rio Grande do Norte, este trabalho tem como objetivo rea-
lizar um estudo epidemiolégico em parturientes e seus RN
atendidos na Maternidade Escola Janudrio Cicco da
UFRN, avaliando a soroprevaléncia para toxoplasmose
nesses individuos utilizando comparativamente as técnicas
de IFI e HAL

Paralelamente, também, foi realizada uma padronizacao
da reacao da IFI através da técnica de coleta de sangue ca-
pilar com impregnacao em papel de filtro, por ser esta uma
técnica menos trauméatica na obtencao das amostras, avali-
ando-se a especificidade e a sensibilidade da mesma.

CASUISTICA E METODOLOGIA

1. Casuistica

A populacao estudada foi constituida de 71 parturientes
com idade variando de 15 a 42 anos e de 63 recém-natos
(RNs), atendidos na Maternidade Escola Januério Cicco da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (MEJEC
/UFRN). A escolha foi aleatéria, compreendendo as maes e
seus respectivos RN, tendo as amostras sido colhidas apoés
a assinatura do termo de consentimento informado pelas
maes.

2. Metodologia

2.1 Coleta das amostras

Amostras de sangue periférico das parturientes foram cole-
tadas por puncao venosa e acondicionados em tubos esté-
reis de tipo vacutainer sem anticoagulante (Becton Dickin-
son and Company, USA). Apés a formacao do coagulo, os
tubos foram centrifugados a 1.500 rotacoes por minutos
(RPM) por 5 minutos (Centrifuga sorolégica, Fanen, Brasil),
os soros foram separados da fase sélida, acondicionadas
em tubos estéreis do tipo Eppendof (Becton Dickinson and
Company, USA), devidamente identificados e estocados
em um freezer a -20° C até o momento das andlises.

Nos RNs foram realizadas a coletas de sangue por punc¢ao
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capilar no calcanhar através de microlancetas apos esteri-
lizacao da drea com alcool a 70%. A amostra sangtiinea foi
impregnada igualmente na frente e no verso do papel de
filtro devidamente identificado (Inlab n° 4; Brasil) cobrindo
uma area de 6 cm, deixado secar em temperatura ambien-
te. Apds a secagem, o papel de filtro foi armazenado em
um recipiente ao abrigo de poeira, umidade e insetos, pa-
ra posterior eluicao em solucao salina tamponada com fos-
fatos (phosfate buffer saline -PBS), visando a realizacao da
reacao de IFIL.

2.2 Reacao de imunofluorescéncia indireta (IFI)

2.2.1. Preparo das laminas para os testes

A TFI foi realizada em laminas de microscopia préprias pa-
ra reacao de imunofluorescéncia (Biolab-Mériex SA, Brasil).
Inicialmente, realizou-se a reconstituicao do antigeno liofi-
lizado (Toxoplasma gondii / Cecon; Brasil), em 2 mL de
dgua destilada estéril e homogeneizando por inversao.
Ap6s lavar, desengordurar e secar as laminas, espalhou-se
10 pL da suspensao antigénica em cada &rea circular das
ldminas, deixando-as secarem em estufa a 37°C (Fanen,
Brasil) por 24 horas. Apés esta etapa, as laminas foram em-
baladas em papel aluminio e estocadas a -20°C até o mo-
mento das andlises.

No momento das andlises, as laminas foram retiradas do
freezer e descongeladas a temperatura ambiente por 15
minutos ainda sob protecdo do papel aluminio. Apés esse
periodo, esta protecao foi entdo retirada, sendo realizada a
identificacao das mesmas.

2.2.1. Preparo das mostras

A. Amostras de soro

A reacao de IFI quantitativa e qualitativa com as amostras
de soro diluidas em PBS nas seguintes proporgoes: 1:16;
1:64; 1:128; 1:256, 1:1. 024 e 1:4. 096.

B. Amostras eluidas de papel de filtro

Para a padronizacdo desse método foram coletadas amos-
tras de sangue de 30 parturientes, tanto por punc¢ao veno-
sa como por punc¢ao capilar, cujos resultados reatores ser-
viram como resultados padrao para a avaliacao da sensibi-
lidade e especificidade para o método da IFI, a partir de
sangue capilar eluidas de papel de filtro.

O papel de filtro contendo amostras secas de sangue dos RN
e respectivas maes foi picotado com perfurador de papel na
forma de pequenos discos de 5mm de diametro. Empregou-
se 2 discos de cada amostra que foram eluidos em 200pL e
400pL de PBS estéril por 24 horas a temperatura ambiente.

2.2.2. Reacao de imunofluorescéncia indireta
Recobriram-se os circulos das laminas previamente identi-
ficadas e contendo Toxoplasma gondii com soros diluidos e
/ ou eluidos.

No teste qualitativo foi utilizado 20pL da diluicao 1:64, vi-
sando o preenchimento das areas circulares contendo o an-
tigeno. As laminas foram colocadas em cdmara imida e in-
cubadas em uma estufa a 37° C por 30 minutos.

Ap6bs este periodo, as laminas foram retiradas da estufa e
rinsadas com PBS e incubadas por 5 minutos em uma jarra
de Coplin contendo dgua destilada, procedendo-se a seca-
gem das mesmas.

Adicionou-se sobre cada orificio das laminas 20 pL do con-
jugado (imunoglobulina de cabra anti fracao FC da cadeia
pesada da imunoglobulina humana, marcada com isotioci-
anato de fluoresceina (FITC) (Fluoline H, Biolab-Mériex
SA, Brasil), previamente diluido na proporgao de 1:100 em
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uma solucao contendo 1 mg de azul de Evans, diluido em
PBS. As laminas foram incubadas novamente em camara
umida a 37°C por 30 minutos.

Ap6s esta etapa, as laminas foram retiradas da estufa e no-
vamente rinsadas com PBS e incubadas por 5 minutos em
uma jarra de Coplin contendo dgua destilada, procedendo-
se em seguida, a secagem das laminas com papel absor-
vente e jato de ar. Sobre as mesmas foram adicionadas la-
minulas em glicerina tamponada pH 8,7 e examinadas em
um microscépio dotado de luz ultravioleta, utilizando obje-
tiva de 40x e imersao, com filtros para FITC e filtro barrei-
ra laranja (Olimpus modelo BX41, Brasil).

Para o teste quantitativo, empregaram-se as diluicoes dos
soros: 1:64; 1:128; 1:256; 1:1.024 e 1:4096, visando a pes-
quisa de anticorpos da classe IgG e 1:64; 1:128 e 1:256 pa-
ra os da classe IgM, seguindo a mesma metodologia para o
teste qualitativo, empregando como conjugado imunoglo-
bulina de cabra anti-fracao FC da imunoglobulina IgG e
IgM humana marcada com FITC (Fluoline G e M, Biolab-
Meériex SA, Brasil).

Nas amostras obtidas por eluato, empregou-se 20 pL para
a IFI que foi realizada seguindo a técnica da IFI qualitativa
anteriormente citada.

As amostras foram consideradas reagentes quando os toxo-
plasmas fixados na lamina apresentaram fluorescéncia em
toda a periferia e negativa quando os mesmos apresenta-
ram auséncia de fluorescéncia ou a mesma ficava localiza-
da apenas na extremidade dos parasitas (reacao polar).

2.2 Reacao de hemaglutinacao indireta (HAI)

Para a reacao de HAI empregou-se o kit HAI-Toxo (Cecon-
Brasil), seguindo todas as especificacoes do fabricante.
Uma hora antes da execucao da técnica, procedeu-se a re-
constituicdo do liofilizado sensibilizado com extrato soltvel
do trofozoito de Toxoplasma gondii, utilizando-se 0,065 mL
de diluente de hemacias.

Procedeu-se o teste de triagem. Para isso, foi feita uma di-
luicao de 1:64 dos soros a serem examinados e também so-
ros controles positivos e negativos, presentes no kit.

Em placa de microtitulacao com pocgos de fundo em “V", foi
pipetado 0,05mL dos soros diluidos em cada poc¢o. Em segui-
da, adicionou-se 0,025mL dos reagente de hemacias, agitan-
do-se suavemente a microplaca. A leitura foi realizada apés
2 horas de incubacédo a temperatura ambiente em um local
isento de vibracao. Considerou-se reagente quando ocorreu
a aglutinacao, ou seja, a formacao de malha ou tapete que
cobre o fundo da placa e nao reagente, quando ocorreu a
formacao de um botdo de hemédcias no fundo da cavidade.

2.3. Analise estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados por dife-
rentes testes estatisticos e graficos.

Para comparacao dos resultados da HAI e IFI, empregou-
se o teste do qui quadrado através do software estatistico
Statistic Pack for Social Sciences (SPSS for Windows versao
9.0; Copyright ® SPSS, INC), sendo considerados estatisti-
camente significativos quando p < 0,05.

Para andlise da correlacao da HAI e os titulos de IgG anti
toxoplasma, empregou-se o grafico de dispersao, correlaci-
onado-se os testes de HAI reatores e nao reatores com dife-
rentes titulos de IgG obtidos pela IFI, empregando o softwa-
re Microsoft ® Excel 2000 versao 9.0, tendo sido também
procedida a andlise estatistica através do teste Wilcoxon
também através do softwere SPSS for Windows versao 9.0.
Para validacdao da técnica da IFI realizada em eluatos de

sangue capilar, foram realizados a comparacoes dos resul-
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tados da IFI-IgH dos eluatos com a IFI-IgH realizado em
amostras de soro da mesma parturiente obtida por puncao
venosa os quais foram submetidos ao teste de sensibilida-
de e especificidade ™.

RESULTADOS

Na analise dos soros das 71 parturientes por IFI-IgH, vinte
casos (28,2%) apresentaram reatividade (= 1:256). Houve
predominio nas mulheres com faixa ataria compreendida
entre 20 a 25 anos e 26 a 30 anos com 09 e 07 casos respec-
tivamente (Tabela I).

Quando comparado os resultados da IFI-IgH realizadas em
soro de 30 parturientes com a mesma reacao em eluatos de
sangue capilar impregnado em papel de filtro das mesmas
pacientes, observou-se que 7/30 amostras obtidas por
puncao venosa (23,3%) mostraram-se reatores. Os resulta-
dos reagentes e nao reagentes das amostras analisadas nos
soros nesse grupo de 30 mulheres serviram entdao como
padrao de referéncia “verdadeiro Positivo” (VP) e "verda-
deiro negativo” (VN) para o calculo da sensibilidade e es-
pecificidade (Quadro 1), visando a padronizacao da IFI em
amostras de sangue capilar eluidas em 200 e 400 pL de
PBS respectivamente. Observou-se resultados mais proxi-
mos aos obtidos em amostras testadas em soro nos discos
eluidos em 200 pL de PBS quando comparados com as
mesmas amostras eluidas em 400 pL. de PBS, obtendo-se
reatividade em 5 e 2 casos respectivamente, refletindo des-
ta forma em uma maior sensibilidade para as amostras elu-
idas em 200pL de PBS quando comparadas com as amos-
tras testadas eluidas em 400uL de PBS (Tabelas II, III e IV).
A correlacao entre os resultados da HAI e IFI mostrou-se
estatisticamente significativa (Tabela V) e na analise da as-
sociagdo entre os resultados da HAI e os niveis de IgG por
IFI nas amostras de parturientes contatou-se que destas, 24
(22,8%) foram reagentes para a HAI e 47 (66,2%) nao rea-
gentes. Observou-se correlacao entre os testes de HAI rea-
tores e titulos elevados de IgG pela IFI em 20 casos, com a
seguinte distribuicdo: 2 casos com titulos de 1:4.096, 4 com
titulos de 1:1024, 7 com titulos de 1:256, 7 com titulos de
1:64 e 4 amostras destes grupos apresentaram auséncia de
reatividade pra IFI-IgG (Figura 1).

Nas parturientes com IFI-IgH sororeagentes, a pesquisa de
anticorpos IgG especificas variaram de 1:64 a 1:4.096, dis-
tribuidas da seguinte forma: 6 casos (9,52%) com titulos de
1:64, 8 (12,7%) com titulos até 1:256; 3 (4,76%) até 1:1024
e 2 (3,18%) apresentaram titulos até 1:4.096, apresentando
também estes duas ultimas amostras, a presenca de anti-
corpos do tipo IgM (Figura 2).

A correlacao entre a sororeatividade amostras de 63 partu-
rientes e seus respectivos RNs foram analisados através da
IFI-IgH. Do total das amostras das parturientes analisadas
no soro, 19 (30,16%) foram reatores. As andlises das amos-
tras dos RNs a partir de sangue capilar impregnado em pa-
pel de filtro e eluidas em 200 pL de PBS, apresentou reati-
vidade em 2 casos (3,2%), correspondendo a RNs de maes
sororeagentes pela IFI (Tabela VI).
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Doenca — Diagnéstico Verdadeiro
EEE Positivo Negativo Total
IFkigH reagente | yjoqadeiro Positivo | Falso Positivo (FP) VF+EN
(VP)
IFHgH ndo Falso Negativo (FN) | Verdadeiro Negativo FN+VN
reagente
(VN)
Total VP+FN FP+UN VF+FN+FP+VN

SENSIBILIDADE (S)= (VP/VP+FN) x 100
ESPECIFICIDADE (E) = (VN/VN+FP) x 100
Baseado em Ferreira AW; Avila SLM "* com modificacdes.

Quadro 1- Combinacgao binaria entre os resultados obtidos no
teste da imunofluorescéncia indireta para toxoplasmose em
amostras de soro de parturientes, visando o calculo de especifi-
cidade e sensibilidade de amostras colhidas em sangue capilar
das mesmas pacientes.

TABELA |
Resultados das reacoes de imunofluorescéncia indireta para a pes-
quisa de imunoglobulina total (IFI-lgH) anti Toxoplasma gondii em
71 parturientes na faixa etaria compreendida entre 15 a 45 anos de
idade atendidas na Maternidade Escola Januario Cicco da UFRN.

Faixa etdria IFI-igH Reagente
(anos) ne+/n%t (%)
15-19 02/16 (12,5)
20-25 09 /26 (34,6)
26-30 07 17 (41,2)
31-35 02 /06 (33,3)

>36 00/06 (-)
Total 20 /71 (28,2)

(n°+) nimero de casos reagentes; (n°t) nimero de
casos testados; (%) percentual de casos reagentes.

TABELA I
Resultados obtidos da sorologia para toxoplasmose pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta (IFl-IgH) utilizando amostras oriundas
de sangue total e capilar colhidas em papel de filtro e eluidas em
400 e 200 IL de PBS de 30 parturientes.

IFI - IgH
LESEE Reativo Nao reativo
n° (%) n® (%)
Soro 07 (23,3%) 23 (66,7%)
Eluato (2 discos p/ 400uL de PBS) 02 (6,7%) 28 (66,7%)
Eluato (2 discos p/ 200uL de PBS) 05 (16,7%) 25 (83,3%)
TABELA Il

Andlise do calculo da sensibilidade e especificidade da técnica de
eluicao de sangue capilar com 400IL de PBS, tendo como padrao a
técnica convencional de imunofluorescéncia indireta realizada em
amostras de soro das mesmas parturientes.

Eluato o
Reativo Nao Reativo Total
(2 discos p/ 400pL de PBS)
Reativos VP=02 FP= 00 VP+FP= 02
N&o reativos FN= 05 VN=23 FN+V N= 28
Total VP+FN= 07 FP+VN= 23 VP+FN+FP+VN= 30

SENSIBILIDA DE (S)= (VP/V P+FN) x 100 —p  S= (2/2+5)x100 = 28,6 %
ESPECIFICIDADE (E) = (VN/VN+FP) x 100 —p E= (23/23+00)x10 0= 100%

*) Baseado em Ferreira AW; Avila SLM '8 com modificagdes.
VP) Verdadeiro Positivo; (FP) Falso Positivo; (FN) Falso Negativo; (VN) Verdadeiro Negativo
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TABELA IV
Andlise do calculo da sensibilidade e especificidade da técnica de
eluicao de sangue capilar com 200IL de PBS, tendo como padrao a
técnica convencional de imunofluorescéncia indireta realizada em
amostras de soro das mesmas parturientes.

Eluato Soro
(2 discos p/ 200pL de PBS) Reativo Nao Reativo Total
Reativos VP= 05 FP=00 VP+FN =05
Né&o Reativos FN=02 VN= 23 FP+VN =25
Total VP+FN= 07 FP+VN= 23 VP+FN+FP+VN= 30

* SENSIBILIDADE (S)= (VP/VP+FN) X 100 —»  S= (05/02+05)x100= 72,6%
* ESPECIFICIDADE (E) = (VN/VN+FP) x 100 —»  E= (23/23+00)x100= 100%

(*) Baseado em Ferreira AW; Avila SLM ** com modificagées.
(VP) Verdadeiro Positivo; (FP) Falso Positivo; (FN) Falso Negativo; (VN) Verdadeiro Negativo

TABELA V
Associacao entre os resultados dos dois métodos

Hemoaglutinacao indireta
Imunofluoescéncia
indireta Positivo Negativo
n. (%) n. (%) P~

positivo
negativo 21 00

03 47 < 0,0000

(*) Teste do qui-quadrado
TABELA VI

Resultados obtidos da pesquisa da anticorpos anti-toxoplasma
gondii em 63 parturientes e seus recém natos atendidos na
Maternidade Escola Januario Cicco da UFRN pela técnica da imu-
nofluorescéncia indireta.

Resultados (IFl-IgH) Parturientes (*) Recém-Natos (**)
Reagente 19 (30,2%) 2 (3,2%)
N&o Reagente 44 (69,8%) 61 (96,8%)
Total analisados 63 (100%) 63 (100%)

(*) resultados obtidos em amostras de soro
(**) resultados obtidos a partir eluatos de 2 discos p/ 200uL de PBS

1-4096 o) Kruskal-Wallis test; p< 0,000

1:1024

N——N\——
i

1:256 (60 606000]

Reaciio de Imunofluorescéncia indireta: IgG

1:64 4 ©OO0000

'S¢ o'o MMM (¢ ¢ {(€¢€(€€05)))))))) N,

Reagente Nio Reagente
n=24 n=47

Reacido e Hemaglutinaciio indireta

Figura 1- Correlacao entre os resultados da hemaglutinacao indire-
ta para toxoplasmose e titulos de IgG especifica, determinado pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta em 71 amostras de partu-
rientes atendidas na Maternidade Escola Januario Cicco da UFRN.
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Figura 2- Correlacao entre titulos de IgG e IgM especifica em 20 amos-
tras de parturientes sororeagentes para toxoplasmose determinada
pela reacao de imunofluorescéncia indireta para imunoglobulinas total

DISCUSSAO

A infeccdo pelo Toxoplasma gondii apresenta alta prevaléncia
na populacao mundial que revelada pela pesquisa dos anti-
corpos séricos chegam a atingir 30, 50 ou até 90% dos indivi-
duos adultos, variando de acordo com a regiao estudada'*".
A utilizacdao de testes sorologicos para a demonstracao de
anticorpos especificos para o Toxoplasma gondii é um mé-
todo diagnéstico eficaz capaz de avaliar a imunidade ao
parasita em condicdes especiais tais como na gestacao, an-
tes da terapia imunossupressora e apos um resultado de
um teste HIV positivo? .

A literatura relata que a prevaléncia da toxoplasmose au-
menta com a idade, existindo outros fatores que também
sdo responsaveis por esta variacdo tais como: hébitos ali-
mentares, o nivel sdcio econdémico e diferencas geograficas
de cada regiao'*".

Em estudos soroepidemiolégicos realizados em diversos
paises observou-se que nos EUA a prevaléncia em adultos
com mais de 50 anos encontra-se entre 30 a 40% '7; na
Franca, avaliou-se que 65 a 80% das mulheres estao infec-
tadas ' e na Espanha em um estudo realizado em diferen-
tes grupos populacionais, encontrou-se uma prevaléncia
de 33,1% em regides litoraneas onde a alimentacao era a
base de peixe e nas zonas rurais onde predominava os hé-
bitos carnivoros a prevaléncia foi de 62,9 % °. Em Cuba, in-
quéritos sorolégicos demonstraram uma prevaléncia de
71%, sendo mais predominante em mulheres da zona ru-
ral, que tinham maior contato com gatos .

Entretanto, no Brasil, pais extenso, com clima e condicbes
socioculturais distintas, observa-se porcentagem de positi-
vidade com variacao de 20 a 83% da populacao, com evi-
déncias sorolégicas de infeccdo pregressa, apresentando
os seguintes indices de infeccdo: observou-se 71% em Ma-
naus e 67% no Amap4, 52% entre os indios no alto Xingu
e 65% em Roraima; no baixo e médio Sao Francisco, 37%;
no Rio de Janeiro, 79%; e em Sao Paulo, 68% ".

Neste trabalho, constatou-se resultados similares com os
acima relatados com sororeatividade em 30,2% das partu-
rientes examinadas, com reatividade para imunoglobulina
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total realizada por IFI e HAI, apresentando também com
elevados titulos de IgG especifica, levando-se em conside-
racao que as parturientes atendidas na MEJEC/UFRN,
apresentavam baixa condicao sécio econdémicas.

Visando obter dados da sensibilidade e especificidade da
técnica de coleta de sangue capilar, procedeu-se a analise
comparativa dos resultados obtidos pela reacao de IFI-IgH
em amostras obtidas por puncao venosa com os observados
nas mesmas amostras procedentes de sangue capilar.

A sensibilidade e a especificidade de um teste podem ser
calculadas utilizando populac¢édes de individuos com e sem
a doenca em relacao a finalidade do teste ou por compa-
racdo com um teste de referéncia'®, que no presente estu-
do foram empregadas as amostras obtidas por puncao ve-
nosa. A sensibilidade de um teste sorolégico indica a fre-
qliéncia de resultados verdadeiramente positivos em paci-
entes com uma doenca em particular, ou seja, a proporcao
dos verdadeiros positivos *.A especificidade de um teste
sorolégico indica a freqiiéncia de resultados negativos em
pacientes sem a doenca, ou seja, a propor¢ao dos verdadei-
ros negativos . A avaliacao da sensibilidade e especifici-
dade de um teste podem ser calculadas de acordo com a
formula contida no quadro .

Obteve-se um total de sororeatividade em 7 amostras da
reacao feita a partir do soro, em 5 amostras no sangue ca-
pilar impregnado em papel de filtro eluido em 200uL de
PBS e 2 amostras quando as mesmas foram diluidas em
400pL de PBS, demonstrando, dessa forma, a baixa sensi-
bilidade para as amostras eluidas em 400mL de PBS
(28,6%). Esta sensibilidade, no entanto, aumentou conside-
ravelmente quando as amostras de sangue capilar impreg-
nadas no papel de filtro foram eluidas em um volume me-
nor de PBS (200uL), o que possibilitou uma maior concen-
tracdo dos eluatos e, conseqlientemente, maiores niveis de
anticorpos na solucao, aumentando a positividade para 5
casos e a sensibilidade para 71,4% (Tabelas II, III e IV).
De acordo com o trabalho realizado por ADES et al (1993)
sobre a soroprevaléncia da toxoplasmose em neonatos, uti-
lizando-se a coleta de sangue capilar com absorcao em pa-
pel de filtro para andlise pelo método “Ildtex-aglutination"
modificado, apresentou 98,8% de sensibilidade **. Conclui-
se que o método executado no presente artigo apresentou
menor sensibilidade quando comparado com o método de-
senvolvido por ADES e colaboradores. Fica, no entanto, a
possibilidade de padronizacao desse método, sendo, no en-
tanto necessario intensificar os estudos, levando-se em
conta outros fatores, tais: como o aumento do numero de
amostras, o didmetro dos discos de papel, o volume do elu-
ente, o tempo de eluicao, o tipo de papel de filtro, a tempe-
ratura e o tempo de armazenamento das amostras, objeti-
vando o aumento da sensibilidade dessa técnica para po-
der entao ser empregada na rotina com total seguranca da
mesma forma que em outros exames laboratoriais para do-
encas congénitas ™.

Outro dado animador para a continuidade da padronizacao
dos testes em sangue capilar foi a auséncia de resultados
falso-reativo, o que apontou para uma boa especificidade
do teste, quando realizados nas duas condigoes.

E importante salientar que a sensibilidade e a especificidade
sao parametros antagoénicos. Quando se eleva a sensibilida-
de, reduz-se a especificidade e vice-versa. Definir-se o que é
melhor, ter alta sensibilidade ou alta especificidade deve ser
feito levando-se em conta a finalidade do teste, as vantagens
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do diagnostico, a gravidade e a prevaléncia da doenca .
Desta forma, com relacao a soroprevaléncia nos RN, nédo se
pode discutir com detalhes, em virtude da técnica de IFI re-
alizada a partir de eluato de sangue em papel de filtro ain-
da se apresentar em fase de padronizacao. Apesar disso,
foi observado que as duas amostras reagentes eram de RN
filhos de maes com altos titulos para IgG e IgM.

E importante lembrar que os anticorpos da classe IgG pas-
sam passivamente através da placenta e, portanto, sua pre-
senca no recém-nascido (RN) ou no lactente jovem pode
refletir apenas a infeccao materna. Por outro lado, a persis-
téncia de IgG positiva, ao final do primeiro ano de vida, ou
a elevacao dos seus titulos, no primeiro ano de vida, ou a
elevacao dos seus titulos, nos primeiros meses e / ou a per-
sisténcia de IgM especifica apds o 5° dia de vida confirmam
a infeccao na crianca®.

De acordo com a literatura, a HAI é um método répido, de
facil execucao, que, no entanto, apresenta baixa sensibili-
dade nas fases iniciais da infeccao, sendo uma técnica ba-
seada na aglutinacao provocada pela presenca de anticor-
pos especificos direcionados contra antigenos do Toxoplas-
ma gondii adsorvidos em hemadcias de aves.

Nos periodos mais tardios da infecgao, os niveis de anticor-
pos especificos tendem a se elevar, aumentado a sensibili-
dade desse teste. No entanto, a especificidade é reduzida,
pois as aglutininas inespecificas do tipo IgM podem pro-
porcionar resultados falsos negativos, sendo, desta forma, a
IFI o método mais adequado para ser utilizado no diagnés-
tico precoce gracas a deteccao de anticorpos especificos do
tipo IgM presentes no inicio da infecgao *** >, Entretanto,
quando realizada em associacao com a IFI, a HAI pode
possibilitar a identificacdo de casos agudos, através da
acentuada disparidade de titulos de anticorpos entre am-
bos os testes, devido aos altos titulos de anticorpos anti to-
xoplasma observados na IFI em relacao a HAI em virtude
da maior sensibilidade da IFI em relacao a HAI®*®. Esta ob-
servacao foi constatada no presente trabalho onde através
da IFI, constatou-se titulos elevados de IgG anti-toxoplas-
ma na maioria dos casos com HAI reagentes e concordan-
cia dos resultados nao reagentes para ambas as técnicas
em todos os casos (Figura 1). Também foi observado eleva-
do similaridade entre IFI-IgH reatores e titulos elevados de
IgG na maioria dos casos (Figura 2).

CONCLUSAO

A soroprevaléncia para toxoplasmose nas parturientes
atendidas na MEJEC/UFRN ¢ significativa, mostrando a
importancia desses testes nos exames pré-natal.

A reacao de hemaglutinacao indireta apresentou elevada
sensibilidade, podendo, dessa forma, ser indicada para tes-
te de triagem. No entanto, faz-se necessdria a utilizacao de
testes mais especificos como a reacao de imunofluorescén-
cia indireta para o diagnoéstico conclusivo e precoce da to-
xoplasmose.

Os resultados obtidos nos RN foram pouco conclusivos con-
siderando o pequeno numero de casos analisados e tam-
bém pelo fato da técnica ainda encontrar-se em fase de im-
plantacdo. No entanto, andlises preliminares comparando
resultados de amostras obtidas a partir de eluicao com so-
ro para a IFI apontam para a possibilidade de aumento da
sensibilidade para o seu emprego com total seguranca.
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Microbiota fungica presente em diversos setores de
um hospital publico em Campina Grande - PB

Fungic microbiotic present in various setors of public hospital in Campina Grande - PB

Egberto Santos Carmo’, Lindomar de Farias Belém’, Raissa Mayer R. Catdo®, Edeltrudes de
Oliveira Lima®, Irani Lopes da Silveira’ & Luiza Herbene Macedo Soares’

/RESUMO - Os fungos sao seres oportunistas, com ampla distribuicao pela natureza (ar, 4gua, solo, plantas, animais, alimentos), in-
cluindo o ambiente hospitalar, onde é freqliente a presenca de microrganismos causadores potenciais de infeccoes hospitalares, prin-
cipalmente em pacientes debilitados, idosos, criancas. Dentre as doencas oportunistas que podem ser causadas pelos fungos citam-se:
onicomicoses, otites, ceratomicoses, fungemias. Este trabalho objetivou isolar e identificar as espécies da microbiota fingica anemé-
fila dos setores de hemodialise, agéncia transfusional, laboratério de andlises clinicas, cozinha e lavanderia da Fundacao Assistencial
da Paraiba — FAP. Na metodologia empregada, foram usadas placas de Petri com Agar Sabouraund, abertas (pela manha), por 15 mi-
nutos a 1 metro do chéo, sendo depois fechadas e incubadas a temperatura ambiente, por 7 a 14 dias. Das 30 placas foram isoladas
218 colonias de fungos, identificando 10 géneros distintos. A lavanderia foi o ambiente de maior contaminacao. Os mais freqiiente-
mente isolados foram Penicillium sp., Micelia sterilia, Curvularia sp. e Cladosporium sp.

\PALAVRAS-CHAVE - Fungos, Infecgées hospitalares, Penicillium sp. -

were the fungi with the highest frequency of isolation.
KEYWORDS - fungi, hospital Infections, Penicillium sp.

€ SUMMARY - Fungi are opportune creatures, with a wide distribution in the environment (air, water, soil, plants, animals, foods), in-\
cluding hospitals, where the presence of microorganismis frequently cause hospital infections, principally in debilitated patients, se-
nior and children. Among the opportune diseases which can be caused by fungi are: onicomicosis, otitis, eye infections and fungemy.
This work has as its objective to isolate and identify the species of microbiotic airborne fungi at blood dialysis sector, blood transfusi-
on agencies, laboratory clinics analyses, kitchen and laundry of the Assistencial Foundation of Paraiba - FAP. In the methodology used,
Petri places were utilized with Agar Sabouraund, open in the morning, for 15 minutes at the height of 1 meter from the groud, and af-
ter they were closed incubated at room temperature, for 7 at 14 days. 218 fungus colonies were isolated in 30 placs, identifying 10 dif-
ferent gender. The best place for contamination was the laundry. Penicillium sp., Micelia sterilia, Curvularia sp. and Cladosporium sp.

/

INTRODUCAO

Os fungos, seres eucariontes, heterotréficos, possuem
ampla distribuicao na natureza, podendo ser encon-
trados em varios habitats, como: ar, 4gua, terra, animais,
alimentos. E suas espécies sofrem em sua incidéncia va-
riacoes conforme a localidade, estacao do ano, grau higros-
copico do ar, entre outras (LACAZ et al., 1991; SIDRIM e
MOREIRA, 1999; TRABULSI et al., 2000).

Por oportunismo, a partir da dispersao de seus esporos atra-
vés do vento, os fungos anemdfilos, acabam provocando pa-
tologias no ser humano (JAWETS, 1998). Tais fungos sdo en-
contrados freqiientemente como componentes da microbio-
ta transitoria do homem e animais domésticos; como conta-
minantes de alimentos; deteriorantes de acervos, madeiras;
em agua doce e salgada; e sao responsaveis pela contami-
nacao de diversos materiais (TRABULSI et al., 2000).

A classificacdo taxondémica dos fungos é baseada geral-
mente em estruturas relacionadas com a reproducao sexu-
ada e na falta desta, a mesma ¢ feita pelos érgaos de repro-
ducao assexuada (RICHARDSON E WARNOCK, 1993; SI-
DRIM e MOREIRA, 1999).

Primariamente, os fungos sao observados pela sua forma
vegetativa. Sendo esta, unicelular como sao conhecidas as
leveduras, ou multicelular, caso dos filamentosos (mais
abundantes na natureza). Ainda existem os dimérficos, ou
seja, podem apresentar-se leveduriformes a temperatura
de 37-39°C ou filamentosos a temperatura ambiente (SI-
DRIM e MOREIRA, 1999).

A ocorréncia de infecgdes por fungos anemdfilos é bastan-
te conhecida na literatura médica e os esporos inalados do
ar tém sido incriminados como responsaveis por diversos

problemas alérgicos (FURTADO e FERRARONI, 1998).
Além dos casos de alergia, muitos fungos oportunistas co-
mo dos géneros: Penicillium, Aspergillus, Cladosporium,
Candida, Fusarium, sdo responsdveis por doencas desde
otites, micotoxicoses, infec¢oes urindrias, onicomicoses, in-
feccoes oculares até fungemias. Fato este bastante preocu-
pante a clinica médica, pois tais microrganismos estao dis-
persos abundantemente no meio ambiente (SIDRIM e MO-
REIRA, 1999; GRUMACH, 2001).

No ambiente hospitalar é freqiiente a presenca de micror-
ganismos, no ar, piso, paredes. E estes, de forma oportunis-
ta, podem infectar preferencialmente os pacientes imuno-
deprimidos, que fazem uso de cateteres, didlise, criancas,
idosos, causando infecgoes intra-hospitalares severas (ZA-
NON e NEVES, 1987; RICHARDSON e WARNOCK, 1993).
Fungos como os pertencentes ao género Fusarium além de
poderem causar osteomielite e artrite sdo conhecidos também
por causar peritonite em pacientes que fazem dialise perito-
neal, devido a seu carater oportunista (semelhante aos Asper-
gillus), uma vez que apresentam predilecao por invasao vas-
cular resultando em trombose e necrose tecidual. Além de es-
tar entre os quatro géneros fingicos mais freqlientes isolados
de infecgoes oportunistas de pacientes com quadro de imuno-
deficiéncia (RICHARDSON e WARNOCK, 1993).

Em paises como a Tailandia, infec¢oes fungicas por Penicil-
lium marneffei, ocupam o terceiro lugar, depois de tubercu-
lose e Criptococose no que se refere a infec¢oes oportunistas
em pacientes portadores de HIV (RANJANA et al, 2002).
Segundo Trabulsi et al. (1999), 90% dos casos de otomicoses
(infeccao subaguda ou cronica caracterizada por inflamacao
exsudativa e prurido do conduto auditivo externo) sao por
Aspergillus niger, sendo os 10% restantes por Penicillium sp.
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Colombo (2002) afirma que a septicemia por fungos é o ti-
po de infeccao hospitalar com maior indice de mortalidade.
Embora seja letal em 60% das ocorréncias, pouco se sabe
sobre o assunto e ainda ndo hd um meio eficiente de erra-
dica-los. De acordo com seus estudos, pelo menos 10% dos
casos de contaminacdo do sangue contraidos em inter-
nacoes hospitalares sao causados diretamente por fungos.
“Muitas vezes o paciente morre por infeccao generalizada
por fungo, sem que a causa verdadeira seja descoberta”. O
mesmo autor afirma que a tendéncia para o aumento nos
casos de infeccao por fungo estaria ligada aos préprios pro-
cedimentos médicos. Os catéteres e as sondas que perfu-
ram vasos sangiiineos dos pacientes podem fazer com que
os fungos se espalhem pelo sistema circulatério. Tratamen-
tos invasivos (como a didlise) e cirurgias no aparelho diges-
tivo estao entre os principais riscos que os pacientes cor-
rem de serem atacados por infecgoes fungicas.
Investigacdes da ocorréncia de fungos ambientais, em es-
pecial os que compdem a microbiota anemdfila hospitalar,
habitualmente oportunistas sao importantes para pre-
vencao de doencas alérgicas, bem como de infecc¢des hos-
pitalares provocadas por estes patégenos potenciais ao ho-
mem (GRUMACH, 2001). Além disso, a identificacdo e
quantificacao de seus esporos poderdao permitir avangos no
diagnéstico e desenvolvimento de novos métodos de abor-
dagem nestas patologias (FILHO ROTOR, 2004).

Nos tropicos, as condicbes de temperatura e umidade
elevados estimulam a proliferacao de uma microbiota
abundante e diversificada, e dentro dela, dos microrganis-
mos oportunistas e patogénicos do ambiente hospitalar, fa-
vorecendo a instalacao e disseminacao de infecc¢des intra-
hospitalares. A escassez de dados regionais justifica a rea-
lizacao de um estudo sobre a composicao da flora anemo6-
fila hospitalar (CATAO et al., 1998).

Visto o potencial patogénico apresentado por muitos fun-
gos tidos como oportunistas, principalmente, em ambiente
hospitalar, onde a presenca de individuos imunodeprimi-
dos favorece o desenvolvimento de infecgdes fungicas é
que este trabalho teve como objetivo estudar a diversidade
fingica dos setores de Hemodialise, Agéncia transfusional,
Laboratorios de Andlises Clinicas, Cozinha e Lavanderia
da Fundacéo Assistencial da Paraiba — FAP.

MATERIAL E METODOS

1. Ambientes estudados: setores de Hemodidlise, Agéncia
transfusional, Laboratérios de Andlises Clinicas, Cozinha e
Lavanderia da Fundacao Assistencial da Paraiba — FAP.

2. Local de trabalho: Laboratério de Analises Clinicas
(LAC), Laboratério de Microbiologia do departamento de
Biologia, ambos da Universidade Estadual da Paraiba.

3. Periodo: Marco a Abril de 2004.

4. Coleta das amostras de fungos aneméfilos: a coleta foi
feita através da técnica de exposicao de placas de Petri —
Técnica de sedimentacdao passiva (LACAZ et al., 1998;
KERN E BLEVINS, 1999) contendo o meio Agar Sabou-
raund para deposicao de esporos ou outras estruturas fun-
gicas presentes no ar atmosférico. As placas foram abertas
nos ambientes determinados, durante 15 minutos, a uma
altura de 1 metro do chao, distantes das paredes (LACAZ
et al,, 1991; OLIVEIRA et al., 1993). As exposi¢oes foram
feitas pela manha, perfazendo um total de 30 placas.

5. Isolamento: para o isolamento dos fungos foi utilizado o
meio Agar Sabouraund, distribuido em placas de Petri
90X15 lisas, estéreis. As placas foram mantidas a tempera-
tura ambiente durante 5-10 dias (LACAZ et al., 1998; SI-
DRIM e MOREIRA, 1999; TRABULSI et al., 2000).
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6. Identificacao: para identificacao dos fungos foram ob-
servados os aspectos macroscopicos das colénias, além do
aspecto microscépico entre lamina e laminula coradas pe-
lo azul de metileno. Aqueles que nao puderam ser identifi-
cados de imediato pela auséncia de estruturas de repro-
ducao, foram cultivados em meios especiais a fim de esti-
mular a esporulacao, valendo-se de técnicas de microculti-
vo em laminas, estas coradas com azul de metileno (RID-
DEL, 1950). Para identificacao dos organismos isolados, foi
consultada a literatura mencionada a seguir (LARONE,
1994; LACAZ, 1997; LACAZ et al., 1998; KERN e BLE-
VINS, 1999 e SIDRIM e MOREIRA, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho através da exposicao das placas de Petri, fo-
ram isoladas 218 colonias de fungos anemdfilos, com um
total de 10 géneros diferentes identificados.

De acordo com a andlise da Tabela 1, observa-se que os
fungos de maior freqiiéncia foram Penicillium sp.
(66,5% %), Micelia sterilia (20,2%) e Curvularia sp. (4,6%).

TABELA |
Freqiiéncia de isolamento de fungos anemofilos
de marco a abril de 2004

Freqiiéncia absoluta

Espécies Fungicas .
N2 de colonias

Freqiiéncia relativa (%)

Penicillium sp. 145 66,5
Micelia sterilia 44 20,2
Curvularia sp. 10 4,6
Aspergillus niger 05 2,3
Cladosporium sp. 03 1,4
Fusarium sp. 03 1,4
Sporobolomyces sp. 02 0,9
Acremonium sp. 02 0,9
Rhodotorula sp. 02 0,9
Syncephalastrum sp. 02 0,9

Os resultados obtidos neste trabalho sao similares aos en-
contrados por Marinho (2004), que pesquisando a microbi-
ota anemofila do Hemocentro da Cidade de Jodo Pessoa —
PB, observou a presenca de Penicillium sp., seguido por
Micelia sterilia, entre os quatro fungos mais isolados em
suas dependéncias.

Ainda em relacao ao género Penicillium, os dados do pre-
sente trabalho coincidem com os de Faure et al. (2002). Em
seus estudos sobre a microbiota aneméfila de um hospital
francés, incluindo, dentre os setores, unidades de hemato-
logia, isolou como espécies mais frequentes, Penicillium
sp., seguido de Cladosporium sp. e Aspergillus sp.

Dentre 31 géneros fungicos identificados na microbiota
anemofila da Cidade de Natal (RN), o género Penicillium
esteve entre os mais frequentes com cerca de 60% (OLI-
VEIRA et al., 1993).

Segundo Richardson e Warnock (1993), os esporos de Peni-
cillium podem ser encontrados em todos os ambientes es-
palhados pelo ar, portanto apresentando uma grande dis-
tribuicdo. Também é citado por Sidrim e Moreira (1999),
como o fungo mais frequente contaminante isolado em la-
boratério de micologia.

Segundo Kern e Blevins (1999) o perigo da inalacdo de coni-
dios de Penicillium sp. reside na sua capacidade de produ-
zir em individuos debilitados uma patologia conhecida como
penicilose, a qual é caracterizada por doenca pulmonar, que
pode se espalhar pelos vasos sanguineos vizinhos, dissemi-
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nando-se pelo liquido cefalorraquidiano (LCR), rins e endo-
cardio, sendo esta forma disseminada geralmente fatal.
Observa-se na Tabela 2, que dos 10 géneros fungicos iden-
tificados em toda a pesquisa, representantes de todos eles
foram encontrados na lavanderia. A prevaléncia maior foi
do género Penicillium, o qual esteve presente em todos os
ambientes pesquisados (100%), seguido por Micelia steri-
lia (80%), Curvularia e Cladosporium (60%), Aspergillus
(40%), entre outros.

TABELA Il
Relacao dos géneros fungicos encontrados
isolados e dos locais amostrados

$ o] 2 2 ©
Géneros flingicos © 2 -g © o > N2 e % dos
Ne ) T @ 3 ® < ° ~ P
isolados <] o £ ° £ S géneros fungicos
E <q Qo g >
ES g S S S
01  Penicillium + + + + + 5=100%
02  Micelia sterilia + + + + 4=80%
03 Cladosporium + + + 3=60%
04  Fusarium + + + 3=60%
05  Sporobolomyces + + 2=40%
06  Acremonium + + 2=40%
07  Curvularia + + + 3=60%
08 Rhodotorula + + 2=40%
09 Aspergillus + + 2=40%
10  Syncephalastrum + 1=20%

Catao et al. (1998) analisando a distribuicao da microbiota
anemofila em ambiente hospitalar (Campina Grande, PB)
observou uma freqiiéncia de 100% do género Penicillium,
seguida por Cladosporium (77,77%) e Micelia sterilia
(66,66%) em todos os setores pesquisados do hospital.
Apesar da existéncia de varios trabalhos sobre a microbio-
ta anemdfila fingica em ambiente hospitalar, como por
exemplo, Catao et al., (1998); Faure et al., (2002), dados so-
bre a area especifica de lavanderia sao escassos. Contudo
o resultado encontrado nao é estranho levando em consi-
deracao o fato deste setor reunir roupas, lengéis, enfim mu-
itos tecidos contaminados oriundos de todos os setores ava-
liados ou nao.

A roupa utilizada pelos pacientes geralmente contém uma
grande quantidade de microrganismos. Na literatura especi-
alizada, existem relatos com contagens que vao de 10°até 10°
bactérias por 100 cm’ de tecido. Os principais patégenos en-
contrados sao bastonetes gram negativos (BGN), destacan-
do-se enterobactérias e Pseudomonas sp. Os gram positivos
mais comuns sao Staphylococcus sp. (BLASER, et al., 1984).
Tecidos sujos de hospital levados para lavanderia contém
sangue, urina e outros fluidos, os quais podem estar conta-
minados com microrganismos patogénicos (fungos, bacté-
rias e virus). Na lavanderia é essencial a lavagem com efei-
to de limpeza, mas principalmente antimicrobiano. Evitan-
do recontaminacao, pela reutilizacao desses tecidos por
outros pacientes. (ZOOLER, 1999; FIJAN, et al., 2005;
FIJAN, et al., 2006).

A agitacao da roupa ja usada e imida pode contaminar o
ar através da suspenséo de particulas e da formacéao de ae-
rosséis. O contato direto com estas roupas pode contaminar
também equipamentos, as maos e os uniformes dos profis-
sionais de satude (FRIED e CARROL, et al., 1997).

A contaminacao observada em todos os setores pode ser
associada com o fluxo humano, falta de metodologia de
limpeza, uma provavel baixa eficiéncia dos desinfetantes
utilizados. Além de outros fatores que contribuem para a
permanéncia ou penetracao de microrganismos como ven-
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tilacao, temperatura e a umidade ambiental, entre outros
(LACAZ , 1977; SILVA, 1983).

Os fungos isolados nos diferentes setores do ambiente hos-
pitalar sdao ubiquitarios e alguns géneros podem causar in-
fecgoes oportunistas em condigoes especiais do hospedei-
ro, particularmente em individuos imunodeprimidos, quei-
mados, criancas desnutridas e idosos (SILVA, 1983).
Segundo Sidrim e Moreira (1999) os fungos identificados
Penicillium sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Acremonium
sp., Cladosporium sp. podem ser responsaveis por muitas
doencas oportunistas como onicomicoses, ceratites, otites,
quadros alérgicos, micotoxicoses, além de infeccdes urinéa-
rias, pulmonares e até sistémicas.

CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES

Nos setores pesquisados os fungos de maior freqiiéncia de
isolamento foram Penicillium sp., Micelia sterilia, Curvula-
ria sp., Aspergillus sp. e Cladosporium sp. Prevalecendo
dentre todos o Penicillium sp., Gnico encontrado em todos
0s setores;

A lavanderia foi o setor que apresentou maior diversidade
fingica, apresentando todos os géneros fungicos isolados;
Os fungos isolados nos diferentes setores do ambiente hos-
pitalar sao ubiquitarios e alguns géneros podem causar in-
feccoes oportunistas em condicoes especiais do hospedei-
ro, particularmente em individuos imunodeprimidos;

A transmissao pelo ar é uma consideravel fonte de in-
fecgoes fungicas. Sabe-se que o tratamento destas em pa-
cientes imunodeprimidos é dificil e que estas infeccoes sao
geralmente fatais. A prevencao vem ser a melhor medida
de controle e, portanto conhecer a epidemiologia do ambi-
ente hospitalar vem ser crucial no desenvolvimento de es-
tratégias preventivas.

Pode-se justificar a quantidade e diversidade fungica evi-
denciada na pesquisa, pelo fato da FAP, localizar-se em
uma microrregiao de clima transitério entre quente e imi-
do, ou seja, onde as condi¢des de clima, umidade e tempe-
ratura favorecem o desenvolvimento de fungos.

Sugere-se que sejam adotados métodos de limpeza mais
eficazes nos ambientes e uma rotina de limpeza das ban-
dejas de agua, serpentinas e filtros melhorando assim a
qualidade do ar. Desinfeccao, por exemplo, com hipoclori-
to de s6dio e/ou propilenoglicol, degermacao, anti-sepsia e
assepsia sao contra as formas vegetativas. E esterilizacao
para eliminar ambas, a forma vegetativa e esporos (formas
reprodutivas).
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Avaliacao do método de Papanicolaou para triagem
de algumas infeccoes cérvico-vaginais

Evaluation of the method of Papanicolaou for screening of some cervico-vaginal infections

Marcia Carolina Lugque Martins', Cinthia Gandolfi Béer’, Terezinha Inez Estivalet Svidzinski’,
Luizinho Gonzaga Donida’, Paulo Fernando Alves Martins®, Fernanda Narciso S. Boscoli® &
Meércia Edilaine Lopes Consolaro®

/ RESUMO - Tem crescido o interesse na utilizacao da citologia de Papanicolaou (Pap) para o reconhecimento de infeccoes cérvico-\
vaginais, como uma importante alternativa diagnostica. O presente trabalho objetivou avaliar a acuracia diagnoéstica da citologia de
Pap no Laboratério Oswaldo Cruz de Paranavai — Parana, para algumas dessas infec¢des. Foi realizado um levantamento de dados
nos anos de 2003/2004 e foram incluidas as pacientes que tinham resultado de Pap e também de outro exame para o diagnéstico dos
seguintes agentes infecciosos: Candida sp, Gardnerella vaginallis, Mobiluncus sp, Leptothrix sp, Papillomavirus humano (HPV) e Tri-
chomonas vaginalis. Para os quatro primeiros agentes, considerou-se também os resultados da bacterioscopia de secrecao vaginal
(Gram), para HPV os da Captura Hibrida (Digene®) e para T. vaginalis os do exame a fresco de secrecao vaginal. Foram incluidos re-
sultados de 1021 pacientes e as infeccdes mais freqiientes foram candidiase (188 casos, 18,41%) e vaginose bacteriana (142 casos,
13,9%). HPV foi diagnosticado em 14 casos (1,4%), Leptothrix sp em 11 (1,1%) e T. vaginalis em 5 (0,5%). A especificidade de Pap pa-
ra candidiase e vaginose bacteriana foi de 99,4% e 98,1%, e a sensibilidade de 32,8 % e 56,8 %, respectivamente. Para candidiase, a
freqiiéncia de falso positivo (FP) do Pap foi de 13,0%, a de falso negativo (FN) de 7,7 % e a eficiéncia de 87,5%. Para vaginose bac-
teriana, FP foi de 5,8%, a FN 19,3% e a eficiéncia de 93,0%. Em nossa casuistica, o método de Pap mostrou-se aplicavel para triagem
de candidiase e vaginose bacteriana, principalmente para excluir estas patologias, uma vez que os valores de especificidade obtidos
foram muito elevados.

PALAVRAS-CHAVE - citologia, Papanicolaou, infec¢bes cévico-vaginais Y,

/s SUMMARY - The interest has been growing in the use of the cytology of Papanicolaou (Pap) for the recognition of cervico—vaginal\
infections, as an important alternative diagnostic. The present work objectified to evaluate the accuracy diagnostic of the cytology of
Pap in the Oswaldo Cruz Laboratory of Paranavai - Parand, for some of those infections. A rising of data was accomplished in the ye-
ars of 2003/2004 and they were included the patients that had resulted of Pap and also of other exam for the following infectious
agents' diagnosis: Candida sp, Gardnerella vaginallis, Mobiluncus sp, Leptothrix sp, Human Papillomavirus (HPV) and Trichomonas
vaginalis. For the first four agents, was also considered the results of the bacterioscopy of vaginal secretion (Gram), for HPV the one
of the Hybrid Capture (Digene) and for T. vaginalis the ones of the exam on fresh of vaginal secretion. Patient results of 1021 were in-
cluded and the most frequent infections were candidiasis (188 cases, 18,41%) and bacterial vaginose (142 cases, 13,9%). HPV was di-
agnosed in 14 cases (1,4%), Leptothrix sp in 11 (1,1%) and T. vaginalis in 5 (0,5%). The specificity of Pap for candidiasis and bacteri-
al vaginose was of 99,4% and 98,1%, and the sensibility of 32,8% and 56,8%, respectively. For candidiasis, the frequency of false po-
sitive (FP) of Pap it was of 13,0%, the one of false negative (FN) of 7,7% and the efficiency of 87,5%. For bacterial vaginose, FP was
of 5,8%, FN 19,3% and the efficiency of 93,0%. In our casuistry, the method of Pap was shown applicable for candidiasis and bacte-
rial vaginose screening, mainly to exclude these pathologies, once the values of obtained specificity were very high.

KEYWORDS - cytology, Papanicolaou, cervico-vaginal infections J

noses bacterianas, sendo que o Gram apresenta alta corre-
lagdo positiva com a cultura, préxima a 100% (Santos et al.,
1992). Esta aplicacao de Pap apresenta grande relevancia
em termos de conduta terapéutica, uma vez que, segundo
alguns autores, a flora microbiana vaginal tem sido consi-
derada um co-fator na patogénese da neoplasia intraepite-
lial cervical (Maeda et al., 1994).

A citologia de Pap tem papel importante no reconhecimen-
to das alteragodes inflamatorias e infecciosas do trato genital
feminino, designadas pelo Sistema Bethesda para Diagnoés-
tico Citologico/2001 como alteracoes celulares reativas (So-
lomon & Nayar, 2005). Ela permite avaliar a intensidade da
reacao inflamatéria, acompanhar sua evolucao e, em certos
casos, determinar o agente causal (Gompel e Koss, 1997).
Para muitos pacientes com doencas infecciosas, técnicas de
isolamento e identificacdao microbiolégica sao freqiiente-
mente utilizadas na determinacdo especifica do agente
causal. Por outro lado, a visualizacao de microrganismos
em esfregacos citolégicos e/ou das alteragoes morfolégicas

INTRODUGAO

As vulvovaginites podem ser definidas como infecgoes
que acometem as paredes vaginais causando alte-
racao do pH local, prurido e algumas vezes secrecao, ten-
do como agentes etiolégicos mais freqiientes Gardnerella
vaginalis, Trichomonas vaginalis e Candida sp. Os proces-
sos causados por G. vaginalis e Mobiluncus sp sao também
conhecidos como vaginoses e os causados por T. vaginalis
e Candida sp, como vaginites (Oplustil et al., 1998/1999).

O exame a fresco € muito utilizado para diagnéstico de tri-
comoniase, candidiase e vaginose bacteriana devido a ra-
pidez de informacdes disponiveis. Porém existem limi-
tacoes quanto ao uso do esfregaco a fresco como: 1) Impos-
sibilidade de arquivamento; 2) Rédpida secagem das amos-
tras, reduzindo a acuracia na detecgao de corpos moéveis; 3)
Dificuldade de aplicacdo de alguns critérios morfolégicos
classicos, como “células-guia”, “células-chave” ou “clue-
cells”, pois algumas vezes a presenca de diminutos lacto-

bacilos sobre as células epiteliais podem ser erroneamente
interpretados (Santos et al., 1992; Maeda et al., 1994).

As coloracgoes de Papanicolaou (Pap) e Gram sao as mais
usadas na rotina laboratorial para a identificacao de vagi-

deles decorrentes, como no caso de alguns virus, com fre-
giéncia acrescenta importantes informacoes que em algu-
mas circunstancias sdo cruciais para o estabelecimento do
diagnoéstico (Woods e Walker, 1996; Murta et al., 2000).
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Ultimamente, tem crescido o interesse na utilizacao da cito-
logia no diagnéstico de algumas infecgdes cérvico-vaginais
associadas a patégenos de transmissao sexual, pois a utili-
zacao desta técnica laboratorial sensivel, barata e altamen-
te reprodutivel tem sido considerada uma importante alter-
nativa diagnéstica nestes casos (Avilés et al., 2001). Sem
duvida, ha mais de meio século a citopatologia é utilizada
no diagnéstico de infecgdes cérvico-vaginais e alguns tra-
balhos tem sido realizados para avaliar a sua acurdcia diag-
néstica para vaginoses bacterianas, tricomoniase e candidi-
ase (Murta et al., 2000; Adad et al.,2001; Avilés et al., 2001).
Através de todas estas consideracoes, pode-se afirmar que
a maximizacao da eficiéncia morfolégica € fundamental
para atender as expectativas quanto ao diagnostico citolo-
gico das infeccdes cérvico-vaginais, como vaginites e vagi-
noses. Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar a
acurdcia diagnéstica da citologia de Pap realizada no La-
boratério Oswaldo Cruz de Paranavai — Parand para alguns
destes agentes na rotina citoldgica, através da comparacao
com metodologias mais comumente utilizadas na rotina la-
boratorial para estes diagnosticos.

MATERIAIS E METODOS

Material de estudo e levantamento de dados

Foi realizado um levantamento de dados dos exames de
Colpocitologia Oncética de Papanicolaou (Pap), do Labora-
tério Oswaldo Cruz de Paranavai — Paran4, relativo ao pe-
riodo de 01 de janeiro de 2003 a 31 de dezembro de 2004.
Este Laboratério atende pacientes do SUS, de Convénios e
Particulares, de Paranavai e regido. Foram incluidas as pa-
cientes com resultados de Pap e, também, de outro método
mais comumente utilizado na rotina laboratorial para o di-
agnostico dos seguintes agentes infecciosos: Candida sp,
Gardnerella vaginallis, Mobiluncus sp, Leptothrix sp, Pa-
pillomavirus humano (HPV) e Trichomonas vaginalis. Para
os quatro primeiros agentes, considerou-se também os re-
sultados da bacterioscopia de secrecao vaginal (Gram), pa-
ra HPV os da Captura Hibrida (Digene®) e para T. vagina-
lis os do exame a fresco da secrecao vaginal.

Coleta e processamento do material investigado

As amostras analisadas foram coletadas no préprio labora-
tério ou enviadas ja coletadas por laboratérios da regiao ou
por médicos. Com o material coletado no préprio laborato6-
rio, foram confeccionados dois esfregacos para Pap, sendo
que um deles continha o material exocervical e vaginal, co-
letado pela espétula de Ayre e o outro material endocervi-
cal coletado com Cytobrush. Em seguida, os mesmos foram
fixados em éalcool comercial 95° GL. Para a bacterioscopia
de Gram, foi confeccionado esfregaco com secrecao vagi-
nal e para o exame a fresco este mesmo material foi adici-
onado em frasco estéril contendo salina, que foi enviado ao
setor de bacteriologia no menor tempo possivel. A coleta e
confeccgao de esfregacos para Pap das amostras nao coleta-
das no préprio laboratério seguiram os critérios de cada
médico ou laboratério. Foi realizada a coloracao dos esfre-
gacos pelo método de Pap, as laminas foram montadas com
verniz e laminulas para obtencdo da laminoteca perma-
nente (Gompel e Koss, 1997). Os esfregacos corados foram
analisados por duas profissionais (uma farmacéutica-bio-
quimica e uma médica patologista), sob microscopia 6ptica
comum, em objetivas de 10X e 40X, eventualmente de
100X (ocular de 10X) para confirmacao da flora microbia-
na. Foi utilizado o Sistema Bethesda/2001 para a emissao
dos resultados de Pap (Solomon & Nayar, 2005).
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As laminas de bacterioscopia foram coradas pelo método
de Gram cléssico (Stinghen et al., 2002) e examinadas por
microscopia 6ptica de 10X e 100X, enquanto que o exame
a fresco da secrecao vaginal foi realizado em objetivas de
10X, 25X e 40X por farmacéutico-bioquimico, tudo em
ocular de 10X.

Para a captura hibrida, a coleta foi realizada com kit espe-
cial fornecido pela Digene Diagnostics, sendo que o mate-
rial coletado foi introduzido em tubo com solucao conser-
vadora e enviado para o Laboratério Hermes Pardini —Belo
Horizonte-MG, que realizou esta andlise. Os profissionais
que realizaram a andlise citolégica ndo tinham conheci-
mento dos resultados das outras metodologias e vice-versa.

Critérios morfolégicos para a identificacao de agentes in-
fecciosos cérvico-vaginais em estudo

Foram utilizados os critérios descritos por Solomon & Na-
yar (2005) baseados no Sistema Bethesda para Citopatolo-
gia Cervicovaginal modificado em 2001.

Neste estudo, os casos agrupados como sugestivos de can-
didiase foram aqueles em que a citologia e/ou no Gram fo-
ram observadas leveduras e/ou pseudohifas. J& aqueles
classificados como vaginose bacteriana, foram observados
microrganismos sugestivos de Gardnerella vaginalis e/ou
Mobilluncus sp, pelas respectivas metodologias.

Foram calculados os seguintes parametros estatisticos: sen-
sibilidade, especificidade, freqiiéncias de falso positivo
(FP) e de falso negativo (FN), e eficiéncia da citologia de
Pap para o diagnéstico de candidiase e vaginose bacteria-
na, que sao as infeccoes de diagnéstico mais freqtiente. Pa-
ra calcular estes parametros, foi utilizada a bacterioscopia
de Gram da secrecao vaginal como padrao-ouro através de
dados de tabelas 2X2 e prova exata de Fisher. Foi utilizado
o programa estatistico STATGRAPHICS Verséao 5.0.

RESULTADOS

Foram incluidos resultados de 1021 pacientes no periodo de
estudo. As Figura 1 a 3 mostram os agentes estudados ao Pap.
A Figura 1A mostra pseudohifas e escassas leveduras su-
gestivas de Candida sp, esfregaco citolégico com infiltrado
neutrofilico e com células epiteliais apresentando aumento
nuclear, halo perinuclear, degeneracao nuclear e pseudoe-
osinofilia. Microrganismos filamentosos, nao ramificados,
muito longos, sugestivos de Leptothrix sp sao observado na
Figura 1B e Gardnerella vaginalis é observada na Figura
2A, tratando-se de cocobacilos pleomodrficos, que se ade-
rem as células escamosas superficiais ou intermediarias,
que demonstram sua superficie completamente recoberta
por estas bactérias (célula-chave). Os Mobiluncus sp sao
bacilos curvos e méveis, que também se aderem a superfi-
cie das células epiteliais, dando aspecto de “tapete de pé-
lo" ou "comma-cells”, conforme Figura 2B. A Figura 3A
mostra os T. vaginalis, que apresentam-se como estrutura
redonda, piriforme ou raramente irregular, com coloracao
ciandfila. Seu nucleo é excéntrico, de pequeno tamanho, e
caracterizado por um aspecto finamente vesiculoso e pali-
do. Os flagelos sao raramente e as células escamosas po-
dem apresentar uma eosinofilia marcada no citoplasma,
acompanhada de tipicos e estreitos halos peri-nucleares.
Os coildcitos tipicos de HPV sao observados na Figura 3B,
tratando-se de uma alteracdo em células escamosas madu-
ras contendo um, dois ou mais nucleos discariéticos. Ocor-
re uma grande cavidade ou area clara que circunda o nu-
cleo proeminente.
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As infecgoes mais freqiientes foram candidiase e vaginose
bacteriana. Considerando os casos diagnosticados pela cito-
logia e pelo Gram, candidiase totalizou 188 casos (18,41%) e
vaginose bacteriana 142 casos (13,9%), como mostram as
Tabelas 1, 2 e 3. O HPV foi diagnosticado pela citologia em
apenas 1 caso e pela captura hibrida em 13, num total de 14
casos (1,4%). Leptothrix sp foi detectado em 10 casos pelo
Gram e em apenas 1 pela citologia, representando 11 casos
(1,1%). Quanto a tricomoniase, 4 casos foram detectados pe-
la citologia e 1 a fresco, totalizando 5 casos (0,5%). Estes da-
dos sao mostrados na Tabela 1. Um total de 661 casos
(64,7%) apresentaram-se negativos para os agentes na duas
metodologias analisadas para cada um deles.

As Tabelas 2 e 3 mostram os resultados das leituras dos es-
fregacos corados pelo Gram e pelo Pap, para a deteccao de
candidiase e vaginose bacteriana, respectivamente. Mos-
tram também os valores dos resultados estatisticos da cito-
logia de Pap para o diagnéstico destas infecgoes.

TABELA |
Agentes etiologicos mais freqlientes nos 1021 casos analisados.
Agentes etiolégicos Citologia ~ Padréo- Total de Frequéncias
(Pap) ouro casos (%)
(n°)
Candida sp 65 123* 188 18,4
Gardnerella vaginalis 88 54* 142 13,9
e/ou Mobiluncus sp
Papillomavirus humano 1 13** 14 1,4
Leptothrix sp 1 10* 1 1,1
Trichomonas vaginalis 4 e 5 0,5
Total de casos positivos 159 201 360 35,3

* Bacterioscopia de Gram
** Captura hibrida
***Exame a fresco de secregdo vaginal

TABELA I
Resultados da citologia para o diagnoéstico de
candidiase, comparativamente com o Gram.

Citologia (Pap) Gram Total
positivo negativo

Positivo 60 5 65

Negativo 123 833 956

Total 183 838 1021

Sensibilidade= 32,8%
Especificidade= 99,4%
FP=13,0%

FN=7,7%

Eficiéncia= 87,5%

TABELA Il
Resultados da citologia para o diagnéstico de vaginose
bacteriana, comparativamente com o Gram.

Citologia (Pap) Gram Total
positivo negativo

Positivo 71 17 88

Negativo 54 879 933

Total 125 896 1021

Sensibilidade= 56,8%,
Especificidade= 98,1%
FP=5,8%

FN=19,3%
Eficiéncia= 93,0%
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FIGURA 1- Fotomicrografias de esfregacos cérvico-vaginais
corados por Papanicolaou. A) Pseudohifas sugestivas de
Candida sp- aumento de 200X; B) Bacilos longos sugestivos de
Leptothrix sp- aumento de 400X.

FIGURA 2- Fotomicrografias de esfregacos cérvico-vaginais
corados por Papanicolaou. A) Cocobacilos sugestivos de
Gardnerella vaginalis- aumento de 400X; B) Bacilos curvos
sugestivos de Mobiluncus sp- aumento de 1000X.
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FIGURA 3- Fotomicrografias de esfregacos cérvico-vaginais
corados por Papanicolaou. Aumentos de 400X. A) microrganis-
mos sugestivos de Trichomonas vaginalis; B) coilécito sugestivo
de infeccao por HPV.

DISCUSSAO

No Brasil, gracas a campanhas governamentais existentes,
o numero de mulheres sexualmente ativas que realizam pe-
riodicamente, os seus exames de Pap é altamente significa-
tivo. Desta forma, a ampla utilizacao deste exame para o di-
agnostico de patégenos cérvico-vaginais, acarretaria no di-
agnostico dos mesmos em um nimero muito grande de mu-
lheres, sem a necessidade de realizacao de exames comple-
mentares. Neste contexto, uma quantidade cada vez maior
de médicos tem utilizado os resultados de Pap como base
para o tratamento destes patégenos, o que leva a uma pre-
ocupacao quanto ao desempenho do método para este fim
nos diferentes laboratérios (Chiuchetta et al., 2002).

Candidiase vulvovaginal (CVV) é um disturbio ocasionado
pelo crescimento de fungos do tipo leveduras na mucosa do
trato genital feminino. Trata-se de uma infeccao de vulva e
vagina, causada por leveduras comensais que habitam a mu-
cosa vaginal. Estas leveduras podem tornar-se agressivas
quando o sitio de colonizacdao do hospedeiro passa a ser fa-
voravel para o seu desenvolvimento; 80 a 90% dos casos sao
devidos a Candida albicans, e 10 a 20% a outras espécies
chamadas nao- C. albicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. kru-
sei, C. parapsilosis) (Lacaz et al., 1991; Consolaro et al., 2004).
Neste trabalho, como pode ser observado na Tabela 1, le-
veduras foram os agentes mais diagnosticados, com fre-
quiéncia de 18,4% dos casos analisados. Sobel (1993) des-
creveu que a CVV ocupa o segundo lugar entre as in-
feccoes cérvico-vaginais, precedida pela vaginose bacteri-
ana. Porém, Adad et al. (2001) encontraram resultados se-
melhantes aos nossos, indicando que, em algumas popu-
lacoes, parece estar havendo uma elevacao no diagnoéstico
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de CVV. A literatura descreve freqiiéncia de 6,3 a 22,2%
para esta patologia (Murta et al., 2000; Chiuchetta et al.,
2002; Consolaro et al., 2004). Isto estd de acordo com Silva
Filho e Longatto Filho (2000), que relataram que a freqtién-
cia de candidiase é muito varidvel.

Na vaginose bacteriana, a microbiota lactobacilar normal é
substituida por concentracdes relativamente elevadas de
outras bactérias, principalmente Gardnerella vaginalis e
Mobilluncus sp (Castrejon et al., 1995). Reflete uma com-
plexa alteracao da microbiota vaginal normalmente com
auséncia de uma resposta inflamatéria. Leva geralmente a
presenca de corrimentos intensos com auséncia habitual
de prurido, queimacao ou sintomas urindrios (De Luca et
al., 1981). Vaginose bacteriana foi a segunda mais freqiien-
te infeccao diagnosticada neste estudo, ocorrendo em
14,9% dos casos. E descrito freqiiéncia de 17,3% a 38,1%
(Davis et al., 1997; Murta et al., 2000; Avilés et al., 2001).
Nas trés décadas passadas, a associacdo do HPV e de ou-
tros agentes de infeccdes cérvico-vaginais com a carcino-
génese cervical foi exaustivamente estudada, tendo sido
comprovado que este virus é a causa principal da maioria
dos céanceres carvicais e lesdes intraepiteliais escamosa
(SIL) em todo o mundo (Carvalho et al., 2003). Tal fato é
agravado ao considerar-se que as infeccoes anogenitais
causadas por HPV sao descritas como uma das doencas se-
xualmente transmissiveis mais comuns (Bonfiglio e Erozan,
1997). Irie et el. (2001) obtiveram freqiiéncia de HPV pelo
Pap de 2,7% e Chiuchetta et al. (2002) de 1,6%, resultados
muito superiores aos deste trabalho (0,1%). Isto pode ser
decorrente de caracteristicas epidemiolégicas da popu-
lacao atendida nao avaliadas neste trabalho.

Leptothrix sp sdo microrganismos considerados saprébios
da vagina, podendo algumas vezes causar infec¢do no tra-
to genital (Gompel e Koss, 1997). Existem poucos relatos na
literatura quanto a freqiiéncia desta bactéria nos exames
cérvico-vaginais. Consolaro e Suzuki (1998) descrevem es-
ta bactéria em 0,18% dos exames citolégicos analisados,
Silva Filho & Longatto Filho (2000) em 0,05 a 0,10% e Chiu-
chetta et al. (2002) em 0,28%. Neste trabalho, a freqtiéncia
desta bactéria foi superior a da literatura analisada (1,1%),
ressaltando que apenas um caso foi diagnosticado pelo Pap.
T. vaginalis é um protozoario flagelado, comumente encon-
trado ao nivel dos 6rgao genitais inferiores da mulher, e ao
nivel de préstata e uretra no homem (Gompel e Koss,
1997). Este agente foi diagnosticado em 0,5% das pacien-
tes deste estudo, enquanto que Chiuchetta et al. (2002) em
0,18% e Adad et al. (2001) em 3,4%. J& esta estabelecido
que a maior incidéncia de tricomoniase nas mulheres € in-
fluenciada por variacoes de classe social e pela multiplici-
dade de parceiros sexuais, dentre outros fatores (Petrin et
al., 1998). A baixa freqiiéncia de tricomoniase obtida neste
estudo nao deve ser atribuida a condigao sécio-econémica,
uma vez que as pacientes atendidas pelo Laboratério Os-
valdo Cruz de Paranavai-PR englobam particulares, de
convénios médicos e do SUS.

A especificidade de Pap para o diagnéstico de candidiase
e de vaginose bacteriana foi alta (99,4 e 98,1%, respectiva-
mente), o que indica que é muito alta a probabilidade de
concordancia entre os resultados de Gram e Pap quando os
resultados sao negativos para estes dois quadros infeccio-
sos em secrecao vaginal. Os valores para candidiase sao
semelhantes aos de Schmidt et al. (1997), Avilés et al.
(2001) e Carneiro et al. (2006), que encontraram especifici-
dade entre 96,0 e 100,0%. O mesmo ocorre para vaginose
bacteriana, uma vez que Davis et al. (1997) obtiveram es-
pecificidade de 98,0% e Lamont et al. (1999) de 90,7%. As-
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sim, o Pap é muito confiavel, comparativamente ao Gram,
ao excluir a presenca destes dois processos infecciosos.

A sensibilidade do Pap foi de 32,8 % e 56,8 %, para candi-
diase e vaginose bacteriana, respectivamente. Isto de-
monstra que a probabilidade desta metodologia morfolégi-
ca ser positiva em casos de Gram positivo para estas in-
feccoes é maior para vaginose bacteriana. A literatura des-
creve valores de sensibilidade muito varidveis de candidi-
ase ao Pap, variando de 3,0 a 62,8% (Schimidt et al., 199%;
Avilés et al., 2001; Stinghen et al. 2004; Carneiro et al.,
2005). Para vaginose bacteriana, Davis et al. (1997) obtive-
ram sensibilidade de 55,0% e Avilés et al. (2001) de 66,0%.
Assim, nossos resultados apresentaram-se muito seme-
lhantes ao descrito na literatura para esta ultima infeccgéo.
Segundo Craver e Abermanis (1997), para testes propostos
como screening para determinada patologia, como é o ca-
so do Pap para as duas infeccdes em estudo, a sensibilida-
de é mais importante que a especificidade, pois um bom
teste aceita falso positivos (FP) enquanto minimiza falso
negativos (FN). A especificidade é mais importante para
testes confirmatoérios. Em nossos resultados, para detecgao
de candidiase, a freqiiéncia de FP do Pap foi de 13,0% e a
freqiiéncia de FN foi de 7,7 %. Os valores de FP foram
aceitdveis e superiores aos FN, que foram portanto minimi-
zados e a eficiéncia foi também alta (87,5%). A literatura
descreve resultados de FP de 3,2 a 15,4% e FN de 9,6 a
76,7% (Stinghen et al., 2004, Carneiro et al., 2005). Segun-
do Stinghen et al. (2004), as variacoes observadas nos dife-
rentes estudos podem ser decorrentes de diferencas popu-
lacionais bem como da forma de escrutinio dos esfregacos
bem como dos critérios morfolégicos para a identificagao
das leveduras. De maneira global, nossos resultados de-
monstraram bons valores em relacgao a literatura analisada,
reforcando a aplicacdo criteriosa dos critérios morfolégicos
neste laboratério e a importancia do método de Pap na de-
teccao desta infeccao.

Ja para vaginose bacteriana, a freqiiéncia de FP para do
Pap foi de 5,8% e a freqtiéncia de FN foi de 19,3%, exata-
mente o contrdrio do ocorrido para candidiase. Porém, ape-
sar do FP ter sido menor que o FN, estes valores nao mos-
traram-se elevados, fato este que associado ao valor de
sensibilidade obtido e a eficiéncia de 93,0%, respaldam a
utilizacao de Pap para detectar esta infeccao.

CONCLUSOES

Em nossa casuistica, o método de Pap mostrou-se aplicavel
para triagem de vaginose bacteriana e de candidiase, prin-
cipalmente para excluir estas patologias, uma vez que os
valores de especificidade obtidos foram muito elevados.
Mais estudos devem ser realizados no sentido de avaliar
um numero maior de casos, para que assim sejam obtidas
conclusées mais contundentes, inclusive para avaliacao
dos outros agentes como Leptothrix sp, HPV e T. vaginalis,
cuja andlise estatistica ficou prejudica devido ao ntumero
muito reduzido de casos.
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Prevaléncia de sindrome metabdlica e estratificacao de
risco para DAC em pacientes hipertensos-tabagistas

Metabolic syndrome prevalence and risk stratification for coronary artery disease in

hypertension-tobacco patients
Nilton Rosini?; Andreza Diegoli Rosini'; Donaida Maria Mousse*’ & Guilherme Diegoli Rosini*

/RESUMO - A sindrome metabdlica (SM) é caracterizada por um conjunto de fatores de risco (FR), que, por si s6, contribuem para a
génese de doencas cardiovasculares (DCV), enquanto o escore de risco de Framingham (ERF) permite o cdlculo do risco absoluto de
eventos coronarianos acontecerem em 10 anos. Seguindo os critérios estabelecidos pela National Cholesterol Education Program
(NCEP — ATP III), foram verificados a prevaléncia de SM e o risco absoluto em 146 pacientes hipertensos-tabagistas com histérico fa-
miliar para DCV, na cidade de Brusque/SC. Em 59,6% foi caracterizada a sindrome. Em 24,7% havia a associacao de trés critérios,
com quatro, 28,1% e em 6,8% todos os critérios. Pelo ERF, 37,7% apresentaram risco >20%, 38,4% entre 10 — 20% e 23,9% inferior a
10%. Nos pacientes com risco >20%, 81,8% apresentaram colesterol total >200 mg/dl, 56,4% com triglicérides >150 mg/dl e 54,5%
HDL-c diminuido. O elenco de FR que poderdo acometer o individuo com SM, além do alto risco calculado pelo ERF para desenvol-
ver DAC, principalmente em hipertensos-tabagistas com histérico familiar para DCV, faz do diagnéstico da sindrome e a identificagao
precoce dos fatores de fundamental importancia para estratificar o risco global do paciente, bem como introduzir terapias visando o
controle do maior nimero possivel de disttirbios presente.

PALAVRAS-CHAVE - Sindrome metabdlica, escore de risco de Framingham, hipertensao, tabagismo, histérico familiar para doenca

\Cardiovascular.

/SUMMARY - The metabolic syndrome (MS) is characterized for a group of risk factors (RF), which contribute for the genesis of car-\
diovascular diseases (CVD), while the Framingham risk score (FRS) permit the calculation of absolute risk of cardiovascular events will
happen till 10 years. According to the establish criteria for the National Cholesterol Education Program (NCEP — ATP III), were veri-
fied the prevalence of MS and the absolute risk 146 subjects, hypertension — tobacco with familial history for CVD, in Brusque/SC. In
59,6% was characterized the syndrome. In 24,7 % there was the association of three criteria, with four, 28,1% and 6,8% with all cri-
teria. For the FRS, 37,7% presented risk >20%, 38,4% between 10 - 20% and 23,9% inferior than 10%. For the subjects with risk >
20%, 81,8% presented cholesterol >200 mg/dl, 56,4% with triglycerides >150mg/dl and 54,5% HDL-c decreased. The casting of Risk
Factors which will happen with the subject with MS, though the high calculated risk for the FRS for the arterial cardiovascular disea-
se development, mainly in hypertension — tobacco with familial history for CVD, make the syndrome diagnostic and the early identi-
fication of factors fundamental importance for the stratification of global risk subject, as well as introduce therapies looking for a bet-

ter control of presented disturbs.

KEYWORDS - Metabolic Syndrome, Framingham risk score, hypertension, tobacco, familial history for cardiovascular disease. J

INTRODUCAO

Asindrome metabdlica (SM) é caracterizada por um
conjunto de fatores de risco (FR) de origem metabdli-
ca, que promovem de forma direta o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (DCV) (16). Dentre os FR desta-
cam-se a obesidade (deposicao de gordura central) e a re-
sisténcia a insulina (RI). No entanto, comumente, observa-
se a presenca de outros FR muito bem estabelecidos na gé-
nese da DCV, como hipertensao e dislipidemias, fazendo
com que o sinergismo destes fatores aumente a mortalida-
de geral em 1,5 vezes e relacionada a patologias cardio-
vascular em 2,5 vezes (11,16).

A prevaléncia de SM na populacao brasileira nao estd mu-
ito bem estabelecida, porém populacdes como mexicana,
norte-americana e asiatica variam entre 12,4% a 28,5% en-
tre os homens e 10,7% a 40,5% entre as mulheres (1,16,18).
Clinicamente, os critérios para se estabelecer a presenca
de SM em determinado individuo apresenta diferentes de-
finicdes. A Organizacao Mundial da Satde (OMS) preconi-
za a Rl ou o distirbio do metabolismo da glicose, condicao
primaria (2), enquanto para a ATP III a alteracao em pelo
menos trés dos seguintes FR: obesidade abdominal = me-
dida da circunferéncia abdominal (Cir. Ab.), triglicérides
(TG), HDL-colesterol (HDL-c), pressao arterial e glicemia
de jejum, identificam o portador da sindrome (16). Uma

terceira definicdo é adotada pela American Association of
Clinical Endocrinologists que considera critérios da OMS e
ATP III (12,16). A recomendacao da ATP III, por sua forma
simplificada, facilita a aplicacao clinica e é recomendada
pela I DIRETRIZ BRASILEIRA DE DIAGNOSTICO E TRA-
TAMENTO DA SINDROME METABOLICA (I- DBSM) (9),
sendo desta forma utilizada pelo presente estudo.

O escore de risco de Framingham (ERF) permite o cdlculo
do risco absoluto de eventos coronarianos (morte, IAM e
angina de peito), acontecerem no individuo em 10 anos
(10). Para se chegar ao percentual, o ERF utiliza FR nao
modificaveis (idade e sexo) e modificdveis (colesterol total
(CT), HDL-c, pressao arterial, diabetes e tabagismo) (10) e
genericamente classifica em alto risco (> 20% de desenvol-
ver doenca arterial coronariana em 10 anos), médio (entre
10 — 20%) e baixo risco (< 10%) (10). O estudo verificou a
presenca de SM e estratificou o risco absoluto de DAC, pe-
lo ERF, em pacientes portadores de trés FR para DCV: ta-
bagismo, hipertensao e histérico familiar para DCV.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras sangiiineas de 146 pacientes (51
homens e 95 mulheres) com idade média de 57,3 anos (58,8
e 56,6 homens e mulheres, respectivamente), todos porta-
dores de trés FR associados para DCV: tabagismo, hiper-
tensao e histérico familiar. Realizadas dosagens de CT, TG,
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'Farmac.-Bioquimico do Laboratério de Andlises Clinicas Verner Willrich, Brusque, SC; 2Mestrando do Programa de Pés-Graduagdo em Farmacia, CCS, UFSC,
Florianépolis, SC; *Farmac.-Bioguimico do HEMOSC, Joinville, SC; “Graduando Biotecnologia — UNIVALI, SC.

RBAGC, vol. 39(3): 223-226, 2007

223



HDL-c e glicose em equipamento CCX — ABBOTT, com
metodologia enzimética apropriada para cada analito, no
Laboratério de Andlises Clinicas Verner Willrich e a LDL-c
calculada pela férmula de Friedewald (10). A medida da
circunferéncia abdominal (Cir. Ab.) foi verificada em cen-
timetros no meio da distancia entre a crista iliaca e rebor-
do costal inferior (9). A estratificacao do risco absoluto rea-
lizado pelo ERF de acordo com as III Diretrizes Brasileiras
sobre Dislipidemias (10).

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
do Hospital de Azambuja — Brusque/SC e pelo Comité de
Etica para Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Santa Catarina. Todos os pacientes assinaram
termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

RESULTADOS

Para classificacao da SM, A I-DBSM considera como pre-
senca de hipertensao, e diabetes, os pacientes que utilizam
anti-hipertensivos e hipoglicemiantes (9) e no presente es-
tudo, no critério hipertensao, foi sequida a recomendacao
(todos os pacientes eram hipertensos com diagnéstico pré-
vio e em uso de anti-hipertensivos), enquanto para o ERF
todos eram tabagistas.

Entre os 146 pacientes que participaram do estudo 59,6% (n
= 87) foram classificados como tendo SM, sendo 51,0% (n
= 26) entre os homens e 64,2% (n = 61) entre as mulheres.
Na SM, vérias combinac¢des de critérios, que a caracteri-
zam, foram observadas, e com a associacao de trés deles
havia 24,7% (n = 36), sendo 21,6% (n = 11) entre os homens
e 26,3% (n = 25) entre as mulheres. Portadores de quatro
fatores 28,1% (n =41), com 25,5% (n =13) e 29,5% (n = 28)
homens e mulheres, respectivamente. Com os cinco fato-
res, ou seja, Cir. Ab. acima do referendado, nivel sérico de
TG elevado, HDL-c diminuido, intolerancia a glicose em
jejum e hipertensao, foram encontrados 6,8% (n = 10), sen-
do 3,9% (n = 2) entre os homens e 8,4% (n = 8) entre as mu-
lheres (Figura 1 e Tabela 1).

De acordo com a classificacao de alto, médio e baixo risco
no ERF, foram encontrados 37,7% (n = 55), 38,4% (n = 56)
e 23,9% (n = 35) pacientes, respectivamente. Sendo que
entre os homens havia 70,6% (n = 36), 21,6% (n = 11) e
7,8% (n = 4) e entre as mulheres 20,0% (n = 19), 47,4% (n
=45) e 32,6% (n = 31), respectivamente, conforme demons-
trado na Tabela 2. Na pontuacédo do ERF as alteracoes lipi-
dicas observadas em pacientes de alto risco foram: 81,8%
com CT >200 mg/dl e com HDL-c inferior ao recomendado
54,5%. Observado ainda, que a LDL-c >100 mg/dl esteve
presente em 89,1% e 56,4 % com TG >150 mg/dl (Tabela 3).
Nas mulheres com Cir. Ab. acima de 88 cm, 53,7% (n = 51)
eram portadoras de SM e 73,7% (n = 14) alto risco para
IAM em 10 anos pelo ERF, enquanto nos homens com me-
dida superior a 102 cm, 31,5% (n = 16) e 41,7% (n = 15),
respectivamente (Tabela 4).

No grupo avaliado e com risco superior a 20% pelo mesmo
escore, 33,3% (n = 29) eram portadoras de SM, sendo
69,2% (n =18) e 18,0% (n = 11), homens e mulheres, res-
pectivamente (Tabela 5).
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Obs.: FR = Fatores de risco.

Figura 1 - Percentual de pacientes com SM separado por sexo.
Geral e com 3, 4 e 5 critérios associados.

TABELA |
Percentual (n) geral e separado por sexo de pacientes com
SM e de acordo com a associacao de critérios encontrados.

FR associados Geral Homens Mulheres
% n % n % n

CirAb. + TG 55 8 3,9 2 6,3 6
CirAb. + HDL 6,2 9 1,9 1 8,4 8
CirAb. + Glic. 2,7 4 1,9 1 3,2 3

TG + HDL 6,8 10 9,8 5 57 5

TG + Glic. 21 3 3,9 2 1,1 1
HDL + G lic. 1,4 2 - - 2,1 2
Sub-total (com 3 FR) 24,7 36 21,6 11 26,3 25
CirAb. + TG + HDL 10,9 16 3,9 2 14,7 14
CirAb. + TG + Glic. 8,2 12 11,8 6 6,3 6
Circ.Ab. + HDL + Glic. 5,5 8 3,9 2 6,3 6
TG + HDL + Glic. 3,4 5 5,9 3 2,1 2
Sub-total (com 4 FR) 28,1 41 25,5 13 29,5 28
CirAb. + TG + HDL + Giic. 6,8 10 3,9 2 8.4 8
Total 59,6 87 51,0 26 64,2 61

Obs.: Todos os participantes eram hipertensos.
Legenda.: Cir.Ab. = Circunferéncia Abdominal; TG = triglicérides; HDL = lipoproteina de

alta densidade; Glic. = glicemia de jejum. FR = Fatores de risco.

TABELA I
Percentual de pacientes (n), geral e separado por sexo, de acordo
com a classificacao do ERF em alto, médio e baixo risco.

Classificacdo Geral Homens Mulheres
% n % n % n
>20% 37,7 55 70,6 36 20,0 19
10 -20% 38,4 56 21,6 " 47,4 45
<10% 23,9 35 7,8 4 32,6 31
TABELA 1l

Percentual de pacientes (n) com alteracoes lipidicas, geral e
separado por sexo, de acordo com a classificacao do ERF
em alto, médio e baixo risco.

Lijefielos |GEESiEED © e Geral Homens | Mulheres
lipidica nao desejavel.

% n % n % n

>20% 81,8 45 77,8 28 89,56 17

CT 10 - 20% 85,7 48 54,5 6 93,3 42

<10% 54,3 19 25,0 1 58,0 18

>20% (>100mg/dl) 89,1 49 83,3 30 100,0 19

LDL-c 10 - 20% (>130mg/dl) | 33,9 19 54,5 6 28,9 13

<10% (>130mg/dl) 40,0 14 100,0 4 32,2 10

>20% 56,4 31 50,0 18 68,4 13

TG 10 - 20% 48,2 27 54,5 6 46,7 21

>150m g/di <10% 25,7 9 25,0 1 25,8 8

>20% 54,5 30 47,2 17 68,4 13

c* 10 - 20% 53,6 30 54,5 6 53,3 24

HDL-¢ <10% 48,6 17 25,0 1 51,6 16

* Homens < 40 mg/dl; Mulheres < 50 mg/dl.

TABELA IV
Percentual (n) de pacientes com Circ.Ab. acima do referendado
(homens > 102 cm, mulheres > 88 cm) em relacdo a SM e com
alto, médio e baixo risco pelo ERF

Geral Homem Mulher
% n % n % n
SM 45,9 67 31,4 16 53,7 51
>20% 52,7 29 417 15 73,7 14
ERF 10 - 20% 57,0 32 14,3 5 60,0 27
<10% 82,8 29 zero zero 61,3 29

Legenda: SM = Sindrome Metabdlica; ERF = Escore de Risco de Framingham.
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TABELA V
Percentual (n) de pacientes com SM classificados em alto,
médio e baixo risco pelo ERF

Geral Homem Mulher
Classificagao % n % n % n
>20% 33,3 29 69,2 18 18,0 "
ERF 10 - 20% 48,2 42 30,8 8 55,7 34
<10% 18,3 16 zero zero 26,3 16
Total 59,6 87 29,9 26 70,1 61
DISCUSSAO

A OMS destaca os FR mais importantes relacionados a
morbimortalidade em doencas cronicas ndo-transmissiveis:
hipertensao, hipercolesterolemia (dislipidemia), sobrepeso
ou obesidade, tabagismo, ingestao insuficiente de frutas,
hortalicas e legumes e inatividade fisica (23). Esses fatores,
acrescidos de diabetes, aspectos psicossociais e ingesta de
dlcool, estavam presentes em 90% dos pacientes com infar-
to agudo do miocardio, conforme foi demonstrado pelos
autores do estudo INTERHEART (24) e cinco deles estao
relacionados como critério da ATP III para caracterizar a
presenca de SM no individuo. No estudo realizado, 59,6%
dos participantes foram caracterizados como portadores da
sindrome e 6,8% entre os homens e 3,9% entre as mulhe-
res, apresentaram todos os critérios (Tabela 1). No EREF, seis
dos fatores apontados anteriormente sao critérios para
pontuacao (excecdo a idade) e 37,7% dos pacientes foram
classificados com alto risco.

O numero de mulheres participantes (n = 95) em relacao
aos homens (n = 51) ndo configura o dobro, porém o nime-
ro de participantes do sexo feminino classificado como ten-
do SM foi duas vezes superior aos homens em todos os as-
pectos (geral, com 3, 4 e 5 fatores associados, conforme Ta-
bela 1). J& pelo ERF, os participantes do sexo masculino
apresentaram percentual maior de alto risco para desen-
volver DAC em relacao ao sexo feminino, ou seja, 70,6% (n
=36) € 20,0% (n = 19), respectivamente, enquanto com mé-
dio risco (entre 10 — 20%) havia 21,6% (n = 11) dos homens
e 47,4% (n = 45) das mulheres (Tabela 2). A idade é um fa-
tor que contribui com alta pontuacao no ERF e nos partici-
pantes classificados com alto risco, 41,6% (n = 15) nos ho-
mens e 31,6% (n = 6) nas mulheres apresentaram idade in-
ferior a 60 anos.

Pacientes com hipertensao usualmente podem ser acome-
tidos de alteracoes na glicose sangtiiinea, insulina e meta-
bolismo lipoprotéico (6,20) e a RI tem sido apontada como
a ligacao entre hipertensao, através do TNF-alfa (5,25). Al-
guns autores sugerem que a hipertensao seja menos meta-
boélica em relacao a outros componentes da SM por ser de
origem multifatorial (7), porém a sua presenca permanece
como um dos critérios para caracterizar a sindrome. Todos
os participantes do estudo eram hipertensos diagnostica-
dos e em uso de anti-hipertensivos.

Para os individuos com hébito de fumar, o tabagismo é o
principal FR independente para DCV e o efeito téxico do
fumo é resultante de 4.720 substancias identificadas na fu-
maca do tabaco (17). No ERF qualquer quantidade de ci-
garro nos ultimos 30 dias considera o individuo como taba-
gista (10) e todos os participantes do estudo eram fumantes.
A obesidade é um FR para DCV e a localizacao da gordu-
ra central ou abdominal possui maior correlacdo com os
desvios metabdlitos em relacdo ao indice de massa corpo-
ral (IMC). A Cir. Ab. é uma medida simples e aceita para
definir a obesidade abdominal (22). O individuo obeso po-
dera desenvolver hipertensao, intolerancia a glicose e es-
tados proé-inflamatérios e pro-trombéticos e estdo relacio-
nados a moléculas biologicamente ativas, sintetizadas e se-
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cretadas pelos adip6citos, como 4acidos graxos nao-esterifi-
cados, citocinas (TNF-alfa e IL-6), inibidor do plasminogé-
nio ativado 1 (PAI-1), resistina e leptina (13,15). Em relacao
ao grupo estudado, nos pacientes com SM, a Cir. Ab. (obe-
sidade central) acima do referendado, esteve presente em
45,9%, 31,4% (n = 16) nos homens e 53,7% (n = 51) nas
mulheres. No ERF nos pacientes de alto risco para DAC a
Cir. Ab. acima do referendado esteve presente em 52,7 % %
(n = 29), sendo 41,7% (n = 15) entre os homens e 73,7% (n
= 14) entre as mulheres (Tabela 4).

A aterogenicidade ligada as dislipidemias na SM consiste
em um conjunto de alteracdes nas lipoproteinas, incluindo
niveis séricos elevados de TG, apolipoproteina B, elevacao
da LDL pequena e densa e reducao de HDL-c (7). Essas al-
teracbes podem ocorrer com o nivel plasmatico da LDL-c
permanecendo nos limites aceitdveis, e em pacientes com
alto risco (portadores de SM, por exemplo) a reducao da
LDL-c para niveis inferiores a 100 mg/dl teria maior indi-
cacao (3). Na SM, a presenca de nivel plasmatico elevado
de TG e/ou diminuido de HDL-c é critério para caracteri-
zacgado e no estudo esta associacao foi encontrada em 23,5%
(n = 12) entre os homens e 30,5% (n = 29) entre as mulhe-
res (nao apresentado em Tabela). Nos pacientes com risco
>20%, 77,8% (n = 28) apresentaram CT >200 mg/dl e 83,3%
(n = 30) LDL-c >100 mg/dl, entre os homens. Nas mulheres
89,5% (n = 17) e 100,0%, respectivamente (Tabela 3).

A presenca de niveis séricos alterados de glicose € utilizada
para caracterizar a presenca da SM e a International Diabe-
tes Foundation (IDF), bem como a American Diabetes Asso-
ciation (ADA) adotaram como 100 mg/dl a linha de corte pa-
ra intolerancia a glicose em jejum (7), modificando esse crité-
rio da ATP III (superior a 110 mg/dl). A intolerancia a glico-
se em jejum pode levar o individuo a resisténcia a insulina
(RI), embora individuos normoglicémico possam apresentar
RI (19). A RI normalmente é acompanhada com aumento da
insulina circulante e isso se deve pela reducéo as respostas
normais a insulina nos tecidos como musculos esqueléticos,
tecido adiposo, figado e endotélio (21). No estudo, seguindo
critério da IDF, 30,1% dos pacientes apresentou glicose em
jejum acima de 100 mg/dl e a RI nao foi pesquisada.

A multiplicidade de FR aumenta a possibilidade de desen-
volvimento de DCV (4) e a associacao de critérios para ca-
racterizar a presenca de SM que mais se fez presente en-
tre as mulheres foi Cir. Ab. + TG + HDL-c, com 14,7%, en-
quanto nos homens prevaleceu a associacao de Cir. Ab. +
TG + Glicemia acima de 100 mg/dl (11,8%), além da hi-
pertensao para ambos (Tabela 1). Ja no ERF nas mulheres
com alto risco a Cir. Ab acima do recomendado esteve pre-
sente em 73,7% (n = 14), como verificado na Tabela 4 e to-
das apresentaram LDL-c acima de 100 mg/dl, enquanto
nos homens 50,0% (n = 18) estavam com TG acima de 150
mg/dl e 83,3% (n = 30) com LDL-c >100 mg/dl (Tabela 3).
Os individuos com SM apresentam risco elevado para DCV
(11). Na escala de Framinghan, a SM per se prediz em
aproximadamente 25% o risco de DCV em 10 anos (8). No
grupo em estudo 59,6% apresentaram SM e destes 33,3%
risco acima de 20% de desenvolver DAC em 10 anos. Nes-
te grupo, entre os homens, todos apresentaram risco acima
de 10%, ou seja, 69,2% (n = 18) >20% e 30,8% (n = 8) en-
tre 10 — 20% e nas mulheres 18,0% (n = 11) e 55,7% (n =
34) alto e médio risco, respectivamente (Tabela 5). A pre-
senca de dislipidemias, com elevacao sangtiinea de TG, di-
minuicao de HDL-c, presenca de LDL-c pequena e densa e
a RI, freqiientemente acompanhada de intolerdncia a gli-
cose em jejum (poderd levar o individuo a diabetes tipo 2)
além da hiperglicemia, sdao FR independente para DCV (8).
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A hipertensao fortemente associada a obesidade e fre-
quentemente observada em pacientes com RI, assim como
a obesidade que além da hipertensao contribui para a dis-
lipidemia, sao por si sé FR para DCV (8). O elenco de FR
que poderao acometer o individuo com SM, além do alto
risco calculado pelo ERF para desenvolver DAC, principal-
mente em hipertensos, tabagistas e com histérico familiar
para DCYV, faz do diagnéstico da sindrome e a identificacao
precoce dos fatores de fundamental importancia para es-
tratificar o risco global do paciente, bem como introduzir
terapias visando o controle do maior nimero possivel de
disturbios presente.
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Alteracoes nas dosagens do hormonio tireoestimulante
em pacientes atendidos em um laboratério escola

Alterations in the dosages of thyroid-stimulaty hormone in patients taken care of in a

laboratory school
Jucelene Marchi Blatt' & Zuleika Machado Landmann®

~

/RESUMO - A sintese dos hormoénios da tireide é regulada pelo horménio tireoestimulante hipofisario (TSH), sendo que alteracoes
nesta regulacao provocam disturbios na glandula tireéide, ocasionando tanto um hipertireoidismo, quanto um hipotireoidismo. Esta
pesquisa teve como objetivo principal verificar a prevaléncia de alteracdes nas dosagens séricas do TSH correlacionando com os da-
dos clinicos dos pacientes atendidos. O estudo foi realizado no Laboratério Escola de Andlises Clinicas UNIVALI S.C., no periodo de
agosto a setembro de 2004, o grupo de estudo foi constituido por 270 pacientes de ambos os sexos e com idade entre 20 e 74 anos. A
metodologia empregada foi ensaio imunoenzimatico por microparticulas para determinacao quantitativa do TSH. Dos pacientes ana-
lisados 86,3% eram do sexo feminino e 13,7% do sexo masculino. A faixa etaria com maior prevaléncia de alteracoes nas dosagens de
TSH foi entre 38-62 anos para ambos os sexos. O estudo demonstrou que 20,7% (56) dos pacientes atendidos apresentaram algum ti-
po de alteracdo do TSH, sendo que a maioria destes 14,9% os valores estavam aumentados e 5,8% abaixo do valor de referéncia. Ob-
servou-se, também, que alguns sintomas clinicos foram mais relevantes neste grupo como, hipertensao, dislipidemia e diabetes. Por-
tanto, a realizacdo de uma investigacao laboratorial dos horménios tireoidianos, principalmente quando se trata de pacientes do sexo
feminino, com idade superior aos 40 anos e que apresentem sintomas relevantes demonstrou ser significativo.

PALAVRAS-CHAVE - Tireéide, horménios, TSH. J

/SUMMARY - The synthesis of hormones of the thyroid is regulated by the thyroid-stimulaty hormone (TSH), being that alterations 1'11\
this regulation cause riots in the thyroid gland, causing in such a way a hyperthyroidism, how much a hypothyroidism.
This research had as objective main to verify the prevalence of alterations in the as dosages of the TSH correlating with the clinical
data of the taken care of patients. The study School of Clinical Analyses UNIVALI S.C. was carried through in the Laboratory, in the
period of August the September of 2004, the group of study was constituted by 270 patients of both the sex and with age between 20
and 74 years. The employed methodology was the method imunoenzimatic assay for microparticles for quantitative determination of
TSH. Of analyzed patients 86.3% they were of the feminine sex and 13.7% of the sex masculine. A band with bigger prevalence of
alterations in the dosage of TSH were enter 38-62 years for both the sex. The study it demonstrated that 20.7% (56) of the taken care
of patients had presented some type of alteration of the TSH, being that majority of these 14.9% was increased and diminished 5.8%.
It was also observed that some clinical symptoms had been more excellent in this group as hipertensive, dislipidemia and diabetes.
Therefore the accomplishment of a laboratorial inquiry of thyroid hormones, mainly when if it deals with patients of the feminine sex,
who possess up age to the 40 years and that they present excellent symptoms demonstrated to be significant. Word-keys: Thyroid, hor-
mones, TSH.

KEYWORDS - thyroid, hormones, TSH. Y,
INTRODUCAO traz o aparecimento de um quadro clinico denominado cre-
tinismo, apresentando sintomas como pequena estatura,
glandula tiredide completamente desenvolvida estd cabeca grande e pernas curtas, denticao irregular, desen-
entre os maiores 6rgaos endécrinos do corpo. Esté lo- volvimento sexual retardado e ha grande debilidade men-
calizada anteriormente a parte superior da traquéia, préxi- | tal. Ja o hipotireoidismo no adulto traz como efeitos fisiol6-
mo a juncao com a laringe (*). A secrecdo do horménio ti- gicos mais evidentes: queda da freqiiéncia card_laca, apa-
reoestimulante (TSH) pela hipéfise é estimulada por um | tia, aumento ;ie peso, engrossamento e tumefacao da pele
horménio hipotalamico liberador da tireotrofina (TRH) e | (mixedoma)(’).
inibida pelos horménio tireoideanos (*). O termo hipertireoidismo refere-se ao aumento da pro-
O TSH estimula a tireéide a produzir os horménios tiroxina | dug¢ao de hormonios tireoidianos pelo organismo que, em
(T4) e triiodotironina (T3), que inibem a producéao de TSH, geral, acarreta a tireotoxicose. Os primeiros relatos de tire-
fazendo, assim, com que haja regulagao (mecanismo de fe- OtOXiCOSE? referem-se a mul'heres com c:[u.adrg clinico de
edback); porém, se esta regulacao for prejudicada podera | emagrecimento, agitacao psicomotora, bocio difuso e oftal-
haver uma hiper ou hipofuncao da tiredide, o que acarre- mopatia. _E_mbora sua p.reval,en_c1a seja bem menor que o
taré distdrbios das funcées (°). Existe, também, um contro- h1pot1remd151/no, o seu diagnostico tem que ser feito o mais
le exercido pela gldndula tiredide, regulando a sua sintese precoce possivel para que seu tratamento seja prontamen-
de acordo com o suprimento de iodo da dieta (*) te instituido, evitando complicacdes graves e, ocasional-
Os principais distirbios da tireéide sao o hipotireoidismo mente, irrgversiveis, como alguns tipos' de arritmias cardi-
(baixa ou nenhuma producao de hormonios) e hipertireoi- | acas e a piora doiquadro de oftalmopatia presentes na Do-
dismo (producao excessiva de hormoénios), doencas que in- enca d? Graves (). ) o }
cidem mais em mulheres do que homens (°). Em pacientes com hipertireoidismo, pode ocorrer produgao
O hipotireoidismo resulta de uma auto-imunidade contra a | de auto-anticorpos IgG contra receptores para TSH nas cé-
glandula tireéide que destréi a glandula (‘). Suas manifes- lulas foliculares ou epiteliais da tire6ide, fazendo com que
tacoes variam conforme a idade em que se inicia a insufi- qsta; sgjam estiml/lladas de mangira ipapropriada, o hiper-
ciéncia da tireéide, sendo que o hipotireoidismo congénito tireoidismo também pode ser induzido em criangas por
transferéncia placentéria dos auto-anticorpos (?).
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Os recursos laboratoriais sao imprescindiveis no diagnésti-
co e acompanhamento da atividade da tire6ide, sendo que
a dosagem de TSH (BIERSACK, 2004), dos horménios tire-
oidianos (T4 e T3 e suas fracoes livres) dos auto anticorpos
contra antigenos citoplasmaticos e de superficie e das cé-
lulas tireoidianas, dentre os anticorpos utilizados, desta-
cam-se Ac antireceptor TSH (TRAB), Ac antiperoxidase ti-
reoideana (TPO) e antitireoglobulina, que representam os
testes mais comumente solicitados na avaliagao funcional
da tire6ide. Sendo que os métodos mais utilizados sdao os
imunolégicos que possuem alta sensibilidade e especifici-
dade com menos interferentes (*).

Outros exames que podem auxiliar no diagnoéstico e acom-
panhamento de pacientes com disfuncao tireoidiana sao:
Ultra-Sonografia que € utilizada na identificacao e mensu-
racdo de bécios e nédulos, com caracterizacdo de suas es-
truturas internas, cintilografia, exame de imagem obtido a
partir da emissao de radiacdo por fairmacos radioativos que
sao concentrados por um ou varios 6rgaos. No caso da tire-
6ide sdao mais utilizados os is6topos de iodo, sendo que sua
utilizacao esta na determinacao da funcionalidade de no-
dulos ou massas cervicias e/ou ectépicas e pesquisa de car-
cinomas diferentes da tire6ide, RX — exames radiolégicos,
RX de térax ou partes moles do pescoco podem ser tteis na
vizualizagao de bdécios intratoracicos, demonstrando efeitos
compressivos sobre a traquéia (1).

Assim, esta pesquisa objetivou avaliar entre dados obtidos
do Laboratério Escola de Analises Clinicas UNIVALI S.C.,
as dosagens séricas do hormoénio TSH, juntamente com os
dados clinicos das requisi¢coes médicas no periodo de agos-
to a setembro de 2004, que foram comparados e analisados
com a finalidade de observar a prevaléncia dos distturbios
tireoideanos nesta populacao.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério escola de
Andlises Clinicas da UNIVALI, no setor de Imunologia. A po-
pulacao em estudo refere-se a pacientes de ambos os sexos e
com faixa etdria entre 20 a 74 anos de idade que realizaram
exames de rotina no periodo de agosto e setembro de 2004.
As amostras foram obtidas através de coleta de sangue em
tubos vacutainer, sem anticoagulante, no periodo da
manha. Apés, o material foi submetido a centrifugacao por
quinze minutos para obtencao do soro, que foi utilizado pa-
ra as dosagens hormonais de TSH.

Para andlise dos niveis do hormoénio estimulante da tireoéi-
de (TSH), utilizou-se o equipamento AXSYM da ABBOTT,
ensaio imunoenzimatico de microparticulas para a deter-
minacao quantitativa destes hormoénios, e o valor de refe-
réncia utilizado foi fornecido pelo fabricante TSH: 0,49 —
4,67 uUI/mL. A separacao dos grupos etdrios foi feito pela
Regra de Sturges, discutindo-se os resultados comparativa-
mente aos objetivos propostos. Este trabalho teve a apro-
vacao da Comissao de Etica em pesquisa da UNIVALI
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RESULTADOS

TABELA |
Distribuicao de pacientes atendidos no Laboratério
Escola de Anadlises UNIVALI por sexo e idade.
Itajai agosto/setembro 2004, n = 270.

IDADE (anos) MULHERES HOMENS
(n) (%) (n) (%)
20 F25 22 8,1 03 1,1
26 |31 23 8,5 04 15
32 |37 20 7,4 03 1,1
38 [43 41 15,2 04 1,5
44 Fa9 43 15,9 06 22
50 |55 34 12,6 05 19
56 |61 29 10,8 07 2,6
62 |67 13 48 02 0,7
68 |74 08 3,0 03 1,1
TOTAL 233 86,3% 37 13,7%

TABELA 11
Percentual de pacientes com diagndstico prévio de Hi-
potireoidismo e Hipertireoidismo conforme sexo e idade.
Itajai agosto/setembro de 2004, n = 270.

HIPOTIREOIDISMO HIPERTIREOIDISMO
IDADE (anos) Mulheres Homens Mulheres Homens
(n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
20-25 - - - - 01 0,4
26 - 31 01 0,4
32-37 02 0,7
38 -43 06 2,2 - - - - 01 0.4
44 - 49 04 1,5 - - 02 0,7 02 0,7
50 - 55 08 3,0 - - 01 0,4
56 - 61 04 1,5 - - - - 02 0,7
62 - 67 02 0,7
68 - 74 01 0,4
TOTAL 28 10,4% - - 04 1.5% 05 1,8%
TABELA Il

Percentual de pacientes com diagndstico prévio de Hi-
potireoidismo e Hipertireoidismo conforme sexo e idade.
Itajai agosto/setembro de 2004, n = 270.

TSH AUMENTADO TSH DIMINUIDO
IDADE (anos) Mulheres Homens Mulheres Homens
(n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
20 F 25
26 F 31
32 F 37 - - - - 02 0,7
38 | 43 02 0,7 - - o1 0,4
44 | 49 03 1,1 01 04 02 0,7
50 | 55 01 0,4 - - 02 0,7
56 | 61 02 0,7
62 | 67 - - 01 0,4
68 | 74 01 0,4 01 0,4
TOTAL 09 3,3% 03 12% |07 2,5%
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Grafico 1. Representagao dos pacientes com alteracao do hor-
monio TSH. Itajai, agosto/setembro de 2004, n = 270.

TABELA IV
Freqiliéncia das patologias comumente encontradas em
pacientes com disfuncéo tireoidiana em relagao a popu-
lacao do estudo. ltajai agosto/setembro de 2004, n = 56.

PATOLOGIA PERCENTUAL
(n) (%)
HIPERTENSAO 7 2,6
DISLIPIDEMIA 6 22
DIABETES MELLITUS 5 1,8
OBESIDADE 3 1,1
ARTRALGIA 3 1,1
OUTR OS 2 07
SEM DADOS CLINICOS 30 11,2

TOTAL 56 20,7%

DISCUSSAO

A glandula tire6ide responde pela producao de hormonios
como a triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), que sao respon-
saveis por manter o metabolismo de varios érgaos. Os altos
e baixos desses hormoénios causam as duas principais do-
encas da tire6ide, hipotireoidismo e hipertireoidismo (*).
Estima-se que cerca de 200 milhoes de pessoas em todo o
mundo sofram de algum tipo de doenca da glandula tireoéi-
de. Em geral sdo situagdes passiveis de tratamento, seja cli-
nico ou cirdrgico ().

Nas avaliacoes obtidas pelo presente estudo com 270 paci-
entes que receberam atendimento no Laboratério Escola,
observou-se que 86,3% destes sdao do sexo feminino e
13,7% do sexo masculino, ambos com idades entre 20 e 74
anos. Houve um predominio do sexo feminino entre a fai-
xa etdria compreendida entre 38 e 61 anos e para o sexo
masculino entre 44 e 61 anos.

Segundo Santos (2004), as mulheres sao afetadas pelo me-
nos cinco vezes mais que os homens. O inicio dos sintomas
manifesta-se com mais freqiiéncia na terceira e quarta dé-
cada de vida, porém pode aparecer em qualquer idade ().
A tabela 2 demonstra que 10,4% da populacao do estudo
apresentou diagnéstico prévio de hipotireoidismo, sendo
que este percentual refere-se somente a mulheres, pois o
sexo masculino nao apresentou nenhum paciente com hi-
potireoidismo diagnosticado, e as idades mais acometidas
pelo hipotireoidismo estao entre 50 e 55 anos ( 3,0%).
Estas alteracoes ocorrem devido ao préprio envelhecimen-
to da glandula e a processos organicos normais entre ou-
tras causas, como por exemplo, a prépria gravidez ou me-
nopausa. Por isso, as doengas tireoidianas sao cinco vezes
mais freqiientes em mulheres (*).
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Com relacao aos pacientes com diagnéstico de hipertireoi-
dismo, observou-se na tabela 2, uma prevaléncia de 1,5%
das mulheres e 1,8% dos homens, sendo que a faixa de
idade mais acometida pelas mulheres foi de 44 a 50 anos e
homens de 44 a 62 anos de idade, portanto observamos
com estes dados a freqiiéncia maior de hipotireoidismo no
grupo de estudo.

Pode-se verificar na tabela 3 que no grupo de estudo 7% dos
pacientes ndo apresentavam diagnoéstico de tireoidopatia e
destes 4,5% apresentaram valores de TSH aumentados e
2,5% diminuidos. Neste grupo observou-se uma maior pre-
valéncia do sexo feminino. Em geral, entre todas as alte-
racoes dos hormonios tireoidianos, a idade mais acometida
foi entre 44-61 anos; isto ocorre devido ao envelhecimento
trazer consigo manifestagoes proprias da idade, sendo que a
avaliacao e a interpretacao das provas de funcao tireoidiana
torna-se complexa, pois pode haver doencas nao-tiredidea
ou uso de drogas que interfiram nesta avaliacao (').

Esta pesquisa demonstrou que 20,7% da populacao anali-
sada apresentou alguma alteracao tireoidiana, sendo que
14,9% apresentou valores do TSH aumentados, 5,8% TSH
diminuidos e 79,3% da populacao nao apresentou alte-
racoes de TSH (Gréfico 1). A causa desta elevada freqiién-
cia de patologias tireoidianas € provavelmente, multipla e
pode envolver, além de determinantes genéticos, aspectos
nutricionais e fatores ambientais. O contetdo de iodo pela
ingestao de agua e alimentos é um problema relevante,
sendo que a deficiéncia nutricional de iodo é a causa mais
freqiiente de bécios e outras alteragoes tireoidianas no
mundo, afetando 13% da populacao mundial (*).

Na grande maioria das vezes, a anamenese e o exame fisi-
co conduzem ao diagnéstico da tireopatia. Com o advento
de técnicas modernas de dosagens hormonais e o refina-
mento de métodos de imagem, a propedéutica das doencas
tireoidianas vem sendo sofisticada, progressivamente (").
Porém, algumas altera¢oes podem influenciar de diversas
formas a funcao tireoidiana e devem ser levadas em consi-
deracdo na andlise dos testes (*), como interferéncias de
doencas nao tireoidianas: psiquidtrica aguda e doencas
graves como hepatopatias cronicas, neoplasias e traumatis-
mo cranioencefalico (*).

Vérios estudos demonstram que exercicios fisicos nao causam
alteracdo na funcéao tireoidiana. A mé adesdao ao tratamento
deve ser considerada nos casos de aumento inapropriado de
T4 e TSH, que ocorre quando o paciente hipotire6ideo usa a
medicacao apenas nos dias que antecedem o exame (°).
Existem vdrias manifestacoes metabdlicas associadas com
distirbios tireoidianos (**); no entanto, a populacéo estuda-
da apresentou prevaléncia mais significativa em algumas
patologias como demonstrado na tabela 4, onde 2,6% dos
pacientes com disfuncao tireoidiana apresentaram hiper-
tensao, 2,2% dislipidemia, 1,8% Diabetes mellitus, 1,1%
possuem problemas de obesidade e o mesmo percentual
com problemas de artralgia, sendo que 11,2% dos pacien-
tes com alteracoes tireoidianas nao apresentavam dados
clinicos nas requisicoes médicas.

Em relacao ao sexo, as disfuncoes tireoidianas afetam mais
pacientes do sexo feminino em rela¢ao ao sexo masculino.
Isto ocorre devido aos estrogénios aumentarem a concen-
tracao de Globulina Ligante de Tiroxina (TBG) e assim ele-
vam as concentracoes séricas de T4 e T3 no soro, sendo
que estes efeitos farmacolégicos predominam durante a
administracao de contraceptivos ou outros usos terapéuti-
cos como reposicdo hormonal ap6s a menopausa e, tam-
bém, durante a gravidez (°) .
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Devemos enfatizar a importancia da investigagao laborato-
rial dos hormonios tireoidianos diante da suspeita clinica ,
sendo que a ATA (Associacdo Americana de Tiredide) advo-
ga que a dosagem de TSH é o melhor teste inicial em sus-
peita de tireotoxicose (**) e TSH complementado por um tes-
te apropriado de T4 livre representa a melhor e mais efici-
ente combinacao de testes para o diagnéstico de hipotireoi-
dismo, sendo que estes parametros sugerem o melhor se-
guimento da maioria dos pacientes com disfuncao tireoidi-
ana. A decisdo clinica deve basear-se em dados clinicos e
laboratoriais, sendo que o TSH é o melhor teste para tera-
pia de reposicao e supressao com hormoénio tireoidiano (*).
Este estudo péde enfatizar que as doencas da tiredide ma-
nifestam-se através de disfuncao hormonal, seja por exces-
so ou por deficiéncia e, também, por alteragdes anatomicas
devidas ao crescimento difuso ou nodular da glandula. Em
conclusao, a prevaléncia de doencas tireoidianas em pes-
soas mais velhas é aproximadamente duas vezes maior do
que em individuos jovens, ocorrendo mais hipotireoidismo
em relacdo ao hipertireoidismo, porém este estudo apenas
enfatizou os disturbios relacionados ao TSH, sendo que pa-
ra uma melhor avaliacao da prevaléncia de hipotireoidis-
mo e hipertireoidismo na populacao em estudo seria a do-
sagem de outros parametros laboratoriais, como por exem-
plo, dosagens de T4 livre, embora nao tenha sido efetuados
exames confirmatérios houve uma prevaléncia significati-
va de alteracoes de TSH na populacgao estudada.
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Cancer colo retal no Brasil: consumo de graos
integrais como prevencao*
Colorectal cancer in Brazil: whole grains consumption as prevention

Patricia Haas"’ ; Alex Anton' & Alicia de Francisco’

/RESUMO - Informar epidemiologicamente a situacdo do cancer colo retal e suas regides no Brasil, com estimativa para o ano de 2006\
e evidenciar estudos sobre o efeito protetor do consumo de graos integrais para essa neoplasia foi o objetivo deste trabalho. Os da-
dos foram obtidos a partir de levantamento bibliogréafico atualizado e consulta ao Instituto Nacional de Cancer (INCA). O desenvolvi-
mento de vdrias formas mais comuns de cancer resulta de uma interacao entre fatores endégenos e ambientais, sendo o mais notével
desses fatores a dieta. De todos os casos de cancer, 80 a 90% estao associados a fatores ambientais. Estimativas para o ano de 2006
no Brasil apontaram o cancer colo- retal como o 4° tumor maligno mais freqiiente para ambos os sexos. A maior incidéncia de casos
ocorre na faixa etdria entre 50 e 70 anos, mas as possibilidades de desenvolvimento j4 aumentam a partir dos 40 anos. A ingestao de
fibras também é baixa no Brasil, onde se observa coincidentemente, uma significativa freqiiéncia de cancer colo retal. Estudos prévi-
os sugerem a diminuicao de risco de cancer colo-retal com maior ingestao de verduras, frutas e graos integrais. O nimero de casos
novos de cancer colo-retal estimados para o Brasil em 2006 é de aproximadamente 11.000 casos em homens e de aproximadamente
14.000 em mulheres, ocupando a quarta colocacdo geral. E uma doenca tratdvel quando diagnosticada a tempo e possivelmente se-
gundo estudos realizados, o consumo de graos integrais podera contribuir para uma menor incidéncia desta neoplasia.

PALAVRAS-CHAVE - cancer colo retal, graos integrais, Brasil. Y,

/SUMMARY - To inform the epidemiological situation of the occurrence of colorectal cancer in different Brazilian regions with a fore-
cast for 2006, and to document studies about the protective effect of whole grain consumption against this neoplasia was the objecti-
ve of this work. Data were obtained through a literature review and by consulting National Institute of Cancer (INCA). The develop-
ment of several of the most common forms of cancer results from the interaction between endogenous and environmental factors, the
diet being the most noticeable one of those factors. Of all of the cases of cancer, 80 to 90% are associated to environmental factors.
Estimates for the year of 2006 in Brazil, point to colorectal cancer as the 4th most frequent malignant tumor for men and women. The
greatest incidence occurring between 50 and 70 year of age, but the possibility of developing the cancer, has already extended to the
40 years old. The ingestion of fibers has decreased in Brazil, where coincidentally a significant colorectal cancer frequency, is obser-
ved. Prior studies suggest that the colorectal cancer risk diminishes with higher ingestion of vegetables, fruits and whole grains. The
number of new cases of colorectal cancer estimated for Brazil in 2006 is of approximately 11.000 cases in men and of approximately
14.000 in women. It is an accommodating illness when diagnoseked on time and possibly the consumption of integral grains will be

able to diminish the incidence of this neoplasia.
KEYWORDS - colorectal cancer, whole grain, Brazil.
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INTRODUCAO

Océncer é a segunda causa principal de 6bito, sendo
responsavel por mais de 60 milhdes de mortes anual-
mente. Para os anos entre 1960 e 2000, os dados mostram
um aumento de 15% para 25% de mortalidade nos paises
desenvolvidos. J4, nos paises em desenvolvimento, obser-
varam-se taxas menores e crescentes, que alcancaram 6%
em 1985 e 9% em 1997, com uma expectativa de aumen-
tar, de 5,4 milhoes em 2000 para 9,3 milhdoes em 2020, de
acordo com projecoes populacionais (WHO, 2002; RIBEIRO
et al, 2003; GAROFOLO et al, 2004).

No Brasil, anualmente cerca de cem mil individuos vao ao 6bi-
to por causa do cancer, com uma pequena prevaléncia do se-
x0 masculino. Em 2006 sao esperados 234.570 novos casos de
cancer para o sexo masculino e 237.480 para o sexo feminino
no Brasil. Estima-se, que o cancer de pele nao melanoma (116
mil casos novos) serd o mais incidente na populacdo brasileira,
seguido pelos tumores de mama feminina (49 mil), prostata (47
mil), pulméo (27 mil), c6lon e reto (25 mil), estdbmago (23 mil) e
colo do ttero (19 mil). Os tumores mais incidentes para o sexo
masculino serdo devidos ao cancer de pele ndo melanoma (55
mil casos novos), prostata (47 mil), pulmao (18 mil), estbmago
(15 mil) e célon e reto (11 mil). Para o sexo feminino, destacam-
se os tumores de pele ndao melanoma (61 mil casos novos), ma-
ma (49 mil), colo do ttero (19 mil), c6lon e reto (14 mil) e pul-
mao (9 mil) (Tabela 1 e 2) (INCA, 2005).

O desenvolvimento das formas mais comuns de cancer re-
sulta de uma interacdao entre fatores endégenos e ambien-
tais, sendo o mais notavel desses fatores a dieta. De todos
os casos de cancer, 80 a 90% estao associados a fatores am-
bientais. Acredita-se que cerca de 35% dos diversos tipos
de céncer ocorrem em razao de dietas inadequadas. E pos-
sivel identificar, por meio de estudos epidemiolégicos, as-
sociacoes relevantes entre alguns padroes alimentares ob-
servados em diferentes regides do globo e a prevaléncia de
cancer. Estudos sugerem que o consumo de graos integrais
pode prevenir o desenvolvimento do cancer colo retal na
populacdo e muitos estudos conferem esta caracteristica a
esse tipo de dieta (WHO, 2002; RIBEIRO et al, 2003;
GAROFOLO et al, 2004; INCA, 2004).

FONTE DE DADOS

A estimativa para 2006 de cancer colo retal no Brasil, além
da incidéncia das neoplasias neste pais, foi baseada em da-
dos oficiais do Instituto Nacional do Cancer (INCA), fonte
de referéncia para dados epidemiolégicos brasileiros.

Os dados utilizados neste estudo para a importancia dos
graos integrais na prevencao do cancer colo-retal, foram
obtidos a partir de levantamento bibliografico em sites de
busca como PubMed (1950 a dezembro de 2005), Web Sci-
ence (1966 a dezembro de 2005), LILACS (1982 a dezem-
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bro de 2005), Cochrane Library (2005), Trialcentral (20095),
National Research Register (2005), EMBASE (1974 a de-
zembro de 2005), The European Library (2004 a dezembro
de 2005), Scopos (1960 a dezembro de 2005), SciELO (1997
a dezembro de 2005). O periodo de pesquisa foi realizado
conforme disponibilidade de cada base e citados apéds ca-
da uma das bases.

RESULTADOS

Cancer Colo Retal (CCR) é o quarto cancer mais comum no
mundo. O ntimero de novos casos de CCR mundial aumen-
tou rapidamente desde 1975 (calcularam entdao ser
500.000) e afeta homens e mulheres igualmente. No entan-
to, a incidéncia de CCR nao é comumente distribuida. Por
exemplo, em paises ocidentalizados (Norte e a América do
Sul, Europa Ocidental, Austréalia, e nova Zelandia) incidén-
cia de CCR em homens é 12,6% e mulheres sao 14,1%, ao
passo que em CCR de paises em desenvolvimento repre-
senta 7,7% e 7,9% de todos os casos em homens e mulhe-
res, respectivamente. E calculado que 394.000 mortes ocor-
rem anualmente devido ao CCR, e este cancer é a segun-
do causa de morte por cancer nos EUA e terceiro nos pai-
ses de Unidao Européia; no entanto, sua etiologia ndo é
completamente entendida. Os resultados de estudos suge-
rem que fatores ambientais e estilo de vida ocidental expli-
cam a maioria de casos de CCR e foi calculado que até
90% de canceres de c6lon nos EUA pode ser atribuido a di-
eta. A incidéncia de CCR é diretamente associada a idade.
Quando diagnosticado antes de 40 anos de idade, é bem
possivel a causa ser genética. Trés de cada quatro casos de
CCR ocorrem no célon (AHMED, 2004).

Os dados apontam para uma diminuicao na mortalidade
de céancer de célon, no periodo de 1975 a 1988, em Portu-
gal, Grécia, Itdlia, Espanha e EUA. Imigrantes americanos
originalmente da Alemanha, Irlanda, Tchecoslovaquia, e
Grécia tendem a ter uma incidéncia mais alta de doenca
que imigrantes de outros paises. Além do mais, aumento
na incidéncia de mortalidade de cancer de célon foi apon-
tado no Japao e China, assim como em imigrantes nos
EUA. Sem intervencao preventiva, aproximadamente 5,6 %
de americanos desenvolverao cancer de célon em algum
ponto durante sua vida (AHMED, 2003).

O ntmero de casos novos de cancer colo-retal estimados pa-
ra o Brasil em 2006 é de aproximadamente 11.000 casos em
homens e de aproximadamente 14.000 em mulheres. Estes
dados correspondem a um risco estimado de 12 casos novos
a cada 100 mil homens e 15 para cada 100 mil mulheres.
Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer
de célon e reto em homens (Figura 1) é o quarto mais fre-
quente nas regioes Sul (22/100.000), Sudeste (17/100.000) e
Centro-Oeste (10/100.000). Nas regidoes Nordeste

(4/100.000) e Norte (3/100.000), ocupam a quinta e sexta po-
sicao, respectivamente. Para as mulheres (Figura 2), é o se-
gundo mais freqiiente (21/100.000) na regiao Sudeste, o ter-
ceiro nas regides Sul (22/100.000), Centro-Oeste
(10/100.000) e Nordeste (5/100.000), enquanto que na re-
giao Norte (4/100.000) ocupa a quinta posicao (INCA, 2005).
Estudos epidemioldégicos sugerem que a ingestao do grao in-
tegral é um fator protetor contra alguns tipos de cancer como
o CCR, diabetes e obesidade. Pesquisas publicadas sobre ali-
mentacao integral informam melhoras em biomarcadores
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sanguineos, tal como perda de peso, diminuicao de lipidio e
protecdo antioxidante (SLAVIN, 2004). Existem evidéncias
de que a alimentacao tem um papel importante nos estagios
de iniciacdo, promocao e propagacao do cancer, destacando-
se entre outros fatores de risco. Acredita-se que uma dieta
adequada poderia prevenir de trés a quatro milhdes de casos
novos de canceres a cada ano. Pessoas que comem dietas ri-
cas em frutas e vegetais parecem ter uma baixa incidéncia de
muitos canceres, incluindo CCR (Tabela 3) (GLANZ, 1997%;
GAROFOLO et al, 2004; GASTROWEB, 2005; INCA, 2004).
Cabe destacar que os ingredientes integrais (e os alimentos
produzidos a partir deles) consistem nas sementes, de seus
respectivos graos, em quase sua totalidade, sendo constitu-
idas de trés componentes: o farelo, o germe e o endosper-
ma. Enquanto isso, os graos refinados nao apresentam nem
o farelo nem o germe, significando que a maioria das vita-
minas do complexo B, determinados minerais e fibras ali-
mentares sao excluidas (ZIEGLER & GREENER, 1971).

A World Cancer Research Fund, 1997, apos desenvolver
uma revisao bibliografica com metanalise, envolvendo 129
estudos e analisar outros 13 de caso-controle, considerou
convincente a associacao das fibras alimentares com a re-
ducao do risco de CCR. LARSSON et al, 2005, examina-
ram potencialmente a associacao entre consumo integral e
risco de CCR. Um total de 61.433 mulheres preencheu um
questiondrio de freqiiéncia alimentar no periodo de
1987-1990, as quais apresentaram uma ligacao com o Re-
gistro Sueco de Cancer, 805 casos de incidéncia de CCR fo-
ram identificados. Um maior consumo de graos integrais
foi associado com um risco menor de desenvolver o CCR
nessas mulheres. A fibra integral € um nutriente rico e con-
fere beneficios a satide que podem resultar em aumento da
longevidade, enquanto a fibra refinada de grao € conside-
rada um nutriente pobre e nao oferece protecao (JACOBS
et al, 2000). Em pesquisa realizada, STEPHEN et al, 1999,
investigaram se a raridade de CCR em africanos (predomi-
nio <1:100.000) poderia ser explicados por fatores dietéti-
cos que reduziriam o risco e se ocorriam diferencas na fer-
mentacgao colonica. Concluiram que o predominio baixo de
CCR em africanos nao pode ser explicado por fator “prote-
tor” dietético, tal como fibra, calcio, vitaminas e acido f6li-
co, mas podem ser influenciado pela auséncia de fatores
“agressivos”, tal como excesso proteina animal e gordura e
por diferencas na fermentacao colénica bacteriana.
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Figura 1. Estimativa da incidéncia do Cancer Colo Retal em
homens no Brasil por regiao para o ano de 2006.
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Figura 2. Estimativa da incidéncia do Cancer Colo Retal em
mulheres no Brasil por regiao para o ano de 2006.

Tabela |
Estimativas para o ano 2006 de numero de casos novos por

cancer, em homens e mulheres, segundo localizagao primaria.

Localizagéo Priméria Estimaliva dos Casos Novos

Neoplasia Maligna Masculing Feminin Total
Mama Feminina - 43930 48930
Traquéa, Bringuio & Puimio 17850 9320 27170
Estimago 14970 8230 23200
Colo do Utero - 19.280 19,260
Prdstal 47280 - 47260
Célon & Reto “ 1139 1370 25,360
Esdlag 7970 2610 10,560
Leucenmias 5.3 42 9550
Cavidade Oral 10060 3410 13470
Pele Melanoma 2710 3050 5760
Outes Localzagdes 6153 §3320 124850
Sublotal 179,000 176,320 355.410
Pele rd0 Melaroma 55.480 1,160 116640
Todas as Meoplasias 234570 231.480 472,050

Fonte: INCA, 2005.

Tabela Il
Tipos de cancer mais incidentes, estimados para 2006,
exceto pele ndo melanoma, na populacao brasileira.

N° de Cases
0.000 -
Feminizo
50.000 - [ Masculing
40.000 -

Fonte: INCA, 2005.
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Tabela lll
Tipos de cancer mais incidentes, estimados para 2006,
exceto pele ndao melanoma, na populacao brasileira.

Autor(s)/ano Tipo de n/N Risco relativo Consumo
estudo (IC* 95%) médio
LEVI, F et al Intervengédo 223/491 0,85 (0,75-0,97)
(1999)
WITTE, J.S et al Intervengé@o 57/488 0,55 (0,33-0,91)
(1996)
JACOBS, D.R etal | Observagédo 538/11040 0,83 (0,73-0,94) 4,7 g/dia
(2000)
LARSSON, S.C et 15a4,5
al (2005) Observagao 805/61433 0,65(0.45-0.94) porgao/
dia
Revisdes
JACOBS, Jr. D.R Criticas e 46/51 0,69 (0,61-0,77)
et al (1998) metandlise
MICHELS, K.B et Coorte 919/76947 mulher 0,91 (0,87-0,85) 8-14
al (2005) 593/47279 homem g/dia
TERRY, P etal Coorte 460/61463 1,65 (1,23 - 2,20) 9,3 g/dia
(2001)
MCCULLOUGH, Coorte 210/70554 mulher 1,86 (1,18-2,94) 1,0-14,6
M.L et al (2003) 298/62609 homem 1,96 (1,24-3,10) 0,8-14,5
porgao/
semanal
FUNG T, etal Coorte 546/76402 W**1,46(0,97-2,19) -
(2003) P***0,71(0,50-1,00)
LIN, J et al (2005) Coorte 223/39876 0,75 (0,48-1,17) 12-26
g/dia
Colon Colon
Caso 955/10058 20,9 (0,7-1,0) 1->3
LA VECCHIA, C et controle 0,5 (0,4-0,6) porgao/
al (2003) Reto Reto semanal
625/10058 20,7(0,6-1,0)
0,6 (0,4-0,8)
CHATENOUD, L Caso Colon Colon
et al (1998) controle 828/7990 20,9 (0,7-1,1)
0,5 (0,3-0,6)
Reto Reto
498/7990 20,8(0,6-1,1)
0,7 (0,5-1,0)

*|C:intervalo de confianga; W **: dieta ocidental; P***: dieta tipo “prudente”;
a consumo intermedidrio; b consumo alto.

DISCUSSAO

A presenca do cancer na humanidade ja é conhecida ha
milénios. Registros que designam a causa das mortes como
cancer passaram a existir na Europa apenas a partir do sé-
culo XVIII. Desde entao, observou-se o aumento constante
nas taxas de mortalidade por cancer, que parecem acentu-
ar-se ap6s o século XIX, com a chegada da industrializacao
(GAROFOLO et al, 2004).

No Brasil, existe uma diferenca regional na distribuicao
dos tumores de coélon e reto, sendo os maiores coeficientes
observados nas populacoes das regides Sul e Sudeste, que
se caracterizam por apresentar o maior nivel socioecono-
mico do pais. E importante considerar a hipétese de que,
nas regides Norte e Nordeste do pais, muitos 6bitos por es-
sa neoplasia podem ocorrer; no entanto, paralelamente,
existe um sério problema de notificacdo, o que levaria a
uma incidéncia menor como relatado. A maior incidéncia
de casos ocorre na faixa etaria entre 50 e 70 anos, mas as
possibilidades de desenvolvimento ja aumentam a partir
dos 40 anos. H4 evidéncias médicas comprovando genes
anormais nos poélipos. Também, sdo fatores de risco do-
encas inflamatérias do c6lon como retocolite ulcerativa cro-
nica e doenca de cronh; algumas condicdes hereditarias
como a polipose denomatosa familiar (FAP) e cancer colo
retal hereditdrio sem polipose (HNPCC) (SICHIERI et al,
1992; KOIFMAN, 1995; NEVES, 2002; INCA, 2004).
Observa-se que, no Brasil, a incidéncia das seis primeiras
neoplasias estao associadas a fatores ambientais. Alguns
destes fatores sao bem conhecidos: cigarro, exposicao ex-
cessiva ao sol e alguns virus. Outros estdo em estudo, tais
como alguns componentes dos alimentos que ingerimos, e
muitos sao ainda completamente desconhecidos. O enve-
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lhecimento traz mudancas nas células que aumentam a sua
suscetibilidade a transformacao maligna. Esses fatores atu-
am alterando a estrutura genética (DNA) das células. O
surgimento do cancer depende da intensidade e duracao
da exposicdao das células aos agentes causadores de cancer
(RIBEIRO et al, 2003; INCA, 2004).

Fatores ambientais claramente sao associados com risco para
CCR. Em estudo realizado para avaliar os efeitos da ingestao
e o impacto sobre o CCR, evidéncias indicam que tipos de fi-
bras criam condicoes diferentes em regioes diferentes do in-
testino. Os dados de modelos animais mostraram que a fibra
insoltavel tem aspecto protetor (YOUNG et al, 2005). Ha algu-
mas décadas tem sido enfatizado esse efeito protetor da fibra
alimentar contra o cancer colo-retal. Este conceito foi sugeri-
do por BURKITT em 1971, que relacionou a elevada ingestao
de fibras com a baixa incidéncia desse tipo de cancer entre a
populacéo do leste da Africa (BURKITT, 1971).

Os graos integrais incluem o trigo, arroz, milho, aveia, cen-
teio, cevada, triticale, sorgo e milhete. Os graos mais comu-
mente consumidos sao: trigo, aveia, arroz, milho e centeio,
sendo que o trigo constitui 66-75% do total. As Diretrizes
Dietéticas para Americanos (Departamento de Estados
Unidos de Agricultura, 2000), estabeleceram uma diretriz
separada para graos com uma énfase particular em comer
mais alimentos de graos integrais. E recomendado que ao
menos trés por¢oes ou metade dos graos consumidos diari-
amente sejam integrais (SLAVIN, 2004). O consumo diario
de fibra na Europa e nos EUA eleva-se a aproximadamen-
te 20 g, enquanto que as autoridades de saude e as socie-
dades de nutricdo recomendam um valor de referéncia de
ao menos 30 g didrias (TREPEL, 2004). No Brasil nao exis-
te até o momento nenhuma recomendacao oficial para a
quantidade ideal de consumo de graos integrais para bra-
sileiros em sua piramide alimentar.

Atencao especial deve ser dada aos graos e cereais. Se arma-
zenados em locais inadequados e imidos, esses alimentos po-
dem ser contaminados pelo fungo Aspergillus flavus, o qual
produz a aflatoxina, substancia cancerigena (INCA, 2004).
Varios mecanismos tém sido apontados para explicar o pa-
pel das fibras no processo de carcinogénese do célon. Um
deles diz respeito aos efeitos fisiol6gicos e mecanicos das
fibras que, através do aumento do volume das fezes, ou
através da diminuicdo do tempo de transito intestinal, faci-
litariam a remocao dos carcin6genos, co-carcinégenos e/ou
promotores do tumor, diminuindo o tempo de contato des-
ses agentes, presentes no contetiido fecal com a mucosa do
intestino. Outro mecanismo considera a capacidade fisico-
quimica da fibra de se ligar aos acidos biliares, retardando
ou reduzindo a absorcao de lipidios. O terceiro mecanismo
proposto estd relacionado com a capacidade das fibras de
servir como substrato para a fermentacdo das bactérias
presentes no c6lon, influenciando a ecologia intestinal e
gerando produtos finais fisiologicamente ativos. Essa fer-
mentacao contribui para o aumento da massa bacteriana e,
consequentemente, para o aumento do volume das fezes, e
leva a producao de 4cidos graxos de cadeia curta (acetato,
propionato e butirato) que alteram o pH e a microflora in-
testinal, exercendo efeitos fisiol6gicos benéficos. Também
se observou a promocao de absorcao de sédio e dgua im-
portante para a conservacao de eletrélitos. O butirato pare-
ce exercer as seguintes fungoes: fornecer energia para a
mucosa intestinal, estimular diferenciacao celular e multi-
plicacao das células basais, aumentar a superficie de con-
tato das microvilosidades, aumentar a absorcao de célcio e
atividade pancredtica e aumentar as secrecoes das enzi-
mas digestivas (HOWE et al, 1992; KLURFELD, 1992; AUS-
MAN, 1993; NEVES, 2002; SLAVIN, 2004).
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No Brasil, para que sejam atribuidas propriedades benéfi-
cas a saude considerando o efeito do consumo dos graos in-
tegrais, sugere-se que a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) regulamente estes alimentos exigindo
concentracdo minima de 51 % (cinqgiienta e um por cento)
de ingredientes integrais em suas formulagoes, conforme
pardmetros estudados e estabelecidos nos EUA e Europa.
Considerando a quarta colocacao do cancer colo-retal no
Brasil, verificou-se que é semelhante a freqiiéncia mundi-
al desta doenca, e que o diagnéstico precoce, como na mai-
oria das neoplasias, é o melhor investimento quando se tra-
ta de saude publica. O cancer colo-retal é uma doenca que
atinge homens e mulheres em proporc¢oes semelhantes,
sendo entdo possivel observar que os fatores externos
exercem uma influéncia muito importante no desenvolvi-
mento desse tipo de cancer.
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Correlacao entre eosinofilia e protoparasitose por
Giardia lamblia em criancas

Correlation between eosinophilia and parasitic infections for Giardia lamblia in children

Paulo Roberto de Melo-Reis' , José Alexandre Filizola Diniz-Filho®, Karlla Greick Batista Dias-
Penna®, Sérgio Henrique Nascente Costa®, Mauro Meira de Mesquita®, Jairo Batista da Silva’,
Frank de Souza Castro” & Lee Chen Chen®

PALAVRAS-CHAVE - Giardia lamblia, eosinofilia, giardiases.

/RESUMO - A relacao entre eosinofilia e protozodrios é pouco descrita na literatura cientifica. E importante assinalar que nem todos os\
parasitos intestinais sdo capazes de induzir eosinofilia, principalmente aqueles que estdao na luz do intestino, sendo mais pronunciada
quando hé invasao tecidual. Dentre as protoparasitoses mais comuns, notadamente em criancas, destaca-se a giardiase, provocada pe-
la Giardia lamblia, parasito do intestino delgado, que causa diarréia e ma-absorgao. O objetivo deste trabalho foi identificar a existén-
cia de correlacao entre eosinofilia e protoparasitose por Giardia lamblia, utilizando 1598 amostras de pacientes infectados, com idades
variando entre zero e dez anos, oriundos da populacdo de Goiadnia que procuram o servico do Laboratério Escola do Departamento de
Biomedicina da Universidade Catodlica de Goids. Desta amostragem 949 apresentavam eosinofilia (59,4 %). Essa proporcao € significa-
tivamente diferente da esperada se ndo houvesse relacao entre giardiase e eosinofilia (1:1) (c* = 28.16; P < 0,01). Portanto, a eosinofilia
é um parametro hematolégico que deve ser considerado na abordagem e na avaliagdo do paciente que a apresenta, pois pode sugerir
a existéncia de protoparasitose intestinal por Giardia lamblia, e ser um indicativo, com valor preditivo para a incorporacao no tratamen-
to conjunto com as doencas causadas por protozoarios intestinais, entre outras parasitoses, bem como processos alérgicos.

\KEYWORDS - Giardia lamblia, Eosinophilia, giardiasis.

/
/e SUMMARY - The relationship between eosinophilia and diseases produced by parasitic protozoa is poorly defined and unfrequent]y\
related in the scientific literature. Not all the intestinal parasites are able to induce eosinophilia, but when there is a tissue invasion.
Among the most common protoparasitoses, giardiasis produced by Giardia lamblia is very prevalent, mainly in children, when may
cause diarrhea and malabsorption. The purpose of this work was to investigate the correlation between eosinophilia and the presen-
ce of Giardia lamblia, by examination of 1,598 samples of feces from patients, with age between zero and ten years old, that were re-
ceived at School Laboratory of Biomedicine Department at Catholic University of Goias. From them, 949 presented eosinophilia
(59,4%). This proportion was significantly different from that expected if there was not relationship between giardiasis and eosinophi-
lia (1:1) (2 = 28.16; P <0,01). Therefore, we concluded that the eosinophilia is an hematological parameter that should be considered
in the approach and in the patient's evaluation. It is suggested that intestinal protoparasitosis with Giardia lamblia, may induce eosi-
nophilia, which may have a predictive value. The inclusion of this parameter may help on the diagnosis.

/

INTRODUCAO

Os eosindfilos sao leucocitos granulécitos presentes no
sangue em pequena quantidade, com média de aproxi-
madamente 3%. E uma célula binucleada e seu citoplama
possui granulos especificos que se coram pela eosina (acidé-
filos). Tais granulos sao lisossomas ricos em fosfatases dcidas.
As nucleases presentes sao as ribonucleases e as desoxiribo-
nucleases que digerem o RNA e o DNA, respectivamente.
Sua vida média é de aproximadamente 13 dias, sendo seis di-
as em desenvolvimento na medula 6ssea, um dia na circu-
lacdo e seis dias no tecido. Os niveis sanguineos de eosinofi-
los sofrem variagoes durante o dia, atingindo maior concen-
tracdo a meia-noite e menor concentracao ao meio-dia***.

Funcionalmente esta célula é capaz de fagocitar bactérias
ou qualquer outro material estranho. No entanto a sua
principal funcédo néao é a fagocitose, mas sim a exocitose da
PBM (proteina béasica maior), que é téxica para parasitos,
causando a sua morte. Os parasitos estimulam a populacao
de linfécito T-helper a produzir interleucina 4 (IL-4) e in-
terleucina 5 (IL-5). A IL-4 promove aumento de IgE, que se
liga a superficie do parasito. A IL-5 ativa os eosinéfilos, que
se ligam ao imunocomplexo e secretam granulos com com-

ponentes enziméticos®. Os eosinoéfilos também estdo muito
presentes em reacoes alérgicas do organismo. Isto ocorre
porque o baséfilo ou o mastocito, estimulado na reacao
alérgica, libera o ECF-A (fator quimiotaxico dos eosinéfilos
na anafilaxia), que é um fator que atrai e dirige os eosiné6-
filos até o local da alergia'. O termo eosinofilia, indepen-
dente da fisiopatologia, refere-se ao aumento de eosindfi-
los no sangue periférico®.

A relacao entre eosinofilia e protozoarios é pouco descrita na
literatura cientifica. E importante assinalar que nem todos os
parasitos intestinais, principalmente aqueles que estao na
luz do intestino, sao capazes de induzir eosinofilia, entre-
tanto é pronunciada quando héa invasao tecidual*. Neste as-
pecto torna-se interessante este trabalho, pois as doencas
protoparasitérias continuam sendo significantes causas de
morbidade e mortalidade no mundo, particularmente nos
paises subdesenvolvidos, tropicais e subtropicais®.

Dentre as protoparasitoses mais comuns, notadamente em
criancas, destaca-se a giardiase, provocada pela Giardia
lamblia, protozodrio flagelado de ciclo simples e direto,
que possui a forma trofozoitica e cistica ***. O habitat do
trofozoita € o intestino delgado, onde se multiplica e deter-
mina a forma clinica sintomética, enquanto a forma cistica

Recebido em 11/09/2006
) Aprovado em 10/04/2007
*Trabalho realizado no Laboratério da Area de Saude do Departamento de Biomedicina — Universidade Catélica de Goias - UCG.
"Doutorando em Biologia pelo Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Goias (UFG) e professor do Departamen-
to de Biomedicina da Universidade Catdlica de Goias (UCG; ?Professor e pesquisador do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Biologia Geral (UFG) e
Professor visitante, UCG; *Doutoranda em Biologia pelo Instituto de Ciéncias Biolégicas, Departamento de Biologia Geral, (UFG) e professora do Departamento de
Biomedicina UCG; ‘Doutorando em Ciéncias da Saude — Faculdade de Medicina - UFG. Professor do Departamento de Biomedicina-UCG; “Mestrando do programa
Ciéncias Ambientais e Saude Biomédico — UCG e coordenador do Laboratério de Analises Clinicas do Departamento de Biomedicina-UCG; “Mestrando do progra-
ma Ciéncias Ambientais e Saude Biomédico - UCG; "Professor e pesquisador associado ao Departamento de Biomedicina-UCG; ®Professora e pesquisadora do La-
boratério de Radiobiologia e mutagénese, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Biologia Geral, (UFG).
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é liberada nas fezes, sobrevive fora do hospedeiro, conta-
mina o ambiente e promove novas infec¢oes por via oro-fe-
cal”. A giardiase € uma das causas mais comuns de gas-
trenterites, diarréia e ma-absorgao .

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar a existéncia
de correlacao entre eosinofilia e protoparasitose por Giar-
dia lamblia, utilizando amostras de pacientes infectados.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados dois bancos de dados acumulados entre
agosto de 2002 a agosto de 2004, de pacientes na faixa etaria
entre zero a dez anos, oriundos da populagao de Goiania que
procuraram o servigo do Laboratério Escola do Departamen-
to de Biomedicina da Universidade Catoélica de Goids, para a
realizacdo de hemograma completo e parasitolégico de fezes.
Destes bancos de dados foram selecionados um total de
1598 registros de pacientes, que realizaram exame parasi-
tolégico de fezes, na faixa etaria descrita acima e parasita-
dos exclusivamente pela Giardia lamblia. Assim, estes da-
dos foram correlacionados com os valores hematolégicos
obtidos do leucograma (ntmero total de leucécitos e as
contagens relativas e absolutas de eosindéfilos).

As amostras de fezes foram coletadas sem conservantes
(fezes recentes) e analisadas empregando os métodos de
Hoffmann (1934) e Faust (1970). Para a realizacao do mé-
todo de Hoffman, utilizamos agua aquecida para viabilizar
também a identificacao de larvas de helmintos que porven-
tura estivessem presentes nas amostras. Ja as amostras
sangiiineas foram obtidas por puncao venosa, utilizando
solucao comercial de anticoagulante EDTA (Etilenodiami-
no tetracético) a 10 g/dl, e analisadas em aparelho automa-
tizado Pentra-60 (ABX®). Foi definido como critério para
a eosinofilia com tolerancia estatistica quando os eosindfi-
los sangtiineos excederam a 500/ mm?® ou 0,50 x 10%1, ultra-
passando em 25% os limites de referéncia para idade e se-
xo recomendados por varios autores” ' 2,

Para a analise estatistica, as freqtiéncias observadas foram
comparadas a freqiiéncia esperada sob a hipétese nula de
que nao ha diferenca entre o nimero de pacientes com e
sem eosinofilia (1:1) utilizando-se o teste de qui-quadrado
-x2- (Zar, 1999), para cada faixa etdria e para o total dos pa-
cientes e foi calculada também uma correlacao linear de
Pearson entre a freqiiéncia de pacientes com eosinéfilos e
o centro da faixa etéaria.

RESULTADOS

O numero de eosindfilos sanguineos variou entre 0 e 4671
células/mm?® , com média igual a 538 + 365 células/mm?®, e
mediana igual a 428 células/mm’. Do total de 1598 amos-
tras de criancas de um meés a dez anos de idade, parasita-
dos por Giardia lamblia, 949 apresentavam eosinofilia
(59,4%). Essa proporcao é significativamente diferente da
esperada se nao houvesse relacao entre giardiase e eosino-
filia (1:1) (x* = 28.16; P < 0,01).

As freqliéncias de pacientes com eosinofilia variaram entre
0.542 (para a faixa etdria 4) e 0.671 (para a faixa etdria 3).
Valores significativos de %> (P < 0,05) foram obtidos para as
classes 2 e 3 (Tabela 1). Entretanto, ndo foi encontrada cor-
relacdo significativa entre a freqiiéncia de pacientes com
eosinofilia e a faixa etaria (r = -0.441; P = 0.174), de modo
que nao ha correlacao entre o aumento ou diminuicao da
eosinofilia associada a giardiase com a idade.
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Tabela |
Freqiiéncia de protoparasitose por Giardia lamblia e eo-
sinofilia em criancas de um més a dez anos de idade.

IDADE TOTAL com SEM X
EXAMINADO EOSINOFILIA EOSINOFILIA %
1mésa< 1ano 62 36 26 58,1 0,806
1anoa <2 anos 158 105 53 66,5 8,556
2anosa <3 anos 207 139 68 67,2 12,176
3anosa <4 anos 188 102 86 54,4 0,680
4anosa <5 anos 186 110 76 59,1 3,107
5anosa <6 anos 162 97 65 59,9 3,160
6anosa <7 anos 176 98 78 55,7 1,136
7anosa <8 anos 161 94 67 58,4 2,263
8anosa <9 anos 148 83 65 56,1 1,094
9anosa 10 anos 150 85 65 56,7 1,333
TOTAL 1598 949 649 59,4 28,160
DISCUSSAO

As eosinofilias induzidas por helmintos sao bem estudadas,
mas poucos trabalhos tém demonstrado que a Giardia lam-
blia também é capaz de induzir eosinofilia no hospedei-
ro'"** A fisiopatologia das giardiases no homem merece
atencao e alguns pontos carecem de esclarecimentos, co-
mo por exemplo a relacao entre eosinofilia e Giardia lam-
blia. Com os dados apresentados, pode-se observar que a
maior parte das criancas parasitadas por Giardia lamblia,
de um modo geral, apresenta eosinofilia maior do que as
nao parasitadas*.

Neste trabalho nédo foram excluidas outras causas de eosi-
nofilia, assume-se, portanto, que a freqiiéncia esperada
seria igual a 50%, em virtude da acdo aleatéria, nos paci-
entes, desses outros fatores **>. No entanto, o presente es-
tudo sugere que hd uma associacao entre giardiase e eosi-
nofilia. Além disto, o protozoario Giardia lamblia pode ori-
ginar processos de hipersensibilidade no local do parasitis-
mo, promovendo a eosinofilia, bem como aumento de IgE.
Assim, este parasito pode causar alteracoes na fisiologia
intestinal levando o hospedeiro a desenvolver resposta
contra o agente agressor® %% 42,

A forma clinica de manifestacao da giardiase é muito di-
versificada, variando desde individuos assintomadticos a
sintomaticos, sendo que estes ultimos podem apresentar
quadro de diarréia aguda, autolimitada e persistente com
maé-absorcao e perda de peso . E certo que a Giardia lam-
blia causa um processo inflamatério no intestino e induz a
formacao de imunoglobulinas das classes IgA e IgE, que
propiciam a identificacao e ativacao das células efetoras
(no caso, os eosinéfilos), promovendo assim um processo li-
tico do parasito que é denominado citotoxicidade mediada
por células dependente de anticorpo ! * 1819 24,26,

Portanto, a eosinofilia € um parametro hematolégico muito
importante, devendo ser considerada na abordagem e na
avaliacao do paciente que a apresenta, pois pode sugerir a
existéncia de protoparasitose intestinal por Giardia lam-
blia. Além disso, pode ser um indicativo, com valor predi-
tivo para a incorporac¢ao no tratamento conjunto com as do-
encas causadas por protozodrios intestinais, entre outras
parasitoses, bem como nos processos alérgicos 41622 2426,
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