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Carta do Presidente/Letter from the President

Luiz Fernando Barcelos

RBAC. 2017;49(4):319-20

SBAC de 1967 a 2017, rumo ao futuro

Estamos encerrando mais um ano, o ano do cinquentenario da SBAC. No dia
28 de novembro recente, ha exatamente 50 anos depois da fundacéo, realizamos
um jantar de confraternizagéo com a participacao de autoridades, parceiros, forne-
cedores e funcionarios. Nesta ocasido foram homenageados, merecidamente, os
ex-presidentes da SBAC e os funcionarios com mais de 20 anos trabalhando na
Sociedade. O que a SBAC é hoje, uma pujante sociedade cientifica, deve-se as
inimeras pessoas que souberam com carinho, competéncia, coragem e dedica-
¢ao, construir um ambiente cientifico respeitado e dinamico.

Temos uma bela histéria para contar: farmacéuticos idealistas dedicados as ana-
lises clinicas buscavam um espaco para se reunirem e desenvolverem cientificamen-
te o setor; ndo o encontrando, resolveram cria-lo fundando a Sociedade Brasileira de
Andlises Clinicas - SBAC, com o objetivo precipuo de desenvolver as andlises clinicas
em suas diversas especialidades e também apoiar os laboratérios clinicos frente as
questdes de natureza politica e econdmica.

Desde entéo, ao longo destes 50 anos, a atividade cientifica, a incessante bus-
ca pela qualidade e o trabalho arduo na defesa dos laboratérios tornaram a Socieda-
de cada vez mais forte, hoje com 3.600 associados.

A importancia nacional e internacional é marcante, a SBAC é uma das entida-
des fundadoras da Confederacéao Latino-americana de Quimica Clinica — Colabiocli,
Membro da Federagéo Internacional de Quimica Clinica — IFCC, Fundadora da Orga-
nizacao Nacional de Acreditacdo — ONA, Mantenedora do Comité Brasileiro de Anali-
ses Clinicas — ABNT/CB-36 e varias outras afiliagdes.

A SBAC, ao longo da sua existéncia, marcou a sua presenga com iniUmeras rea-
lizagdes que constituem um legado digno de registro:

— 44 congressos brasileiros de analises clinicas, realizados em varios estados;

— 80 concursos para a concesséo do Titulo de Especialista em Analises Clinicas
— TEAC, também realizados em varios estados;

— 49 edi¢gdes da Revista Brasileira de Analises Clinicas — RBAC, hoje em meio
eletrénico e disponivel para toda a comunidade;

— 12 cursos de p6s-graduacao em andlises clinicas e gestao;

— 350 laboratérios acreditados pelo Sistema Nacional de Acreditacdo — SNA,
que é uma unidade mantida pela SBAC;

—5.500 laboratérios participantes do Programa Nacional de Controle de Quali-
dade — PNCQ, também unidade mantida pela SBAC;

— Mais de 20.000 profissionais participantes de cursos de atualizacédo, sem con-
tar os cursos realizados em congressos;

Estamos conscientes que fizemos muito em prol das analises clinicas e dos ana-
listas clinicos, mas entendemos que podemos e devemos fazer muito mais.

No ano de 2017, implantamos mudancgas estruturais com o objetivo de preparar
a Sociedade para enfrentar os desafios do mundo atual, capacitada para utilizar as
ferramentas atuais para a difusdo do conhecimento:

— Reestruturacgéo financeira e regularizagéo dos impostos;
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— Site modernizado com atualizacgao diaria;

— Acessos exclusivo aos soécios, no site;

— Nova plataforma de video aulas administrada pela SBAC;

— Criacdo de novos servigos de consultoria nas areas contabil e gestéo;

— Canal do expositor para a promogéao dos seus produtos que estardo no estande
do CBAC;

Para o ano de 2018 os projetos sdo muitos e ousados e serédo possiveis em
decorréncia das mudancas que foram realizadas neste ano. Vamos relatar as princi-
pais agdes previstas:

—Video aulas exclusivas e gratuitas para os associados;

— Curso de Gestédo e Qualidade em Laboratérios Clinicos através de EAD, em
parceria com o CFF, com acesso exclusivo e gratuito para os associados farmacéu-
ticos;

—Implantagéo da categoria de associado empresarial para os laboratérios com
vantagens em compras e consultorias gratuitas;

—Implantagéo de novas consultorias;

— Parceria na regulagdo do mercado de compras e apoio;

—Implantagéo de um inovador processo de comunicacgéo digital para os labora-
térios;

— Desenvolvimento do aplicativo "SBAC em suas mé&os";

As propostas e mudancas acima colocardo com certeza a SBAC em outro
patamar de modernidade, eficiéncia e praticidade.

Esperamos também que os nossos gestores politicos e administrativos lembrem
que a saude é um direito de todos e dever do estado, mas que tem custo e, portanto,
deve ser contemplada com os recursos financeiros necessarios, mas principalmente
com uma gestéo eficiente.

O setor esta sofrendo uma situacao de pendria financeira devido a nao atualiza-
¢ao dos valores de remuneracao ha 20 anos. Nao se conhece nenhum outro setor de
atividade que enfrente quadro tédo dramatico. Mas vamos continuar trabalhando para
cumprir a nossa missédo. Estamos fazendo a nossa parte e esperamos que os res-
ponsaveis pelas politicas de saude fagam a sua.

Estamos no final de mais um ano, e desejamos a todos os nossos associados e
cidadaos Boas Festas com muita paz e a esperanca de que em 2018 o nosso pais
reencontre o rumo do desenvolvimento, alicer¢ado no trabalho, honestidade e decén-
cia, com investimentos imediatos em educacéo e salde, Unica forma de garantir que
este Brasil possa ser um pais do futuro.

Dr. Luiz Fernando Barcelos
Presidente da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC)
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Editorial/Editorial

Telemicrobiologia: O telediagnéstico do
futuro
Telemicrobiology: The telediagnosis of the future

A telemedicina ou o telediagnéstico foi originalmente concebida para permitir exa-
mes clinicos remotos de pacientes, usando a tecnologia de televisédo ouimagem. A partir
da segunda metade do século XX, os testes laboratoriais passaram a ser um compo-
nente essencial a avaliacdo da condicéo clinica e clinico-cirdrgica dos individuos e,
portanto, aos poucos, foram sendo também incorporados ao telediagnéstico."Na rea-
lidade, as provas de laboratério que vém se beneficiando dessa tecnologia sdo aque-
las que envolvem diferentes tipos de imagens macro e/ou microscopicas, ja que permi-
tem, sem maiores dificuldades, sua captura, interpretagdo e comunicacgéo digital.("?

Em todo o mundo, nas ultimas duas décadas, tem havido uma utilizagéo cres-
cente da tecnologia digital para o estabelecimento da etiologia de diversas patologi-
as, o que tem estimulado o surgimento de novas praticas de telemedicina como a
telerradiologia e a telepatologia, incluindo, entre outras, a telemicrobiologia.("*4 Par-
ticularmente na microbiologia clinica, essas praticas tém levado a uma reducgéo de
custos e a novas oportunidades de controle de qualidade, ensaios de proficiéncia e
educacgao continuada.?® Aintrodugéo do suporte digital e de informatica no laborato-
rio de microbiologia tem determinado também um aumento da eficiéncia e efetividade
no diagnéstico das doencas infecciosas, principalmente em instituicdes onde ha limi-
tados recursos técnico-cientificos para o desenvolvimento da especialidade.® No
Brasil, por exemplo, o Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ) da So-
ciedade Brasileira de Anadlises Clinicas (SBAC) disponibiliza aos laboratérios clini-
cos participantes um conjunto de programas de telediagnéstico que inclui a tele-
bacteriologia, teleparasitologia e telemicologia.

O laboratério de microbiologia clinica tem sob sua reponsabilidade a caracteri-
zacao do agente causal de um grande nimero de infeccdes e seu objetivo é subsidiar
o estabelecimento da terapéutica mais adequada pelos médicos que assistem aos
pacientes."® No entanto, esse processo tem se tornado extremamente complexo,
ndo somente pelo avanco do conhecimento acerca da biologia dos microrganismos
patogénicos, mas também pela alta tecnologia de diagnéstico que vem sendo incor-
porada. De fato, o laboratério de microbiologia esta sendo desafiado a trabalhar mais,
a identificar melhor os microrganismos, a reportar intrincados mecanismos de resis-
téncia aos antimicrobianos, a operar automacéo e a consolidar dados produzidos
por diferentes metodologias diagnésticas.®® No entanto, nem todos os laboratérios
estdo preparados para assumir as demandas do mundo contemporaneo. Assim, num
contexto de menor expertise e facilidades econdmicas escassas, a telemicrobiologia
pode ser mais um instrumento de melhoria técnica e da qualidade.!"*%

Em decorréncia do trabalho da microbiologia ser executado tipicamente atra-
vés da visualizagédo de imagens, a telemicrobiologia € uma pratica que se adequa a
rotina dos procedimentos microbiolégicos, nado diferindo ou alterando a forma como
os profissionais desempenham suas atividades.®% Nesse sentido, a analise micro-
biolégica remota de imagens estaticas, dinamicas ou hibridas ird necessitar dos
mesmos conhecimentos laboratoriais solicitados para a microbiologia convencional.
A semelhanca com a microbiologia convencional tem contribuido de maneira impor-
tante com a crescente aceitagdo dessa nova metodologia pelo laboratério clinico.®45

DOI: 10.21877/2448-3877.201800667
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A telemicrobiologia pode ser procedida de varias formas, a mais comum ¢é a
telemicroscopia, que inclui fotomicrografias de laminas contendo preparacdes mi-
croscoépicas. Essa pratica é a mais elementar, todavia, a mais difundida, tendo em
vista ser de baixo custo e necessitar de menor recurso tecnolégico, pois requer ape-
nas um microscopio que tenha acoplado uma camara digital.®4 Atualmente, inclusi-
ve, cameras de celulares tém sido empregadas para a obtengéo de imagens direta-
mente da ocular de microscopios.®Imagens de muito melhor qualidade e resolugao
podem ser obtidas de laminas totais. Para tanto, infraestrutura e aparelhos sofistica-
dos s&@o necessarios para o escaneamento de imagens estaticas ou dindmicas (eixo
Z) dessas laminas totais e videos gravados ou em tempo real."3® As imagens assim
obtidas podem ser enviadas por e-mail, celulares, videoconferéncias ou por siste-
mas de informacdo e comunicacdo de dados com finalidades consultivas ou
diagnésticas intra e interinstituicées.®")

Além de seu caracteristico uso na telemicroscopia, a telemicrobiologia pode
ser também empregada para analises remotas de imagens digitais de culturas de
microrganismos.” A leitura digital de placas requer um sistema sofisticado que pos-
sa simultaneamente incubar as placas de cultura e mové-las, em momentos progra-
mados, para a estacdo de captura de imagem. As imagens obtidas de culturas e
testes de susceptibilidade a antimicrobianos sédo analisadas e interpretadas por
microbiologistas em monitores de computadores, utilizando softwares especificos.®57)
A analise remota de culturas evita atrasos, procedimentos manuais repetitivos e ex-
posicdes a temperaturas de incubacgéao sub6timas e documenta de forma permanen-
te as imagens das leituras.” Aintegracéo entre a telemicroscopia e aimagem digital
de colbnias e testes de sensibilidade permite maior efetividade da analise micro-
biolégica remota. Da mesma forma, a possibilidade de se analisarem muiiltiplos espé-
cimens obtidos de um mesmo paciente facilita o estabelecimento de estratégias te-
rapéuticas centradas no préprio paciente.®67)

Apesar de ainda néo disponivel de forma ampla ao laboratério de microbiologia
clinica, a telemicrobiologia € um instrumento da modernidade que invariavelmente
sera incorporado a rotina da analise microbiolégica dos processos infeciosos, tra-
zendo eficiéncia na definicdo das etiologias e dos padrdes de susceptibilidade, ao
fluxo e processo de trabalho, a avaliagdo e comunicacédo de dados, a geracédo de
resultados e a emisséo de laudos.®”
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Artigo de Revisao/Review

Toxoplasmose gestacional: uma revisao
Gestational toxoplasmosis: a review

Débora Liliane Walcher'
Bruna Comparsi?
Débora Pedroso®

Resumo

A toxoplasmose € uma das infec¢des parasitarias mais comuns em humanos e possui
ampla distribuicdo geografica. Segundo estudos realizados no Brasil, a soroprevaléncia de
toxoplasmose na populagéo adulta em geral varia aproximadamente entre 40% e 80%,
sendo que, no Rio Grande do Sul, cerca de 82% da populagao adulta apresenta sorologia
positiva para o Toxoplasma gondii. A soroprevaléncia varia conforme as regides de estudo,
sobretudo quando relacionadas a condigdes sanitérias e indices socioeconémicos. O obje-
tivo deste estudo foi realizar uma reviséao bibliografica sobre a toxoplasmose adquirida du-
rante a gestagéo. A transmisséo vertical apresenta relevancia pelos danos causados ao
neonato, como doenca severa ou discreta. Entretanto, a toxoplasmose congénita ou suas
sequelas podem ser evitadas. Definir os fatores de risco em cada populagéo é de fundamen-
tal importancia para determinar as estratégias de promogéo a saude. Estratégias essas que
devem ser baseadas no conhecimento dos fatores que afetam o comportamento das ges-
tantes. Oportunizar palestras de prevengéo por meio de medidas profilaticas e acompanha-
mento pré-natal, seguidas de monitoramento trimestral, certamente ajudarao a reduzir os
danos causados pela infecgao congénita, evitando sequelas ao neonato.

Palavras-chave
Toxoplasmose; Gravidez; Prevencao

INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular
obrigatério pertencente ao filo Apicomplexa e familia
Sarcocystidae, agente etiol6gico da toxoplasmose, zoonose
altamente disseminada e de ampla distribuicao geogréfica,
sendo uma das infecgdes parasitarias mais comuns em
humanos." O Toxoplasma gondii possui um ciclo de vida
complexo com dois hospedeiros, os felideos, como hospe-
deiros definitivos, e o homem, mamiferos e aves, como hos-
pedeiros intermediarios.?

No intestino delgado dos felideos ocorre a reprodu-
¢éo sexuada do parasito, com a produgdo de oocistos nao
esporulados, devido a ingestao de cistos teciduais, através
de carne crua ou mal passada de hospedeiros intermedia-
rios.® Esses oocistos, ao serem eliminados por meio das
fezes dos felideos, esporulam no ambiente e, em poucos
dias, mantém-se viaveis por até 12 ou 18 meses em ambi-
ente imido e sombreado, podendo espalhar-se pelo ambi-
ente e contaminar a agua, frutas, vegetais, herbivoros® e,
consequentemente, serem ingeridos pelo homem e por

outros hospedeiros intermediarios.® O T. gondii apresenta
diferentes formas de transmisséo, sendo a principal pela
ingestédo do oocisto (esporozoitos) esporulado. Porém, ou-
tras vias de transmisséo tém colaborado para a prevaléncia
desta zoonose, como a ingestéo de cistos teciduais (bradi-
zoitos) encontrados na musculatura esquelética, através do
consumo de carne crua ou mal cozida de hospedeiros
paraténicos, geralmente durante a fase cronica da infeccgéo,
uma vez que os cistos (bradizoitos) podem permanecer via-
veis nos tecidos por anos. Outras maneiras de transmissao
é através dos taquizoitos, forma encontrada durante a fase
aguda da infecgdo, por meio de transfusdes sanguineas,
contato com secregcdes e excrecdes, ou, ainda, por via
transplacentaria em gestantes primoinfectadas.®

No organismo, o T. gondii sobrevive em liquidos orga-
nicos como saliva, leite, esperma e em outras secregdes e
excrecoes. A especificidade para células e hospedeiro su-
gere que o Toxoplasma gondii apresente receptores con-
servados que favorecem o sucesso do seu parasitismo. No
entanto, muitas pesquisas se preocupam apenas com a
prevaléncia da toxoplasmose em humanos e animais, sem
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ressaltar a fase do parasito (oocistos), o qual se encontra
no meio ambiente, que é tdo importante quanto as formas
presentes nos hospedeiros intermediarios ou definitivos,
pois milhares de oocistos podem ser espalhados no am-
biente por um Unico animal, e, em condi¢des climaticas
ideais, esporulam e, consequentemente, propagam a in-
fecgdo.?

Segundo estudos realizados no Brasil, a soropre-
valéncia de toxoplasmose na populacéo adulta varia apro-
ximadamente entre 40% e 80%.® Nos estudos de Maia et
al., realizado com 1.532 pessoas da regido do Pontal do
Triangulo Mineiro, Minas Gerais, a taxa de prevaléncia foi
de 36%. Esta soroprevaléncia varia conforme as regides
estudadas, sobretudo quando relacionadas a condigGes
sanitarias, indices socioeconémicos, e, ainda, de acordo
com a idade e a populagao estudada.®® Assim, nos ultimos
anos, a toxoplasmose passou a ganhar maior atengéo e im-
portancia médica, pois as investigacées epidemioldgicas
demonstram que esta zoonoze é realmente um problema
de Saude Publica."

TOXOPLASMOSE CONGENITA

Toxoplasmose adquirida durante a gestacéao, por
constituir uma das formas de transmisséo do parasita (trans-
missao vertical), apresenta especial relevancia pelos danos
causados ao desenvolvimento do neonato.® O risco mater-
no, ao se adquirir a toxoplasmose durante o periodo gesta-
cional, esta relacionado a prevaléncia na comunidade, a
parasitemia adquirida, ao nimero de mulheres susceptiveis
(ndo imunizadas por infeccao prévia) e a resposta imuno-
l6gica materna ao T. gondii no periodo gestacional em que
amae se encontra."

Atransmissao do neonato ocorre pelos taquizoitas que
cruzam a placenta a partir da circulacdo materna durante a
primoinfec¢éo. No primeiro trimestre da gestacéo, essa in-
feccdo pode acarretar lesées mais graves. No entanto, a
infeccéo materna que ocorre no ultimo trimestre, embora com
maior frequéncia, tem menor gravidade; portanto, no decor-
rer da gestagdo ha um aumento no risco de transmissao
vertical e diminuigdo da gravidade do acometimento fetal.®
Mulheres que apresentam soropositividade antes da gesta-
¢éo geralmente ndo a transmitem para o neonato, porém,
cistos teciduais em quiescéncia de infecgédo passada (an-
tes da gestacdo) podem reiniciar o ciclo de vida do parasi-
ta em gestantes imunodeprimidas e, em casos raros, em
gestantes imunocompetentes.('? Entretanto, na literatura, ha
relatos de casos de infecgdo congénita em criangas nasci-
das de mulheres que se infectaram com T. gondii antes da
concepcao, apresentando imunodeficiéncia ou sistema imu-
ne normal.? A maioria dos recém-nascidos infectados ndo
apresenta sintomas, outros desenvolverédo sequelas ap6s
o nascimento, como coriorretinite, retardo mental e mode-
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rada perda da audi¢do." Em torno de 15% dos recém-
nascidos infectados, as les6es oculares sédo o Unico sinal
clinico, sendo aretinocoroidite a principal lesdo observada,
podendo estar acompanhada de outras alteragées ocula-
res, como iridociclite, catarata, glaucoma, estrabismo,
nistagmo e descolamento da retina.(*

Ainda, nos casos mais graves de infecgé@o congénita,
o recém-nascido pode apresentar modificagdo do volume
craniano, calcificagdes intracerebrais e/ou convulsdes. No
soro do recém-nascido, a presenca de titulos elevados de
anticorpos IgG, que aumentam ou permanecem positivos em
periodo de até 18 meses, é indicativo de toxoplasmose con-
génita, ja que os que decrescem e tendem a se tornar nega-
tivos representam os anticorpos maternos de transferéncia
passiva.(™®

A toxoplasmose congénita, assim como suas sequelas,
podem ser evitadas por meio de prevencgao primaria, com
informacdes sobre as fontes de infeccdes, triagem sorolo-
gica pré-natal (pela identificacéo da toxoplasmose gesta-
cional o mais precocemente possivel, seguida de tratamen-
to antimicrobiano, a fim de prevenir ou limitar a transmisséo
transplacentaria, diagnéstico e tratamento fetal), estratégi-
as estas que podem ser alternativas em regiées com
prevaléncia baixa de infec¢do toxoplasmica, ou indispen-
saveis em regides com elevada prevaléncia.('®

DIAGNOSTICO GESTACIONAL

O diagnéstico de infeccéo pelo T. gondii por métodos
imunoenzimaticos padronizados e automatizados é de suma
importancia, pois permite a inclusdo de gestantes em fase
de infecc¢do recente na terapia protocolar, visando minimizar
complicagdes clinicas classicas decorrentes da passagem
transplacentaria do parasita ao feto." E apesar da grande
variedade de métodos utilizados para o diagnéstico da
toxoplasmose (parasitolégicos, histopatol6gicos, isolamento
in vivo e in vitro e PCR), o método inicial de escolha, obser-
vado na maioria dos laboratérios clinicos publicos e mes-
mo particulares, para a definicao de infeccao, fase clinica e
inclusdo em tratamento protocolar a fim de minimizar riscos
associados, é por sorologia utilizando imunoensaios.” Es-
ses métodos soroldgicos sado frequentemente utilizados para
se diagnosticar a doencga, pois permitem detectar a presen-
¢a de imunoglobulinas anti-T.gondii (IgG, IgM, IgA) que apa-
recem apos a infecgéo.!"”

Na fase aguda da toxoplasmose, é produzida primei-
ramente a imunoglobulina M (IgM), seguida da produgéo de
imunoglobulina G (IgG). No teste avidez de anticorpos IgG,
eles aparecem mais tarde, indicando que o paciente ja foi
exposto ao parasita.'”® Na infecgdo aguda, anticorpos IgG
ligam-se fracamente ao antigeno (baixa avidez). Ja na in-
feccao cronica (> 4 meses) tem-se elevada avidez, porém
nao é possivel diferenciar entre uma infecgao recente ou uma
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infecgao que ocorreu no passado.'¥ Apresenca do anticorpo
IgM confirma uma infecgéo aguda, e o seu grau de eleva-
céo pode ser utilizado para diferenciar quando ocorreu a
infecgdo pelo parasita.?” Imunoglobulinas como algA e a
IgE, quando detectadas, podem estar relacionadas a in-
feccdo aguda da toxoplamose para a avaliacdo de infec-
¢ao recente.?"

Héa evidéncias de que a soropositividade para toxo-
plasmose (presenca de anticorpos IgG) aumenta em rela-
cdo a idade das gestantes, e a presenca destes confere
fator protetor, afastando o risco de transmisséao vertical.?
Nas gestantes, sob suspeita de infecgéo, anticorpos IgG
especificos podem atingir uma titulagdo maxima cerca de
dois meses a partir da infeccéo, declinando cerca de cinco
a seis meses apos, contudo mantendo-se detectaveis pelo
resto da vida.”

Para o diagnéstico definitivo de infeccdo aguda na
gestacdo, seriam necessarios testes seriados para identifi-
car soroconversdo materna, quando previamente diagnos-
ticada como susceptivel a infecgcdo ou, ainda, mediante a
utilizacao de testes confirmatarios,? sendo que a sensibili-
dade é mais elevada quando realizada entre 17 e 21 sema-
nas de gestacao.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa do material bibliografico foi realizada nas
bases de dados Lilacs-Bireme, SciELO, PubMed e Medline.
Para selecdo de artigos utilizaram-se as palavras-chave:
toxoplasmose, gestacao e prevencao. A busca se restringiu
a artigos publicados em Portugués e Inglés no periodo de
janeiro de 2003 a dezembro de 2012. A consulta as bases
de dados foi realizada em dezembro de 2012.

Posteriormente, os materiais foram lidos e analisados
para serem selecionados a fim de se identificarem os tra-
balhos que abordavam o tema objeto da revisdo, mesmo
que de forma secundaria, e ainda respeitavam os seguin-
tes critérios de inclusdo: 1) Toxoplasma gondii; 2) gestan-
tes; e 3) transmissao congénita. Foram excluidos estudos
publicados sob a forma de editoriais, entrevistas e notas
clinicas. Artigos que nédo atenderam a algum dos critérios
propostos foram excluidos das analises posteriores. Foram
também pesquisados livros, informes técnicos, teses, dis-
sertagcdes e consensos que versassem sobre o assunto,
sendo que esses passaram por selecdo semelhante a des-
crita anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Definir a prevaléncia de toxoplasmose gestacional é
fundamental para que o Sistema de Saude de cada regido

possa definir medidas para reduzir a incidéncia e minimizar
as sequelas nos recém-nascidos. Em um estudo epide-
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miolégico realizado na cidade de Porto Alegre, envolvendo
1.261 gestantes do Hospital Nossa Senhora da Conceicéao,
identificou a prevaléncia de soropositividade para toxoplas-
mose de 59,8%.22

Em Passo Fundo-RS foram encontrados indices de
oito casos de toxoplasmose congénita para cada 10 mil nas-
cidos saudaveis. Neste mesmo estudo, a distribuicdo quanto
ao status socioecondmico mostrou que 84,5% das gestan-
tes situavam-se nas classes C, D e E.? Emrelagdo a estes
achados, acredita-se que a populagdo com maior escolari-
dade possua melhores habitos higiénicos, reduzindo assim
a possibilidade de contaminagé@o, uma vez que, segundo
Porto,?” o risco de soroconversao e de infecgdo congénita
é variavel de regiao para regiéo devido a fatores comple-
X0s e variaveis, como o nivel socioecondémico.

De acordo com Ledo et al.,?® no primeiro trimestre da
gestacdo, a transmisséo vertical € menor em relacéo ao ter-
ceiro trimestre, sendo que em 59% a 65% dos casos a cri-
anca pode nascer normal ou com sequelas. No entanto, a
infeccdo recente, durante a gestagéo, ndo necessariamen-
te ird resultar em infecgéo fetal, pois o risco de transmissao
pode variar de acordo com a idade gestacional em que a
gestante se infectou. Souza-Junior et al,®® em seu estudo
afirmam que 33% a 100% dos casos de toxoplasmose con-
génita apresentaram sequelas ao feto.

No Brasil, estudos de prevaléncia de gestantes soro-
positivas para IgG antitoxoplasma apontam Rio Grande do
Sul com 74,5%(® e Mato Grosso do Sul com 92%.? Po-
rém, ha de se considerar que os habitos da populagéo do
Rio Grande do Sul referentes a culinaria, e o fato de que
nas areas rurais existe predominio de estilo de vida base-
ado na agricultura familiar de subsisténcia, é de se espe-
rar que a prevaléncia de soropositividade para infec¢des
pelo toxoplasma seja elevada.® Qualquer titulo de anti-
corpos IgM traduz infeccéo recente independentemente da
presenca ou nao de titulos de anticorpos IgG.(” Contudo, a
presenca de anticorpos IgM pode néo significar necessa-
riamente uma infeccéo ativa, mas sim uma marca do con-
tagio recente, e, também, pela caracteristica desta classe
de anticorpos permanecer em circulagédo por cerca de 18
meses.” Alguns estudos mostraram que a utilizagao dos
dois exames (IgM e avidez de IgG), juntamente com a ana-
lise da idade gestacional, mostrou resultados benéficos
para determinar o risco de transmisséao vertical durante toda
a gestacdo, sendo um modelo na tomada de decisdes,
evitando investigacdo e tratamento desnecessarios em
alguns casos.("?

Apesar de possuirmos uma literatura ampla sobre a
toxoplasmose na gestacdo, a estratégia mais adequada
para prevenir essa parasitose em determinada populagao
depende de inimeros fatores e é dificil de definir.('? Em mui-
tos estudos, tem-se observado que parte das gestantes ndo
inicia o pré-natal no primeiro trimestre gestacional.?”) Des-
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sa forma, surge a importancia de investimentos direcio-
nados ao acesso e a qualidade do ensino em nosso meio
como forma de promogéo da saude da populagdo.®

Os programas de prevengéao primaria devem ser ba-
seados nas caracteristicas epidemiologicas e culturais de
cada regidao, bem como determinar o perfil sorolégico da
mulher em idade reprodutiva. Estas poderiam se tornar
medidas terapéuticas para minimizar a transmissao verti-
cal, assim como avaliar os fatores de risco em cada popu-
lagéo e determinar estratégias de promocéao a saude que
devem ser baseadas no conhecimento dos fatores que afe-
tam o comportamento das gestantes.®®

As estratégias de prevencéo da toxoplasmose adota-
das pelos varios sistemas publicos de saude nao sao uni-
formes entre os varios paises e nem mesmo dentro de um
pais.®® No Brasil, a triagem pré-natal é sugerida como poli-
tica publica ndo obrigatéria devido a elevada prevaléncia
da toxoplasmose materna (superior a 40%), sendo ofereci-
da gratuitamente em algumas regides, com experiéncia iso-
lada e protocolos préprios, mas sem uniformidade nas
acdes, como nos estados do Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Sao Paulo e Goias e nas cidades de Porto Alegre,
no Rio Grande do Sul, e Curitiba, no Parana."®No Parana,
o programa "Mae Curitibbana", um dos primeiros implanta-
dos no Brasil, pela Secretaria Municipal de Saiude de
Curitiba, Parana, garante uma atencéo especial a gestante,
efetivando seu vinculo a maternidade onde realizara seu
parto desde sua primeira consulta no pré-natal.?®

Diante da gravidade da doenca congénita, torna-se
fundamental o inicio do pré-natal no primeiro trimestre da
gestacéo, possibilitando a identificacdo precoce dos casos
agudos de toxoplasmose gestacional.?® Deste modo, o
Ministério da Saude aprovou a portaria 2.472, de 31 de
agosto de 2010, anexo lll, a qual estabelece a Lista de Noti-
ficagcdo Compulséria em Unidades Sentinelas (LNCS), in-
cluindo a Notificagdo da toxoplasmose aguda gestacional e
congénita, que permitira avaliar os programas de controle
existentes e fornecera dados para a implantacédo de um pro-
grama em nivel nacional.(®

CONCLUSAO

A promocéo da saude publica no Brasil é, hoje, sem
davida, uma das questdes mais importantes quando nos re-
ferimos as doencas de importancia parasitolégica. A situa-
¢éo precaria de higiene, saneamento basico, entre outros
fatores, é que acaba por expor o ser humano a estas doen-
cas. No caso das gestantes, a prevencéao por meio de me-
didas profilaticas e 0 acompanhamento pré-natal, seguidos
de monitoramento trimestral correto, certamente reduziriam
os casos de infecgéo congénita pelo 7. gondii e, consequen-
temente, o aparecimento de sequelas para o recém-nasci-
do no futuro.
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Portanto, quanto maior for o incentivo em relacéo a
palestras em escolas e, inclusive, comunidades carentes,
onde se vé a maior porcentagem em relagao a toxoplasmose
gestacional, menor seré o risco de se adquirir a infecgéao
pelo T. gondii.

Abstract

Toxoplasmosis is one of the most common parasitic infections in humans
and is widely spread. According to studies carried out in Brazil, the
seroprevalence of toxoplasmosis in the adult general population varies
between approximately 40 and 80%, and in Rio Grande do Sul, about
82% of the adult population is seropositive for Toxoplasma gondii. The
prevalence varies according to the region of study, especially when related
to health conditions and socioeconomic indices. The aim of this study
was to review literature on acquired toxoplasmosis during pregnancy.
Vertical transmission has relevance for damage to the neonate, such as
severe or mild disease. However congenital toxoplasmosis and its
consequences can be avoided. Define the risk factors in each population
is of fundamental importance to determine strategies for health promotion.
These strategies should be based on knowledge of the factors affecting
the behavior of pregnant women. Oportunizar lectures prevention through
prophylactic measures, and put prenatal followed by quarterly monitoring,
will certainly help to reduce the damage caused by congenital infection,
preventing sequela e for the newborn.
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Toxoplasmosis; Pregnancy; Prevention
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Utilizacao da contagem automatizada de granuldécitos imaturos
para diagnostico da sepse
Use of automated immature granulocyte counting for the sepsis diagnosis

Vanessa Simone Carvalho Pereira

Resumo

Sepse é a presenca de bactérias ou seus produtos téxicos no sangue, levando ao surgimento
de manifestacgdes clinicas, por vezes de dificil prognéstico. Com grande incidéncia nos
Estados Unidos e no Brasil, a sepse vem preocupando cada vez mais os profissionais da
area de salde e exigindo seu diagnéstico rapidamente. O aparecimento de células imaturas
no sangue, granulécitos imaturos, pode ser indicio de presenca de sepse e a contagem
dessas células sanguineas é feita de forma automatizada através de citometria de fluxo. A
detecgéao dessas células imaturas vem ganhando espaco nos laboratérios de analises clini-
cas para que o diagnéstico seja mais especifico, iniciando uma terapéutica de forma rapida
e eficaz.

Palavras-chave

Sepse; Citometria de fluxo; Granulécitos; Bactérias; Automagéo

INTRODUCAO

A atual definicdo de sepse é tida como a presenca
de disfungé@o organica associada a infeccédo, tendo a
lactatemia como uma variavel. Entretanto, pacientes apre-
sentam grande variabilidade no que diz respeito ao feno-
tipo, aos resultados clinicos e prognéstico." A partir da Con-
feréncia de Consenso de Sepse, realizada em 1991, as
novas definicdes e critérios para o seu diagnostico, mes-
mo nao sendo de forma especifica, permitiram que pes-
quisadores tivessem a mesma visdo e comparassem seus
resultados a partir dos ensaios realizados.®® A definicao
terminolégica tem auxiliado na investigacéao cientifica e na
deteccéo precoce de casos de pacientes que estejam no
leito. Este ultimo elemento, associado ao tratamento ade-
quado, tem se mostrado decisivo para um desfecho mais
favoravel da sepse.® A sepse continua sendo um grande
desafio para a salde publica, mesmo depois de anos de
estudo e de progressé@o na compreensao da doenca.’ O
seu diagnostico é o primeiro desafio enfrentado pelos mé-
dicos, pelo fato de que sua identificagdo, quando nao for
feita de forma precoce, que permita alguma intervencéo,
poderaresultar em choque, faléncia orgéanica ou até a morte
do paciente.? Contudo o aparecimento de granulécitos
imaturos (IG) no sangue periférico fornece informacgéao im-

portante sobre um aumento na produgcédo da medula 6s-
sea, contribuindo desta forma para o auxilio no diagnésti-
co da sepse.®

O objetivo da presente revisao foi abordar a relevan-
cia da contagem automatizada de granulécitos imaturos no
diagnostico da sepse, buscando desta forma a obtencgao
de resultados mais precisos.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa descritiva, retrospectiva,
realizada por meio de uma revisao bibliografica de literatu-
ra nao sistematica, por meio da pesquisa de manuscritos,
para levantamento e analise sobre o tema abordado. As
bases de dados consultadas foram: US National Library of
Medicine (PubMed) e Scientific Electronic Library Online
(SciELO), no periodo entre 2004 e 2015, elegendo-se ape-
nas estudos realizados em seres humanos.

A partir de uma lista contendo dezessete artigos, qua-
tro deles relatavam o uso da forma automatizada da conta-
gem de granulécitos imaturos.

Os termos utilizados para pesquisa foram: granulécitos
imaturos, contagem automatizada e sepse nos idiomas In-
glés, Espanhol e Portugués. Os descritores em ciéncias da
saude (DeCS) utilizados para pesquisa foram: sepse,
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citometria de fluxo, células sanguineas, granulécitos, bacté-
rias, laboratério.

EPIDEMIOLOGIA

A cada ano, a sepse adquire maior importancia
epidemiolégica. Conforme relatos do Center for Disease
Control (Centro de Controle de Doencas), a incidéncia de
pacientes com sepse aumentou em mais de 90% na ultima
década, nos Estados Unidos da América (EUA).® Ainda nos
EUA, elevados casos de sepse e mortes relacionadas obti-
veram um aumento de 82,7/100 mil habitantes para 240,4/
100 mil, ainda que a taxa de mortalidade geral entre os pa-
cientes tenha sido reduzida nos ultimos vinte anos.?

Em um grande estudo prospectivo epidemiolégico eu-
ropeu, foram avaliados 14.364 pacientes internados em 28
Unidades de terapia intensiva (UTIs), onde 21,1% apresen-
taram infecgéo bruta, e os pacientes internados na UTI por
mais de 24 horas, 18,9%, concluindo-se que cerca de 24%
das infecg6es foram associadas a sepse grave, sendo que
a mortalidade global de pacientes nao infectados foi de
16,9% e a de pacientes com infec¢des hospitalares foi de
53,6%.% No Brasil, a taxa de mortalidade relacionada a
sepse é em torno de 30%, sendo que 1.400 pessoas/dia no
mundo vém a 6bito.

A sepse tem sido vista também como a principal cau-
sa de morte em UTlIs nédo cardiolégicas com altas taxas de
letalidade. Assim sendo, ela vem adquirindo uma crescente
importancia devido ao aumento de sua incidéncia, seja num
melhor atendimento de emergéncia, fazendo com que paci-
entes graves sobrevivam, aumento da populacéo idosa e
do nimero de pacientes imunossuprimidos, criando uma po-
pulacédo susceptivel para o desenvolvimento de infeccdes
graves, assim como o crescimento da resisténcia bacte-
riana.” Outro fator relevante é o fato de que recém-nasci-
dos (RN) prematuros apresentam maior risco de desenvol-
ver sepse, pelo fato de que infecgdes perinatais e neonatais
apresentam relagéo com as alteragées do seu neurodesen-
volvimento.®

Diante desses dados, o laboratério desempenha im-
portante papel na monitoragao das estratégias de tratamen-
to, bem como no diagnéstico e determinacao do prognoéstico
dos pacientes sépticos.® Em um estudo, no qual os dados
foram analisados em 75 UTls, correspondendo a 65 hospi-
tais de todas as regides do Brasil, as regiées sul e sudeste
tiveram a maior participagdo, com 73,8% dos hospitais e
85,8% dos pacientes do estudo, mostrando maior incidéncia
de sepse na rede particular e mortalidade na rede publica.®

O Brasil é um pais de dimensdes continentais com uma
populacdo heterogénea e acesso desigual aos servigos de
saude. Medidas para diminuir a prevaléncia e a mortalida-
de relacionadas a sepse na populagéo brasileira devem ser
incluidos nos programas nacionais de satde.®
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FISIOPATOLOGIA

De acordo com a ACCP (Faculdade Americana Es-
pecialista em Pneumologia) / SCCM ( Sociedade Médica
de Cuidados Criticos), tanto a SIRS (Sindrome da resposta
inflamatéria sistémica) quanto a sepse séo caracterizadas
pela ocorréncia de, pelo menos, dois de uma das seguintes
condigdes:

1. temperatura corporal > 38°C ou < 36° C;

2. frequéncia cardiaca > 90 batimentos por minuto;

3. frequéncia respiratoria > taxa de 20 respiragdes por
minuto ou PaCO2 < 32 mm Hg;

4. contagem de células brancas do sangue > 12.000/mm?,
<4.000/mm?3, ou > 10% de formas jovens.®

A hipotenséao induzida por sepse é definida como
pressao arterial sistélica (PAS) < 90 mmHg ou presséao
arterial média (PAM) < 70 mm Hg ou queda na PAS > 40
mmHg ou menos de dois desvios padréao abaixo do nor-
mal para a idade na auséncia de outras causas de
hipotens@o. A hipoperfuséo de tecido induzida por sepse
é definida como hipotensao induzida por infec¢éo, aumento
de lactato ou oliguria.'"® A deficiéncia progressiva de
substratos de energia contribui para alterar a fungéo dos
6rgéos; e um maior nimero de disfungéo organica é o pior
prognéstico de sepse na clinica, que, associado ao lactato
como elemento importante, é usado para tentar quantificar
a magnitude do processo "diséxico" que ocorre no corpo.('
O predominio global de sepse grave em pacientes que apre-
sentam inicialmente hipotensdo com lactato > 4 mmol//L,
somente hipotensédo, ou somente lactato >4 mmol/L, é re-
latado como 16,6%, 49,5% e 5,4%, respectivamente.('?
O diagnéstico precoce no paciente critico € necessario para
tratar a infecgcédo e evitar a perda da eficacia da antibio-
ticoterapia devido a administracao tardia. Na fase aguda,
as concentragcdes de muitas proteinas séricas estao ele-
vadas em resposta a inflamacao, infecgéo, trauma ou dano
tecidual.®

AVALIAGAO LABORATORIAL

Na ultima década, iniUmeros marcadores tém sido su-
geridos para o diagnéstico precoce da sepse, dentre os
quais estd a dosagem sérica de algumas citocinas: inter-
leucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e
interleucina-10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF), pro-
teinas de fase aguda (proteina C-reativa) e procalcitonina.®
As interleucinas 6, 8 e 10 sdo as mais utilizadas na dosa-
gem para sepse; entretanto, o alto custo e a meia-vida cur-
ta, bem como a necessidade de processamento imediato
da amostra ou seu congelamento, sdo obstaculos impor-
tantes ao uso clinico de rotina, estando sua dosagem ain-
da restrita a laboratérios de pesquisa. Os niveis séricos da
Proteina C-reativa atingem seu pico maximo depois de 48
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horas e aumentam durante infeccées menores, podendo
permanecer elevados varios dias ap6s eliminacéo do foco
infeccioso, ndo se correlacionando com a gravidade da res-
posta do hospedeiro e ndo sendo capaz de diferenciar so-
breviventes e ndo sobreviventes da sepse, em diferentes
estudos.® A procalcitonina (PCT) é atualmente utilizada
como um parametro clinico de suporte para esclarecer o
diagnostico, mas devido ao seu elevado valor preditivo ne-
gativo (99%) é mais frequentemente usado para descartar
sepse.“Mais de trinta estudos cegos randomizados envol-
vendo 12 mil pacientes mostraram que o uso de anticorpos
bloqueadores (antagonista de receptor IL-1, receptor solu-
vel TNF) néo alterou o curso clinico ou a mortalidade de pa-
cientes com sepse, e, algumas vezes, até prejudicou estes
pacientes.®

Parametros de coagulagdo sdo importantes no diag-
nostico de sepse porque é um estado de hipercoagu-
labilidade frequentemente presente antes do aparecimento
dos sinais clinicos.(" Os neutréfilos sédo os leucécitos que
predominam no sangue periférico e representam defesa
contra infecgdes. Os fatores de crescimento e as citocinas,
produzidas pelos macr6fagos teciduais e outras células, in-
duzem o aumento da producao de neutréfilos pela medula
ossea e faz a liberagdo, de forma imatura, para o sangue
periférico. Em condi¢gdes normais, os neutréfilos encontra-
dos no sangue periférico estdo na sua forma mais madura,
a de segmentado. Mas, no surgimento de um processo in-
feccioso agudo, os granulécitos imaturos (IG) podem ser
vistos no sangue periférico, incluindo o aumento da conta-
gem de bastonetes. Assim, o desvio a esquerda significa a
elevada contagem de bastonetes, acompanhada ou néo da
presenca de granulécitos imaturos.(?

Granulécitos imaturos séo células encontradas geral-
mente na medula 6ssea de pacientes normais e podem estar
presentes no sangue periférico devido a alguma alteragéo
fisiolégica ou patologica do organismo. S&do precursores
neutrofilicos que séo divididos de acordo com o grau de
maturagédo oriundo dos mieloblastos.("® Assim, a contagem
do |G automatizado pode funcionar como um teste de
rastreio para doencgas infecciosas e disturbios mieloides,
resultando em diagnéstico precoce e intervengédo." Apre-
senca de granulécitos imaturos é uma informacéo impor-
tante porque mostra que a medula 6ssea esta ativada e,
também, pode fazer a distincdo entre pacientes com
neoplasias hematolégicas dos pacientes com processo in-
feccioso bacteriano agudo.™

Os contadores hematol6gicos convencionais podem
identificar e enumerar apenas leucécitos normalmente en-
contrados no sangue periférico, isto €, neutréfilos, linfocitos,
monadcitos, eosinofilos e basofilos."® E necessaria a identi-
ficacdo de formas imaturas utilizando-se a microscopia, um
trabalho demorado e intensivo, mas que teria a sua preci-
s@o comprometida devido a varidveis como o baixo nime-
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ro de células contadas, a variagéo entre microscopistas exi-
gindo assim o uso de um contador automatico mais
confiavel."¥ A contagem do IG pelo método automatizado
pode ser realizada por um analisador multiparamétrico, que
oferece a possibilidade de detectar IGs classificados como
metamiel6citos, mielécitos e promielécitos pela identifica-
¢édo na contagem diferencial de células brancas por cito-
metria de fluxo no canal-DIFF. Além da quantificagdo das
imunoglobulinas, as propriedades fisicas de células imatu-
ras e neutréfilos reativados séo fornecidas. Por conseguin-
te, as amostras de sangue sdo incubadas com um corante
fluorescente, normalmente usa-se o Fluorocel, e um rea-
gente, lisando seletivamente a membrana de leucécitos
maduros. Células mieloides imaturas ndo sédo modificadas
no seu tamanho, estrutura e integridade, porque o IG tem
um teor de colesterol inferior ao de granulécitos maduros, e
a sua composicao de fosfolipideo tem uma proporgéo rela-
tivamente mais elevada de fosfatidilcolina e uma proporcéo
menor de esfingomielina.

Dependendo do angulo de disperséo, quando a célu-
la passa no feixe de um laser semicondutor, informacdes
sobre o volume, a estrutura interna e a complexidade, e o
contetdo de DNA/RNA de cada célula sdo obtidos por uma
combinacéo de luz dispersa para a frente (mede o tamanho
celular), de luz dispersa lateral (mede a estrutura interna da
célula), e luz fluorescente lateral, que mede o tamanho do
nucleo. A luz é recebida por um féton diodo e um tubo de
fotomultiplicador, respectivamente, sendo, entéo, converti-
da em impulsos elétricos.('® A detecg¢édo do tamanho da cé-
lula, a informacdo sobre os nucleos e composi¢cdo do
citoplasma sédo geradas pela resisténcia da corrente de
radiofrequéncia direta quando as células passam por uma
abertura no canal-IMI. O principio da reagao canal-IMI ba-
seia-se em diferencas na composicao da membrana entre
as células maduras e imaturas.(" A corrente continua (DC)
de altura de pulso é equivalente ao volume da célula. A
frequéncia de radio (RF) de medicédo fornece informacgdes
sobre a composicgéo interna da célula (nucleo, granulos).
Diferencas na resisténcia RF detectadas como impulsos
elétricos s@o representadas num diagrama de dispersao
bidimensional que reflete a distribuicdo de tamanho de cé-
lula e do ntcleo.™

Recentemente, uma empresa que trabalha com es-
ses contadores automatizados, introduziu um software mo-
dificado de IG, chamado |G Mestre, que foi validado contra
uma citometria de fluxo padréo "ouro" e aprovado para uso
clinico. Este novo software utiliza uma estratégia de gating
flexivel, que pode produzir contagens mais precisas de IG.
Até o momento, existem poucos estudos clinicos publica-
dos utilizando este método de IG Mestre que vem sendo
usado nos Estados Unidos.('® Neste cenario, uma varie-
dade de aplicagdes citofluorimétricas vem sendo desen-
volvida e aprimorada, devido a um crescente desenvolvi-
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mento dos recursos e tecnologia dos citdbmetros. Atualmen-
te podemos encontrar no mercado citdmetros de fluxo equi-
pados com até seis /asers, com maior nimero de fotos-
sensores capazes de detectar até 11 comprimentos de
onda diferentes.("

A excelente reprodutibilidade da contagem IG é devi-
do a sua elevada fiabilidade estatistica quando comparada
com o diferencial de 100 células tradicional. O analisador
produz valores de IG com um CV (coeficiente de variagédo)
de apenas 7%, enquanto que o diferencial manual de rotina
oferece um CV tedrico de aproximadamente 50%.("®) Con-
tagens automatizadas de IG permitem oferecer potenciais
vantagens de melhoria da exatidao, preciséo e tempo de
resposta em comparagdo com contagens diferenciais ma-
nuais."®

DISCUSSAO

Este estudo abordou a contagem de granulécitos ima-
turos de forma automatizada, que serve de parametro para
o diagnéstico de sepse. E de acordo com a Diretriz da
campanha de sobrevivéncia para tratamento de sepse gra-
ve e choque séptico, existem distingdes entre definicées e
metas ou limites terapéuticos para que ela possa ser diag-
nosticada de forma precisa. Essas distingées referem-se
ao estado febril ou ndo do paciente, presséo arterial
sistélica e pressao arterial média. De acordo com esses
critérios ficou determinado que sepse é toda resposta in-
flamatéria sistémica a uma infeccdo, onde o diagnéstico
precoce de um paciente critico torna-se fator determinante
para que a terapia tenha eficacia. O indice de casos de
sepse chega a 90% nos EUA de acordo com o Centro de
Controle de Doencas. E num estudo feito por Jodo Andrade
et al., as regides sul e sudeste do Brasil séo tidas como
detentoras dos maiores indices de sepse. No auxilio ao
diagnéstico, os marcadores interleucina-1(IL-1), interleu-
cina-6(IL-6), interleucina-8(IL-8), interleucina-10(IL-10), fa-
tor de necrose tumoral (TNF), proteina C-reativa (PCR) e
procalcitonina sdo usados. Alguns marcadores, como a
IL-6,8 e 10, sdo os mais usados na dosagem para sepse;
entretanto, devido ao seu alto custo e a meia-vida curta,
deixaram de ser utilizados, voltando-se apenas para a area
de pesquisa. APCR atinge seu pico maximo depois de 48
horas e aumenta durante infecgdes menores, podendo per-
manecer elevada varios dias apés eliminagao do foco in-
feccioso, ndo tendo grande valia em diagnosticar um caso
de sepse. O TNF néao altera o curso clinico ou a mortalida-
de de pacientes com sepse e, algumas vezes, chega a
prejudicar esses pacientes pela baixa especificidade. E a
procalcitonina atualmente é usada para descartar a pre-
senca de sepse pelo alto valor preditivo negativo que apre-
senta; seus niveis encontram-se elevados em 3 a 6 horas
apos o inicio da infeccao e possui uma alta sensibilidade
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e especificidade. A contagem de IG nos laboratoérios é fei-
ta de modo automatizado para que se obtenha uma maior
precisdo nos resultados. Diante deste fato, o artigo publi-
cado por Fernandes et al. fez uma comparagédo com trés
amostras, entre a contagem de |G pelo método manual e
pela citometria de fluxo, tida como referéncia. Houve uma
diferenca de 0,98% de impreciséo intraensaios e 3,28%
de imprecisao total, confirmando-se que o método automa-
tizado proporciona mais exatidao e precisao. Foi realiza-
da também uma comparacéao por meio de Regressao Li-
near entre contagem de |G por aparelho automatizado e
pela citometria de fluxo, obtendo-se uma satisfatéria cor-
relacdo entre eles, validando desta forma sua utilizagéo na
clinica laboratorial. Os contadores automatizados utilizam,
na sua contagem diferencial, a identificacdo de IG por
citometria de fluxo no canal — DIFF, o qual, através de fei-
xes, consegue determinar a estrutura interna da célula e o
tamanho do nicleo. Por ter tamanha precisédo e exatidao
na sua execug¢ao, um novo padrao "ouro" foi desenvolvido
nos Estados Unidos para que a sensibilidade e a especi-
ficidade aumentem a cada estudo desenvolvido. Por apre-
sentar tantos beneficios em relagdo a contagem manual,
os laboratérios de analises clinicas vém usando aparelhos
automatizados como auxiliar no diagnéstico de sepse.

CONSIDERAGOES FINAIS

Diante do que foi exposto neste artigo fica configura-
da a importancia da contagem automatizada de granu-
I6¢citos imaturos no diagnéstico da sepse, associada com
os resultados dos exames de procalcitonina e lactato, ga-
rantindo assim maior agilidade no tratamento, melhor acom-
panhamento prognéstico e consequente sobrevida aos
pacientes acometidos. Ndo deixando de salientar que,
quando o aparelho apresenta flag, é preciso que uma la-
mina deste paciente seja feita para que o microscopista
também faca a identificagdo dessas células imaturas, tor-
nando dessa forma seu trabalho indispensavel para o fe-
chamento do diagnéstico juntamente com a forma auto-
matizada.

Abstract

Sepsis is the presence of bacteria and their toxic products in the blood,
leading to the appearance of clinical symptoms sometimes difficult to
predict. Which are prevalent in the United States and Brazil, sepsis is
increasingly concerned health professionals and demanding diagnosis
quickly. The appearance of immature blood cells, Immature
granulocytes, may indicate the presence of sepsis and counting these
blood cells is made in an automated way via flow cytometry. Detection
of these immature cells has been gaining ground in Clinical Analysis
laboratories for the diagnosis to be more specific, starting a therapy
quickly and effectively.

Keywords
Sepsis; Flow cytometry; Granulocytes; Bacterial infections; Automation
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INTRODUCAO

Resumo

A tripanossomiase americana, mais conhecida como Doenga de Chagas (DC), tem por
agente causal o Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Para efeitos praticos, o tratamento da DC
pressupde uma terapéutica especifica e sintomatica, embora haja divergéncias quanto as
porcentagens de cura no tratamento etiolédgico da DC. Objetivo: Realizar uma revisao sis-
tematica da literatura avaliando a eficacia do tratamento durante a fase crénica da DC.
Métodos: Revisdo sistematica da literatura nas bases de dados: Medline, Lilacs, Cochrane
e SciELO, para identificar estudos relevantes, utilizando os descritores "Chagas disease
AND treatment”, "trypanossomiasis AND treatment”, "Chagas disease AND benzonidazole"
e "trypanossomiasis AND benzonidazole", onde foram avaliados os artigos publicados nos
ultimos dez anos. Para avaliagdo da qualidade metodoldgica dos ensaios clinicos
randomizados controlados utilizou-se o escore Jadad, e para estudos observacionais, o
instrumento de avaliagéo critica utilizado foi a escala de avaliagdo Newcastle-Ottawa. Re-
sultados: Foram encontrados 1.645 artigos nas diferentes bases de dados, sendo quatro
incluidos para analise (dois ensaios clinicos randomizados e dois estudos caso controle).
Conclusao: Os resultados demonstram que o tratamento etiolédgico da DC pode trazer
beneficios durante a progresséo clinica da doenca e fornecer melhor prognéstico para os
pacientes, particularmente quando administrados na forma indeterminada da doenca.

Palavras-chave
Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Antiparasitarios

Somente nos anos 40 alguns compostos mostraram
alguma acéo contra o T. cruzi em modelos experimentais e

A tripanossomiase americana, mais conhecida como
Doenca de Chagas (DC), tem por agente causal o
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), que provoca no homem qua-
dros clinicos com variadas caracteristicas e consequéncias.
A cardiopatia chagasica e as dilatagdes de 6rgaos cavitarios
sdo as que se destacam por sua gravidade. Na fase croni-
ca, as lesdes cardiacas sao responsaveis por elevada mor-
talidade.™

ADC é um grave problema de saude publica na Amé-
rica Latina e um dos principais problemas médico-sociais
brasileiros. Na América Latina, a DC é considerada, entre
as doencas infecciosas e parasitarias, a de quarto maior
impacto social.®

Para efeitos praticos, o tratamento da DC pressupde
uma terapéutica especifica (contra o parasito, visando
elimina-lo) e sintomatica (para atenuacéo dos sintomas).®

casos agudos humanos. O principal deles foi a amino-
quinolina "Bayer 7.602", com discreta atividade parasiticida,
seguindo-se um arsenical, denominado spirotrypan, muito
usado nos anos 50. Estes farmacos muito toxicos reduziam
efetivamente o nimero de parasitas circulantes da doenca
na fase aguda, porém eram praticamente ineficazes na fase
cronica, nunca logrando a extingdo total do parasitismo, como
seria necessario para a cura. A DC ganhou o estigma de
incuravel.®

No final da década de 1960, alguns experimentos in-
dicaram a necessidade de que o tratamento fosse prolon-
gado (até 60 dias) e ocorreu o surgimento de farmacos mais
ativos, os nitrofuranos. Dentre estes, o mais efetivo foi o
nifurtimox, que realmente levou a cura varios casos agudos
e mesmo alguns cronicos. Mais adiante surgiu outro farmaco
um pouco mais efetivo, um derivado imidazélico denomina-
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do benzonidazol.® No Brasil, o benzonidazol é a tinica dro-
ga disponivel para o tratamento especifico da DC. Em ca-
sos de intolerancia ao benzonidazol pode-se utilizar o
nifurtimox, existente na América Central.® O tratamento com
benzonidazol exige cuidadosa atencéo para adequacéo da
dose do farmaco e para o manejo de reagdes colaterais
que ocorrem em cerca de 30% a 40% dos pacientes, em
gravidade variavel.

Embora haja divergéncias quanto as porcentagens de
cura no tratamento etiolégico da DC, ha consenso sobre a
sua utilidade, a depender de circunstancias, como: fase da
doenca, idade do paciente e condi¢cdes associadas. Acom-
provacédo de cura, especialmente na fase cronica, depende
de fatores como o tempo de seguimento e os exames utili-
zados.”)

Na fase aguda, definida pela evidéncia do T. cruzi, no
exame direto do sangue periférico, o tratamento deve ser
realizado em todos os casos e o mais rapido possivel, apés
confirmacéo diagnéstica, independente da via de transmis-
sdo. Devido a toxicidade das drogas disponiveis, nao é re-
comendado o tratamento durante a gestagdo. ADC aguda
é de notificagdo compulsoria.®

Embora faltem evidéncias que garantam o sucesso da
terapia nas diferentes circunstancias, o tratamento especifi-
co pode ser instituido na forma crénica recente. Para essa
finalidade considerou-se como recente o periodo de cinco
a doze anos ap6s a infeccao inicial. Para a fase cronica de
maior duragéo, o tratamento tem sido indicado na forma
indeterminada e nas formas cardiacas leves e digestivas.”
O papel do tratamento antiparasitario na fase crénica é dis-
cutivel porque faltam maiores evidéncias de estudos tanto
em modelos experimentais da doenga como no seguimen-
to de pacientes cronicos.®

Médicos e outros profissionais da saude encontram
dificuldades na elaboracéo de protocolos para o tratamen-
to da DC, especialmente na fase cronica da doenga. Por
este motivo, reconhece-se a necessidade de revisao perio-
dica sobre o tema, de forma a contribuir com a orientagéo e
manejo clinico do paciente. O objetivo deste trabalho foi re-
alizar uma reviséao sistematica da literatura avaliando a efi-
cécia do tratamento durante a fase crénica da DC.

MATERIAL E METODOS

Revisdes sistematicas sdo baseadas em estudos pri-
marios, utilizando-se métodos previamente definidos e ex-
plicitos para identificacédo, selecédo e avaliagéo critica das
pesquisas consideradas relevantes. As revisdes sistemati-
cas, através de pesquisa bibliogréafica classificatoria, tam-
bém contribuem como suporte teérico-pratico.(?

Foram avaliados artigos publicados nos ultimos dez
anos nas bases de dados Medline (PubMed), Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
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(Lilacs), Cochrane Controlled Trials Data Bases e SciELO,
para identificar estudos relevantes nos idiomas Inglés, Por-
tugués e Espanhol.

O processo de busca utilizou os seguintes descritores:
"Chagas disease AND treatment", "trypanossomiasis AND
treatment”, "Chagas disease AND benzonidazole" e
"trypanossomiasis AND benzonidazole".

Dos estudos selecionados, como critérios de inclusdo
foram considerados aqueles que abordassem ensaios cli-
nicos randomizados e estudos epidemiolégicos observa-
cionais com resumo disponivel. Os critérios adotados para
a exclusao dos estudos compreenderam aqueles que conti-
nham: capitulos de livro, resumos de evento, editoriais, revi-
sOes sistematicas, meta-anadlises, estudos transversais e
artigos de opinido.

Inicialmente, para verificar se os artigos atendiam aos
critérios de inclusao, os titulos de todos os estudos identifi-
cados foram avaliados por dois revisores independentes.
As duplicatas foram excluidas em reunido e, para os casos
em que houve discordancia entre os revisores quanto a in-
clusédo do estudo, houve avaliagdo por um terceiro revisor.
Apos estas etapas, os artigos foram selecionados confor-
me os resumos disponiveis e analisados pelos critérios de
inclusdo. Posteriormente, os estudos incluidos na revisdao
sistematica foram selecionados de acordo com a anélise
de qualidade.

Para avaliagédo da qualidade metodolégica dos ensaios
clinicos randomizados controlados utilizou-se o escore Jadad,
que varia de 0 a 5 e que seleciona, para a continuidade do
processo critico, os ensaios clinicos com Jadad > 3.('

Aplicou-se um ponto para cada resposta positiva re-
ferente as questdes abaixo:

- O estudo foi descrito como randomizado?

- O estudo foi descrito como duplo cego?

- Ha descri¢do das perdas?

Aplicou-se mais um ponto para cada resposta onde
houve:

- Randomizacéo apropriada.

- Cegamento apropriado.

Retirou-se um ponto onde houve:

- Randomizacéo inapropriada.

- Cegamento inapropriado.

Para estudos observacionais, o instrumento de avali-
acao critica utilizado foi a escala de avaliacdo Newcastle-
Ottawa.('?

O processo de avaliacéo critica com o uso dessa es-
cala deve fornecer pontuacdo > 6. O Quadro 1 explicita a
pontuacgéo possivel maxima para cada componente anali-
sado.

O processo de avaliagéo da qualidade dos estudos
também foi realizado por dois revisores independentes, com
a participagdo de um terceiro revisor quando ndao houve
consenso.
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Quadro 1 - Componente dos estudos Caso-controle e Coorte analisados pela Escala New-Castle.

Componente Analisado
Caso controle

Selegéo dos Pacientes Definigao de caso

(4 pontos) Representacéo do caso
Selegéo do controle
Definigédo do controle

Desenho de Estudo

Coorte

Representatividade dos expostos
Sele¢édo dos ndo-expostos
Método de exposicéo

Auséncia do desfecho

Comparabilidade Caso versus controle na base Caso versus controle nas bases do
(2 pontos) do desenho do estudo desenho do estudo
Exposicao Método de exposicao .
(Caso-controle) Caso e controle expostos com Avaliagao do desfecho

igualdade Seguimento longo para o desfecho
Desfecho (coorte) indice de nao-resposta .

Seguimento completo

(3 pontos) semelhante

Fonte: Bernardo, 2008.("%)

Os dados coletados dos artigos selecionados foram
organizados em tabela, de acordo com autor e ano de pu-
blicacéo, protocolo de tratamento, n° de participantes, tem-
po do estudo, tempo de seguimento e escores de qualida-
de metodolégica obtidos pelo escore de Jadad e pela es-
cala de avaliagdo The Newcastle - Ottawa.

RESULTADOS

O total de artigos identificados nas bases de dados
foiigual a 1.645: Medline (PubMed) - 922, Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs) -
498, Cochrane Controlled Trials Data Bases - 02 e SciELO
-223.

A selecéo foi realizada conforme descrito a seguir:

— Publicac¢ées potencialmente elegiveis identificadas
nas bases bibliograficas através dos descritores: 1.645

— Selecgédo dos estudos através dos titulos avaliados
por dois revisores independentes: 213

— Total de estudo ap6s a remocéo de duplicidades: 84

— Selecéo dos estudos através dos resumos disponi-
veis: 52

— Total de estudos apéds exclusédo de resumos que nao
preenchiam os critérios de inclusdo: 15

— Estudos incluidos na revisao sistematica ap6s avali-
acao da qualidade metodol6gica: 04

Ao todo, foram analisados quatro artigos sobre o tra-
tamento da DC. A Tabela 1 mostra a sua distribuicdo segun-
do o ano, a revista, n° de participantes, tempo do estudo,
tempo de seguimento e escores de qualidade metodolégica.

O objetivo do estudo de Bertocchi et al." foi deter-
minar o efeito da terapia com benzonidazol sobre a imuni-
dade especifica contra o T. cruzi em pacientes na fase cro-
nica da DC. Os pacientes desse estudo foram seleciona-
dos entre os pacientes atendidos no setor de doenca de
chagas no Hospital Eva Peron em Buenos Aires. A infec-
céo por T. cruzi foi determinada por imunofluorescéncia
indireta, hemaglutinacao indireta e Elisa (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay). Os participantes do estudo foram
divididos em dois grupos, tratamento e controle em uma
razao de 2:1, respectivamente. Os pacientes foram trata-
dos com uma dose oral maxima de benzonidazol de 5 mg/Kg
por dia por trinta dias. A frequéncia de linfécitos T de memo-
ria especificos contra o T. cruzi foi significativamente mais
baixa no grupo tratado, 12 meses apés o inicio da terapia.
Os achados deste estudo mostraram que o benzonidazol
é capaz de modular a resposta especifica dos linfécitos T
contrao T. cruzi.

Tabela 1 - Caracteristicas dos estudos sobre tratamento das fase crénica da doenga de Chagas, segundo o
ano, revista, n® de participantes, tipo de estudo, tempo de seguimento e escore de qualidade metodolédgica

. Ano de . Tipo de Tempo de Escore de
Artigo . Revista Amostra ) .
publicacéo estudo seguimento  qualidade
Bertocchi, et al.(% 2008 Revista Argentina  Ensaio 47 02 anos 05
de Cardiologia clinico
Fernandes, et al.("s) 2009 Mem. Inst. Coorte 80 03 anos 07
Oswaldo Cruz
Assis, et al.("® 2013 Mem. Inst. Coorte 58 13 anos 06
Oswaldo Cruz
Molina, et al.(7) 2014 The New England Ensaio 78 01 ano 03
Journal Medicine clinico

Fonte: Elaboragao das autoras, 2015.
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Fernandes et al."® conduziram um estudo de coorte
no Rio Grande do Sul com o objetivo de avaliar a eficacia
do tratamento com benzonidazol em pacientes com a forma
cronica indeterminada da DC. Oitenta pacientes receberam
5 mg/Kg de benzonidazol, duas vezes ao dia por sessenta
dias, sendo que os mesmos foram acompanhados por um
periodo de trés anos através da realizacdo de sorologia,
hemocultura e PCR. Ao final do estudo, quatro pacientes
apresentaram sorologia negativa em dois testes diferentes,
evidenciando cura parasitologica.

Assis et al.('® observaram a progresséo da DC em in-
dividuos diagnosticados 13 anos antes em uma area
endémica do Brasil. Um grupo foi tratado com benzonidazol
(5 mg/Kg por dia, por sessenta dias) e o outro grupo nao foi
tratado (grupo controle), sendo que a maior parte dos paci-
entes estava na fase indeterminada da doencga. O diagnoés-
tico de DC foi realizado por meio da imunofluorescéncia in-
direta e Elisa. Neste estudo, os dados laboratoriais e clini-
cos dos dois grupos foram obtidos e comparados antes do
tratamento, em 1997, e 13 anos depois, em 2010. Depois
de 13 anos de seguimento, a avaliagéo clinica mostrou que
27,6% dos pacientes tratados tiveram progresséo clinica e
65,5% dos pacientes nao tratados também progrediram cli-
nicamente.

O objetivo do estudo de Molina et al.('"” foi avaliar a
eficacia, seguranca e efeitos colaterais do tratamento de
pacientes com DC utilizando um grupo tratado com benzo-
nidazol e outro grupo tratado com posaconazol. O diag-
nostico da doenca foi feito através do PCR. Os pacientes
foram acompanhados por quarenta semanas apés o final
do tratamento. Dezesseis (61,5%) dos 26 pacientes do
grupo tratado com benzonidazol apresentaram, apés o pe-
riodo de seguimento, amostra negativa apos a realizagao
do PCR.

DISCUSSAO

A infeccdo humana por T. cruzi induz uma resposta
imune na maioria dos pacientes e € comum que a mesma
evolua para uma infecgao crénica indolente. Uma propor-
¢éo de pessoas infectadas desenvolve doencga crénica sin-
tomatica com dois principais padrdes: doenca cardiaca ou
sindromes gastrintestinais.('® O tratamento da DC baseia-
se no uso de dois compostos nitroderivados, benzonidazol
e nifurtimox, descobertos ha mais de quatro décadas.'® O
nifurtimox foi utilizado extensivamente durante trés décadas,
mas atualmente néo esta disponivel em varios paises, inclu-
indo o Brasil. Aterapia com benzonidazol tem eficacia simi-
lar ao nifurtimox, com a vantagem de produzir menor inci-
déncia de efeitos colaterais."

Muitos estudos sugerem que o tratamento etiolégico
da DC leva a negativacéo de resultados sorologicos e/ou
na preveng¢ao de mudancas eletrocardiograficas e clinicas
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relacionadas a progressao da doencga.?>-?? Entretanto, ou-
tros estudos séo contraditorios e indicam que, quando o tra-
tamento é administrado durante a fase crénica, o parasito
néo é eliminado e a progressao da doencga néo é interrom-
pida; portanto, as complicacdes da infecgdo ndo sao pre-
venidas.(®229

O tratamento dainfecgdo para o T. cruzi ainda é contro-
verso para individuos na fase crénica da doenga. O primeiro
Guia Latino-Americano para o Diagnoéstico e Tratamento da
Cardiomiopatia Chagasica Croénica nao faz recomendacgdes
arespeito do tratamento de individuos na fase indeterminada
ou da fase cardiaca determinada. Na tentativa de superar
essas limitacdes, alguns estudos prospectivos foram realiza-
dos, enquanto outros ainda estdo em andamento.(®)

Muitos estudos observacionais ja finalizados foram
realizados com pacientes na fase cronica da DC, que é a
fase na qual a maior parte dos individuos infectados recebe
o diagnostico.(20.21242527-31) Nesta revisédo sistematica, apds
exclusdo baseada na avaliagdo da qualidade metodolégica,
foram selecionados quatro artigos, sendo dois ensaios cli-
nicos e dois estudos de coorte, todos conduzidos com pa-
cientes na fase cronica da DC.

A pesquisa de Bertocchi et al.,(" realizada em 2008,
avaliou o impacto da terapia com benzonidazol no estagio
cronico da infeccéo por T. cruzi na resposta imune celular
especifica para este parasito. Os resultados mostraram que
a terapia etiologicamente direcionada contra o T. cruzi pode
modular a resposta das células T de meméria especificas
do parasito. No estudo, 44% dos pacientes tratados com
benzonidazol mostraram resposta imunolégica negativa com
relacdo aos linfocitos T associados a infeccéao por T. cruzi.
Destes, 36% apresentaram sorologia negativa para T. cruzi
dois anos apos o tratamento."¥ Alguns autores sustentam a
ideia de que a infecgéo cronica por T. cruzi levaria a exaustao
do sistema imune, como consequéncia da persisténcia do
antigeno no organismo. Isso pode afetar a capacidade do
sistema imune em controlar a infecgédo, levando a progres-
sdo da doenga.® Uma melhor compreenséo da cinética da
parasitemia e da resposta imunolégica ap6s o tratamento
pode ajudar a desenvolver algoritmos de manejo clinico para
infec¢do chagasica crénica.

No estudo de Fernandes et al.,!"® durante o periodo de
seguimento, métodos sorolégicos, parasitolégicos e PCR
foram utilizados para avaliar a resposta ao tratamento com
o benzonidazol. Houve 100% de concordancia entre os en-
saios Elisa e IFI (imunofluorescéncia indireta). No entanto,
titulos distintos de anticorpos foram encontrados nestes pa-
cientes, possivelmente como consequéncia de uma grande
heterogeneidade genética do parasito, o que poderia influ-
enciar na resposta imune dos individuos parasitados.®34
Neste estudo, nenhum dos oitenta pacientes tratados apre-
sentou hemocultura positiva ap6s os trés anos de acompa-
nhamento. Um exame parasitolégico negativo por si s6 ndo
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representa sucesso no tratamento, no entanto, sua positi-
vidade apds a quimioterapia representa o fracasso tera-
péutico.™ Alinterpretagdo dos resultados de PCR no diag-
néstico da DC é controversa, pois um resultado positivo pode
refletir a deteccdo do DNA do parasito ou ainda a presenca
do parasito intacto ou lisado.®* O estudo de Fernandes et
al.""® mostrou que 5% dos pacientes submetidos ao trata-
mento com benzonidazol foram curados apés trés anos de
seguimento, ja que apresentaram PCR negativo e sorologia
negativa para o T. cruzi.

Os resultados de Assis et al. (2013)("® demonstraram
que tanto os pacientes tratados quanto os néo tratados apre-
sentaram sorologia positiva para o T. cruzi 13 anos apés o
inicio do estudo. Entretanto, os pacientes tratados apresen-
taram menores titulos sorol6gicos do que os néao tradados,
o que também foi verificado por outros autores.('32"3) Apos
o periodo de seguimento, Assis et al. (2013)("® demonstra-
ram que 27,6% dos pacientes tratados demonstraram pro-
gressao clinica contra 65,5% dos pacientes néo tratados.
Tais resultados indicam que o tratamento etiolégico atrasa
a progressao clinica da doenca e melhora o prognéstico do
paciente, mesmo em casos nos quais a cura parasitologica
nao é observada. Neste estudo, também foram incluidos
pacientes com as formas cardiaca e digestiva, entretanto,
devido ao baixo nimero dos mesmos, néo foi possivel defi-
nir uma interpretacdo definitiva acerca do tratamento
etiolégico nesta fase da doenca.

No estudo de Molina et al., (2014)" o benzonidazol
apresentou atividade tripanocida sustentada. Dos pacien-
tes tratados, 94% apresentaram PCR negativo até o final
do seguimento. Neste mesmo estudo, alguns pacientes ti-
veram que descontinuar o tratamento com o benzonidazol
por conta de efeitos adversos (dermatite alérgica). Embora
os resultados deste autor paregam indicar um efeito benéfi-
co do tratamento com benzonidazol, uma metanalise de es-
tudos concluiu que a eficacia desta droga no estagio croni-
co da DC é duvidosa.®"

Estudos de reviséo sistematica sdo importantes para
analisar pesquisas desenvolvidas em uma determinada
area do conhecimento, facilitando o acesso aos pesqui-
sadores que precisam de uma revisdo rapida, além de
direcionar estudos futuros. A presente revisdo apresenta
como limitacdo o fato de nao terem sido pesquisadas ba-
ses de dados diferentes da PubMed, SciELO, Lilacs e
Cochrane, o que pode ter reduzido a chance de identifica-
céo de estudos importantes. Além disso, diferencgas na for-
ma como os estudos foram realizados podem ter trazido
impacto para os resultados obtidos. Cada estudo teve seu
proprio critério de elegibilidade e foi conduzido em dife-
rentes contextos.

Os resultados verificados nesta revisdo sistematica
sugerem um efeito tripanocida do benzonidazol a longo pra-
zo em pacientes na fase cronica da DC. O tratamento
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etiolégico da DC pode reduzir a progressao clinica da do-
enca e fornecer melhor prognoéstico para os pacientes, par-
ticularmente quando administrados na forma indeterminada
da doenca. Mais pesquisas s@o necessarias para explorar
as potenciais fontes de heterogeneidade dos estudos e para
conduzir uma analise confiavel dos resultados.

Abstract

The American trypanosomiasis, known as Chagas' disease (CD), is the
causative agent Trypanosoma cruzi (T. cruzi). For practical purposes,
treatment of DC requires a specific and symptomatic therapy, although
there is disagreement about the cure rates in the etiological treatment
of CD. Objective: To perform a systematic review of the literature
evaluating the effectiveness of treatment during the chronic phase of
CD. Methods: Systematic Review of the literature in databases: Medline,
Lilacs, Cochrane and SciELO, to identify relevant studies using the
keywords "Chagas disease AND treatment”, "trypanossomiasis AND
treatment”, "Chagas disease benznidazole AND" and "trypanossomiasis
AND benznidazole" that evaluated the articles published in the last 10
years. To assess the methodological quality of randomized controlled
trials used the Jadad score and observational studies, the critical
assessment instrument was the rating scale Newcastle-Ottawa. Results:
We found 1.645 articles in different databases, fourincluded for analysis
(two randomized clinical trials and two case-control study). Conclusion:
The results demonstrate that the etiological treatment of DC may benefit
during the clinical progression of the disease and provide better prognosis
for patients, particularly when administered in the indeterminate form of
the disease.
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Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Antiparasitic agents
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Técnicas de recomposicao de componentes do sangue para

fins terapéuticos

Techniques for restoring blood components for therapeutic purposes

Karine Watanabe Oliveira Rocha

Resumo

O uso de técnicas de recomposi¢do de componentes do sangue para fins terapéuticos sem
a necessidade de transfusdo de sangue apresenta uma grande perspectiva de desenvolvi-
mento futuro. A preocupagéo com a reducéo das necessidades de transfuséo de sangue e
derivados nos periodos trans e pds-operatérios sempre existiu devido a incidéncia de com-
plicagdes correlatas as transfusdes, principalmente com o risco de transmisséo de doen-
cas, como aAIDS, hepatite, malaria e doenga de Chagas. Todas as medidas que possam
ser usadas para que haja a redugéo do volume de sangue transfundido séo validas, por isso
esse artigo tem como objetivo identificar as estratégias clinicas existentes e assim foram
analisados todos os métodos e alternativas disponiveis, como o uso da eritropoetina
recombinante humana (rhEPO), a doagao autéloga, uso de hemoderivados e as solugdes
carreadoras de oxigénio. Para o século XXI, havera grandes mudangas em relagéo as estra-
tégias clinicas com um grande foco no aperfeigoamento da seguranga e aumento de produ-
tos hemoderivados.

Palavras-chave

Eritropoetina; Transfusao de sangue autéloga; Medicamentos hemoderivados

INTRODUCAO

A preocupacdo com a reducdo das necessidades
de transfusdo de sangue e derivados nos periodos trans
e pds-operatérios sempre existiu devido a incidéncia de
complicacbes correlatas as transfusdes, como reacgdes
febris, isoimunizag¢des, hepatite, malaria, doenca de Cha-
gas e outras doencas infecciosas, tendo-se acentuado
com o surgimento de casos de sindrome de imuno-
deficiéncia adquirida (AIDS) por transmisséao transfu-
sional.("

As estratégias clinicas combinadas com outras mo-
dalidades s&@o usadas com sucesso em tratamentos de pa-
cientes sem a necessidade de transfuséo de sangue, pois
existem procedimentos alternativos para este tipo de tra-
tamento médico.

O objetivo desse estudo é identificar as estratégias
clinicas existentes que estdo sendo utilizadas mais recen-
temente na area da medicina.

O primeiro teste que fez uso da eritropoetina recom-
binante humana (rhEPO) foi realizado em 1987 com adul-
tos portadores de doenca renal terminal. Nestes pacien-

tes, que eram submetidos a hemodialise, foi eliminada a
necessidade de transfuséo e houve melhora da qualida-
de de vida. A velocidade de resposta do hematécrito foi
dose dependente, tornando-se estavel ap6s uma sema-
na de administragédo. Outro efeito benéfico encontrado foi
a reducado da sobrecarga de ferro acarretado pela poli-
transfuséo.®

Dentre os efeitos colaterais encontrados, citam-se:
deficiéncia de ferro devido ao seu gasto acelerado, po-
dendo levar a anemia rebote, hipertenséo arterial, convul-
sdes, hipercalemia e hiperfosfatemia.

Em 1989, a National Kidney Foundation recomendou
o uso rotineiro da rhEPO no tratamento da anemia devido
a doenca renal crénica, com a ressalva da necessidade
de se monitorizar os niveis de ferro séricos e fazer uma
suplementagéo adequada.®

Além da anemia da prematuridade, outras indicagées
para o uso da rhEPO séo descritas, onde ocorre a anemia
devido ao baixo nivel da EPO sérica, como: artrite reuma-
toide, colite ulcerativa, AIDS, doengas malignas, cardio-
patias congénitas com possibilidade de desenvolver insu-
ficiéncia cardiaca.
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A transfus@o autéloga ndo é um conceito novo. O ter-
mo reinfusdo de sangue perdido ja foi utilizado em 1818 e a
doacéo pré-operatéria de sangue autélogo foi defendida nos
anos 30, quando surgiram os primeiros Bancos de Sangue.
Entretanto, um aumento consideravel no uso de transfusdo
autéloga tem ocorrido nos ultimos vinte anos.®

As vantagens da transfuséo aut6loga sao de prevenir:
a transmissé@o de doencgas infecciosas, as reagdes trans-
fusionais, a aloimunizagdo e a imunomodulag¢édo. Sao es-
senciais para pacientes que apresentam tipo sanguineo raro
e para pacientes poli-imunizados.® De acordo com a Tabe-
la 1 sdo apresentadas algumas patologias e seus respecti-
vos riscos transfusionais.

Tabela 1 - Risco transfusional na transmissdo de algumas patologias

Patologia Risco Teste positivo (dias)
Hepatite B 1/63.000 60
Hepatite C 1/103.000 82
HIV 1/493.000 22
HTLV 1/641.000 51

Menos de 1%

Fonte: Vane e Ganem, 2006, p.297

Citomegalovirus Rapidamente

O sangue autélogo néo transmite doencas, entretanto
pode sofrer contaminagdo durante seu manuseio entre a
coleta no hemocentro e sua administragcao no centro cirdrgi-
co, mas o risco ainda € menor quando comparado ao san-
gue homoélogo.®

As principais indicagdes da transfus@o de criopre-
cipitado (CRIO), que é um tipo de hemoderivado, sdo no
tratamento da hemofilia A, doenga de von Willebrand, defi-
ciéncia de fibrinogénio congénita ou adquirida, deficiéncia
de Fator Xlll e complicagGes obstétricas ou outras situacdes
associadas com o consumo de fibrinogénio. Seu uso tam-
bém é benéfico no tratamento da tendéncia hemorragica
associada a uremia.

O CRIO néo deve ser utilizado no tratamento de paci-
entes com deficiéncias de outros fatores que néao os ja cita-
dos. Existe o risco de transmissao de doengas infecciosas,
para cada unidade de CRIO e, quando altas quantidades
de CRIO séo transfundidas, o nivel de fibrinogénio do indivi-
duo deve ser monitorizado, pois este pode atingir niveis bas-
tante elevados (hiperfibrinogenemia), levando a um risco au-
mentado de tromboembolismo.®

As solugdes de hemoglobina tém sido usadas como
cross-linked (CL), polimerizagdo e conjugacéo, tendo sido
submetidas a procedimentos quimicos ou de engenharia
genética.” Todos esses avangos sdo feitos para prevenir
complicagdes como dano renal, hipertens@o pulmonar, for-
macao de metahemoglobina, entre outras.

Apesar dos intensos estudos, este tipo de solugédo ain-
da ndo mostrou grande eficacia, devendo ser motivo de

340

estudo para os préximos anos, tendo em vista sua necessi-
dade. Hoje, a quantidade de sangue necessaria ndo é acom-
panhada pelo volume obtido com doacgdes e, nas préximas
décadas, isto tende a se acentuar.

A tentativa de se obter uma solugéo que, além de ex-
pandir o volume intravascular, pudesse também transportar
oxigénio e libera-lo para os tecidos remonta a Primeira Guer-
ra Mundial, quando ficou claro que a hipovolemia por he-
morragia aguda e intensa levava o paciente ao chamado
choque circulatério. Apesar disso, o marco inicial deste estu-
do foi em 1930, com o uso de hemoglobina bovina e de
hemoglobina humana em solucéo salina. Este estudo teve
por finalidade o tratamento do sangramento obstétrico com
hemoglobina humana em solucéo salina, o que prontamente
restaurava a pressao arterial, mas apresentava efeitos
colaterais graves, como disfuncéao renal e hipertenséo ar-
terial.®

Apartir de 1980, com o advento da AIDS, esses estu-
dos ganharam novo interesse e os estudos no campo
molecular se intensificaram. Hoje, alguns produtos ja estao
em testes em seres humanos, principalmente a hemoglobina
livre de estroma.

REVISAO DE LITERATURA

De acordo com Vane e Ganem, o sangue é um dos
componentes mais importantes no organismo pois desem-
penha diversas fungées, como a oxigenacao, protecao
imunoloégica, hemostasia e equilibrio acido-base. Existem
muitas situagdes, como trauma, cirurgias e pacientes criti-
cos, nas quais ocorre grande perda sanguinea, por isso é
importante que haja estratégias clinicas para o tratamento
desses pacientes.

A partir da década de 80, com o advento da AIDS,
houve uma preocupacéo em se realizarem estudos que pu-
dessem minimizar a quantidade de transfus@o de sangue.
Assim, métodos ja conhecidos e mais recentes tém sido
utilizados e aprimorados para que haja uma melhora efici-
ente nos casos em que ha necessidade de reposicdo de
sangue ou seus componentes.

Para se atingir o objetivo dessa pesquisa foi feito um
estudo das técnicas existentes. Segundo Rocco et al.” as
transfusdes sanguineas podem ser substituidas utilizando-
se métodos alternativos. Podem ser utilizadas técnicas de
cirurgia sem sangue, preparo pré-operatoério (uso de
eritropoietina e doacgéo autéloga), uso de técnicas cirurgi-
cas e anestésicas, de maquinas para reaproveitar o san-
gue (cell saver) hemodiluigao pré-operatéria, diminuigéo do
desperdicio da coleta de sangue com uso de tubos pedia-
tricos e reaproveitamento de sangue retirado do cateter de
pressao arterial média. Existem ainda as alternativas ao uso
de hemoderivados, citando-se os carreadores artificiais do
oxigénio.
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MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada nesse estudo envolveu a ana-
lise de técnicas existentes, pois todas as medidas que pos-
sam ser usadas para que haja a redugéo do volume de
sangue transfundido séo validas. Este artigo esta classifi-
cado, quanto aos fins, como exploratério, onde serao apre-
sentados os conhecimentos a respeito das técnicas dis-
poniveis. Para isso foi usada pesquisa bibliografica como
meio em relacéo as técnicas de recomposi¢do de compo-
nentes do sangue para fins terapéuticos. A pesquisa bibli-
ografica tem como fonte artigos cientificos, livros e perio-
dicos.

Eritropoietina

A eritropoietina (EPO) é um hormonio endégeno de
natureza glicoproteica secretado pelos rins e é o princi-
pal regulador da eritropoiese ou a produgéo de células
vermelhas do sangue. No individuo normal, 90% de toda
a eritropoetina é produzida pelo rim, e os 10% restantes
pelo figado.® O uso da eritropoetina recombinante hu-
mana (rhEPO) é capaz de estimular a medula, aumentan-
do a sua eritropoiese e, consequentemente, o nimero de
células vermelhas circulantes. Ela é muito utilizada em tra-
tamento de anemia, principalmente, em recém-natos,
onde a eritropoiese ndo consegue responder a necessi-
dade do organismo® e também em pacientes com insu-
ficiéncia renal, que passam a necessitar do suporte da
hemodialise, pois sofrem com a baixa producédo de
eritropoietina.®

Adesivos teciduais

A cola de fibrina é utilizada para diminuir a perda de
sangue selando as superficies das feridas de modo a redu-
zir o sangramento pés-operatério.®

O plasma rico em plaquetas (PRP) também é utiliza-
do para reduzir hemorragia. Ele é obtido através de centri-
fugacao do sangue do préprio paciente, obtendo um pro-
duto final concentrado em plaquetas, rico em fatores de
crescimento envolvidos no processo de cicatrizacédo
tecidual.® Essa solucéo é aplicada nos locais de cirurgia
ou ferimentos.

Doacgio autdloga

E aquela em que o binémio receptor/doador é consti-
tuido pelo mesmo individuo.('” Devido aos riscos que exis-
tem na doacdo homoéloga, muita importéncia se deu a doa-
¢do autéloga. O sangue autélogo pode ser obtido por doa-
¢cOes prévias (DP), por hemodiluigdo normovolémica aguda
(HNA) ou por reaproveitamento de sangue do campo ope-
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ratério, também conhecido por blood saved (BS). Nao ha
ocorréncia de reagdes hemoliticas (aloimunizacao), alérgi-
cas, imunolégicas (imunomodulagéo) e les@o pulmonar agu-
darelacionada a transfusdo (TRALI).4

Pré-doacao

A técnica consiste na doacdo de sangue para uso
préprio. E obtido no periodo pré-operatério durante quatro
a seis semanas. Se o paciente apresentar-se com anemia
para cirurgia, serao necessarias transfusdes mais frequen-
tes e com antecedéncia; e outro ponto a ser considerado
é a possibilidade de troca de bolsa. Segundo estatistica,
essa possibilidade ocorre em uma a cada 60 a 100 mil
transfusodes, e é alto o custo do descarte das bolsas ndo
utilizadas.®

Hemodiluigdo normovolémica aguda (HNA)

Essa técnica reduz a perda de sangue e consiste na
substituicdo do sangue total por uma solugédo semelhante
ao plasma com cristaloides e/ou coloides, livre de células,
induzindo uma diluicdo de todos os seus componentes.(')
Essa solugao funciona como um expansor de volume que
ndo contém sangue; assim, o sangue que ainda resta no
paciente é diluido contendo menos glébulos vermelhos. Du-
rante a cirurgia, o sangue é desviado para bolsas e devol-
vido ao paciente durante e/ou ao término da cirurgia. Essa
técnica é eficaz em procedimentos cirdrgicos com perdas
de sangue previstas superiores a 1000 mL.(" No caso de
uma grande perda sanguinea durante a cirurgia, o pacien-
te hemodiluido perdera menos quantidade de glébulos ver-
melhos.

Reaproveitamento do sangue

Essa técnica reaproveita o sangue coletado. Este san-
gue é aspirado, filtrado e processado e os glébulos verme-
lhos, obtidos por centrifugacéo, séo reinfundidos na medi-
da da necessidade.®

Recuperagio intraoperatoria de sangue

A técnica de recuperacéo intraoperatoria (RIOS) con-
siste na recuperacgéo do sangue de ferimentos ou de uma
cavidade do corpo durante a cirurgia. O sangue coletado no
campo cirdrgico é recuperado, processado em equipamen-
tos especificos e reinfundido durante a cirurgia se houver
necessidade. O material aspirado é filtrado, a seguir
centrifugado e as hemacias séo lavadas com soro fisiologi-
co. Esta técnica é indicada para cirurgias quando a perda
de sangue esperada é superior a 20% do volume de san-
gue total.("?
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Hemoderivados

Sao medicamentos derivados do sangue, mais espe-
cificamente do plasma contido no sangue, e servem para o
tratamento de doengas graves!'® conforme se segue:

Albumina

E uma proteina extraida do plasma. E utilizada, as ve-
zes, em expansores de volume no tratamento de choque,
queimaduras graves, pessoas com cirrose e pacientes de
terapia intensiva.

Imunoglobulinas

Hemoderivado de maior consumo no mundo, empre-
gado no tratamento de pessoas com AIDS e outras defici-
éncias imunolégicas, além de doencgas autoimunes e infec-
ciosas.®

Fatores de coagulagdo

Ha varias proteinas que atuam na coagulagao san-
guinea. Sado administradas para o tratamento de alguns
casos de hemofilia A e B e de pacientes com san-
gramento devido a cirrose hepatica. Também pode ser
usada no processo de recuperacgao de pessoas que uti-
lizam medicamentos anticoagulantes e apresentam he-
morragias.("®

O crioprecipitado é uma combinacéo de fatores de
coagulagéo. Contém o Fator VIII, Fibrinogénio, Fator de Von
Willebrand, Fator Xlll e Fibronectina.

Solugdes carreadoras de oxigénio

O termo substituto do sangue ou sangue artificial tem
sido utilizado para descrever solugdes que promovem ex-
panséo de volume e transportem oxigénio. Porém, o san-
gue, um dos mais complexos liquidos do organismo, tem
muitas outras fungdes, além das duas fungées destinadas
aos chamados substitutos do sangue. Desta forma, esses
termos devem ser substituidos por solugdo expansora
carreadora de oxigénio.®

Basicamente, estes produtos séo:

1- hemoglobinas livres de estroma — contém algumas
modificagées na molécula da hemoglobina;

2- hemoglobinas geneticamente modificadas — célu-
las vermelhas produzidas por microorganismo como E. col;;

3- hemoglobinas lipossoma-encapsuladas — contém
hemoglobina com membrana sintética;

4- perfluorocarbono — solugdes organicas com alta so-
lubilidade em oxigénio.

Solugbes de Hemoglobina

A solucdo de hemoglobina é uma solugéo que trans-
porta e libera oxigénio para os tecidos. As solugdes de
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hemoglobina livre de estroma podem-se apresentar sob
quatro formas e todas elas contém moléculas de hemo-
globina modificada. Séo elas:

1- hemoglobina cross-linked

2- hemoglobina polimerizada

3- hemoglobina conjugada

4- hemoglobina em microbolhas

Estas modificagdes e seus diversos tipos séo tentati-
vas para que haja menor filtragcdo renal e, como conse-
quéncia, menor dano para os rins e maior tempo de reten-
¢ao intravascular.

Perfluorocarbonos

Perfluorocarbonos (PFC) sdo compostos sintéticos
que atuam como solventes para moléculas de oxigénio.
Duas geragdes de PFC foram desenvolvidas: a primeira,
constituida pelo Fluosol-DA 20%, que é utilizado para ca-
sos de isquemia tecidual, e a segunda geracgéo, o
Perfubron, é mais eficiente que a primeira geragcéo no
transporte de oxigénio, sendo utilizado na preservacéao de
orgaos.®

DISCUSSAO

Hé muitos tratamentos alternativos a transfusdes de
sangue que visam melhorar a qualidade de vida do pacien-
te, e para isso novos estudos estédo sendo feitos acerca do
assunto. O estimulo principal para o crescimento desses
estudos é o receio das possiveis doencgas transmissiveis,
destacando-se a AIDS, doenca de Chagas e hepatite C,
principalmente.

Cada tipo de tratamento tem suas vantagens, po-
rém ha suas desvantagens. Para isso, cada caso e o
melhor tratamento que deve ser utilizado devem ser estu-
dados criteriosamente para que nao haja nenhuma com-
plicagéo futura, como a aquisi¢éo de doencas transmis-
siveis, reacdes transfusionais (hemoliticas ou ndo) que
podem ser graves, sensibilizacdo imunolégica, falha te-
rapéutica, aumento no custo do tratamento e ansiedade
gerada no paciente e nos familiares envolvidos. Acres-
centa-se, ainda, o desperdicio de um material nobre e ao
elevado custo na adequacdo do mesmo para fins tera-
péuticos.®

CONSIDERAGOES FINAIS

Os métodos e as alternativas existentes que evi-
tam a necessidade de repor sangue séo atividades com-
plementares que constituem a area clinica da Medicina
Transfusional. Recentes avangos na seguranca, qualida-
de e os custos associados com essa terapia alternativa
tém levado a uma reavaliagé@o da pratica desta area da
medicina.
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Técnicas de recomposigéo de componentes do sangue para fins terapéuticos

Tudo indica que, no século XXI, os métodos e as alter-
nativas para o tratamento médico sem a necessidade de
transfusdo de sangue sofrera grandes mudancas. Havera
um grande foco no aperfeicoamento da seguranca e aumen-
to de produtos hemoderivados.

Abstract

The use of techniques of restoration of blood constituents for therapeutic
purposes without the need for blood transfusion presents a great prospect
for future development. The concern with reducing the need for blood
transfusion and derivatives in trans-and post-operative has always existed
due to the incidence of complications related to transfusions, especially
with the risk of transmission of diseases such as AIDS, hepatitis, malaria
and Chagas illness. All measures that may be used so that there is a
reduction in the volume of blood transfused are valid, so this article
aims to identify existing clinical strategies and so all methods and
alternatives, such as the use of recombinant human erythropoietin
(rhEPO), were analyzed autologous donation, blood transfusion and
oxygen-carrying solutions. For the twenty-first century, there will be major
changes in relation to clinical strategies with a major focus on improving
safety and increasing blood products.
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Erythropoietin; Autologous blood transfusion; Hemoderivative drugs
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Artigo de Revisao/Review

Imunoterapia especifica para o tratamento de alergias
respiratorias: uma revisao sobre seu uso
Specific immunotherapy for the respiratory allergy treatment: a review of its use

Tamine Jandrey da Rosa Resumo

A imunoterapia especifica vem, ha mais de 100 anos, sendo utilizada para o tratamento de
alergias respiratérias, as quais tém crescente ocorréncia no mundo todo e atualmente atin-
gem aproximadamente 40% da populagédo mundial, acarretando prejuizos a qualidade de
vida da pessoa portadora destas afec¢des. Essa terapia visa reduzir a sensibilizacéo do
individuo a determinados alérgenos e tem se mostrado eficaz em longo prazo. Neste ambi-
to, o presente artigo realiza uma reviséo na literatura cientifica sobre o tema, buscando
discutir a eficacia clinica da imunoterapia especifica, bem como a revisao de seu mecanis-
mo de agdo, indicagdes e contraindicagdes, extratos de alérgenos e vias de administragéo.

Palavras-chave

Imunoterapia; Hipersensibilidade; Asma; Rinite; Alérgenos

INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saiude (OMS)
(2013), aproximadamente 35% da populagéo mundial sofre
de doencas alérgicas respiratérias, sendo que 235 milhdes
de individuos sofrem de asma e 400 milhdes sdo afetados
anualmente por rinite alérgica, fator de risco para a asma.

As alergias respiratérias, que clinicamente compreen-
dem asma e rinite, caracterizam-se por uma reacao de
hipersensibilidade tipo 1, pois resultam da interacdo de
alérgenos ambientais com anticorpos IgE especificos, e
manifestam-se clinicamente logo apés o contato com o
alérgeno. Sao doencas multifatoriais causadas pela inte-
racéo de fatores genéticos e exposigéo a fatores ambientais,
nas quais o processo inflamatoério é considerado atualmen-
te o principal evento fisiopatolégico."

A rinite é definida como uma inflamagéo da mucosa
de revestimento nasal, caracterizada pela presenca de um
ou mais dos seguintes sintomas: congestéo nasal, rinorreia,
espirros, prurido e hiposmia.?® Segundo o Ministério da
Saude,® a rinite pode ser considerada a doenga de maior
prevaléncia entre as doengas respiratérias, problema glo-
bal de saude publica, acometendo cerca de 20% a 25% da
populacdo em geral. Ela afeta a qualidade de vida das pes-
soas, interferindo no periodo produtivo, podendo causar pre-
juizos pelo absenteismo ao trabalho e a escola.

A prevaléncia crescente da rinite alérgica em todo o
mundo, designada pelo seu papel como um fator de risco
para a asma, segundo a classificagéo ARIA (Allergic Rhinitis
and its Impact on Asthma), seu impacto na qualidade de
vida do individuo e seu elevado custo social apontam para
a necessidade de melhores opcdes para a abordagem te-
rapéutica desta doencga.®

A asma é uma doenca respiratéria crénica, caracte-
rizada por inflamacéao das vias aéreas, obstrugédo ao flu-
xo de ar e hiperresponsividade brénquica, levando a epi-
sodios recorrentes de sibilancia, dispneia, aperto no pei-
to e tosse."! A asma constitui um dos mais importantes
problemas de saide no mundo, e no Brasil compromete
10% a 20% da populagédo, sendo responsavel, anualmen-
te, por cerca de 2 mil 6bitos e 350 mil internacdes hospi-
talares.®

Um grande nimero de estudos demonstra que rinite
e asma sdo enfermidades frequentemente associadas. Cer-
ca de 19% a 38% dos pacientes com rinite alérgica po-
dem ter asma.®

O mecanismo imunolégico envolvido nas alergias res-
piratérias é mediado por anticorpos da classe IgE e o prin-
cipal fator agravante ou precipitante das crises sédo os
alérgenos ambientais; dentre estes, podem ser citados
como os mais frequentes a poeira doméstica, acaros, fun-
gos, epitélio de animais, barata e pélen.?

Biomédica. Universidade Feevale — Nova Hamburgo, RS, Brasil.
Instituigdo: Universidade Feevale — Nova Hamburgo, RS, Brasil.
Artigo recebido em 27/03/2015
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Imunoterapia especifica para o tratamento de alergias respiratérias: uma revisdo sobre seu uso

Devido ao elevado indice de alergias respiratérias em
todo o mundo, o presente artigo de revisao trata de apre-
sentar a imunoterapia especifica discutindo sua eficacia cli-
nica no tratamento destas afecc¢des.

MATERIAL E METODOS

O artigo foi construido a partir de uma pesquisa
exploratéria da literatura com estratégia de busca definida,
onde foi feito um levantamento bibliografico de artigos cien-
tificos utilizando-se os descritores imunoterapia, alergias
respiratorias, alérgenos, asma e rinite, em conformidade
com o DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude).

A revisao da bibliografia foi realizada utilizando-se as
bases de dados da Biblioteca Virtual em Medicina (Medline,
Scielo, Lilacs e Cochrane), considerando os estudos publi-
cados nos idiomas Inglés e Portugués nos ultimos 18 anos
(de 1995 a 2013).

Do total de citages encontradas, foram selecionadas
34 referéncias, utilizando-se como critério a énfase na abor-
dagem da imunoterapia especifica para o tratamento de aler-
gias respiratérias. Os artigos foram revisados e as informa-
¢Oes organizadas em diferentes se¢des: Imunoterapia es-
pecifica; Extratos de alérgenos; Vias de administracéo; In-
dicacdes e contraindicagdes; Eficacia clinica da imuno-
terapia.

IMUNOTERAPIA ESPECIFICA

A Imunoterapia especifica para tratamento de doen-
cas alérgicas respiratoérias foi introduzida na Inglaterra pe-
los pesquisadores Leonard Noon e John Freeman, que,
em 1911, publicaram seus trabalhos sobre o tema. Os pes-
quisadores injetaram doses crescentes de extratos de
poélens em pacientes acometidos de "Febre do Feno" e
observaram uma acentuada queda dos sintomas clinicos
de que tais pacientes eram acometidos (rinorreia, prurido
nasal, espirros). Amesma diminuigcéo da frequéncia sinto-
matica foi observada também em pacientes com histéria
pregressa de broncoespasmo.® Esta medida terapéuti-
ca tem sido desenvolvida desde entdo e atualmente en-
contra-se difundida por todo o mundo para o melhor trata-
mento de rinite e asma alérgicas.® Na época do inicio des-
te experimento, a compreensé@o dos mecanismos de sua
acdo resumia-se ao conceito no qual a injecdo das "toxi-
nas" contidas nos extratos de pélens responsaveis pelos
sintomas causavam a producédo, pelo organismo, de
"antitoxinas", substancias endégenas que neutralizariam
a acao das primeiras.®

A imunoterapia especifica é definida como o trata-
mento de doencas alérgicas, realizado com base em uma
vacina de alérgenos, os mesmos que causam a alergia em
questdo. Esta, por sua vez, eleva a imunidade do individuo
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para que este apresente menos sensibilidade a certas subs-
tancias."% Esta técnica de dessensibilizagdo esta indicada
em casos especiais nos quais o paciente ndo consegue
evitar exposicao aos alérgenos e em situagdes em que nao
haja resposta adequada ao tratamento farmacolégico.

Esse tratamento imunoterapico é eficaz para a pro-
filaxia de doenca mediada por IgE atépica, que visa redu-
zir o grau de sensibilizagéo (nivel de anticorpos IgE) e a
reacao nos tecidos do individuo ao alérgeno, impedindo
reacdes alérgicas imediatas graves. Também interfere na
inflamacéo caracteristica das condi¢gbes alérgicas de lon-
ga evolucgédo, apresentando especial utilidade no tratamen-
to de rinite e asma,® sendo ainda indicada para pacientes
que desenvolvem anafilaxia devido ao veneno de picadas
de insetos.

A terapia fundamenta-se na administragéo de diver-
sas doses, gradativas e cada vez mais concentradas, de
extratos de alérgenos, aplicadas em intervalos regulares
durante um longo periodo, que pode variar de um a cinco
anos, até encontrar a tolerancia clinica desses causadores
de alergias em pacientes hipersensiveis, de forma a reduzir
a sintomatologia ap6s a exposicdo a determinado alér-
geno_(10,12,13)

A duracdo do tratamento foi definida a partir de estu-
dos com imunoterapia injetavel, que demonstraram o tem-
po necessario para ocorrerem as alteragcdes imunolégicas
responsaveis pelos seus efeitos, em geral nos primeiros trés
meses (fase inicial), o tempo de uso e as alteragdes clini-
cas significativas, com reducdo de sintomas, de uso de
medicamentos e melhora na qualidade de vida e o tempo
necessario de tratamento para que os efeitos alcangados
sejam duradouros, mesmo apds a sua suspensao, que é de
trés a cinco anos com dosagens de manutengao.®

Na fase inicial ou de indug¢édo, administram-se peque-
nas doses do alérgeno, aumentadas progressivamente,
com base na sensibilidade individual de cada paciente,
uma a duas vezes por semana, até atingir a dose de ma-
nutencdo em aproximadamente trés meses. A manutencgéao
consiste em aplicagdes das doses de reforgo com interva-
lo que pode variar de duas a seis semanas por um periodo
de trés a cinco anos, na dependéncia da relacéo dose res-
posta.("

A imunoterapia especifica atua no sistema imune e
conduz a um estado de tolerancia a determinados alérgenos,
reduzindo a necessidade do uso de farmacos controladores
da doenca e da sintomatologia a longo prazo."®

Apesar de todos os avangos na compreensdo da
imunopatogenia e fisiopatologia das doencas alérgicas res-
piratérias e do desenvolvimento de drogas eficazes para o
controle da inflamacgéo da via aérea e dos sintomas a ela
associados, até a atualidade, a imunoterapia ainda &, jun-
to com as medidas de higiene ambiental, a Unica estraté-
gia terapéutica capaz de modificar a evolugéo natural da
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doenca alérgica ao induzir a sua melhora e até mesmo a
remissdo e ao prevenir o seu agravamento, assim como o
surgimento de novas sensibilizagées, com efeitos duradou-
ros mesmo apoés a sua suspensao.®

Uma das principais barreiras para o sucesso do trata-
mento com a imunoterapia é o fato de que, normalmente, os
pacientes hipersensiveis costumam ser alérgicos a mais de
um tipo de substéncia, dificultando, assim, a identificacao
do alérgeno candidato a vacina.™®

Desde a primeira utilizacdo da imunoterapia no ini-
cio do século 20, uma grande quantidade de ensaios clini-
cos foi realizada e publicada, a maioria sendo controlada
com placebo. Estes ensaios, baseados em evidéncias
apo6s o tratamento com imunoterapia especifica, trouxeram
conhecimentos sobre os mecanismos de acéo, de efica-
cia e de segurancga. Foram descobertas indicagées clini-
cas e contraindicagdes da aplicagcédo e as regras neces-
sarias para melhorar a relacao risco/beneficio do tratamen-
to. Estas regras foram transmitidas em diretrizes interna-
cionais.(™®

MECANISMO DE ACAO DA IMUNOTERAPIA
ESPECIFICA

As alergias respiratorias tém na sua origem molecular
a ativacao de elementos-chave, como células apresentado-
ras de antigenos, linfécitos T e B e mediadores inflamatéri-
os (histamina, prostaglandinas e leucotrienos, entre outros).
E onde ocorre a ativagdo do mecanismo pré-inflamatério
que atua na imunoterapia especifica.('®

Uma das primeiras modificagdes imunolégicas iden-
tificadas e correlacionadas com a agé@o da imunoterapia
especifica € o aumento progressivo da producéo de anti-
corpos alérgeno-especificos da classe IgG (subclasses
IgG1 e, principalmente, 1gG4),'"” com atividade blo-
queadora para os alérgenos, em paralelo a reducéo da
produgao de IgE alérgeno-especifica.!'® Estes anticorpos
IgG, em grande quantidade no sangue e em outros com-
partimentos do organismo, como no intersticio das
submucosas, se ligam ao alérgeno, impedindo que este
se ligue a IgE nas superficies de mastécitos e basofilos.
Dessa forma, limitam a libertagdo de mediadores inflama-
torios, como a histamina, por basofilos ativados, evitando
o inicio da cascata de fendmenos caracteristicos das res-
postas mediadas pela IgE.® 1519

Outra acéao dos anticorpos bloqueadores é prevenir a
ligacdo do alérgeno a complexos IgE-receptores de baixa
afinidade na superficie de células B, diminuindo a capaci-
dade destas células apresentarem o alérgeno a células T
especificas através do bloqueio dos alérgenos pela IgG4
antes de sua ligacdo a IgE nessas células B.®"

Outras modificagdes importantes induzidas pela
imunoterapia e descritas precocemente foram a redugéo da
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reatividade de mastécitos e basofilos ao alérgeno, decor-
rente da menor expresséao de receptores para IgE em suas
membranas, e o aumento da concentracdo de IgA nas
mucosas, o que colabora para melhorar a defesa contra
patégenos e diminuir o risco de infec¢des no trato respira-
tério, um fator importante no desencadeamento de sintomas,
principalmente na asma.®

Estudos realizados demonstraram que o desvio do
perfil Th2 para Th1 constitui a base de atuagéo da imuno-
terapia especifica. Verificou-se que, ap6s meses/anos de
terapia alérgeno-especifica, ocorre um aumento dos niveis
séricos de IL-2, IL-12 e INF-y, promovendo atividade anti-
inflamatéria, enquanto que a reducgéo da liberacéo de IL-4,
IL-5, IL-9 e IL-13 diminui a atividade pré-inflamatéria.

Enquanto a exposicdo precoce e natural a pequenas
quantidades de alérgenos, em individuos geneticamente
predispostos (atépicos), induz a diferenciagéo e expansao
de células Th2, produtoras de IL-4, IL-5 e IL-13, ap6s a apre-
sentacdo antigénica, a administracao de doses relativamen-
te grandes de alérgenos aos individuos atopicos previamen-
te sensibilizados durante a imunoterapia leva a diferencia-
¢éo e expansao de subpopulacdes de células Th1, produto-
ras de IFN-y, e de células T reguladoras (Treg), produtoras
de IL-10 e TGF-B. A IL-10 aumenta a producéo de IgG4
alérgeno-especifica, além de reduzir a producao de IL-5
por células Th2, e o TGF-3 estimula a produgéo de IgA.
Além disso, as proprias células apresentadoras de anti-
genos passam a produzir IL-12, o que aumenta o estimulo
a diferenciacdo Th1, e ndo Th2, durante a fase inicial de
diferenciacéo do linfocito T virgem, na ocasido da apre-
sentagao antigénica.®

Aativacao de células Treg encontra-se dependente da
atividade de citocinas imunorreguladoras IL-10 e TGF-3.("®
As células Treg tém a funcdo de conservar a homeostasia
do sistema imunitario. Agem inibindo a apresentacédo do
alérgeno as células T alérgeno-especificas, normalizando
assim a resposta imune.?® S&ao células que se encontram
diminuidas nos individuos atépicos.?"??)

Desta forma, aimunoterapia especifica com alérgenos
induz, a partir do estimulo, a expanséo de clones de células
Treg, a supresséao das subpopulagées Th2 alérgeno-espe-
cificas, responsaveis pelo estimulo continuado a produgéo
de IgE, via IL-4 e IL-13, e a ativacdo de eosinéfilos via IL-5,
além de promover, através da IL-10, os clones de células B
alérgeno-especificas, que passam a produzir mais IgG4 e
menos IgE. A consequente reducgéo dos niveis de IgE, por
mecanismo de autorregulagdo, induz progressivamente a
menor expressao de receptores para IgE nos mastocitos e
basofilos, reduzindo adicionalmente a capacidade de degra-
nulagao destas células.®

Ainducéo de apoptose é outro dos mecanismos atra-
vés dos quais atua a imunoterapia especifica. Esse concei-
to foi introduzido apés estudos que comprovaram que a
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imunoterapia torna as células T produtoras de IL-4 (Th2)
susceptiveis a apoptose apos exposicédo ao alérgeno.?”

Em estudos realizados sobre os niveis séricos de
citocinas em individuos atépicos, verificou-se que, antes de
iniciar a terapia, os niveis de IL-13 e TNF-a encontravam-
se acima do normal. Apos seis meses de tratamento, estas
citocinas apresentavam valores dentro da normalidade para
individuos nédo atépicos, enquanto que os niveis séricos de
IL-2 e IL-6 tinham aumentado ap6s o inicio da terapia. Estes
dados demonstram uma clara redugéo na resposta inflama-
téria.®

A imunoterapia especifica atua também na diminuicéo
de basofilos, eosinéfilos e mastécitos nos locais inflamato-
rios; portanto, reduz a liberacdo de mediadores inflamatéri-
os, diminuindo assim a resposta inflamatoéria; logo, ausén-
cia de reacao alérgica.!" Varios autores, como Durham et
al.,®» comprovaram uma redugao de cinco vezes no niime-
ro de mastécitos no local da inflamacao.

Estudos comprovam que, apdés a administracdo de
imunoterapia, ocorre diminuicdo dos niveis de IL-4 e au-
mento da liberacéo de IFN-y, cujos niveis eram praticamen-
te indetectaveis antes do tratamento. Desta forma, com-
provam o desvio de células Th2 para células com perfil
Th1.?

Tais alterag6es nos perfis de citocinas induzidas pela
imunoterapia especifica se correlacionam com a reducgéao
das respostas cutéaneas imediatas e tardias aos alérgenos,
assim como com a reducgéo das respostas tardias nasais e
brénquicas pos-provocag@o com alérgenos, com conse-
quente diminuicado da hiperresponsividade especifica das
vias aéreas superior e inferior.®

INDICAGOES E CONTRAINDICAGOES DA
IMUNOTERAPIA

Segundo a Organizacado Mundial da Saude, a vacina
antialérgica é indicada nos pacientes portadores de aler-
gias mediadas por anticorpos IgE, ou seja, nos individuos
sensiveis a alérgenos ambientais que apresentem mani-
festacdes clinicas, como as alergias respiratérias, e em
pacientes que apresentem reagdes anafilaticas a picada
de insetos.

A indicacao da imunoterapia deve ser fundamentada
na comprovagcao da sensibilizagao (presenca de anticorpos
IgE para os alérgenos), na avaliagdo da importancia da aler-
gia no quadro clinico do paciente e na disponibilidade do
alérgeno para o tratamento.®)

A imunoterapia deve ser usada somente quando ou-
tras terapias séao ineficazes e deve envolver a administra-
cao de alérgeno padronizado especifico em um esquema
de tratamento que assegure que uma quantidade adequa-
da do alérgeno é injetado de acordo com um protocolo re-
conhecido.(®
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Em pacientes que também sofrem de asma é neces-
sario cautela ainda maior, uma vez que apresentam maior
risco de desenvolver reagdes indesejaveis. Pacientes com
asma ndo controlada ou em crise de asma ndo devem re-
ceber aplicacédo de imunoterapia.®®

Segundo a Associacao Brasileira de Alergia e Imuno-
patologia & Sociedade Brasileira de Pediatria,?” a imuno-
terapia é contraindicada em pacientes com doenca coro-
nariana, em pessoas que usam determinado grupo de anti-
hipertensivo (betabloqueadores) ou que sofrem de outras
doengas do sistema imunolégico, tais como imunodefi-
ciéncias e doencgas autoimunes.

EXTRATOS DE ALERGENOS

As alergias respiratérias precisam ser diagnosticadas
corretamente para que possam ser identificados os tipos
de alérgenos para a composi¢cado dos extratos, a quanti-
ficacdo dos mesmos para uma dose 6tima de cada aplica-
¢éo e o tempo de duracédo da terapia. O diagnéstico pode
ser estabelecido depois de feitos a anamnese e o exame
fisico, acompanhados de exames complementares que po-
dem ser testes cutaneos de leitura imediata (Teste de
Puntura ou Prick Teste), Teste RAST, que detecta o anti-
corpo IgE especifico no sangue e/ou exames de imagem
(radiografia, tomografia ou endoscopia rinossinusal) com
a finalidade de diagnosticar se a rinite realmente é de pro-
cedéncia alérgica.('¥

Com base nas diretrizes da imunoterapia especifica,
descritas pela Sociedade Brasileira de Alergia e Imuno-
patologia (2002),% a selegdo e a concentracéo dos alérge-
nos a serem utilizados na imunoterapia especifica sédo ba-
seadas nos resultados dos testes alergologicos, que forne-
cem dados precisos para uma adequada avaliagao qualita-
tiva e quantitativa do perfil das doencas alérgicas. Os mes-
mos extratos alergénicos utilizados nos testes alergolégicos
devem ser preferencialmente utilizados na imunoterapia es-
pecifica.®

Recomendacdes internacionais enfatizam a necessi-
dade de se garantir a qualidade dos extratos alergénicos,
visando a seguranca e a eficacia do tratamento. A padroni-
zacao dos extratos utilizados permite ainda a redugdo da
frequéncia e da gravidade das reagdes sistémicas secun-
darias a imunoterapia especifica.® Apadronizagao baseia-
se na determinagé@o da poténcia biolégica in vivo através
de testes cutaneos de hipersensibilidade imediata, e in vitro,
através de ensaios de inibicdo da determinacao sérica de
IgE especifica (RAST ou Elisa). Em ambos os casos reali-
za-se a comparacao entre o extrato testado e um extrato
considerado de referéncia pela Organizagdo Mundial da
Saude.® Mais recentemente tem sido utilizada a medida
de alérgenos principais em unidades de massa para pa-
dronizacéao de alguns extratos alergénicos. A avaliacéo de
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um extrato alergénico diz respeito a determinacéo de
alérgenos especificos presentes na solugéo, ja que a efica-
cia da imunoterapia esta relacionada a administracdo de
quantidade fixa e regular do alérgeno.®

A dose 6tima é definida como a dose de vacina de
alérgeno capaz de induzir um efeito clinicamente relevante
na maioria dos pacientes, sem causar efeitos colaterais in-
desejaveis. A dose 6tima deve ser a dose alvo de manuten-
¢éo para todos os pacientes. Doses de 5 pL a 20 pL do
alérgeno principal sdo doses ideais de manutencgéo para os
acaros domésticos, pélos de gato, pélen e venenos de inse-
tos. Essas doses foram definidas e projetadas com precisao
em estudos especificos controlados, e analisadas no docu-
mento de posigado da OMS.?) E (il rever as recomendagdes
de acordo com os diferentes alérgenos. Tal como acontece
com qualquer abordagem terapéutica, a relagéo risco/bene-
ficio deve ser cuidadosamente considerada para determinar
se a imunoterapia especifica deve ser continuada.™?

Somente médicos com formacao em alergologia po-
dem selecionar as vacinas de alérgenos clinicamente rele-
vantes para a terapia.®"

VIAS DE ADMINISTRAGAO DAIMUNOTERAPIA

A via de administracao preferencialmente utilizada para
o tratamento de alergias respiratérias é a subcutanea e di-
versos protocolos podem ser adotados.(?

A inconveniéncia das visitas frequentes para aplica-
¢éo das injecdes, o desconforto associado e a possibilida-
de de reacdes adversas conduziram a investigacéo de vias
nao injetaveis.® Diversos trabalhos vém sendo publicados,
mostrando a eficacia da imunoterapia por outras vias de
administracéo (sublingual, epicutanea, oral, nasal e bron-
quica);®? entretanto, sdo necessarios estudos posteriores
para padronizagdo e comprovacao da eficacia destas al-
ternativas, atraentes pelos menores riscos de efeitos
colaterais e pela comodidade do uso.G" A autoaplicagéo
pelo paciente também necessita ser estudada, tendo em
vista a regularidade das aplicagdes que seriam desconhe-
cidas pelo médico especialista, dificultando a avaliacdo da
eficacia do tratamento.

A administracao pela via sublingual apresenta desvan-
tagens relacionadas ao maior tempo para obtencgéo de efei-
tos clinicos e menos evidéncias quanto a sua eficacia em
grupos especificos, além da duragéo de seus efeitos apés
a suspensao do tratamento. E ainda tem um custo maior
por serem necessarias concentragdes muito maiores de
alérgenos em comparagao com a imunoterapia subcutanea.
Além disso, as doses efetivamente absorvidas na mucosa
oral séo variaveis.®

As reagdes adversas da aplicagdo através da via sub-
cutanea podem ser locais ou sistémicas. Ocorrem em 5% a
35% de pacientes com asma, sendo o maior risco a anafilaxia
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dos portadores dessa afecgéo, devendo, portanto, ser reali-
zada por profissionais capacitados que tenham a seu dispor
todas as condi¢des e equipamentos necessarios para trata-
mento de emergéncia em caso de reagdes graves.®"

EFICACIA DA IMUNOTERAPIA ESPECIFICA

Estudos controlados demonstram que a imunoterapia
especifica com alérgenos é eficaz no tratamento de pacien-
tes com asma, rinite alérgica e nas reacgdes anafilaticas por
venenos de insetos.C"

A imunoterapia alérgeno-especifica, indicada e reali-
zada por médico qualificado, é o Unico tratamento capaz de
alterar o curso natural da doenca alérgica e, em alguns ca-
sos, promover sua cura. Previne a evolugao da rinite para
asma, além de dificultar o desenvolvimento de novas
sensibilizacdes para outros alérgenos nos pacientes hiper-
sensiveis.(?"?)

Segundo a Associacao Brasileira de Alergia e Imuno-
patologia & Sociedade Brasileira de Pediatria (2011),?" as
vacinas para alergia provocam diminuicéo dos sintomas de
rinite e asma, com melhora perceptivel na qualidade de vida
da pessoa alérgica.

Aimunoterapia especifica apresenta beneficios Gnicos
de longo prazo que incluem a manutencéo da eficacia clini-
ca ap6s a sua descontinuagéo, a prevengé@o de novas
sensibilizagdes e a prevencdo de asma em pacientes com
rinite alérgica. Assim, espera-se manter em repouso ou cor-
rigir uma resposta imune ja conduzida de forma exagerada
e inoportuna.(132733)

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, conside-
ra-se como critério de cura da imunoterapia especifica des-
de que o paciente fique um ano sem crises de rinite alérgi-
ca ou asma; sendo assim, estudos recentes comprovaram
80% de cura e os 20% restantes melhoraram muito tornan-
do as crises muito espacadas.

A aplicac@o de dosagens 6timas das vacinas com os
alérgenos aumenta a eficacia e a seguranga da imuno-
terapia. Dose baixa de imunoterapia é ineficaz e doses ele-
vadas de vacinas de alérgenos podem induzir uma elevada
taxa de reagdes sistémicas indesejaveis.

Aimunoterapia é uma estratégia extremamente util no
manuseio das alergias respiratérias, onde geralmente in-
duz a remisséo prolongada de sintomas, sem a necessida-
de de uso continuo e prolongado de medicamentos, possi-
bilitando a redugéo da dose e/ou da frequéncia de uso de
drogas de alivio e de controle da doencga, reduzindo assim
o custo total do tratamento, aumentando a qualidade de vida
e melhorando o prognéstico em longo prazo.®

A adeséo do paciente ao regime de imunoterapia es-
pecifica pode ser a diferenca entre o sucesso e o fracasso
do tratamento, pois todo tratamento que necessita de lon-
gos prazos esta sujeito a altas taxas de abandono.(™?
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CONCLUSAO

Apo6s uma revisédo detalhada de diversos estudos pu-
blicados nos ultimos anos, pode-se concluir que a
imunoterapia tem se mostrado eficaz quando administrada
com cautela por profissionais qualificados, com a devida
dosagem e padronizagéo dos extratos, com a correta dura-
céo do tratamento, em pacientes previamente diagnostica-
dos com alergias respiratérias onde o alérgeno causador
foi identificado.

Os estudos demonstram também que a imunoterapia
pode prevenir o desenvolvimento de novas sensibilizacdes
nos pacientes atépicos, evitando o agravamento das rea-
¢cOes alérgicas, o que amplia sua aplicagao.

A disponibilidade de extratos de alérgenos, cada vez
mais purificados e padronizados em relagé@o a sua potén-
cia, permite definir as doses 6timas a serem administradas
por via subcutéanea no paciente alérgico respiratério.

Quanto a via de administragcéo, o uso da imunoterapia
através de injecdes subcutaneas apresenta maior eficacia
quando comparada a outras vias. A imunoterapia adminis-
trada por via sublingual vem sendo cada vez mais empre-
gada, mas é considerada um procedimento ainda em fase
investigativa.

Abstract

Specific immunotherapy has, more than 100 years, being used for the
treatment of respiratory allergies, which have increased occurrence
worldwide and currently reaches approximately 40% of the world
population, causing damages the quality of life of the person with these
conditions. This therapy aims to reduce the awareness of the individual
to certain allergens and has been proven effective in the long term. In
this context, this article provides an overview on the scientific literature
on the subject, trying to discuss the clinical efficacy of specific
immunotherapy, as well as a review of its mechanism of action,
indications and contraindications, allergen extracts and routes of
administration.
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Immunotherapy; Hipersensibility; Asthma; Rhinitis; Allergens
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Artigo de Revisao/Review

Sindrome de hiperinfec¢cao e/ou disseminagao por Strongyloides
stercoralis em pacientes imunodeprimidos
Hyperinfection syndrome and/or dissemination by Strongyloides stercoralis in

immunosuppressed patients

Adriana Trajano Torres de Santana’
Melina Bezerra Loureiro?

Resumo

A estrongiloidiase é causada principalmente pelo Strongyloides stercoralis, que afeta cerca
de 30 a 100 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo encontrada com maior frequéncia
em paises de clima tropical e subtropical. Usualmente, as infecgées causadas por esse
parasita sao crénicas e assintomaticas, podendo persistir por décadas sem ser diagnosticada.
Porém, em individuos imunodeprimidos, essa infecgdo pode se desenvolver para quadros
mais graves como hiperinfec¢éo e/ou disseminagao, considerados como as formas que
causam maior indice de mortalidade. Este trabalho relata, a partir de uma reviséo da litera-
tura, a associagao do desenvolvimento da infec¢cao causada pelo Strongyloides stercoralis
em imunodeprimidos e a capacidade de evolugéo do parasita em individuos que fazem uso
de corticosteroidoterapia, ressaltando a importancia do diagnéstico precoce para evitar as
formas graves da doenga.

Palavras-chave

Estrongiloidiase; Strongyloides stercoralis; Imunocomprometimento

INTRODUCAO

A estrongiloidiase, também conhecida por estron-
giloidose ou anguilulose, foi descoberta pela primeira vez
em 1876, quando foram observadas larvas do parasita nas
fezes dos soldados franceses que apresentavam um qua-
dro de diarreia intensa, ficando conhecida como "diarreia
da Conchinchina", no sudeste da Asia. Esta doenca é causa-
da por duas espécies de helmintos do género Strongyloides,
o Strongyloides fuellerborni e o Strongyloides stercoralis,
sendo este Ultimo considerado a espécie mais comum e de
maior importancia clinica para o homem.("

Strongyloides stercoralis € um dos patégenos mais
comuns distribuidos mundialmente e de grande importan-
cia clinica, que infecta cerca de 30 a 100 milhdes de pesso-
as em todo o mundo. A estrongiloidiase é uma infeccéo glo-
bal emergente que é subestimada em muitos paises. Esta
doenca é considerada endémica (infecgé@o de 1%-5%), es-
pecialmente na Europa Central, Sudeste da Asia, América
Latina e na Africa subsaariana. Nas regiées ndo endémicas
do mundo, é diagnosticada principalmente em individuos
imigrantes de paises endémicos, pessoas que trabalham

com o solo (como em minas de carvao e fazendas) e paci-
entes que apresentam alteragdes na imunidade celular, en-
quanto que a infeccao causada pelo Strongyloides fueller-
borni ocorre esporadicamente na Africa e no sudeste da
Asia.?

O aumento continuo na taxa de infecgéao é atribuido a
falta de higiene pessoal, agua potavel insuficiente, medidas
sanitarias insatisfatorias e a falta do conhecimento sobre a
doenca nas populagdes de alto risco. Muitos relatos de ca-
sos sobre o surgimento da doenga em diferentes partes do
mundo, consideradas como regides ndao endémicas, estdo
sendo publicados. A predominancia destes estudos esta
associada a pacientes diagnosticados com doengas
imunossupressoras, pacientes em tratamento com corti-
costeroides, receptores de 6rgéos transplantados e paci-
entes com doengas hematoldgicas malignas ou outras do-
encas debilitantes. Globalmente, as taxas de estrongi-
loidiase foram consideradas tao elevadas, chegando a 50%,
principalmente em regiées que apresentam solo umido
(Africa Ocidental, Sudeste da Asia e regiées tropicais do
Brasil).? Ainfeccédo causada por esse helminto é assinto-
matica ou oligossintomatica, porém pode assumir quadros
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de extrema gravidade sob a forma de uma sindrome de
hiperinfecg¢éo e/ou disseminag¢do, como também pode per-
sistir por décadas no hospedeiro e néo ser diagnosticada.®
Os casos de Sindrome de Hiperinfecgéo por Strongyloides
(SHS) séo caracterizados pelo aumento do numero de lar-
vas que sao excretadas nas fezes ou no escarro em conjun-
to com outros sintomas do trato gastrointestinal e respiraté-
rio, em que nesta fase da doencga as larvas estdo confina-
das nos sitios onde o ciclo parasitario normalmente ocorre
—pele, pulméo e intestino.!” Ja quando as larvas sdo encon-
tradas em outros 6rgaos, como, por exemplo, cérebro, figa-
do erins, a estrongiloidiase passa a ser conhecida como a
forma disseminada, sendo esta forma considerada a mais
grave e de maior indice de mortalidade.®

O presente trabalho teve como objetivo fazer uma abor-
dagem da relagdo do desenvolvimento do Strongyloides
stercoralis em pacientes imunodeprimidos, dando énfase
as possiveis doencas ou drogas utilizadas que pudessem
debilitar a acdo do sistema imunolégico, a partir de uma
revisao da literatura, tendo como ferramenta embasadora
livros e artigos cientificos disponiveis em revistas e periodi-
cos. Para o desenvolvimento dessa pesquisa, foram utiliza-
das como fonte de busca as bases de dados: PubMed,
SciELO, ScienceDirect, periédicos Capes. Foram utiliza-
dos artigos nacionais e internacionais disponiveis online em
textos completos, aplicando os seguintes descritores:
Strongyloides stercoralis; Estrongiloidiase em individuos
imunodeprimidos; Sindrome de hiperinfec¢do por S.
stercoralis. Em Inglés foram utilizados como descritores
strongyloidiasis; strongyloidiasis in immunocompromised
individuals; immune response to helminth infections;
hyperinfection by strongyloides. As fontes bibliogréaficas in-
cluidas foram aquelas que abordavam a relacdo do desen-
volvimento do helminto nesses pacientes causando a
sindrome de hiperinfecgao/disseminacao, e foram excluidas
aquelas que ndo se encontravam dentro da tematica abor-
dada.

CARACTERIZAGCAO DO STRONGYLOIDES
STERCORALIS

O Parasito

O nematelminto S. stercoralis pertence a ordem
(superfamilia) Rhabdiasoidea, familia Strongyloididae. Den-
tre as espécies do género Strongyloides, este parasita é o
que estd mais adaptado ao parasitismo dos seres huma-
nos, mas pode infectar outros primatas, como cées e gatos.
Outras espécies de estrongiloides também podem infectar
o homem, porém restringem-se a formas larvarias que inva-
dem a pele, ndo tendo a capacidade de completar o ciclo,
causando somente sintomas de larva migrans cutanea (lar-
va de 3° estagio dos helmintos).®
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E considerada uma espécie dimorfobiética, ou seja,
apresenta uma morfologia parasitaria e outra de vida livre
distinta, intercalando no ciclo evolutivo. As fémeas parte-
nogenéticas sdo responsaveis por constituir a forma parasi-
taria, possuem aspecto filiforme, medindo 1,7 mma 2,5 mm
de comprimento. Vivem habitualmente na mucosa ou sub-
mucosa do intestino delgado, sobretudo no duodeno e por-
¢éao inicial do jejuno. Reproduzem-se por partenogénese e
os ovos embrionados eclodem dando origem as larvas
rabditoides ou de primeiro estagio (L1), que apresentam
um esoéfago do tipo rabditoide com dilatagdes nas extremi-
dades e um vestibulo bucal curto. Essas larvas dao origem
as larvas filarioides, ou de terceiro estagio (L3), que séo
longas e afiladas, apresentando uma ponta entalhada em
uma de suas extremidades, sendo caracterizadas por pos-
suirem um es6fago muito longo, o que corresponde a meta-
de de seu comprimento. Tém a capacidade de invadir os
tecidos, sendo consideradas as formas infectantes.® As lar-
vas L3 liberam substancias como as metaloproteinases, que
auxiliam na penetragéo e na migracao das mesmas através
dos tecidos, até atingir pequenos vasos, chegando ao pul-
mao, onde atravessam os capilares alveolares e os
bronquiolos, sendo transportadas junto com as secrec¢des
brénquicas até atingir a traqueia e a laringe. Quando ja es-
tdo no estagio L4 sdo deglutidas atingindo o trato gastro-
intestinal e se alojando na mucosa intestinal, ficando nas
glandulas de Lieber Kuhn, para posteriormente se transfor-
marem nas fémeas partenogenéticas, que iniciam a
oviposigao dando origem as larvas rabditoides.”

O duplo ciclo evolutivo &€ uma caracteristica peculiar
do S. stercoralis, o que permite ao parasita a sobrevida
mesmo na auséncia de um hospedeiro, conferindo assim
uma capacidade de sobrevivéncia superior aos demais
nematédeos. Durante esse ciclo, as larvas que séo consi-
deradas nao infectantes podem dar origem a machos e
fémeas de vida livre ou se tornar infectantes, devido as
fémeas partenogenéticas serem triploides (3n), e liberar
de forma simulténea trés tipos de ovos que, posteriormen-
te, dardo origem a trés tipos diferentes de larvas, sendo
as haploides (n), que se transformam em machos de vida
livre, e as diploides (2n), que originarao as fémeas de vida
livre, e também as larvas triploides (3n), que séo respon-
saveis em dar origem as larvas filarioides.®

A Doenca

A estrongiloidiase causada pelo S. stercoralis € uma
doenca bastante variavel, que depende do grau da infec-
¢éo ocasionada pelo helminto e do estado imunolégico do
individuo. Usualmente é de cunho assintomatico, podendo
persistir por décadas sem ser diagnosticada. Na forma sin-
tomatica, os pacientes geralmente apresentam problemas
gastrointestinais, respiratérios e dermatolégicos.®
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Esta doenca pode ser classificada de acordo com
as manifestacdes clinicas apresentadas, dividindo-as em:
infeccdo aguda, infecgdo crénica, SHS e na forma disse-
minada. A infec¢do aguda é incomum de se diagnosticar
na pratica clinica, no entanto, alguns trabalhos relatam sin-
tomas como reacéo local no sitio de entrada da larva, tos-
se, irritacdo traqueal (mimetizando uma bronquite, devido
a passagem das larvas pelo pulm&o), diarreia aquosa, co6-
licas, inchacos abdominais e, em alguns casos, constipa-
¢éo, devido ao alojamento e maturacao das larvas no in-
testino delgado. Ja a infecgéo crénica, geralmente tam-
bém é assintomatica; entretanto, manifestagées gastro-
intestinais (vomitos intermitentes, prisdo de ventre e
diarreia) e pulmonares (tosse e sinftomas similares a asma)
podem ocorrer. Prurido anal e manifestagdes dermato-
I6gicas, como urticaria e larva currens, e sindrome nefrética
também estdo associadas com estrongiloidiase crénica.
Em relacdo a SHS, que esta relacionada a diferentes ti-
pos de imunocomprometimentos, como, por exemplo, os
iatrogénicos (uso de corticoides sistémicos para tratamen-
to de asma, Lupus Eritematoso Sistémico (LES), artrite
reumatoide), ou decorrente da associacao do parasita com
outras doengas que comprometem o sistema imunolégico,
como infecgdo pelo virus linfotrépico das células T huma-
nas (HTLV- 1), alcoolismo, doengas hematolégicas, trans-
plantes de 6rgéos e Sindrome da Imunodeficiéncia Adqui-
rida (AIDS), apresenta-se de forma insidiosa com febre,
dor abdominal, anorexia, nduseas, vomito e diarreia cau-
sada pelo grande e crescente numero de larvas que colo-
nizam o intestino. E a forma disseminada, quando se ob-
serva a migracao das larvas para os 6rgaos além do ciclo
pulmonar de autoinfecgéo, tais como figado, coracao e sis-
tema nervoso central. Possui uma elevada taxa de mortali-
dade e esta geralmente associada a infec¢des bacterianas
secundarias, como pneumonia, meningite, endocardite,
sepse e peritonite causada por enterobactérias ou eventu-
almente por fungos, que muitas vezes pode "mascarar" a
infeccédo causada pelo helminto.®

A infeccdo pelo S. stercoralis pode ocorrer por meio
da heteroinfecgao ou primoinfecgéo, que se da pela pene-
tracdo das larvas filarioides pela pele, mucosa oral, esofa-
gica e gastrica; também pode ocorrer por uma autoinfecgcao
externa, quando as larvas radbitoides, que ficam alojadas
na regido perianal, se transformam nas formas infectantes
e acabam penetrando pela pele dessa regido; ou na auto-
infecgao interna, quando as larvas radbitoides evoluem para
as formas filarioides ainda na luz intestinal, podendo assim
causar quadros de hiperinfecgéo e disseminagéo.®

Imunidade

O desenvolvimento da infeccéo por S. stercoralis de-
pende da interagdo entre o hospedeiro e o parasita, que,
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em determinadas situagdes, acaba ocorrendo um dese-
quilibrio em favor do ultimo, originando a hiperinfecgao.("9

Nas infec¢des helminticas, a resposta imune celular
dominante é a do tipo Th2. Quando essas células desta res-
posta sao diferenciadas, reconhecem os antigenos e pro-
duzem IL- 4, que estimula a producéo de anticorpos IgE pe-
las células B e IL- 5, que ativam os eosindfilos. Estes, quan-
do ativados, liberam seus granulos, que contém proteinas
toxicas para os helmintos, e os anticorpos IgE ligados ati-
vam mastocitos, que secretam citocinas para atrair mais
leucécitos, garantindo uma maior defesa do sistema
imunoloégico para expulsar os parasitas do intestino. As cé-
lulas do tipo Th2 também séao produtoras da citocina IL- 13,
gue age nos fibroblastos aumentando a sintese de colageno
e afibrose, e, juntamente com IL- 4, podem favorecer a ex-
pressdo de receptores de manose, ativando assim os
macréfagos que vao participar do reparo tecidual e contri-
buir no dano tecidual ocasionado nas infec¢des cronicas
por parasitas. Em conjunto, as IL- 4 e IL- 13 podem induzir
um peristaltismo que, junto com o muco produzido a partir
das secrecdes das células caliciformes, facilita a expulséao
dos helmintos.("® Os eosinoéfilos atuam como células apre-
sentadoras de antigenos, aumentando a producgéo de
citocinas IL- 4, IL- 5 e IL- 13, e também na producgéo de
anticorpos especificos, como IgE, IgM e IgG, favorecendo a
eliminacéo do parasita.™

Na infeccéo por S. stercoralis, a eosinofilia € mais fre-
quente quando comparada com outras parasitoses, devido
a fémea partenogenética habitar dentro da submucosa do
intestino e ndo no limen intestinal, provocando a reacéao
eosinofilica mais intensa. Embora os mecanismos depen-
dentes de eosinéfilos possam causar a morte das larvas
filarioides de Strongyloides, ndo séo suficientes para pro-
teger completamente o hospedeiro da infec¢édo. Apesar dis-
s0, a auséncia € um sinal de mau prognéstico para infecgé@o
causada pelo S. stercoralis, principalmente quando se trata
de pacientes imunocomprometidos.\'? Em casos de auto-
infecg@o, a resposta imune humoral desempenha um papel
importante no controle da infec¢do, uma vez que a IgA con-
trola a quantidade de larvas excretadas, inibindo a fecun-
didade do parasita e a viabilidade dos ovos."¥ Além disso,
os mastocitos presentes no intestino liberam proteoglicanas
sulfatadas que dificultam a fixagcdo do helminto no epitélio
intestinal e estimulam a contracdo muscular, contribuindo
para a eliminacéo do parasita.'"¥ Segundo Blankenhaus et
al., as infecgdes por Strongyloides podem estimular as cé-
lulas T regulatoérias (Treg), que, por sua vez, suprimem a res-
posta imune protetora, como a ativacao de eosinéfilos de-
pendentes de IL-5, representando um mecanismo de eva-
sdo do parasita.

Alteracdes das respostas imunes mediadas por célu-
las do tipo Th2 podem levar a quadros de hiperinfecgéao e
disseminacéo, principalmente em pacientes em uso de
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glicocorticoides. Estes farmacos possuem um amplo efeito
inibitério na resposta imune mediada por linfécitos T e B,
bem como um potente efeito supressor das fungées efetoras
dos mondcitos e neutréfilos.('? A SHS tem sido descrita em
pacientes que fazem uso continuo de glicocorticoide, inde-
pendentemente da dose. Até mesmo regimes de pouca
duracéo (6-17 dias), em pacientes imunocompetentes, po-
dem estar associados com a hiperinfeccdo e dissemina-
¢ao da doencga.®

Muitos parasitas, ao longo da evolugao, desenvolve-
ram mecanismos de escape do sistema imunolégico, parti-
cularmente da resposta imune adaptativa, garantindo sua
permanéncia no hospedeiro. Além da capacidade de eva-
sd@o, o parasita também tem a capacidade de suprimir a
resposta imune e se alojar em 6rgaos e células que sao
inacessiveis ao sistema de defesa do nosso organismo,
dificultando, com isso, a agédo do mesmo para que se tenha
a eliminagéo desses parasitas.!'”)

Epidemiologia

Estudos realizados por Pires e Dreyer,!'® mostraram
que o S. stercoralis € um parasita amplamente distribuido,
porém sua prevaléncia & maior nas regides tropicais e
subtropicais, podendo ser classificada como esporadica
(<1% nos Estados Unidos, Europa e Asia), endémica (1%-
5%, nas regides subtropicais) e hiperendémica (> 5%, nas
regides tropicais).

Mesmo sendo considerada uma parasitose de eleva-
da prevaléncia mundial, principalmente em paises subde-
senvolvidos, a estrongiloidiase sé foi adicionada recente-
mente pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) na lista
de doencas parasitarias negligenciadas. Em paises desen-
volvidos, onde as condi¢des socioecondmicas e sanitarias
sd@o adequadas, os principais fatores de risco para adquirir
a infecgéo sdo o turismo e a imigracao. Um estudo desen-
volvido por Sudarshi et al.,'”® em um hospital de Londres,
com 192 casos de infecg¢éo por S. stercoralis, verificou que,
entre estes, 64 (33%) viajaram para areas endémicas e 128
(67%) imigraram de paises que apresentavam alta preva-
Iéncia dessa parasitose. Outro fator que estéa relacionado
com o desenvolvimento da estrongiloidiase nos paises de-
senvolvidos é o trabalho com agricultura e jardinagem, po-
dendo ser visto em um estudo realizado por Magnaval no
ano de 2000,%® no qual, dos 17 casos de estrongiloidiase
autoctone da Franga, 13 desses pacientes tinham contato
direto com o solo devido as atividades de jardinagem que
desenvolviam.

O Brasil é considerado uma area de elevada ende-
micidade, apresentando faixa de infeccdo que varia de
menos de 5% até 80%, sendo que essas variagcdes ocor-
rem em funcédo da idade da populagédo estudada e tam-
bém em funcdo das diferencas geograficas e socio-
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econdmicas. Além das desigualdades sociais, o proces-
so de urbanizagéo de forma desordenada acaba contribu-
indo para as condi¢gdes de vida precarias de uma grande
parcela da populagéo, refletindo no aumento do desenvol-
vimento de infec¢gdes por parasitas intestinais. Devido a
essa infeccdo apresentar uma ocorréncia de aproximada-
mente 5,5% nas cinco regides brasileiras, o pais foi carac-
terizado como uma area hiperendémica, passando a ser
incluido no Plano Nacional de Vigilancia e Controle de
Enteroparasitoses, no ano de 2005 e, dois anos depois,
no Programa de Aceleragdo do Crescimento (PAC), os
quais fornecem agdes de saneamento basico, com intuito
de garantir uma melhoria na qualidade de vida da popula-
¢do e assim conseguir diminuir os casos de infecgéo por
este helminto."

Em regides onde o virus HTLV-l apresenta elevada
endemicidade, observa-se que a populacgéo infectada por
este virus apresentou uma alta prevaléncia de coinfecgao
por S. stercoralis. Outros estudos também relatam que, no
inicio da epidemia da AIDS, a estrongiloidiase teria eleva-
da prevaléncia nessa populacao, inclusive de suas formas
graves; embora existam relatos de casos de estrongiloidiase
disseminada em pacientes aidéticos, essa parasitose nao
se encontra entre os eventos oportunistas mais importan-
tes. Além destes, outro fator que esté interligado com o de-
senvolvimento da infecgdo por este helminto é o uso frequen-
te de corticosteroides ou de alguma outra droga que cause
imunodepresséo.??

DOENCAS INFECCIOSAS E O USO DE DROGAS
IMUNOSSUPRESSORAS RELACIONADAS AO
DESENVOLVIMENTO DA ESTRONGILOIDIASE

Individuos imunodeprimidos sédo considerados uma
populacdo de risco para o desenvolvimento de estron-
giloidiase grave, em que a hiperinfeccao/disseminacao
esta relacionada com uma sindrome de autoinfeccéao ace-
lerada, que, em muitos casos, esta associada com algum
comprometimento no sistema imune. Os primeiros relatos
de infecgdo disseminada ou hiperinfec¢do foram publica-
dos por Cruz e colaboradores (1966) e Rogers e Nelson
(1966), que documentaram a ocorréncia de estrongiloi-
diase fatal associada ao linfoma e ao uso de corticoides.
Entre as varias condigdes imunossupressoras associadas
com a estrongiloidiase grave, o uso de glicocorticoides,
alcoolismo e a infecgéo pelo retrovirus HTLV-I sdo as mais
frequentes.®

Um dos principais grupos de pacientes imunocom-
prometidos é formado pelos individuos que fazem uso de
farmacos imunossupressores para o tratamento de linfoma,
artrite reumatoide, LES e para prevenir a rejeicdo de 6r-
gaos transplantados. Dentre todos os medicamentos
imunossupressores prescritos para essas doengas, 0s
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glicocorticoides s@o os mais frequentemente associados
com a transformagao da estrongiloidiase crénica na SHS.("
Dois principais mecanismos estéo envolvidos para que ocor-
ra essa transformacéao: o primeiro estéa relacionado ao au-
mento da apoptose de células Th2, o que reduz o nimero
de eosinéfilos e inibe a resposta dos mastécitos, levando
ao agravamento da infeccéo; e o segundo é a elevacdo da
concentracao de derivados de glicocorticoides, que, por sua
similaridade com a ecdisona, hormdnio que regula a
fecundidade das fémeas partenogenéticas e a transforma-
cao das larvas rabditoides em filarioides infectantes, leva a
quadros de SHS.® O mesmo mecanismo é observado em
pacientes etilistas, provavelmente devido ao efeito do alco-
ol no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, que eleva os niveis
de corticosteroides endégenos. Além disso, o alcool tam-
bém altera a morfologia das vilosidades intestinais e pode
interferir na permeabilidade e na motilidade intestinal, favo-
recendo a transformacédo das larvas rabditoides em fila-
rioides, elevando o risco de autoinfec¢cdo. Como a estron-
giloidiase ainda apresenta dificuldade para ser diagnos-
ticada devido ao parasita ter um ciclo biolégico bastante
peculiar e também por se tratar de uma doenga que muitas
vezes é assintomatica, individuos que apresentam infeccdes
latentes ou subclinicas podem desenvolver outras doencas
fatais muitos anos depois de ter saido da area endémica.
Assim, estudos relatam que uma melhor forma para preve-
nir a hiperinfeccao nos pacientes cronicamente infectados
é tratando-os de forma profilatica antes de se iniciar uma
terapia imunossupressora.®

Foi observada no Brasil uma prevaléncia de 11,8%
de estrongiloidiase em pacientes imunocomprometidos,
segundo Paula et al.?® Nesse mesmo estudo, foi constata-
da uma coinfeccdo dessa parasitose em pacientes que
apresentavam o virus HIV. Até a década de 90, a hiperin-
feccdo pelo S. stercoralis era considerada uma infecgéo
oportunista em pacientes soropositivos, porém, devido a
auséncia de quadros graves de estrongiloidiase nessa
época, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC) acabou excluindo a hiperinfecgéo por Strongyloides
como um dos critérios de suspeita para o diagnoéstico da
AIDS. AAIDS é caracterizada por apresentar uma modu-
lacéo da resposta imune onde observa-se um aumento das
citocinas do perfil Th2 e uma diminuigédo das citocinas do
perfil Th1, devido a destruicdo das células TCD4* através
do efeito citopatico do virus, ou pela citotoxicidade das
células TCD8*; sendo assim, o padrao dominante da res-
posta imune em pacientes infectados pelo virus HIV é do
tipo Th2, o que favorece infecgdes por outros parasitas e
nao por helmintos (S. stercoralis). Brown e colaboradores
(2004) demonstraram que nédo ha associacéao entre a in-
feccdo por S. stercoralis e o aumento da carga viral em
pacientes infectados com HIV, mas, devido ao profundo
estado de imunossupressao desenvolvido na AIDS, even-
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tualmente pode haver um aumento no risco de hiperinfeccao
ou disseminagado dessa helmintiase.®

Outro estado sobre imunossupresséao que esta envol-
vido com a transformacéao da estrongiloidiase crénica para
hiperinfeccao/disseminacéo é em casos de pacientes que
apresentam o virus HTLV-l. Em regides onde esses dois
agentes s@o endémicos, além da forma de estrongiloidiase
disseminada, pode também ocorrer o desenvolvimento da
estrongiloidiase recorrente. Este virus apresenta uma alta
prevaléncia no Brasil, América Central e Africa, e em regi-
des com elevada incidéncia de doencgas infectoparasitarias.
O HTLV-I é o agente causal da mielopatia associada ao vi-
rus ou paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) e da
leucemia /linfoma de células T do adulto (ATLL), infecta pre-
dominantemente células T, induzindo ativacao e prolifera-
céo celular com producédo de concentragdes elevadas de
citocinas associadas com resposta Th1, como IL12, Fator
de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (INF- ).
Alguns estudos de corte transversal revelam que pacientes
infectados pelo HTLV-I tém mais predisposicéo para desen-
volver doencas parasitarias, virais e bacterianas quando
comparados com individuos soronegativos para este virus.
Portadores que apresentam a associacado do HTLV-l com
S. stercoralis acabam tendo falha terapéutica no tratamen-
to da estrongiloidiase, podendo ser comprovado em um es-
tudo que observou, num universo de 33 pacientes infectados
apenas pelo helminto, que 31 obtiveram a cura da doenca
quando tratados com tiabendazol, enquanto que, em outro
estudo, em um universo de 55 pacientes coinfectados, s6
foi observada a cura em apenas 39 deles quando tratados
com o mesmo medicamento, o que comprova a falha do
sistema imune no combate ao helminto em pacientes que
apresentam alguma outra doenga que cause imunos-
supresséo.®)

Acoinfeccdo com HTLV-l e S. stercoralis estéa relacio-
nada com a gravidade da estrongiloidiase. A hiperinfeccao
pelo S. stercoralis é explicada pela resposta imune dos in-
dividuos coinfectados pelo HTLV-I. Pacientes soropositivos
para o HTLV-I produzem grande quantidade de IFN-y quan-
do comparados com individuos soronegativos. A produgéo
desta citocina modula negativamente a resposta Th2. Ain-
feccdo pelo HTLV-l em individuos com estrongiloidiase des-
via o foco da resposta Th2, a qual é dirigida contra o helminto.
Assim, nesta associagéo, a producéao de citocinas do tipo
2, principalmente IL-4 e IL-5, é diminuida, como também a
producédo de IgE contra antigenos do parasita. A reducéao
da produgéo de citocinas e de IgE constitui a base do au-
mento da susceptibilidade a infeccédo pelo S. stercoralis.
Dessa forma, os pacientes coinfectados com HTLV-l e S.
stercoralis podem desenvolver estrongiloidiase crénica e a
forma disseminada da doenca. Além das células Th1 e Th2
estarem envolvidas na resposta imune celular e humoral,
outro tipo de células T, as regulatérias (Treg), sdo responsa-
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veis pela modulacéo da resposta imune. As células Treg, que
sdo CD4* CD25* produzem IL-4, IL-10 e TGF-p. Montes e
colaboradores (2010) mostraram que a frequéncia de célu-
las T regulatérias € maior em individuos coinfectados do que
em pacientes somente infectados pelo S. stercoralis, e que
este aumento correlacionou-se com a diminuigcéo da produ-
¢éo de IL-5 e a contagem total de eosinéfilos em individuos
coinfectados.

Existem evidéncias que a infeccéao pelo S. stercoralis
influencia o curso clinico da infecgédo pelo HTLV-I. AATLL
esta relacionada ao longo tempo de infecgao pelo HTLV-I,
ndo sendo comum em individuos jovens. Porém, observou-
se que pacientes com ATLL coinfectados pelo S. stercoralis
eram mais jovens do que os pacientes nao infectados pelo
helminto, sugerindo assim que o periodo de laténcia do vi-
rus que leva ao desenvolvimento da ATLL é reduzido quan-
do o individuo é coinfectado pelo S. stercoralis. No entanto,
Plumelle e colaboradores (1997) mostraram uma melhor
sobrevida dos pacientes com ATLL e S. sfercoralis (167
dias), enquanto que nos pacientes somente com ATLL a
sobrevida foi de apenas 30 dias. Estes achados sugerem
que ainfecgdo por helmintos pode alterar a clinica de doen-
cas relacionadas com maior proliferagdo de células T. Com
relacdo a mielopatia associada ao HTLV-I (HAM/TSP), es-
tudos demonstraram que ha uma associagao entre HAM/
TSP e coinfecgéo pelo helminto S. stercoralis.?)

A ocorréncia de disseminacgéao da estrongiloidiase vem
sendo avaliada cada vez mais em casos de pacientes que
fazem transplantes de 6rgaos ou enxertos mesmo quando
estes ndo se encontram em areas endémicas. Este fato é
explicado quando altas doses de uma terapia imunossu-
pressora sao utilizadas para evitar rejeicdo ou por algum
defeito da imunidade celular. Os pacientes transplantados
estdo no grupo de risco para desenvolver a SHS pelo fato
de serem considerados mais susceptiveis a contaminacao
pela forma crénica da infeccdo quando comparados com
outros grupos de pacientes.?®

Estudos revelam que pacientes sujeitos a transplan-
tes de 6rgaos devem utilizar a ciclosporina, uma droga
imunossupressora que suprime as reagdes imunolégicas
que causam rejeicdo de orgaos transplantados devido a
mesma apresentar uma atividade antiparasitaria direta, o
que pode fornecer proteg¢do contra a sindrome de hiperin-
feccdo. Porém, em alguns relatos de casos de pacientes
transplantados foi utilizado o tacrolimus como droga imunos-
supressora, cuja finalidade é reduzir a atividade do sistema
imune apés o transplante, a fim de evitar rejei¢éo; entretan-
to, essa droga ocasiona uma reducdo na atividade dos
linfécitos T e IL2, auxiliando no desenvolvimento do S.
stercoralis e, consequentemente, na disseminag¢édo do mes-
mo, devido a um aumento no ciclo de vida do parasita e, por
consequéncia, um aumento no ciclo reprodutivo das larvas
gque comegam a migrar para varios outros 6rgaos.)
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Embora a literatura apresente poucos relatos de ca-
sos de estrongiloidiase disseminada em pacientes diabéti-
cos, é importante destacar que, por mais que a transmis-
sé@o do S. stercoralis seja independente do paciente ser ou
nao diabético, deve ter um controle devido ao seu risco de
mortalidade nas formas graves. Como o diabetes é uma
desordem metabodlica frequente em todo o mundo, a
frequéncia da associacgédo entre o parasita e esse disturbio
metabolico é de extrema importancia. Em um relato de caso,
onde o paciente apresentava uma terapia com prednisona
e azatioprina por via oral para tratamento de pénfigo vulgar,
um ano depois foi diagnosticado com Diabetes mellitus pro-
vavelmente secundaria a terapia por esteroides, e trés anos
depois, mesmo o paciente nao estando em area endémica
foi verificada a presenga de Strongyloides em diferentes
estagios de maturacdo, demonstrando assim que existe uma
correlacdo de forma indireta entre pacientes diabéticos e
estrongiloidiase.(™” Podemos sugerir que esse mecanismo
ocorre porque os esteroides podem gerar uma resisténcia
a insulina, fazendo com que o corpo se torne incapaz de
absorvé-la corretamente, e, com isso, o aparecimento do
diabetes induzido por esteroides.

Outro quadro descrito na literatura associado a esse
parasita foi o desenvolvimento de Ulceras gastricas em um
individuo que apresentava, em seu histérico médico, hiper-
tensédo arterial e asma, porém néo fazia uso de corticos-
teroides inalados ou quaisquer outros medicamentos que
interferissem no mecanismo do sistema imunolégico. Nes-
se relato de caso, s6 foi possivel identificar a presenga do
S. stercoralis ap6s a realizacdo de uma biépsia na qual foi
constatada a presenca de ovos e vermes adultos e pela ele-
vada quantidade de eosinéfilos. Pacientes infectados por
esse nematédeo correm o risco de desenvolver ulceras
gastrointestinais devido a prépria acéo do sistema imuno-
l6gico quando esta atuando no combate contra o helminto,
uma vez que, durante a agéo das interleucinas para destruir
o parasita, a IL5, que atua na diferenciacdo e maturagao
dos eosinéfilos, e estes, por apresentarem em sua compo-
sicdo granulacdes téxicas favoraveis para destruir o parasi-
ta, também acabam se tornando prejudiciais para as
microvilosidades intestinais, acarretando a formacgéo de
poros e facilitando a entrada de outras substancias toxicas,
e, consequentemente, causando degeneracdo no epitélio
gastrointestinal com a formacgao de Ulceras.®®

A hiperinfecgao por S. stercoralis também é conside-
rada fatal quando diagnosticada em pacientes que apre-
sentam mieloma multiplo, uma neoplasia maligna que resul-
ta da proliferacédo monoclonal e difusa de células plasmaticas
na medula éssea, representando cerca de 10% das neo-
plasias malignas hematogénicas. Pacientes diagnosticados
com esse tipo de neoplasia apresentam como conduta te-
rapéutica protocolos utilizando quimioterapicos e radiote-
rapia em conjunto; nesse caso, quando individuos que se
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encontram em areas consideradas endémicas para o
Strongyloides apresentarem esse tipo de anormalidade
imunolégica intrinseca terdo uma maior probabilidade para
o desenvolvimento da hiperinfec¢do e disseminagédo da
estrongiloidiase pelo fato de esses fatores (mieloma multi-
plo e quimioterapia) causarem diminuigédo na atividade do
sistema imunolégico, favorecendo a sindrome de hiperin-
feccdo. A SHS, associada ao mieloma multiplo, apresenta
uma ocorréncia de 2,5%, sendo a maioria dos infectados
do sexo masculino.®® Como a terapia imunossupressora
apresenta um desfecho elevado para o desenvolvimento do
parasita, outras complicagdes secundarias, como infecgbes
bacterianas e quadros de meningite, sdo consideradas de
grande importancia para o agravamento da hiperinfeccéo,
uma vez que, durante a migracao das larvas, através do
epitélio intestinal, bactérias se disseminam causando sep-
ticemia com taxas de mortalidade de 50% a 86%.?")

Estudos relevam que, em individuos saudaveis, a
eosinofilia é maior quando comparada com individuos
imunocomprometidos. Outro aspecto relevante é em rela-
céo a associacao da estrongiloidiase com o HIV, em que
pessoas que apresentam essa coinfecgdo tém um nime-
ro de eosinéfilos menos significativo quando comparado
com individuos que se apresentam infectados pelo parasi-
ta e outras doencas cronicas ou fazem uso de drogas
imunossupressoras. Uma série de casos de estrongi-
loidiase recentes mostrou que, em 33 destes casos, em
um grupo de cinco pacientes, dois (40%) com sindrome
de hiperinfec¢do apresentaram quadros de eosinofilia, o
que mostra a ligagdo da producao dessas células quando
o individuo se encontra parasitado. A falta de eosinofilia
em pacientes mais graves, com sindrome de hiperinfecgao
ou disseminacao, é bastante provavel, sendo causada por
uma fraca ou deficiente resposta do perfil Th2; com isso,
essa auséncia de eosinofilia periférica indica um mau prog-
nostico, podendo contribuir para a nao identificagdo da
infeccdo parasitaria, facilitando no desenvolvimento e dis-
seminagao do parasita.'"

CONSIDERAGOES FINAIS

Os pacientes imunodeprimidos que apresentam algum
histérico de exposicao ao Strongyloides stercoralis devem
ter um acompanhamento clinico e laboratorial de forma pe-
riodica, ressaltando a importancia da realizagdo do exame
parasitologico de fezes para que se tenha uma deteccéao
precoce dessa infeccéo e, assim, estabelecer um tratamen-
to adequado, prevenindo a ocorréncia da estrongiloidiase
na sua forma grave.

Apesar de ser uma infeccao frequentemente leve, esse
grupo de individuos, principalmente os que fazem uso de
corticosteroidoterapia, podem apresentar-se na forma de
hiperinfeccao e/ou disseminacgdo, que, na maioria das ve-
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zes, esta relacionada com o aumento no indice de mortali-
dade, ocasionado pelo Strongyloides stercoralis.

Abstract

The Strongyloidiasis is mainly caused by Strongyloides stercoralis which
affects about 30 to 100 million people around the world, being found in
greater frequency in countries with tropical and subtropical climates.
Usually, the infections caused by this parasite are asymptomatic and
chronic, that can persist for decades without being diagnosed. However,
inimmunocompromised individuals this infection can develop into more
serious conditions such as hyperinfection and/or dissemination,
considered the ways that cause the highest mortality rates. This paper
reports the association of the development of infection caused by
Strongyloides stercoralis in immunosuppressed and the development
capacity of the parasite in individuals who make use of
corticosteroidoterapia from a literature review, emphasizing the
importance of early diagnosis to prevent severe forms of the disease.

Keywords
Strongyloidiasis; Strongyloides stercoralis; Immunocompromise
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Citocinas de resposta Th1

e Th2 e diabetes mellitus tipo 1

Th1 and Th2 response cytokins in type 1 diabetes mellitus

Roberta Nunes’
Caio Mauricio Mendes de Cordova?

Resumo

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenga autoimune crénica, onde as células T
autorreativas destroem as células beta pancreaticas levando a dependéncia de insulina
exogena. Para o desenvolvimento do DM1 sé@o necessarias numerosas interagdes entre as
células do sistema imunolégico, principalmente mediadas por citocinas de resposta T helper
1 (Th1) e T helper 2 (Th2). O presente estudo teve como objetivo analisar a relagdo das
citocinas de resposta Th1 e Th2 no desenvolvimento do DM1 por meio de uma reviséo de
literatura, avaliando artigos cientificos eletrénicos publicados entre os anos de 2001 e 2016,
além de livros de imunologia aplicados a clinica. Diversos estudos na literatura demonstram
que o perfil de secrec¢ao de citocinas durante o desenvolvimento do DM1 é de padréo Th1
onde temos como principais constituintes a IL-2 e o IFN-y. J& as citocinas de resposta Th2,
compostas basicamente pela IL-4, IL-6 e IL-10, sdo responsaveis por bloquear a evolugéo do
DM1. Através desses dados conclui-se que o entendimento dos aspectos imunolégicos
constitui a base para detecc¢éao e prevengédo do DM1, sendo a disponibilidade de citocinas
clonadas e purificadas uma nova perspectiva para terapias clinicas especificas para modular
aresposta imune.

Palavras-chave

Citocinas; Th1 e Th2; Diabetes mellitus tipo 1

INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca
autoimune 6rgéao especifica caracterizada pela destruicao
das células beta pancreaticas com consequente deficién-
cia de insulina. Compreende um grupo heterogéneo de dis-
tarbios metabdlicos que apresentam em comum a hiper-
glicemia.”

A hiperglicemia apresenta sintomas como polidria,
polidipsia, perda de peso, polifagia e visdo turva ou compli-
cacOes agudas que podem levar risco a vida, como a
cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar hiper-
glicémica nao cetética. Em casos cronicos pode estar asso-
ciada a dano, disfungéo e faléncia de varios 6rgéos, especi-
almente olhos, rins, nervos, coracéo e vasos sanguineos. Na
maioria dos casos, essa destruicao de células beta é medi-
ada por autoimunidade, caracterizada pelo diabetes mellitus
tipo 1A. Porém, existem casos em que nédo ha evidéncia de
processo autoimune, com predominio de outro componen-
te, sendo, portanto, referidos como forma idiopatica do DM1,
definido como diabetes mellitus tipo 1B.?

A resposta imune a esses disturbios fica a cargo de
um grupo de citocinas que atuam como mediadores da co-
municacao intercelular, regulando a resposta imunolégica
por meio da maturacgéo, proliferacédo, diferenciacéo, ativa-
cao ouinibigéo de diferentes células do sistema imunolégico
e de outros sistemas e 6rgdos do organismo. Apresentam
grande importancia na patogénese das doengas auto-
imunes, funcionando como mediadores e marcadores da
atividade da doenca e, ainda, como alvo para futuras inter-
vencgdes terapéuticas.®

Ao se analisarem a importancia do DM1, a gravida-
de das complicagdes, os impactos sociais e econdmicos
e os problemas de saude que afetam a qualidade de vida
de seus portadores, verifica-se uma clara necessidade de
tratamentos melhorados para esta patologia. As citocinas
parecem ter grande relagéo e importante eficacia terapéu-
tica no DM1. Desse modo, o estudo dessas citocinas tem
grande relevancia, podendo contribuir para o melhor en-
tendimento dos mecanismos autoimunes associados a
esta patogenia, métodos de prevencéo, tratamentos e ava-
liacao laboratorial mais eficazes. Portanto, o objetivo des-

Universidade de Blumenau — FURB — Blumenau-SC, Brasil.

2Doutor. Professor— Universidade de Sgo Paulo— USP— S&o Paulo-SP, Brasil.

Instituicdo: Universidade de Blumenau - FURB — Blumenau-SC, Brasil.
Conflito de interesses: Néo ha conflito de interesses

Artigo recebido em 12/07/2017

Artigo aprovado em 25/10/2017
DOI: 10.21877/2448-3877.201700596

RBAC. 2017;49(4):359-64

359



Nunes R, Cordova CMM

se trabalho é analisar a relagéo das citocinas de resposta
T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2) no desenvolvimento do
DM!1.

MATERIAL E METODOS

Para elaboragéo e desenvolvimento desse trabalho,
utilizaram-se artigos cientificos especializados no assunto
publicados entre os anos de 2001 e 2016 em banco de da-
dos nacionais e internacionais, tais como: PubMed, SciELO,
Medline, ScienceDirect e bases de teses e dissertacdes
da biblioteca virtual em saude, além de livros de imunologia
aplicados a clinica.

DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1)

O DM1 é uma doencga autoimune crénica, onde célu-
las T autorreativas destroem as células beta pancreaticas
levando a dependéncia de insulina exégena. A etiologia do
DM1 é multifatorial, envolvendo fatores imunolégicos, gené-
ticos e ambientais, que estdo relacionados e atuam no de-
senvolvimento dessa patologia.*

Inimeras evidéncias corroboram a natureza autoimune
desta patologia. A presenca de marcadores de
autoimunidade contra as células beta e a presenca de
infiltrado mononuclear dentro das ilhotas pancreaticas séo
as de maior destaque.®

Os marcadores de autoimunidade sdo os auto-
anticorpos anti-ilhota ou antigenos especificos da ilhota e
incluem os anticorpos anti-insulina, antidescarboxilase do
acido glutamico (anti-GADG65), antitirosina-fosfatases (anti-
IA2 e |IA2B) e antitransportador de zinco (anti-Znt). Esses
autoanticorpos podem estar presentes no soro de pacien-
tes diabéticos recém-diagnosticados e de individuos que
posteriormente irdo desenvolver o DM1 varios anos antes
das manifestagées clinicas da doenga.('*

Ja o processo de destruigdo das células beta pancre-
aticas, denominado insulite, ocorre pela agresséo
imunolégica mediada por células T autorreativas, macréfagos
e células natural killer (NK) sendo, portanto, um processo
dependente da imunidade celular. O processo de insulite
parece ocorrer com maior intensidade em ilhotas onde exis-
tam células beta metabolicamente ativas, ou seja, que
secretam insulina. Ao longo do tempo, as células beta vao
diminuindo, assim como a intensidade do processo infla-
matoério. Em alguns casos, o ataque autoimune nao é limita-
do as células beta e expande-se para outros 6rgéos; sendo
assim, portadores de DM1 s&o propensos a desenvolver
outras doencgas autoimunes 6rgao especificas endécrinas
e nao endoécrinas.*”

Além do componente autoimune, o risco de desenvol-
ver DM1 é fortemente influenciado pela associagéo fami-
liar (Quadro I). Aproximadamente 30% a 50% dos géme-
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os monozigéticos e 3% a 6% dos parentes em primeiro
grau de pacientes com DM1 desenvolvem a doenca, em
comparacado com 0,4% dos individuos da populagéo ge-
ral. Entretanto, a predisposicédo genética, embora neces-
saria, ndo é suficiente para o desenvolvimento clinico da
doenca. Sabe-se que 90% dos individuos que desenvol-
vem DM1 ndo tém um parente em primeiro grau com dia-
betes.("®

Quadro | - Principais genes ou regides responsaveis pela
susceptibilidade ao DM1

Regido Localizagdo/Cromossomo Fungéao

IDDM1  HLA -Cromossomo 6p21.3 Apresentagdo dos antigenos
as ilhotas e ativagédo das
células T

IDDM2 Gene da insulina -
Cromossomo 11p15

Redugéao da glicemia

IDD3 Cromossomo 4 Codificagao da Interleucina 2

A concordancia de apenas 50% para o DM1 entre
gémeos monozigoticos sugere a atuacdo de fatores am-
bientais na etiopatogénese dessa patologia (Quadro II).
Componentes como virus, bactérias, produtos alimentares,
fatores antropométricos, neuronais e hormonais podem ser
manifestados antes do processo autoimune e contribuir para
o surgimento da doenca. Desses fatores, os mais estuda-
dos séo as infecg@es virais. Hipoteticamente, um virus pode
desencadear ou acelerar o processo autoimune contra a
célula beta através da toxicidade direta, formagédo de um
novo antigeno, mimetismo molecular ou interferéncia com o
sistema imune.G®

Quadro Il - Principais fatores ambientais responsaveis pela
susceptibilidade ao DM1

Fator Mecanismo

Infecgdes virais Infecgdes virais
Formagéo de novo antigeno
Mimetismo molecular

Interferéncia no sistema imune

Introdugéo precoce de leite
de vaca

Anticorpos com reacgéo cruzada
com proteinas das células beta
pancreaticas

Algumas substancias também podem provocar res-
postas fisiolégicas locais do sistema imune em diferentes
condi¢des, consideradas como fatores ambientais casuais.
Alintroducao precoce de leite de vaca, em particular o com-
ponente albumina, pode influenciar no inicio da
autoimunidade. A albumina sérica bovina possui uma
sequéncia de aminoacidos semelhante a certas proteinas
das células beta pancreaticas, fazendo com que os
anticorpos contra esse peptideo contido no leite de vaca
possam apresentar uma resposta imune contra as células
beta.®
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Diagnéstico e tratamento

O diagnéstico do diabetes baseia-se fundamentalmen-
te nas alteragdes da glicose plasmatica de jejum ou apés a
uma sobrecarga de glicose por via oral (Quadro ).V

Quadro Il - Valores de glicose plasmatica em mg/dL para
diagndstico do diabetes mellitus e seus estagios pré-clinicos

Categoria Jejum (8 horas sem 2 hapés 759 Casual
ingestao caldrica) de glicose

Glicemia <100 <140

normal

Glicemia em >100a <126

jejum alterada

Tolerancia a > 140 a < 200

glicose

diminuida

Diabetes > 126 > 200 > 200 (com

mellitus sintomas
classicos)

Fonte: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2016.

A utilizacdo da hemoglobina glicada (HbA1c) como
método de diagnéstico para o DM deve seguir o seguinte
critério, HbA1c >6,5% a ser confirmada em outra coleta (dis-
pensavel em caso de sintomas ou glicemia > 200 mg/dL).
Entretanto, apesar de muitos autores néo considerarem ideal
utilizar esse parametro como critério de diagnéstico do DM
devido as discordancias entre resultados de glicemia e de
HbA1c, a OMS alega que a medida da HbA1c avalia o
grau de exposi¢do a glicemia durante o tempo e os valo-
res se mantém estaveis apos a coleta. Recentemente, foi
levantada a questéo da influéncia das etnias. Os individu-
os afrodescendentes apresentam niveis mais elevados de
HbA1c do que os caucasoides para valores iguais de
glicemia em todas as categorias: tolerancia normal a
glicose, pré-diabetes e DM, levando a discordancia de re-
sultados.”

Existem também exames mais especificos para o
diagnoéstico, como a avaliagédo da presenca de auto-
anticorpos nas ilhotas pancreaticas que, nos casos positi-
vos, estdo em elevado nimero. Os autoanticorpos mais co-
muns detectados em individuos diagnosticados com DM1
sdo: anticorpos anti-ilhotas pancreaticas (anti-ICA),
anticorpos anti-insulina (IAA), antidescarboxilase do acido
glutamico (anti-GAD) e antitirosinafosfatase (1A2).("0

O tratamento classico do DM1 consiste de aplicacdes
diarias de insulina para o adequado controle glicémico.
Contudo, novos estudos vém sendo realizados com o intui-
to de se utilizar a terapia celular para o tratamento do DM1.
Varias células progenitoras apresentam grande potencial
no processo de regeneracado da massa de células beta, in-
cluindo a propria célula beta, o precursor pancreatico
multipotente, células-tronco hematopoiéticas, células-tronco
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mesenquimais, células do cordao umbilical, células hepati-
cas ovais e esplendécitos."

Sistema imune e DM1

A maioria das doencgas autoimunes esta ligada a um
desequilibrio entre as células autorreativas T efetoras (Teff)
e as células T regulatérias (Tregs), sendo a perda da tole-
rancia central e/ou periférica um ponto critico na génese da
autoimunidade.(213

Na tolerancia central, as células T autorreativas sdao
destruidas no timo através de vias de apoptose. Porém, esse
processo é permeavel, e Teffs potencialmente nocivas po-
dem ser geradas. No entanto, elas geralmente ndo mediam
doencas autoimunes, porque, no sistema imunolégico nor-
mal, CD4 + CD25 + FOXP3 + Treg suprimem estas células
Teffs potencialmente prejudiciais. Entretanto, os individuos
portadores de doencas autoimunes podem apresentar alte-
racdes deletérias nas células Tregs, o que pode levar ao
desenvolvimento de multiplas doengas autoimunes, incluin-
do o DM1.® Além disso, a maioria dos estudos com mode-
los de camundongos NOD (Non obese diabetic) mostra que,
nessa condicédo, as células T autorreativas séo resistentes
a apoptose central, o que predispde ao surgimento da do-
enca autoimune. (314

Ja a tolerancia periférica é exercida através de multi-
plos mecanismos. Esses mecanismos envolvem inativagéao
funcional sem morte celular promovida pelas células Tregs.
As Tregs suprimem a ativacédo e as fungdes efetoras dos
linfécitos T autorreativos, caso sejam ativados na periferia.?

Ainda n&o se conhecem os mecanismos moleculares
e as citocinas que controlam o surgimento deste processo
autoimune. Sabe-se que as citocinas participam da
homeostase de linfécitos T CD4+, CD8+ e varios outros
componentes do sistema imune, podendo, desse modo, in-
tervir com o desenvolvimento da autoimunidade.®

CITOCINAS

Para o desenvolvimento do DM1, sdo necessarias
numerosas interacdes entre as células do sistema imuno-
I6gico (Quadro IV). Estas agdes sédo controladas por medi-
adores soluiveis, denominadas citocinas. Cada uma destas
é secretada por tipos celulares especificos em resposta a
uma variedade de estimulos, produzindo efeitos caracteris-
ticos sobre o crescimento, a motilidade, a diferenciagédo ou
funcao das células-alvo.

Os efeitos das citocinas podem ser sinérgicos ou an-
tagodnicos entre si. Um exemplo deste antagonismo é a
dicotomia no padrédo de produgéo de citocinas, Th1 e Th2.
Quando os linfécitos T produzem citocinas de padréo Th1,
isto é, IL-2 e IFN-y, é induzida uma resposta predominante-
mente do tipo celular, caracterizada por um infiltrado rico
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em neutréfilos polimorfonucleares, linfocitos e macréfagos
e pela formacao de granulomas. Ao contréario, quando ha
predominio de padrdo Th2, isto é, IL-4, IL-6 e IL-10, a res-
posta induzida é preferencialmente humoral, caracterizada
por importante inducéo da sintese de IgE e anticorpos pela
célula B.")

Quadro |V - Principais parametros imunolégicos alterados no
desenvolvimento do DM1

Apresentacao

Parametro

Células Tregs Niveis de apoptose aumentados no inicio do DM1

INF-y Aumentado diminui a produgdo de insulina e pode
tornar as ilhotas pancreaticas melhores alvos e as
células T mais responsivas

IL-2 Diminuida aumenta a atividade de linfocitos T
autorreativos por diminuicdo da producao de
células Tregs

IL-4 Elevada tem efeito protetor no DM1

IL-6 Elevada tem efeito diabetogénico

Antes de a resposta ser desviada para um padrédo Th1
ou Th2, os linfécitos passam por uma fase denominada T
helper zero (ThO0); durante esta fase, dependendo do tipo de
interacdo com a célula apresentadora de antigeno, e do
microambiente local, um ou outro padréo ira predominar. E
importante ressaltar que os dois padrées distintos, Th1 e
Th2,tendem a uma inibigdo mutua, isto é, quando a respos-
ta é desviada para o tipo Th1, as citocinas produzidas ini-
bem a resposta do tipo Th2 e vice-versa.(™®

Citocinas de resposta Th1

O perfil de secrecao de citocinas durante o desenvol-
vimento do DM1 é de padrdo Th1 onde temos como princi-
pais constituintes a interleucina 2 (IL-2) e o interferon gama
(IFN=y).

O IFN-y, também chamado de interferon imune, é sin-
tetizado pelas células imunes, incluindo células T auxilia-
res, T citotéxicas e células NK quando estimuladas por
citocinas. Sua funcédo baseia-se na regulacéo do sistema
imune através da estimulagcédo da expresséo de moléculas
apresentadoras de antigenos, tanto de classe | quanto clas-
se ll; regulagéo do ciclo celular, crescimento celular e tran-
sicdo da imunidade inata para a adaptativa. Em excesso,
essa citocina interfere na sinalizacdo dos adipécitos, ativa
ainda mais os macréfagos e impede a acéo eficiente da
insulina.("®

O INF-y diminui a producéo de insulina pelas células
beta pancreaticas sem alterar a biossintese total da protei-
na ou comprometer a viabilidade celular. Essa citocina atua
diretamente no fenétipo e na funcéo das células beta pan-
creaticas. Em suma, pode tornar as ilhotas pancreaticas
melhores alvos e as células T mais responsivas, além de
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mediar diminuigdes caracteristicas na sensibilidade a
glicose, aumentando desse modo o processo insulinico.

A expressao pancreatica de IFN-y em modelos ani-
mais de diabetes autoimune também tem sido relatada. Os
camundongos transgénicos que contém o gene IFN-y liga-
do ao produtor de insulina humana desenvolvem insulite e
subsequentemente diabetes autoimune. Alternativamente, a
administracao de anticorpo anti-IFN-y diminui a incidéncia
de diabetes em camundongos diabéticos.!""

A IL-2 possui efeitos sobre uma grande variedade de
tipos celulares, mas suas fungdes mais importantes dizem
respeito aos linfécitos T. Ela promove a proliferacédo e ex-
panséao de células T regulatérias. As células Tregs séo res-
ponsaveis por suprimir a ativacao e funcao dos linfocitos T
autorreativos; logo, a diminui¢do de IL-2 afeta diretamente
a producdo de células Tregs e, consequentemente, os
linfécitos T autorreativos.®

Glicsic Milosavljevic et al."® demonstraram que o nivel
de apoptose das células Tregs é significativamente aumen-
tado nos seis primeiros meses do diagnéstico do DM1 em
humanos, voltando a valores mais baixos ap6s esse perio-
do. Com isso, aventam a possibilidade de quantidades di-
minuidas de células Tregs exercerem papel fundamental na
génese do DM1.

A administracédo de uma dose baixa de IL-2 no ini-
cio do DM1 pode impedir e também reverter a doenca
estabelecida em camundongos NOD. O principal meca-
nismo é o aumento da atividade das células Tregs no pan-
creas.!"®

Embora as doses baixas de IL-2 que podem estimular
as células Tregs sejam bem toleradas por periodos de tra-
tamento curtos, a seguranca da administracdo de uma dose
baixa de longo prazo de IL-2 n&o é conhecida. Estudos em
animais utilizando IL-2 em DM1 néo relataram toxicidade.
Além disso, demonstraram que camundongos NOD trata-
dos com IL-2 por até 12 meses ndo mostraram qualquer
toxicidade sistémica nem qualquer efeito nocivo sobre as
respostas imunes benéficas a vacinacao, a infeccao, gravi-
dez e cancer. Outros estudos demonstraram que camundon-
gos NOD jovens pré-diabéticos tratados com uma dose
baixa de IL-2 em conjunto com drogas que s&o favoraveis
para células Tregs, tais como rapamicina e glicocorticoides,
podem ser protegidos contra o desenvolvimento do
DM1 _(20,21)

Citocinas de resposta Th2

O perfil de secregéo de citocinas com intuito protetor/
terapéutico para o DM1 é de padrao Th2, com a secrecao
predominantemente de interleucina 4 (IL-4), interleucina 6
(IL-6) e interleucina 10 (IL-10).

A IL-4 é produzida principalmente por linfécitos T CD4+
ativados, mas também por células NK, mastécitos, eosi-
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noéfilos e basofilos. Além de ser a principal citocina de ativa-
¢éo da via Th2, também tem papel importante na sobrevi-
véncia e diferenciacéo de linfocitos T.(?

Essa citocina parece ter um efeito protetor no DM1. A
administracéo de |IL-4 foi relatada para prevenir o desenvol-
vimento do diabetes em camundongos NOD. O tratamento
do diabetes induzido por estreptozotocina com anticorpos
anti-IFN-y foi associado com o aumento da expressao de
RNA mensageiro de IL-4, e a inibicdo do diabetes autoimune
pela administracéo adjuvante de insulina oral foi associada
a um aumento local de IL-4 nas células beta pancreéaticas.
Acredita-se que a IL-4 protege contra a autoimunidade por
inibicdo da resposta Th1, reduzindo a apresentagédo de
autoantigenos especificos das células beta pancreaticas.®

A IL-6 é uma citocina de resposta aguda nos proces-
sos inflamatoérios. Age estimulando células T e B, induzindo
proteinas de fase aguda nos hepatécitos. O envolvimento
da IL-6 no DM1 é sugerido ja que a expresséao elevada da
IL-6 induz a diferenciacéo da célula B, a qual pode ser im-
portante no desenvolvimento de doencga autoimune, através
da produgéo de anticorpos especificos contra constituintes
da célula beta.®®

A IL-6, apesar de ser uma citocina de resposta Th2,
também pode estar relacionada com o desenvolvimento do
diabetes. Essa citocina atua nas células beta, interferindo
na sintese de insulina e atua nas células alfa, impedindo a
producédo de glucagon. Por essa razéo, a IL-6 encontra-se
elevada nas situagées de hiperglicemia.®®

A IL-10 é um inibidor de macr6fagos e células den-
driticas ativadas e estéa, portanto, envolvida no controle das
reacdes da imunidade natural e da imunidade mediada por
células. No DM1, pode induzir imunidade humoral contra
constituintes das células beta e, em associacéo as citocinas
Th1, exacerbar o DM1.G2®

Segundo Balsa,?” a exposi¢ao das células T autorre-
ativas a IL-10 nas ilhotas pancreaticas durante a fase efetora
do diabetes acelera a doenca. No entanto, a exposicao
sistémica a IL-10 durante a fase pré-diabética inibe a doen-
ca. Isso sugere que a IL-10 pancreéatica e a IL-10 sistémica
podem ter vias distintas de fungbes imunorreguladoras. A
IL-10 sistémica pode inibir o DM1 através da indugdo de
apoptose das células T autorreativas, devido a sua fungao
imunoestimulatéria sobre as células T e B ativadas. Jaa IL-
10 pancreatica pode apenas afetar as células T CD8 que
infiltram no inicio do processo da doenca.

CONCLUSAO

Até o momento, a Unica opcao terapéutica para as
doencas autoimunes tem sido os imunossupressores. Po-
rém, ativar/expandir células do préprio organismo pode al-
cancar a mesma finalidade sem provocar os efeitos toxicos
e colaterais da imunossupresséo. Apesar da promessa das
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citocinas como mediadores poderosos de resposta imune,
muito ainda deve ser feito para seu uso na pratica. E neces-
sario fornecer doses eficazes para atingir as concentragcdes
locais ideais e evitar os efeitos colaterais indesejaveis.
Contudo, a promessa das citocinas para a clinica médica é
grande e os esforgos para desenvolver estratégias seguras
e eficazes relacionadas as citocinas tem progredido conti-
nuamente. A avaliagado laboratorial do padrdo de resposta
imune, em individuos com histérico familiar de DM1 ou néo,
pode se constituir uma ferramenta de grande importancia
na determinacgéo do risco de desenvolvimento da doenca.

Abstract

Type 1 diabetes mellitus (DM 1) is a chronic autoimmune disease, where
as autoreactive T cells destroy as pancreatic beta cells leading to
exogenous insulin dependence. For the development of DM 1, interactions
between immune system cells, mainly mediated by cytokines of T helper
1(Th1) and T helper 2 (Th2) are required. The present study aimed to
analyze the relationship of Th1 and Th2 response cytokines in the
development of DM1, through a review of the literature, evaluating
electronic scientific articles published between 2001 and 2016, as well
as immunology books applied to the clinic. Several studies in the literature
demonstrate that the cytokine secretion profile during the development
of DM1 is of the Th1 pattern where we have as main constituent of IL-2
and IFN-y. As Th2 response cytokines, composed mainly of IL-4, IL-6
and IL-10, they are responsible for blocking the progression of DM1.
Through conclusive data, itis a point of view for the prevention of DM 1.
With the availability of cloned and purified cytokines a new perspective
for specific clinical therapies to modulate the immune response.
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Cytokins; Th1 e Th2 cells: Type 1 Diabetes Mellitus
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi comparar a presenga de anemia definida por niveis
reduzidos de hemoglobina com a deficiéncia de ferritina em criangcas. Métodos: Foram
incluidas 124 criangas com idade entre 6 e 8 anos, estudantes do ensino fundamental das
escolas municipais de Divinépolis-MG. Foram determinados os niveis de hemoglobina e
ferro sérico por método colorimétrico e os niveis de ferritina por turbidimetria, e foi avaliado
o hematdcrito. Resultados: Dentre as criangas avaliadas, 25% apresentaram anemia,
definida por niveis de hemoglobina inferiores a 11,5 g/dL, e 18% apresentaram niveis de
ferritina inferiores a 7 pg/L, o que caracteriza deficiéncia de ferro. Foi observada uma
proporcao significativa de criangas com hemoglobina abaixo de 11,5 g/dL que possuem
niveis normais de ferritina, o que pode ser explicado pela presenca de outras anemias
comuns na infancia. Também foi observada uma proporcéo significativa de criangas com
niveis de ferritina abaixo de 7 pg/L que possuem niveis normais de hemoglobina, o que se
justifica pelo fato de que a ferritina consiste em um marcador mais sensivel para a deteccéo
dos estagios iniciais da deficiéncia de ferro. Conclusao: Como a ferritina consiste em um
marcador mais sensivel e mais especifico para avaliagdo da deficiéncia de ferro do que a
dosagem da hemoglobina, seria importante inclui-la na avaliagdo da anemia ferropriva em
criangas.

Palavras-chave
Anemia ferropriva; Crianca; Ferritinas; Hemoglobinas

reservas de ferro provenientes da gestacédo e da baixa
ingestéo pela dieta. Nesse periodo, ha aumento da deman-

A anemia ferropriva é a causa mais comum de ane-
mia nutricional. E definida pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) como a condi¢do na qual o contetdo de
hemoglobina do sangue esta abaixo dos valores conside-
rados normais para a idade, o sexo, o estado fisiologico e
a altura, sem considerar a causa da deficiéncia.!" Essa
anemia se caracteriza pela diminuigdo ou auséncia das
reservas de ferro, baixa concentracgéao férrica no soro, fra-
ca saturacao da transferrina, concentragcdo escassa de
hemoglobina e reducédo do hematécrito, o que reflete em
microcitose e hipocromia, causando distirbio no mecanis-
mo de transporte de oxigénio.?

Apos seis meses de idade, as criancas sdo mais vul-
neraveis a anemia ferropriva devido ao esgotamento das

da organica por ferro em virtude do acelerado ritmo de cres-
cimento, especialmente nos primeiros dois anos de vida.®

O déficit de ferro pode levar a alteragées de pele e
mucosas, baixo peso para a idade, alteragdes gastro-
intestinais, reducédo da capacidade fisica e mental devido
a limitagdo do transporte de oxigénio, perda do apetite e
diminuicao da fungéo imunitaria. Além disso, a deficiéncia
de ferro pode causar alteragdes na funcéo cerebral, de-
pendendo da idade do paciente, duragéo e gravidade do
quadro anémico, repercutindo em um prejuizo no desen-
volvimento psicolégico e cognitivo.®

A deficiéncia de ferro desenvolve-se no organismo
em trés estagios. No primeiro estagio, ha diminuigéo da
ferritina sérica, que esta diretamente relacionada com as
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reservas de ferro. No segundo estagio, ha um declinio da
concentracdo do ferro sérico e aumento da capacidade
de ligagéo do ferro. Quando hé restricdo na sintese de
hemoglobina, ocorre o terceiro estagio, podendo se insta-
lar a anemia. O melhor exame para estimar o ferro total do
organismo, particularmente o dos depésitos, é a ferritina
sérica.

Ferritina € uma proteina do mecanismo primario de
armazenamento de ferro e é fundamental para a home-
ostase do mesmo. A ferritina torna o ferro disponivel para
os processos celulares criticos, enquanto protege lipidios,
DNA e proteinas dos efeitos potencialmente téxicos do fer-
ro. Alteragées na mesma sdao comumente observadas na
pratica clinica, refletindo muitas vezes perturbacdes na
homeostase do ferro ou do metabolismo. A ferritina tam-
bém desempenha um papel numa variedade de outras con-
dicdes inflamatérias, incluindo doengas neurodegene-
rativas e malignas.®

A determinacéo dos niveis de ferritina no plasma for-
nece aos clinicos um meio conveniente de avaliagdo do
equilibrio de ferro. A medicédo tem sido amplamente utiliza-
da para avaliar as reservas de ferro do corpo, particular-
mente na detecc¢édo da deficiéncia e sobrecarga de ferro.®
Na maioria das circunstancias, a ferritina no soro é consi-
derada como o mais sensivel e especifico dentre os varios
testes sanguineos disponiveis para o diagnéstico da defici-
éncia de ferro.”)

O diagnéstico da anemia ferropriva é amplamente re-
alizado pelos sistemas de saude no Brasil por meio da do-
sagem de hemoglobina, a qual é relativamente barata.®®
Contudo, tem sido demonstrado que a ferritina pode possi-
bilitar a deteccéo precoce da deficiéncia de ferro no orga-
nismo, de modo que sua dosagem pode ser vantajosa, po-
dendo contribuir para o diagnéstico precoce e a prevengao
da anemia ferropriva na infancia, quando essa deficiéncia
pode acarretar graves consequéncias para o desenvolvimen-
to fisico e cognitivo.®#9 Portanto, este estudo teve como
objetivo avaliar a associagéo entre os niveis de ferritina e
os niveis de hemoglobina em criangas, o que é necessario
para verificar se a ferritina realmente apresenta maior efi-
céacia para o diagnostico precoce da anemia ferropriva na
infancia.

MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFSJ (CAAE 43795115.4.0000.5545). Todos
os responsaveis pelos participantes selecionados assina-
ram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e
todos os escolares selecionados assinaram o termo de as-
sentimento livre e esclarecido (TALE).

Foram selecionadas aleatoriamente 8 dentre as 33
escolas municipais de Divinépolis para participar do estu-
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do. Dentre os 573 alunos do primeiro e do segundo ano
do ensino fundamental com idade entre 6 e 8 anos das
escolas selecionadas, 165 tiveram autorizacdo dos pais
para participar do estudo e, dentre estes, 124 aceitaram
participar do estudo e tiveram a amostra de sangue cole-
tada.

Os critérios de exclusdo consistiram na presenca de
qualquer uma das seguintes condi¢gdes: doenca crénica,
anemia falciforme ou talassemia relatada pelos pais, fe-
bre ou infecgéo nas trés semanas antecedentes a coleta,
doenca hepatica, doenca renal. Contudo, nenhuma das 124
criancas apresentava alguma destas condigdes clinicas,
de modo que todas elas foram incluidas no estudo.

Foram coletadas de cada participante do estudo,
amostras de sangue venoso de 4,0 mL em anticoagulante
EDTA para dosagem dos niveis de hemoglobina e para
determinacgéo do hematocrito, e amostras de sangue veno-
so de 4,0 mL sem anticoagulante, as quais foram
centrifugadas a 3.000 rotagdes por minuto durante 15 minu-
tos para obtenc¢éo do soro, o qual foi utilizado para dosa-
gem dos niveis de ferro e ferritina.

A determinacéao do hematocrito foi realizada utilizan-
do-se tubos capilares e a centrifuga de microhematocrito.
Os niveis de hemoglobina e os niveis séricos de ferro fo-
ram determinados por método colorimétrico, utilizando-se
os kits Hemoglobina K023 (Bioclin®) e Ferro Sérico K017
(Bioclin®), respectivamente. Os niveis séricos de ferritina
foram determinados pelo método de turbidimetria utilizan-
do-se o kit Ferritina K081 (Bioclin®).

A presenca de anemia foi definida de acordo com os
critérios da Organiza¢é@o Mundial de Saude como niveis de
hemoglobina inferiores a 11,5 g/dL para a faixa etéaria de 6
a 12 anos.("% As deficiéncias de ferritina e de ferro foram
definidas por niveis inferiores a 7 ug/L e 50 pg/dL, respecti-
vamente, e um hematocrito inferior a 35% foi considerado
reduzido.("12)

As criangas foram classificadas de acordo com a pre-
senca ou nao de anemia e de acordo com a presenca ou
néo de deficiéncia de ferritina.

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-
se o programa estatistico SPSS 20.0. Realizou-se o tes-
te de normalidade Shapiro-Wilk para as variaveis conti-
nuas. Para as variaveis que apresentaram distribuicao
normal foram calculados os valores de média e desvio-
padréo, e foi empregado o teste T de Student para com-
paracéo entre os grupos. Para as variaveis que nao apre-
sentaram distribuicdo normal calcularam-se a mediana e
os percentis 25% e 75% e foi empregado o teste Mann
Whitney U para comparacéo entre os grupos. Para as va-
ridveis categoricas, calcularam-se as frequéncias abso-
lutas e relativas e foi utilizado o teste Qui-Quadrado para
comparacao entre os grupos. Foi considerado significa-
tivo o valor p < 0,05.
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RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo mostradas as caracteristicas clinicas
e laboratoriais das criancgas incluidas no estudo, sendo 66
criancas do sexo masculino e com média de idade de 79

As caracteristicas laboratoriais das criangas classifi-
cadas de acordo com a presencga ou ndo de anemia defini-
da por niveis de hemoglobina inferiores a 11,5 g/dL estao
expressas na Tabela 2.

Observa-se que os niveis de hematécrito e ferro foram

meses (6,6 anos). significativamente menores e que a proporgao de criangas
com niveis de hematécrito inferiores a 35% foi maior entre as
criangas com anemia em comparagdo com aquelas sem

anemia (p=0,001,p=0,019 e p=0,006, respectivamente) e

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais das criangas
participantes do estudo

Numero de criangas (n) 124 que nao houve diferenca significativa para os niveis de ferritina
Sexo masculino (n, %) 66 (53.2) e para as frequéncias de deficiéncia de ferro e de ferritina.

Idade (meses) 79 (72-84) A Tabela 3 apresenta as caracteristicas laboratoriais
Hemoglobina (g/dL) 13,0 (11,4-14,0) das criancas classificadas de acordo com a presenca ou
Hematécrito (%) 36 (35-38) nao de niveis de ferritina inferiores a 7 pg/L. Nao foram ob-
Ferro (pg/dL) 56 (38-78) servadas diferencas significativas entre os grupos de crian-
Ferritina (ug/L) 45 (14-104) cas para os niveis de hemoglobina, hematdcrito e ferro, e

Variaveis ndao apresentaram distribuigdo normal e foram expressas como
mediana (percentil 25% - 75%). Variaveis categoricas foram expressas como
frequéncia absoluta e relativa n (%).

nem para as frequéncias de anemia, deficiéncia de ferro e
niveis reduzidos de hematécrito.

Tabela 2 - Caracteristicas laboratoriais das criangas classificadas de acordo com a presenga ou
nao de anemia

Criangas sem anemia Criangas com anemia VanF: de
Numero de criangas (n) 92 32
Hematécrito (%) 37 (36-38) 36 (34-36) 0,001~
Ferro (pg/dL) 59 + 27 47 £ 22 0,019*
Ferritina (pg/L) 37 (13-88) 81 (25-104) NS
Hematécrito inferior a 35% (n, %) 9 (9,8) 10 (31,2) 0,006*
Ferro inferior a 50 pg/dL (n, %) 34 (37,4) 15 (46,9) NS
Ferritina inferior a 7 pg/L (n, %) 18 (20,0) 4 (12,5) NS

A presencga de anemia foi definida por niveis de hemoglobina inferiores a 11,5 g/dL.

Variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram expressas como média + desvio padrao e foram comparadas
por meio do teste T de Student. Variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram expressas como mediana
(percentil 25%-75%) e foram comparadas pelo Teste Mann-Whitney U. Variaveis categoéricas foram expressas como
frequéncia absoluta e relativa n (%) e foram comparadas pelo teste qui-quadrado. *p<0,05 para criangas com anemia
em comparagao com criangas sem anemia. NS = nio significativo

Tabela 3 - Caracteristicas laboratoriais das criangas classificadas de acordo com a presenga ou
nao de deficiéncia de ferritina

Criangas sem Criangas com deficiéncia  Valor de

deficiéncia de ferritina de ferritina p
Numero de criangas (n) 100 22
Hemoglobina (g/dL) 12,8 (11,1-14,0) 13,2 (12,9-13,9) NS
Hematocrito (%) 36 (35-38) 36 (35-39) NS
Ferro (pg/dL) 58 (38-81) 47 (31-58) NS
Hemoglobina inferior a 11,5 g/dL 4 (18,2) 28 (28,0) NS
Hematocrito inferior a 35% (n, %) 2(9,1) 17 (17,0) NS
Ferro inferior a 50 pg/dL (n, %) 11 (50,0) 38 (38,4) NS

A deficiéncia de ferritina foi definida por niveis de ferritina inferiores a 7 pg/L.

Variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal e foram expressas como mediana (percentil 25%-75%) e foram
comparadas pelo Teste Mann-Whitney U. Variaveis categéricas foram expressas como frequéncia absoluta e relativa
n (%) e foram comparadas pelo teste qui-quadrado. NS = nao significativo.
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DISCUSSAO

A anemia é definida como a diminui¢gdo na concentra-
¢éo de hemoglobina e, consequentemente, a diminuigéo
concomitante da capacidade para transportar oxigénio.
Possui varios fatores precipitantes que podem ocorrer iso-
ladamente, mas mais frequentemente ocorrem simultanea-
mente. Estes fatores podem ser genéticos, tais como
hemoglobinopatias; infecciosos, como a malaria, helmintos
intestinais e infecgéo crénica; ou nutricionais, que incluem a
deficiéncia de ferro, assim como deficiéncias de outras vi-
taminas e minerais, tais como acido félico, vitaminas A e
B12, e cobre.(™®

A redugédo da concentragdo de hemoglobina sangui-
nea, comprometendo o transporte de oxigénio para os teci-
dos, tem como principais sinais e sintomas as alteragées
da pele e das mucosas (palidez, glossite), alteracdes
gastrintestinais (estomatite, disfagia), fadiga, fraqueza, pal-
pitacéo, reducdo da fungao cognitiva, do crescimento e do
desenvolvimento psicomotor, além de afetar a termor-
regulagao e aimunidade da crianca.’? A anemia é a segun-
da principal causa mundial de incapacidade e, portanto, um
dos mais graves problemas de satde publica no mundo. A
anemia ferropriva, que é a mais prevalente, afeta mais da
metade das criangas em idade pré-escolar em paises em
desenvolvimento e em torno de 30% a 40% nos paises in-
dustrializados.(™

A anemia ferropriva consiste na anemia por deficién-
cia de ferro e € mais prevalente e grave em criangas peque-
nas (6-24 meses) e mulheres em idade reprodutiva. O ferro
€ um mineral vital para a homeostase celular e é utilizado
principalmente na sintese da hemoglobina nos eritroblastos.
Ele é incorporado ao anel de protoporfirina formando o heme,
que, em combinagdo com as cadeias de globina, formarao
a molécula de hemoglobina.("® Essa deficiéncia ocorre quan-
do os estoques de ferro estdo esgotados e ha comprometi-
mento de seu fornecimento para os tecidos. Ferritina sérica,
saturacao de transferrina, receptor de transferrina e proto-
porfirina eritrocitaria sdo indicadores usados como evidén-
cias bioquimicas desta deficiéncia. As principais causas de
deficiéncia de ferro sdo a deplegéo dos estoques de ferro
no nascimento, o decréscimo da sua ingestdo, o aumento
das perdas de ferro organico, a redugéo na sua absorgéao e
o aumento da demanda.?

A anemia por deficiéncia de ferro ocorre quando a
quantidade total de ferro no organismo esta diminuida, sen-
do caracterizada pela diminui¢céo da concentracédo de hemo-
globina. Além desta, a medida dos niveis de ferritina tem
sido recomendada no diagnéstico de deficiéncia de ferro,
sendo esta considerada o marcador mais sensivel para se
detectar a deficiéncia de ferro precocemente.®'9 O ferro fica
estocado nas células reticuloendoteliais do figado, baco e
medula 6ssea, nas formas de ferritina e hemossiderina. Esta
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corresponde a forma degradada da ferritina, em que a con-
cha proteica foi parcialmente desintegrada, permitindo que
o ferro forme agregados, e a ferritina é a forma soluvel de
armazenamento.("

No presente estudo, as medianas dos niveis de
hemoglobina, hematocrito, ferro e ferritina das criancgas se
encontraram dentro dos valores de referéncia, apesar de
ter sido observado que algumas delas apresentaram niveis
destes marcadores abaixo da normalidade. Foi observado
que 26% das criangas apresentavam anemia e que 18%
das criancgas apresentavam deficiéncia de ferritina. Segun-
do Moura et al.," e a World Health Organization (WHO)('%
aproximadamente uma a cada cinco criangas apresentam
anemia por deficiéncia de ferro, resultado bastante seme-
Ihante ao obtido nesse estudo.

Os niveis de hematécrito foram menores nas criancas
com niveis de hemoglobina inferiores do 11,5 g/dL do que
naquelas com niveis normais de hemoglobina, e a propor-
¢éo de criangas com niveis de hematécrito abaixo de 35%
foi maior entre aquelas com niveis reduzidos de hemo-
globina, o que é condizente com o quadro clinico de ane-
mia. De acordo com Osorio,? a anemia caracteriza-se como
o estagio mais avangado da anemia ferropriva, onde ha di-
minuicao dos niveis de hematécrito e hemoglobina.

Apesar de terem sido observados niveis menores de
ferro sérico nas criangas com anemia, a frequéncia de cri-
ancas com niveis de ferro abaixo de 50 pg/dL nao diferiu
entre os grupos com e sem anemia. Esta divergéncia pode
ser explicada por uma deficiéncia limitrofe nos niveis de fer-
ro de muitas das criangas com anemia, de modo que estas
apresentaram niveis menores de ferro do que as criangas
sem anemia, mas poucas delas apresentaram niveis de fer-
ro abaixo dos valores de referéncia. Isso pode ocorrer devi-
do a inadequadas praticas alimentares, o que resulta em
menor consumo e biodisponibilidade de ferro, crescimento
acelerado e infecgbes recorrentes. '+

Os niveis menores de ferro nas criangas com anemia
nédo foram acompanhados por niveis menores de ferritina,
e, ao contrario disso, os niveis de ferritina foram maiores
nas criangas com niveis menores de hemoglobina, apesar
da diferenca néo ter sido significativa. A frequéncia de cri-
ancas com niveis de ferritina abaixo de 7 pg/L nao diferiu
entre os grupos com e sem anemia, o que pode ser explica-
do pelos niveis maiores de ferritina no grupo de criangas
com anemia. Estes achados indicam uma possivel anemia
ferropriva funcional, a qual consiste em um disturbio no qual
o total das reservas de ferro do corpo é normal ou aumenta-
do, mas o fornecimento de ferro a medula 6ssea néao é sufi-
ciente." Em seu sentido mais amplo, essa definigdo en-
globa o bloqueio parcial no transporte de ferro para o
eritroblasto para a sintese de eritrécito, o que é observado
em individuos com infecgdes, inflamacées e doengas ma-
lignas e consiste em um dos principais componentes da
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anemia de doenca cronica.('® O fato de as criangas com
niveis de ferritina inferiores a 7 p/L ndo terem apresentado
uma maior frequéncia de deficiéncia de ferro é mais um in-
dicio da possivel anemia ferropriva funcional.

Além disso, como a ferritina consiste em uma prote-
ina de fase aguda, seus niveis podem se elevar nas condi-
¢des clinicas inflamatérias e infecciosas, interferindo na
analise da deficiéncia dos estoques de ferro no organis-
mo.°'® Nestas situagdes, é recomendado ajustar os valo-
res de ferritina, de modo a possibilitar o diagnéstico da
anemia ferropriva concomitante a inflamacgéo ou infec-
¢30.%) Criangas com infecgdes ou inflamacdes foram ex-
cluidas do presente estudo por meio de questionario pre-
enchido pelos pais. Contudo, é possivel que algumas cri-
ancas apresentassem um quadro infeccioso ou inflamato-
rio mais leve ou inicial, o qual pode ter passado desperce-
bido pelos pais.

A maior proporgao de criangas com niveis de hemo-
globina abaixo de 11,5 g/dL que possuem niveis normais de
ferritina também pode ser explicada pela presencga de ou-
tras anemias comuns na infancia como a anemia mega-
loblastica, onde ocorre a deficiéncia de acido félico e vita-
mina B12, que sé@o essenciais para o amadurecimento ce-
lular, sendo um tipo de anemia carencial, ou as anemias
hereditarias que estédo entre as doencas mais comuns de-
terminadas geneticamente e possuem frequéncia comum
na populacdo brasileira, com consequente dispersdao de
genes anormais, que resultam em doengas como hemo-
globinopatias e talassemias.?" Criangas com hemoglobi-
nopatias ou talassemias foram excluidas do presente estu-
do por meio de questionario preenchido pelos pais. Contu-
do, é possivel que algumas criangas apresentassem traco
talassémico ou falcémico, o qual é assintomatico e pode
nao ter sido diagnosticado.

Neste estudo, ndo foi observada diferenca signifi-
cativa entre as criangcas com niveis de ferritina inferiores
a 7 ug/L e aquelas com niveis normais de ferritina para os
niveis de hemoglobina, hematécrito e ferro. Além disso, foi
observada uma maior proporgéo de criangas com niveis de
ferritina menores que 7 pg/L que apresentaram niveis de
hemoglobina maiores ou iguais a 11,5 g/dL e niveis de
hematocrito maiores ou iguais a 35% do que inferiores a
estes valores. Este achado é consistente se analisado na
perspectiva natural da caréncia, onde ocorreria inicialmen-
te a diminuicao das reservas corporais do ferro, e a redu-
¢do nos niveis de hemoglobina e hematécrito se instalaria
apenas em um estagio mais tardio.

Na evolugdo da anemia ferropriva, inicialmente, as for-
mas de reserva de ferro, ferritina e hemossiderina diminu-
em, persistindo normais os niveis de hematécrito e de
hemoglobina. A seguir, o nivel sérico de ferro diminui e,
concomitantemente, a capacidade de ligacdo do ferro na
transferrina aumenta, resultando em um decréscimo da por-
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centagem de saturacéo do ferro na transferrina. Com isso,
ocorre um ligeiro decréscimo da circulagéo das células ver-
melhas. Essa fase pode ser denominada como deficiéncia
de ferro sem anemia. A anemia por deficiéncia de ferro re-
presenta o estagio mais avancado com a acentuada
deplecédo dos estoques do mineral, caracterizando-se pela
diminuigdo da hemoglobina e do hematocrito, que se refle-
te em mudancas na citomorfologia eritrocitaria, apresentan-
do microcitose e hipocromia e causando disturbio no me-
canismo de transporte de oxigénio.?

Portanto, como a ferritina consiste em um marcador
mais sensivel para a deteccdo precoce da anemia ferro-
priva, é possivel sugerir que as criangas que apresentam
niveis reduzidos de ferritina, mas niveis normais de
hemoglobina e de hematécrito possam apresentar um es-
tagio inicial da caréncia de ferro no organismo, podendo
futuramente evoluir para um quadro clinico com niveis de
hemoglobina abaixo dos valores de referéncia. A propor-
¢éo de criangas com niveis de ferritina inferiores a 7 ug/L
que apresentaram niveis de ferro sérico abaixo dos valores
de referéncia foi maior do que a de criangas com niveis de
ferritina inferiores a 7 pyg/L, que apresentaram niveis de
hemoglobina ou hematécrito abaixo dos valores de referén-
cia, o que também esta de acordo com o curso natural da
caréncia de ferro no organismo.

Esses resultados chamam a atengéo para outras cau-
sas e outros tipos de anemias na infancia além da anemia
ferropriva, sendo muito importante que os profissionais da
area da saude apresentem um olhar mais atento e critico no
momento de fornecer o diagnoéstico, solicitando exames
complementares a dosagem dos niveis de hemoglobina, tais
como a determinacgdo dos niveis séricos de ferro, capaci-
dade de ligacdo do ferro a transferrina, saturacdao da
transferrina e, principalmente, de ferritina, para se ter certe-
za do diagnostico da anemia ferropriva, de modo a se insti-
tuir o tratamento adequado. Além de ser um marcador bas-
tante especifico da anemia ferropriva, a dosagem de ferritina
sérica consiste no marcador mais sensivel para o diagnos-
tico precoce da caréncia de ferro no organismo, sendo fun-
damental que este exame seja solicitado com maior
frequéncia para deteccéo dos estagios iniciais da deficién-
cia de ferro na infancia, de modo que o tratamento possa
ser iniciado precocemente, evitando o desenvolvimento da
anemia e de suas complicagdes.

CONCLUSAO

Neste estudo, algumas criangas apresentaram niveis
baixos de ferritina, mas niveis normais de hemoglobina, in-
dicando a presenca de um estéagio inicial de caréncia de
ferro no organismo, ja que a ferritina consiste em um
marcador mais sensivel para o diagnoéstico precoce da de-
ficiéncia de ferro. Por outro lado, algumas criancas tiveram
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niveis baixos de hemoglobina, mas niveis normais de ferritina,
indicando a presenca de outras causas de anemia que nao
a ferropriva, ja que a ferritina consiste em um marcador mais
especifico para o diagnéstico da anemia ferropriva do que
a dosagem dos niveis de hemoglobina. Portanto, como a
ferritina consiste em um marcador mais sensivel e mais es-
pecifico para avaliacdo da deficiéncia de ferro do que a
dosagem da hemoglobina, seria importante incluir a sua
dosagem mais frequentemente na avaliagdo da anemia
ferropriva em criangas.
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Abstract

Objective: The aim of this study was to compare the presence of anemia
evaluated by reduced levels of hemoglobin with ferritin deficiency in
children. Methods: It was included 124 children aged between 6 and 8
years old, students of public elementary schools in Divinépolis-MG.
Hemoglobin and serum iron levels were determined by colorimetric
method and ferritin levels by turbidimetry, and hematocrit was evaluated.
Results: Among the children evaluated, 25% had anemia, defined by
hemoglobin levels below 11.5 g/dL, and 18% had ferritin levels below 7
Hg/L, which characterizes iron deficiency. It was observed a significant
proportion of children with hemoglobin levels under 11.5 g/dL who have
normal ferritin levels, which can be explained by the presence of other
common childhood anemias. It was also observed a significant proportion
of children with ferritin levels under 7 ug/L who have normal levels of
hemoglobin, which is justified by the fact that ferritin consists of a more
sensitive biomarker for the detection of early stages of iron deficiency.
Conclusion: As ferritin consists of a more sensitive and specific
biomarker for iron deficiency evaluation than the hemoglobin dosage, it
is important to include it in the evaluation of iron deficiency anemia in
children.
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Anemia, Iron-deficiency; Child; Ferritins; Hemoglobins
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Susceptibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas de

colchdées hospitalares

Antimicrobial susceptibility of bacteria on hospital mattresses

Suelen Mahl

Objetivo: Avaliar a contaminagdo microbioldgica por S.aureus e P. aeruginosa de colchdes
hospitalares antes e depois da desinfec¢do, bem como verificar susceptibilidade aos
antimicrobianos das cepas isoladas. Métodos: As coletas nos hospitais foram realizadas
com swabs umedecidos em solugéo fisioldgica, os quais foram friccionados sob 134 col-
choées. As amostras foram semeadas em Agar Sangue, Sal manitol, Cetrimide e Padréo
para Contagem. No antibiograma foi usado o método de disco-difuséo de acordo com as
normas do CLSI. Resultados: Os resultados demonstraram que néo houve contaminagéao
dos colchdes por S. aureus e P. aeruginosa, porém, em 128 colchdes foi encontrada a
Staphylococcus coagulase negativa e em seis foram encontradas cepas de Enterobacter
sp. O perfil de susceptibilidade demonstrou que 83,60% das cepas de Staphylococcus
coagulase negativa foram resistentes a oxacilina e 93,44% resistentes para penicilina G,
enquanto que, para Enterobacter sp., 100% das cepas foram resistentes para ampicilina e
ao imipenem respectivamente. Conclusdo: Esses resultados permitem concluir que os
colchdes de hospitais podem conter microrganismos resistentes a antimicrobianos que,
consequentemente, podem constituir um problema hospitalar.

Leitos; Farmacorresisténcia bacteriana; Bactérias; Desinfecgéo

Resumo
Eliandra Mirlei Rossi?

Palavras-chave
INTRODUCAO

As infecgdes hospitalares atualmente constituem um
grave problema de saude publica, pois o seu conhecimen-
to, prevencéo e controle ainda representam um desafio a
ser enfrentado. Essas infec¢des sao definidas, segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), como as
infecgdes adquiridas durante a hospitalizacédo e que néo es-
tavam presentes, ou em periodos de incubagédo por oca-
sido das admissdes de pacientes. No Brasil, os dados
revelam que entre 6,5% e 15% dos casos séo infec¢bes
hospitalares, enquanto que, na Europa e Estados Unidos
da América (EUA), essa taxa é de 10%.?

Varios microrganismos podem ser responsaveis por
infeccdes hospitalares, dentre eles destacam-se Staphy-
lococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, que sao
frequentemente encontrados em unidades hospitalares e,
atualmente, essas bactérias apresentam resisténcia in-
trinseca e adquirida aos antimicrobianos comumente usa-
dos.®

O ambiente hospitalar, incluindo as superficies inani-
madas que cercam o paciente, apresenta intima relagdo com
as infec¢des nosocomiais, podendo proporcionar focos de
contato e de transmissao. Tais focos hospitalares séo re-
presentados por reservatérios contidos nos pacientes colo-
nizados, funcionarios e pelo préprio ambiente."

No ambiente hospitalar, encontramos os colchdes, que
sao vistos como objetos inanimados, que permanecem pro-
ximos aos pacientes e apresentam maior contato com o
corpo, podendo servir também de depoésito para sujidades
inorganicas e/ou organicas e para microrganismos respon-
saveis por infecgdes, fator que determina a possivel conta-
minacao por bactérias provindas, principalmente, de paci-
entes, fortalecendo a convicgdo de esses colchdes alber-
garem patégenos, incluindo os multirresistentes.

Assim, a higiene do colchdo é necessaria, porém,
quando néo realizada, este pode servir como um reservato-
rio secundario para microrganismos patogénicos, que sao
frequentemente encontrados em superficies inanimadas de
hospitais.
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Desse modo, essa pesquisa teve o objetivo de verifi-
car a contaminagdo microbiolégica em colchdes do ambi-
ente hospitalar bem como verificar a susceptibilidade dos
microrganismos isolados, no intuito de verificar se colchdes
hospitalares podem ser possiveis reservatérios, a fim de pre-
venir a disseminacgéo destas bactérias no ambiente hospi-
talar, constituindo-se assim uma importante estratégia para
o controle da resisténcia bacteriana e das infec¢gées noso-
comiais.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em dois hospitais da regido do
extremo oeste de Santa Catarina e no laboratério de
Microbiologia da UNOESC campus de Sao Miguel do Oes-
te, entre outubro de 2013 e marco de 2014.

As coletas foram realizadas com o uso de swabs ume-
decidos em solugéo fisiologica, no qual estes eram friccio-
nados em uma area de 100 cm? nos colchdes dos hospitais
estudados. Os colchdes analisados eram cobertos com uma
capa de tecido do tipo napa e a estrutura interna dos col-
chdes era composta por blocos de espuma.

Foram analisados 134 colchdes, sendo 84 amostras
provenientes do hospital A e 50 do hospital B. As amostras
foram provenientes de 17 colchdes (15 no hospital Ae 2 no
hospital B) antes da higienizagéo e 117 (69 no hospital Ae
48 no hospital B) depois da higienizacéo. A diferenca no
namero de amostras foi devido a disponibilidade de coleta
nos colchdes de cada hospital.

Apos as coletas, os swabs eram armazenados nos tu-
bos contendo solugéo fisiologica e transportados sob refri-
geracdo até laboratério de microbiologia da UNOESC
campus de Sdo Miguel do Oeste para posterior realizagéao
das analises microbiolégicas.

No laboratério, os swabs com as amostras foram agi-
tados por dois minutos em agitador do tipo vértex. As amos-
tras (100 uL) foram semeadas em Agar Sal Manitol e o Agar
Sangue para isolamento de S. aureus e o Agar Cetrimide
para P. aeruginosa. Ja para a contagem bacteriana total,
foi usada a técnica de pour-plate com Agar Padréo para
Contagem (Agar PCA).

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica
a 36 = 1°C por 48 horas. As col6nias caracteristicas nos
meios seletivos e diferenciais para S. aureus e P aeru-
ginosa foram contadas e, em seguida, foram submetidas a
testes tintoriais (Coloracdo de Gram) e bioquimicos
(Catalase, Oxidase, Coagulase, produgédo de H2S, Indol,
Motilidade, Citrato, TSI, VM, VP, Urease, descarboxilagédo
de Lisina e Redugédo de Nitrato) para confirmagédo dos mi-
crorganismos pesquisados.®

Apés a identificacdo estes foram submetidos ao
antibiograma conforme o método estabelecido pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute.®® Os antibiéticos usados
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foram: amicacina (30 pg); ampicilina (10 pg); azetreonam (30
ng); cefotaxima (30 ng); ciprofloxacina (5 pg); gentamicina
(10 pg); imipenem (10 pg); nitrofurantoina (300 pg); sulfazotrim
(23.75 1.25 pg); tetraciclina (30 pg); norfloxacim (10 pg);
oxacilina (1 pg); penicilina G (10 un) e rifampicina (5 pg).
Foram considerados multirresistentes os isolados com
resisténcia a, pelo menos, trés classes de antimicrobianos.

Procedimentos éticos

A autorizacéo dessa investigacao foi obtida por meio
do projeto enviado a instituicdo selecionada para o estudo.
Como esta investigagé@o ndo envolveu seres humanos como
individuos da pesquisa, dispensou-se a aprovacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa.

RESULTADOS

Os resultados demonstraram que os colchdes néo es-
tavam contaminados por S. aureus e P. aeruginosa. Entre-
tanto, foi encontrada a presenca de 128 cepas de Staphy-
lococcus coagulase negativa (SNC) (78 no hospital A e 50
no hospital B) e seis cepas de Enferobacter sp. (hospital A).

As contagens médias desses microrganismos revela-
ram que Enterobacter sp. estava presente em quantidades
maiores quando comparadas com a presenca de SNC (Ta-
bela 1).

Tabela 1- Média da contaminagéo por microrganismos isolados dos
colchdes hospitalares

Média Contagem Contagem
Microrganismo isolado (UFC/om?) Maxima Minima
(UFC/cm?) (UFC/cm?)
Staphylococcus sp. 7x10% 3x10* <10
Enterobacter sp. 3x10* 6 x 104 10 x 10°

Dos 134 colchdes analisados antes e depois da
higienizacéo, observou-se contaminacdo por bactérias
heterotroficas ap6s a desinfecgé@o. Apesar de nao eliminar
completamente a contaminacdo, verificamos que, ap6s a
higienizacéo, a quantidade de bactérias reduziu comparada
com os resultados obtidos antes da higienizacao (Figura 1).

3500 @it
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E 2000 W60 a 200
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- O 3000 a 4000
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2 S00

0"
Antes Depois
Colchies Hospitalares

Figura 1. Contagem total de bactérias antes e depois da higienizag&o
dos colchées hospitalares.
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Perfil de susceptibilidade dos
microrganismos isolados dos colchées

Das 61 cepas de SCN, 51 (83,60%) eram resistentes
a oxacilina, 57 (93,44%) a penicilina G, e 38 (62,29%) a an-
tibioticos de primeira escolha nos hospitais estudados. (Ta-
bela 2).

Tabela 2- Perfil de susceptibilidade a antibiéticos nos SCN isolados de
colchdes hospitalares

Concentragéo
do disco

Antibiético Resistentes Sensiveis

Norfloxacin 10 ug 26 (42,62%)
51 (83,60%)
57 (93,44%)
20 (32,78%)
38 (62,29%)
36 (59,01%)

35 (57,37%)
10 (1,63%)
4 (6,55%)
41 (67,21%)
23 (37,70%)
25 (40,98%)

Oxacilina 1 ug
Penicilina G 10 un
Rifampicina 5ug
23.75/1.25 ng
Tetraciclina 30 ng

Sulfazotrim

Ja o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
para as cepas de Enterobacter sp. foirealizado apenas para
quatro cepas, tendo em vista que duas cepas perderam sua
viabilidade durante a realizacdo desse estudo. Das quatro
cepas analisadas, 100% eram resistentes a ampicilina e
ao imipinem (Tabela 3).

Tabela 3 - Antibiéticos testados em cepas de Enterobacter sp.
isolados de colchdes hospitalares

Concentragéo

Antibidtico do disco Resistentes  Sensivel
Amicacina 30 ng 2 (50%) 2 (50%)
Ampicilina 10 pg 4 (100%) 0 (0%)

Azetreonam 30 ng 3 (75%) 1 (25%)
Cefotaxima 30 ug 3 (75%) 1 (25%)
Ciprofloxacina 5 g 1 (25%) 3 (75%)
Gentamicina 10 nug 3 (75%) 1 (25%)
Imipenem 10 nug 4 (100%) 0 (0%)

Nitrofurantoina 300 ug 3 (75%) 1 (25%)
Sulfazotrim 23.751.25pg 2 (50%) 2 (50%)
Tetraciclina 30 ng 2 (50%) 2 (50%)

Comparacgao entre os hospitais

Na Tabela 4 observamos que houve contaminagéo por
bactérias em todos os colchdes higienizados em ambos os
hospitais estudados. No hospital A, dos 84 colchdes anali-
sados, 100% apresentaram cepas de SCN ou Enterobacter
sp. Ja no hospital B, dos 50 colchdes, todos apresentaram
SCN. Dos dois hospitais analisados, no hospital B foi en-
contrado mais contaminagéo (média de 8,9 X 103 UFC/cm?).

Em relacéo ao perfil de susceptibilidade das cepas
isoladas dos colchdes observou-se resisténcia em ambos
os hospitais, mas no hospital A as bactérias isoladas
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apresentaram resisténcia para classes de antibiéticos (Ta-
bela 4).

Tabela 4 - Comparagéo de dados entre os dois hospitais estudados

Hospital A Hospital B
n: 84 n:50
Colchdes com 84 (100%) 50 (100%)

contaminagao
microbiolégica
Contaminagéo por
SCN

9,1 X 10" UFC/cm? 8,9 X10° UFC/cm?

Contaminagéao por 3X10*UFC/cm¥

Enterobacter sp. Enterobacter

Produtos usados Agua e sabao Agua e sabéo
na limpeza e Incidin® Alcool 70%
desinfecg¢ao

Principais antibiéticos Oxacilina, oxacilina

aos quais as cepas penicilina G, penicilina G
isoladas apresentaram  ampicilina e

resisténcia imipenem

Os produtos utilizados pelos hospitais pesquisados, o
Incidin® (glucoprotamina) e o alcool 70%, sdo os mais utili-
zados em ambientes hospitalares para desinfec¢ao dos col-
chdes e objetos inanimados, pois apresentam alta eficacia
na eliminacdo de microrganismos resistentes.

DISCUSSAO

Os colchdes hospitalares podem servir de abrigo para
patégenos, sendo considerados como um importante reser-
vatério de agentes patogénicos e um veiculo de transmis-
sd0," pois podem ser contaminados por escamas de pele
e fluidos corporais, os quais podem servir de nutrientes para
os microrganismos. Apesar de nosso trabalho néao ter en-
contrado S. aureus e P aeruginosa, outros trabalhos(®®
demonstraram a presenca desses patdgenos nos colchdes,
observando que a maioria das cepas isoladas de colchdes
era S. aureus. Esses autores analisaram 50 colchdes e en-
contraram a presenca de 15,6% dos colchdes contamina-
dos por S. aureus, enquanto que P aeruginosa foi isolada
apenas de trés colchdes, pois sua presenca em colchdes
né&o é comum, uma vez que prefere ambientes imidos como
torneiras.('?

Embora ndo tenhamos encontrado S. aureus e P,
aeruginosa nos colchdes investigados, encontramos con-
taminacdo por Staphylococcus coagulase negativa
(SCN) e Enterobacter sp. Esses microrganismos sdo con-
siderados patégenos oportunistas e podem ser responsa-
veis pelo aumento no indice de infecgdes hospitalares.

Outros estudos demonstraram resultados semelhan-
tes aos nossos, pois observaram que colchdes de macas
de pronto socorro apresentaram contaminagdo microbio-
légica por S. aureus e S. coagulase negativa e S.
saprophyticus em todas as macas."?
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A presenca de microrganismos em colchdes hospita-
lares aumenta os riscos de desenvolvimento de infec¢des
nosocomiais, pois no estudo de Van der Mee-Marquet et
al. também observou-se que um grupo de 15 doentes
infectados/colonizados (12 infectados e trés colonizados)
por Enterobacter cloacae foram responsaveis por surtos
de infecgéo devido a uma falha na costura do colchao que
serviu de reservatério para essa bactéria.("®

Outro problema observado em nossa pesquisa e que
tem sido uma preocupacao na saude publica é a resistén-
cia dos microrganismos aos antimicrobianos. Em nosso
estudo, o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das
cepas de SCN isoladas (n:61) demonstraram que as mai-
ores porcentagens de resisténcia foram encontradas para
os principais antibiéticos usados no hospital, ou seja,
93,44% das cepas foram resistentes para penicilina G e
83,60% resistentes para oxacilina.

Essa resisténcia é comprovada por outros estudos,
como o de Robinson e Enright (2003), no qual as espécies
estafilococos, sejam coagulase positiva ou negativa, apre-
sentaram elevada resisténcia a benzil penicilina (penicilina
G)."» Além da resisténcia para penicilina G, outros estu-
dos('®1® demonstraram que SCN resistentes a oxacilina séo
um grande problema de proporcao global, pois a prevaléncia
desses microrganismos em 143 hospitais na Espanha de-
monstrou que 67% dos SCN isolados eram oxacilina resis-
tentes e, destes, 56% foram identificados como S.
epidermidis, considerada a espécie mais prevalente.('>10)

Ja o perfil de susceptibilidade das cepas de Entero-
bacter sp. isoladas (n:4) demonstrou a existéncia de ce-
pas multirresistentes, o que pode ser considerado preocu-
pante principalmente porque 100% das cepas foram re-
sistentes para imipenem, um antibiético de ultima esco-
Iha para controle de bactérias Gram negativas. Além dis-
so, essa bactéria tem sido uma preocupacéo para a area
da saude tendo em vista sua capacidade clonal na resis-
téncia aos antibioticos de terceira geragcdo, como as
cefalosporinas.(™®

Essa resisténcia aos antimicrobianos tem sido ob-
servada em varios hospitais do pais, podemos citar como
exemplo a pesquisa realizada por Lago et al. em Passo
Fundo-RS, na qual foram analisadas 4.888 culturas cole-
tadas de superficies inanimadas, mostrando que, dos iso-
lados do género Enterobacter sp., 49,6% foram produto-
res de ESBL.('"

Para eliminar ou reduzir a incidéncia de microrganis-
mos resistentes nos colchdes hospitalares é importante
adotar praticas de higienizacéo rigorosas. Em nosso tra-
balho, a diferenca de incidéncia e quantidade de micro-
organismos entre o hospital A e B pode ser devida as pra-
ticas utilizadas durante a lavagem e desinfeccéo dos col-
chées, bem como as condigdes desses. Apesar de ambos
os hospitais (A e B) efetuarem uma desinfecgéo dos col-
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chdes, ainda houve crescimento de microrganismos, os
quais podem gerar um risco de infecgao.

Os resultados de nosso estudo sdo semelhantes a
outros trabalhos que apontam as possiveis falhas na limpe-
za e higienizagao dos colchdes, destacando principalmen-
te a perda da impermeabilidade da capa, a néo verifica-
¢éo constante da efetiva limpeza da superficie do colchéo,
a reutilizagdo de panos Uumidos para desinfeccdo, a nao
observacao do tempo de exposicédo da superficie ao de-
sinfetante, a falta de padronizagéo do processo de higie-
nizacao e a falta de qualificacéo dos profissionais que rea-
lizam a higienizagao dos colchges. (120

Além disso, ressalta-se a importancia da correta
higienizacdo dos colchdes, onde Oliveira et al. frisaram o
uso rotineiro de agua e sabao ou detergente, seguido das
fases de enxague, secagem e realizacdo da desinfecgéo
com o alcool a 70%, ou outro desinfetante definido pela
comissdo local de controle de infecgao hospitalar.?") Tais
desinfetantes, como antissépticos, alcool a 70% e os com-
postos quaternarios de amdnio sdo muito utilizados em am-
bientes hospitalares por apresentarem excelente acéao
bactericida.®

Ainda, Torres destaca que a limpeza mecanica é muito
importante, pois em seu estudo proporcionou reducgéo de
80% dos microrganismos nas superficies, e, com o uso de
desinfetantes, houve eliminacéo de 99% desses microrga-
nismos.®) Em outro estudo realizado em Goiania,? isola-
ram-se as bactérias S. aureus, S. epidermidis, P aeru-
ginosa, E. coli, Enterobacter agglomerans e Arcanobac-
terium pyogenes onde constatou-se que as contagens
bacterianas reduziram-se a zero ap6s a desinfecgéo in loco
com alcool a 70% e quaternario de aménio a 3,5%.

Por isso, para obtencdo de uma boa higienizagéo
deve-se considerar a correta execucdo de todo procedi-
mento de limpeza e a carga microbiana inicial.”) Portanto,
é possivel afirmar que um processo de limpeza e desinfec-
¢ado bem eficiente das superficies inanimadas hospitalares
seja imprescindivel para reduzir focos de transmisséo cru-
zada e reservatoérios de patégenos como medidas de con-
trole e prevencgéo a ocorréncia de infecgdes, tendo em vis-
ta que estudos como os de Patel et al. abordam o risco de
objetos horizontais inanimados, como camas, capas e col-
chdes, servirem de reservatérios secundarios para bacté-
rias e recomendam a limpeza, desinfeccéo, inspecao e
testagem periédica (presenca de manchas e vazamento
da capa e sua substituicdo quando lacerada) desses ma-
teriais como estratégia para manter o ambiente hospitalar
biologicamente seguro.®

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo permitem concluir que os
colchdes dos hospitais podem estar contaminados por mi-
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crorganismos multirresistentes e que essas bactérias po-
dem permanecer nesses locais mesmo apoés a higieni-
zacao, colocando em questionamento a eficacia e efetivi-
dade dos procedimentos de higienizacao.

Por isso, sugere-se que o processo de higienizagéo
dos colchdes hospitalares siga protocolos padronizados e
que sejam feitas andlises microbiol6gicas para verificar a
eficiéncia desses métodos, bem como diminuir o risco de
disseminacédo de patégenos resistentes e consequente-
mente o desenvolvimento de infecgdes nosocomiais.

Abstract

Objective: Evaluate the microbiological contamination of S. aureus
and P. aeruginosa of hospital mattresses before and after disinfection.
The susceptibility of isolated strains was also verified. Methods:
Hospital collections were made with swabs moistened with physiological
solution, which were rubbed under 134 mattresses. Samples were
seeded in Blood Agar, Mannitol Salt, Cetrimide and Plate Count Agar.
In the antibiogram the disc-diffusion method was used according to
CLSI standards. Results: The results showed that there was no
contamination of the mattresses by S. aureus and P. aeruginosa, but
in 128 mattresses Staphylococcus negative coagulase and six strains
of Enterobacter sp. The susceptibility profile showed that 83.60% of
strains of Staphylococcus negative coagulase were resistant to oxacillin
and 93.44% resistant to penicillin G, whereas for Enterobacter sp. 100%
of the strains were resistant to ampicillin and imipenem respectively.
Conclusion: These results allow us to conclude that hospital
mattresses may contain antimicrobial resistant microorganisms, which
may be a hospital problem.

Keywords
Beds; Drug resistance; Bacteria; Disinfection
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Determinar o perfil de sensibilidade e resisténcia de antimicrobianos frente a
Staphylococcus lugdunensis isolados de hemoculturas de um hospital de emergéncia.
Métodos: Amostras de hemocultura foram aspiradas e semeadas no meio de cultura agar
Sangue de Carneiro. Foi realizado o teste de catalase para identificagdo do género
Staphylococcus sp. e, para identificagcdo fenotipica de espécies de interesse clinico, as
amostras foram submetidas aos testes de DNase, Novobiocina e PYR. Para andlise do
perfil de sensibilidade e resisténcia, o antibiograma foi utilizado. Resultados: Das 95
hemoculturas analisadas, 92% mostraram crescimento bacteriano. Destas, 6% foram
identificadas como Staphylococcus lugdunensis, mostrando-se resistentes a cefoxitina,
eritromicina, clindamicina e tetraciclina. A sensibilidade ocorreu frente a nitrofurantoina e
linezolida. Conclusao: O achado de Staphylococcus lugdunensis foi um dado relevante,
uma vez que trabalhos envolvendo esta espécie séo escassos. O S. lugdunensis é um
patégeno emergente, com elevado potencial agressor. Dessa forma, sua correta identifica-
¢éo laboratorial, bem como o monitoramento do perfil de susceptibilidade e resisténcia,
podem contribuir com um melhor direcionamento de medidas de controle da infec¢éo, prin-
cipalmente em hospitais.

Palavras-chave
Staphylococcus lugdunensis; Infec¢édo hospitalar; Antibacterianos

S. lugdunensis vem sendo associado a casos de endo-
cardite, infeccdo da pele, peritonite, abcesso cerebral,

Os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) estédo
entre os microrganismos Gram positivos mais frequentemen-
te isolados no laboratério de microbiologia, fazendo parte
da microbiota normal da pele e sendo muitas vezes consi-
derados como colonizadores quando isolados a partir de
amostras clinicas.!"? Seu significado clinico é dificil de se
estabelecer, uma vez que sdo naturais da pele e membra-
nas mucosas e tém sido considerados patégenos inécuos
ou oportunistas de viruléncia variada. As infec¢des causa-
das por SCN, ao contrario daquelas produzidas por
Staphylococcus aureus, manifestam-se como doencas
menos graves ou subagudas, mais raramente associadas
a mortalidade.?

O Staphylococcus lugdunensis, mesmo fazendo
parte do grupo dos SCN, tem significativo potencial de
viruléncia."® Desde que foi primeiro descrito em 1988, o

osteomielite, infecgdo vascular protética e septicemia, sen-
do as manifestacdes de pele e tecidos moles as mais co-
muns.*® Sua patogenia é similar a do S. aureus pela pre-
senca de fatores de viruléncia em comum. Quanto aos bai-
xos percentuais de isolamento desta bactéria, estes podem
estar ligados ao fato de compartilharem semelhancas
fenotipicas com S. aureus, o que pode dificultar a sua iden-
tificagdo.®"

Esta limitacéo se deve ao fato de um percentual varia-
vel de isolados de S. /lugdunensis reagir a testes rapidos
de identificacdo, como a pesquisa do c/lumping factor, sen-
do positivos quando realizados os testes de coagulase em
lamina ou de aglutinacdo em latex. Por essa razao, outros
testes laboratoriais fenotipicos sdo necessarios para con-
firmar sua presenca, como o teste de Pyrrolidonil arilamidase
(PYR).&1012
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O S. lugdunensis é ainda descrito como produtor de
biofilme, uma matriz extracelular polimérica que facilita a
adesdo em superficies, sendo que tal habilidade promove
protecdo contra a resposta imune do hospedeiro, bem como
pode proporcionar maior resisténcia as doses de
antimicrobianos normalmente utilizados.®'® Alguns relatos
afirmam a producéo de beta-lactamases por este patégeno,
o que lhe confere resisténcia bacteriana significativa e mai-
or importancia clinica.*%"

Vale ressaltar que, em alguns casos, o S. lugdunen-
sis pode apenas representar a contaminagcdo da hemo-
cultura; entretanto, a correta distingédo entre os S. lugdu-
nensis e as demais espécies pode contribuir na tomada
de decisdes quanto ao tratamento antimicrobiano mais
adequado, dadas as diferencas nos limites de susceptibi-
lidade, caracteristicas clinicas e manejo terapéutico entre
as cepas.’1%

Este trabalho teve por objetivo avaliar o perfil de sen-
sibilidade e resisténcia aos antimicrobianos de Staphylo-
coccus lugdunensis isolados de hemoculturas em um hos-
pital de emergéncia no Agreste de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo laboratorial descritivo transver-
sal, que analisou as hemoculturas obtidas do laboratério de
patologia clinica de um hospital de emergéncia, na cidade
de Caruaru, Agreste Pernambucano, no periodo de abril a
outubro de 2015. A pesquisa foi iniciada apés a aprovacgao
pelo Comité de Etica (Nimero do parecer: 1.256.386) do
Centro universitario Tabosa de Almeida Asces-Unita.

As amostras de hemoculturas foram devidamente en-
caminhadas, em condi¢Ges ideais de transporte, do labora-
tério de patologia clinica do hospital de emergéncia para o
laboratério de microbiologia da Asces-Unita para os proce-
dimentos microbiolégicos necessarios.

Com o auxilio de uma seringa de 3 mL, foram aspira-
dos cerca de 0,25 mL da amostra de sangue das hemo-
culturas, semeados por esgotamento nos meios de cultura
agar Sangue de Carneiro e agar MacConkey para visua-
lizacdo macroscopica das cepas. As placas foram incuba-
das em estufa a 35°-37°C por 18 a 24 horas. Foram realiza-
dos esfregacos, posteriormente corados pelo método de
Gram para confirmagao microscopica.

O teste de catalase foi utilizado nas amostras que apre-
sentaram crescimento apenas em agar Sangue de Carnei-
ro para identificacdo do género Staphylococcus sp. Em
caso de positividade, a amostra foi semeada em agar
DNase e incubada em estufa microbiolégica a 35°-37°C por
18 a 24 horas para verificacdo da positividade da espécie
Staphylococcus aureus. Caso ndao houvesse a formacgéao de
uma zona transparente ao redor da area de crescimento no
Agar DNase, o teste da novobiocina era realizado, onde a
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resisténcia deste determinava tratar-se de um Staphy-
lococcus saprophyticus. No caso de sensibilidade a
novobiocina, o teste de PYR (pyrrolidonil arilamidase) era
realizado para diferenciacdo da espécie Staphylococcus
lugdunensis entre as demais cepas de Staphylococcus
coagulase negativa.

Para arealizacdo do teste de PYR, o disco impregna-
do com L-pyrrolidonil-B-naftilamida foi colocado sobre uma
lamina e foi adicionada uma gota de agua destilada estéril.
Em seguida, era realizado o esfregago com a bactéria a
ser testada, sobre o disco de PYR umedecido. Apés alguns
minutos, era acrescentada uma gota do reativo de PYR. A
reacgao positiva, com o desenvolvimento de cor vermelha no
disco, identificava a cepa como sendo um Staphylococcus
lugdunensis. (Figura 1)

Amostra de hemocultura

Crescimento bacteriano apenas em agar Sangue de Carneiro

V
Teste de Catalase Positivo
¥

Agar DN
Formacdo de halo gar'l' REe

Staphy! I
(Staphylococcus aureus) AiisBricia de hale

v

Novobiocina

/ 0\

Resistente Sensivel
(Staphylocaccus saprophyticus) (Staphylococcus coagulase-)
y

PYR +/ Ornitina
(Staphylococcus lugdunensis)

Figura 1. Fluxograma simpilificado de isolamento e identificag&o fenotipica
de Staphylococcus lugdunensis.

As amostras, uma vez identificadas, foram submeti-
das ao antibiograma pela técnica de difusdo em disco
de Bauer e Kirby,(™® para analise do perfil de sensibilida-
de aos principais antibioticos de uso contra essas cepas
e verificacdo da presenca de possivel resisténcia
bacteriana. Para a realizacdo do ensaio, inoculou-se a
suspensao da bactéria em teste, ajustada ao padréao de
0,5 na escala de McFarland, sobre a superficie da placa
de agar Mueller-Hinton. Posteriormente, foram colocados
discos de antimicrobianos e as placas foram incubadas
em estufa bacteriolégica a uma temperatura de 35-37°C
por 18 a 24 horas, sendo todo o procedimento realizado
de maneira estéril.

O método foirealizado seguindo as recomendacgdes
do CLSI 2015,"® assim como a escolha dos discos de
antimicrobianos utilizados.
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RESULTADOS

Do total de 95 hemoculturas analisadas, 87 (92%)
mostraram crescimento bacteriano. Entre as bactérias iden-
tificadas, 60 (72%) foram classificadas como sendo do gé-
nero Staphylococcus sp., com um quantitativo de quatro
(6%) de Staphylococcus lugdunensis (Figura 2).

100
90
80
70 +
60+
50 4
40
30 §
'![I ¥

0 —

S lugdunensis

outros Staphylococcus

Figura 2. Prevaléncia do Staphylococcus lugdunensis e dos demais
microrganismos Gram positivos.

No que diz respeito ao perfil de sensibilidade e resis-
téncia aos antimicrobianos utilizados contra estes micror-
ganismos, foi mostrado que as cepas de Staphylococcus
lugdunensis apresentaram resisténcia significativa a
cefoxitina, eritromicina, clindamicina e tetraciclina, e sensi-
bilidade a nitrofurantoina e linezolida (Tabela 1).

Tabela 1 - Perfil de sensibilidade e resisténcia de Staphylococcus
lugdunensis isolados a partir de hemoculturas em um hospital de
emergéncia em Caruaru - PE

Antibiéticos Resisténcia Sensibilidade
Cefoxicitina 100% 0%
Eritromicina 100% 0%
Clindamicina 100% 0%
Norfloxacina 75% 25%
Nitrofurantoina 0% 100%
Cloranfenicol 25% 75%
Tetraciclina 100% 0%
Linezolida 0% 100%
DISCUSSAO

O achado de Staphylococcus lugdunensis foium dado
importante, tendo em vista que trabalhos envolvendo esta
espécie sdo escassos. Abactéria, apesar de detectada com
menos frequéncia, apresenta importancia clinica, com um
perfil de viruléncia, entre os SCN, bastante préximo ao perfil
dos Staphylococcus aureus, sendo considerado um
patégeno emergente responsavel por diversos tipos de in-
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fecgbes, que vao desde infecgdes superficiais na pele até
endocardites com risco de vida.(27°1217)

Dentre todas as amostras do género Staphylococcus
encontradas em nosso estudo, 6% corresponderam a es-
pécie S. lugdunensis, uma quantidade inferior a encontra-
da por Fadel et al.,(” que detectaram o patégeno em 45%
das amostras e, com esse achado, reforcam a necessida-
de dos laboratérios clinicos ficarem atentos aos isolados
de SCN na perspectiva da possibilidade de isolamento de
S. lugdunensis, nao relacionando-o necessariamente a um
organismo contaminante.

Segundo Farifia et al.,"¥ em um estudo realizado com
amostras clinicas de pacientes hospitalizados em ambu-
latério, o S. lugdunensis demonstrou uma resisténcia bai-
xa a tetraciclina (0%), eritromicina (10%) e clindamicina
(10%). Da mesma forma, os dados do estudo realizado
por Tan et al.,("a partir de amostras clinicas, divergem dos
dados encontrados neste estudo, demonstrando uma bai-
xa taxa de resisténcia frente a tetraciclina (11,3%),
eritromicina (1,8%), clindamicina (1,8%) e cefoxitina (4,7%).
Estes fatos ndo corroboram com o presente trabalho, onde
o microrganismo apresentou resisténcia total (100%) a
estes antibiéticos.

Os dados apresentados no estudo de Byrnes et al.("®
também divergem dos nossos quanto ao perfil de sus-
ceptibilidade frente a clindamicina, onde demonstrou uma
maior taxa de sensibilidade (68%) em isolados hospita-
lares.

Os beta-lactamicos constituem a familia mais nume-
rosa de antibiéticos e a mais utilizada na antibioticoterapia.
Este grupo de antimicrobianos possui em comum no seu
nucleo estrutural o anel beta-lactamico, conferindo a ele ati-
vidade bactericida, sendo usados para tratar um largo es-
pectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negati-
Vas_(12,13,18,20)

Alguns estudos tém demonstrado que a resisténcia
do S. lugdunensis frente a esse grupo de antibiéticos cos-
tuma ser infrequente, como relatado por Pereira et al.("®
em sua breve revisdo, onde o mesmo ressalta as caracte-
risticas microbioldgicas e o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos frente ao S. lugdunensis, enfatizando que
quase todas as cepas costumam ser sensiveis.

Porém, o aparecimento progressivo dos diversos ti-
pos de resisténcia tem limitado o seu uso e a sua efica-
cia em determinadas situagdes. Em nosso estudo, a re-
sisténcia aos beta-lactamicos foi evidente, uma vez que
as cepas apresentaram resisténcia total a 50% dos anti-
biéticos testados. O desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia pode ser explicado pela producéo de beta-
lactamases, modificagbes estruturais das proteinas
ligadoras de penicilina (PLP) ou diminuicdo da
permeabilidade bacteriana ao antibiético por mutacao
das porinas.('320

RBAC. 2017;49(4):376-80



Staphylococcus lugdunensis em hemoculturas: perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Para entender a relevancia clinica do S. lugdunensis
em infeccdes e fornecer dados para controle e medidas
epidemiolégicas, é crucial a detec¢éo e identificacdo
confiaveis deste organismo. Vale salientar a importancia
da diferenciacédo entre os demais SCN e o S. lugdunensis,
pois caso se trate deste ultimo, o mesmo apresenta pon-
tos de corte para interpretagcdo do antibiograma, seme-
Ihantes aos preconizados para S. aureus e diferentes dos
utilizados para os outros SCN. Sendo assim, identificacées
bacterianas fenotipicas erréneas de amostras clinicas po-
dem acarretar no agravamento do quadro clinico de paci-
entes hospitalizados.("3'"

CONCLUSAO

O achado de Staphylococcus lugdunensis foi um dado
relevante, uma vez que trabalhos envolvendo esta espécie
sdo escassos. Apesar de menos frequente quando compa-
rado aos demais do género Staphylococcus, o S.
lugdunensis & um patégeno emergente com elevado po-
tencial agressor.

Dessa forma, sua correta identificacdo laboratorial,
bem como o monitoramento do perfil de sensibilidade e re-
sisténcia, podem contribuir para um melhor direcionamento
de medidas de controle da infeccéo e uso racional dos anti-
biéticos em hospitais, minimizando assim a perda da efica-
cia da antibioticoterapia. Estudos como este, realizados
periodicamente no ambiente hospitalar, podem auxiliar no
controle das taxas de resisténcia, tendo em vista que dados
microbiolégicos orientam na escolha de uma terapéutica
mais adequada para cada paciente.
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Abstract

Objective: To determine the sensibility and resistance profile of
sensitivity and resistance of antimicrobials in front of Staphylococcus
Lugdunensis isolated in blood cultures from an emergency hospital.
Methods: Blood culture samples were aspirated and seeded in Blood
sheep agar. The catalase test was performed to identify the genus
Staphylococcus sp. and for the phenotypic identification of species of
clinical interest, the samples were submitted to DNase, Novobiocin
and PYR tests. For the analysis of the sensitivity and resistance profile,
the antibiogram was used. Results: From the 95 blood cultures
analyzed, 92% showed bacterial growth. Of these, 6% were identified
as Staphylococcus lugdunensis, showing resistant to cefoxitin,
erythromyecin, clindamycin and tetracycline. Sensitivity has occurred
front the nitrofurantoin and linezolid. Conclusion: The finding of
Staphylococcus lugdunensis was a very important data, since works
involving this species are scarce. S. lugdunensis is an emerging
pathogen with high aggressive potential. Thus, its correct laboratory
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identification, as well as the monitoring of the susceptibility and
resistance profile, can contribute with a better targeting of infection
control measures, especially in hospitals.
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Staphylococcus lugdunensis; Cross infection; Antibacterial
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Caracterizar o perfil dos principais microrganismos isolados estabelecendo uma
relagdo dos antimicrobianos com melhor sensibilidade e maior resisténcia para os microrga-
nismos mais prevalentes. Métodos: Realizou-se um estudo retrospectivo quantitativo base-
ado na analise do banco de dados. A pesquisa incluiu todos os individuos com uroculturas
positivas realizadas nos meses de janeiro a junho de 2015 para a prevaléncia dos isolados.
Os microrganismos isolados foram identificados e avaliados quanto a sensibilidade
antimicrobiana por meio do equipamento Vitek || Compact (Biomérieux). Resultados: Ob-
servou-se uma prevaléncia de infeccéo do trato urinario (ITU) em individuos do sexo femini-
no. Os bacilos Gram-negativos foram os principais agentes causadores de ITU, principal-
mente as enterobactérias; destas, a mais prevalente foi Escherichia colicom o indice de
39,10% . Quanto a resisténcia encontramos nos Gram-positivos uma maior taxa de resis-
téncia, frente aos antibiéticos testados, o Staphylococcus saprophyticus com 100% no
acido fusidico, penicilina e ampicilina e 83% frente a eritromicina. Nos Gram-negativos en-
contramos as Pseudomonas, como microrganismos mais resistentes frente a todos os
antimicrobianos testados, restando somente a amicacina com 80% de sensibilidade e
ertapenem como melhor indicativo de tratamento. Conclusdo: Conclui-se que o
monitoramento da resisténcia e o estudo do perfil de sensibilidade das bactérias patogénicas
contribuem com o acompanhamento farmacoterapéutico dos pacientes.

Palavras-chave
Antibacterianos; Testes de sensibilidade; Disco-difusao; Prevaléncia; Infecgdes urinarias

b) baixas — que envolvem a bexiga (cistite), ureteres
(uretrites), e, nos homens, a prostata (prostatite) e o epidi-

O sistema urinario é composto por 6rgaos que regu-
lam a composicédo quimica e o volume de sangue. Pela ne-
cessidade de um acesso ao ambiente externo, esse siste-
ma fica susceptivel as infecgdes por exposicdo a esse am-
biente. Quando comparado a pele, o sistema urinario, por
ser recoberto por membranas mucosas Umidas, torna-se
mais susceptivel ao crescimento de bactérias.!"

As infecgdes urinarias podem ser definidas como in-
vasdo e multiplicagédo de microrganismos nos tecidos do
sistema urinario, podendo ser classificadas, quanto a topo-
grafia, em:

a) altas — que envolvem o parénquima renal (pielonefrite)
ou ureteres (uretrites) ?

dimo (epididimite)®?

A diferenca destes dois grupos (altas ou baixas) é im-
portante tanto do ponto de vista de conduta como do prog-
noéstico. Enquanto ha necessidade de tratamento imediato
para o primeiro grupo (altas), para o segundo grupo (bai-
xas) nao implica necessariamente tratamento, pois cerca
de 25% delas passam espontaneamente, observando-se
resultados negativos de uroculturas no periodo de um ano.
Esse grupo geralmente é constituido de meninas em idade
escolar (1% a 2%) e de mulheres jovens com vida sexual
ativa (5%), sendo que existe grande probabilidade de de-
senvolverem ITU no futuro. Um grupo que merece segui-
mento pelo elevado risco de ITU sédo as gestantes, idosos
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e pacientes cateterizados, identificados com bacteritria
assintomatica.?

Os sintomas incluem disuria (dificuldade, dor e ur-
géncia para urinar) e piuria (quantidade de bactérias au-
mentadas na urina). O risco dessas infec¢bes é que elas
podem evoluir migrando para os ureteres e afetar os rins,
causando pielonefrite, uma inflamagéo de um ou de am-
bos os rins; os sintomas incluem febre e dores nas costas.
No sexo feminino é mais frequente a complicagéo das in-
feccdes do trato urinario inferior ou cistite evoluirem para
uma pielonefrite pelo fato de a uretra feminina ter menos
de 5 cm de comprimento, e, por isso, os microrganismos
a atravessam facilmente; além disso, ha também a proxi-
midade com o anus e seus contaminantes. Essas consi-
deracdes refletem o fato de que a taxa de infecgéo do sis-
tema urinario em mulheres é cerca de oito vezes maior que
em homens. Escherichia coli esta presente em ambos os
sexos."

Dentre os mecanismos que contribuem para a esteri-
lidade do trato urinario estao: o fluxo de urina; o pH acido
(5,%); a baixa osmolaridade; a presenca de ureia e acidos
organicos fracos na urina sédo fatores que corroboram na
inibicdo do desenvolvimento bacteriano. Entretanto, quan-
do a mucosa do trato urinario sofre algum tipo de leséo, o
pH e a osmolaridade da urina podem ser alterados (devido
ainsercao de instrumentos como o uso de cateteres) e du-
rante a gravidez.®

O género Candida colabora para infec¢des do trato
urinario causadas por fungos. Candida albicans é o fungo
mais frequentemente encontrado nas urinoculturas, parti-
cularmente em pacientes diabéticos nédo tratados ou em
individuos imunodeprimidos.®

A ITU é responsavel por 35% a 45% de todas as in-
feccdes adquiridas no hospital, sendo essa a causa mais
comum de infecgdo nosocomial. Dos pacientes que sao
hospitalizados, mais de 10% s&o expostos temporariamen-
te a cateterizacao vesical de demora, sendo esse o fator
isolado mais importante, pois predispde esses pacientes
ainfecg¢do do trato urinario.®

Pacientes internados desenvolvem ITU com mais
frequéncia que pacientes ambulatoriais, tendo em vista as
condi¢Ges gerais da internacao desses pacientes e a alta
probabilidade de instrumentacéo do trato urinario, que sédo
os maiores contribuintes para esta diferenca. A importan-
cia da ITU hospitalar esta na sua elevada frequéncia e, prin-
cipalmente, por ser considerada a principal causa de
bacteremia por Gram-negativo, considerado o maior
disseminador das infecgdes hospitalares.(2®

A urocultura é considerada padrao-ouro no diagnésti-
co de ITU.® Aiinfecgao urinaria é caracterizada pelo cresci-
mento bacteriano de, no minimo, 100 mil unidades forma-
doras de coldnia (UFC) por mililitro de urina, sendo a urina
colhida em jato médio e de maneira asséptica.® O conheci-

382

mento epidemiolégico das ITUs e do padrdao de sensibili-
dade/resisténcia dos agentes causais cresce em impor-
tancia diante da falha no tratamento empirico. O teste de
sensibilidade a antimicrobianos orienta a conduta terapéu-
tica. Aprevaléncia de resisténcia bacteriana aos antibioti-
cos nas infecgdes comunitarias vem crescendo e esse
crescente aumento de bactérias multirresistentes aos
antimicrobianos representa um desafio no tratamento das
infecgdes.®

O perfil de resisténcia bacteriana local contribui na
escolha dos antimicrobianos, considerando a eficacia cli-
nica ante um determinado grupo de bactérias, a preva-
Iéncia de resisténcia local e os custos.” Estas avalia-
¢des tém sido uteis no controle de infecgdo tanto comuni-
taria como hospitalar. Entretanto, estudos ndo recomen-
dam a utilizagcdo de um determinado farmaco na terapia
empirica quando a sua taxa de resisténcia local for supe-
rior a 20%.®

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos pode ser
considerada uma manifestagéo natural devido ao processo
evolutivo da adaptagéo genética de organismos que se al-
teram no seu proprio meio ambiente. Pode ocorrer natural-
mente em consequéncia de varios fatores, como auséncia
de sitio especifico, impermeabilidade da membrana ou pa-
rede celular para que o farmaco possa atuar; também pode
ocorrer resisténcia adquirida, onde normalmente o micror-
ganismo sensivel a determinado farmaco torna-se resisten-
te, adquirindo uma nova caracteristica bacteriana de nova
espécie.®

Algumas enterobactérias adquirem resisténcia por
transmitirem seu material genético através dos plasmideos,
como é o caso da Escherichia coli e Klebsiella pneu-
moniae, desenvolvendo a capacidade de produzir bom-
bas de resisténcia a miultiplos farmacos, as quais permi-
tem bombear o farmaco para fora da célula bacteriana
antes que ela possa ser destruida. Outro processo pelo
qual ocorre resisténcia aos antibiéticos, especificamente
aos beta-lactamicos, é a producdo de beta-lactamases,
enzima responsavel pela perda da a¢édo do antibiético,
como também pela auséncia de receptores de penicilinas
(PLPs), falta de ativagé@o das enzimas autoliticas na pare-
de celular e incapacidade de sintetizar peptidoglicano. Na
intencdo de combater os efeitos das beta-lactamases fo-
ram produzidos farmacos com inibidor para essa enzima,
o qual se liga irreversivelmente a enzima, favorecendo a
acao do antibiotico.®

Considerando a importancia de todos esses as-
pectos, o presente trabalho tem por objetivo estudar os
principais microrganismos encontrados, sua distribuicao
segundo o sexo e o perfil de sensibilidade antimi-
crobiano em urinoculturas dos pacientes no Hospital
Universitario Walter Cantidio no periodo de janeiro a ju-
nho de 2015.
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Perfil de sensibilidade antimicrobiana em urinoculturas de um hospital universitario do

estado do Ceara no periodo de janeiro a junho de 2015

MATERIAL E METODOS
Delineamento do estudo e coleta de dados

Realizou-se um estudo retrospectivo de carater des-
critivo, transversal, com abordagem quantitativa. A presente
pesquisa avaliou o perfil de sensibilidade de todas as amos-
tras de urinoculturas positivas analisadas no periodo de ja-
neiro a junho de 2015 no Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC). Os resultados foram retirados de relato-
rios diarios, no laboratério de Analises Clinicas do HUWC.
Foram excluidas da pesquisa amostras néo identificadas
ou coletadas em recipientes inadequados. Os resultados
das amostras positivas foram retirados do equipamento
Vitek Il Compact (Biomérieux). Todas as amostras analisa-
das eram de pacientes atendidos nas unidades assistenciais
da area hospitalar

O presente estudo avaliou os dados das amostras de
uroculturas enviadas ao laboratério de microbiologia do
Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara,
no periodo de janeiro a junho de 2015, seguindo orienta-
¢bes adequadas de coleta e acondicionamento desse tipo
de material. As amostras foram semeadas em meio de cul-
tura cromogénio agar (CPS) e incubadas a 37°C em estufa
por até 48 horas. Observou-se o possivel crescimento de
microrganismos nas primeiras 24 horas. Quando os micror-
ganismos sdao significativos, as amostras ja seguem para
identificacdo e TSA (Teste de sensibilidade a antibioticos).
Caso contrario, sdo reincubadas por mais 24 horas.

Processamento das amostras

As amostras foram coletadas seguindo as orientagdes
de assepsia da regido genital na intencéo de eliminar con-
taminagdes do material enviado ao laboratério de micro-
biologia; a coleta foi realizada através de jato médio em fras-
cos assépticos, preferencialmente pela manha, quando ha
maior possibilidade de se concentrar a urina por permane-
cer um periodo maior na bexiga, ou, se a amostra for coleta-
da no decorrer do dia, orientou-se o paciente a permanecer
no minimo por duas horas sem urinar.

Foram consideradas positivas as amostras que apre-
sentarem 100.000 UFC/mL ou mais. Foram avaliados tam-
bém casos especiais como nos pacientes transplantados
e/ou imunocomprometidos com amostras apresentando
aproximadamente 30.000UFC/mL. As bactérias foram
identificadas de acordo com as normas recomendadas pela
Sociedade Americana de Microbiologia.

Identificagcao dos isolados

Os microrganismos isolados foram identificados e
avaliados quanto a sensibilidade antimicrobiana através do

RBAC. 2017;49(4):381-9

equipamento Vitek Il Compact (Biomérieux). Para determi-
nacao e interpretacédo dos resultados seguiram-se todas as
normativas estabelecidas pelo Clinical Laboratory Standards
Institute - CLSI, 2015.

Os dados analisados foram realizadas por meio do
Microsoft® Office®Excel.

A pesquisa seguiu todos os preceitos éticos confor-
me a Resolucdo 466/2012. Foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa Clinica (CEP) do Hospital Universitario
Wialter Cantidio sob protocolo de nimero: 021.03.16

Numero de amostras

As amostras foram contabilizadas de acordo com os
pacientes cadastrados no laboratério com solicitagcdes de
exames de uroculturas recebidas no setor de microbiologia,
totalizando 3.456 uroculturas nesse periodo, sendo 592 com
resultados positivos, 2.447 negativos e 417 contaminados.

Foram incluidas todas as amostras de uroculturas que
possuiam microrganismos isolados sem contaminagées e
que puderam ser identificados.

Foram excluidas da pesquisa todas as amostras de
uroculturas contaminadas, tendo como avaliagédo de conta-
minacdo a quantidade e crescimento de microrganismos
diferentes na mesma amostra, impossibilitando o isolamento
de bactérias para posterior identificacao.

RESULTADOS

Foram realizadas 3.456 uroculturas no Laboratério de
Microbiologia do Hospital Universitario Walter Cantidio, no
periodo de janeiro a junho de 2015, sendo 592 (17,20%)
positivas, 2.447(70,80%) negativas e 417 (12,0%) contami-
nadas. (Tabela 1)

Tabela 1 - Distribuicéo dos resultados de todas as amostras de
uroculturas analisadas

Resultados N %
Positivo 592 17,2
Negativo 2447 70,8
Contaminada 417 12,0
Total 3.456 100

Fonte: Dados produzidos pelo préprio autor

Os microrganismos mais isolados estédo distribuidos
no Grafico 1, tendo como maior frequéncia a Escherichia
coli (39,10%) e Klebsiella pneumoniae (15,90%), seguidas
da Proteus mirabilis (5,30%), Enterococcus faecalis
(5,20%), Candida tropicalis (3,50%), Streptococcus
agalactiae (3,50%), Pseudomonas aeruginosa (3,30%),
Candida glabrata (3,20%), Enterobacter cloacae complex
(2,30%), Staphylococcus saprophyticus (2,0%), Acine-
tobacter baumannii (1,80%), Morganella morganii ssp
(1,50%), Candida parapsilosis (1,0%), Staphylococcus
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aureus (1,0%). Os outros microrganismos restantes (7,3%)
correspondem a Acinetobacter haemolyticus (0,3%),
Acinetobacter junii (0,2%), Acinetobacter Iwoffii (0,3%),
Candida lusitaniae (0,5%), Citrobacter freundii (0,2%),
Citrobacter koseri (0,2%), Cryptococcus laurentii (0,2%),
Cryptococcus neoformans (0,2%), Enterobacter aerogenes
(0,8%), Enterobacter cloacae ssp cloacae (0,2%), Entero-
coccus faecium (0,8%), Enterococcus hirae (0,2%),
Klebsiella pneumoniae ssp ozaenae (0,2%), Providencia

stuartii (0,2%), Pseudomonas putida (0,5%), Salmonella
group (0,2%), Serratia marcescens (0,3%), Sphingomonas
paucimobilis (0,2%), Staphylococcus epidermidis (0,2%),
Staphylococcus haemolyticus (0,2%), Staphylococcus
hominis ssp hominis (0,5%), Stenotrophomonas maltophilia
(0,5%), Stephanoascus ciferrii (0,2%).

Devido a baixa frequéncia de alguns microrganismos
que foram isolados, foram selecionados os 14 mais frequen-
tes. (Grafico 1)

Staphylococcus aureus M 1%
Morganella morganii ssp 1 1,50%
Acinetobacter baumannii 1l 1,80%

Staphylococcus saprophyticus 1l 2,10%

Enterobacter cloacae complex I 3,40%

Candida glabrata I 3,40%

Candida albicans Il 3,50%

Streptococcus agalactiae M 3,50%

Candida tropicalis I 3 509,

Pseudomonas aeruginosa I 3 60%
Enterococeus faecallis 1 5,20%
Proteus mirabilis T 5,30%

INCIDENCIA

Klebsiella pneumoniae I 15,90%
Escherichia coli .  39,10%

Gréfico1. Prevaléncia dos microrganismos isolados nas uroculturas.

Fonte: Dados produzidos pelo préprio estudo

A Tabela 2 nos mostra a distribuicdo dos pacientes
com ITU segundo o sexo e o microrganismo. Nela pode-
mos observar a prevaléncia da Escherichia coli, seguida
da Klebsiella pneumoniae em ambos os sexos; logo de-
pois temos a Candida ssp, Proteus mirabilis, Strepto-
coccus agalactiae, Enterococcus faecalis no sexo femini-
no; no sexo masculino s6 altera a prevaléncia da Morganella
morganii ssp.

Dos microrganismos analisados, 415 (74%) foram iso-
lados de pacientes do sexo feminino e 144 (26%) do sexo
masculino (Gréfico 2).

Nas culturas com crescimento bacteriano significati-
vo foirealizado o teste de sensibilidade a antimicrobianos
(TSA), utilizando as classes de antimicrobianos padroni-
zadas, segundo o CLSI, para os microrganismos isolados.

ATabela 3 mostra os cocos Gram-positivos mais frequen-
tes na ITU e, em relacéo a sua resisténcia, observamos que,
para o acido fusidico, a resisténcia foi encontrada apenas no
Staphylococcus saprophyticus (100,0%). Ja para os amino-
glicosideos, estreptomicina (47%) e gentamicina (23%), ob-
servamos apenas resisténcia ante Enferococcus faecalis,
tendo a clindamicina a maior taxa de resisténcia — 100%.

384

Tabela 2: Distribuicdo dos pacientes com ITU segundo o sexo e o
microrganismo isolado.

Microrganismos Total de isolados Sexo

Ne (%) M F
Acinetobacter baumannii 11 (1,8) 9 2
Candida ssp 67 (12,0) 45 22
Enterobacter cloacae complex 19 (3,4) 9 10
Enterococcus faecalis 31(5,2) 17 14
Escherichia coli 235 (39) 194 41
Klebsiella pneumoniae 96 (15,9) 68 28
Morganella morganii ssp 9(1,5) 3 6
Proteus mirabilis 32(5,3) 23 9
Pseudomonas aeruginosa 20 (3,6) 11 9
Staphylococcus aureus 61,2 4 2
Staphylococcus saprophyticus 1221 12 0
Streptococcus agalactiae 2135 20 1
Total 559 (100) 415 144

Em relacdo a classe dos beta-lactamicos tivemos
maior taxa de resisténcia para penicilina (100%) para os
isolados de Staphylococcus saprophyticus, e, para os iso-
lados de Enterococcus faecalis, tivemos a ampicilina (16%)
seguida da penicilina (13%).
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Gréfico 2. Incidéncia de ITUs distribuidas por sexo.
Fonte: Dados produzidos pelo proprio estudo

Na clindamicina, as taxas de resisténcia ante os co-
cos Gram-positivos foram mais elevadas, sendo 100% para
os isolados de Enterococcus faecalis, seguida de 29% ante
as cepas de Streptococcus agalactiae e 17% ante as ce-
pas de Staphylococcus saprophyticus. Das quinolonas tes-
tadas, a norfloxacina foi a que apresentou maiores taxas de
resisténcia, tendo o Streptococcus agalactiae 100%, segui-
do do Enterococcus faecalis com 40%; esta cepa também
teve resisténcia a ciprofloxacina (17%) seguida da voxi-
floxacina (16%).

Tabela 3 - Percentual de resisténcia dos cocos Gram-positivos mais frequentes

% de Isolados Resistentes a

Bactérias / N de Isolados

Enterococcus  Streptococcus  Staphylococcus
faecalis agalactiae saprophyticus
31 21 12
Acido Fusidico 0 0 100
Estreptomicina 300ug/mL - Sinergismo 47 0 0
Gentamicina 120ug/mL - Sinergismo 23 0 0
Resisténcia induzida a clindamicina 100 100 8
Ampicilina 16 0 100
Oxacilina 0 0 8
Penicilina 13 0 100
Teicoplanina 3 5 0
Vancomicina 3 0 0
Teste de screening de cefoxitina 0 0
Clindamicina 100 29 17
Eritromicina 83 14 83
Linezolida 3 0
Ciprofloxacina 17 0
Moxifloxacina 16 0 0
Norfloxacina 40 100 0
Rifampicina 0 0 0
Tigeciclina 0 0 0

No Gréfico 3 representamos os grupos de microrga-
nismos estudados, onde as enterobactérias representaram
59,20%, os cocos Gram-positivos representaram 12,50%,
as leveduras 12,0% e os bacilos Gram-negativos nao
fermentadores de glicose corresponderam a 16,30% .

De acordo com a Tabela 4, representando as bacté-
rias Gram-negativas mais frequentes frente aos antimi-
crobianos testados, foi verificado o perfil de resisténcia.
Podemos observar que, da classe dos aminoglicosideos,
0 microrganismo encontrado mais resistente foi a Pseudo-
monas aeruginosa, sendo que a gentamicina (60%) apre-
sentou a maior resisténcia em relagao a amicacina (20%)
frente a esse microrganismo.

Em relacdo aos beta-lactamicos, a ampicilina/
sulfabactam, uma aminopenicilina associada contra cepas
produtoras de beta-lactamases, apresentou maior resis-
téncia ante os microrganismos isolados Proteus mirabilis
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(100%), Pseudomonas aeruginosa (100%), Morganella
morganii (100%), Enterobacter aerogenes (100%),
Enterobacter cloacae (100%), seguidos de Klebsiella
pneumoniae (76%) e Escherichia coli (67%). Quanto a
ampicilina, mostrou maior resisténcia ante os microrganis-
mos isolados Klebsiella pneumoniae (100%), Pseudo-
monas aeruginosa (100%), Morganella morganii (100%),
Enterobacter aerogenes (100%), Enterobacter cloacae
(100%), seguidos da Escherichia coli (71%) e Proteus
mirabillis (41%).

A Morganella morganii e a Enterobacter cloacaese
apresentaram maior resisténcia a classe dos carbape-
némicos, onde o imipenem apresentou maior percentual
de resisténcia, com 100%. Também foram resistentes a
Klebsiella pneumoniae (72%), Pseudomonas aeruginosa
(62%), Proteus mirabillis (50%) e Escherichia coli (33%)
frente a esse antimicrobiano.
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Gréfico 3. Frequéncia dos grupos de microrganismos isolados.

Tabela 4 - Percentual de resisténcia dos Bacilos Gram Negativos mais frequentes

% de Isolados resistentes a

Bactérias / N de Isolados

Escherichia  Klebsiella  Proteus Pseudomonas Morganella Enterobacter Enterobacter

coli pneumoniae mirabilis aeruginosa morganii aerogenes cloacae

235 82 32 20 9 5 19
Gentamicina 22 15 3 60 33 20 26
Amicacina 0 2 0 20 0 20 0
Ampicilina 71 100 Zy| 100 100 100 100
Amoxicilina/Clavulanato 37 45 17 100 100 100 100
Ampicilina/Sulbactam 67 76 100 100 100 100 100
Piperacilina/Tazobac 9 46 6 70 0 40 21
Ertapenem 0 24 9 - 0 0 11
Imipenem 33 72 50 62 100 0 100
Meropenem 0 26 9 45 0 0 11
Cefalotina 63 47 20 100 100 100 100
Cefepima 24 48 22 55 11 0 37
Cefoxitina 33 71 50 100 100 100 100
Ceftazidima 33 76 50 75 0 0 100
Ceftriaxona 25 48 22 100 22 40 37
Cefuroxima 41 51 22 100 100 40 68
Nitrofurantoina 13 89 100 100 100 100 59
Colistina 0 6 100 37 100 0 0
Norfloxacina 49 45 0 33 27 0 22
Acido Nalidixico 55 50 20 100 62 0 29
Ciprofloxacina 49 52 19 65 44 0 22
Tigeciclina 0 18 100 100 100 0 100
Trimetroprim/Sulfa 62 59 37 100 75 25 41
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Nas cefalosporinas, o microrganismo que se apresen-
tou mais resistente a essa classe de beta-lactamicos foi a
Pseudomonas aeruginosa seguida de Morganella
morganii, sendo a cefalotina com 100%, cefoxitina com
100% e cefuxocima com 100%; os que obtiveram maior re-
sisténcia em ambos os isolados, no Enterobacter cloacae
e Enterobacter aerogenes, ambos tiveram resisténcia a
cefalotina (100%) e cefoxitina (100%) .

Para a nitrofurantoina encontramos os seguintes
percentuais de resisténcia: 100%, 89%, 59% e 13%, apre-
sentando maior resisténcia nos isolados Pseudomonas
aeruginosa, Morganella morganii, Enterobacter aerogenes,
Proteus mirabillis seguidos da Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, respectivamente.

A colistina foi mais resistente no Proteus mirabilis e
Morganella morganii, apresentando 100% dos isolados
resistentes.

Das quinolonas testadas, a Pseudomonas aeruginosa
teve maior resisténcia, seguida da Klebsiella pneumoniae,
sendo que a nitrofurantoina apresentou 100% de resistén-
cia nos dois isolados. A tigeciclina foi encontrada mais re-
sistente no Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Morganella morganii e Enterobacter cloacae com 100%
das cepas resistentes.

Para o antibiotico trimetroprim/sulfa, a Pseudomonas
aeruginosa foi mais resistente (100%), seguida da Morga-
nella morganii (75%).

DISCUSSAO

A importancia da utilizacédo e monitoramento do pa-
dréo de sensibilidade/resisténcia dos antimicrobianos fren-
te aos microrganismos cresce diante das falhas no trata-
mento que, na maioria das vezes, € empirico; no entanto, a
orientacdo de uma nova conduta terapéutica favorece o su-
cesso na terapia. O crescente aumento de bactérias resis-
tentes a varios antimicrobianos representa um enorme de-
safio aos profissionais da area da saude no tratamento das
infecgdes, necessitando, portanto, de revisdes e andlises
periédicas.

Observou-se em nosso trabalho uma alta incidéncia
de contaminagdes, com 417 (12%) amostras advindas
provavelmente do transporte e coletas inadequadas, ten-
do em vista que muitos dos pacientes atendidos no labo-
ratério trazem as amostras coletadas em casa e ndo ha
um ambiente adequado para que os mesmos coletem no
préprio laboratério, como orienta Boas Praticas em
Microbiologia Clinica - 2015, esclarecendo que o méto-
do de coleta de urina, usualmente, em pacientes ambu-
latoriais, é passivel de contaminagdo com a microbiota
genital.®

A forma mais correta de coleta tem relagao direta com
a diminui¢éo nos indices de contaminacgao. O ideal é que
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se realize a coleta no préprio laboratério, e ndo em casa,
visando eliminar o viés gerado pelo aumento da contagem
de coldnias durante o transporte. Vale lembrar que o trans-
porte em temperatura inadequada pode alterar significati-
vamente a contagem bacteriana, levando a culturas falso-
positivas.('9

Dos resultados de uroculturas positivas foi encontra-
da maior incidéncia em mulheres (74%) do que em homens
(26%), representados no Grafico 2 , segundo o estudo de
Silveira et al."" Hoérner('? observou um maior nimero de
infecgdes urinarias em mulheres (62,4%) do que nos homens
(27,6%). Em consequéncia das suas caracteristicas
anatdmicas, menor tamanho da uretra e sua localizacéo ser
préxima da regiéo perianal, ha uma predisposi¢éo dos indi-
viduos deste sexo a infecg¢des urinarias, colaborando para
que este dado seja predominante na maioria dos estudos
realizados no mundo todo ao longo de muitos anos.("34

No estudo de Hérner et al."? foram encontrados resul-
tados semelhantes a Escherichia coli (52,1%) e Klebsiella
pneumoniae (5,4%), Proteus mirabilis (2,71%), Entero-
coccus faecalis (5,4%), Streptococcus agalactiae (1,8%),
Pseudomonas aeruginosa (6,8%), Enterobacter cloacae
complex (4,8%), Staphylococcus saprophyticus (2,071%),
Acinetobacter baumannii (1,6%), Morganella morganii ssp
(0,9 %) e Staphylococcus aureus (3,6%); esses resultados
corroboram com os resultados desse estudo, representado
no Grafico 1. Essa semelhanca s6 difere do patégeno
Pseudomonas aeruginosa (6,8%) que se apresenta em
maior frequéncia que Proteus mirabilis (2,71%). Ja para
Candida sp. foram encontrados 3,3% no estudo de Barros
etal.("™®

Nossos resultados evidenciaram no presente estu-
do que os bacilos Gram-negativos foram os principais
agentes causadores de ITU, principalmente as entero-
bactérias; destas, a de maior incidéncia isolada nas uro-
culturas, a Escherichia coli, representando 39,10%, se-
guida da Klebsiella pneumoniae com 15,90% do total
de amostras positivas. Na literatura encontramos estas
bactérias como agentes mais frequentes no estudo de
Barros, (™ Oliveira,® Pires et al., e Santana.('® Segun-
do Koch,!"") Escherichia coli é a bactéria mais incidente
em infecgdes urinarias no mundo inteiro, corroborando
com esse estudo.

Em relacéo as bactérias Gram-positivas isoladas das
uroculturas em nosso estudo, encontramos o acido fusidico
resistente somente frente a S. saprophyticus. Das quino-
lonas, a norfloxacina obteve maior resisténcia frente a
Streptococcus agalactiae (100%) e Enterococcus faecalis
(40%); ja a ciprofoxacina e a moxifloxacina encontraram uma
resisténcia menor frente ao Enterococcus faecalis, com
17% e 16% respectivamente.

Segundo Hoérner et al.,('? somente os antimicrobianos
rotineiramente usados em ITU foram testados — levofloxacino,
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ciprofloxacina e norfloxacino. O microrganismo que obteve
melhor sensibilidade, com 100%, 90,2% e 91,6%, respecti-
vamente, frente a esses antimicrobianos, foi o Staphylo-
coccus saprophyticus. Observando os dois trabalhos, o
ciprofloxacino sugere melhor opcéo terapéutica para
Enterococcus faecalis.

Os bacilos Gram-negativos foram os principais agen-
tes causadores de ITU, destacando-se as enterobactérias;
destas, a de maior incidéncia foi Escherichia coli com o
indice de 39,10%. O resultado obtido corrobora com o es-
tudo de Araujo et al.,(" que apresentou 58,75%. Santana
et al."® também encontraram em seus estudos a pre-
valéncia da E. coli com indices de 90%. A segunda mais
prevalente foi a Klebsiella pneumoniae (15,9%), seguida
do Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, embo-
ra esta Ultima tenha sido a de menor incidéncia entre as
anteriores. Foi evidenciada em nossos estudos uma re-
sisténcia bastante expressiva frente aos antimicrobianos
testados.

Observamos que, das classes dos aminoglicosideos,
o microrganismo encontrado mais resistente foi a Pseudo-
monas aeruginosa, sendo que a gentamicina (60%) apre-
sentou a maior resisténcia em relagcédo a amicacina (20%).
Verificou-se uma resisténcia antimicrobiana em relagéo ao
sulfazotrim (56%) e imipenem (26%), segundo Roriz-Filho.("®
No entanto, quase todos os antimicrobianos testados tive-
ram uma resisténcia elevada ante esse microrganismo, res-
tando somente a amicacina com 80% de sensibilidade e o
ertapenem como melhor indicativo para o tratamento de ITU
desse microrganismo, sendo esse um fator preocupante,
pelo fato de os carbapenémicos serem uma das ultimas
opcdes terapéuticas indicadas."®

Em varias literaturas esta evidente a preocupagédo com
a capacidade elevada da Pseudomonas aeruginosa em
criar mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. Sabe-
se que esse microrganismo encontra-se amplamente dis-
seminado nos ambientes hospitalares, bem como formulan-
do meios de escapar dos mecanismos de defesa do hos-
pedeiro. A primeira escolha de antibiéticos para esse mi-
crorganismo quase sempre sédo beta-lactamicos, incluindo
as cefalosporinas, carbapenémicos e as cefalosporinas; no
entanto, esse microrganismo mostrou-se resistente a qua-
se todos estes antibi6ticos.(420

CONCLUSAO

De modo geral, em nosso estudo, dentre os grupos
de microrganismos, as enterobactérias representaram mai-
or incidéncia, sendo a Escherichia coli a bactéria mais
prevalente, os cocos Gram-positivos representaram o se-
gundo grupo, tendo como mais prevalente Enterococcus
faecalis. Embora a Escherichia coli represente em maior
incidéncia, alguns antimicrobianos ainda séao eficazes para
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o tratamento das ITUs para esse microrganismo, porém o
fator mais preocupante nesse estudo foi a resisténcia a
muitos antimicrobianos frente a Pseudomonas aeruginosa.
As bactérias revelaram resisténcia a muitos antibiéticos fre-
quentemente utilizados na pratica clinica, e o presente estu-
do mostrou que o perfil de sensibilidade e resisténcia
antimicrobiana é de extrema importancia para vigilancia
constante do aparecimento de novas cepas bacterianas
resistentes e debelar infecg6es causadas pelas mesmas,
diminuindo assim as infecgdes nosocomiais e os custos com
terapias antimicrobianas.

CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo epidemiolégico dos uropatégenos e o es-
tabelecimento do perfil da sensibilidade aos antimicro-
bianos contribuem significantemente no tratamento das ITU.
Trabalhos como esse devem ser realizados com certa pe-
riodicidade, para que se possa ter um controle maior des-
sas taxas de resisténcias, norteado pelas bases microbio-
l6gicas para uma boa terapéutica das infecgcdes
bacterianas.

Abstract

Objective: To characterize the profile of the main isolated
microorganisms establishing a relation of antimicrobials with better
sensitivity and greater resistance for the most prevalent microorganisms.
Methods: A quantitative retrospective study was carried out based on
the analysis of the database. The survey includes all individuals with
positive urocultures performed from January to June 2015 for the
prevalence of isolates. The isolated microorganisms were identified and
evaluated for antimicrobial sensitivity through the Vitek Il Compatc
(Biomérieux) equipment. Results: A prevalence of UTI was observed in
female subjects. Gram negative bacilli were the main causative agents
of UTI, especially enterobactertia, of which the most prevalent was
Escherichia coli with a rate of 39.10%. As resistance was found in the
Gram positive bacteria with the highest resistance against the antibiotics
tested was Staphylococcus saprophyticus 100% in fusidic acid, penicillin
and ampicillin, 83% against erythromycin. In Gram negative we found
Pseudomonas aeruginosa as the most resistant microorganisms against
all antimicrobials tested, leaving only amicacine with 80% sensitivity
and ertapenem as the best indication of treatment. Conclusion: It is
concluded that the monitoring of resistance and the study of the sensitivity
profile of the pathogenic bacteria contribute to the pharmacotherapeutic
follow-up of the patients.

Keywords
Antimicrobial; Susceptibility tests; Disk diffusion; Prevalence; Urinary
tract infections
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Resumo

Objetivo: A produgao de frutos e hortalicas minimamente processados vem apresentando
crescimento relevante nos ultimos anos em razéo da acentuada mudanga nos habitos ali-
mentares dos consumidores, que estdo em busca de conveniéncia, praticidade e uma dieta
rica em alimentos saudaveis. O objetivo deste estudo foi analisar as caracteristicas
microbiolégicas da couve-manteiga minimamente processada comercializada em super-
mercado na cidade de Marilia-SP. Este estudo teve também o intuito de mostrar aos fabri-
cantes e consumidores a importancia do controle de qualidade nas etapas do processamento
minimo e os riscos que as contaminagdes podem causar a salde dos consumidores. Mé-
todos: Foram realizadas analises microbioldgicas, de coliformes totais e termotolerantes,
Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positiva em trés marcas de couve-manteiga
minimamente processada, coletadas de forma aleatéria, comercializadas na cidade de Marilia-
SP. Resultados: A partir dos resultados obtidos nas anélises microbioldgicas verificou-se
que aamostra C2 da marca C apresentou limites fora do estabelecido pela legislagéo vigen-
te, indicando falhas no controle higiénico-sanitario durante o processamento. Conclusao:
Estes resultados indicaram a necessidade da implantagdo das Boas Praticas de Fabrica-
¢ao (BPF), no controle de qualidade destes produtos.

Palavras-chave
Microbiologia de alimentos; Seguranga alimentar e nutricional; Boas praticas de fabricagéo;

Qualidade dos alimentos; Tecnologia de alimentos

INTRODUCAO

O aumento do consumo de frutas e hortalicas minima-
mente processadas esta associado a busca por conveni-
éncia e praticidade dos consumidores do novo século. Os
minimamente processados oferecem uma alternativa "in
natura" sendo uma 6tima opg¢éao de alimento fresco, rico em
nutrientes e de facil consumo.!"?

Segundo a /International Fresh-Cut Producers
Association, produtos minimamente processados sao defi-
nidos como qualquer fruta ou hortalica, ou ainda qualquer
combinacéao delas, que foi alterada fisicamente a partir de
sua forma original, embora mantenha o seu estado fresco.

Independente do tipo, o alimento, é selecionado, lavado,
descascado e cortado, e, posteriormente, embalado ou pré-
embalado.®

No Brasil, a Resolugdo RDC N° 12, de 2 de janeiro
de 2001, do Ministério da Saude.* estabelece os padrées
microbiolégicos sanitarios para alimentos. Nesta resolu-
¢do ndo existem padrdes especificos para as frutas e hor-
talicas minimamente processadas. Sendo assim, os mini-
mamente podem ser inseridos no grupo de alimentos de-
signados como: "alimentos frescos, ‘in natura’, prepara-
dos (descascados ou selecionados ou fracionados),
sanificados, refrigerados ou congelados, para consumo
direto".
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Qualidade microbiolégica da couve-manteiga (Brassica oleracea L.) minimamente processada

comercializada em supermercado na cidade de Marilia-SP

A qualidade e a seguranca dos alimentos minimamente
processados estéo relacionadas a varios fatores, incluindo,
a qualidade da matéria-prima, padrdes de qualidade du-
rante o processamento, uso de embalagens apropriadas e
as condi¢des adequadas de armazenamento.®

O manuseio excessivo durante o preparo dos minima-
mente processados, como o descasque, o fracionamento e
a lavagem aumentam os riscos de contaminacao por mi-
crorganismos patogénicos que podem transmitir doencas
aos consumidores.® Estes riscos s@o ainda maiores por-
gue o processamento minimo causa injurias, induzindo res-
postas fisiolégicas e bioquimicas nos vegetais; estes pro-
cessos respiratérios afetam o microambiente e,
consequentemente, o desenvolvimento microbiano.” Acom-
binacdo de tecido injuriado e aceleracdo no metabolismo
contribuem para a perda de qualidade do produto, afetan-
do, consequentemente, sua vida Gtil.®)

As condic¢des higiénico-sanitarias do manipulador, dos
equipamentos, utensilios e do ambiente também influenci-
am na qualidade microbiolégica do produto final. Além da
contaminacao por microrganismos patogénicos, a qualida-
de microbiolégica dos alimentos minimamente processa-
dos também esta relacionada a presenca de microrganis-
mos deteriorantes, que irdo influenciar as alteragées sen-
soriais do produto durante sua vida de prateleira.®

Nos ultimos anos, apesar de todo o crescimento veri-
ficado no setor de minimamente processados, é crescente
o relato de doencas infecciosas associadas ao consumo
de frutas e hortalicas frescas."'® Depois do processamento,
os alimentos devem apresentar atributos de qualidade, como
o frescor, aroma, cor e sabor, mantendo o maximo de suas
caracteristicas nutritivas e sensoriais do produto intacto. Os
alimentos minimamente processados sao altamente pere-
civeis devido a exposicéo de seus tecidos internos, causando
aceleracao no seu metabolismo em decorréncia da altera-
c¢ao fisica, fisiologica e bioquimica.""

Existem poucos estudos sobre a microbiologia de ali-
mentos minimamente processados. A determinagéo da pre-
senca de microrganismos deteriorantes e patogénicos nes-
tes produtos é extremamente importante para fornecer da-
dos para as especificagdes de padrdes microbiolégicos e
a implantacdo de Boas Praticas de Fabricagdo no pro-
cessamento destes alimentos, trazendo mais seguranca e
qualidade para os consumidores, que estdo cada vez mais
exigentes com relagédo ao consumo de alimentos saudaveis,
com qualidade e seguranca, além de maior tempo de pra-
teleira para os produtos minimamente processados.

Dentre as hortalicas, a couve é altamente consumida
pela populagéo brasileira, viabilizando o seu uso como mi-
nimamente processada.'® No Brasil, dentre os vegetais
minimamente processados, a couve-manteiga se destaca,'®
uma vez que este vegetal acompanha pratos tipicos brasi-
leiros como a "feijoada".("¥ Sendo assim, este estudo teve
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como objetivo analisar a qualidade e a seguranca
microbiol6égica de trés marcas de couve-manteiga mini-
mamente processada e comercializada na cidade de
Marilia-SP.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

As trés marcas de couve-manteiga (Brassica oleracea
L.) minimamente processadas foram adquiridas em super-
mercados na cidade de Marilia-SP. As hortalicas estavam
acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido,
envolto por filme de polietileno, e armazenadas em géndola
refrigerada. Foram coletados trés pacotes de cada marca
de couve-manteiga. Logo ap6s, as amostras foram trans-
portadas em caixas térmicas contendo gelo, até o Labora-
tério de Analises Microbiol6gicas em Alimentos da Facul-
dade de Tecnologia de Marilia-SP. As marcas coletadas para
analise foram designadas de Marca A (A1, A2, A3); Marca
B (B1, B2, B3) e Marca C (C1, C2, C3). Todas as amostras
foram coletas no mesmo dia e perto da data de fabricagcéo
designada na embalagem.

Analises microbioldgicas

Foram analisadas trés marcas diferentes de couve-
manteiga minimamente processada em triplicata totalizando
nove amostras. As analises microbiologicas foram realiza-
das segundo o Manual de Métodos de Analise Microbio-
l6gica de Alimentos.("®

Para coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a
técnica do Numero Mais Provavel (NMP). Os resultados
positivos e negativos obtidos na técnica de tubos multiplos,
(TTM) foram processados através da Tabela de Hoskins. O
arranjo do niumero de tubos positivos das trés diluicdes é
transposto para a tabela estatistica, que informa o NMP
para as diferentes combinagdes de tubos positivos forne-
cendo o nimero mais provavel de microrganismos deste
grupo. A contagem de Staphylococcus coagulase positivo
(UFC.g-1) foi realizada por espalhamento em superficie em
meio agar Baird-Parker, e, para Salmonella spp. foi utiliza-
do o método ISO 6579:2007 (E).

Analise de coliformes totais e termotolerantes

Assepticamente, apds homogeneizacgao dos vegetais,
25 g da amostra foram transferidas para 225 mL de agua
peptonada tamponada e, a partir desta, foram preparadas
diluicées até 103, As amostras foram inoculadas em tubos
contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), sendo 1 mL de
cada diluicdo para 10 mL de caldo em cada tubo. Os tubos
foram incubados a 35°-37°C/24-48h. A partir dos tubos de
LST que apresentaram producéo de gas, foi transferida uma
alcada de cada cultura para os tubos contendo Caldo Ver-
de Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo Escherichia coli (EC).
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Os tubos de VB seguiram para incubacgéo a 35°-37°C/24-
48h, e os tubos de EC seguiram para incubacgéo a 44°-45°C/
24-48h. Apo6s o tempo de incubacgéo, os tubos de VB com
crescimento e formacéao de gas foram confirmativos para a
presenca de coliformes totais.

Para a contagem de Escherichia coli spp, de cada
tubo de Caldo EC com producgéo de gas foi retirada uma
algada, a qual foi estriada em placas de meio Agar Levine
Eosina Azul de Metileno (L-EMB). As placas seguiram
para incubacgéo a 35°C/24h. As coldnias tipicas (nucleadas
com centro preto, com ou sem brilho metalico) foram
estriadas em tubos com meio Agar Padréo para Conta-
gem (PCA) e incubadas a 35°C/24h. Os tubos PCA com
crescimento de culturas puras foram transferidos para a
série bioquimica Rugai com Lisina incubada a 35°C/24h.
A confirmacédo de E. coli foi obtida através dos resulta-
dos da série bioquimica.

Analise de Staphylococcus coagulase positiva

As amostras, apos diluicées até 102, foram inocula-
das na superficie de placas de Agar Baird-Parker (BP), pre-
viamente preparadas e solidificadas. Foi espalhado o
in6culo com alga de Drigalski, das placas de maior diluigao
(10®) para as placas de menor diluicéo (10"), até que todo
o excesso fosse absorvido. As placas seguiram para incu-
bacao a 35°-37°C/45-48h, invertidas em B.O.D. Apés o tem-
po de incubacéo, as placas com presencga de col6nias tipi-
cas (colbnias circulares, pretas ou cinzas escuras, com 2-3
mm de diametro, lisas, convexas, com bordas perfeitas,
massas de células esbranqui¢cadas nas bordas, rodeadas
por uma zona e/ou halo transparente) foram selecionadas.
Em seguida, as col6nias foram transferidas para tubos com
Caldo Infusdo Cérebro Coracao (BHI), e incubadas a 35°-
37°C/18-24h. Para a confirmacao de Staphylococcus
aureus foram realizados os testes de coagulase e catalase,
e incubacgao em placa Petrifilm (3M).

Analise de Salmonella spp.

As diluigbes (até 10 em agua peptonada tamponada)
foram transferidas para tubos contendo Caldo Tetrationato
Muller Kauffmann Novobiocina (MKTTn) e tubos com Caldo
Selenito-Cistina (SC), sendo 0,1 mL de diluicdo para 1 mL
de caldo (MKTTn) e 1 mL de diluicdo para 10 mL de caldo
(SC), que seguiram para incubacgéo a 37°C/24h. De cada
cultura foi estriada uma algada para os meios diferenciais
Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), Agar Bismuto Sulfito
(BS) e Salmonella Shigella Agar (SSA) seguidos de incu-
bacdo em placas invertidas a 37°C/24h. Com a detecgao
das col6nias tipicas, foi estriada uma algcada destas col6ni-
as e transferida para placas com meio Agar Nutriente (NA)
para purificacdo. As placas foram incubadas invertidas a
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37°C/24h. Apés a incubacao, foram selecionadas col6nias
isoladas para os testes de confirmacgéo. A confirmacéo de
Salmonella foi obtida por meio do teste de série bioquimi-
ca Rugai com Lisina.

Analise estatistica

Os dados foram expressos por meio de média, des-
vio-padrao e submetidos a comparacao de médias realiza-
da por meio dos testes Anova e Tukey, utilizando-se o
software estatistico BioEstat.('®1"

RESULTADOS

Foram realizadas analises microbiolégicas de colifor-
mes totais e termotolerantes, Staphylococcus coagulase
positiva e Salmonella spp., seguindo os padrdes recomen-
dados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) pela Resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001,
para Hortalicas frescas, "in natura", preparadas
(descascadas ou selecionadas ou fracionadas) sanificadas,
refrigeradas ou congeladas, para consumo direto, que es-
tabelece limite maximo de 5x102 NMP/g para coliformes
termotolerantes e a auséncia de Salmonella spp.,em 25 g
do produto.® A legislagcdo nao estabelece limites para
Staphylococcus coagulase positiva, entretanto, como o ali-
mento minimamente processado tem excessiva manipula-
¢ao, optou-se por também analisar.

Os resultados das analises de coliformes totais e
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella spp. estdo apresentados na Tabela 1. Pesqui-
sou-se a presenca de E. coli nas amostras positivas para
coliformes termotolerantes. Encontrou-se presenca de E.
coli e Salmonella spp. na amostra C2 e presenca de
Staphylococcus coagulase positiva em todas as amostras
(A,BeC).

ATabela 2 refere-se ao percentual relativo das amos-
tras analisadas que estéo fora dos limites padronizados pela
legislagao.® Verificou-se a presenga de Salmonella spp. e
E. coli em 33% das amostras analisadas da marca C e a
presenca de Salmonella coagulase positiva (>1,0x10%) em
100% (amostras A e C) e 66% (amostra B) das amostras.

DISCUSSAO

Os alimentos minimamente processados sdo expos-
tos a varias formas de contaminacgéo; sendo assim, durante
o processamento destes alimentos, a aplicagédo de Boas
Praticas de Fabricagdo é extremamente importante e indis-
pensavel para garantir qualidade ao produto final. Nos su-
permercados a temperatura e o local de armazenamento
também influenciam na qualidade do alimento minimamen-
te processado.
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comercializada em supermercado na cidade de Marilia-SP

Tabela 1 - Resultados das andlises microbiolégicas da couve-manteiga minimamente

processada
. Coliformes Staphylococcus Salmonella
Amostras To?a(i,gf?l\rlm?/g) Termotolerantes coagulase positiva spp.

(NMP/g (UFC/g) (NMP/g)
A1l >1.100 <3,0 1,0x10° Auséncia
A2 >1.100 <3,0 1,0x10¢ Auséncia
A3 >1.100 <3,0 1,0x107 Auséncia
B1 <3,0 <3,0 4,2x103 Auséncia
B2 3,0 <3,0 1,2x10° Auséncia
B3 3,0 <3,0 2,1x108 Auséncia
C1 >1.100 <3,0 1,0x10¢ Auséncia
Cc2 >1.100 9,4* 1,0x107 Presenca
C3 >1.100 <3,0 1,0x10° Auséncia

Na amostra C2 foi possivel confirmar por meio de testes bioquimicos a presenga da bactéria Escherichia

coli.
Fonte:Dado dos Autores, 2016.

Tabela 2. Resultados em (%) obtidos nas analises microbioldgicas
de couve-manteiga minimamente processada

uma vez que a presenca de quantidades elevadas destes
microrganismos (valores >a 10%) indica falhas na manipula-

; Staphylococcus cdo desses alimentos e possivel presenca da enterotoxina
Marcas Salmonella spp Coliformes coagulase positiva L
" Termotolerantes (> 105) estafilococica.
A 0% 0% 100% Apenas a marca C (amostra C2) apresentou pre-
. . . senca de Salmonella typhi (Tabela 1). Esta cepa de
B 0% 0% 6% Salmonella é responsavel por provocar septicemia e fe-
Cc 33% 33% 100%

Fonte:Dado dos Autores, 2016.

Entre as marcas de couve-manteiga minimamente pro-
cessados (A, B e C) coletados na cidade de Marilia-SP,
observaram-se diferencas significativas nos valores de
coliformes totais entre as marcas A e C quando compara-
das a marca B (p< 0,05) (Tabela 1). De acordo com a
International Commission on Microbiological Specifications
for Foods —ICMSF16, a presencga de coliformes em alimen-
tos indica manipulacédo inadequada durante o pro-
cessamento e/ou uso de equipamentos em mas condi¢des
higiénicas. Estes resultados apontam falhas nas Boas Pra-
ticas de Fabricacao durante a manipulagao da couve-man-
teiga. Os coliformes s&o utilizados como indicadores das
condi¢des de higiene dos processos de fabricacdo, pois
sao facilmente inativados pelos sanitizantes.

Apenas a marca C apresentou presenca de Esche-
richia coli (amostra C2). A presenca deste microrganismo
reforga a falta de condi¢des higiénico-sanitarias no proces-
samento da couve-manteiga (Tabela 1). As marcas A,Be C
apresentaram quantidades elevadas de Staphylococcus
coagulase positiva. (Tabela 1). A presenca de Staphylo-
coccus indica contaminacgéo p6s-processo, que geralmen-
te se deve ao contato com os manipuladores ou com super-
ficies inadequadamente sanitizadas. Estes resultados evi-
denciam a importancia da pesquisa de Staphylococcus
coagulase positiva em vegetais minimamente processados,
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bre tifoide ou paratifoide em humanos. A septicemia tem
sido associada com infec¢gdes subsequentes em prati-
camente todos os 6rgaos. A presenca destes microrga-
nismos nos alimentos minimamente processados esta
relacionada com surtos de infeccao alimentar e saude
publica.('®

Santos et al.("® analisaram trinta amostras de alface,
cenoura e couve minimamente processadas comerciali-
zadas em Brasilia-DF. Os autores verificaram a presenca
de coliformes termotolerantes acima do permitido em to-
das as amostras e foi observada a presenca de Sa/monella
spp. em uma das amostras de alface. Silva et al.("® avalia-
ram 56 amostras de vegetais minimamente processados
comercializados na cidade de Porto Alegre-RS e confir-
maram a presenca de Escherichia coli spp. em oito amos-
tras. Evangelista et al.,?” ndao encontram presenca de
Salmonella spp. em nenhuma amostra de couve-chinesa
analisada. Silva,?" ao estudar as caracteristicas microbio-
l6gicas do abacaxi minimamente processado, encontrou
coliformes totais variando de 1,3 a 46 NMP.g-1, durante o
armazenamento, porém nao encontrou coliformes termo-
tolerantes em nenhuma amostra analisada.

Perdoncini, Silva e Pante(® analisaram amostras de
couve minimamente processada comercializadas no mu-
nicipio de Campo Mourédo e encontraram auséncia de
Salmonella spp. em todas as amostras analisadas; entre-
tanto, encontraram presenca de coliformes termotolerantes
em 33% das amostras e contaminacgéo por Staphylococcus
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coagulase positiva em 78% das amostras. Estes resulta-
dos encontrados por esses pesquisadores indicam falhas
na manipulacdo desses alimentos e falta de qualidade
microbiolégica.

Santos et al.,”® ao compararem os aspectos microbio-
l6gicos da couve minimamente processada com a couve in
natura encontraram presenca de Staphylococcus aureus,
coliformes totais e bolores e leveduras em todas as amos-
tras de couve minimamente processada e couve in natura
analisadas da cidade de Vitéria da Conquista-BA.

Levando em consideragdo a RDC n° 12 de 02 de ja-
neiro de 2001 (que ndo especifica alimentos minimamente
processados) a marca C (amostra C2) esta fora dos pa-
drdes estabelecidos para o consumo humano (Tabelas 1 e
2). Entretanto, se analisarmos a presenca de Staphy-
lococcus coagulase positiva, todas as marcas estariam fora
dos padrées microbiol6gicos, mas a legislacédo brasileira
nao estabelece limites para este microrganismo em alimen-
tos minimamente processados. Os valores encontrados de
Staphylococcus coagulase positiva variam de 10* até 10°
UFC/g do produto. De acordo com a RDC N°12 de 02 de
janeiro de 2001, para hortaligas branqueadas ou cozidas,
inteiras ou picadas, estaveis a temperatura ambiente, refri-
geradas ou congeladas, consumidas diretamente, incluin-
do cogumelos, o limite méaximo para Staphylococcus
coagulase positiva é de 102 UFC/g do produto.®

Estes resultados demonstram o quanto é importante
a implementacdo de Boas Praticas de Fabricacdo e o
quanto é necessario uma legislacdo especifica para ali-
mentos minimamente processados que englobem todos
0s microrganismos que possam estar presentes nestes ali-
mentos.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos por meio das anali-
ses realizadas, foi possivel afirmar que a marca C (amostra
C2) de couve-manteiga minimamente processada
comercializada em supermercado na cidade de Marilia-SP
encontrou-se fora dos parametros de adequacéo para con-
sumo humano segundo a legislacéo vigente. Ha necessida-
de de inspecdo e criacdo de legislacdo especifica, pelos
6rgéos responsaveis, para os alimentos minimamente pro-
cessados, uma vez que o seu consumo esta crescendo pro-
gressivamente pelos consumidores que buscam uma ali-
mentacao semelhante a "in natura" e extremamente pratica.
A comercializagcéo de alimentos improprios para o consu-
mo humano coloca em risco a salide dos consumidores.

Abstract

Objective: The production of fresh-cut fruits and vegetables has shown
an outstanding growth in the latest years, due to the remarkable changes
in the consumers'life style, who are in search of convenience, practicality
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and a diet rich in healthy foods. The objective of this study was to analyze
the microbiological characteristics of kale processed minimally
commercialized in supermarketin the city of Marilia-SP, in order to show
manufacturers and consumers the importance of quality control in minimal
processing steps and the risks that contamination can cause to the
health of consumers. Methods: Were submitted to microbiological
analyses (coliforms at 45°C, Salmonella spp. and Staphylococcus
goagulase positive) in three kale marks minimally processed, collected
at random, commercialized in the city of Marilia-SP. Results: From the
results obtained in the microbiological analysis it was found that the C2
samples were outside the limits established by the legislation, indicating
gaps in hygienic-sanitary control during processing. Conclusion: These
results indicate the need to implement Good Manufacturing Practices
(GMP), the quality control of these products.

Keywords
Food microbiology; Food security; Good manufacturing practices; Food
technology; Food quality
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Resumo

Objetivo: Foram investigados e caracterizados os aspectos clinicos e epidemioldgicos das
micoses superficiais, a fim de determinar o perfil epidemiolégico das infecgdes fungicas
superficiais por meio dos exames micolégicos nos pacientes atendidos no municipio de
Itajai, Santa Catarina (SC). Métodos: Foi realizado um estudo transversal e retrospectivo
dos exames micoldgicos realizados em um Laboratério Escola de Analises Clinicas e
registrados nos prontuarios dos pacientes atendidos no periodo de janeiro de 2014 a junho
de 2016. Resultados: A maioria dos pacientes foi do sexo feminino, geralmente entre 61 a
70 anos e a regido afetada, a ungueal. O fungo mais identificado foi Candida spp, sendo
alguns raros como Aspergillus spp., Acremonium spp. e Hortaea werneckii. Conclusao: O
sexo feminino foi 0 mais acometido e a regido ungueal o sitio anatémico mais frequentemen-
te afetado. Os estudos epidemiolégicos das micoses superficiais com identificagdo dos
agentes etioldgicos auxiliam para o conhecimento da prevaléncia regional, corroborando em
melhor manejo clinico com diminuigdes da terapéutica baseada apenas na suspeigéo clini-
ca, insucesso terapéutico e resisténcia medicamentosa.

Palavras-chave

Micoses; Dermatomicoses; Candida; Infec¢des oportunistas; Epidemiologia

INTRODUCAO

Nos mais variados habitats podem estar presentes
fungos que séao dispersos por fatores como vento, agua, ali-
mentos, animais e humanos."Nos seres humanos, os fun-
gos podem ser transitérios da microbiota, patégenos ver-
dadeiros e oportunistas.??

A maioria dos agentes fungicos é de origem
ambiental e infectam os seres humanos e animais por ina-
lagdo, ingestdo ou inoculagdo direta.® Atualmente sao con-
siderados um problema de saude publica devido a alta
prevaléncia e aumento da incidéncia nas ultimas déca-
das.C4

As micoses superficiais sdo infecgdes localizadas nas
camadas superficiais da pele e seus anexos, sendo frequen-
temente causadas pelos fungos dermatoéfitos e leveduri-
formes como Candida spp. e Malassezia spp.®" Estas en-
fermidades geralmente nédo sédo diagnosticadas adequada-

mente e com terapéuticas baseadas apenas nas evidénci-
as clinicas.

O diagnostico adequado deve ser baseado na identi-
ficacdo dos fungos por meio do exame micolégico direto,
cultura em meios seletivos, microcultivo em laminas ou
metabdlitos por testes quimicos.®® Abiologia molecular pela
ampliacédo do DNA por reacdo da cadeia de polimerase
(PCR) revela diagnésticos mais precisos dos agentes
etiolégicos.®

Os estudos em Séo Paulo, Goiania, Porto Alegre e
Santa Catarina demostraram variacdes dos agentes etiol6-
gicos conforme a regido analisada e evidenciaram impor-
tancia epidemiolégica na conduta terapéutica.®"

O objetivo do presente estudo foi determinar o perfil
epidemiolégico das infecgdes flingicas superficiais com a
identificacdo dos agentes etiol6gicos através dos exames
micolégicos nos pacientes atendidos no municipio de Itajai,
Santa Catarina (SC), Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Foirealizado um estudo transversal e retrospectivo dos
exames micolégicos realizados em um Laboratério Escola
de Analises Clinicas e registrados nos prontuarios dos pa-
cientes atendidos no periodo de janeiro de 2014 a junho de
2016.

As amostras das lesdes dos pacientes com suspeitas
de micoses superficiais foram coletadas por Farmacéuti-
co-Bioquimico e submetidas aos exames micolégicos dire-
tos (EMD) e culturas. O material coletado para o EMD foi
clarificado com hidroxido de potassio (KOH) a 20% e, ap6s
aproximadamente 30 minutos, foi microscopicamente estu-
dado. Nas culturas das amostras foi utilizado o meio de Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) e incubadas a temperatura
ambiente (25°C) durante quatro semanas. A identificacao
do agente etiolégico foi baseada no estudo do aspecto da
coldnia macroscépica e microscépica, com uso de
lactofenol azul algodao.

As variaveis analisadas foram género, idade e regi-
0es anatdmicas das les6es dos pacientes. Os dados ob-
tidos apds as anadlises das amostras foram tabulados e
apresentados através de frequéncia absoluta e relativa
sendo analisados através da estatistica descritiva sim-
ples.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica conforme
n°51205415.3.0000.0120.

RESULTADOS

Foram revisados 702 prontuarios dos pacientes en-
caminhados ao Laboratério Escola de Analises Clinicas
(LEAC), sendo 676 provenientes do ambulatério de
dermatologia da instituicdo de ensino e 26 das unidades
basicas de saude de Itajai no periodo de janeiro de 2014 a
junho de 2016. Foram encontrados 131 prontuarios (18,6%)
com suspeitas clinicas de micoses superficiais, sendo que
54 pacientes (41,2%) realizaram coletas das amostras para
os exames micolégicos. Em todas as amostras coletadas,
os exames micolégicos (EMD e culturas) foram positivos,
exceto em duas amostras (3,7%) com resultados negativos
(EMD e culturas).

Quanto ao género, dos 131 pacientes com suspeita
clinica de micoses superficiais e nos 52 pacientes com exa-
mes micolégicos positivos, foi, respectivamente, maioria no
feminino (54,9% e 53,8%) em relagéo ao masculino (45,1%
e 46,2%).

Nos 52 pacientes com exames micol6gicos positivos,
aidade variou dos 2 aos 78 anos, com mediana de 45 anos,
sendo a faixa etaria dos 61 a 70 anos a mais afetada e
representando 19,0% da populagédo (Figura 1).

Asregides anatdmicas com infecg¢des fungicas super-
ficiais foram o couro cabeludo, face e pescoco, corpo,

RBAC. 2017;49(4):396-400

inguino-crural, palmar, plantar e ungueal. As unhas das méaos
e pés foram inclusas como regiao ungueal (32,7%) e sendo
a mais afetada (Figura 2).
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Figura 1. Distribuicdo da faixa etadria dos 52 pacientes com exames
micolégicos positivos.

4,3% 2.6%

M Regio ungueal

™ Corpo

™ Regido plantar

Couro cabeludo

M Regido palmar

M Face e pescogo

Regido inguinocrural

Figura 2. Frequéncia das micoses superficiais conforme as regiées
anatémicas afetadas.

O fungo mais identificado foi Candida spp. (40,4%)
Entre os dermatéfitos, representando também o total de
40,4% dos agentes etiol6gicos, a maioria foi (90,5%) por
Trichophyton mentragraphytes seguido igualmente (4,7%)
pelos Epidermophyton floccosum e Microsporum canis. Em
cinco casos (9,6%) foram isolados Malassezia spp. e
Trichosporon beigelli (3,8%), e um caso (1,9%) de cada por
Hortaea werneckii, Aspergillus spp. e Acremonium spp. (Ta-
bela 1).

Quanto aos agentes etiolégicos isolados correla-
cionados as regides anatdémicas afetadas, Candida spp.
geralmente foi a ungueal (42,8%). O T. mentragraphytes afe-
tou igualmente (26,3%) as regides ungueal e do corpo, en-
quanto que E. floccosum e M. canis comprometeram res-
pectivamente o corpo e o couro cabeludo. Todos os cinco
casos de Malassezia spp. afetaram o corpo. Em dois ca-
sos por Trichosporon beigelli, as regides comprometidas
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foram a ungueal e a inguinocrural. Em cada um dos casos
por Hortaea werneckii, o fungo foi isolado da regido palmar

e os Aspergillus spp. e Acremonium spp. ambos na re-
gido ungueal (Tabela 02).

Tabela 1 - Frequéncia dos agentes etioldgicos identificados nas

micoses superficiais

ESPECIE

Candida spp.

Trichophyton mentagraphytes
Malassezia spp.
Trichosporun beigelli
Microsporum canis

Hortaea werneckii
Aspergillus spp.

Acremonium spp.
Epidemophyton floccosum

Total

N° DE %
PACIENTES
21 40,4%
19 36,5%
5 9,6%
2 3,8%
1 1,9%
1 1,9%
1 1,9%
1 1,9%
1 1,9%
52 100,0%

Tabela 2 - Os agentes etioldgicos identificados conforme as regides anatémicas afetadas

Regido Regiao

Couro

Regido Facee Regido

Ungueal Corpo plantar cabeludo palmar pescogo inguinocrural Total %
Candida spp. 9 4 6 0 2 0 0 21 40,4%
T. mentragraphys 5 5 4 3 0 2 0 19 36,5%
Malassezia spp. 0 5 0 0 0 0 0 5 9,6%
T. beigelli 1 0 0 0 0 0 1 2 3,8%
E. floccosum 0 1 0 0 0 0 0 1 1,9%
M. canis 0 0 0 1 0 0 0 1 1,9%
H. wemeckii 0 0 0 0 1 0 0 1 1,9%
Aspergillus spp. 1 0 0 0 0 0 0 1 1,9%
Acremonium spp. 1 0 0 0 0 0 0 1 1,9%

DISCUSSAO

Nos 131 prontuérios dos pacientes revisados com
suspeitas clinicas de infec¢des fungicas superficiais fo-
ram realizados exames micolégicos (direto e cultura) na
minoria (41,2%) das amostras. Na maioria (58,8%) dos
pacientes foi prescrita a terapéutica sem exames
micolégicos prévios e demonstrou as dificuldades em
se determinar a incidéncia na maioria das amostras,
sendo que as estimativas demostram que aproximada-
mente 25% da populagao geral apresentem micoses su-
perficiais.

As dificuldades em se determinar a incidéncia das
micoses possivelmente ocorrem por ndo precisarem de
notificagcdo obrigatéria, sintomatologia considerada sim-
ples e baixa procura por assisténcia médica. Estes fato-
res podem ocasionar os tratamentos inadequados e
automedicados tornando-os ineficazes e onerosos. O di-
agnostico micolégico é de fundamental importancia, pois
permite confirmar a etiologia das infec¢des fungicas, es-
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tabelecer a terapéutica correta, correlacionar os resulta-
dos obtidos com a situagé@o socioecondmica da popula-
cdo afetada e aplicar medidas profilaticas baseadas na
espécie identificada.

Entre as causas das micoses superficiais no presen-
te estudo, os dermatoéfitos foram responsaveis por 40,4%
dos casos, sendo a enfermidade fungica comum entre as
infeccdes dermatologicas. O género Trichophytonse des-
taca-se como o mais frequentemente encontrado nas
dermatofitoses, representado majoritariamente pelas es-
pécies T. rubrume e T. Mentagraphyte.'>'® No presente
trabalho, a espécie mais isolada deste género foi o T.
mentagraphytes (90,48%), corroborando com os dados en-
contrados por Shunemann M et al. e Schoeler AP et al.('3'%
na regido sul do Brasil. Porém, em apenas um caso de
tinha do corpo foiisolado E. foccosun. Estas espécies séao
antropofilicas e parasitam preferencialmente os seres hu-
manos de maneira cronica e lenta, sem induzir grandes
alteracdes imunolégicas, sugerindo que estejam mais
adaptadas a espécie humana.
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Em diversas regides do mundo, o T. rubrum foi o agen-
te etiolégico mais relacionado as afecgées no homem, princi-
palmente nas tineas ungueais e pedis.("? Entretanto, este
dermatoéfito foi encontrado em apenas um caso e causando
tinha do couro cabeludo sem sinais inflamatérios. Trata-se
de um fungo zoofilico podendo causar lesées inflamatérias
e exuberantes. Fatores como condi¢gdes climaticas, prati-
cas sociais, deslocamentos cada vez mais frequentes e
habitos de higiene certamente contribuem para as variagdes
epidemiolégicas dos dermatéfitos.

Um dos componentes da microbiota normal nos hu-
manos é a Candida, que pode se proliferar facilmente nos
individuos com deficiéncia imunolégica ou traumas
cutaneos, possibilitando portas de entrada para infecgdes
fangicas oportunistas. O patégeno oportunista mais repor-
tado nos estudos tem sido a Candida e podendo causar
infecgcdes fungicas superficiais, como relatado neste tra-
balho, bem como infecgées mais graves, como a candi-
diase invasiva.('>'3 As espécies de Candida spp. sdo os
principais agentes etiol6gicos isolados em onicomicoses,
corroborando com os nossos achados conforme a regiao
anatomica afetada, observados nos estudos realizados no
Rio de Janeiro, Porto Alegre e Asuncion.(™

Malassezia spp. € uma levedura lipofilica frequente-
mente encontrada nas regides tropicais e subtropicais e
causando a pitiriase versicolor, uma das principais micoses
superficiais. Este fungo pode afetar entre 40% a 50% dos
individuos de determinadas regiées geograficas e grupos
étnicos.(™® Mesmo com a populagdo do presente trabalho
proveniente de uma regido litoranea, a incidéncia foi baixa
e possivelmente pelo diagnéstico facil e tratamento base-
ado somente nos achados clinicos das lesdes.

Os fungos filamentosos ndo dermatéfitos, geralmen-
te com habitat geofilico, séo prevalentes nas areas de cli-
ma tropical e subtropical. Causam frequentemente infec-
¢des nos pacientes imunodeprimidos, podendo afetar pa-
cientes imunocompetentes, e, principalmente, nos que ma-
nuseiam solos e plantas.\" Foram isolados neste estudo
apenas dois casos de Trichosporum beigelli, um caso de
Aspergillus spp. e um caso de Hortaea werneckii. Apesar
de muito frequente em areas litoraneas, o Aspergillus spp.
apresentou baixa incidéncia na populacao estudada.

O Hortaea werneckii € um fungo demacio e saprofita
isolado nas plantas, madeiras, amostras de aguas mari-
nhas, moluscos, solos com concentragéo salina elevada
e, inclusive, nas areias secas e Umidas das praias oceani-
cas de Itajai em 2006." Este fungo causa uma derma-
tomicose rara e cosmopolita, mais frequente nas areas li-
toraneas de clima tropical e subtropical, denominada de
tinea nigra.'"'® Desde 1995, a enfermidade tem sido re-
latada por Rossetto & Bella Cruz no litoral de SC, com
frequéncia, inclusive com formas anéalogas da natureza
como a formacgao rochosa "Bico do Papagaio" e do man-
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guezal "Couer de Voh" e curiosas como em "coragao", pa-
dréo salpicada em "sal e pimenta", cura espontanea com
a identificagdo do H. werneckii.('®'9 No caso relatado de
tinha negra, a macula hipercrémica foi tnica e localizada
na regiao palmar, considerada manifestagao clinica tipica
sendo poucos os relatos com envolvimento bilateral palmar
e plantar.

A regiao ungueal, sendo inclusos méaos e pés, repre-
sentou 32,7% dos sitios anatdmicos acometidos. Aregido
plantar também apresentou alto indice de lesdes fungicas
(19,3%). Esta porcentagem pode estar relacionada ao uso
de sapatos fechados, associado ao suor e secagem ina-
dequada dos pés, o que pode ocasionar um ambiente pro-
picio para o crescimento fungico. Os individuos mais aco-
metidos foram os compreendidos na sétima década de
vida, devido a fatores que contribuem para o surgimento
destas infecgdes, como o alto indice de leséo tecidual e a
diminuicado do crescimento ungueal em relagédo a popula-
¢do0 mais jovem.®

O sexo feminino foi o mais afetado entre as amos-
tras fungicas positivas (53,8%), resultado também obser-
vado nas cidades de Porto Alegre, Sédo José do Rio Pre-
to e Natal.®'® Este achado se deve possivelmente pelo
fato de as mulheres realizarem atividades profissionais
com maior contato com produtos quimicos ou de limpe-
za, exposicao a agua ou umidade e procura do tratamen-
to médico das micoses devido aos maiores cuidados com
a estética. As unhas foram os sitios mais acometidos,
assim como o sexo feminino, confirmando a tendéncia
mostrada por outros autores, fato este podendo estar re-
lacionado aos materiais de manicure e pedicure néao es-
terilizados corretamente e constituir importante fomites
de infecgao."®

CONSIDERAGOES FINAIS

Concluimos que as dermatofitoses e as leveduras
sdo as micoses superficiais mais incidentes no meio es-
tudado, e os géneros Candida spp. e Trychophyton
mentagraphytes foram os agentes etiolégicos mais
prevalentes. O sexo feminino é o mais acometido, sendo
aregiao ungueal a regido anatémica mais frequentemente
afetada.

Os estudos sobre micoses superficiais sdo impor-
tantes para o conhecimento da epidemiologia local, po-
dendo assim identificar os agente etiolégicos mais inci-
dentes em uma determinada regié@o e fornecer um trata-
mento e cuidado adequados para cada paciente. Desta
maneira, reduz-se o risco que o tratamento clinico, apenas
baseado na suspeita clinica, pode oferecer, tais como o
risco do consumo farmacolégico exacerbado, insucesso
terapéutico, selegédo e inducao de resisténcia aos micror-
ganismos.
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Abstract

Objectives: They were investigated and characterized the clinical and
the epidemiological aspects of supetficial mycoses in order to determine
the epidemiological profile of superficial fungal infections through
mycological exams in patients attended in the municipality of Itajai, Santa
Catarina (SC). Methods: A cross-sectional and retrospective study of
the mycological exams performed at the Laboratory of Clinical Analysis
was carried out and recorded in the medical records of the patients
attended from January 2014 to June 2016. Results: The most of patients
it was sex female, usually between 61 and 70 years, and with the affected
nail region. The most identified was Candida spp, being some rare as:
Aspergillus spp, Acremonium spp e Hortaea werneckii. Conclusion:
The female was the most affected and the nail site was the anatomical
site most frequently affected. The epidemiological studies of supetrficial
mycoses with identification of the etiological agents support for knowledge
of regional prevalence corroborating in better clinical management with
diminution of therapeutic based only on clinical suspicion, therapeutic
failure and drug resistance.

Keywords
Mycoses; Dermatomycosis; Candida;, Opportunistic infections;
Epidemiology
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Esse estudo objetivou comparar as técnicas de Baermann-Moraes, Faust et al.,
Ritchie modificada, Lutz e Kato-Katz, para o diagndstico de parasitoses intestinais e esti-
mar o custo de implantagdo de cada uma dessas técnicas em um laboratério de andlises
clinicas. Métodos: Foram analisadas 374 amostras de fezes pelas cinco técnicas. Resul-
tados: Das amostras estudadas, 292 foram analisadas pela técnica de Baermann & Moraes,
sendo negativas. A positividade, considerando as demais técnicas, foi de 25,66%. Ritchie
modificada detectou positividade em 20,1% das amostras com maior eficiéncia para
Blastocystis sp., seguida por Lutz (15,8%), Faust et al. (12,8%) e Kato-Katz (1,1%). Os
indices de concordancia Kappa entre as técnicas utilizadas, excluindo Kato-Katz, foram
moderados, e de Kato-Katz com as outras técnicas parasitolégicas foi fraca. Foi evidencia-
da auséncia de diferencga significativa somente entre as técnicas de Faust et al. e Lutz. O
Kato-Katz foi considerado uma técnica inadequada para o diagndstico de parasitoses intes-
tinais, frente ao declinio da frequéncia de geohelmintiase e permanéncia ou aumento das
infecgdes determinadas por protozoarios. A técnica de Lutz foi a que apresentou menor
custo de implantagéo, seguida por Baermann & Moraes, Kato-Katz, Ritchie modificado e
Faust et al., devendo ser a técnica de escolha quando o parametro for econémico. Conclu-
sao: Considerando o parametro positividade preconiza-se a implantagéo de Ritchie modifi-
cada, embora a associagéo de técnicas gere resultados mais eficazes. A associagéo de
técnicas com melhores resultados foi de Ritchie modificado e Lutz ou Ritchie modificado e
Faust et al.

Palavras-chave
Testes diagnésticos de rotina; Custos e analise de custo; Analise parasitolégica

sdo essenciais fatores relacionados ao parasito, como a
resisténcia ao sistema imune do hospedeiro e os meca-

As parasitoses intestinais sdo doencas que refletem
as condic¢des sanitarias de uma populacéo e ainda hoje pre-
ocupam devido a negligéncia com que tém sido tratadas e
por ocorrerem, de forma heterogénea, em diversas regiées
do pais.M

A infecgdo pode ser favorecida por fatores associa-
dos ao hospedeiro, como idade, estado nutricional, gené-
ticos, culturais, comportamentais e profissionais. Também

nismos de escape vinculados as transformacgdes bioqui-
micas e imunolégicas verificadas ao longo de seu ciclo de
vida.?

Na rotina laboratorial, o diagnéstico das parasitoses
intestinais ocorre, principalmente, mediante a utilizacdo de
técnicas parasitolégicas em amostras fecais, pois apresen-
tam custo baixo e procedimento técnico simples. Aliteratu-
ra disponibiliza varias técnicas com fundamentos diferen-
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tes, como as técnicas de sedimentacdo e flutuacéo, que
permitem concentrar ovos, cistos, oocistos e larvas de di-
versas espécies de parasitos intestinais em uma amostra
fecal (p. ex. ovos de Ascaris lumbricoides e Trichuris
trichiura, cistos de Giardia duodenalis, Endolimax nana e
Entamoeba coli), viabilizando determinar sua presenca e
sua identificagao.®

O diagnéstico clinico das parasitoses intestinais é im-
preciso, pois baseia-se em manifestagdes clinicas, que,
nesse caso, podem variar desde quadros assintomaticos a
outros de sintomatologias inespecificas, tais como diarreia,
nauseas, desconforto abdominal, dentre outros.®

Portanto, o diagnostico laboratorial desempenha um
papel importante no diagnéstico das infec¢des/doencas
parasitarias, sendo a chave para a selecdo da conduta te-
rapéutica adequada.®

Chaves et al.® apontaram que, apesar da existéncia
de iniumeras técnicas, quantitativas e qualitativas, propos-
tas para o exame parasitolégico de fezes, todas tém sido
objeto de criticas diversas. No laboratério de rotina preconi-
za-se uma combinagédo de técnicas com o objetivo de au-
mentar a acuréacia diagnoéstica e, consequentemente, dimi-
nuir os resultados falsos negativos, principalmente quando
ha baixa carga parasitaria, uma vez que a utilizagdo combi-
nada de vérias técnicas com fundamentos distintos é
indicada para detectar infec¢cdes intestinais causadas por
parasitos, tendo em vista sua variabilidade morfolégica e
biolégica.”

A comparacéo de técnicas tem sido estudada por di-
versos autores &' ao longo dos anos, objetivando avaliar
sua eficiéncia no diagnéstico parasitologico.

Baseado nessa diversidade de técnicas para pesqui-
sa de parasitos em amostras fecais, esse estudo compa-
rou cinco diferentes técnicas coproparasitolégicas, objeti-
vando ampliar o arcabouco teérico sobre o tema, bem como
estimar o custo de sua implantagdo em um laboratério de
Analises Clinicas.

MATERIAL E METODOS

As amostras fecais utilizadas foram oriundas de estu-
dantes e funcionarios de sete escolas municipais de Niteroi-
RJ, sendo elas: Anisio Teixeira (A), Santos Dumont (B),
Noronha Santos (C), Levi Carneiro (D), Dario de Souza
Castello (E), André Trouche (F) e Anténio Coutinho (G). Fo-
ram envolvidos os estudantes do 1° ano do Ensino Funda-
mental | ao 7° ano do Ensino Fundamental Il e funcionarios.
O aceite de participagdo ao projeto foi voluntario, sendo os
escolares representados por seus pais e/ou responsaveis
em caso de menores de 18 anos, mediante assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Para a realizacdo das técnicas parasitolégicas foi
entregue a cada participante um kit com trés recipientes para

402

coleta de amostras fecais, sendo dois com conservante
(Railliet & Henry), e um sem conservante. O conservante foi
escolhido por ser utilizado com excelentes resultados na roti-
na de coleta de amostras fecais do laboratério de Bioagentes
Ambientais da UFF, tendo em sua composic¢ao solucao sali-
na, acido acético e formol. A amostra fecal sem conservante
foi processada segundo a técnica de Baermann & Moraes!'?
para pesquisa de larvas de nematoides. As amostras
coletadas com conservante foram submetidas as técnicas de
Ritchie!"® modificado por Young et al.,"¥Faust et al.,("® Lutz("®)
e Kato-Katz.("” As amostras foram processadas e analisa-
das na Universidade Federal Fluminense no Departamento
de Microbiologia e Parasitologia (MIP). Os resultados obti-
dos foram analisados de forma descritiva, a concordancia
de positividade/negatividade por amostra entre as técnicas
foi analisada pelo teste de McNemar com intervalo de confi-
anca de 5% e a concordancia geral por meio do indice de
concordancia (Kappa).(®

Com relacdo ao custo de implantacédo utilizou-se a
contabilidade de custo!'® como parametro para os calculos
da implantagéo das técnicas parasitolégicas em laborato-
rio de Analises Clinicas. Foi considerado como custo de
implantacéo o levantamento de precos de materiais dura-
veis e materiais descartaveis para a realizagao de cada téc-
nica, ou seja, o custo unitario do produto. No caso de mate-
riais duraveis e descartaveis foi considerado o preco de
menor valor, na analise de até trés empresas. Foi
pesquisada para materiais duraveis e equipamentos a taxa
de depreciacdo para possibilitar avaliar o custo beneficio
na compra desses materiais e equipamentos.

Os célculos utilizados foram: custo dos materiais du-
raveis, custo dos materiais degradaveis, custo unitario da
analise, custo total, depreciacédo dos materiais duraveis e
equipamentos, depreciagéo anual, calculo relativo a um fun-
cionario ficticio e o custo unitéario direto da méo de obra. No
custo de materiais duraveis e no custo de materiais
descartaveis considerou-se como material de uso geral uma
pisseta (duravel), um par de luvas (descartavel) e cinco mili-
litros de alcool 70% por técnica (descartavel). Para efeito
de calculo da técnica nédo se retiraram os equipamentos,
embora esses possam determinar um aumento no custo
dessa técnica, pois calculou-se o custo de implantagdo em
um laboratério que estivesse sendo criado e ndo o custo de
execucao da técnica na rotina.

Etica

O estudo foi vinculado ao projeto da Universidade Fe-
deral Fluminense e Fundagé@o Municipal de Educacédo de
Nitero6i intitulado "Parasitoses intestinais em escolares de
Niteroi, RJ: frequéncia, conhecimentos e profilaxia" que ob-
teve parecer favoravel em 22 de abril de 2014 no Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina/Hospital Uni-
versitario Anténio Pedro, possuindo registro de identifica-
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¢do no CEP, CMM/HUAP n° 621.193 e CAAE n°
25061913.0.0000.5243 tendo sido desenvolvido de agosto
de 2014 a fevereiro de 2016.

RESULTADOS

Foram analisadas amostras fecais de 374 individuos.
Todas as amostras frescas (n= 292) entregues foram ne-
gativas pela técnica de Baermann & Moraes. Consideran-
do as demais técnicas utilizadas, 96/374 (25,7%) foram
positivas por uma ou mais técnicas. Houve maior frequéncia
de protozoarios que de helmintos.

A técnica de Ritchie modificada detectou parasitos em
75 (20,1%) amostras, Lutz em 59 amostras (15,8%), Faust
etal. em 48 (12,8%) e Kato-Katz em 4 amostras (1,1%) (Ta-
bela 1). Aanalise quantitativa na técnica de Kato-Katz, para
A. lumbricoides foi de 72, 58, 163 e 47 ovos e T. trichiura
de 13 ovos, em associagdo com A. lumbricoides. Nas amos-
tras positivas, Faust et al. e Lutz apresentaram resultados
concordantes em 33 amostras (k=0,55), Ritchie e Faust et
al. em 38 amostras (k=0,55), Ritchie e Lutz em 42 amostras
(k=0,55), sendo a concordancia moderada. As quatro técni-
cas foram capazes de detectar Ascaris lumbricoides em
trés amostras.

Tabela 1 - Resultado de positividade para parasitos intestinais por cada técnica utilizada de diagnéstico

coproparasitolégico de 374 individuos de Niterdéi-RJ

Parasito

Blastocystis sp.

E. coli

E. histolytica/ E. dispar
E. nana

G. intestinalis

T. trichiura

A. lumbricoides

1. butschilli

E. vermicularis

Entamoeba coli e Entamoeba histolytical
Entamoeba dispar

Blastocystis sp. e Endolimax nana

Entamoeba coli e Blastocystis sp.

T. Trichiura e Entamoeba coli

E.coli, E. histolytica/E. dispar e Blastocystis sp.
Blastocystis sp., E. hana e

complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar

A. lumbricoides e T. Trichiura

Entamoeba coli e |. butschlii

o A O O
A A W W NN N oo T
a AN aga w w ©

(]
(4]

1 1 1 1
1 1 - -

Total

75 (20,1%)

48 (12,8%) 59 (15,8%) 4 (1,1%)

R - Ritchie modificado, L - Lutz, K - Kato-Katz, F - Faust et al.

O grau de concordancia entre a técnica de Kato-Katz
e as técnicas de Ritchie modificado, Faust et al. e Lutz fo-
ram de k=0,057, k=0,137 e k=0,077, sendo todas fracas,
respectivamente. Os resultados de significancia obtidos pelo
teste de McNemar estdo apresentados na Tabela 2.

Os resultados dos custos de materiais duraveis e
descartaveis para implantacao das cinco técnicas de forma
individualizada estdo apresentados na Tabela 3. Conside-
rando o custo da técnica, associado ao pré-processamento,
uso geral e material de coleta, a técnica de Faust et al. foi a
que apresentou maior valor (R$ 5.612,38) e a técnica de
Kato-Katz a de menor valor (R$1.896,74).

RBAC. 2017;49(4):401-7

Tabela 2 - Resultados do grau de concordancia e discordancia entre
as técnicas parasitolégicas para pesquisa de parasitos intestinais
em amostras fecais de 374 individuos de Niterdi, RJ

Técnicas de Diagnéstico Teste estatistico de McNemar

Faust et al. X Ritchie 0,000*
Faust et al. X Lutz 0,117
Faust et al. X Kato-Katz 0,000*
Ritchie modificado X Lutz 0,033*
Ritchie modificado X Kato 0,000*
Lutz X Kato Katz 0,000*

P> 0,05 Auséncia de discordancia, P<0,05 auséncia de concordancia
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Tabela 3 - Resultados dos custos de materiais durdveis e descartaveis para realizagédo das técnicas de
Faust et al., Ritchie modificado, Lutz e Baermann-Moraes. Valores absolutos de cada material e o célculo

da quantidade utilizada para processamento de uma amostra fecal

Custo dos Equipamentos
- Custo dos o .
Técnicas o . materiais necessarios para Total
materiais duraveis e P
descartaveis a técnica

Uso Geral R$ 5,40 R$ 0,40 R$ 1.860 R$1.865,80
Pré-Processamento R$ 32,70 R$ 0,60 R$ 33,30
Kit de coleta R$ 28,00 R$ 1,39 - R$ 29,39
Faust et al. R$ 55,67 R$ 0,22 R$ 3.268 R$ 3683,89
Ritchie modificado R$ 14,85 R$ 0,22 R$ 2.303 R$ 2318,07
Lutz R$ 18,00 R$ 0,44** - R$ 18,44
Baermann-Moraes* R$ 121,84 R$ 0,60 - R$ 122,44
Kato Katz* R$ 0,15 R$ 1,40 - R$ 1,55

*Os valores de pré-processamento ndo devem ser somados as técnicas de Baermann & Moraes e Kato Katz
**Se o filme de PVC utilizado na técnica de Lutz for retirado, o custo dos materiais descartaveis seria de 0,082 centavos

*kk

de andlises clinicas novo, sem nenhuma infraestrutura prévia

a insergao do valor de equipamentos deveu-se a este calculo referir-se a implantagao das técnicas em laboratério

Na Tabela 4 demonstra-se o resultado do custo de
depreciagdo dos materiais duraveis e equipamentos das
técnicas de Faust et al., Ritchie modificado, Lutz e

Baermann & Moraes.
O custo de implantacéo unitario de cada técnica esta
apresentado na Tabela 5.

Tabela 4 - Resultado da depreciagcdo de materiais duraveis das
técnicas de Faust et al., Ritchie modificado, Lutz e Baermann-Moraes

Materiais/ equipamentos/técnicas

Depreciagdo (por més)

Microscépio R$ 15,50
Centrifuga R$ 19,19
Balanga analitica R$ 8,04
Uso Geral R$ 0,027
Pré processamento R$0,18
Kit de coleta R$ 0,15
Lutz R$ 0,1
Faust et.al. R$ 0,30
Ritchie R$ 0,08
Baermann-Moraes R$ 0,67
Kato-Katz R$ < 0,001

Tabela 5 - Resultado do custo unitario de implantagédo das técnicas de
Lutz, Faust et al., Kato-Katz, Ritchie modificado e Baermann-Moraes
em laboratérios de analises clinicas

Técnicas analisadas

Custo unitario

Faust et.al R$ 47,58
Ritchie, modificada por Young R$ 38,98
Kato- Katz R$ 20,22
Baermann-Moraes R$ 20,09
Lutz R$ 19,60
Total R$ 146,53

*Utilizagado da formula de custo geral. Esses valores correspondem ao gasto
no primeiro més de implantagao
* Foram excluidos: energia elétrica, agua, lucro do laboratério e variaveis
externas (limpeza, manutengao)
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A técnica de Lutz apresentou com equipamento custo
de 19,60 resultante da soma de: 0,81 (mé&o de obra) + 0,1
(material duravel ) + 0,35 (material duravel geral) + 15,50
(microscépio) + 0,44 ( material descartavel) + 0,40 +
0,60+1,39 (materiais descartaveis gerais). A retirada do
custo com equipamento determinaria um custo bem menor
(19,60-15,50 =4,10).

DISCUSSAO

A positividade para parasitos intestinais, consideran-
do positividade por pelo menos uma das técnicas utiliza-
das, foi de 25,7% (96/374), sendo superior a obtida nos
estudos de Cavagnolli et al.,? Ngrenngarmlet et al.,?" Cas-
tro et al.?? e Ferreira et al.®® Entretanto, Miotto et al.? apre-
sentaram resultados com positividade similar (24,56%). A
diferenca entre as positividades, nesses diferentes estu-
dos, pode ser associada a diversos fatores, como técni-
cas empregadas, localidade do estudo, condigdes socio-
econdmicas e faixa etaria do grupo estudado.

Nao foi encontrada nenhuma amostra positiva por
meio da técnica de Baermann & Moraes, concordando com
os resultados de Carvalho et al.,® que justificaram essa
negatividade pela inexisténcia ou baixa frequéncia de
Strongyloides stercoralis no local onde viviam os sujeitos
do estudo. Sugere-se que a negatividade também pode
ter sido influenciada pela ndo entrega da amostra sem
conservante por 82 participantes, impossibilitando a reali-
zacao da técnica.

A técnica que demonstrou maior eficiéncia no diag-
nostico foi a de Ritchie modificada (20,1%). Carvalho et
al.®® observaram que o Coprotest®, que usa como funda-
mento a técnica de Ritchie modificada por Young et al.,
apresentou melhor resultado como técnica Unica, bem
como no diagnéstico de Blastocystis sp. Nesse estudo,
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Ritchie modificada também obteve melhores resultados
para deteccao de Blastocystis sp.

A segunda técnica de maior detecgéo parasitaria foi
a de Lutz apresentando positividade em 15,8% das amos-
tras. A espécie mais detectada também foi Blastocystis sp.,
embora com resultados inferiores a Ritchie modificada. Por
ambas serem técnicas de concentragao por sedimentacéo,
a quantidade de detritos na lamina foi grande, o que tornou
a leitura mais cansativa. Carvalho et al.,” na comparacao
entre TFT® e Lutz, sugeriram que a centrifugacéo adicio-
nal do TFT®, que também existe em Ritchie modificada,
pode ter favorecido a maior concentragédo de formas
evolutivas de parasitos. Sugere-se que o encontro de
Blastocystis sp., nessa técnica, contrariando os resultados
de Alarcon et al.,*®® deve-se ao uso de conservante na co-
leta de duas das trés amostras, o que pode ter favorecido
ao ndao rompimento do protozodrio nas etapas subse-
quentes do processamento técnico.

Nesse estudo, a técnica de Faust et al. apresentou
positividade em 12,8% das amostras, diagnosticando to-
dos os parasitos que foram encontrados, incluindo proto-
zoarios e helmintos. Observaram-se resultados, em nime-
ro absoluto, superiores ou iguais quando se comparou a
deteccdo da maioria dos protozoarios por Faust et al. e
Ritchie modificada, embora tenha sido evidenciada dife-
renga significativa entre as técnicas. Alyani et al.,(") com-
parando Faust et al. e Ritchie, verificaram maior eficiéncia
de Ritchie na deteccédo de protozoarios intestinais, o que
difere desse estudo. No presente estudo, a técnica de Faust
et al. mostrou importancia na deteccdo nao s6 de proto-
zoarios como também na de Trichuris trichiura, sendo 4/5
amostras positivas para esse helminto detectadas somen-
te por meio dessa técnica.

A técnica de Kato-Katz apresentou menor capaci-
dade de deteccdo entre as técnicas analisadas. Com re-
lacdo aos helmintos foram encontrados por Kato-Katz,
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura. Essas amos-
tras também foram positivas por pelo menos uma das de-
mais técnicas utilizadas. No caso de T. trichiura, Kato-
Katz s6 detectou o parasito em uma amostra, gerando re-
sultados falso-negativos nas outras quatro. Tal fato pode
ter sido devido a leitura de uma Unica lamina nessa técni-
ca. Tarafder et al.,(' Mendes et al.” e Nunez-Fernandez
et al.?” apontaram a técnica de Kato-Katz como melhor
opcao para o diagnéstico de geohelmintos, como Ascaris
lumbricoides e Trichuris trichiura, o que esta em desa-
cordo com os resultados desse estudo. Pensa-se que a
técnica de Kato-Katz, apesar de sua facil execugéo, ndo
seria adequada para o diagnoéstico de parasitos intesti-
nais, pois a quantidade de amostra utilizada é pequena e,
portanto, pouco representativa do que realmente esta sen-
do eliminado no conteudo fecal do hospedeiro, como pro-
posto por Brandelli et al.® para justificar as diferencas
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de resultados obtidos na comparacéao entre as técnicas
de sedimentacao espontanea e Paratest®. Outro fator que
contribuiria para sua baixa eficiéncia seria a distribuicao
irregular de formas evolutivas de parasitos nas fezes, como
apontado por Krauth et al.?® Sugere-se que o préprio
movimento intestinal, em especial do intestino grosso, fa-
voreca a concentracéo de formas evolutivas de parasitos
na superficie do material fecal, o que pode interferir no
resultado obtido, dependendo da porgédo da amostra utili-
zada no processamento da técnica. Nao se discute aqui
a eficiéncia de Kato-Katz para o diagnéstico de S.
mansoni, uma vez que o parasito ndo foi encontrado nas
amostras estudadas.

Além desses fatores, cabe lembrar que tem sido ob-
servado por varios autores®°3" uma manuteng¢é@o ou aumen-
to da frequéncia de protozoarios com reducéo de frequén-
cia de helmintos, o que também reforca a ndo adequacao
do uso do Kato-Katz como técnica Unica na rotina do diag-
nostico de parasitos intestinais, ainda que em pesquisa de
campo e reforgado pelo indice de concordancia baixo com
as demais técnicas.

Com relacao aos custos de implantacédo, a técnica
que apresentou menor custo foi a de Lutz, incluindo todos
os parametros analisados. Apesar disso, todas as técni-
cas parasitolégicas avaliadas nesse estudo apresentaram
valor minimo de R$ 19,60 e maximo de R$ 47,58, o que
permite sua realizacdo em laboratérios de andlises clini-
cas, mesmo sem grande aporte financeiro. Os kits comer-
ciais, como o Coprotest®, quando cotados em janeiro de
2016, apresentaram o valor de R$ 1.685,00, totalizando
360 unidades. Dessa forma, cada exame teria o custo de
R$ 4,68, sendo o descartavel. Cerqueira® afirmou que o
kit Coprotest® apresenta como vantagens alto enriqueci-
mento, detectando tanto protozoarios quanto helmintos.
Além disso, elimina o mau odor da amostra, simplifica o
manuseio pelo técnico e requer pouco espaco. Se for leva-
da em consideracéo a possivel perda dos materiais dura-
veis e a possibilidade de acidentes nas etapas de proces-
samento e lavagem de vidraria, os kifs comerciais repre-
sentam boas alternativas na rotina laboratorial. Mesmo com
esse custo inicial, se for feito o calculo do custo de implan-
tacao da técnica, essa técnica manteve-se dentro dos va-
lores ja apresentados (R$ 41,04, esse valor foi calculado
segundo a férmula de valor unitéario).

A balancga, o microscoépio, a centrifuga e o funciona-
rio ficticio podem ser considerados como investimentos
para o laboratério, pois serdo usados por outros setores,
nao s6 no setor de Parasitologia. Por isso, o custeio das
técnicas se torna mais acessivel e baixo. Cabe lembrar
que, na rotina, o custo das técnicas sera inferior ao de
implantacao.

Considerando a questéo custo de implantacéo versus
capacidade de diagnéstico observou-se variagdo dentre
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as técnicas analisadas, sendo a técnica de Lutz a mais
indicada, pela simplicidade de procedimentos técnicos,
baixo custo e amplo espectro de diagnéstico. A desvanta-
gem dessa técnica estaria relacionada a maior necessida-
de de espacgo para guarda das amostras até a leitura e ne-
cessidade de maior tempo para emissao do laudo.

A técnica de Ritchie modificada foi a que apresentou
melhores resultados em relagéo a positividade, porém, a
de Faust et al. foi a que detectou maior diversidade de es-
pécies ou géneros de parasitos. Ambas tém custo préximo
e procedimentos técnicos mais complexos, que demandam
maior treinamento do profissional. Faust et al. tem como
desvantagem o maior tempo de execucao, devido as multi-
plas lavagens e a possibilidade de deformacgéo de formas
evolutivas pela exposi¢do da amostra em solugdo de sulfa-
to de zinco por tempo excessivo.

CONCLUSAO

A escolha de técnicas para serem implementadas na
rotina laboratorial no setor de Parasitologia envolve varios
fatores. Cabe lembrar que, para garantir melhor resultado,
a associagao de técnicas resulta sempre em maior confia-
bilidade, principalmente quando se utilizam técnicas de fun-
damentos diferentes. Seguindo essa proposta, as técnicas
mais indicadas seriam, objetivando maior positividade,
Ritchie modificado e Lutz, seguido pela associacdo de
Ritchie modificado e Faust et al.
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Abstract

Objective: This study aimed to compare the techniques of Baermann-
Moraes, Faust et al., modified Ritchie, Lutz and Kato-Katz for the
diagnosis of intestinal parasitosis and to estimate the cost of
implantation of each of these techniques in a clinical analysis laboratory.
Methods: A total of 374 faecal samples were analyzed by the five
techniques. Results: Of the samples studied, 292 were analyzed by
the Baermann-Moraes technique and were negative. Positivity,
considering the other techniques, was 25.66%. Modified Ritchie
detected positivity in 20.1% of the samples with greater efficiency for
Blastocystis sp., Followed by Lutz (15.8%), Faust et al. (12.8%) and
Kato-Katz (1.1%). The Kappa agreement indexes between the
techniques used excluding Kato-Katz were moderate and Kato-Katz
with the other parasitological techniques was weak. It was evidenced
absence of significant difference only between the techniques of Faust
et al. and Lutz. Kato-Katz was considered an inadequate technique for
the diagnosis of intestinal parasitosis, in the face of the decline in the
frequency of geohelminthiasis and the permanence orincrease of the
infections determined by protozoa. Lutz presented the lowest
implantation cost, followed by Baermann-Moraes, Kato-Katz, modified
Ritchie and Faust et al., and should be the technique of choice when
the parameter is economical. Conclusion: Considering the positivity
parameter, the implementation of modified Ritchie is recommended,
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although the association of techniques yields more effective results.
The association of best-performing techniques was between modified
Ritchie and Lutz or modified Ritchie and Faust et al.

Keywords
Diagnostic tests, Routine; Costs and cost analysis; Parasitological
analysis
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letras e espago), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/
abstract estruturado (até 250 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6
termos), introdugao, material e métodos, resultados, discusséo, conclusao e
referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O texto ndo devera exceder
5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

ARTIGOS DE REVISAO: trabalhos com avaliagées criticas e sistematizadas
da literatura sobre um determinado assunto que devera dar ao leitor uma cobertura
geral acerca do tema apresentado. Os artigos de revisdo deverado conter: titulo
(até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre
letras e espago), resumo/ abstract ndo estruturado (até 200 palavras), palavras-
chaves/ keywords (3 a 6 termos), texto ordenado (titulos e subtitulos), opinides
e conclusdes (quando couber) e referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O
trabalho nao devera exceder 5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras
e referéncias. Estes trabalhos sao escritos a convite do editor.

ARTIGO DE ATUALIZAGAO: trabalhos descritivos e interpretativos com
base em literatura recente sobre o estado atual de determinado assunto. Os
critérios técnicos que deverao ser utilizados sdo os mesmos definidos para os
Artigos de Revisdo. Estes trabalhos sdo também escritos a convite do editor.

COMUNICAGAO BREVE: ttrabalhos originais cuja relevancia para o
conhecimento de determinado tema justifica a apresentagao cientifica de dados
iniciais de pequenas séries ou dados parciais de ensaios clinico-laboratoriais.
Sua estruturagao devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espago),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract
estruturado (até 200 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6 termos),
introdugéo, material e métodos, resultados, discusséo, conclusao e referéncias
bibliograficas (até 25 referéncias). O texto nao devera exceder 3000 palavras,
excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

RBAC. 2017;49(4):408-11



Instrugdes aos autores/Instructions for authors

RELATO DE CASO: trabalhos com descrigdo detalhada e andlise critica
de casos clinico-laboratoriais atipicos que, pela sua raridade na literatura ou
apresentagdo nao usual, merecem uma divulgagao e discussao cientifica.
Os relatos de casos deverdo conter: titulo (até 200 caracteres entre letras e
espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/
abstract com contexto e relato contendo descrigédo, discussao e conclusao
(até 200 palavras), introdugao, apresentacéo e relato do caso, discussao,
concluséo e referéncias bibliograficas (até 25 referéncias). O texto ndo devera
exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

NOTA TECNICA: Descrigao/ validagao de instrumentos, métodos e técnicas.
Sua estruturagao devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espago),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract estruturado
(até 200 palavras), introdugédo, metodologia e referéncias bibliograficas (até 30
referéncias). O texto ordenado (titulos e subtitulos) ndo devera exceder 5000
palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

RESENHA: Revisao critica de obra recém publicada (até 3 anos), orien-
tando o leitor quanto a suas caracteristicas e usos potenciais. E fundamental
que ndo se trate apenas de um sumario ou revisdo dos capitulos da obra,
mas efetivamente uma critica. Este tipo de contribuigdo esta limitado a 6
paginas, incluindo todos os seus elementos. Nao ha resumo/abstract.

IMAGENS EM ANALISES CLINICAS: maximo de duas figuras com quali-
dade de 300 dpi gravadas em ".jpg" ou "tif" e até 3 autores e trés referéncias
que nao deverao ser citadas no texto. As imagens deverao conter titulo descri-
tivo. O texto devera conter um maximo de 300 palavras com énfase na carac-
terizagao das figuras. Agradecimentos ndo deverdo ser declarados.

CARTA AO EDITOR: correspondéncias de conteudo cientifico com comen-
tarios, discussdes ou criticas a artigos recentes (dois nimeros anteriores)
publicados na Revista Brasileira de Anélises Clinicas ou ainda com relatos de
pesquisas originais, achados técnico-cientificos significativos, opinides quali-
ficadas sobre um tema especifico das andlises clinicas, bem como mengdes
ou obituarios de personalidades da area da saude e andlises clinicas onde
devera ser destacado seu perfil cientifico e sua contribuicdo académica e pro-
fissional. Os autores de artigos originais citados por terceiros serdo convida-
dos a responder aos comentarios e criticas a eles dirigidos. Nesta categoria,
o texto tem formato livre, mas nao devera exceder 500 palavras e 5 referéncias.

EDITORIAIS: escritos a convite do editor, sob tema especifico, mas con-
siderando a area de enfoque da Revista Brasileira de Anélises Clinicas.
Deverdao conter um maximo de 2000 palavras e até 10 referéncias biblio-
graficas. Nao serdo aceitos editoriais enviados espontaneamente.

A Revista Brasileira de Andlises Clinicas avalia manuscritos para publica-
¢ao em portugués e inglés. Manuscritos em portugués devem estar em conso-
nancia com a norma culta. A submissdo de manuscritos em inglés é enfatica-
mente estimulada pelo Conselho Editorial. Quando neste idioma, recomenda-
se a revisdo por profissional que tenha o inglés como primeira lingua e de
preferéncia, familiarizado com a area do trabalho. O Conselho Editorial, caso
considere necessario, podera enviar os manuscritos submetidos em inglés
para um revisor do idioma, repassando os custos aos autores, apds a autori-
zagao expressa dos mesmos. em inglés para um revisor do idioma, repas-
sando os custos aos autores, apds a autorizagdo expressa dos mesmos.

A estrutura geral do manuscrito devera acompanhar a normalizagédo
técnica conforme o quadro abaixo.

= RA [0S AR 0
Portugués Inglés

Titulo Completo Complete Title

Incluir versdo em Inglés Incluir versao em Portugués
Titulo Corrido Running Title

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Autores Authors
Resumo Abstract

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Palavras-Chave Keywords

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Introducgao Introduction
Material e Métodos Material and Methods
Etica Ethics
Resultados Results
Discussao Discussion
Concluséo Conclusion
Conflito de interesse Conflicts of Interests
Suporte Financeiro Funding Sources
Agradecimentos Ackowledgements
Referéncias References
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TITULO COMPLETO: Devera ser breve e indicativo da exata finalidade
do trabalho. Recomenda-se iniciar pelo termo que representa o aspecto
mais relevante da pesquisa com os demais termos em ordem decrescente
de importancia. O titulo ndo devera conter nenhuma abreviatura e os nomes
das espécies ou palavras em latim deverdo vir em letras mindsculas (exce-
tuando-se, quando for o caso, a primeira letra da palavra) e em italico.

TiTULO CORRIDO: Devera ser resumido e conter a ideia central do
trabalho.

AUTORES: Os nomes completos dos autores por extenso, graus aca-
démicos e filiagao institucional deverdo ser mencionados. O nome comple-
to, endereco profissional, telefone e e-mail do autor responsavel pelo ma-
nuscrito devera ser especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser con-
ciso e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importan-
cia encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de
forma estruturada, contendo introdugéo, objetivos, material e métodos, re-
sultados, discussao e conclusdes. Referéncias ndao deverao ser citadas e
o emprego de acrénimos e abreviaturas devera ser limitado.

PALAVRAS-CHAVE: Deverao ser indicados termos que permitam a iden-
tificagdo do assunto tratado no trabalho. As palavras-chaves deverdo ser
extraidas do vocabulario DeCS [Descritores em Ciéncias da Saude], elabo-
rado pela Bireme, e/ou MeSH [Medical Subject Headings], elaborado pelo
NLM [National Library of Medicine]. Os vocabularios DeCS (http://decs.bvs.br/
) e MeSH (http://www.nlm.nih.gov/mesh/) deverdo ser consultados, pois ne-
nhuma outra palavra-chave sera aceita.

INTRODUGAO: Devera apresentar a justificativa para a realizagao do
trabalho, situar a importancia do problema cientifico a ser solucionado e
estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto.
Nesta secdo, as citagbes deverdo ser restringidas ao minimo necessario. A
introdugdo nao devera incluir ainda dados ou conclusées do trabalho em
referéncia. O ultimo paragrafo devera expressar o objetivo de forma coeren-
te com o descrito no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverao ser apresentados de forma breve, po-
rém suficiente para possibilitar a reproducao e replicagao do trabalho. Nesta
secdo, deverdo ser informados o desenho experimental e o material envolvi-
do, bem como devera ser feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos
ja publicados, a menos que tenham sido extensamente modificados, deve-
rao ser referidos apenas por citagdo. Fontes de reagentes e equipamentos
(empresa, cidade, estado e pais) deverdo ser mencionados. Nomes que sao
marcas registradas deverao ser também, claramente, indicados. Para me-
lhor leitura e compreensao, subtitulos poderdo ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secdo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimen-
to da legislagao, quando estudos com seres humanos ou animais forem
procedidos. Devera ser mencionado também a aprovagao do Comité de
Etica correspondente da instituigdo a qual pertencem os autores responsa-
veis pelos experimentos, inclusive, informando, claramente, o numero do
parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que nao cum-
pram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com
o minimo possivel de discussdo ou interpretagdo pessoal e acompanha-
dos de graficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nes-
ses elementos graficos, no entanto, ndo deverdo ser repetidos integral-
mente no texto, evitando-se, desse modo, superposi¢ées. Apenas as infor-
magdes mais relevantes deverdo ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcancados, procurando, sempre que possivel, uma correlagao
com a literatura da area. Nao devera ser incluida uma revisdo geral sobre o
assunto. A repeti¢cdo de resultados ou informagées ja apresentadas em
outras segdes, bem como especulagdes que nao encontram justificativa
para os dados obtidos deverao ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverido ser concisas, fundamentadas nos resultados
e na discussao, contendo dedugées légicas e correspondentes aos objeti-
vos propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo,
nado havendo necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explici-
ta, por todos os autores, a existéncia ou ndo de conflitos de interesse que
podem derivar do trabalho. Nao havendo conflitos de interesse, devera ser
escrito "Nao ha conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deverao ser informados todos os tipos de apoio,
fomento ou financiamento obtidos para a realizagdo do projeto de pesquisa.

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas
pessoas e/ou instituicdes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recur-
sos. No caso de 6rgaos de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu contetido e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informagao foi
obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracao e ser
precedido pela palavra "Tabela", seguida por um nimero identificador em
algarismos arabicos. A numeragédo das tabelas devera ser feita consecutiva-
mente, a partir da ordem de citagdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas
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de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela.
Para notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas
deverao ser elaboradas com linhas horizontais de separagdo no cabegalho e
em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também
linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverao ser digitados em
tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras
e as siglas. Nas tabelas, devera ser empregado espagamento entrelinhas
1,5, sem qualquer forma de tabulagdo ou recuos de paragrafos. O
comprimento da tabela ndo devera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e
apresentar largura maxima de 17cm. Os dados apresentados em tabelas
ndo deverdo ser repetidos em graficos. As tabelas deverdo ser compostas
em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado. Devera
ser evitado um numero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragdes que ndo se enquadram no conceito de
tabela sdo consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos,
imagens e fotografias. Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em
sua parte inferior. Deverdao ainda ser numeradas com algarismos arabicos,
consecutivamente, na ordem de aparecimento no texto e citadas como
figuras. As figuras deverao ter boa resolugdo (minimo de 300 dpi), ser
gravadas em formato ".jpg" ou "tif" € medir no minimo 12 x 17cm e no maximo
20 x 25cm. As escalas deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na
figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverdo ser
preparados nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato ".doc",
".docx" ou ".xIs" e ndo como imagem. Imagens produzidas em software
estatistico devem ser convertidas para formato MS-Excell, caso nédo seja
possivel converter para formato ".tif". llustragdes coloridas somente poderao
ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados apresentados
nas figuras ndo deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustragées serdo colocadas deverdao ser
determinados no texto. As figuras deverdo ser enviadas em arquivos
separados. Nao deverdo ser enviados um numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho ci-
entifico, deverdo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publi-
cado em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals [Normas para Uniformizagdo de Manuscritos Submetidos as Re-
vistas Biomédica] pelo International Committee of Medical Journal Editors
[ICMJE] (http://mwww.icmje.org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/
pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf (Versdo em Portugués) ou em www.icmje.org/
urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviagdo dos titulos dos periédicos
devera seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nlm.gov/tsd/serials/
lji.html) ou no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Saude [Biblio-
teca Virtual em Saude] (http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Su-
gere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes a problemati-
ca abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa
mesma citagdo. A lista das referéncias devera ser numerada de acordo
com a ordem em que os autores foram citados no texto e ndao em ordem
alfabética. Deverao ser listados somente os trabalhos consultados e cita-
dos no texto. Citagdes de "resumo”, "dados nao publicados”, "comunica-
¢Oes pessoais" ou "no prelo” poderdao ser adequadamente mencionados
no texto, mas nao serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao
das referéncias sera de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagdes e mengdes no texto de informagdes colhidas em outras fon-
tes, bem como as referéncias bibliograficas deverdo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chama-
da Numérico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter nu-
meragdo Unica e consecutiva, indicada pelo numero da referéncia em expo-
ente e entre parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua
citagdo no texto, independentemente da ordem alfabética. As referéncias cita-
das em legendas de tabelas e figuras deverdo manter a sequéncia com as
referéncias citadas no texto. O mesmo trabalho mencionado mais de uma
vez devera manter, sempre que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagoes Gerais:

« Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e” entre
os sobrenomes;

* Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o
primeiro sobrenome seguido da expressao latina "et al.";

* Quando uma entidade, corporacéo, editores ou projetos editoriais
assumirem a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indi-
cados/ tratados como autores;

* Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o ulti-
mo sobrenome, sem particulas de ligagdo como “de” ou “da”;

« Sobrenomes duplos, com hifens ou apostrofos ou que formem uma
expressao deverdo ser indicados em seu conjunto;

« Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobri-
nho), deverdo ser indicados ap6s os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

« Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji*® mudaram a deno-
minagao do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.
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« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior
prevaléncia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto
NIC 3 foi mais frequente em mulheres com mais de 50 anos.

« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Dia-
betes,!'” os sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embagada, infec¢gbes repetidas na
pele e mucosas, dificuldade na cicatrizagdo de ferimentos, fadiga e dores
nas pernas (ma circulagao).

« Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionario de Especialida-
des Farmacéuticas,® a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas
e sua meia-vida terminal é de 15 dias.

« Sem indicagao de home de autor: O diagnéstico de hipertireoidismo, por
sua vez, € dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.(™

AUTORES: Os autores deverdo ser referenciados por seu sobrenome,
tendo apenas a primeira letra em maiuscula, seguido do(s) nome(s) abre-
viado(s) e sem virgulas e pontos. Todos os autores deverdo ser referen-
ciados e separados por virgulas (0 mesmo é valido para livros), apesar do
estilo Vancouver recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros
autores, quando o numero de autores for maior. Deverdo ser dados espa-
¢os apos as virgulas.

Observagoes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compila-
dores, esta condigdo devera ser indicada logo ap6s os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizagao, a referéncia
devera ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma
entidade com subordinagdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem decres-
cente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades néo apre-
sentarem subordinagado, estas deverdo ser separadas por ponto e virgula;

* Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia
devera ser iniciada por seu titulo;

* Quando o documento consultado for tese, dissertagdo ou monografia
devera ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese:
doutorado, tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertagdo: mestrado, mono-
grafia: especializagdo, monografia: graduagao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituigao
Federal ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Provisoria, Leis, Decre-
tos, Portarias, Resolugées e Cddigos), deverdo ser seguidos os padrées de
autoria/ emissdo recomendados pela NBR 6023 da Associagdo Brasileira de
Normas e Técnicas (ABNT, 2002), com a apresentagao grafica adaptada ao
estilo de Vancouver.

» Toda informagao adicionada a referéncia que for encontrada em algu-
ma fonte que ndo o documento consultado ou informagdo complementar a
referéncia como suporte do documento ou tradugdo de alguma expressao
deve ser adicionada entre [colchetes].

TiTULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos
consultados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a
primeira palavra devera ser iniciada por letra maiuscula. O texto do titulo nao
devera vir nem em negrito e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TiTULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periodicos/
revistas consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados
com ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do
titulo deverao ser eliminados, com excegédo do ultimo, empregado para
separar o titulo do ano. Um espago devera ser dado entre o ponto colocado
ao final do titulo e o ano. A separagdo entre ano e volume devera ser feita
com a utilizagdo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
os meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, indepen-
dente da lingua do texto: Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov,
Dec. No entanto, a RBAC aceita a abreviagdo em portugués daqueles ma-
nuscritos nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagado continua
ao longo de um volume, o més e o nimero poderdo ser omitidos. Ano, volu-
me, numero e paginas deverdo ser escritos sem qualquer espago entre eles.
Quando as paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes,
deverdo ser eliminados os numeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edigées de documentos consul-
tados deverdo ser referenciadas apos o titulo, em algarismos arabicos,
seguidas de ponto e da palavra "edigdo" no idioma que figura na publicagédo
original e de forma abreviada. Quando for a primeira edi¢do, essa ndo deve-
ra ser indicada. Quando houver a definicdo do local de publicagao, este
devera ser indicado em seguida a edigéo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta
devera ser reiniciada na primeira posi¢ao na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

« Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

« Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical
cancer in Brunei Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui
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S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castafnon-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, ltraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob
Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.

» Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller
DS, Henry MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The
Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions: background and consensus recommendations from the
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Patologia Clinica Veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2011.

« Autor de obra e de capitulo: Rey L. Bases da parasitologia médica. 2.
Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2002.

« Capitulo: Rodrigues RMMS, Nogueira MD. Fiscalizagao de alimentos
por andlise microscoépica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.
Vigilancia Sanitaria: tépicos sobre legislacdo e analise de alimentos. Rio
de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2007. p. 72-80.

* Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D.
Squinca F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Edi-
tora UNB; 2008.

Teses, Dissertacoes e Monografias:

« Autor e indicagao de grau: Maranhao FCA. Analise da expressao génica
no dermatéfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgao in vitro: pH e
diferentes fontes de carbono regulando genes. Sao Paulo. Tese [Doutorado
em Genética] — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP; 2008.

Eventos Cientificos:

» Anais com indicagao de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de
Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007.

» Anais com indicagao de autoria, trabalho e titulo: Neufeld PM, Melhem
M, Szescs MW, Santos LH, Dornelas-Ribeiro M, Maia S, et al. Espécies de
Candida isoladas de pacientes leucémicos. In: Anais do 5. Congresso Bra-
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as condigdes para a promogao, protegdo e recuperagdo da saude, a orga-
nizagéo e o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras pro-
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