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SUMARIO

As reagdes falso-positivas em testes de ELISA (Enzima Linked

Immuno Sorbent Assay) podem acontecer.

O presente trabalho demonstra a existéncia de reagdes cruzada no
teste de Elisa anti-HIV em 33 pacientes de 0 - 15 anos com diagnoéstico de
calazar. Foram observados 5 casos positivos para o teste de ELISA anti-HIV
na primeira reacao ¢ em 4 (12,12%) houve a permanéncia da positividade na
segunda reacdo soroldgica. Estes pacientes positivos apresentaram Western
Blot anti-HIV negativos. Devido o estigma da infec¢ao pelo HIV, fica
imperativo, em zonas endémicas de Leishmaniose Visceral Americana, nos
pacientes que tenham apresentado ELISA, anti-HIV positivo, a realizacao de

outro teste comprobatorio do HIV (Western Blot).
UNITERMOS

Leishmaniose Visceral Americana; alteracdes hematologicas;

anticorpo; testes sorologicos; reagdes cruzadas.
SUMMARY

False-positive cross-reactions are observed with a certain
frequency, in the inmunoenzimatic test of ELISA. The present investigation
reveals one such occurrences, in serologiacal tests conducted on patients
positive for American Visceral leishmaniases (AVL). In a total of 33 ELISA

assays in the  sera of AVL patientes, 4 were observed to be positive for



anti-HIV (12,12% positivity). However, subsequente Western blot assays

did not confirm the positive results for observed with ELISA.

KEY WORDS

American Visceral Leismaniase; hematologic changes; antibody;

serological tests; crossing over.
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INTRODUCAO

A leishmaniose designa um distarbio causado pelos protozoarios
do género Leishmania. Estudamos particularmente a leishmaniose visceral
Americana (LVA), que tem como agente causal a Leishmania donovani
chagasi, transmitida ao homem pela picada das fémeas de Lutzomia

longipalpis inseto hematéfago considerado seu principal vetor no Brasil

(2,9,12).

Sendo o calazar uma doenca extremamente complexa a
possibilidade de ocorrer reagdes cruzadas nao nos surpreende. O motivo
pelo qual acontecem reacdes cruzadas nio estd esclarecido, sabemos no
entanto que a conformidade molecular, a localizagdo dos sitios de ligagao
(EPITOPOS) e a existéncias de determinantes antigé€nicos sdo fatores que

viabilizam a ocorréncia destas reagdes.

O diagnéstico do calazar em areas endémicas pode ser suspeitado
quando o paciente apresenta febre irregular ou recorrente, muitas vezes com
dois picos diario, leucopenia e esplenomegalia; e confirmado quando se
encontra a forma amastigota do parasita em esfregago de aspirado medular,
de bago e de figado de linfonodos. (13) A puncao esplénica revela alta
porcentagem de positividade, mas tem uso limitado pois depende da
normalidade dos fatores de coagulacdo e contagem de plaquetas do paciente
(15). Quando o niimero de parasitas ¢ relativamente baixo as multiplas
culturas, em meio N. N. N., de material do baco ou medula 6ssea mostram

bons resultados (10).



Os anticorpos sao detectaveis em todas as formas de leishmaniose.
O teste de aglutinagdo direta detecta o anticorpo IgM sendo mais sensivel na
fase aguda (7,2). Teste positivo (> 1:32) varia de 97%, na leishmaniose

visceral, para 81% L. cutdnea do Novo Mundo (8).

Outros testes sorologicos, como fixacdo do complemento, a
hemaglutinagdo, os ensaios enzima imuno absorventes ligados a enzima
(ELISA) e a imunofluorescéncia indireta sdo técnicas mais eficazes no

diagnoéstico do parasita (1,11,14,16).

A prevengdo da LVA pode ser feita construindo-se casas de tijolo
onde nao ha fendas que propiciam a proliferacdo dos mosquitos. O combate

s0 € possivel por meio de pulverizacdo com inseticidas (12).
OBJETIVO

Verificar a existéncia de reagdo cruzada no teste de ELISA anti-

HIV, em pacientes com leishmaniose visceral Americana.
MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 1995 a janeiro de 1996, selecionamos
para a nossa pesquisa pacientes com calazar internados no Hospital Infantil
Albert Sabin - Fortaleza Cearéd - de ambos os sexos com idade entre 0 a 15
anos. Coletamos sangue com rigorosa assepsia em tubos de ensaio sem
anticoagulante, centrifugamos separamos € congelamos o soro para ulterior
analise, que foi realizada em duas etapas: metade dos testes foram feitos em

outubro e o restante em janeiro, no setor de sorologia do HEMOCE.

Aplicamos um protocolo de investigagdo para avaliagdo da queixa

principal, do tempo de febre, dos sintomas hemorragicos, das queixas



respiratorias e cardiacas, do aumento do abdome, das infeccdes associadas

etc.

Sendo as alteracdes hematologicas (2,13) um fator decorrente e
agravante para os portadores de leishmaniose visceral, avaliamos dados dos
prontuarios tais como: hematocrito, hemoglobina, nimero de leucécitos e

plaquetas, dosagem de proteinas totais albumina e globulina.

O diagnoéstico da leishmaniose visceral foi obtido pela pesquisa
direta de protozodarios por puncao medular, imunofluorescéncia indireta para

calazar ou ambas (9).

Para verificar a nossa hipdtese realizamos testes de ELISA anti-
HIV em duplicata em todas as amostras, repetimos o referido teste nas
amostras com sorologia positiva e em seguida aplicamos o teste

confirmatorio Western blot.

FIGURA 2
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RESULTADOS

Os Resultados estdao apresentados em tabelas (tabelas 1,2,3,4,5,6 ¢ 7).

TABELA 1 — Distribuicdo dos pacientes com calazar por faixa etaria e
sexo.
Idade | 0 — 5a(%) | 5—10(%) | 10——15(%) | Total (%)
Sexo
9(27,27) 4(12,12) 2(6,006) 15(45,45)
F 13(39,39) 3(9,09) 2(6,06) 18(54,54)
22(66,66) 7(21,21) 4(12,12) 33(100)
TABELA 2 - Distribuigdo dos pacientes com calazar quanto a queixa
principal.
Queixa Principal Frequéncia %
Febre 23 69,6
Aumento do vol. 18 54,5
Abdominal
Palidez Cut. Mucosa 14 42.4
Fraqueza Geral 05 15,15
Perda de peso 02 6,06
Diarréia 01 3,03
Tosse 01 3,03
Adnamia 01 3,03
Edema de membros 01 3,03




inferiores

TABELA 3 -  Distribuigdo dos pacientes com calazar de acordo com a

infccdo associada.

Infeccao associada Frequéncia %
Pneumonia 12 36,36
Gripe 05 15,15
Diarréia 04 12,12
Infec¢do urinaria 03 9,09
Derrame pleural 01 3,03
Infeccao orofaringe 01 3,03
Linfangite 01 3,03
Miocardite 01 3,03
TABELA 4 —  Distribuigdo dos pacientes com calazar de acordo com a

apresentagdo das visceras.

Apresentaciao das Frequéncia %
visceras
Hepatoesplenomegalia 21 63,63
Hepatomegalia 06 18,18
Esplenomegalia 03 9,09
Sem Visceromegalias 03 9,09




TABELA 5 - Distribuicdo da Amplitude, Média e Desvio padrdo de valores hematoldgicos em pacientes com calazar.

PLAQUETAS | LEUCOCITO |HEMOGLOBI |HEMTOCRITQ GLOBULINA | ALBUMINA PROT.
x10° /mm’ S TOTAIS NA (g%) (%) (mg/dl) (mg/dl) TOTAIS
(mm” ) (mg/dl)
AMPLITUDE {10.000 —4350000| 1200 —20.400 | 2,0—-10,3 8,0 —36,0 2,0-173 1,96 — 4,52 54-9.8
MEDIA 141.606 4.215 6,63 23,18 4,59 3,13 7,73
D. PADAO 86.363 3.648 1,88 6,2 1,33 0,7 1,08
TABELA 6 — Distribuicdo dos pacientes com calazar de acordo com o tempo de doenga.
Tempo de  doenca Freqiiéncia %
(meses)
0--4 27 81,80
4---8 05 15,15
8 ---15 01 3,05
TOTAL 33 100,0




TABELA 7 - Resultados

Testes aplicados

No de pacientes

Positivo - %

Negativo - %

estudados
Teste de ELIZA 33 5-15,15% 28 - 84,84%
ANTI-HIV
Western os | - 33 -100%

BLOTTING para
HIV




DISCUSSAO

O relato verbal de casos envolvendo testes de ELISA anti-HIV
falso-positivo em portadores de leishmaniose visceral americana (LVA),
incentivou-nos, a pesquisar em pacientes portadores de L.V.A a Frequéncia
destes resultados. Investigamos também outros fatores-sinais e sintomas -

que pudessem levar a uma associagdo causa-efeito destas reagoes.

A avaliagdo hematoldgica fornece subsidios de grande valor para o
diagnéstico do calazar, encontrando-se costumeiramente leucopenia,
linfocitose, monocitose, anemia e plaquetopenia. A patogénese da doenga ¢
complexa, estando envolvidos o hiperesplenismo, as alteragdes medulares e

mecanismos imunologicos (2,13).

Em nosso estudo houve discreta predominancia do sexo feminino
na L. V. A, no entanto, a literatura refere que a doenga incide duas vezes
mais no sexo masculino do que no sexo feminino. Podemos atribuir esta

predominancia ao fato de termos estudado pacientes abaixo de 15 anos (15).

Um dado bastante comum, encontrado nestes pacientes, foi a
hipertrofia do bago e do figado 21 (63,63%), fato este causado pelo tropismo
visceral do parasito, hipertrofiando e hiperplasiando o sistema macrofagico

das visceras (6,13,15).

Encontramos na medula oOssea a presenca de macréfagos
parasitados que pouco a pouco substituem o tecido hemopoiético. Em
virtude das alteracdes que atingem os oOrgaos formadores e reguladores da

composi¢do sanguinea sobrevém anemia (15), em geral normocitica e



normocromica (9). A anemia no calazar ndo ¢ devida apenas a
superpopulagdo histocitoria dos 6rgaos hematopoiéticos. Constatou-se que a
vida média das hemacias esta diminuida provavelmente por mecanismos de

auto-imunidade e ativacao do complemento (9,15).

A diminuicdo das plaquetas foi observada em 18 pacientes
(54,54%), expondo estes pacientes a risco de hemorragias particularmente a

epistaxe (9).

A leucopenia (menos de 4.000 leuc/mm’) foi encontrado em 20
casos (60,60%), justificando a predisposi¢do dos individuos a infecgdes
secundarios. A reducdo acontece principalmente nos granulécitos. Os
linfocitos apresentam aumento percentual, mas ha ligeira queda no niimero

absoluto por milimetros ctiibicos (9,15).

A andlise das proteinas totais e fragdes apresentou globulina acima
de 2,0mg/dl em 32 casos (96,9%). A hipergamaglobulinemia ¢ do tipo
policlonal (demonstrada pela eletroforese) em sua maioria inespecificas nao
contribuindo para a protecao contra a doenga. O aumento da concentragdo
sérica de imunoglobulinas da classe IgM e IgG ¢ responsavel pelo resultado
positivo de varias provas soroldgicas, como a do formol gel e Bramachari

por exemplo (2, 4).

Nos testes para verificar a existéncia de reagdo cruzada (falso-
positivas) 5 pacientes (15,15%) deram resultados positivo para o teste de
ELISA anti-HIV todos os testes foram realizados em duplicata. Apos a
repeticdo dos testes de ELISA anti-HIV positivos, 4 casos (12,2%)
permaneceram positivos. Subsequentemente aplicamos o teste confirmatorio

de Western blot para HIV que deu resultado negativo (auséncia de



anticorpos contra o virus HIV), confirmando a nossa hipdtese de reagao

cruzada em testes de ELISA anti-HIV no soro de pacientes com calazar.

A realizacdo desta pesquisa ndo nos permite explicar, o porque da
ocorréncia dessas reagdes, no entanto a desordem causada pela doenga na
producdo de anticorpos inespecificos (2) pode ser considerado como um

fator predisponente a essas reagoes.

Conviver com o estigma da AIDS ¢ uma situacdo, por demais
vexatoria, se ndo caotica. Diante dos resultados desta pesquisa sugerimos
que numa regido endémica de calazar seja realizado um teste confirmatdrio
para HIV, como o Western blot anti-HIV evitando assim que pessoas
recebam tratamento inadequado , ou cheguem até mesmo ao Obito por
conclusdo diagnodstica equivocada e ndo instituicdo da terapé€utica

necessaria.



CONCLUSAO

Os resultados deste estudo nos leva a concluir que o teste de
ELISA anti-HIV apresenta resultados falso-positivo em pacientes com

Leishmaniose Visceral Americana em 12% (dos pacientes estudados).

Em area endémica de calazar os pacientes que apresentarem o teste
de ELISA anti-HIV positivo devem ser submetidos a um outro teste

comprobatorio para HIV (Western Blot para HIV).
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DE UM DESINFETANTE HOSPITALAR

1-INTRODUCAO

A infeccdo que ocorre nos pacientes apos a admissao hospitalar ¢ um problema do mundo todo.
O sucesso de procedimentos clinicos-cirurgicos modernos e sofisticados € progressivamente
ameacado por infec¢do devido microrganismos de carater epidémico e resistentes virtualmente a
todos os antibidticos.

No6s que trabalhamos com a saude estamos preocupados com a propria vulnerabilidade as
doencas transmitidas pelo sangue, como, Hepatite e AIDS.

Os hospitais necessitam de normas e procedimentos racionais, com base cientifica a fim de
minimizar o risco de aquisi¢ao dessas infecgoes.

Como responsaveis pela prevengdo e controle de infec¢do hospitalar, através deste trabalho
fomos avaliar a atividade antimicrobiana de um desinfetante hospitalar, a base de Fenol sintético.

Como j& ¢ sabido, desinfetantes sdo substidncias quimicas empregadas para destruir
microrganismos sobre a superficie, sendo demasiadamente toxicos quando aplicados diretamente nos
tecidos vivos, sendo muito usados em ambientes e utensilios hospitalares e domésticos.

O desinfetante em estudo ¢ o Fenol como substancia ativa, que atua através da desnaturagdo
das proteinas celulares e pela permeabilizagdo da membrana celular, podendo ser bactericida ou
bacteriostatico dependendo da concentragao.

O método empregado foi o microbiologico in vitro, classificado em teste com carreadores,
baseados nos procedimentos técnicos do Manual de Saneantes do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), usando cepas padronizadas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Salmonella choleraesuis ATCC 10708.

O teste foi padronizados quanto aos microrganismos testes, meios de cultura, solugdes e
equipamentos, para obten¢ao de dados reprodutiveis e precisos.

O processo de desinfeccdo constitui um importante procedimento para o controle e prevengao
de infeccao hospitalar.

2-OBJETIVO

Determinar a atividade antimicrobiana de desinfetante hospitalar através de avaliacdo da acdo
bactericida da dilui¢do recomendada pelo fabricante, como também, em outras diluigdes.



3-MATERIAL E METODO

3.1-Avaliacdo Antimicrobiana de desinfetante

3.2-Condicoes seguidas para o ensaio

-Microrganismos testes: Staphylococcus aureus ATCC 6538
Salmonella choleraesius ATCC 10708
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
-Amostra: Desinfetante hospitalar de uso geral que tem na sua composi¢ao o Fenol
-Meio de cultura: Agar nutritivo
Caldo nutritivo
Caldo Letheen
-Diluente: Agua destilada
-Temperatura de incubagdo: 35°. C + 2°.C
-Solugdes: Hidroxido de Sodio 0,1N
Asparagina 0,12 %
Fenolftaleina
-Periodo de incubacdo: 48 horas
-Concentracdo de solucdo de trabalho: 3 %, 5 %, 10 % ¢ 20 %
-Carreadores: Cilindros de ago inox com 8 mm + 1, didmetro externo, 6 mm + 1, didmetro interno e
10 mm + 1 de comprimento

3.3-Preparacoes dos cilindros carreadores

-Mergulhar os cilindros em solugdo de NaOH 0,1N durante uma noite.

-Lavar com 4gua da torneira até que a agua de lavagem fique neutra a Fenolftaleina
-Lavar com 4gua destilada

-Autoclavar os cilindros com solu¢do de Asparagina a 0,12 % por 20 minutos a 121 C
-Guardar a temperatura ambiente

3.4-Preparacao dos inoculos

-O repique inicial de cada microrganismo estudado é feito em Agar nutritivo inclinado e incubado
em estufa ( 35°. C -37°. C) por 24 horas.

-Fazer trés repiques seguidos de 24 horas em 10 ml de Caldo nutritivo em tubos de ensaio 25 x 150
mm e incubar em estufa 35°. C-37°. C.

-Fazer este procedimento para cada microrganismo estudado ( Estafilococos, Pseudomonas,
Salmonela.



3.5-Execucao do ensaio

-Transferir 10 cilindros estéreis com auxilio de alga de platina em tubo de ensaio 25 x 150 mm
contendo o ultimo repique

-Apos um periodo de contato de 15 minutos a temperatura ambiente, remover os cilindros e coloca-
los em posic¢ao vertical sobre o papel de filtro contido em uma placa de Petri estéril, cobrir e incubar a
37°. C por 40 minutos.

-Guardar a cultura para determinar sua resisténcia ao Fenol

-Diluir o desinfetante a ser testado e distribuir em 10 tubos de ensaio 25 x 150 mm na quantidade de
10 ml por tubo.

-Adicionar entdo os cilindros contaminados e secos, a intervalos de 1 minuto, cada um dos 10 tubos
contendo a dilui¢do do desinfetante, logo, 10 tubos sdo semeados em 9 minutos, deixando 1 minuto
de intervalo antes da transferéncia do 1°. cilindro carreador, para o 1°. tubo de subcultura ( 10 ml de
Caldo Letheen em tubo de ensaio ) e assim sucessivamente até o 10° tubo.

-Este intervalo € constante entre cada tubo, perfazendo um periodo de contato de 10 minutos.
-Transferir cada cilindro para um novo tubo de subcultura.

-O intervalo de 1 minuto entre uma transferéncia e outra, permite uma flambagem adequada da alga
de platina e a drenagem do excesso de desinfetante transportado pelo carreador.

-Agitar todos os tubos da cultura e incuba-los 48 horas a 37°. C

-Descrever os resultados como: (positivo) crescimento e (negativo) auséncia de crescimento.

-Este procedimento ¢ feito com cada um dos 3 microrganismos estudados.

-O desinfetante devera ser capaz de matar os microrganismos, sobre 59 dos 60 cilindros utilizados
para conferir um nivel de confianca de 95 %, como s6 foram usados 10 cilindros, nenhum deles
devera crescer.

4-RESULTADOS (TUBOS POSITIVO)

DILUICAO S. aureus Salmonela Pseudomonas |
3% 02 ndo testado nao testado
5% 00 09 10 |
10 % 00 03 03
20 % 00 00 00 |

5-DISCUSSAO DOS RESULTADOS



Das diluigdes testadas 3 %, 5 %, 10 % e 20 %, somente a ultima apresentou eficacia quanto a sua
acdo desinfetante.

6-CONCLUSAO

Apos os testes realizados observou-se que o Método Microbiolodgico in vitre usado para avaliar a
atividade antimicrobiana de desinfetante hospitalar, demonstrou que o Fenol sintético, ndo pode ser
usado com seguranga no combate as infecgdes hospitalares na dilui¢do recomendada pelo fabricante.



7-BIBLIOGRAFIA

SOARES, J B; CASIMIRO A R S; AGUIAR, L MB. A Microbiologia bésica.
Edi¢oes UFC, Fortaleza-CE 1987

PELCZAR, M; REID,R C. Microbiologia vol I, SP 1980, Ed Mc Graw - Hill do
Brasil

KOROLKOVAS, A; BURCKHALTER, J H. Quimica farmacéutica, ED
Guanabara ,RJ 1988

JAWETZ,E; MELNICK, EA. Manual de microbiologia médica, 6 Edi¢ao, Ed EL
Manual Modernos S.A, México 1975

OTTO, B; Bacteriologia e imunologia, 24 Edicao, Ed Melhoramentos, SP 1985
Manual de sancantes da Fundagao Osvaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude. RJ 1992



1.INTRODUCAO

ADMISSAO DE PACIENTES —-INFECCAO HOSPITALAR

MICROORGANISMOS—RESISTENCIA BACTERIANA

HOSPITAIS-»>PROCEDIMENTOS CONTRA AS INFECCOES

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE DESINFETANTE A
BASE DE FENOL SINTETICO

DESINFETANTES>MATAM MICROORGANISMOS SOBRE A SUPERFICIE,
SENDO TOXICOS QUANDO APLICADOS EM TECIDOS VIVOS, E USADOS EM
AMBIENTES E UTENSILIOS HOSPITALARES E DOMESTICOS.

MECANISMO DE ACAO— DESNATURACAO DAS PROTEINAS CELULARES
E PERMEABILICAO DA MEMBRANA CELULAR.

METODO— MICOBIOLOGICO “ IN VITRO” CLASSIFICADO EM TESTE COM
CARREADORES BASEADO INCQS, USANDO CEPAS PADRONIZADAS

2.0BJETIVO

DETERMINAR A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE DESINFETANTE
HOSPITALAR ATRAVES DA AVALIACAO DA ACAO BACTERICIDA DA DILUICAO
RECOMENDADA PELO FABRICANTE, COMO TAMBEM, OUTRAS DILUICOES.
3. MATERIAL E METODO

3.1 AVALIACAO ANTIMICROBIANA DE DESINFETANTE
3.2 CONDICOES SEGUIDAS PARA O ENSAIO
MICROORGANISMOS TESTES:
-Staphylococcus aureus- ATCC 6538

-Salmonella choleralsius -ATCC 10708
-Pseudomonas aeruginosa -ATCC 15442




AMOSTRA:
-Desinfetante hospitalar a base de fenol sintético

MEIOS DE CULTURA:
-Agar Nutritivo

-Caldo Nutritivo

-Caldo Letheen

DILUENTE:
-Agua Destilada

TEMPERATURA DE INCUBACAO:
-35°.C+£2°.C

SOLUCOES:

-Hidroxido de Sodio 0,1 N
-Asparagina 0,12%
-Fenolftaleina

PERIODO DE INCUBACAO:
- 48 horas

CONCENTRACAO DE SOLUCAO DE TRABALHO:
-3%, 5%, 10% e 20%

CARREADORES:
-Cilindros de ago inox com 8 mm de diametro externo, 6 mm de diametro interno ¢ 10 mm de
comprimento
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RESUMO
O teste de avaliacdo da ag¢do antimicrobiana de um desinfetante hospitalar a base de Fenol sintético
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SUMMARY
The valuation of the test of the antimicrobial action of the hospital disinfectant,which basis is the

synthetic Fenol in the hospital infection fight, using the standart microorganisms with the dilution
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RESUMO: A concentracio de ferritina sérica estd diretamente

relacionada as reservas de ferro do organismo. A proposta de nosso
trabalho foi comparar os resultados obtidos na determinacdo da ferritina
sérica por dois métodos imunologicos automatizados, uma vez que o0s
resultados obtidos podem implicar ou nao em condutas terap€uticas. Foram
analisadas 206 amostras de soro por nefelometria usando o kit N-Latex-
Ferritin da BEHRING e por enzimaimunoensaio em microparticulas
usando o kit IMx ABBOTT. O coeficiente de correlacdo entre os

dois métodos foi de r > = 0,94. No entanto, quando o método de



enzimaimunoensaio foi usado, a média dos resultados obtidos foram
significantemente mais altos que a média dos resultados do método de
nefelometria (p <0,001 ). A seguinte equagdo de regressdo foi obtida:
y =0,836x + 1,172 onde y ¢ o resultado da nefelometria e x ¢ o resultado
do método IMx ABBOTT. A despeito da alta correlacdo obtida, os
resultados confirmam a importancia de se especificar a metodologia
aplicada nos resultados reportados.

Palavras chaves: determinacao de ferritina, métodos automatizados,

métodos imunoldgicos.

SUMMARY. Serum ferritin concentration is directly related to iron

stores in organism. Our paper proposes a comparison between the results
obtained on ferritin determination perfomed by two methods, and the
implication of these results in the therapeutic procedures. Two hundred six
serum samples were analysed by nephelometry using the BEHRING N-
latex-ferritin kit and by ABBOTT IMx enzyme immunoassay on
microparticles. The coefficient correlation between the two methods was
r* = 0.94. However, when enzyme immunoassay method was used, the
mean results obtained was significantly higher than the mean results
obtained by the nephelometry method (p< 0.001). The following
regression equation was obtained: y = 0.836x + 1.172 where y is the
result of nephelometry and x is the result of IMx ABBOTT method.
Despite the high correlation obtained, the results confirm the importance of
specifying the applied metodology in the results reports.

Keys words: ferritin determination, automated methods, immunologic

methods.



INTRODUCAO

A ferritina consiste em uma concha com subunidades de
proteinas (apoferritina) ao redor de uma micela de hidroxifosfato férrico.
A sua fungdo ¢ de estoque de ferro no organismo, principalmente no bago,
figado e medula 6ssea, no qual o ferro ¢ depositado e do qual pode ser
mobilizado quando necessario (CRICHTON, 1971).

A concentragdo da ferritina sérica esta diretamente relacionada
as concentragdes de ferro em estoque no organismo (WALTERS et al.,
1973; KRAUSE & STOLC, 1979).

A determinagdo da ferritina ¢ 1til para o diagndstico e
monitoramento de estados de hipoferremia, tais como em condi¢des onde
ocorre a deficiéncia de ferro (HERSKO et al., 1979). A hipoferremia ¢ um
estado no qual os niveis de ferro no organismo estdo abaixo dos valores
normais, ocorrendo inicialmente a diminui¢do nos estoques de ferro, a
concentracdo de ferro sérico e hemoglobina estdo normais e a ferritina
sérica esta diminuida. Quando esta deficiéncia persiste, ha diminuicao dos
niveis do ferro sérico, da saturacao da transferrina, sem alteracdo da
concentracdo da hemoglobina. A anemia por deficiéncia de ferro ¢ um
estado avangado da deficiéncia de ferro, ¢ caracterizada pela auséncia ou
diminui¢do severa dos estoques de ferro, baixas concentracdo do ferro
sérico e saturacdo da transferrina e presenga de baixa concentragdo de
hemoglobina (FAIRBANKS & BEUTLER, 1995).

Concentragdes de ferritina sérica inferior a 10 pg/l sao
encontradas na anemia por deficiéncia de ferro (JACOBS et al., 1972;
FAIRBANKS & BEUTLER, 1995); concentracdes entre 10 e 20 g/l

podem ser indicativas desta deficiéncia, mas ndo da diagndstico



(FAIRBANKS & BEUTLER, 1995). Pode ainda ser utilizada no controle
da terapia com ferro até a reposicao dos estoques.

Nos estados onde ocorre sobrecarga de ferro, tais como na
talassemia e anemia siderobléstica, a determinac¢do da ferritina pode ser
utilizada como meio de medir a eficicia do tratamento com quelantes de
ferro (deferoxamina) (SCHETTINI et al, 1981).

Tem sido descrito na literatura um aumento na concentracdo da
ferritina sérica em estados de inflamagdo e neoplasias (MARCUS &
ZINBERG, 1975; DORNER et al., 1983; MAXIN & VELTRI, 1986;
FAIRBANKS & BEUTLER, 1995).

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 206 amostras de soro por dois laboratorios, um
deles utilizou a técnica de nefelometria para determinacdo da ferritina
sérica usando o kit BEHRING N-latex-ferritin, e outro utilizou o método
do enzimaimunoensaio com microparticulas (IMx ABBOTT). Nenhum dos
laboratorios recebeu qualquer informagdo prévia, constituindo um duplo-
cego.

No kit N-latex-ferritin (BEHRING, Alemanha): a ferritina sérica
liga-se a microparticulas sensibilizadas com anticorpos policlonais anti-
ferritina. Os microagregados formados desviam a luz que incide sobre o
tubo-reagdo. Essa dispersdo da luz ¢ medida pelo nefelometro.

Kit IMx (Abbott Laboratories, USA): o método ¢ totalmente
automatizado (IMx System Operation) e baseia-se na captura de ferritina
por microparticulas sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-

ferritina. Um segundo anticorpo policlonal anti-ferritina marcado com



fosfatase alcalina liga-se a ferritina sérica capturada. Esse imunocomplexo
formado ¢ transferido para uma matriz de fibra de vidro que se liga
irreversivelmente as microparticulas. Apds lavagens para remocao de
proteinas ndo complexadas, ¢ adicionado o substrato fluorigénico 4-metil-
umbeliferil-fosfato que, na presenga da fosfatase forma produto
fluorescente cuja emissao de luz ¢ lida pelo fluorimetro do equipamento. A
intensidade de leitura ¢ proporcional a concentracdo de ferritina capturada,
tornando o método quantitativo.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o Teste t de
Student para comparar os valores obtidos nos dois métodos. Foram

realizadas andlises de regressao e correlacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O coeficiente de correlagao obtido entre os dois métodos foi
’=0,94. No entanto, a média dos resultados obtidos no enzimaimunoensaio
com microparticulas foi significativamente maior do aquela encontrada no
método de nefelometria (p<0.001) (Tabela 1).

A equacdo de regressao foi y = 0,836.x + 1,172, onde y € o
resultado obtido pela nefelometria e x € o resultado obtido pelo método

IMx ABBOTT.



TABELA 1 - Distribuigao das médias e desvios-padrao dos

métodos imunoldgicos automatizados.

METODOS Média Desvio Padrio
(ng/L) +

Enzimaimunoensaio (A) 37,52 34,27

IMx ABBOTT

Nefelometria (B) 32,55 29,62
Behring N-latex-Ferritin

Diferenca (A-B) 4,96 9,36
t calculado = 7,602 t critico, 5%, o« = 1,960 p<0,0001

Os dois métodos sdo automatizados, o que diminue os erros

técnicos e faz com que os resultados sejam mais reprodutiveis.

O uso de anticorpos monoclonais e policlonais de diferentes
origens pode introduzir varidveis inerentes as estes anticorpos, devido a
diferentes espeficidades e afinidades para os epitopos da molécula da
ferritina. O teste da Behring utiliza anticorpos policlonais anti-ferritina e o
teste da  Abbott utiliza anticorpos monoclonais de captura ligado a
microparticulas, e conjugado com anticorpos policlonais ligados a enzima
para a revelagcao das moléculas capturadas.

Nos dois testes, a leitura final ¢ detectada por equipamento
automatizado e a leitura do sinal ¢ convertido para concentragdo, atraveés
de uma curva de calibracao.

A escolha dos calibradores pode ser outro fonte de variabilidade

entre os resultados obtidos por um o outro método.



A nefelometria que ¢ um método quantitativo de elevada
precisdo e reprodutibilidade, ¢ utilizada para determinacdo de vérias
proteinas séricas. O teste Abbott, embora classificado como
imunoenzimatico pelo fabricante, representa melhor a técnica
fluorimétrica, que tem ampla aplicagdo em testes quantitativos
(TURGEON, 1996).

De modo geral, os métodos que utilizam conjugados com
posterior emissdao de luz, tais como, ocorre na fluorometria, sdo mais
sensiveis do que aqueles que formam imunocomplexos. Isto pode explicar
os altos valores encontrados no teste ABBOTT. Por outro lado, o uso de
anticorpos monoclonais em ambos os testes aumentam a especificidade.

Os fabricantes (ABBOTT e BEHRING) sugerem que cada
laboratorio estabelega seus valores de referéncias para a populagdo que
atende.

A escolha de um ou outro método dependera de varios fatores,

tais como, o custo, simplicidade e disponibilidade de equipamentos.

CONCLUSAO

A despeito da elevada correlagdo obtida, os resultados
confirmam a importancia de se especificar a metodologia aplicada nos
laudos dos resultados, principalmente no acompanhamento do tratamento

do paciente.
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RESUMO

O controle de qualidade é um conjunto de normas e procedimentos que visa
minimizar os erros, tendo como fim garantir que o resultado dos exames reflita o
mais proximo possivel as condi¢des laboratoriais da amostra, dando ao clinico
subsidios para as intervengbes necessarias. A proposta deste trabalho foi
realizar um estudo de variagéo inter-observador a partir da analise da morfologia
de oito esfregagos sanguineos por dez examinadores diferentes. Nao foram
oferecidos os dados da hematimetria, da contagem dos leucdcitos totais e das
plaquetas, sendo solicitado aos dez examinadores que fizessem a analise da
série vermelha, série leucocitaria e das plaquetas. No contato com o
examinador, foi exposto o objetivo do trabalho, havendo concordancia em
participar, foi sorteado um numero de 1 a 10, sendo que somente o examinador
saberia 0 seu numero para posterior conferéncia de desempenho. Dois
examinadores apresentaram tendéncia a descrever mais bastonetes e células
brancas jovens do que os demais, 3 examinadores ndo observaram a presenca
de granulagdes téxicas nos leucdcitos em dois esfregagos sanguineos. Dos dez
examinadores, cinco n&o observaram a presenca de eritroblastos em um
esfregago sanguineo, sendo que dois ndo a observaram em dois esfregagos. A
avaliagdo da série vermelha mostrou que existe grande dificuldade em descrever
o tamanho do eritrocito (macrocitose e microcitose) e 6 observadores nao
observaram ponteados basofilos em dois esfregagos sanguineos. A dificuldade
maior residiu no reconhecimento da policromasia. Conclui-se que o modelo de
pequenos painéis ja oferece evidéncia de tendenciosidade de analise e que ha
necessidade de estagios supervisionados desde a graduacdo até como
reciclagem do pessoal que atua na pratica diagndstica, padronizagdo das
técnicas de execucgao e coloragdo dos esfregacos, e por fim propor situagbes
que motivem todos a participar do controle de qualidade.

Palavras chaves: variacao inter-observador, morfologia, hemograma.



SUMMARY

Quality control is a set of rules and procedures aiming at minimizing errors in order
to assure that examination results reflect, as accurately as possible, the
laboratorial conditions of the sample, thus giving the physician subsidies for the
necessary interventions. This paper proposed to perform a study on inter-observer
variation, through the morphological analysis of eight blood smears made by ten
different examiners. Data on hematimetry and on total leukocyte and platelets
counting were not provided to the examiners, who were all requested to analyse
the red series, the leukocitary series and the platelets. When the purpose of the
study was exposed to the examiners and all of them agreed on participating, a
number from 1 to 10 was randomly assigned to each of them (this number was
only known by the assigned examiner) for a further perfomance conference. Two
examiners tended to described more bastonets and young white cells than the
others. Three examiners did not observe the presence of toxic granulation in
leukocytes in two of the blood smears. Five out of ten did not note the presence of
erithroblasts in one of the blood smear and two of them failed in observing it in two
blood smears. The assessment of the red series showed a great difficulty in
describing the erythrocyte size (macrocytosis and microcytosis). Six observers did
not mention punctate basophilia in two of the smears. The great difficulty was to
note the polychromasia. The paper concludes that the small pannels model
already offers evidences of biased analysis and that supervised trainning is
needed not only for those in graduation courses but also, as recycling trainning,
for the personnel involved in diagnosis practice, and in standardization of
perfomance and dyeing techniques. Finally the authors emphasize the need for
creating situations that motivate all to participate on quality control.

Key words: inter-observer variation, morphology, hemogram.

INTRODUCAO

O controle de qualidade € um conjunto de normas e acdes que visa
minimizar os erros, tendo como fim comum garantir ao paciente que o resultado
do seu exame reflita 0 mais préximo possivel as condigdes laboratoriais em que
se encontra, dando ao clinico subsidios para o tratamento. A analise morfolégica
do hemograma depende do observador ao microscopio no que se refere ao
conhecimento tedrico e pratico das células do sangue em pacientes doentes e
nao doentes, da capacidade de discernir o patologico do fisioldgico, descrevendo

graus de alteragdes em discreta, moderada e acentuada e da persisténcia em



procurar analisar todo o esfregago e ndo apenas os campos correspondentes as
100 células da contagem diferencial dos leucdcitos.

Existem dois tipos de controle de qualidade: o interno e o externo. O controle
de qualidade interno é desenvolvido pelo laboratério através de normas e
protocolos ja estabelecidos, que visam evitar erros, dar condicdes de reciclagem
do pessoal técnico, padronizacdo e monitorizagdo das técnicas utilizadas,
utilizacdo de padrées comerciais de boa qualidade, manutengcdo dos
equipamentos, etc. O controle de qualidade externo é realizado normalmente por
Instituicdes (Sociedades, Associagbes, etc.) que através de protocolos bem
estabelecidos submetem amostras de sangue, soros, esfregagos sanguineos a
diversos laboratérios para que executem os exames e encaminhem os resultados
de volta a Instituicdo para analise de desempenho. A proposta deste estudo foi
realizar um estudo de variagao inter-observador a partir da analise da morfologia

de oito esfregagos sanguineos por dez examinadores diferentes.

MATERIAL E METODOS

CASUISTICA
Foram selecionados oito hemogramas dos trabalhos de pesquisa da Secgao

de Hematologia do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo.

METODOLOGIA

Foi solicitado a 10 examinadores, de nivel superior com minimo de dois anos
de experiéncia em analise morfolégica do hemograma, que fizessem a analise
dos mesmos oito esfregagcos sanguineos. Nao havendo troca de informacgdes
entre os examinadores.

As amostras de sangue destes oito casos foram processadas em contador
eletrénico de células modelo Coulter T890 e os esfregacos sanguineos foram

corados com Leishman.



No contato com o examinador foi exposto o objetivo do trabalho. Havendo a
concordancia em sua participacao, foi sorteado um numero de 1 a 10, sendo que
somente o examinador saberia 0 seu numero, para posterior conferéncia de
desempenho. Na ocasido, recebeu também um envelope contendo os esfregacos
sanguineos e na instrucdo para a analise dos esfregagos e foi solicitado que a

analise deveria ser individual e sem consulta a qualquer outra pessoa.

A instrugdo era a seguinte:

Prezado colega

Estamos enviando 8 esfregacos para a analise da série vermelha,
série branca e plaquetas. Quanto as alteragbes morfolégicas dos
eritrocitos e leucocitos, solicitamos que relate dando cruzes para
discreta (+), moderada (++) e acentuada (+++).

Ao final, coloque o resultado de cada esfregaco identificados de 1 a 8,
dentro do envelope e identifique por fora do envelope com o numero

sorteado.

Depois da analise dos esfregagos, o envelope com a resposta foi colocado
dentro de outro envelope maior aonde foram depositados todas as analises dos
dez profissionais. Foi tomado o cuidado de nao identificar o numero do
profissional nem o Servi¢o a qual pertencia.

Os resultados referentes as contagens de eritrécitos (He), dosagem de
hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM),
hemogolbina corpuscular média (HCM), concentragdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM), contagem de leucécitos e contagem de plaquetas nao

foram fornecidas aos examinadores.

CRITERIO DE ANALISE



A analise das respostas com a abertura do envelope s6 foi feita apos o

recebimento das dez analises.

Para se obter os valores de referéncia, os mesmos oitos esfregagos foram

submetidos a quatro profissionais com ampla experiéncia em hematologia. Foram

determinadas as médias e desvios-padrao e posteriormente calculado o intervalo

de confianga de 95% (média + 2 dp).

RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os valores hematimétricos dos casos de

1 a 8 obtidos através de contador eletrénico semi-automatico de células marca
Coulter, modelo T890.

Tabela 1 - Distribuigdo dos valores hematimétricos dos oitos esfregacos

sanguineos analisados.

esfregagos He Hb Ht VCM HCM CHCM Leucécitos Plaquetas
X g% % fL pg % x 10°mm’® x 10 mm’®
10%/mm’
1 2,70 9,0 26 98 33 34 4.1 187
2 3,28 12,0 36 109 36 33 11,1 424
3 2,64 10,6 31 116 40 35 16,0 337
4 3,55 11,0 32 91 31 34 4,4 265
5 4,41 13,9 42 95 32 33 7.4 270
6 3,92 14 31 80 29 36 19,0 433
7 3,74 11,0 34 90 29 33 13,4 967
8 4,91 15,6 44 90 32 35 8,4 238




Devido ao numero e tamanho excessivo das tabelas correspondentes
aos oito casos, s6 serao apresentados na integra os resultados dos casos 1 e 6,

correspondentes as tabelas 2 e 3, respectivamente.

Os valores da formula leucocitaria relativa discordantes dos valores de

referéncia sao apresentados com padréao hachuriado nas tabelas de 2 e 3.

Nas tabela 2 sdo apresentados os resultados das morfologias da série
vermelha, série branca e analise qualitativa do numero de plaquetas do caso 1.
Tres dos dez examinadores ndo observaram a presenca de eritroblastos no

esfregago sanguineo analisado.

Na tabela 3 sdo apresentados os resultados das morfologias do caso
6. Neste caso ha a presenca de leucocitose (19.000 leucdcitos/mm?® de sangue),
cinco dos dez observadores relataram frequéncias de 6 a 11% de eosindfilos,

quando os valores encontrados para os demais foram de 38,2 a 44,8%.

DISCUSSAO

Na andlise dos resultados da contagem diferencial dos esfregacos,
observamos que o examinador 7 teve os resultados de sua analise discordantes
em 4 esfregagcos. Os examinadores 6 e 9 discordaram em 3 esfregacos, e os
examinadores 8 e 10 discordaram em 2 esfregacos.

Os examinadores 7 e 9 apresentaram tendéncia a descrever mais
bastonetes e células brancas jovens do que os demais, o que pode ser observado
nos casos 1, 3 e 8.

Os examinadores 3, 6 e 8 ndo observaram a presenga de granulagbes

toxicas nos leucdcitos em dois esfregagos sanguineos.



Dentre as discordancias sobre a série branca, a que mais surprreendeu
foi o ndo relato de eosinofilia pelos examinadores 6, 7, 8, 9, 10 no caso 6, tabela
3, quando foi descrito valores relativos de 6 a 11 eosindfilos e neste caso havia
uma eosinofilia de 38,2 a 44,8%.

Atualmente a contagem diferencial dos leucdcitos pode ser feita em
contadores eletrénicos, que utilizam em geral, a citometria de fluxo e emissao de
feixes de laser para identificacdo dos leucdcitos segundo as caracteristicas fisico-
quimicas da célula.

A contagem diferencial efetuada em contadores eletrénicos apresenta a
vantagem de contar cerca de 10.000 células, diferenciando da contagem manual
que contam apenas 100 células. As estimativas de reprodutibilidade de uma
contagem com limite de confianga 95%, depende da frequéncia da célula na
férmula leucocitaria e do numero de células contadas no esfregago sanguineo.
Ou seja, em uma contagem onde foi observado 6 eosindfilos, numa segunda
contagem diferencial se forem contados 100 células o observador pode encontrar
de 2 a 13 eosindfilos, se contar 200 células o intervalo passa a ser de 3 a 11, se
contar 1000 células o intervalo € de 4 a 8, e nos contadores eletrénicos com
contagens de 10.000 células o intervalo € 5,5 a 6,5 (BAIN, 1997).

Segundo BAIN (1997) a férmula leucocitaria, assim como todos os
exames de laboratério, esta sujeita a variagédo técnica e estatistica. As contagens
diferenciais ao microscopio sédo satisfatorias quanto a identificacdo celular, mas
pouco reprodutiveis, ao passo que as contagens automatizadas sao muito
reprodutiveis, mas, algumas vezes, pouco exatas.

A inexatiddo dos resultados obtidos na contagem diferencial ocorre
devido a ma distribuicdo das células no esfregaco e também devido a erros de
identificacdo das células. Estes erros por sua vez, podem ser decorrentes da ma
qualidade do esfregago, da coloragdo empregada ou do treinamento deficiente do
profissional.

Os diferentes tipos de leucocitos ndo se distribuem uniformemente
sobre a lamina. A cauda do esfregago contém mais neutréfilos e menos linfocitos,

enquanto que os mondcitos sido distribuidos em todo o seu comprimento



(TALSTAD, 1981). Quando ha células grandes, tais como as células imaturas
(blastos, promieldcitos, e mielécitos), elas se acumulam mais nas bordas do
esfregaco do que na parte central , e mais distalmente em relagdo aos linfocitos,
basdfilos, neutréfilos e metamieldcitos (DAVIDSON, 1958).

Além da distribuicéo irregular dos leucdécitos no esfregago sanguineo, o
uso de laminas extensoras com bordas irregulares e a confecgdo de esfregagos
sanguineos muitos finos podem agravar esta ma distribuigdo (BAIN, 1997)

Para compensar a ma distribuicdo tem sido sugerido varios métodos
para o exame do esfregago que s&o os seguintes: (a) ao longo da distencgao, este
método compensa a ma distribuicdo entre o corpo e a cauda do esfregaco, mas
nao no centro e a borda; (b) em ameia, tende fazer o inverso do método ao longo
da distenséo, pois nesse caso a contagem de 100 células ndo cobrird uma parte
significativa do comprimento do esfregaco; (c) método de ameia modificado, tenta
suprir a ma distribuicdo ao longo e centro do esfregaco. No método de ameia
modificado, recomenda-se contar as células em dois campos paralelos a borda,
depois quatros campos em angulo reto as bordas (para o meio do esfregago, apds
dois campos paralelos a bordas, quatro campos em angulo reto indo para a borda,
e assim em seguinte (BAIN, 1997).

Em relagdo a série vermelha, os examinadores 3, 4, 5, 6 e 9 ndo
observaram a presenca de eritroblastos em um esfregaco sanguineo (caso7),
sendo que os examinadores 4 e 6 ndo a observaram em dois esfregacgos (caso 1
e 7). Ha a possibilidade de desconhecimento da morfologia dos precursores de
série vermelha na medula Ossea. Existiu também grande dificuldade no
reconhecimento da policromasia. Sabendo que a presencga de policromasia é
um sinal de aumento da eritropoese, € que nas anemias hemoliticas ha um
aumento da destruicdo dos eritrocitos. O nao relato desta alteragdo morfolégica
faz com que o clinico deixe de solicitar exames especificos para seu diagnostico.

Através da avaliacdo do tamanho dos eritrocitos, observamos que
existe grande dificuldade em descrever o tamanho, ou seja, se ha macrocitose ou
microcitose. Quando ocorreu a presencga de anisocitose com as duas alteragdes,

houve grande discordéncias entre os resultados. Os contadores eletrénicos



fornecem o RDW (“red cell distribution width”, amplitude de distribuicdo dos
eritrécitos) que é um indice de variagao do tamanho dos eritrocitos, os valores de
referéncia para o Coulter S Plus e Technicon H2 sao respectivamente, 9,9 a 15,5
e 11,6 a 13,9, para um numero de amosrtra de 200 (BAIN, 1997). Valores
superiores aos recomendados como referéncia evidenciam a presenga de
anisocitose, sendo que no caso da dupla populagdo a curva de distribuicao dos
eritrécitos € de grande valia por que demonstra dois picos correspondentes a

dupla populagao eritrocitaria presente, onde se poderia obter valores diferentes de
VCM para cada uma destas populacoes.

Além das alteragbes morfolégicas do glébulo vermelho relativas ao
tamanho, cor e forma, a visualizagdo de inclusdes citoplasmaticas (ponteados
baséfilos, corpusculos de Howell Jolly, etc.), depende do conhecimento prévio do
observador e da persisténcia ao examinar o esfregago. Seis observadores (3, 5,
6, 7, 8 e 10) ndo relataram ponteados basdfilos em dois esfregagos sanguineos
(Tabelas 2). A presenca de ponteados basdfilos, junto com a presenga de
microcitose e policromasia sdo alteragbes morfolégicas encontradas em casos de
B-talassemia (LEITE et al, 1993).

As analises das plaquetas mostraram maior concordancia, no entanto
no caso 7 onde ha um aumento do numero de plaquetas (967.000 plaquetas/
mm?® de sangue) o que foi relatado por 9 dos 10 examinadores.

A utilizagdo de varios esfregagos para a avaliagdo inter-observador
mostrou-se util, pois é possivel observar as tendéncias e as dificuldades de
diferenciacédo das células de cada examinador, o que nao seria observado com o
uso de apenas um esfregago sanguineo.

Os dados encontrados reforcam a necessidade das Universidades
formarem um profissional com conhecimentos basicos das células sanguineas do
sangue periférico e de medula éssea, e indicam necessidade de estagios

supervisionados como reciclagem do pessoal que atua na pratica diagnostica.

CONCLUSAO
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Conclui-se que o modelo de pequenos painéis ja oferece evidéncia de
tendenciosidade de analise de padrées morfolégicos em hemogramas. Sugere-se
que, a partir dos desvios de analise, sejam oferecidos de estagios
supervisionados de reciclagem do pessoal que atua na pratica diagnostica,
visando a padronizacao das técnicas de execucao e coloracdo, como parte de um

programa continuado de controle de qualidade.
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ESTUDO RETROSPECTIVO DA INCIDENCIA DE VULVOVAGINITES,
CERVICITES E NEOPLASIAS INTRA-EPITELIAIS CERVICAIS EM
MULHERES ATENDIDAS PELO SERVICO DE PREVENCAO AO CANCER
GINECOLOGICO E DE MAMA NO MUNICIiPIO DE ARACATI-CE

Incidence of vulvovaginitis, cervicitis and cervical intraepithelial neoplasia in
women evaluated in a center for prevention of gynecologic and mammary cancer in
the municipality of Aracati, Ceara: a retrospective study

F**Janaina Soares Rocha & Geanne Matos A. Cunha*

RESUMO- As vulvovaginites e cervicites sdo achados de alta freqiiéncia na clinica
ginecologica e obstétrica, embora ndo constituam na maioria das vezes patologias graves,
sd0 responsaveispor constantes queixas de desconforto na mulher. Neste trabalho
realizamos um estudo epidemioldgico das vulvovaginites, cervicites e neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) em 2096 mulheres que foram atendidas pelo Servigo de
Ginecologia do Hospital Municipal de Aracati no periodo de janeiro a dezembro de 1996.
O estudo foi feito a partir da consulta de laudos citopatologicos avaliados por equipe
especializada do Instituto de Prevengao de Cancer do Estado do Ceara(IPCC), através do
qual constatamos que a incidéncia de vulvovaginites e cervicites foi bastante
elevada(88,78%), enquanto que a de NIC foi na ordem de 0,72%. Esfregagos
atroficos(3,82%), citoliticos(3,39%) e purulentos(3,29%) caracterizaram os demais tipos
encontrados. Dos 2976 esgregacos cérvico-vaginais provenientes do municipio de Aracati
avaliados com relagdo a freqiiéncia dos microagentes observamos os seguintes casos:
1101(37%) flora mista, 630(21,17%) bacilos de Doederlein, 512(17,2%) Gardnerella
vaginalis, 364(12,23%) cocoides, 95(3,19%) Trichomonas vaginalis, 71(2,39%) fungos,
45(1,51%) Trichomonas associada a cocodides, 31(1,04%) Gardnerella associada a
Trichomonas , 09(0,3% HPV, 06(0,2%)Chlamydia trachomatis, 04(0,13%) Gardnerella
associada a fungos, 01(0,04%) Mobiluncus e 107(3,6%) corresponderam as vaginites
atroficas. Conclui-se que apesar da alta incidéncia de vulvovaginires na populagdo
estudada , o baixo indice de NIC deva-se ao trabalho preventivo que tem sido
desenvolvido nesta regido.

ABSTRACT- Vulvovaginitis and cervicitis are commonly seen clinical conditions in
gynecology and obstetric clinics. While they usually do not cause serious pathology, they
frequently produce significant discomfort. An epidemiological study of vulvovaginitis,
cervicitis and cervical intraepithelial neoplasia(CIN) was carried out among 2096 women
who attend the gynecology Service of the Municipal Hospital, Aracati, Ceara, between
January and December, 1996. A review of all cytopathology reports of the Institute for
Cancer Prevention of Ceara State(IPCC) demonstrated a high rate of vulvovaginitis and
cervicitis (88,78%) but a low rate of CIN(0,72%). Microscopic examination of vaginal
smears showed atrophy(3,82%), cytolysis(3,39%) and purulence(3,29%). The frequency
of microorganisms identified in 2096 smears was: mixed flora, 1101(37%), Doederlein
bacilli, 630(21,17%), Gardenerella vaginalis, 512(17,2%), cocci, 364(12,23%),
Trichomonas vaginalis, 95(3,19%), yeast, 71(2,39%), T.vaginalis and cocci, 4591,515),



Gardnerella and Trichomonas, 31(1,04%), HPV, 09(0,3%), Chlamydia trachomatis,
0690,2%), Gardnerella and yeast, 04(0,13%), Mobiluncus, 01(0,04%). In light of the high
incidence of vulvovaginitis in this population, the low index incidence of CIN may be
result of preventive measures that have been adopted in this area.

KEY WORDS- Intraepithelial cervical neoplasia, vulvovaginitis, cervicitis, incidence

* Departamento de Anélises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Ceara



INTRODUCAO

A denominagdo vulvovaginites engloba todas as manifestacdes inflamatorias e/ou
infecciosas do Trato Genital Inferior (TGI).

Os microagentes mais freqiientemente correlacionados com as vaginites
infecciosas, consideradas especificas sdo Candida sp, Trichomonas vaginalis e Neisseria
gonorrhoeae, portanto a descarga vaginal que ndo € causada por tais microrganismos tem
sido determinadas como vaginites inespecificas, atualmente designada de vaginoses
bacterianas.

A sintomatologia das patologias ginecoldgicas, infecciosa e inflamatdria,
assemelha-se razoavelmente, independendo de suas causas. A queixa mais comum ¢ a
alteragdo da secrecdao vaginal, que aumenta em quantidade e por vezes demonstra odor
forte e proeminente, portanto a presenga de odor e prurido constituem na maioria dos
casos os processos inflamatorios. Sintomas uretrais podem indicar processos infecciosos
que atingem tanto o trato genital como o urinario baixo, como nos casos de tricomoniase
e gonorréia.

A inspe¢do especular da mucosa vaginal ¢ macroscopicamente normal. Quando
presentes sinais inflamatdrios, estes compreendem rubor, calor e dor que nem sempre
estdo relacionados com fendmenos infecciosos, j4 que fatores externos (uso de duchas,
contraceptivos orais, dispositivos intra-uterinos, coito), podem também provoca-los.

Para analisarmos tais alteracdes podemos realizar o exame a fresco do conteudo
vaginal, através do método de Gram ou Papanicolaou, que sdo os mais comuns. Desta
modo, podemos identificar células vaginais, cervicais, leucdcitos, eritrocitos,
microrganismos distintos, espermatozoides, além de determinarmos o tipo etiologico
predominante e sua relacdo com as células vaginais.

Nos esfregagos vaginais, todas as células superficiais, intermedidrias e profundas
originadas de um epitélio higido sdo muito semelhantes entre si. As variagdoes de
afinidade tintorial, espessura e morfologia, citoplasmatica e nucleares, sdo minimas
quando comparadas entre elementos da mesma camada. Nos epitélios atipicos, entretanto,
estes fenomenos ndo se observam.

Segundo Focchi & cols (1987), ndo se conhece ainda com exatiddo os fatores que
desencadeam a neoplasia cervical, considera-se que o aparecimento da lesdo ocorra
devido a substituicdo do epitélio cilindrico por epitélio escamoso estratificado. Este
processo se inicia através de uma metaplasia incipiente ou imatura sob o estimulo do
baixo pH da vagina. A metaplasia, por sua vez, pode ser do tipo fisioldgica ou atipica, de
acordo com a presenga ou nao do agente mutagénico.

MATERIAL E METODO

O estudo consistiu de duas etapas: I- Consulta feita a 2096 laudos citopatoldgicos
avaliados pelo laboratorio de Citopatologia do IPCC, cuja colheita de material cérvico-
vaginal tinha sido realizada no ambulatorio de Ginecologia do Hospital Municipal de
Aracati no periodo de janeiro a dezembro de 1996. Por meio deste levantamento foram
analisados os diferentes tipos de esfregagos, classificando-os em esfregacos atroficos,



citoliticos, purulentos, inflamatdérios e atipicos. O grau de inflamagdo variou de
intensidade leve, moderada a acentuada. Os microrganismos causadores de
vulvovaginites e cervicites foram divididos de acordo com a classificacao adotada pela
literatura consultada (9). II- Levantamento estatistico de 2976 laudos citologicos
procedentes do hospital Municipal de Aracati e Centro de Saude, ambos participam do
sistema de prevencdo ao cancer ginecologico e de mama realizado por este municipio.
Através deste foi analisada a incidéncia total dos microagentes, isolados ou associados,
presentes nos esfregacos vaginais normais, ou seja nao atipicos.

No ambulatorio de Ginecologia do HMA as amostras cérvico-vaginais foram
obtidas a partir da colheita do material de fundo de saco posterior da vagina e raspado
cervical, nos casos de rasteio de cancer e colheita triplice obtendo-se a partir do material
de fundo de saco, raspagem cervical e endocervical, e ap6s a confeccao dos esfregagos as
laminas eram fixadas em etanol a 95% e posteriormente coradas pelo método de
Papanicolaou , de acordo com a técnica descrita no laboratério de Citopatologia do IPCC
(14).

RESULTADOS

De um total de 2976 exames citopatologicos avaliados no IPCC com relagdo a
freqliéncia dos microagentes nos esfregacos cérvico-vaginais temos: 1101(37%)
microbiota mista, 630(21,17%) bacilos de Doderlein, 512(17,2%) Gardnerella vaginalis,
364(12,23%) cocoides, 95(3,19%) Trichomonas vaginalis, 71(2,39%) fungos, 45(1,51%)
Trichomonas associada a cocdides, 31(1,04%) Gardnerella associada a Trichomonas,
09(0,3%) HPV, 06(0,2%) Chlamydia trachomatis, 04(0,13%) Gardnerella associada a
fungos, 01(0,04%) Mobilluncus e 107(3,6%) correspondente aos casos de vaginites
atroficas, consideradas neste estudo como diagnostico inconclusivo (Figura 1)

E importante salientar que dos 767 casos de vulvovaginites especificas,
512(66,75%) foram por Gardnerella vaginalis, 95(12,39%) foram por Trichomonas
vaginalis, 71(9,26%) foram por fungos, 45(5,87%) foram por Gardnerella associada
Trichomonas, 09(1,17%) foram por HPV e 04(0,52%) foram por Gardnerella associada a
fungos (Figura 2)

Dos 2203 casos de vulvovaginites inespecificas, 1101(49,98%) foi devido a
presenga de microbiota mista, 630(28,6%) devido aos bacilos de Ddderlein, 364(16,52%)
devido aos cocoides, 107(4,86%) corresponderam aos esfregacos atroficos e 01(0,04%)
devido a bactérias pertencentes ao género Mobilluncus (Figura 3)

Seis pacientes apresentaram quadro de cervicite causado por Chlamydia
trachomatis.

Dos 2096 esfregacos cérvico-vaginais corados por Papanicolaou, 1861(88,78%)
eram do tipo inflamatorio, 80(3,82%) eram atroficos, 71(3,39%) citoliticos e 69(3,29%)
purulentos e 15(0,72%) representaram os esfregagos atipicos fortemente sugestivos de
NIC (Figura 4)

Dos 1861 esfregagos vaginais tipo inflamatério, 879(47,23%) foram classificados
como acentuado, 585(31,45%) como moderado e 397(21,34%) como leve , segundo o
grau de intensidade do processo inflamatorio observado (Figura 5).



Dos 26(0,92%) dos esfregacos atipicos, 11(42,31%) corresponderam as displasias
provocadas por HPV, 08(30,37%) os casos de NIC I, 05(19,23%) os casos de NIC II e
02(7,69%) os casos de NIC III (Figura 6).

DISCUSSAO

A grande incidéncia das vulvovaginites na populacdo estudada confirma a
importancia desta patologia na pratica ginecoldgica ambulatorial.

Através deste estudo pudemos constatar que aproximadamente 2/3 das mulheres
submetidas ao exame ginecologico de prevencao apresentou um quadro de vulvovaginites
de carater inespecifico e ndo-infeccioso, predominando uma microbiota mista, do tipo
saprofita. O carater inespecifico refere-se ao fato de inexistir uma correlacdo entre o
quadro clinico e o numero de espécies bacterianas, isto ¢, verifica-se uma forma
bacteriana predominante sem contudo ter sido expressa como uma forma de infecgao(4)

Os lactobacilos aparecem em segundo lugar como causador das vulvovaginites
inespecificas, ja que foram responsaveis por algum tipo de leucorréia nas mulheres
analisadas, aparecendo por conta do aumento de residuo vaginal fisiolégico, capaz de
exacerbar a quantidade destes bacilos(8).

A incidéncia de vulvovaginites especificas, tipo infecciosa, apesar de ter atingido
um menor numero de mulheres, cerca de 1/3 aproximadamente, merece destaque por
conta da diversidade etiologica envolvida nos processo inflamatorios. A Gardnerella
vaginalis foi a grande responsavel por estas alteragdes. Vale ressaltar que apesar de
alguns autores considerarem este microrganismo como causadores de vaginoses ou
vaginites inespecificas(7) ndo adotamos este conceito, em decorréncia da sistematiza¢ao
das alteragdes celulares tipo inflamatorias observadas na mucosa da vagina e a
proeminente proliferacdo bacteriana nos esfregagos, bem como a associa¢do destes
achados com a clinica do paciente.

O tipo de esfregaco predominante no estudo foi o inflamatorio, ficando
responsavel por mais de 80% dos casos de modificacdes extracelulares no epitélio
vaginal, condizentes com o tipo de microrganismo observado nos esfregagos. Aqueles
considerados atréficos, em que ndo se pode detectar nenhum tipo de microrganismo ou
caracteristicas especificas do esfregago, pode ter sido ocasionado nos casos de pacientes
pés-menopausadas ou no poés-parto devido ao hipoestrogenismo que ocorre nestas
situagdes, nas mulheres que fazem o uso prolongado de anticoncepcionais orais, bem
como nos casos de atrofia epitelial senil e da infancia (16).

Os esfregacos purulentos ocuparam o terceiro lugar de importancia no estudo,
foram observados sobretudo nos casos em que 0s cocos estavam proeminentemente
distribuidos sobre o epitélio vaginal, provocando alteragdes celulares com destruicao
parcial ou total das células epiteliais escamadas e apresentando um niimero razoavel de
polimorfonucleares (16).

Os esfregacos atipicos , por sua vez, apresentaram baixo indice de freqliéncia com
relagdo aos demais tipos de esfregaco. Os processos displasicos causados por HPV foram



os responsaveis pela maioria das alteragdes citoplasmaticas e nucleares visualizadas nas
células epiteliais, fato este demonstrado em outro trabalhos como sendo um dos fatores
ligados ao aparecimento do carcinoma genital.(10)

CONCLUSAO

Consideramos alta a incidéncia de vulvovaginites e cervicites na populagao
estudada, temos a consciéncia que s6 através da divulgacdo em massa da importancia da
realizagdo periodica dos exames ginecologicos de prevengdo em nosso estado
conseguiremos minimizar estas elevadas taxas, de forma que possamos detectar
precocemente as alteragdes neoplasicas, intervindo em tempo habil, para que estas nao
evoluam para lesdes mais graves.
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Infecgdes Hospitalares em Grandes Queimados da Area Pediatrica
da Cidade do Hospital Geral da Cidade de Aracaju

Nosocomial infections in big burned of the pediatric area
of the general hospital of Aracaju city

Maria Regina Pires Carneiro' e Marcélia Garcez Déria

RESUMO - Uma avaliagcdo da magnitude das infecgdes hospitalares em grandes queimados da area
pediatrica do Hospital Jodo Alves Filho foi realizada de novembro de 1996 a abril de 1997. Neste periodo
foram analisados 74 casos de criangas com idades entre 0 e 12 anos, objetivando verificar a ocorréncia de
infecgdes hospitalares( IH ), determinar os agentes etioldgicos e respectivas sensibilidade e resisténcia a
antimicrobianos. Uma busca aos prontuarios forneceu informagdes sobre os antibiéticos empregados como
medidas profilaticas. Foi feita analise microbiolégica das superficies do ambiente. Dos 74 pacientes
admitidos, 4 (5,4%) apresentaram 14 episddios de infec¢gdes nosocomiais (18,97%) causadas por:
Pseudomonas aeruginosa (54,14%), Staphylococcus aureus (7,14%), Cedecea lapagei (7,14%), Klebsiella
pneumoniae (7,14%), Proteus mirabilis (14,28%) e Proteus vulgaris (7,14%). O patdgeno prevalente também
nas superficies, Pseudomonas sp., apresentou sensibilidade a Imipenem (75%), Cefepime, Norfloxacin e
Azetreonam (62,5% cada). Os dados indicaram o uso de profilaticos em 100% dos casos.

PALAVRAS-CHAVE: Infec¢des Hospitalares, queimados, microrganismos multiresistentes e Pseudomonas

aeruginosa

SUMMARY - An evaluation of the nosocomial infections in a pediatric area of the Joao Alves Filho Hospital
was accompleshed in November of 1996 until April of 1997. In this period, 74 cases of children were
analyzed with ages between 0 e 12 years, objectifying to verify the occurrence of nosocomial infections to
find out the etiological agents, and respectives sensibility and the antimicrobian resistence. A search to the
handbook supplied information about the antibiotics used as prophylatic measured. It was made
microbiological analysis of the surfaces of the ambient. Of the patients admitted, 4 (5,4%) had 14 episodes of
nosocomial infections (18,97%), caused by: Pseudomonas aeruginosa (54,74%), Staphylococcus aureus
(7,14%), Cedecea lapagei (7,14%), Klebsiella pneumoniae (7,14%), Proteus mirabilis (14,28%) e Proteus
vulgaris (7,14%). The prevalent pathogen, Pseudomonas sp., it present sensibility IPM (76%), ATM, NOR
and CPM (62% each) . The data indicated the profilatics use in 100% of the cases.

Key Words: Nosocomial infections, burneds, multiresistent microrganisms and Pseudomonas aeruginosa

INTRODUGAO

A partir da década de 70, as infecgdes
hospitalares passaram a representar causa
importante de morbi-mortalidade em diversos
paises devido ao aparecimento de grupos
populacionais mais susceptiveis a infecgdo, uso
exagerado de antibidticos, que deu origem a
microorganismos multiresistentes, e aos efeitos
adversos de procedimentos invasivos e
tratamentos com imunossupressores. Nas ultimas
décadas um melhor controle das infecgoes
bacterianas se deu pelo emprego da terapia
tépica, nutricao adeqzuada e abordagem ostensiva
da quelmadura

No passado, a maioria das infecgoes
hospitalares ou nosocomiais eram causadas por

estafilococos coagulase-positiva.  Apesar das
cepas destes microorganismos resistentes a
oxacilina serem significativamente importantes,
atualmente  predominam  bactérias  Gram-
negativas como Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa ,dificeis de controlar com antibiéticos
pois albergam fatores R, que s&o portadores de
genes que determinam resisténcia, a qual se
torna aumentada quando estes fatores se
recombinam originando novos plasmidios . As
cepas portadoras de fatores R formam parte da
flora normal de pacientes e da equipe hospitalar,
0S quais passam a constituir um reservatério e,
consequentemente, a cadeia de transmissdo de
organismos resistentes a antibidticos. Se as
defesas do hospedeiro forem eflcazes estas
novas cepas nao constituirdo problemas(
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De acordo com o agente causal, o grande
queimado pode ser vitima de queimaduras

térmicas, quimicas, elétricas ou radlogtlvas,
sendo mais comum a queimadura térmica®")




A lesdo térmica destréi a barreira natural
da pele que representa uma protecdo contra a
invasdo bacteriana. Esta barreira se constitui de
componentes mecanicos (queratina), quimicos
(secrecdes digestivas € muco), imunitarios (IgA
secretora e tecido linfatico associado as mucosas
ou13a;1 pele) e biologicos (flora residente normal

)(3,

Os tecidos desvitalizados que se originam
servem como meio de cultura para os
microrganismos. Em sua quase totalidade , as
queimaduras sio colonizadas ou infectadas por
microrganismos enddgenos; a colonizagdo se
transforma em infecgéo caso ocorra em namero
igual ou superior a 10° por grama de tecido,
estando acima da capacidade de controle das
defesas anti-infecciosas locais. A infecgao
cutdnea do paciente queimado ¢é definida pela
presenca de exsudato purulento na lesédo ou no
enxerto, acompanhada ou nido de septicemia. Se
a supuragao ocorrer 72 horas apds a admissao,
ela devera ser classificada como hosp|talar e, em
caso contrario, como comunitaria?.

Diversas alteragbes |munologicas surgem
no paciente apds a lesao térmica de grande area,
facilitando o desenvolvimento da sepse. As
queimaduras alteram as fungdes celulares que
regulam e interconectam o sistema imune
especifico e o sistema inflamatério nao
especifico. Assim, os eventos desencadeados
pela injuria térmica levam a disturbios metabdlicos
e celulares, com o aumento das prostaglandinas
dos macréfago e da atividade da célula T
supressora, a diminuicdo da ativagdo dos
neutréfilos e da produgédo do complemento sérico,
que resultam em efeitos adversos na resposta
Em)une, com grande propensdo a sepse e a morte

As manifestagdes clinicas decorrem de
fendmenos locais, como a liberagdo de exo e
endotoxinas bacterianas e o hipermetabolismo
em consequéncia da infecgdo. Os sinais mais
frequentes s&do febre mantida, leucocitose com
grande desvio para esquerda (aparecimento de
formas jovens na circulagdo), taquicardia,
taquipnéia, emagrecimento e eventualmente
incosUria(S)

A profilaxia das supuragdes de
queimaduras baseia-se em trés principios gerais:
a. recuperagao das defesas locais (debridamento,
excisdo cirurgica, enxertia e cobertura); b.
recuperacao das defesas sistémicas (corregao
das alteragbes respiratérias e circulatdrias,
suporte nutricional e imunizagdo); c. reducao da
contaminagdo microbiana (aplicagdo tépica de
antimicrobianos, antissepsia das maos, técnica
asséptica no atendimento ao paciente, diminuigéo
da contaminagdo oral, descontaminagdo de
artigos criticos e semi-criticos, controle da
contaminagdo de germicidas, limpeza e
desinfecgao do ambiente)'*"?.

A prevencgdo da infeccdo e o tratamento
local nos pacientes queimados sao principios
fundamentais para evitar que a queimadura
superficial se torne profunda. A infecgdo pode
acarretar destruicao do epitélio, retardando a cura
e tornando a queimadura mais profunda; uma vez
instalada, ndo haverd pega de enxertia, com
consequente prejwzos de hospitalizagdo e pelo
resultado estético””

A finalidade do tratamento local de um
paciente queimado é simples: manter o doente e
a ferida em condig¢des 6timas para o fechamento.
Os métodos usados devem eliminar ou pelo
menos reduzir a contaminagdo das areas
queimadas. Como regra, as bolhas devem ser
deixadas intactas. A remocgdo destas expde a
derme desprotegida, podendo causar necrose
celular secundaria. Se o tamanho da bolha
representa um problema no manuseio ou é uma
causa de dor, as bolhas podem ser perfuradas, o
plasma drenado e a derme-epiderme elevada
deve ser deixada como curativo b|olog|co(

O método utilizado na prevengao e
tratamento das infecgbes sdo: o asséptico,
mesmo sendo praticamente impossivel manter
um paciente em ambiente estéril por varias
semanas, controlando a infecgao dos fémites e da
equipe que atende ao paciente bem como o
pessoal de servigos gerais; a administracdo de
antibioticos, embora apresente problemas de
especificidade, desenvolvimento de cepas
resistentes e de tolerabilidade e, uso de
antissépticos, que podem destruir o epitélio, inibir
o crescimento celular e causar efeitos sistémicos,
se absorvidos

Um bom antisséptico deve ter os
seguintes requisitos : ser um bom antimicrobiano
tépico, ideal para banhos e antissepsia cutanea,
importante no tratamento e prevencgao de infecgao
no queimado; ter boa tolerancia local; ndo ser
alergénico; nao ser absorvido; nao ser inativado
em presenga de secregbes  sero -
sangumolentas( )

OBJETIVOS

Fornecer subsidios para o conhecimento
da epidemiologia das infecgdes nosocomiais , em
Aracaju.

Verificar a ocorréncia de episédios de
infecgdes hospitalares em grandes queimados na
area pediatrica do Hospital Geral da Cidade de
Aracaju , os respectivos agentes etiolégicos bem
determinar o perfil de sensibilidade a
antimicrobianos.

MATERIAIS E METODOS

No periodo de novembro de 1996 a abril
de 1997 foram estudados 74 casos de criangas




com idades entre 0 e 12 anos, internas no
Hospital Jodo Alves Filho, Aracaju - SE. Realizou-
se analise de prontuarios, onde constavam dados
pessoais do paciente (nome, idade e
procedéncia), avaliagdo da queimadura (grau,
local, agente causal, tempo decorrido desde o
acidente até a hora do atendimento),
procedimentos tomados pela equipe médica
(medicamentos prescritos, necessidade de ato
cirargico, exames laboratoriais realizados) e a
resposta do organismo ao tratamento®®.

Foram coletadas amostras de secregao
superficial com gaze estéril rolando-se, sobre a
superficie da lesdo, um swab umedecido em
solucao estéril de cloreto de sédio a 0,85% que,
em seguida, foi colocado em um tubo contendo
meio Brain Hearth Infusion (Oxoid), encaminhado
ao laboratério, onde foi semeado em Agar
Sangue (Zeissler) e Eosina Azul de Metileno
(Biobras); incubou-se a 35°C por 24 horas. As
colénias desenvolvidas foram isoladas em Agar
Nutriente (Biobras), submetidas aos testes de
identificagcao e de sensibilidade a antimicrobianos.
Para a identificagdo de bastonetes Gram-
negativos foram empregados os meios de Rugai
(mod. por Pessoa e Silva ) e o Bactry ( Difco ).
Foram realizadas hemoculturas para deteccao de
infecgdo invasiva sistémicas da queimaduras. O

mesmo procedimento foi utilizado nas amostras
de superficies.

A sensibilidade a antimicrobianos foi
realizada através da técnica de difusdo com
discos de acordo com o método de Kirby —
Bauer®; os discos (Cecon) empregados no teste
relacionavam-se com 0S  microrganismos
pesquisados.

RESULTADOS

A partir dos dados colhidos elaborou-se a
TABELA I, que nos permitiu avaliar a freqiiéncia
dos antibidticos prescritos ( GRAFICO 1) e
de queimados por idade ( GRAFICO 1l ).
Observou —se, ainda, os casos de IH ; agentes
etiolégicos e respectivas freqiiéncias ( GRAFICO
lll ). Os seis microrganismos prevalentes foram:
Pseudomonas aeruginosa, predominante também
nas superficies ambientais analisadas, Proteus
mirabilis,  Proteus vulgaris,  Staphylococcus
aureus, Cedecea lapagei e Klebsiela
pneumoniae.

Na TABELA Il os antimicrobianos que
apresentaram maior sensibilidade a P. aeruginosa
foram representados em valores absolutos e
relativos, podendo estes Ultimos serem
observados no GRAFICO IV.

TABELAI - PACIENTES OBSERVADOS DE NOV/96 A ABR/97

HAGIENE IDADE TOPOGRAFIA . U- ANTIBIOTICOS
TE interno
Q. 2°grau / Mao D, do 1° ao
4° dedo, inclusive espagos .
DBN 1a interdigitais, punho e 04 Cefalexina
antebraco.
VFS 2a Q. 2° grau / Tronco, MSD 05 Keflin
RG 10a Q. 2° grauﬁinfectada / 07 Keflex
Abdbémen
WSS 1a Q. 2° grau/ Tronco anterior 02 Bezentacil
JVSS 2a | @3grau/PeéDeE (regido | (g Cefalexina
plantar)
EGS 1a Q. 2° grau / Tronco anterior 06 Keflin
JSS 1a Q. 1°e 2°grau/ Abdémen e 05 Keflin
coxa E
PACIEN- | \pADE TOPOGRAFIA T. ANTIBIOTICOS
TE Interno




Q.1% 2°/ Tronco anterior,

JCVM 1a MSE e méo E 01 Ampicilina
DAA 5a Q. 2° grau infectada / Tronco 12 Keflin
e MID
Q. 2° grau / Tronco anterior . .
- ’ Keflin, Garamicina,
AS 1a punho E, e regido 06 Tienam
mentoniana
. A Keflin, Micostantin
0 - E) H
JDO* 1om | @ 3°grau/Toraxantero 84 Amicacina, Timetin,
superior e face Garamicina
ACBR 2a Q. 2° grau / MID e MIE 05 Keflex
[o] o A
MAS 6a | @ ZeFgalifaceemio | g, Keflex, Acefolexina
Q. 2° grau / Térax anterior e .
MBC 1a pescocgo, MSE e coxa E " Keflin
RBN 8a Q. 3°grau/ MIE 16 Ampicilina
TSF 1a Q. 2° grau /~Antebrago e 02 Keflex
mao
* Q.1°e 2°grau/ Torax e .
TFS 11m face: MSD 11 Keflin
o ~
JCS 2a Q.2°grau / ADntebrago, mao 05 Keflex
Q. 2°e 3°grau/ Tronco, . -
IS 12 a MSD, MSE e face 24 Keflin, Glutamicina
o
ECS 11a Q. 2°grau / Tronco 15 Ampicilina, Keflex
posterior, perineo e coxas
EGS 12a Q. 2% 3°/ MSE 05 Keflin
o o
DBS 2a Q.1° e 2° grau / Tronco e 09 Keflex
genitalia; antebrago D
o o]
WS 1M1m Q. 1°e 2°grau/ Tronco, 05 Keflex
pescoco e face
JFSS 10a Q./PéE 02 Benzetacil
Q. 2° e 3° grau / Tronco, .
DSO 10m MSD, MSE e coxas 11 Keflin
o
IM 10 m Q. 2° grau / Tronco 04 Ampicilina
posterior e perineo
LSR 1a Q./PéDeE 03 Keflin
Q. 1°e 2° grau/ Abdbmen
APS 10a inferior, genitalia, MIE, 12 Ampicilina
ombro E e MSE
Q. 1°e 3°grau/ Face,
CSS 6a abdémen e MID e MIE 02 Keflex
PACIEN- | \pADE TOPOGRAFIA T. ANTIBIOTICOS
TE Interno
JGC 1a Q. Face, térax, MSD 03 Ampicilina
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DVS 1a Q. 2°e 3°grau/Mao E 09 Keflex
MAS 7a Q.1°e2°grau/ Facee 02 Keflex
pescoco
GSA 2a Q. 2°grau/ Face e tronco 04 Keflex
RAM 2a Q. 2° grau/ Tronco e MSE 10 Keflin
AS 12 a Q. 2° grau/MSD 02 Keflin
[0} o A
JDS 1a Q. 1°e2 g_rau/ Toérax e 05 Keflin
mao E
GMJ 1a Q. 1°e 2° grau / Térax e MID 05 Keflin, Keflex
Q. 2° grau / Tronco anterior, ..
GSJ 6a face, pescoco, genitalia, MSD, 25 G(?;?arlnolglnnaa,l\lcclf/;onz?r?’
MSE, MID, MIE, mdos D e E ’
Q. 1°e 2° grau/ Face, .
TSJ 1a dorso do térax 04 Keflin, Keflex
Q. 2° grau / Face, tronco, .
TSS 7m coxa, MSD 10 Keflin
Q. 1°e 2°grau/ Torax .
SS 1a posterior e face 07 Keflin, Keflex
o)
LSP 3a Q. 2"grau/ Tronco, MSE, 11 Keflin, Keflex
Q. 2° grau / Tronco, MSD, .
WDM 2a MID e MIE 11 Keflin
DON 1a Q. / Tronco, face e MSD 08 Ampicilina
Q. 1°2°grau/ Face, tronco .
JCSJ 11m e MSD 06 Keflin, Keflex
WSS 1a Q. 2° grau / Tronco anterior 02 Benzetacil
o
EJS 1a Q 2% grau / Face pescogo 11 Keflin, Keflex
tronco e membros inferiores
o 20 . .
JRM 7a | @ 2°3grau/Viasaéreas | Sulfadiazina
superiores e cavidade oral
Q. 2° grau / Face direita,
DSSJ om MSD mao D e térax D 07 Keflex
Q. 1°2° grau / Coxa D, torax I
DFJ 3a D e vulva 06 Ampicilina
JCS 1a Q. 2°/ Tronco, MIE e MSE 08 Keflin, Keflex
Q. 1°2°grau / Brago E .
JPSS 1a térax e perna E 05 Ampicilina
Q. 2°grau/ Térax e -
PAFS 1a abdémen 03 Ampicilina
Q. 2° grau / Pescogo, tronco .
ABS 1a e face 11 Keflin, Keflex
HAGIENE IDADE TOPOGRAFIA U- ANTIBIOTICOS
TE Interno
JLSB 7a Q. 2° grau/Abdémen e méo E 02 Keflex




Q. 2° grau / Tornozelo, perna

GCB 6a 13 Ampicilina
ecoxaD
MMF 8a Q. 2°/Faceeméao D 05 Keflin, Keflex
0 Q0
JS 1a Q. 2°3°grau/ Qntebrago, 08 Keflex
braco e méo D
o
LVS 4a Q. 2 grau/poxa, perna e 11 Keflex
pé D
0 Q0 Y
MNS 3a Q. 2°3° grau/ Gliteus, 11 Ampicilina
perineo e tronco
Q. 1°2°grau/ Face, torax, .
MS 2a MID e brago E 07 Keflin
0 Q0
CAS 5m Q. 2°3°grau I/EFace e brago 02 Keflin
5 . .
RAS 13 Q. 2_~grau / Reg|aq genital, 07 Keflex
regiao perineal, pé D e E
0 Do
RSS 8m Q. 1°2°grau/ Face, MSD 17 Keflex
MID e tronco
Keflex, Keflin,
RVS* 6a Q. 3° grau/ Tronco e MSE 09 Amicacina, Timetin
Floxacina e Sulfadiazina
0 D0 A
PHS 1a Q. 1°2° grau / Torax 07 Keflin, Keflex

posterior e brago D

JWM 12 a Q. 1°2°grau/Perna D 10 Ampicilina
Q. 1°2°grau/ Face,

DSS 1a pescogo, tronco e MID 08 Keflin, Keflex
CFCS 1a Q. 1°e 2°/ Tronco e face 08 Keflin
MQS 8a Q. 2° 3°/ Tronco posterior 08 Keflex, sulfadiazina
DJ 8a Q. 2°grau/ Torax e MS 08 Ampicilina
o )
DSL 2a Q. 2°grau/ Torax, MS e 07 Ampicilina

MID

Q. 2° grau / Face, regiéo
LS 1a cervical, tronco anterior 03 Ampicilina
ombro e brago E

B2° 3%/ F Keflin,Tienam,
MSE,MS3D{MIaEC,(§/,IID 104 Keflex, Amicacina,
Ampicilina
* = pacientes que apresentaram episédios de IH; Q= queimadura; D= direita; E= esquerda;
MSD= membro superior direito; MSE=membro superior esquerdo; MID= membro inferior
direito; MIE= membro inferior esquerdo; MS= membros superiores.

VMXC* 4a




GRAFICO | - FREQUENCIA DOS ANTIBIOTICOS PRESCRITOS
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GRAFICO Il - FREQUENCIA RELATIVA DE QUEIMADOS POR
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GRAFICO Ill - FREQUENCIA RELATIVA DOS AGENTES
ETIOLOGICOS
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TABELA Il - SENSIBILIDADE DAS Pseudomonas FRENTE AOS PRINCIPAIS ANTIMICROBIANOS

ANTIMICROBIANOS

FREQUENCIAS ABSOLUTAE
RELATIVA DE
Pseudomonas aeruginosa

IMP 6 (75%)

CPM 5 (62,5 %)
NOR 5 (62,5 %)
ATM 5 (62,5 %)

IMP= imipenem; CPM= cefepime;

NOR= norfloxacim; ATM= azetreonam

GRAFICO IV - SENSIBILIDADE DE Pseudomonas FRENTE A
ANTIMICROBIANOS
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DISCUSSAO

Em relagcédo aos resultados, verificou-se
estarem dentro da normalidade, pois 5,4% das

criangas apresentaram infec¢des hospitalares. Nos
paises desenvolvidos, onde existem estatisticas
oficiais, cerca de 5% dos pacientes admitidos em
hospitais gerais contraem infecgdo durante a




internagdo . A maior parte das estimativas

existentes revelam que, entre 6,5% e 15% dos
pacientes internados contraem um ou mais
episodios de infecgao® " "%, Heck, N.S. et alii,
1988 observaram que mesmo com uso de
varios antibidticos associados e, ou doses
elevadas, ocorria a infecgdo hospitalar (44%).
No presente estudo, 4 das 74 criancas
apresentaram 14 episédios de infecgao
hospitalar (18,97%).

O indice de mortalidade por nos
detectado foi zero, o que podemos considerar
com um excelente resultado, ja que de acordo
com relatério da Organizagcdo Mundial de Saude
cerca de 4% dos pacientes que desenvolvem
infecgdo hospitalar ttm como causa de 6bito tal
infecgao .
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LEISHMANIOSE VISCERAL EM FEIRA DE SANTANA:
INQUERITO SOROLOGICO EM CAES E A RELACAO ENTRE A
DISTRIBUICAO DA POSITIVIDADE CANINA POR LOCALIDADE
E OS CASOS HUMANOS

Simone Souza De Oliveira*
Selma Santa Barbara Da Silva**
Joelande Esquivel Correia***
Joao Francisco Dos Santos****

RESUMO - Tendo em vista o surto epidémico de L. visceral em
Feira de Santana - Ba. em 1994, analisou-se a positividade canina
no periodo de 1995-1996 nas areas peri-urbanas e rurais do
Municipio. Tomou-se como base a distribuicdo de casos humanos
ocorridos e a relacao com a positividade canina por localidade,
bem como a comparacdo entre o diagndstico laboratorial e o
clinico realizado no momento da coleta, fez-se um levantamento
de dados do inquérito canino no Distrito Sanitario/ FNS e ficha de
notificacdo de doencas transmissiveis da SESAB/ 22 DIRES. O
levantamento soroldgico da populacdo canina num total de 15008
amostras, apresentou um percentual de positividade de 2,53% em
1995 e 0,63% em 1996, estando a maioria dos caes com
aparéncia sadia. ApOs pesquisa inicial observou-se uma nitida
correlacdo entre a ocorréncia de casos humanos e a prevaléncia
canina, o que faz concluir que € grande importancia o inquérito
sorologico para diagnosticar e medir a extensao do problema.
UNITERMOS: Leishmaniose visceral; surto epidémico; inquérito
canino.

* - Fundacéo Nacional de Saude/ Distrito Sanitario - Feira/Ba.

** . Universidade Estadual de Feira de Santana / GVU

***_ Universidade Estadual de Feira de Santana - Dpt° de Biologia
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SUMARY - Leishmaniose visceral in Feira de Santana-
Bahia:Sorologic inquest in dogs and the relation between the
positive in dogs and in human beings in each districts - Acording
the epidemic outbreak of L. visceral in Feira de Santana in 1994,
we analysed the positivity in dogs in the period 1995-1996 in the
out-skirts of the city and rural areas of the municip.Based on the
distribution of cases in human beings occured and the relation with
the positivity in dogs in each district, and also the comparison
between the laboratorial diagnosis and the clinical diagnosis made
it the moment of the gathering, we made a colection of data of the
inquest in dogs in the Distrito Sanitario/FNS and a notification
form of the transmittable diseases of SESAB/22 Dires. The
sorologic survey of the population of the dogs in a total of 15008
samples, presented a percentual of positivity of 2,53% in 1995 and
0,63% in 1996, and the dogs had a healthy appearance. After the
initial survey we observed a nitid relation between an occurrence in
human beings and the prevalence in dogs, what make us conclude
that the sorologic inquest is very important to diagnosis and
measure the extension of the problem.

UNITERMS; Leishmaniose visceral; epidemic outbreak; inquest in
dog.



INTRODUCAO

Do ponto de vista médico e social a Leishmaniose visceral,
uma zoonose primariamente rural, vem-se urbanizando de
maneira bastante elevada em varios estados brasileiros (anexol).
Esta mudanca ecolégica deve-se a participacdo do cdo como
reservatorio da Leishmania chagasi, assim, nos focos endemo-
epidémicos, a doenca pode-se manter num ciclo domeéstico (cdo—>
flebotomo—> homem), sem necessitar do reservatorio silvestre, a
raposa. Isto representa para 0 nosso pais um importante problema
de Saude Pdublica, pois ndo se pode deixar de considerar a
tendéncia ao aumento do numero de individuos expostos, a
medida em que a doenca atinge areas urbanas e peri-urbanas.

A doenca no céo parasitado pode ter aspecto inteiramente
normal, tendo uma evolucéo lenta de seis meses a dois anos. O
sintoma mais frequente € 0 emagrecimento, em seguida a
presenca de lesOes cutaneas (associada a queda de pélos,
descamacao ou ulceragdes), que em geral sao superficiais e
pequenas, localizadas com mais frequéncia ao nivel das
articulacgoes, focinho, orelhas e cauda. Em fase mais adiantada da
doenca este animal apresenta conjuntivite, ceratite, edema das
patas, unhas alongadas, diarréia e em fase final paresia das patas
posteriores, caquexia, tendo febre em todos os casos.

Nos inquéritos epidemiologicos é necessario examinar tanto
0S animais suspeitos quanto aqueles que aparentemente na&o
apresentam sintomas caracteristicos da Leishmaniose visceral.
Tendo em vista o surgimento de casos autdctones da doenca, em
1994, na zona periférica da cidade de Feira de Santana, iniciou-se
em 1995 inquérito canino na area de foco.

Este trabalho tem como finalidade analisar a prevaléncia
canina para Leishmaniose visceral no periodo de fevereiro de
1995 a dezembro de 1996, utilizando como base a distribuicao de
casos humanos nos bairros periféricos e zona rural do Municipio
de Feira de Santana, bem como a relacdo entre a positividade
canina e o aspecto clinico do cdo compativel com a doenca.



MATERIAL E METODOS

. Espaco Geogréfico

Feira de Santana , situada no estado da Bahia a 108 Km da
capital Salvador, possui uma area de 1.344 Km2, localizada entre
as coordenadas geograficas 12° 15’34” de latitude sul e 38° 57'53”
de longitude oeste gr. fuso horario a menos de trés horas, sua
altitude € de 242 m acima do nivel do mar, apresenta vegetacao
tipica de caatinga e clima seco. Sua principal atividade econémica
€ a agropecuaria e 0 comercio..

O Municipio de Feira de Santana € considerado o maior
entroncamento rodoviario de todo norte e nordeste do pais, onde
contribui para uma maior movimentacdo de nosso comércio,
aliado a isto, o0 intenso processo migratério na cidade,
principalmente da zona rural e/ou de municipios circunvizinhos,
inclusive de outros estados ocasionando o surgimento de favelas
e invasbes sem nenhuma infra-estrutura sanitaria, o que acaba
contribuindo para o aparecimento de doencas endemo-
epidémicas..

Apesar de ser considerado um dos maiores Municipios da
Bahia, Feira de Santana apresenta grandes problemas na infra-
estrutura dos servicos publicos, no sistema de esgotamento
sanitario e abastecimento de agua. Parte da populagdo vive num
quadro de pobreza em condicbes precarias de moradia e
alimentacdo. Muitos s&o subnutridos, principalmente, os cidaddes
moradores dos bairros periféricos.

. Método de Analise

No presente trabalho foram analisadas as informacoes
referentes a Leishmaniose Visceral em areas peri-urbanas e
rurais do Municipio de Feira de Santana, registradas no Boletim
CCL - 21- Campanha Contra Leishmaniose visceral — Ministério da
Saude/ Fundacdo Nacional da Saude (FNS) (Anexo 2).

No periodo de fevereiro de 1995 a dezembro de 1996 foram
coletadas 15.008(quinze mil e oito ) amostras caninas em papel
filtro por agentes de Saude Publica da Fundacdo Nacional de
Saude - Distrito Sanitario Feira de Santana - Bahia. O inquérito
sorologico foi realizado com 100% dos cées da area de foco
reconhecidamente com donos, obedecendo a normatizacdo do
programa de Controle da Leishmaniose Visceral, onde o inquérito
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canino é realizado tomando por base o caso humano positivo,



sendo delimitada uma &rea cujo raio é de 200 m na zona urbana e
1000 m na zona rural..

Na tentativa de detectar maior nimero de caes infectados
foram adotados alguns critérios clinicos como : alongamento das
unhas, emagrecimento, perda de pélos, feridas no focinho e
orelhas e a partir destes critérios os cées foram classificados em
dois grupos: cées suspeitos (critério clinico) e caes aparentemente
sadios.

Depois de coletadas, as amostras de sangue canino foram
encaminhadas ao Laboratério de Imunofluorescéncia do Distrito
Sanitario Feira de Santana da Fundacdo Nacional de Saude e da
Universidade Estadual de Feira de Santana, onde foram
submetidas a exames pela técnica de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta - RIFI - para Leishmaniose visceral
canina, cujo kit é produzida pelo Ministério de Saude/FIOCRUZ -
Bio Manguinhos (Laboratério de Reativos).

De posse do numero de casos humanos, foi feita uma
correlacdo com a prevaléncia canina (em porcentagem de
positivos) nos anos, registrados no periodo de 1994 a 1996 e
obtidos através da ficha de notificacdo de doencas transmissiveis
da Secretaria de Saude do Estado da Bahia/ 22 DIRES, e Distrito
Sanitario Feira de Santana da Fundacdo Nacional de Saude.

RESULTADOS

No inquérito canino realizado nas zonas peri-urbana e rural
do Municipio de Feira de Santana - Bahia, no periodo de fevereiro
de 1995 a dezembro de 1996 sobre a prevaléncia da
Leishmaniose Visceral canina, sua relacdo com a distribuicéo
espacial dos casos humanos e a caracterizacdo diagnodstica dos
cdes submetidos ao levantamento sorologico, obteve-se o0s
seguintes resultados:

e Das 15.008 amostras caninas 5.972 (cinco mil novecentos e
setenta e dois) foram examinadas em 1995, apresentaram um
percentual de positividade de 2,53%: as 9.036 (nove mil e trinta
e seis ) amostras examinadas no ano de 1996 apresentaram
0,63% de positividade para Leishmaniose Visceral. (Tabelal)

e Na avaliacdo das amostras examinadas em 1995, foi observado
que das 151 amostras positivas, 76,8% foram coletadas em
caes aparentemente sadios e apenas 23,2 % em caes



considerados suspeitos. Em 1996 das 57 amostras positivas
89,5% foram coletadas em cées aparentemente sadios e 10,5%
foram em caes com suspeita da doenca. (Tabela 2).

e A distribuicho de casos humanos e sua relacdo com a
positividade canina por localidade (bairros, fazendas, vilas,
sitios, etc.) no periodo de 1995 - 1996, mostra que das 21
localidades trabalhadas no primeiro ano , 5 ndo apresentaram
positividade sorologica canina. Em 1996 observou-se que das
49 localidades com registro de casos humanos apenas 22
apresentaram positividade canina. (Tabela 3 e Tabela 4).

TABELA 1 — PREVALENCIA DA LEISHMASNIOSE VISCERAL
CANINA NO MUNICIPIO DE EM FEIRA DE SANTANA - FEV/95 A
DEZ/96

ANO AMOSTRAS

COLETADAS POSITIVAS % POSITIVIDADE
1995 5.972 151 2,53
1996 9.036 57 0,63

FONTE: LABORATORIO DE IMUNOFLUORESCENCIA - DISTRITO SANITARIO FEIRA DE
SANTANA/FNS - UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

TABELA 2 - RELAQAO ENTRE A POSITIVIDADE CANINA E O
DIAGNOSTICO CLINICO PARA LEISHMANIOSE VISCERAL NO
MUNICIPIO DE FEIRA DE SANTANA - FEV/95 - DEZ/96.

SITUACAO 1995 1996

DO CAO N© % No %
APARENTEMENTE 116 76,8 51 89,5
SADIO

SUSPEITO 35 23,2 6 10,5
TOTAL 151 100 57 100

FONTE: LABORATORIO DE IMUNOFLUORESCENCIA DO DISTRI SANITARIO FEIRA DE
SANTANA/FNS UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANANA




TABELA 3 - DISTRIBUICAO DOS CASOS HUMANOS DE LEISHMNIOSE
VISCERAL E A POSITIVIDADE CANINA POR LOCALIDADE DOMUNICIPIO DE
FEIRA DE SANTANA - BA. 1995 - 1996.

1995 1996

LOCALIDADES N°DE  |% POSIT. N°DE |% POSIT.

CASOS CASOS
HUMANOS HUMANOS

GABRIELA BR 27 4,7 3 1,6
C.HOMERO FIGUEREDO 1 1,2 0 0,8
PAMPALONA BR 23 3,6 0 1,1
ASA BRANCA BR 10 1,4 3 0,3
SITIO NOVO BR 1 0,6 0 0
NOVA ESPERANCA BR 4 4,3 2 1,2
GEORGE AMERICO BR 1 0,2 1 0
CARAIBAS BR 6 4 2 0,4
PEDRA DO DESCANSO BR 1 0,4 0 3,2
SOBRADINHO BR 1 0,4 0 0,6
CAMPO DO GADO NOVO BR 4 0 3 0,9
JARDIM CRUZEIRO BR 3 1,2 2 0,8
CONJ.FEIRA IX BR 1 0,5 0 0
CAJUEIRO 4° FAZ 1 9 1 0
PEDRA FERRADA FAZ 3 1,9 0 0
AGUA GRANDE FAZ 1 0 6 0
GALHARDO 1° FAZ 1 4,3 # #
PASSAGEM DO TIGRE FAZ 0 0 2 0
CAPIM 2° FAZ 0 5,5 1 100
MALHADOR 4° FAZ 0 0 4 0
MALHADOR SITIO 0 0 4 11,1
ALECRIM 2° FAZ 0 0 1 0
SANTA ROSA 2° FAZ 1 4,3 0 10
SANTO ANTONIO 5° FAZ 0 4,3 1 0
LARANJEIRA 1° FAZ 0 0 1 0
TIGRE FAZ 0 0 2 0
NOVA IPUACU VILA 1 0 2 1,6
BURDAO 1° FAZ 1 0 0 0
CANDEIAS FAZ 1 0 0 0
CHAPADA 1° FAZ 0 0 1 0
EST. PEDRA FERRADA FAZ 0 0 1 0
CALDEIRAO 2° FAZ 0 2,4 1 1,3

Fonte: M.S/Distrito Sanitario Feira de Santana SFN
SESAB / 22 DIRES
# sem coleta




TABELA 4 — DISTRIBUICAO DE CASOS HUMANOS DE LEISHMANIOSE
VISCERAL E POSITIVIDADE CANINA NO MUNICIPIO DE FEIRA DE SANTANA —
BA — 1996.

191]95 19 196
LOCALIDADES N° DE % POSIT. N° DE % POSIT.
CASOS CASOS
HUMANOS HUMANOS
CALDEIRAO 1° FAZ # # 1 1.7
MANTIBA VILA # # 1 0
MARIA PRETA FAZ # # 1 0
LAGOA DA VARZEA FAZ # # 2 3,5
CASA NOVA FAZ # # 1 2,5
SANTA ROSA 1° FAZ # # 1 10
LAGOA DAS VARINHAS FAZ # # 1 0
BARBOSA FAZ # # 1 0
ESCUTA FAZ # # 1 0
COQUEIRO 2° FAZ # # 1 0
IPOEIRA FAZ # # 1 0
HUMILDES VILA # # 1 0
SERGIO CARNEIRO BR # # 3 1,5
CISBR # # 1 0
MANGABEIRA BR # # 1 0
QUEIMADINHA BR # # 1 0
GALILEIA BR # # 1 0
Fonte: M.S/Distrito Sanitario Feira de Santana SFN
SESAB / 22 DIRES
# sem coleta
DISCUSSAO

Para a ocorréncia de epidemias de doencas parasitarias é
necessario a concomitancia de trés fatores: presenca do agente
etiologico, o reservatorio (fonte de infecgéo) e transmissor.

Os primeiros casos de Leishmaniose Visceral notificados no
municipio de Feira de Santana dataram de agosto de 1994,
procedentes da zona peri-urbana da cidade, onde o ambiente
natural (desmatamento, surgimento de favelas , invasoes,
presenca do mosquito transmissor, caes positivos), aliado a falta
de infra estrutura sanitaria , e o0 intenso processo migratério .
propiciaram o desencadear do surto epidémico.

Partindo-se do inquérito canino inicial realizado em 1995
observou-se uma nitida correlagcdo entre as localidades com
casos humanos de Leishmaniose visceral e prevaléncia canina,




pois das 21 localidades com notificagcdo de casos humanos 75,2%
apresentaram também cées com sorologia positiva.

Apdés a implantacdo do Programa de Controle da
Leishmaniose em 1995, ocorreram transformacdes que
ocasionaram mudanca no perfil epidemioldgico refletida no ano
de 1996 onde a prevaléncia canina diminuiu consideravelmente
em funcdo das medidas profilaticas adotadas como a eliminacéo
de cées positivos, diminuicdo da densidade do vetor através da
borrifacdo residual com inseticida Piretréide.

Como o ciclo biolégico da Leishmaniose visceral pode ser de
2 semanas a 2 anos, atribuiu-se que o0s casos humanos
diagnosticados em 1996 tenha sido adquiridos em anos
anteriores.

Ademais, o estudo mostra ainda que o indice de
positividade, usando como critério diagnostico caes classificados
como aparentemente sadios apresentou-se mais elevado do que
naqueles considerados suspeitos, 0 que reforgca a importancia do
exame laboratorial dos cdes da area de foco, pois , muitas vezes
estes podem se mostrarem assintomaticos , além de que o
inquérito epidemiologico baseado na sorologia da populacéo
canina sob o risco de transmissao da Leishmaniose visceral, se
faz necessario para diagnosticar e avaliar a extensdo do
problema.
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TESTE DE HEMAGLUTINACAO PARA O DIAGNOSTICO DA NEUROCISTICERCOSE
HUMANA: DESENVOLVIMENTO DE REAGENTE ESTAVEL UTILIZANDO ANTIGENO
HETEROLOGO.
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RESUMO

Foi padronizado o teste de hemaglutinagdo (HA) empregando hemacias de ganso
formolizadas, taninizadas e sensibilizadas com extrato antigénico de liquido vesicular de C.
longicollis (HA-CI) e extrato salino total de C. cellulosae (HA-Cc). Foram ensaiados 61 LCR de
dois grupos: 41 de pacientes com neurocisticercose e 20 de grupo controle, respectivamente,
reativos e nao-reativos no teste ELISA empregando C. cellulosae. Nos LCR do grupo controle néo
foi observada reatividade e 34 (82,9%) e 35 (85,4%) LCR de doentes foram reativos,
respectivamente, nos testes HA-Cl e HA-Cc. O estudo da estabilidade dos reagentes pronto para
uso mostrou vantagens para o armazenamento a 4°C, em glicerol a 50%, por até 6 meses. Os
resultados obtidos indicam que o reagente utiizando Cysticercus longicollis e estabilizado com
glicerol pode ser empregado como alternativa no diagnéstico imunolégico da neutocisticercose.
Palavras-Chave:Neurocisticercose, Teste de Hemaglutinagao, Liquido Cefalorraquiano.

SUMMARY

“‘Hemmagglutination test for the diagnosis of human neurocysticercosis: development of a stable
reagent using heterologous antigens.” A hemagglutination (HA) test was standardized using
formalin- and tannin-treated gander red blood cells sensitized with a total salt extract of C.
cellulosae (HA-Cc) and an antigenic extract of Cysticercus longicollis (HA-CIl) vesicular fluid. A
total of 61 cerebrospinal fluid (CSF) samples were assayed, 41 from patients with
neurocysticercosis and 20 from a control group, which were, respectively, reactive and non-
reactive to ELISA using C. cellulosae. The CSF samples from the control group did not react and
35 (85.4%) and 34 (82.9%) CSF samples from patients were reactive to the HA-Cc and HA-CI
tests, respectively. The reagents ready for use were stable up to 6 months when stored at 4°C in
50% glycerol. The present results suggest that the reagent using Cysticercus longicollis stabilized
with glycerol can be used as an alternative in the immunological diagnosis of neurocysticercosis.
KEYWORDS: Hemagglutination test; Neurocysticercosis; Cerebrospinal fluid.



INTRODUGAO

A neurocisticercose (NC), infeccdo com a forma larvaria da Taenia solium, Cysticercus
cellulosae, € a mais frequente infeccdo parasitaria do sistema nervoso central, ocorrendo em
paises de condi¢cdes sanitarias deficientes ou que recebam imigrantes de regides endémicas
(MAHAJAN,1982).

A sintomatologia clinica ndo é especifica e o diagnéstico é auxiliado por exames de
neuroimagem e do liquido cefalorraquiano (LCR). Os métodos imunoldgicos de detecgao de
anticorpos em LCR tém sido amplamente aplicados, ja que em fungao da localizagéo do parasita,
ha restricbes para o diagnostico direto (SPINA-FRANCA et al., 1993). A hemaglutinagao indireta
(HA), apesar da dificuldade de obtencdo de lotes homogéneos e estaveis de hemacias
sensibilizadas, permanece como importante metodologia pela facilidade de execugéo, baixo custo
e relativa eficiéncia.

Na padronizagao de reagentes para diagnéstico da NC tem sido limitante a obtengao de
parasitas a partir de suinos infectados. As reagdes cruzadas observadas entre os antigenos de
cisticercos de Taenia solium e Taenia crassiceps, cepa ORF (FREEMAN, 1962) indicam que os
parasitas partilham epitopos importantes para o uso como fonte de antigeno no diagnéstico
imunolégico da NC (KuNz et al.,1989; LARRALDE et al.,1990; VAZ et al., 1991; ANDRADE et al.,
1996; VAZ et al.,1996).

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento do teste HA para pesquisa de anticorpos
em LCR na NC humana empregando cisticercos de Taenia crassiceps, cepa ORF, hemacias de
aves e estabilizantes para o reagente final.

MATERIAL E METODOS
Cisticercos

Cisticercos de Taenia crassiceps, Cysticercus longicollis, cepa ORF, foram mantidos por
inoculagao intraperitonial em camundongos fémeas BALB/c. Os animais foram sacrificados 90
dias apods o inéculo e os parasitas removidos com auxilio de PBS (30,0075 M Na,HPO,, 0,0025 M
NaH,PO,, e 0,14 M NaCl, pH 7.2) contendo um pool de (2.5 x 10~ mM) inibidores de proteases
(PBS-1) e armazenados a -20 °C apds exaustivas lavagens em solugdo salina (0.15M NaCl). Os
inibidores (Sigma Chem. Co., St. Louis, USA) usados foram PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride),
aprotinina, leupeptina, antipaina e TLCK (N-p-tosyl-lysine-chlormethylketone).

Cisticercos de Taenia solium, Cysticercus cellulosae, foram obtidos de musculos de suino
naturalmente infectado, exaustivamente lavados em solugdo salina e aqueles em processo de
degeneracgéo ou calcificados foram desprezados. Os parasitas foram armazenados a -20°C em
PBS-I.

Antigenos

Extrato salino total de Cysticercus cellulosae (Cc): cerca de 200 parasitas foram
homogeneizados com 2 ml de agua destilada e a mistura foi tratada com ultrassom (3 ciclos de 2
minutos cada,1mA, 20khz). Apos adigdo de 2 ml de NaCl 0,3M e repeticdao da sonicagéo, o
extrato foi centrifugado a 15.000g por 30 minutos a 4°C e repetida a centrifugagdo com o
sobrenadante obtido. Ao segundo sobrenadante foi adicionado pool de inibidores de proteases
(0,25M).

Liquido vesicular de cisticercos de Taenia crassiceps (Cl): cerca de 800 parasitas integros
foram rompidos com auxilio de bast&o de vidro e centrifugados a 15.000g por 60 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi submetido a tratamento com ultrassom, foi repetida a centrifugacdo e
adicionado pool de inibidores (0.25M) ao sobrenadante obtido.

Os antigenos foram aliquotados e armazenados a -20°C, sendo caracterizados quanto a
concentragao de proteinas (LOWRY et al., 1951) e composigéo de peptideos por SDS-PAGE, sob
condig¢des redutoras, sistema descontinuo, gel a 12% (LAEMMLI,1970; STUDIER,1973).

Teste de Hemaglutinagéo (HA)



A uma suspensao a 10% (v/v) em solugao salina de hemacias de ganso adulto macho foi
adicionado igual volume de p-formaldeido a 10% em PBS e a mistura mantida a 37°C por 18
horas, sob agitacdo ocasional. As células foram centrifugadas, lavadas quatro vezes em solugéo
salina (2000 rpm por 3 minutos), ressuspensas a 20% em PBS contendo 4% (p/v) de p-
formaldeido e armazenadas a 4°C por até 2 meses.

As hemacias foram sensibilizadas de acordo com a metodologia descrita por HOSHINO-
SHIMIzU et al., 1978, e algumas modificagbes. Aliquotas de 2ml de hemacias a 1,5% em solugéo
salina foram lavadas trés vezes e ressuspensas no volume original. Igual volume de acido tanico
a 1:10.000 (p/v) em salina foi adicionado, a mistura foi incubada por 15 minutos a 56°C e
repetidas as lavagens. Sobre a papa de hemacias foram adicionados 2 ml do antigeno diluido em
PBS 6,4 (0.05 M KH,PO,, 0.025 M NaH,PQO,, and 0.075 M NaCl, pH 6,4) e a mistura incubada por
50 minutos a 37°C. Em seguida, foram adiciondos 2ml de glutaraldeido 0,1% em salina,
continuando a incubagéao por mais 30 minutos. As hemacias foram lavadas e ressuspensas em
solucéo estabilizante Eo (HOSHINO-Shimizu et al., 1978): glicina (1,3%), tioglicolato de sddio
(0,03%), mertiolate (0,03%), leite desnatado (0,9%) e glutamato de sédio (0,7%) em PBS 6,4.
Igualmente, foram preparadas hemacias-controle sem adigdo de antigeno no processo de
sensibilizagdo. Por titulagdo em bloco foram ensaiadas suspensbes de hemacias de 1% a 3% e
concentracdes de antigeno de 15ug/ml a 75ug/ml.

O teste foi realizado em placas de microtitulagédo de poliestireno, fundo “V” (Inlab, Brasil),
homogeneizando-se 50ul das amostras de LCR e suas dilui¢des seriadas em PBS 6,4, a partir de
1:2, e 50ul de hemacias sensibilizadas. Apos 45 minutos a temperatura ambiente foi realizada a
leitura.

Foram ensaiadas trés condi¢cbes de preservacdo do reagente pronto para uso: Eo, E1
(glicerol a 50% em Eo) e E2 (Etilenoglicol a 40% em Eo). Silicone (0,08%) foi introduzido nas
solugdes para minimizar o efeito espumante. Glicerol e etilenoglicol foram escolhidos a partir de
descrigbes de seu emprego na preservagao de soros humanos (FRAJOLA & Mauruka, 1976;
CAMARGO & GUIMARAES, 1980) e na estabilizagdo de hemacias sensibilizadas (Sasaki et al.,
1996). Aliquotas de reagente estabilizado foram conservadas a 4°C e a 37°C e ensaiadas a cada
15 dias utilizando-se LCR padréao positivo e negativo.

Amostras de Liquido Cefalorraquiano (LCR)

Foram ensaiadas 61 amostras de LCR divididas em dois grupos:

Grupo A - 41 de pacientes com NC (sindromes clinicas e exames de imagens sugestivos
de NC e LCR reativo no teste ELISA para anticorpos anti-Cysticercus cellulosae).

Grupo B - 20 amostras de pacientes sem cisticercose (9 aparentemente normais, 4 com
epilepsias, 2 com neurossifilis e 5 com meningite bacteriana), todos negativos no teste ELISA .

RESULTADOS

As concentragbes de proteina obtidas para os antigenos Cc e Cl foram, respectivamente,
de 3,45 mg/ml e 3,20 mg/ml. A analise dos resultados de SDS-PAGE mostrou a presenga das
bandas de 98-94kDa, 72-68kDa, 62kDa, 57-56kDa, 46-44kDa, 40-38,5kDa, 37-34kDa, 32-30kDa
e 27-26kDa no antigeno Cc, e 200kDa, 160kDa, 143kDa, 115kDa, 108kDa, 95-92kDa, 70-68kDa,
41kDa, 38,5kDa, 37,5kDa, 36kDa, 26kDa e 10-15kDa (difusa) no antigeno ClI.

O melhor aspecto do teste ocorreu com hemacias a 1,5% e leitura final em 45 minutos
para o estabilizante Eo e 60 minutos para E1 e E2. As concentragdes ideais dos antigenos Cc e
LV foram, respectivamente, 35ug e 30ug por mililitro de reagente.

Nao foram observadas aglutininas inespecificas no teste com hemacias controle. Das 41
amostras de LCR do grupo de doentes, 35 (85,4%) e 34 (82,9%) foram reativas, respectivamente,
com os antigenos Cc e Cl, com média geométrica dos titulos de 18,0 + 6,8 no teste HA-Cc e 11,4
+ 6,1 no teste HA-CI. Nao foi observada reatividade nas amostras de LCR do grupo controle. Os
indices de concordancia obtidos foram e HA Cc x HA CI = 98,3%, ELISA x HA-CI = 88,5% e
ELISA x HA-Cc = 90,2%. A aplicagao dos testes Q de Cochran e de McNemar (SIEGEL, 1975)
confirmou a vantagem do teste ELISA e demonstrou ndo haver diferenca significativa entre os
antigenos Cc e CI no teste HA.



Os resultados dos ensaios de estabilidade do reagente mostraram vantagens para o uso
de glicerol e armazenamento a 4°C por até 6 meses (figura 1).

DISCUSSAO

Foi objetivo deste trabalho a padronizagdo do teste HA utilizando hemacias de ganso
formolizadas e taninizadas, atendendo recomendacdes do Ministério da Saude de nao utilizar
derivados de sangue humano na produgdo de reagentes. Empregamos antigeno de liquido
vesicular de cisticercos de Taenia crassiceps, cepa ORF, de manutencdo em animais de
laboratorio e comparagédo com o uso de antigeno homélogo.

Foi utilizada a concentragdo de 60ug de Cl para 2ml de hemacias (1,5ug por teste),
semelhante a do antigeno Cc. Essa concentragao é variavel e depende da escolha das hemacias,
do antigeno e das condigdes de sensibilizagdo (UEDA e cols., 1988; PIALARISSI e cols., 1987).
Na caracterizagdo dos antigenos foram observados os peptideos descritos como
imunodominantes em Cc e Cl (VAZ et al., 1997).

Foi obtida 100% de negatividade nas amostras de LCR do grupo controle. No grupo de
pacientes com NC foram observados sete (17,1%) LCR né&o-reagentes no teste HA-CI e seis
(14,6%) empregando antigeno Cc, estabelecendo indices de sensibilidade satisfatorios. Em todos
os testes imunoldgicos da NC, dependendo da metodologia utilizada, tém sido observados
resultados falso-negativos (PIALARISSI et al., 1987; ANDRADE et al., 1996; VAZ et al., 1997). O teste
HA padronizado é de simples execugao e baixo custo, principalmente para laboratérios de baixa
complexidade.

Nossos resultados foram semelhantes aos descritos na literatura. UEDA et al. (1988),
empregando antigeno Cc, obtiveram indices de sensibilidade e especificidade, respectivamente,
de 88,7% e 96,6% com hemacias de carneiro e de 81,7% e 94,4% com hemacias humanas.
PIALARISSI et al. (1987) aplicaram o teste em 125 LCR de pacientes com NC obtendo 87,2% de
positividade, comparavel ao teste de imunofluorescéncia indireta com vantagens de menor custo
e facilidade de execucao.

A adicao do glicerol a solugao estabilizadora (HOSHINO-Shimizu et al., 1978) aumentou a
estabilidade do reagente por até 6 meses quando armazenado a 4°C. Embora o glicerol aumente
a viscosidade do meio, a utilizacdo de hemacias nucleadas de ganso manteve um tempo
adequado para a leitura final. Outras solugbes estabilizantes devem ser avaliados.

Nao foi observada diferenga significativa entre os antigenos, indicando que antigenos de
Taenia crassiceps podem ser empregados alternativamente no teste HA para deteccdo de
anticorpos em LCR na NC.
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