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Editorial/Editorial

Personagem da Histéria da Saude Xll: Edward
Jenner e a origem das vacinas

Personalities of Health History Xll: Edward Jenner and the origin
of the vaccines

Um dos capitulos mais brilhantes da histéria da medicina é o impacto das vacinas
nalongevidade e na manutengéo da saude publica. Mais de 300 anos se passaram desde
que a primeira vacina foi descoberta e essa verdade, qual seja, o impacto positivo na
saude publica, continua sendo socialmente considerada, apesar da intensa discussao
que tem sido travada na atualidade sobre a eventual crenga ou descrenga popular acerca
da efetividade desses imunobioldgicos na prote¢do da saude humana, o que tem alimen-
tado os movimentos contemporaneos contra as vacinas e os programas de vacinagao.

Na realidade, as vacinas sempre tiveram um percurso extremamente acidentado,
controverso e com muitas dificuldades de aceitagéo, desenvolvimento e operacionali-
zacgao. No final do século XVIII, com analises empiricas e observagdes ocorrendo num
ambiente sem nenhuma légica imunitaria factual acerca da fisiopatologia e da clinica da
variola, vacinas e vacinagdes tiveram seu inicio no ocidente. A partir do final do século
XIX, contudo, o estudo das vacinas comegou a ser tratado de maneira mais metédica com
a introdugao da ciéncia e das pesquisas em laboratério, principalmente, na Franga, por
Louis Pasteur. Em decorréncia disso, no século XX, o empirismo foi sendo aos poucos
contornado pela progressiva compreensao sobre os componentes e a fungdo do sistema
imunitario na defesa dos hospedeiros, o que levou os pesquisadores a fazerem escolhas
e tomarem decisdes racionais baseadas em evidéncias cientificas, permitindo, assim,
o desenvolvimento das primeiras vacinas fundadas em marcadores imunoldgicos. No
século XXI, tendo em vista o conhecimento acumulado sobre biologia molecular e enge-
nharia genética, a investigacdo molecular foi incorporada a tecnologia de produgéo das
vacinas, possibilitando maior estabilidade, resposta imune de amplo espectro e de longa
duragéo, utilizagdo de varios genes simultaneamente, busca e selegdo de candidatos
a novas vacinas, efeito adjuvante, baixo risco infeccioso, facil produgéo e menor custo.

Voltando ao inicio da histéria com a variola, pega importante no enredo vacinal,
descricbes dessa doenca aparecem em escritos médicos da antiguidade no Egito
dos faradis, india e China. De acordo com os relatos arqueoldgicos, possivelmente,
o primeiro paciente “conhecido” a morrer de variola foi o fara6 Ramsés IV que, com a
idade de 40 anos, faleceu no ano de 1157 aC pela enfermidade. Pustulas de 1-5 mm
de diametro foram identificadas em sua mumia, nas regides da face, pescoco, ombros,
bragos, abdémen e escroto.

O Império Romano, por sua vez, com ampla extensao territorial devido a anexagdes
de provinciais em decorréncia de inUmeras guerras, grande densidade demografica,
cidades com infraestrutura precaria, agricultura e comércio pujantes e grandes areas
de livre circulacéo de pessoas e mercadorias era propicio a propagacéao de epidemias e
pandemias. Na verdade, em 165 dC, Roma experimentou uma pandemia de variola sem
precedentes, que atingiu todas as provincias do Império e que ficou conhecida como a
Peste Antonina. Considera-se que a peste tenha vindo do oriente, se espalhando pelo
Egito, oriente médio e Asia Menor, através do Mar Vermelho. A variola se disseminou
ainda pela Siria, Caldéia, Mesopotamia, Licia e Cilicia. Em 166 dC, o co-imperador Lucio
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Vero faleceu em Roma. A peste se espalhou de leste a oeste pela Europa ocidental até
172dC, com uma taxa de mortalidade de 15-20%. Uma segunda onda atingiu Roma em
191 dC, exibindo um percentual de mortalidade de 30-50%. Estima-se um numero de
7-8 milhdes de mortes em todo o Império Romano, sendo os mais afetados criangas e
jovens adultos de regides costeiras expostas ao comércio maritimo. Apesar da variola
ser desconhecida de Hippocrates, Galeno foi testemunha ocular da epidemia em Roma,
inclusive, descrevendo pormenorizadamente a sintomatologia da doencga. Ao bispo da
localidade francesa de Avenches, conhecido como Marius, é atribuido a criagdo, em 570,
da palavra “variola”, cujo significado é pintado ou pontilhado.

A variola se estabeleceu em todo o mundo cristao, a partir do século VI, principal-
mente pelo fato de, nessa época, ja ser epidémica na regido asiatica. Por isso, a doenga
chegou & Africa, & Espanha e depois ao resto da Europa, durante a conquista mulgumana
de Tripoli, em 647, a invasdo da Andaluzia, em 710, e a invasdo da Galia, em 731. A
doenga se manteve endémica na Europa desde a Idade Média até a sua erradicagao
em 1977. Tipicamente, exibia uma evolugdo sazonal nas cidades, acometendo, de forma
grave, criancas durante o inverno.

A doenga foi ainda descrita por um médico copta conhecido como Aaron de
Alexandria, no século VII, bem como em textos indianos do inicio do século VIII. Em
910 dC, um médico persa chamado Rhazes forneceu descrigdes notaveis sobre a
variola, inclusive, com diagnéstico diferencial entre essa virose e o sarampo. Avicena,
no século Xl, e Ibn Khatib, no século Xll, informaram sobre a grande infectividade da
doenca e sobre os seus métodos de prevengao e controle.

Importa mencionar que a endemia da virose no continente europeu foi decorrente
do grande crescimento demografico e da enorme expansao das cidades a época, o que
desencadeou um vertiginoso aumento do numero de casos e determinou a permanéncia
da variola na populagdo. Como ilustragcdo, em 1750, a Europa tinha 140 milhdes de
habitantes e, em 1845, passou a ter 250 milhdes. Na segunda metade do século XVII,
as taxas de mortalidade europeias eram em torno de 15% e, no final do século XVIII,
atingiram, nas areas urbanas, percentuais de 20%-50%, em adultos, e de 33%, em crian-
¢as. Nos anos de 1800, cerca de 400.000 pessoas morriam anualmente na Europa e, as
que sobreviviam, frequentemente, apresentavam sequelas como cegueira e cicatrizes.

A despeito da disseminagao da doenga pela Europa, no Reino Unido, a variola foi
especialmente agressiva. No periodo entre os séculos XVIIl e XIX, a virose era endémica
em todas as cidades das ilhas britanicas e Irlanda, se constituido numa continua ameaga
a saude publica. O temor da variola determinou a busca dos pesquisadores daquele pais
por protecao, o que fomentou a unido de ideias médicas e teurgicas.

No tocante a medicina, médicos ingleses procuraram determinar a origem da doenga
e estabelecer medidas de prevencao efetivas. Nesse sentido, uma concepgao sobre as
causas da variola foi desenvolvida em sintonia com a teoria dos miasmas, atribuindo as
mudancgas atmosféricas o carater epidémico da doenca. Ao mesmo tempo, protocolos
terapéuticos como o chamado “tratamento refrescante”, onde o paciente era retirado da
cama, vestido com uma simples camisola e induzido a caminhar descal¢go em um quarto
ensolarado e exposto a correntes de ar e a ingerir chas frios de ervas com menta, agua
de cevada, leite aguado e medicagédo emética, além de ser submetido a sangrias, foram
propostos e amplamente empregados. No entanto, foi a descoberta das vacinas o que
determinou, de fato, o controle e a protegéo frente a infecgao viral.

Apesar da descoberta da vacina ser atribuida ao médico Edward Jenner, praticas
vacinais ja eram conhecidas antes do trabalho desse médico inglés. Na verdade, ele
recebeu todos os créditos cientificos pela falta de publicagcdo com rigor metodoldgico
dos procedimentos realizados anteriormente as suas pesquisas. Em suas publicagées,
Jenner demonstrou a capacidade protetora de seus experimentos frente a variola, o que
foi considerado a primeira prova de imunidade conferida por uma vacina.

Na verdade, antes de Jenner, a imunizagéo contra a variola ou variolizagao ja era
mencionada em antigos textos sanscritos do livro ayurvédico Sact’eya Grantham, datado
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de 1000 aC. A revelagao sobre a existéncia desses textos e do processo de varioliza-
¢ao foi feita pelo cirurgido Irflandés John Zephaniah Holwell (1711-1798), funcionario da
Companhia das Indias Orientais e Governador Temporario de Bengala, que descreveu
a pratica da variolizagédo contida no livro védico, em 1767.

Os chineses eram também outro povo que ja conhecia a pratica da variolizagéao,
desde o século VI aC como informado pelo historiador grego Tucidides ainda no século V
aC. Indicios da pratica de variolizagdo aparecem no século X como relatado pelo escritor
ZhuYiliang, em 1808. Uma outra evidéncia escrita dessa pratica foi feita no século XI por
uma monja budista em seu livro “O tratamento adequado da Variola”. Um antigo livro do
servico médico imperial da Dinastia Qing (1644-1912) intitulado “O espelho dourado da
medicina”, igualmente, relacionava as diversas formas de variolizag&do. Outros autores
chineses também documentaram, em diferentes textos, os procedimentos de variolizagéao,
entre eles, Wan Quan, em 1549, Wang Zhangren, em 1579, Yu Chang, em 1643, Zhang
Lu, em 1695, Yu Tianchi, em 1727, e Zhang Yan, em 1741.

Na regido da Circassia, no norte do Caucaso, a variolizagéo era também uma
pratica ha muito tempo conhecida e, no século XVII, chegou a Istambul, Turquia, através
da entrada de mulheres circassianas que eram requisitadas pelos sultdes para fazerem
parte de seus haréns. Essas mulheres tinham o costume de fazer a variolizacdo em seus
filhos pequenos para imunizé-los e esse procedimento, aos poucos, foi sendo copiado
pela comunidade médica turca e a sociedade local. Interessante notar que a variolizagéo
chegou até a Asia Central vindo do antigo império chinés, através da rota da seda, que
foi utilizada entre o século Il aC e o século XVI.

Um explorador inglés da Abissinia (Etiépia) chamado Nathaniel Pearce, em 1831,
relatou que a variolizagao era historicamente conhecida e praticada pelos povos Amhara
e Tigray que habitavam aquela regido africana. Além disso, desde o século XVIII, se
conhecia que o povo Ga-Adangbe de Accra, em Gana, também praticava ha muitos
anos essa forma de imunizacéo.

Na Europa, o conhecimento sobre a variolizagdo chegou a partir da publicagdo, na
Philosophical Transactionas of the Royal Society, de um relatorio que continha informa-
cOes sobre o assunto, pelo médico inglés John Woodward, em 1714, e que fora enviado
a ele por dois médicos otomanos de origem grega e italiana, Emmanuel Timonius e
Giacomo Pilarino, que atuavam em Constantinopla. A divulgagéo e a popularizagéo do
método na Inglaterra, contudo, veio através de lady Mary Wortley Montagu, esposa do
embaixador inglés em Istambul que, na juventude, apds perder o irmao e contrair variola,
o que a deixou desfigurada, ao entrar em contato com a variolizagéo na Turquia, decidiu
fazer o procedimento em seus filhos €, no retorno a Inglaterra, em 1721, convenceu os
nobres a também se imunizarem, apds experiéncias bem-sucedidas com prisioneiros
ingleses. O cirurgido e farmacéutico Robert Sutton, ao modificar, em 1767, a metodologia
de preparo dos pacientes para o procedimento, diminuiu o risco e facilitou a aplicagdo
da vacina, o que permitiu que um grande contingente de individuos fosse vacinado, se
transformando, inclusive, num bom negdcio para a familia Sutton.

Até 1750, no entanto, a variolizagdo permaneceu adormecida na Inglaterra e
Europa. Em muitos paises foi recebida com relutancia pelo desconhecimento, religido,
misticismo, folclore e, posteriormente, pelos casos reais de adoecimento e morte de
alguns variolizados. A primeira inoculagdo na Franga foi realizada, em 1754, em uma
crianca de 4 anos. Aos poucos, todavia, a nobreza e a realeza francesas decidiram se
submeter a variolizacdo. Na Austria, a imperatriz Maria Teresa teve seus dois filhos e
as arquiduquesas Teresa e Maria Antonieta, futura rainha da Franga, variolizadas, em
1768. No mesmo ano, a Czarina da Russia, Catarina Il, decidiu se imunizar. A nobreza
alema também aceitou ser imunizada. A pratica da variolizagao se espalhou lentamente
entre as familias reais europeias, geralmente, também seguida da adogéo da pratica
pela populagéo plebeia.

A variolizagdo cresceu em popularidade na Europa ao longo do século XVIII e
muitos médicos se tornaram especialistas, abrindo ambulatérios e enfermarias de ino-
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culagao para aplicar, apoiar e, eventualmente, cuidar daqueles que adoecessem apds
o procedimento, ja que, apesar dos inoculados se tornarem, em geral, temporariamente
sintomaticos, alguns sucumbiam a doencga experimental. Como adquirira grande reper-
cussdo na corte britanica, a técnica acabou chegando as colénias inglesas da América,
em 1721, onde homens brancos e escravizados passaram a ser também submetidos
ao procedimento de imunizag&o. O rei Carlos 1V da Espanha, por sua vez, programou e
financiou uma expedi¢do, denominada de Real Expedig¢ao Filantrépica da Vacina, que
levou a variolizagdo as colbnias espanholas da América, Africa e Asia, entre 1803 e
1806. Efetivamente, a despeito de todas as controvérsias, a variolizagdo produziu uma
queda nos percentuais de mortalidade por onde foi adotada.

Interessante notar que, ja naquela época, era conhecido pelos médicos que duas
formas de variola circulavam entre a populagéo humana, sendo elas, a variola major com
altas taxas de mortalidade e a variola minor com taxas mais reduzidas. Ambas, contudo,
poderiam apresentar febre, mal estar, nduseas, cefaleia, dores musculares e/ ou abdo-
minais, delirio e lesdes cutaneas pustulares nos membros e na face. A inalagédo natural
de particular virais determinava, independentemente do tipo de variola, uma infecgéo
mais grave do que a infecg¢éo induzida, produzida por uma pequena ferida intencional na
pele, por onde as secre¢des purulentas obtidas das pustulas de individuos doentes eram
inoculadas. Aideia empirica da variolizag&do consistia em se inocular o virus (pustulas), de
preferéncia de variola minor, para estimular o organismo a combater a infecgéo. Para tanto,
alguns mecanismos de inoculagéo eram empregados. No oriente, se utilizavam crostas
ressecadas e pulverulentas das pustulas que eram sopradas e insufladas através de um
logo tubo colocado nas narinas dos pacientes. Na Europa e nas col6nias americanas, o
mais comum era esfregar o material das pustulas de um caso leve selecionado (variola
minor), através de um arranh&o entre o polegar e o indicador. Inoculagdes subcutaneas
por escarificagdo eram feitas também com pequena lanceta embebida com material fresco
retirado de lesdes pustulosas maduras. Esse procedimento deveria ser feito em individuo
com boa saude que, invariavelmente, desenvolveria uma variola branda, sem a formagéo
de cicatrizes e baixa mortalidade. Além da condic&o clinica do paciente, o pequeno in6-
culo e o unico ponto de infecgdo eram uma das origens do sucesso desse procedimento.

Nao ha duvidas de que a variolizagao foi uma tentativa positiva de controle da
doenga num periodo onde a medicina era pouco cientifica e fundamentada em teorias
equivocadas pela falta de conhecimento sobre a microbiologia e a fisiopatologia. Em
funcéo das taxas de mortalidade observadas na variolizagao, contudo, muitos médicos
consideravam a pratica arriscada, relativizando, por isso, os resultados positivos. Nesse
momento, surgiu a figura de Eward Jenner com suas observagées e trabalho documental
acerca da variola bovina como um imunizante mais seguro para os pacientes.

Jenner tem suas origens no interior da Inglaterra, onde viveu toda a sua vida. Ele
nasceu em Berkeley, uma localidade proxima a cidade de Gloucester, em 17 de maio
de 1749. Jenner era o oitavo de nove filhos do revendo Stephen Jenner (1702-1754)
e Sarah Jenner (1709-1754). Trés de seus irm&os morreram na infancia e, em 1754,
apo6s a morte do nono e ultimo irméo de Jenner, sua mée e seu pai também faleceram,
ficando o jovem Jenner 6rféao aos 5 anos de idade. Em decorréncia disso, ele foi criado
por suas irmas mais velhas, Mary de 24 anos, Sarah, de 16 anos, e Anne, de 13 anos,
bem como por sua tia Deborah, que assumira o lugar de sua mae.

Em 1757, aos oito anos de idade, ele ingressou na escola primaria Wotton-under-
-Edge, dirigida pelo reverendo Washburn, em Cirencester. Nessa escola, estudou grego,
latim e francés e comecou a se interessar pelas ciéncias naturais e pela pesquisa de
fésseis. Em Cirencester, Jenner fez amizades que o acompanhariam por toda a sua vida,
inclusive em sua carreira médica. No ano de sua entrada nessa escola, a variola eclodiu
no pais e Jenner, como as outras criangas, foi submetido a variolizagéo pelo farmacéutico
local. Nesse procedimento, ele desenvolveu uma doenga grave que quase o vitimou.

Em decorréncia de seu gosto pela natureza e pelo meio ambiente, Jenner decidiu
estudar medicina. No entanto, por ndo possuir muitos recursos para custear sua perma-
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néncia na faculdade de medicina de Oxford, onde seus irmaos mais velhos estudaram,
ao terminar sua formacéao escolar, em 1763, seguiu para uma estagio pratico em Chi-
pping-Sodbury, proximo de Bristol, com o cirurgido John Ludlow. Nos seis anos em que
esteve com Ludlow, ele aprendeu a praticar medicina como médico de familia. Nessa
época, Jenner entrou em contato com a variola bovina que também era transmitida ao
ser humano e parecia conferir um efeito protetivo contra a variola humana.

Apos o periodo de estudo em Chipping-Sodbury, por conselho de Ludlow, Jenner
se transferiu, em 1770, para o Hospital Sant George em Londres, onde foi acolhido pelo
cirurgido John Hunter (1728-1793), um dos maiores cirurgides da Inglaterra, que também
era um respeitado biélogo e naturalista, anatomista e pesquisador. Por dois anos, ele
estudou cirurgia com Hunter e anatomia com seu irmao, William Hunter (1718-1783),
tornando-se especialista em medicina e cirurgia. Essa experiéncia de estudo e trabalho
com J. Hunter estimulou também o grande interesse por ciéncias naturais que Jenner
sempre demonstrou ter. Durante sua curta estada em Londres, ele conseguiu estabele-
cer contatos importantes nessa area como, por exemplo, com Joseph Banks, naturalista
que participou da primeira viagem do capitdo Cook ao redor do mundo, a bordo do navio
Endeavour, trabalhando com ele, a partir de 1771, na classificagdo das muitas espécies
de animais, plantas e minerais coletados na viagem de Cook. Importantes contatos
foram, da mesma forma, estabelecidos na area médica com Henry Cline (1750-1827),
respeitado cirurgido, e Everard Home (1756-1832), cirurgido e eminente anatomista,
ambos futuros presidentes da Royal Society of Surgeons. Préximo do fim de seu estagio,
Hunter ofereceu a Jenner uma posigao no hospital como assistente, por sua habilidade
no magistério e na dissecacao de cadaveres, entretanto, ele decidiu retornar, em 1772,
a Berkeley. Apesar do retorno de Jenner a sua cidade natal, a profunda amizade com
Hunter perdurou até a morte do cirurgido em 1793.

Em Berkeley, ele se associou a seu irmao mais velho para juntos iniciarem a
pratica da cirurgia e, em algumas situagdes, da medicina geral. Além de primariamente
cirurgido, era boticario, produzindo e administrando medicamentos. Associado as suas
atividades, praticava também a variolizagdo. Jenner ainda desempenhava o papel de
consultor médico, sendo frequentemente chamado por colegas para opinar sobre dife-
rentes e complicados casos. Em fungéo de suas atividades, costumava fazer longas e
cansativas viagens a cavalo.

Em concomitancia com sua pratica clinica, Jenner realizou uma séria de estudos e
pesquisas experimentais. Inclusive, por conta disso, em 1775, John Hunter convidou-o
para lecionar histéria natural e anatomia humana comparada, em Londres, o que foi
gentilmente declinado por Jenner, que preferia ser pesquisador, naturalista e exercer a
cirurgia e a medicina no interior do pais.

Dentre suas pesquisas médicas, desenvolveu, em 1783, uma medicagdo emética
e antipirética, denominada tartaro emético. Nesse mesmo ano, também propés um
tratamento para a oftalmia. Em estudos de biopsia de pulmao de pacientes com queixa
de “dor no peito”, concluiu, em uma publicagdo de 1797, que depdsitos de gordura nas
grandes artérias pulmonares tinham algo a ver com o surgimento da angina pectoris.
Com base em dissecacdes, reconheceu a conexdo entre o estreitamento da valvula
mitral e a ocorréncia de doengas cardiacas.

Na biologia, Jenner realizou ensaios sobre genética e transmisséo de caracteristicas
parentais em cruzamentos de cées de diversas racas e desenvolveu pesquisas sobre
especiagdo com o cruzamento de animais de espécies diferentes como, por exemplo,
caes e raposas. Estudou o movimento muscular e o aparelho auditivo dos peixes. Avaliou
o uso do sangue humano como fertilizante de plantas com vistas a aumentar a produgéo
de vegetais de interesse agrondmico, bem como investigou se o esterco animal também
poderia ser empregado como suplemento agricola. Fez também interessantes estudos
sobre o comportamento de aves migratorias e, em particular, investigou detidamente o
comportamento de espécies de cuco, descobrindo que a fémea coloca seus ovos no
ninho de outras aves que tenham ovos de aspectos parecidos para serem por essas
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chocados e que seus filhotes ao eclodirem empurram os ovos ou os filhotes da outra
ave. Ele publicou esse estudo em 1788 e, em decorréncia disso, foi aceito como membro
titular na Royal Society, em 1789.

Na area da engenharia, em 1784, ele ainda construiu e lancou duas vezes balbes
de hidrogénio néo tripulados que, no primeiro voo, conseguiram pousar a uma distancia
de 16 km do ponto de langamento. As pesquisas de Jenner com baldes foram iniciadas na
esteira das demonstragdes publicas de sucesso com esse objeto que estavam ocorrendo
em diversos lugares da Europa, incluindo a Franga e a propria Inglaterra.

Relativamente as suas pesquisas, o estudo da variola e da variolizagéo foi o que
elevou o nome de Edward Jenner a uma posi¢ao de destaque na medicina, colocando-o
no Pateon dos grandes médicos da histéria da humanidade. A pesar da variolizagao,
como pratica de imunizacgdo, ser conhecida, sem nenhuma determinagédo de causa,
desde a antiguidade, a forma como Jenner demonstrou em seus ensaios a capacidade
protetiva dessa pratica, pode ser considerada a primeira prova metddica de imunizagéo
conferida por uma vacina. Na verdade, ele conduziu suas investigagdes a partir de uma
ideia comum entre os camponeses da segunda metade do século XVIII de que individuos
que se ocupavam em ordenhar vacas nédo contraiam a variola humana (mito da leiteira),
mas sim uma doenga com lesdes semelhantes aquelas observadas com frequéncia nas
vacas de produgéo de leite. Essa situagado, contudo, tinha sido constatada pelo préprio
Jenner, ainda quando era um jovem médico, em suas rondas e visitas aos pacientes em
suas casas ou fazendas. Jenner, por isso, catalogou gradualmente evidéncias circuns-
tanciais de uma série de casos que tinham em comum o fato dos pacientes declararem
ja ter tido variola bovina em algum momento de suas vidas, o que parecia, de alguma
forma, torna-los resistentes, quando expostos a variola ou submetidos a variolizagao.

Jenner observou que a variola bovina estava normalmente confinada aos tetos e
ao Ubere dos animais adultos e a boca dos bezerros lactantes e que se caracterizava
pela formagdo de papulas endurecidas e avermelhadas que se transformavam em
vesiculas, havendo, posteriormente, a formagéo de crostas. De forma benigna, essas
mesmas lesdes eram observadas nas maos, nos bragos e antebragos das pessoas que
faziam a ordenha dos animais doentes. Com o conhecimento empirico de que esses
ordenadores pareciam naturalmente imunizados para a variola humana e de acordo com
suas observagdes e experiéncia profissional, Jenner comegou a aventar a possibilidade
de fazer uma inoculagdo com material de lesdo animal.

Ao concluir as pesquisas sobre a transmissao da doenga para humanos e determi-
nar o desenho de estudo do projeto, ele decidiu realizar seu experimento para verificar
sua hipétese. Assim, no dia 14 de maio de 1796, sua investigacao foi levada a termo.
Nesse dia, Jenner, apds examinar as maos de uma ordenadora cujo nome era Sarah
Nelmes e constatar a presenca de lesdes caracteristicas da doenga bovina (adquirida
de uma vaca conhecida como Blossom), coletou e inoculou o material da lesao por duas
escarificagbes pequenas e superficiais no brago de uma crianga de 8 anos chamada
James Philipp, que era filho de seu jardineiro. Por cerca de quase duas semanas, Philipp
se queixou de desconforto axilar e apresentou febre, calafrios, falta de apetite e cefaleia.
Passado esse periodo, todavia, a pequena cicatriz produzida pela infecgéo se fechou,
tornando-se, aos poucos, imperceptivel.

Na consecucao de seus estudos, em 01 de julho do mesmo ano, Jenner inoculou
em Philipp material de lesdo proveniente de um individuo com a doenga humana ativa.
A sintomatologia apresentada pela crianca foi uma leve reagao tipica daqueles indivi-
duos que contraiam natural e previamente a variola animal. Uma segunda inoculagéo
com material de variola humana foi novamente realizada em Philipp que reproduziu os
mesmos resultados iniciais.

Apds esse experimento com Phillip, durante os dois anos seguintes, ndo houve a
ocorréncia de nenhum caso de variola animal, o que fez com que as pesquisas de Jen-
ner tivessem que ser suspensas. No entanto, em 1798, uma nova epizootia da doenga
surgiu em sua regido e ele pdde retomar seus trabalhos investigativos. Jenner, nesse
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retorno, foi anotando meticulosamente os resultados obtidos a partir dos novos individuos
inoculados, inclusive o de seu filho de 11 meses, Robert.

Como tinha um bom material proveniente de suas anotagdes e observagdes, ele
decidiu enviar um artigo, onde fazia uma breve descrigéo e analise de seu experimento, a
Royal Society, em 1798. Contudo, essa instituicdo, na pessoa de seu presidente, Joseph
Banks, rejeitou elegantemente o trabalho, alegando insuficiéncia de dados e alertando
Jenner sobre o perigo de ele cair em desgraga perante a comunidade cientifica inglesa
e mundial por advogar ideias que conflitavam diametralmente com o pensamento aca-
démico vigente, principalmente no que tangia “variolizar” pessoas com material animal.
Apesar dessa negativa, ele decidiu editar um livro de 75 paginas com a descricéo de 22
casos de vacinagdo com a variola bovina. No final desse ano de 1798, publicou, entéo,
o livro intitulado “Uma investigagdo sobre as causas e efeitos da Variolae vaccinae: uma
enfermidade descoberta em alguns dos condados ocidentais da Inglaterra, em particular
Gloucestershire, e conhecida por Variola Bovina”. O livro era composto por trés partes
onde ele discutia a origem da variola como sendo uma doenca de equinos que passava
aos bovinos e poderia ser transmitida a humanos, expunha sua hipétese sobre a variola
bovina proteger frente a variola humana, apresentava uma analise critica sobre a tes-
tagem dessa hipotese e avaliava suas descobertas e uma série de questdes diversas
relacionadas a variola. Nessa oportunidade, Jenner cunhou ainda o termo vacina e
vacinagao como corruptela do nome latino vacca, para nominar o inéculo e o método.
A partir de seus estudos, Jenner concluiu que a vacinagao fornecia imunidade vitalicia
que poderia ser conferida artificialmente, através da inoculagédo brago a brago, e que
a variola bovina em humanos nunca era fatal, causando apenas pustulas localizadas.

Apesar da obra de Jenner ter adquirido uma rapida difusdo, sendo inclusive tradu-
zido em outras linguas, obteve uma aceitagao desigual da classe médica. Alguns grupos
eram entusiastas (pré-vacina), outros eram criticos ferozes (antivacina ou proé-varioliza-
¢a0), questionando a autenticidade do método ou comparando sua eficacia em relagéo
a variolizagao tradicional, os efeitos colaterais e a capacidade protetiva. Entre seus
detratores estavam importantes personalidades da medicina da Inglaterra e da Europa
e o grupo dos inoculares que faziam variolizagdo como um empreendimento comercial.

Na verdade, muitos problemas surgiram, além da oposigao dos médicos e dos
comerciantes de variolizagdo, um deles estava relacionado ao inéculo que poderia ser
contaminado com misturas de material de lesdo humana e animal ou composto por ma-
terial degradado e que, por isso, produziam resultados conflitantes ou ndo esperados no
pés-vacina. Como causa de contaminagdo do material estava o uso da mesma lanceta
para variolizar e vacinar. Em decorréncia disso, Jenner teve que publicar textos comple-
mentares para esclarecer essa situagdo como “Outras observagbes sobre a Variolae
vaccinae”, em 1799, e “Uma continuagdo de fatos e observagbes relativas a Variolae
vaccinae”, em 1800. Somado isso, equivocos de conceito, supersticbes como as que
diziam que os vacinados iriam se “bovinizar” e conteudos publicitarios mal intencionados
(Fake News) conturbaram essa fase inicial da histéria da vacina. Para defender suas
ideias e explicar seu método, Jenner realizou inUmeras viagens a Londres, proferiu
conferéncias e se reuniu com diversas autoridades médicas, académicas e politicas,
bem como o clero, a nobreza e a familia real.

Nesse periodo inicial, a paternidade do método foi também questionada. A posigéo
de Jenner como o primeiro a utilizar a vacinagéao foi contestada sob o argumento de que
a protecao conferida pela variola bovina e a vacinagao ja eram conhecidas ha muito
tempo na india, Pérsia, Andes e nas &reas rurais da Dinamarca, Alemanha e da prépria
Inglaterra. Inclusive, foi recuperada a histéria de um fazendeiro chamado Benjamin Jesty
que, em Yetminster, em 1774, teria vacinado sua mulher e seus filhos. Outras histérias
pregressas de vacinacao realizadas por fazendeiros, professores e religiosos em grupos
limitados ou de familiares foram também lembradas em desfavor de Jenner. No entanto,
ainda que esses fatos sejam anteriores a vacinagao jenneriana, néo foram publicados e
nem razoavelmente explicados no ambito cientifico com fez Jenner.
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Aos poucos, contudo, o método de vacinagao foi ganhando aceitagcéo por parte
da comunidade médica e dos membros da sociedade inglesa e europeia em geral que
se mostravam refratarios, principalmente depois de uma pesquisa de cunho nacional
implementada por Jenner, para produzir provas sobre a resisténcia a variola humana
ou a variolizacdo em individuos que se contaminaram com a variola bovina, e cujos
resultados confirmaram sua teoria. Dessa forma, o uso da vacinagao se espalhou pelos
paises da Europa e suas coldnias na América, Africa e Asia. A vacinacéo, por exemplo,
foi empregada por Napoledo Bonaparte para imunizar suas tropas contra a variola.
Napoleao, inclusive, mesmo estando em guerra com a Inglaterra, concedeu a Jenner
uma medalha como honraria francesa pelos seus feitos na medicina. Campanhas de
vacinagao foram realizadas e, em 1807, cerca de 165.000 pessoas foram imunizadas
na Inglaterra. O valor da vacinagao foi reconhecido publicamente pela propria Inglaterra,
quando o parlamento britdnico concedeu a Jenner a quantia de 10.000 libras, em 1802,
e depois, numa outra oportunidade, em decorréncia da confirmagao de sua eficacia pelo
Royal College of Physicians, foram concedidos mais 20.000 libras, em 1807. Gradual-
mente, a vacinacao foi substituindo a variolizagdo no mundo. Em 1840, ap6és mudancgas
na legislagéo, a variolizagao foi proibida na Inglaterra, o que foi seguido por varias outras
nagdes. Além disso, diversos paises da Europa foram tornando a vacinagdo compulséria
para suas populagdes infantil e adulta, entre eles a Dalmacia (1807), Baviera (1807),
Dinamarca (1810), Hanover (1816), Noruega (1816), Suécia (1816) e Italia (1888).

Em sua vida particular e profissional Jenner era considerado uma pessoa amigavel,
espirituosa, com uma mente investigativa e inovadora e com uma ampla rede de co-
nhecimento interpessoal no mundo médico e cientifico e bons contatos sociais. Sempre
cercado por muitos amigos, ele gostava de recebé-los em sua casa ou encontra-los
em pubs ou restaurantes. Jenner era um homem culto que desenhava, tocava violino
e flauta e escrevia e declamava poesias. Por seu gosto por conversas amenas e pela
troca de ideias, ele ajudou a fundar, na regido rural onde nascera, a Medico-Convivial
Society (Gloucestershire Medical Society) que se caracterizava por ser um ambiente de
discussao sobre assuntos relevantes para a medicina daquele tempo, como a variola e
as doengas cardiacas, e também sobre temas ligados a cultura, arte, musica e filosofia,
tudo isso regado a boa comida e bebida. A Convivio-Medical Society era a outra socie-
dade em que Jenner também participava, mas como membro, e que seguia a mesma
orientagdo da Gloucestershire Medical Society.

Apesar de ter recebido a outorga para desempenhar as fungdes de cirurgido
(1770), a rigor, no inicio de sua carreira, Jenner ndo era meédico. Ele s6 passou a poder
exercer essa atividade, apds a emissado do diploma de medicina pela Universidade de
Sant Andrews da Escécia, em 1792. Alguns anos depois, em 1813, a Universidade de
Oxford também lhe conferiu um outro diploma de médico. Dessa maneira, o prestigio
profissional de Jenner aumentou consideravelmente, no entanto, ele nunca foi aceito
no Royal College of Physcians.

Em 1785, ainda atuando como cirurgido, conseguiu comprar uma casa (The Chantry
Cottage), na cidade de Berkeley pertencente condado de Glocestershire, onde se esta-
beleceu e passou a realizar seus estudos sobre a variola bovina. Nessa casa, na area
do jardim, foi construida, por um de seus amigos, uma cabana que Jenner batizou de
“Templo da Vacina” e que foi utilizada para a aplicagéo de vacinas em individuos pobres
ou com poucos recursos, nada sendo cobrado. Na verdade, Jenner nunca patenteou
seu método, temendo que isso pudesse tornar a vacinagao inacessivel a populagao de
baixa renda.

Em 1788, Jenner, entdo com 39 anos de idade, decidiu se casar com Catherine
Kingscote (1759-1815), uma jovem de 27 anos que conhecera quando fazia experimen-
tos com baldes de hidrogénio. Um de seus baldes caiu em Kingscote Park que era de
propriedade do pai de Catherine. Dessa unido, nasceram seus trés filhos, Edward Robert
Jenner (1789-1810), Catherine Fitzhardinge Jenner (1794-1833) e Robert Fitzhardinge
Jenner (1797-1854). Infelizmente, seu primeiro filho viria a falecer, em 1810, e sua
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esposa, em 1815, ambos de tuberculose. Nessa mesma época, faleceram também de
tuberculose sua irma Mary, em 1810, e sua irma Anne, em 1812.

Em decorréncia de ter contraido tifo e ter tido uma longa convalescenga, transferiu-
-se de Berkeley para uma cidade préxima, conhecida como Cheltenham, onde adquiriu
uma casa, em 1795, passando longas temporadas nessa regido de aguas termais e
minerais, retornando, frequentemente, a Berkeley, para descansar, resolver questdes de
ordem particular e vacinar a populagao local. Em Cheltenham, Jenner teve mais tempo
para organizar e escrever suas experiéncias com a variola animal e a vacinagéo, o que
redundou na testagem de suas hipoteses em 1796.

Mesmo tendo sido muito combatido violentamente por pessoas que néo con-
cordavam com suas ideias, Jenner teve também, ao mesmo tempo, suas qualidades
exortadas, sendo considerado um médico respeitavel e visionario por muitos de seus
contemporaneos. Por seus trabalhos na medicina e na biologia, recebeu mais de 46 titulos
honorificos em diferentes sociedades cientificas e universidades por todo o mundo. Em
1789, Jenner foi eleito membro da prestigiosa Royal Society para a area da zoologia,
com o estudo sobre a ornitologia do Cuco. Em sua homenagem, a familia real britanica
criou a Royal Jennerian Society for Examination of the Small Pox, em 1803. Ele foi no-
meando ainda “médico extraordinario do rei”, em 1821, pelo rei George |V da Inglaterra.

Com a morte de sua esposa, filho e irmas, Jenner foi se sentindo progressivamente
abatido e, aos poucos, foi se afastando da atividade médica e da vida publica, exercendo
apenas a fungéo de juiz de paz, em Berkeley, para a qual tinha sido designado, pela
magistratura local. Associado a essa melancolia crescente, sua saude foi também se
deteriorando. Em 1820, sofreu um pequeno acidente vascular encefalico, que nao dei-
xou sequelas. Entretanto, em uma manhéa de inverno de 1823, apds visitar um paciente
moribundo que era seu amigo, ele sofreu um novo acidente vascular encefalico, sendo
encontrado, por familiares, caido no chéo de sua biblioteca, em Berkeley, com todo o lado
direito paralisado. Infelizmente, nas primeiras horas do dia seguinte, em 26 de janeiro
de 1823, Edward Jenner, em fungdo do acidente cerebral sofrido, veio a falecer, aos 73
anos. Ele foi sepultado no jazigo de sua familia, na Igreja de Santa Maria, de Berkeley,
em 03 de fevereiro de 1823.

Interessante mencionar que, o conceito de vacina empregado atualmente e que
tem um sentido mais amplo do que aquele dos tempos de Jenner, que estava vinculado
apenas a variola, foi proposto por Louis Pasteur. De acordo com Pasteur, esse termo
deveria se referir a todo e qualquer método de imunizagéo artificial, independentemente
do agente microbiano empregado. Assim, durante o Congresso Médico de Londres,
realizado em 1888, ele oficializou sua proposta, que teve grande adeséo da comunidade
cientifica da época, e que até hoje segue sendo aceita.
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INTRODUGCAO

Resumo

A leptospirose é a zoonose de maior distribuigdo geografica, com estimativa de cerca
de 60.000 mortes por ano. A doenga é causada por bactérias do género Leptospira, que
possui mais de 300 diferentes sorovares e 64 espécies ja identificadas, sendo o ambiente a
principal fonte de contaminag&o. A doenga em humanos apresenta manifestagdes clinicas
variadas e carater bifasico, devendo ser confirmada por meio do diagndstico laboratorial.
O objetivo deste trabalho foi reunir conceitos atualizados sobre a leptospirose humana
e as principais técnicas de diagndstico laboratorial empregadas. A MAT é considerada
o padrao-ouro para o diagnostico da leptospirose, mas devido a baixa sensibilidade na
fase inicial da doenga é necessario o emprego de técnicas mais sensiveis neste perio-
do. Baseado em diversos estudos, as metodologias de PCR, ELISA-IgM e teste rapido
apresentaram sensibilidade satisfatéria nos primeiros dias apés o inicio dos sintomas.
Na segunda semana, a MAT apresentou 100% de sensibilidade, mantendo sua alta
especificidade em ambas as fases. No geral, os testes soroldgicos de ELISA-IgM e teste
rapido apresentaram resultados satisfatérios como métodos de diagnéstico precoce,
principalmente tratando-se de locais com pouca infraestrutura, diferente dos laboratérios
de referéncia onde é possivel empregar as técnicas de PCR e MAT.

Palavras-chave
Leptospirose humana; Espiroquetas; Diagnostico Laboratorial

sobretudo em cidades com condigdes inadequadas de
saneamento basico, como esgoto a céu aberto e lixdes, que

Aleptospirose € uma das zoonoses de maior distribui-
¢ao geografica presente em praticamente todo o planeta.
Estima-se que a cada ano ocorram 1,03 milhdo de casos
e 58.900 mortes, o que torna a leptospirose uma das zoo-
noses mais prevalentes no mundo.®" Além disso, dados do
Ministério da Saude mostram que, no Brasil, no periodo de
2007 a 2019, foram registrados 48.670 casos confirmados
de leptospirose humana e 4.287 ébitos, sendo notificada a
maior incidéncia da doenga nas regides Sul e Sudeste.?

A doenca é causada por espiroquetas invasivos per-
tencentes ao género Leptospira, sendo o ambiente conta-
minado a fonte de infecg¢ao indireta para o homem e outros
mamiferos.® A leptospirose humana torna-se epidémica
nas estacdes chuvosas, quando podem ocorrer enchentes,

propiciam a contaminagao da agua com urina de roedores,
principalmente o Rattus norvegicus (ratazanas), que habitam
comumente esses ambientes.®

O diagnéstico da leptospirose baseia-se principalmente
no teste sorolégico pela reagcao de microaglutinagéo, que é
a técnica reconhecida como padrao-ouro pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) e pelo Ministério da Saude, pela
alta sensibilidade e especificidade, porém é limitada a centros
de referéncia. O tratamento € baseado na antibioticoterapia,
a qual apresenta maior eficacia nos primeiros dias apos
inicio dos sintomas.®

A eficacia do tratamento para a leptospirose depende
principalmente do diagndstico precoce da doenga, o que tem
levado a busca por técnicas laboratoriais mais modernas
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que oferegam um resultado rapido e confiavel, permitindo
que a terapia antimicrobiana seja iniciada em tempo habil
para garantir sua eficiéncia.®

OBJETIVO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de reunir
conceitos atualizados sobre a leptospirose humana e as
principais técnicas de diagndstico laboratorial empregadas,
ampliando a compreensao a respeito da doenca e do seu
agente, além de fornecer informagdes importantes sobre a
escolha do melhor método diagndstico levando em consi-
deracéao a caracteristica bifasica da doenga em humanos.

METODOLOGIA

O presente artigo de revisao foi constituido a partir de
pesquisa bibliografica baseada em artigos cientificos con-
tendo os dados mais relevantes para este trabalho. Abusca
foi realizada através da ferramenta de pesquisa PubMed,
utilizando os termos leptospirose, leptospiras, taxonomia,
ambiente, diagndstico laboratorial, PCR, MAT, ELISA-IgM
e teste rapido, contemplando artigos dos ultimos 10 anos,
além de revisdes classicas citadas em diversas publicacoes
em leptospirose.

ETIOLOGIA

O agente etioldgico da leptospirose pertence ao género
Leptospira, que compreende um grupo heterogéneo de espé-
cies patogénicas e saprdfitas. Sao espiroquetas que exibem
uma forma em espiral longa, fina (0,1 a 0,2um de diametro
e 6 a 20um de comprimento) e flexivel, sendo altamente
moveis e apresentando uma ou ambas as extremidades
em forma de gancho.® Sao bactérias aerdbias obrigatorias,
com crescimento fastidioso in vitro, e podem ser cultivadas
em meios liquidos, semissolidos e solidos, sendo o meio
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) o mais
frequentemente utilizado. Atemperatura ideal para o cultivo
situa-se na faixa de 28°C-30°C e o tempo de geragdo em
cultura ou em modelos animais é de 6 a 8 horas.®

As leptospiras apresentam dois flagelos situados no
periplasma que sao responsaveis pela motilidade e com-
postos pelas proteinas FlaA e FlaB.® A bactéria apresenta
uma estrutura de dupla membrana, na qual a membrana
citoplasmatica e a parede de peptideoglicana estéo intima-
mente associadas e envolvidas pela membrana externa.
Nesta estrutura, o lipopolissacarideo (LPS) constitui o
principal antigeno para Leptospira, o qual apresenta uma
baixa toxicidade para células animais, quando comparado
ao LPS das bactérias Gram-negativas.® Isto ocorre porque
0 LPS das leptospiras difere da macromolécula tipicamente
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encontrada nas bactérias Gram-negativas no que diz respeito
as atividades bioldgicas, propriedade que possivelmente esta
relacionada com a estrutura unica do lipidio A do género
Leptospira.”)? Qutras estruturas presentes na membrana
externa sao as lipoproteinas (LipL32, LipL21, LipL41, por
exemplo), proteinas integrais de membrana e sistemas
proteicos de secregdo (T2SS, por exemplo).®

Desde 1907, apds sua descri¢cdo original por Stim-
son, o género Leptospira foi dividido tradicionalmente em
dois grupos: saprdfitas (Leptospira biflexa) e patogénicas
(Leptospira interrogans). O conceito evoluiu e essas duas
espécies foram submetidas a dois esquemas de classifica-
¢ao, um baseado na sorologia, onde o sorovar representa
a unidade taxondmica basica, e outro baseado na analise
do DNA, o qual utiliza a taxonomia molecular para identi-
ficar espécies.® A classificagdo sorolégica baseia-se na
reatividade de antigenos de superficie contra anticorpos
especificos, sendo o LPS o antigeno responsavel pela
diversidade entre os sorovares.® Por essa classificagédo
ja foram identificados mais de 300 sorovares, sendo a
maioria patogénicos, agrupados em quase 30 sorogrupos,
utilizando o Teste de Aglutinacdo Microscopica e o Teste
de Aglutinagao-Absorgao Cruzada.®

Esquemas de classificagdo molecular envolvem estu-
dos em analise filogenética e consideram também o nivel de
patogenicidade de cada espécie: saprdfitas —presentes no
ambiente e ndo causam infecgao; intermediarias — possuem
baixa viruléncia e estao relacionadas a doenca branda;
patogénicas — virulentas e causam infecgdo."® O estudo
mais recente, baseado em sequenciamento de whole-ge-
nome e gendmica comparativa, revelou a existéncia de 64
espécies agrupadas em dois clados principais: saproéfitas
e patogénicas (inclui espécies responsaveis por doenca
em homens e animais e espécies ambientais que ainda
ndo tiveram sua viruléncia elucidada). Estes clados séo
subdivididos em quatro subclados: P1 — Espécies patogé-
nicas; P2 — anteriormente descritas no grupo intermediario;
S1 — 21 espécies anteriormente classificadas no grupo
saprofita; S2 — 05 espécies incapazes de estabelecer o
processo infeccioso em modelos animais, porém exibem
caracteristicas de crescimento in vitro similares as de
espécies patogénicas.("

A grande questédo concernente a taxonomia em Lep-
tospira € que nao ha correlagéo entre as classificacbes
sorolégica e genética, pois alguns sorogrupos incluem
cepas de até seis espécies diferentes, caracterizando a
complexidade deste género bacteriano.!® No entanto, é
possivel identificar um determinado sorovar circulante e
assim contribuir com os dados epidemioldgicos de uma
dada regido, empregando-se tanto os métodos soroldgicos
de referéncia quanto os moleculares, como por exemplo
o PFGE (do inglés, Pulsed Field Gel Electrophoresis).?
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LEPTOSPIRAS E O AMBIENTE

As leptospiras patogénicas colonizam os rins dos reser-
vatorios (varias espécies de mamiferos) e sao eliminadas
através da urina diretamente no ambiente, onde sobrevivem
por longos periodos que podem variar de poucas horas a
varios meses, dependendo da espécie do sorovar e das
caracteristicas da matriz ambiental.®

Os mecanismos que permitem a persisténcia de
leptospiras patogénicas em ambientes aquosos, fora do
hospedeiro, ainda sdo pouco conhecidos. Alguns estudos
demonstraram que o ambiente viscoso favorece a perma-
néncia das leptospiras no solo, tornando-o potencialmente
infectante, e como outras espiroquetas, as leptospiras
podem alterar sua morfologia de acordo com as condi¢des
ambientais, incluindo agregagao celular.® A aderéncia é
uma estratégia de sobrevivéncia bacteriana, caracteristica
do biofilme, representando um importante fator que pode
estar envolvido na persisténcia das leptospiras fora do
hospedeiro.('?

A formagéao de biofilme ja foi identificada (in vitro)
para o género Leptospira, e pode conferir a capacidade de
sobrevivéncia em diversos ambientes, mesmo sob escassez
de nutrientes, tanto para as saprofitas quanto para as pato-
génicas.™ A persisténcia de cepas virulentas no ambiente
(solo ou agua) exerce um papel importante, pois constitui
uma fonte de patégenos potencialmente infectantes naquele
local." Apos as fortes chuvas, as leptospiras virulentas
presentes no solo entram em suspensao, juntamente com

outras particulas, tornando aquele ambiente aquoso uma
fonte de contaminag&o para o homem e os animais.('®

MANIFESTAGOES CLINICAS DA LEPTOSPIROSE

Ainfeccao por bactérias do género Leptospira pode ser
assintomatica ou produzir uma ampla variedade de sinais
e sintomas que se confundem com outras doengas febris.
©® Evidéncias soroldgicas de infecgdo sdo encontradas em
15% a 40% dos individuos que foram expostos, mas nao
desenvolveram a doencga.® Nos casos sintomaticos de
leptospirose, as manifestagdes clinicas variam de leve a
moderada ou grave, podendo ser fatais. Mais de 90% dos
individuos sintomaticos apresentam a forma mais branda
e, geralmente, anictérica, enquanto a forma grave com
ictericia ocorre em 5% a 10% dos pacientes infectados.®

A forma mais severa da doenga, com danos sistémi-
cos que incluem injuria vascular, hepatica, renal, pulmonar
e musculo-esquelética, é conhecida como a Sindrome de
Weil.(® O periodo de incubagéo é de uma a duas semanas,
podendo variar de 2 a 30 dias. Nesses casos, a leptospirose
em humanos apresenta um carater bifasico, mas a distingdo
entre a primeira e a segunda fase nem sempre ¢é tdo evi-
dente. A primeira fase, ou fase de bacteremia, corresponde
a disseminacao das bactérias no sangue e em outros liqui-
dos corporais, com duragao de 4 a 7 dias. A segunda fase,
ou fase imune (Figura 1), inicia-se com o aparecimento de
anticorpos e posterior eliminagdo das bactérias na urina de
forma intermitente, tendo duragao de 10 a 30 dias.("®
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Figura 1. Esquema representando as fases da leptospirose e o emprego das técnicas de diagnéstico laboratorial

mais adequadas. Adaptado de Goarant, 2016.('9
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PATOGENESE

A primeira etapa na patogénese da leptospirose € a
penetracdo através da barreira tecidual, que é facilitada por
abrasdes na pele e pelo contato direto com as mucosas da
conjuntiva ou cavidade oral.”? Nos periodos chuvosos onde
ocorre a imersdo em aguas de enchentes ou até mesmo
nas atividades recreativas aquaticas, o contato com aguas
contaminadas torna-se um fator de risco para infecgéo,
principalmente pela exposigao das mucosas.(”

Atransmissao pode acontecer pelo contato direto com
um hospedeiro infectado, porém € mais comum através
do solo e da agua contaminados com urina de animais
colonizados pelas leptospiras. No entanto, atividades que
envolvem manejo de animais infectados também s&o um
risco de desenvolver a leptospirose.(®

A segunda etapa na patogénese é a disseminagao
através da corrente sanguinea. Apos atravessar a pele,
leptospiras patogénicas seguem pela circulagédo sangui-
nea e persistem nesta via durante a fase de leptospiremia
(bacteremia), diferente de outros espiroquetas patogénicos
como B. burgdorferi e T. pallidum, os quais estabelecem a
infecgdo na pele.?”

Os mecanismos envolvidos na patogénese da lep-
tospirose podem ser relacionados tanto aos efeitos diretos
das leptospiras no hospedeiro, quanto a resposta imune a
infeccdo. Um mecanismo importante de viruléncia é a moti-
lidade, que permite a migracao dessas bactérias através de
meios viscosos, sendo importante no inicio da infecgéo e
na sua disseminacgéo desde o sitio de entrada até os alvos
dentro do hospedeiro.('®

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A leptospirose nao pode ser diagnosticada com base
apenas em fundamentos clinicos devido a variabilidade nas
manifestagdes sintomaticas, as quais se assemelham a
outras enfermidades, o que torna necessaria a confirmagao
por meio do diagnéstico laboratorial.®

Segundo Adler (2010), o critério para considerar um
resultado indicativo de infeccdo recente por Leptospira
spp. € aceito como um titulo 2400 de aglutinacéo de lep-
tospiras na MAT, na presenca de sinais clinicos e histéria
epidemioldgica, ou pelo aumento de quatro vezes no titulo
entre amostras pareadas.®

Nos primeiros dias da doenga, o diagndstico envolve a
detecgao direta de Leptospira spp. em fluidos como sangue
e liquor, pelo cultivo em meio especifico (em geral, utiliza-se
o meio EMJH) ou a detecgao indireta pela técnica da PCR
(do inglés polymerase chain reaction), pois nesta fase inicial
as leptospiras circulam na corrente sanguinea. A partir da
segunda semana, elevam-se os niveis de anticorpos das
classes IgM e IgG (Figura 1), aumentando a sensibilidade
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dos testes soroldgicos, sendo a técnica de aglutinagéo
microscopica (MAT — do inglés Microscopic Aglutination Test)
o método padrao-ouro para investigacao da leptospirose
em humanos e animais.®

1. Cultura

Os principais meios de cultura desenvolvidos para o
género Leptospira séo o Korthof, Fletcher e Ellinghausen-Mc-
Cullough-Johnson-Harris (EMJH), sendo este ultimo o mais
utilizado na rotina de isolamento de leptospiras. Com o intuito
de minimizar a contaminagé&o do cultivo a partir de amostras
clinicas, principalmente nos casos de urina, o antibidtico
5-fluorouracil pode ser empregado na preparagéo dos meios.'®

As leptospiras podem ser recuperadas de amostras
de sangue e liquor, na fase aguda da doenca. No caso de
isolamento a partir de amostras de urina, esta deve ser
coletada na segunda semana apés o inicio dos sintomas.
®) A duragao da excregdo destas bactérias na urina pode
ocorrer por semanas, porém € necessario alcalinizar o pH
da amostra, a fim de garantir a viabilidade das bactérias.”

Os cultivos em meio semissoélido sdo incubados na
faixa de 28°C-30°C, por varias semanas (6 a 13), ao abrigo
da luz, sendo regularmente examinados ao microscopio de
campo escuro para detecgdo do espiroqueta. Este exame
identifica caracteristicas como morfologia e motilidade, de
modo que sdo necessarias outras técnicas para confirmacao
do género bacteriano e para a identificagdo da cepaisolada.®

O isolamento de leptospiras de espécimes clinicos &
a mais forte evidéncia para a confirmagéao do diagndstico e
permite a posterior identificagdo dos sorovares circulantes
em uma determinada regido.” No entanto, a técnica apre-
senta algumas desvantagens, dentre elas o crescimento
fastidioso (dias a semanas) e a complexidade na tipagem,
que pode demorar até meses e atrasar consideravelmente
o diagnostico.® Contudo, a despeito das dificuldades, este
€ o método que melhor contribui para os estudos epidemio-
I6gicos da leptospirose. Outro detalhe importante € que a
técnica de isolamento deve ser empregada antes do inicio
do tratamento com antibiéticos.™

Um estudo realizado por Boonsilp e colaboradores('®
comparou a sensibilidade de detecgao de Leptospira spp.
empregando as técnicas de cultura e PCR. O estudo foi
conduzido com 418 pacientes apresentando doenga febril
aguda a partir de amostras de sangue coletadas em heparina
e EDTA para os métodos de cultura e PCR (deteccéo do
gene rrs, que codifica o RNA ribossomal 16S), respectiva-
mente. As cepas isoladas foram posteriormente sequen-
ciadas para identificacdo da espécie. Do total de amostras
(418), 39 (9%) foram positivas no cultivo e 81 (19%) foram
positivas na PCR (e negativas na cultura). Os resultados
deste estudo demonstraram que ha uma alta taxa de falso
negativo no exame baseado na cultura, comparando-se
com a PCR. Além disso, especula-se que o pré-tratamento
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com antibioticos pode influenciar na baixa sensibilidade do
isolamento por cultivo.

2. PCR (Polymerase chain reaction — reagao em

cadeia da polimerase)

A técnica da PCR tem sido utilizada para a detecgao
de Leptospira spp. a partir de amostras clinicas por muitos
anos, objetivando o diagndstico precoce da leptospirose,
que deve ocorrer na fase aguda da doenga, ou fase de lep-
tospiremia, o que € crucial para que a terapia antimicrobiana
seja administrada de forma eficaz (WHO, 2003). A utilizagdo
de PCR em tempo real tem sido uma ferramenta de grande
importancia para agilizar o diagnostico da leptospirose,
principalmente na fase aguda da doencga.®

Atualmente, as técnicas de amplificacédo de acidos
nucleicos sao usadas a partir de amostras de sangue, urina
e liquor, e ttm como alvo genes especificos tanto para
detecgao do género Leptospira (ex: rrs e secY) quanto para
espécies patogénicas (ex: Ifb1, lipL32, ligAe ligB), de modo
que DNA de outros espiroquetas, como Borrelia spp., por
exemplo, ndo sdo amplificados.?"??

Além da pesquisa em amostras clinicas, o gene lipL32
tem sido utilizado como alvo para detecgao de leptospiras
patogénicas em amostras ambientais, pois durante o isola-
mento, as amostras (agua e solo) coletadas podem carrear
cepas saprofitas, as quais acabam por se multiplicar mais
rapidamente no meio de cultivo e mascarar a presenga das
patogénicas.(™® A deteccao indireta pela técnica molecular
aumenta a sensibilidade do método, uma vez que este gene
esta presente em todas as espécies patogénicas, porém
ausente nas espécies intermediarias e saprofitas.®?®

Os métodos moleculares, embora promissores, depa-
ram-se com a dificuldade de acesso as plataformas, princi-
palmente quando se trata de ambientes remotos ou rurais,
além da exigéncia de alto nivel técnico para tal metodologia.
(19 Qutra limitagéo do diagndstico da leptospirose baseado
em PCR é a incapacidade de identificar tanto a espécie
quanto o sorovar infectante.(” Entretanto, esta informacgao
pode nao ser significativa para o tratamento individual do
paciente, mas € de grande importancia para a vigilancia
epidemioldgica.” A despeito das limitagdes relacionadas
as técnicas moleculares, a demonstragao da presenga de
leptospiras patogénicas ou de seu DNA, em qualquer um
dos fluidos biolégicos mencionados anteriormente, permite
o diagnostico precoce, definitivo e correto da leptospirose.(?

3. Testes sorolégicos

Devido a baixa sensibilidade do isolamento de leptos-
piras em cultura e das dificuldades técnicas encontradas
em alguns laboratdrios para a realizagéo da PCR, a maioria
dos casos de leptospirose é diagnosticada pela sorologia.
Na primeira fase da doenga, 5 a 7 dias apds o inicio dos
sintomas, os anticorpos da classe IgM ja sao detectaveis.
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A partir da segunda semana, ambas as classes IgM e IgG
podem ser detectadas pelas técnicas sorolégicas.®

3.1. Ensaio de Imunoabsorgdo Enzimatica (ELISA,

do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

A complexidade do teste de MAT leva ao emprego de
testes sorolégicos mais simples, que podem ser utilizados
na fase aguda da doenga, permitindo o diagnéstico precoce
da leptospirose. ELISA é uma técnica que tem sido ampla-
mente utilizada no diagndstico da leptospirose, pela detecgao
dos anticorpos da classe IgM, que tem maior importancia
quando se trata de amostras coletadas na fase aguda da
doenga, pois este anticorpo esta presente na primeira fase
da resposta imune.

Existem muitos testes ELISA-IgM comerciais e a maior
parte deles utiliza a espécie Leptospira biflexa (saprofita)
para preparacao de antigeno, pois apresenta reagao cru-
zada com espécies patogénicas através de antigenos de
superficie como o LPS, o que torna possivel a detecgéo de
anticorpos gerados contra uma cepa patogénica na amostra
clinica.® Lipoproteinas recombinantes como a LipL32 ou
LigA também foram desenvolvidas como preparagdo de
antigenos para este teste.®

Além da praticidade e reprodutibilidade, outra vanta-
gem do ELISA é que ndo requer a manutengao de culturas
de antigenos vivos, como na MAT, o que é trabalhoso e de
alto custo, restrito a centros de referéncia. Por outro lado,
uma grande desvantagem desta técnica € que, sozinha,
nao pode assegurar o diagnostico final, sendo necessaria
a confirmagéo pela MAT.®

Um estudo realizado por Rosa e colaboradores ?®
demonstrou a eficacia do teste de ELISA-IgM como teste
rapido para detecgao precoce da doencga, devido a alta
sensibilidade, contribuindo para o melhor prognéstico dos
pacientes e diminuindo a letalidade da doencga. Estes
achados sugerem que, embora ndo apresente a mesma
especificidade do padrao-ouro (MAT), o teste pode ser
utilizado como triagem em locais com pouca infraestrutura,
0 que contribui para o diagnéstico precoce da leptospirose.

3.2. Teste rapido

Qualquer esforgo no desenvolvimento de um novo kit
de diagndstico rapido para leptospirose € valioso e significa-
tivo, pois permite o inicio do tratamento de forma adequada,
oferecendo um bom suporte laboratorial. Os kits de teste
rapido para leptospirose disponiveis no mercado também
se baseiam na detecgao do anticorpo IgM, justificando seu
emprego na fase inicial da doenga.®”

Nabity e colaboradores®® realizaram um estudo para
testar a preciséo do teste rapido DPP (do inglés, Dual Path
Platform), em amostras de casos severos e brandos de
leptospirose. A sensibilidade em amostras de soro parea-
das foi de 100% e 73% para doenca severa e branda,
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respectivamente. Na fase aguda o ensaio alcangou a sen-
sibilidade menor para leptospirose severa e branda (85%
e 64%, respectivamente). A sensibilidade do teste também
foi similar ao ELISA-IgM. Os resultados demonstraram que
o teste DPP apresentou uma performance aceitavel para o
diagndstico da leptospirose severa e pode ser facilmente
implementado em hospitais e postos de saude. Contudo,
a precisao do teste pode ser melhorada para os casos de
doenca branda e no estagio inicial, onde os sintomas séo
confundiveis com outras doengas febris, como dengue e
hepatite, em regides de alta transmissao da leptospirose.
Posteriormente, Nabity e colaboradores®® avaliaram
a precisao do teste rapido DPP através de outro estudo,
partindo de trés tipos de amostra: gota de sangue (dedo),
sangue venoso total em EDTA e soro. Os resultados demons-
traram uma sensibilidade para leptospirose classica de
93% para amostras de gota de sangue e 96% para sangue
venoso total, ambos maiores que para o soro. Concluiram,
entdo, que houve uma boa performance do teste DPP para
amostra coletada de forma mais simples (gota), nos casos
de leptospirose classica, o que demonstra a viabilidade de
utilizacao do teste em pequenas unidades de saude.
Outros testes rapidos disponiveis no mercado também
foram submetidos a avaliagdo de precisdo, como o Lepto-
check-WB e o teste ImmuneMed Leptospira IgM Duo Rapid.
Alia e colaboradores®® testaram amostras de pacientes com
suspeita de leptospirose utilizando esses dois kits. Asensibi-
lidade e especificidade gerais foram 47,37% e 80,65% para o
Leptocheck-WB e 21,05% e 90,32% para o teste ImmuneMed
Leptospira IgM Duo Rapid. Comparando os resultados a partir
de amostras positivas previamente confirmadas na MAT, o
primeiro teste mostrou maior sensibilidade (90,72%) do que
o segundo (40,21%), porém os valores de especificidade
foram similares, sendo 82,89% para o primeiro e 88,89%
para o segundo. Com base nos resultados deste estudo, o
teste Leptocheck-WB foi considerado o mais sensivel para
o rastreamento da leptospirose em ambientes hospitalares.

3.3. Teste de Aglutinagdo Microscdpica

(MAT, do inglés Microscopic Aglutination Test)

O MAT é uma técnica baseada na aglutinagéo antige-
no-anticorpo, sendo o teste de referéncia para o diagndstico
da leptospirose, reconhecido como “padrao-ouro”. Esta
técnica detecta anticorpos de ambas as classes, IgM e IgG,
e determina o titulo de anticorpos, diferenciando infecgéo
recente de contato prévio.®

O principio da técnica é simples e consiste na reagéo
do soro-teste com culturas de leptospiras, observando entdo
a formacéo de aglutinagéo ao microscopio de campo escuro
em duas etapas. Na primeira observa-se apenas a formacgao
de aglutinacao e na segunda etapa, os soros s&o diluidos
serialmente para determinagao do titulo (reciproca da dilui-
¢ao). O ponto final de leitura € aquele em que se observa 50%
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de aglutinacao ou de leptospiras livres, quando comparado
ao controle do antigeno (sem soro). Utiliza-se uma bateria de
antigenos vivos, representantes de 19 diferentes sorovares,
recomendados pela OMS.® Este numero € limitado diante
da diversidade de sorovares ja reconhecidos e pode nao
contemplar um sorovar desconhecido em uma determinada
regido. Por conta disso, a cepa sapréfita Patoc | (L. biflexa)
esta incluida na bateria de antigenos, pois apresenta reagdo
cruzada com varios sorovares patogénicos.®"

O MAT néo tem a capacidade de detectar o sorovar
infectante, uma vez que, dentro de um mesmo sorogrupo,
todos os sorovares pertencentes a ele podem apresentar
titulos similares, caracterizando uma reacao inespecifica
em nivel de sorovar.(” Por esta razdo, a interpretacao da
MAT é complexa, em especial na fase aguda da doenca,
onde ocorre alto grau de reagao cruzada entre diferentes
sorogrupos, o que difere da fase convalescente, onde se
observa relativa especificidade de sorogrupo.”

Outro ponto a ser considerado é a dificuldade de
concluir o diagnoéstico da leptospirose pela MAT na fase
inicial da doenca, principalmente porque, em muitos casos,
€ necessaria a andlise de uma segunda amostra, o que se
torna um desafio, uma vez que a maioria dos pacientes
ambulatoriais néo retorna para segunda coleta.®? Além disso,
os demais testes soroldgicos empregados no diagnéstico
laboratorial da leptospirose devem ser comparados a MAT,
avaliando os critérios de especificidade e sensibilidade.®

Niloofa e colaboradores® conduziram um estudo com
pacientes diagnosticados clinicamente para leptospirose e as
amostras foram submetidas aos testes de MAT, ELISA-IgM
e teste rapido (Leptocheck -WB). Nas amostras coletadas
na fase aguda da doenga, a MAT apresentou especificidade
e sensibilidade de 95,7% e 55,3% respectivamente, com-
parando-se com o resultado da MAT total (fase aguda +
fase convalescente — 100%). O teste rapido e o ELISA-IgM
apresentaram sensibilidade similar, comparando-se com a
MAT na fase aguda, apesar do ELISA-IgM mostrar maior
especificidade (84,5%) que o teste rapido (73,3%). Segundo
0s pesquisadores, os resultados indicaram que o ELISA-
-IgM pode ser superior a MAT durante a fase aguda como
método de diagnodstico precoce, e o teste rapido também
apresentou-se adequado para este propdésito.

Em contrapartida, Araghian e colaboradores® reali-
zaram um estudo mais recente comparando as técnicas de
MAT e ELISA-IgM em amostras de pacientes sintomaticos
com suspeita de leptospirose. Os resultados revelaram
uma sensibilidade de 82,4% no ELISA-IgM, comparado a
sensibilidade de 100% na MAT. Os valores de especificidade
mostraram uma diferenca significativa entre os dois métodos
(MAT — 100%, ELISA-IgM — 78,8%), mantendo a categoria
de padrao de diagndstico para a MAT.

Segundo Philip e colaboradores,®? uma forma de
melhorar a eficiéncia no diagnostico da leptospirose &
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associar outra técnica a MAT, quando se trata de amostras
coletadas na fase aguda. De acordo com os resultados
deste estudo, o emprego da técnica de PCR em conjunto
com a MAT aumentou a eficacia no diagndstico da doenga,
comparando-se com o uso das técnicas individualmente.

CONSIDERAGOES FINAIS

Aleptospirose € uma zoonose de distribuicao mundial,
que pode levar ao 6bito, quando ocorrem manifestagdes
mais severas. Com o intuito de melhorar o prognéstico dos
pacientes e iniciar o tratamento adequado, muitos estudos
tém sido conduzidos para o desenvolvimento de técnicas
mais simples e rapidas, que permitam o diagndstico precoce
e acurado da leptospirose.

Todas as técnicas conhecidas até o momento preci-
sam ser comparadas a MAT, que permanece como o teste
padrao-ouro, reconhecido pela OMS. Contudo, por ser uma
técnica complexa e laboriosa, torna-se inviavel em locais
sem a infra-estrurura dos centros de referéncia.

O emprego de técnicas de diagndstico precoce, quando
ajustadas as diferentes fases da doencga, pode oferecer
bons resultados, permitindo, assim, o inicio da terapia
antimicrobiana dentro do intervalo de tempo em que seja
efetiva, diminuindo, assim, o agravamento dos casos de
leptospirose e possiveis internagdes. Além disso, o conhe-
cimento das técnicas disponiveis e a viabilidade do uso
de cada uma delas, no contexto logistico do laboratério
disponivel para o diagndstico, reflete um melhor manejo
de insumos, equipamentos e mao de obra especializada,
0 que implicara a rapidez e melhoria do diagnéstico bem
como a brevidade do tratamento deste agravo nos casos
positivos, como também a redug¢ado dos indices de 6bitos
por essa enfermidade em nosso pais.

Abstract

Leptospirosis is the most widespread zoonosis, which has a balance of
almost 60,000 deaths per year. Bacteria of Leptospira genus, which has
more than 300 different serovars and 64 species already identified, cause
the disease, being the environment the main source of contamination.
The human disease presents a large set of clinical manifestations,
showing biphasic presentation, the reason why leptospirosis must be
confirmed by laboratory diagnosis. This study aimed to group recent
concepts concerning human leptospirosis and the main diagnosis
techniques employed at the laboratory. MAT is considered the gold
standard for leptospirosis diagnosis, but has low sensitivity on the onset
of disease, leading to the use of techniques with higher sensitivity on
this period. Based on several studies, PCR, ELISA-IgM and rapid test
presented satisfactory sensitivity on the onset of symptoms. In the second
week, MAT showed 100% of sensitivity, maintaining its high specificity
in both phases. In general, the ELISA-IgM and rapid serological tests
showed satisfactory results as methods for early diagnosis, especially in
the case of places with poor infrastructure, different from the reference
laboratories where it is possible to use the PCR and MAT techniques.

Keywords
Human leptospirosis; Spirochaetes; Laboratory Diagnosis
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Bacterial resistance to antimicrobials: a review of the main species involved in infectious

processes
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INTRODUGAO

Resumo

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem existir de maneira intrinseca ou adquirida,
porém em ambos os casos podem dificultar a terapia antimicrobiana preconizada para
tratamento de infecgdes. Este artigo tem como objetivo apresentar estudos recentes sobre
o assunto. Foi realizada uma revisao da literatura sobre resisténcia bacteriana aos antimi-
crobianos, utilizando as bases de dados MEDLINE, LILACS, Scopus e Web of Science.
A busca identificou o total de 16 artigos, que foram publicados entre os anos de 2017 a
2021. A maioria dos artigos sobre Gram-negativos tratou do grupo das enterobactérias,
assim como os de Gram-positivos tratou dos géneros Staphylococcus, Enterococcus e
Streptococcus. Aresisténcia bacteriana foi encontrada em cefalosporinas, carbapenémicos,
quinolonas, aminoglicosideos, entre outros. Em relagdo aos mecanismos de resisténcia,
as B-Lactamases de espectro estendido (ESBL), enterobactérias resistentes aos carbape-
némicos (ERC), Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e Enterococcus
resistentes a vancomicina (VRE) foram relatados e observa-se que a maioria dos trabalhos
corrobora que seu rastreamento visa minimizar a transmissao em instituicdes de saude.

Palavras-chave
Farmacorresisténcia Bacteriana; Infecgdes Bacterianas; Microbiologia

Os mecanismos de resisténcia podem se apresentar
de maneira intrinseca, quando as bactérias ja possuem, em

As infecgdes bacterianas, em todo o mundo, séo res-
ponsaveis pelo uso difundido de medicamentos da categoria
antimicrobiana. Tais bactérias, relacionadas aos diversos
tipos de infecgdes existentes, podem apresentar resisténcia
aos antimicrobianos mais utilizados e, assim, prejudicar na
terapéutica deste processo."

Os microrganismos sao capazes de desenvolver
mecanismos para que os farmacos nao produzam o efeito
desejado. Atualmente, é possivel observar a existéncia de
diferentes espécies bacterianas que produzem efeitos locais
e sistémicos, que tém ampliado seu espectro de resisténcia
com o passar dos anos, como cocos Gram-positivos, bacilos
Gram-negativos, bacilos alcool-acido resistentes (BAAR),
bacilos fermentadores ou ndo de glicose e bactérias de
diversos outros grupos heterogéneos.?*

sua constituicao, informacgdes para apresentar o mecanismo
responsavel pela ineficacia do antimicrobiano, como tam-
bém de maneira adquirida, onde o microrganismo recebe
de outra célula, da mesma espécie ou nao, informacdes
que podem causar esta resisténcia. Esta informagao
recebida pode ser, por exemplo, um fragmento de material
genético, que futuramente expressara uma enzima que
degrade a molécula do farmaco utilizado contra a bactéria
em questdo.®9

Em contrapartida, na célula bacteriana as moléculas
dos antimicrobianos se comportardo de acordo com os
sitios de acao especificos de sua classe, assim como a
propria bactéria agira de acordo com a sensibilidade ou o
tipo de resisténcia que esta apresenta. Essa capacidade é
expressa laboratorialmente através de um perfil fenotipico
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em relacdo aos testes utilizados in vitro, subsidiando a
indicacao terapéutica ou a necessidade de testes com-
plementares.®

Os testes a serem realizados em laboratério podem ter
dois objetivos distintos: detectar a forma como as bactérias
se comportam em relagédo a exposigao aos antimicrobianos
(expressao) ou, entdo, ser testes genéticos que tém como
alvo elementos moleculares que dao origem ao processo de
resisténcia. Nos laboratérios clinicos, os testes de expressao
ainda s&o os mais comuns, como o teste de sensibilidade
aos antimicrobianos (TSA), realizado em quase todos os
laboratdrios de microbiologia no mundo.®'

O objetivo deste artigo € fazer uma revisao na litera-
tura dos ultimos cinco anos sobre as principais bactérias
envolvidas em processos infecciosos, bem como a analise
da resisténcia aos antimicrobianos desses microrganismos.
Tal estudo visa atualizar a comunidade cientifica acerca do
problema de Saude Publica tao persistente que é a resis-
téncia bacteriana e que, até entdo, nao possui solugdes
contundentes para a erradicacao.

METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo da literatura, onde foram
utilizadas as bases de dados: MEDLINE, LILACS, Sco-
pus e Web of Science, com os seguintes Descritores em
Ciéncias da Saude (DECS), bem como suas versdes em
inglés e espanhol: Farmacorresisténcia Bacteriana (Drug
Resistance, Bacterial | Farmacorresistencia Bacteriana),
Infeccdes Bacterianas (Bacterial Infections | Infecciones
Bacterianas) e Microbiologia (Microbiology | Microbiologia).

Os critérios de inclusao utilizados para a selegéo da
amostra foram: artigos publicados na integra, em portugués,
inglés e espanhol, com origem brasileira ou estrangeira com
parceria brasileira; todos os tipos de artigo, independen-
temente do método de pesquisa utilizado, e abranger um
periodo de cinco anos (2017 até 2021), visando a atualidade
dos dados consultados.

Como critérios de exclusao foram considerados: artigos
com duplicidade, acesso restrito ao resumo, publica¢des
sem aderéncia ao objetivo da pesquisa e aqueles que nao
atenderam aos critérios de inclusdo. Apos busca bibliografica
com aplicagao dos filtros, critérios de inclusdo e excluséo,
realizou-se a leitura criteriosa do titulo e resumos, no intuito
de verificar a consonancia com o objeto de estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o refinamento com base nos critérios de inclu-
sao e de exclusao estabelecidos na pesquisa, a base de
dados MEDLINE revelou um maior numero de publicagoes,
com oito (50%) resultados. Em seguida, LILACS com trés
(18,75%) resultados, Web of Science com trés (18,75%)
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publicagbes e Scopus com dois (12,5%) artigos incluidos. A
busca identificou o total de 16 artigos, que foram publicados
entre os anos de 2017 a 2021. Dois foram publicados em
2017 (12,5%), dois em 2018 (12,5%), dez em 2019 (62,5%),
um em 2020 (6,25%) e um em 2021 (6,25%), como pode
ser observado na Tabela 1.

A predominancia de idioma foi o portugués, com 15
publicacdes (93,75%) e um artigo em inglés (6,25%). Quanto
ao tipo de estudo, observa-se que a maioria € composta
por artigos originais com 15 publicacdes (93,75%) e ape-
nas uma reviséo da literatura (6,25%). Das 16 publicacbes
selecionadas, 13 s&o artigos indexados (81,25%) e trés sao
dissertagdes (18,75%).

Ahipotese da redugao drastica de publicagdes a partir
de 2020 é atribuida a pandemia de Covid-19, que chegou ao
nosso pais no inicio de 2020. Foi possivel observar que entre
os anos de 2017-2019 houve um crescimento no niumero
de publicagbes sobre o tema, oferecendo maior subsidio
para estudos futuros. Nota-se uma producéo cientifica
ainda escassa que reflete a necessidade de sensibilizar
pesquisadores para a abordagem do tema, o que pode
vir a favorecer um melhor manejo no tratamento e cura de
infeccdes, visto que a evolugdo das mesmas € muitas vezes
rapida e tem indice de morbimortalidade elevada.

Os antimicrobianos podem ser naturais ou sintéticos.
Sé&o capazes de impedir a multiplicagéo, quando inibem
parte do metabolismo (bacteriostaticos) ou gerar a morte
de bactérias (bactericidas).('*'9 Existem diversas catego-
rias de antimicrobianos que podem, dependendo da sua
estrutura quimica e arranjo molecular, apresentar uma agéao
especifica na célula bacteriana, como, por exemplo, inibigdo
da sintese da parede celular, inibicdo da sintese proteica,
inibicao da sintese dos acidos nucleicos, desorganizacao
da membrana celular, interferéncia no metabolismo celular,
entre outras.(%")

A penicilina foi o primeiro farmaco antimicrobiano
utilizado para o tratamento das infecgbes por Staphylo-
coccus aureus. Em menos de um ano de uso, foi relatado
um gene plasmidial que codifica uma enzima, 3-lactamase,
que destréi o anel B-lactdmico da penicilina, fazendo com
que as moléculas deste antimicrobiano sejam inativadas.
(15 Os B-lactamicos sdo uma classe ampla de antibioticos,
possuem o nucleo B-lactamico em sua estrutura molecular,
como as cefalosporinas, as penicilinas, os carbapenémicos
e 0s monobactamicos.”

Desde entao, conforme foram surgindo novos antimi-
crobianos, as bactérias também comecgaram a expressar
resisténcia, como forma de sobreviver aos ataques farma-
cologicos. Seja pela sua composi¢cao de parede celular,
produgédo de alguma enzima, presenga de proteinas de
transporte ativo ou até mesmo vivendo em comunidades
microbianas, estas bactérias causam infecgbes onde o
tratamento se torna ineficaz, trazendo uma resposta clinica
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inadequada.('"-'® As bactérias resistentes podem apresen-
tar uma gama de expressoes, a fim de ndo sucumbir ao
ataque dos antimicrobianos, como por exemplo alteragées

de permeabilidade, alteracdo no local de acao, bombas
de efluxo, inativagdo enzimatica do antibidtico e formacao
de biofilmes.®

Tabela 1 - Publicagbes de acordo com microrganismos e antimicrobianos estudados, encontrados na literatura no periodo de 2017 a 2021

Autor/Ano

Géneros e espécies

Antimicrobianos utilizados

Duo Filho et al., 2021
Pontes et al., 20208

Rocha et al., 201960
Curto et al., 201902

Atilano Carvalho et al.,
2019%7

Sousa et al., 2019¢9

Pancotto et al., 2019@4

Oliveira et al., 2019%0

Pévoa et al., 20192

Mello, 20198

Boaventura et al.,
201907

Lima, 2019¢"

Mota et al., 201819

Carneiro et al., 2018@3)

Ferreira et al., 2017?®

Silva, 2017@2

Mycobacterium leprae

Enterobactérias, bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores, Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e
Enterococcus sp.

Klebsiella pneumoniae

Enterobactérias, bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores, Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e
Enterococcus sp.

Enterococcus, Pseudomonas, Staphylococcus aureus e
Streptococcus pneumoniae

Klebsiella sp.

Escherichia coli

Enterobactérias, bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores, Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e
Enterococcus sp.

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus sp.,
Enterobacter sp.

Enterobactérias, bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores, Staphylococcus aureus e Enterococcus
sp.

Escherichia coli, Enterobacter sp.

Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli e Enterobacter aerogenes.

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Serratia marcescens, Proteus

mirabilis e Enterobacter sp.

Escherichia coli, Klebsiella sp., Proteus sp.,
Staphylococcus sp. e Pseudomonas sp.

Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa

Rifampicina, dapsona e clofazimina.

Amicacina, ampicilina, ampicilina/sulbactam,
ciprofloxacino, ceftriaxona, cefepime, cefoxitina,
ceftazidima, gentamicina, imipenem, ertapenem,
meropenem, colistina, tigeciclina, entre outros.

Imipenem, meropenem e ertapenem.

Amicacina, ampicilina, amoxicilina/clavulanato,
ciprofloxacino, cefotaxima, cefepime, cefoxitina,
ceftazidima, gentamicina, imipenem, ertapenem,
cotrimoxazol, nitrofurantoina, norfloxacina, entre outros.

Oxacilina, vancomicina, cefepime, amoxicilina/
clavulanato, cefotaxima, ceftazidima.

Amoxicilina, moxicilina/clavulanato, ampicilina,
cefalexina, ceftiofur, meropenem, imipenem, amicacina,
gentamicina, neomicina, enrofloxacina, ciprofloxacina,
marbofloxacina, cloranfenicol, doxiciclina, metronidazol,
nitrofurantoina, sulfonamida/trimetoprima, entre outros;

Amicacina, ampicilina, amoxicilina/clavulanato,
ciprofloxacina, cefotaxima, cefepime, cefoxitina,
ceftazidima, gentamicina, imipenem, ertapenem,
nitrofurantoina, norfloxacina, entre outros;

Amicacina, ampicilina, ciprofloxacina, levofloxacina,
cefepime, cefoxitina, ceftazidima, gentamicina,
imipenem, ertapenem, entre outros.

Acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina,
nitrofurantoina, ceftazidima, gentamicina, imipenem,
ertapenem, entre outros.

Imipenem, meropenem, ertapenem, oxacilina e
vancomicina.

Cefazolina, metronidazol, ciprofloxacino, cefalotina,
cefoxitina.

Imipenem, meropenem, ertapenem, oxacilina, cefepime,
ceftazidima, cefotaxima, amoxicilina/clavulanato.

Amicacina, ampicilina, amoxicilina/clavulanato,
ciprofloxacino, cefotaxima, cefepime, cefoxitina,
ceftazidima, gentamicina, imipenem, ertapenem,
nitrofurantoina, norfloxacina, entre outros;

Acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina,
nitrofurantoina, ceftazidima, gentamicina, imipenem,
ertapenem, entre outros.

Acido nalidixico, amicacina, amoxicilina/clavulanato,
ampicilina, cefalotina, cefazolina, cefepime, ceftriaxona,
ciprofloxacino, gentamicina, nitrofurantoina, norfloxacino,
ofloxacino, sulfametoxazol/trimetoprima, entre outros.

Amicacina, gentamicina, ampicilina/sulbactam,
imipenem, meropenem, ertapenem, polimixina/colistina,
ciprofloxacina, ceftazidima, cefepime e ceftriaxona.
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Isolar, identificar e determinar o perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos dos patdégenos causadores de infec-
¢cOes sao atividades imprescindiveis no cotidiano de um
laboratério de analises clinicas e s&o cruciais na escolha
da terapia antimicrobiana. Os testes de sensibilidade
foram inicialmente confeccionados a partir da metodologia
de Kirby e Bauer, a partir da difusdo em disco, onde se
determina sensibilidade ou resisténcia de bactérias aos
farmacos testados. A interpretacdo destes resultados
consta nos compéndios nacionais e internacionais, junto
as descricdes de técnicas e lista dos antimicrobianos
preconizados.(1.1.13)

Atualmente, em muitos laboratérios sédo utilizados
testes automatizados para diagnéstico bacteriano, principal-
mente em relagéo ao TSA, otimizando o processo analitico
e dando uma resposta rapida a necessidade terapéutica.
(1920 Na maioria dos estudos pesquisados, foram encon-
trados, principalmente, microrganismos Gram-negativos
do grupo das enterobactérias, assim como Gram-positivos
do género Staphylococcus, Enterococcus e Streptococcus,
conforme encontrado nos trabalhos de Lima®®" e de Pontes
e colaboradores.(®

Na presente pesquisa, também foram encontrados
trabalhos com Gram-negativos do grupo dos nao fermen-
tadores de glicose, principalmente com as bactérias do
género Pseudomonas e Acinetobacter, como no estudo
apresentado por Silva.?® Entretanto, ha uma caréncia de
estudos realizados com bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR), sendo encontrado apenas um trabalho, de Duo
Filho e colaboradores,® com Mycobacterium leprae.

Em relagdo aos sitios de onde foram isoladas as
bactérias resistentes, o trato urinario foi presente em mui-
tos estudos, sendo o sitio predominante.('223-26) Qutro sitio
importante para a clinica é o cirurgico, que pode se tornar
um problema e causar efeitos deletérios no pés-proce-
dimento, dependendo das bactérias encontradas e sua
sensibilidade."”

Aresisténcia bacteriana foi encontrada em diferentes
niveis nos estudos incluidos nesta pesquisa, principalmente
contra antimicrobianos emergentes e ja consagrados na
clinica, como o caso das cefalosporinas, carbapenémicos,
quinolonas, aminoglicosideos, entre outros.'® Entre os
mecanismos de resisténcia, podemos salientar a presencga
de B-lactamases de espectro estendido (ESBL), assim como
enterobactérias resistentes aos Carbapenémicos (ERC),
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e
Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE).?72®

Cabe salientar que nao s6 os humanos sao acometi-
dos por infeccbes causadas por bactérias resistentes aos
antimicrobianos, pois observando o estudo realizado por
Souza e colaboradores,® foram encontradas cepas de
Klebsiella pneumoniae com variados perfis de resisténcia
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em animais silvestres e domésticos. As bactérias do género
Klebsiella sao um grande problema em relagao ao desafio de
resisténcia, principalmente em ambito hospitalar. Uma forma
de tentar minimizar este impacto € apontada no estudo de
Rocha e colaboradores,®® que sugere a detecgao precoce
da presencga destas bactérias, inclusive as resistentes aos
carbapenémicos, por meio de teste rapido.

Todas as técnicas laboratoriais, desde as mais con-
vencionais até as mais modernas, fazem parte da rotina
institucional, dependendo da tecnologia e dos recursos
existentes, a fim de conter a disseminacdo de bactérias
multirresistentes. O foco desta contengéo sdo as unidades
de saude, desde os ambulatérios até as unidades de trata-
mento intensivo.(192®

CONSIDERAGOES FINAIS

A resisténcia bacteriana deriva da habilidade da
populagao bacteriana em se adaptar as agressdes sofridas
ao longo da Histéria e junto ao uso inadequado dos anti-
microbianos essas condi¢des podem causar um aumento
significativo da gravidade das infecgbes causadas por
diversas espécies.

E essencial a pesquisa e publicacdo nesta area de
resisténcia, pois auxiliam e norteiam a criacédo e atualiza-
¢ao de compéndios, novas tecnologias e novas condutas
terapéuticas. A reducgao dos estudos no ultimo ano, devido
a paralisagao das atividades de pesquisa no cenario pan-
démico, desde margo de 2020 em nosso pais, afetou
diretamente a produgao cientifica e, consequentemente,
freou o desenvolvimento neste campo. Porém, aos poucos,
devemos voltar ao foco também da resisténcia bacteriana,
a fim de conter e/ou minimizar este tao grave problema de
Saude Publica.

Abstract

Bacterial resistance mechanisms can exist intrinsically or acquired, but
in both cases they can make the antimicrobial therapy recommended for
the treatment of infections difficult. This article aims to present recent
studies on the subject. A literature review on bacterial resistance to
antimicrobials was carried out using the MEDLINE, LILACS, Scopus
and Web of Science databases. The search identified a total of 16
articles, which were published between 2017 and 2021. Most articles
on Gram-negatives dealt with the enterobacteria group, as well as
Gram-positive articles from the Staphylococcus, Enterococcus and
Streptococcus genera. Bacterial resistance was found in cephalosporins,
carbapenems, quinolones, aminoglycosides, among others. Regarding
resistance mechanisms, Extended Spectrum Beta-Lactamases
(ESBL), Carbapenem-Resistant Enterobacteria (ERC), Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and Vancomycin-Resistant
Enterococcus (VRE) have been reported and it is observed that most
works corroborate that its tracking aims to minimize transmission in
health institutions.

Keywords
Bacterial drug resistance; Bacterial Infections; Microbiology
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INTRODUGAO

Resumo

O exame citopatoldgico tem sido utilizado para rastreamento de cancer desde a década
de 1940. O exame apresenta uma variagao grande com relagao a sensibilidade devido a
varios fatores provocados durante o processo da fase pré-analitica. O estudo se baseia
em uma revisao sistematica, onde os autores fizeram uma investigagéo sobre o tema, com
a finalidade de identificar, selecionar, avaliar e sintetizar as evidéncias relevantes disponi-
veis. A busca dos artigos cientificos foi realizada por meio de buscas nas bases de dados
eletronica Literatura Latino-Americana em Ciéncia e Saude (LILACS), Scientific Electronic
Library Online (SCIELO), National Library of Medicine, Estados Unidos (MEDLINE). O
objetivo deste estudo foi levantar os principais pontos da fase pré-analitica que podem
impactar no resultado do exame de citopatologia e identificar os impactos gerados pela
negligéncia do controle de qualidade analitico e as consequéncias geradas. Ao estudar
a fase pré-analitica na citologia oncoética, entende-se a relevancia da qualidade inicial,
para o melhor resultado ao paciente. Todos os sistemas de avaliagdo de desempenho
em laboratdrios de citopatologia coincidem na necessidade de um programa de controle
interno da qualidade perfeitamente estabelecido e executado, podendo obter resultados
mais confiaveis.

Palavras-chave
Controle da Qualidade; Colo do utero; Citopatologia

Estainfecgdo provoca alteragdes celulares que podem
ser identificadas no exame de citologia oncética e séo cura-

O exame Papanicolaou, surgiu a partir dos estudos
de George N. Papanicolaou em 1928, onde estudava as
mudangas provocadas pelos hormonios uterinos e suas
secregdes. Foi na década de 1940, que o exame de colpoci-
topalogia oncética se tornou um dos procedimentos clinicos
mais importantes, tanto pela sua grande aplicabilidade no
diagndstico de doencas, e especialmente na detecgéo de
lesbes cancerosas, quanto pela sua capacidade de detectar
lesdes pré-neoplasicas do colo do utero ainda em fase inicial.
() Segundo estudos, o cancer de colo uterino é a quarta
causa de morte de mulheres por cancer no Brasil. O principal
responsavel é a infecgédo persistente por alguns tipos do
papilomavirus humano. Os tipos HPV-16 e o HPV-18 sao
responsaveis por cerca de 70% dos canceres cervicais.®?

veis na quase totalidade dos casos quando diagnosticados
precocemente. Por isso a importancia da realizacado de
exames periddicos.®*

Além de aspectos relacionados a propria infecgéo
pelo HPV, outros fatores ligados a imunidade, a gené-
tica, comportamento sexual, tabagismo, uso de con-
traceptivos orais sdo considerados fatores de risco
para o desenvolvimento de cancer do colo uterino.®®?"
A citologia oncdtica ou colpocitologia visa analisar as células
de forma individualizada, intervindo na detecgéo de células
anormais, assim como para a prevengao secundaria nos
estagios iniciais do cancer do colo uterino. Atualmente,
a Nomenclatura Brasileira de Citopatologia se classifica
em negativo para malignidade e anormalidades epiteliais
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escamosas, atipias em células escamosas de significado
indeterminado (ASC-US), atipias em células escamosas de
significado indeterminado em que nao é possivel descartar
les&o intraepitelial escamosa de alto grau (ASC-H), leses
intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL), lesbes
intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL), carcinoma
escamoso e anormalidades epiteliais glandulares em adeno-
carcinoma in situ e adenocarcinoma invasor. Para comprovar
a eficiéncia do exame e sua importante aplicagao, ele deve
ser realizado periodicamente, assim como recomendado por
organizagdes nacionais e internacionais de Saude, para as
mulheres que ja tenham iniciado a atividade sexual.®10

A garantia da qualidade do exame se da pela exce-
Iéncia da fase pré-analitica. Uma boa amostra clinica deve
ser: identificada corretamente; ser coletada no local e no
periodo correto; ter a quantidade suficiente para analise e
ser armazenada em recipiente adequado. Todos os proces-
s0s operacionais sao eficazes se forem feitos de maneira
segura, pois as maravilhas tecnolégicas tém criado para os
pacientes uma expectativa de perfeicdo, mas ndo podemos
esquecer que trardo consigo novas formas de erros.("1?

E essencial a coleta de material direto do colo do utero,
para se obter uma amostra adequada, coletando células
do epitélio escamoso e glandular. A presenca das células
endocervicais e metaplasicas sdo consideradas indicado-
res importantes da qualidade da amostra. Quando nao ha
representatividade desses dois tipos de células sugere-se
a inadequabilidade da amostra do local ou auséncia de
células da endocérvice no material coletado.®

O processo de fixagdo do material € uma etapa impor-
tante para a preservagéo da qualidade da amostra. Quando
ha um tempo consideravel entre a coleta e a sua fixagéao,
podem ocorrer mudangas nucleares e citoplasmaticas que
comprometem a coloragdo das células.(*%)

O objetivo deste estudo é levantar os principais pontos
da fase pré-analitica que podem impactar no resultado do
exame de citopatologia e identificar os impactos gerados
pela negligéncia do controle da qualidade analitico e as
consequéncias geradas.

METODOLOGIA

O estudo se baseia em uma revisdo sistematica, onde
os autores fizeram uma investigagdo sobre o tema com a
finalidade de identificar, selecionar, avaliar e sintetizar as
evidéncias relevantes disponiveis. A busca de artigos cien-
tificos foi realizada por meio de buscas nas bases de dados
eletrnicas Literatura Latino-Americana em Ciéncia e Saude
(LILACS), Scientific Electronic Library Online (SCIELO),
National Library of Medicine, (MEDLINE).

Para tanto, foram aplicados como Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) os seguintes: fase pré-analitica,
colpocitologia, gestao da qualidade, erros pré-analiticos.

RBAC. 2021;53(3):224-227

DESENVOLVIMENTO

Coloragdo de Papanicolaou

O procedimento de coloragao de Papanicolaou baseia-
-se no conjunto de ac¢des dos corantes: o corante basico
(Hematoxilina), o corante acido (Orange G) e o corante
policromatico (EA-65). Neste método ocorrem etapas de
hidratacao, coloracao e desidratacdo da lamina, a fim de
evidenciar variabilidade na morfologia, nos graus de matu-
ridade e de atividade metabdlica da célula.®

Uma simples variagdo, como a composigao quimica da
agua corrente, pH da amostra e numero de Iaminas coradas
por um mesmo lote, pode contaminar ou afetar o equilibrio
entre as diferentes tonalidades de cores produzidas pelos
corantes. Para evitar a contaminacao dos corantes utiliza-
dos nesta etapa, € indispensavel passar por um controle
da qualidade diario, que pode ser monitorado por meio da
analise microscopica. Estas medidas de agbes preventivas
devem ser registradas e implementadas, a fim de aprimorar
a qualidade da técnica.(%1®

Os esfregacos corados devem ser montados de forma
efetiva, utilizando-se um meio de montagem que permite
a ligagao entre lamina e laminula. O meio de montagem
age como um selador, protegendo contra o desbotamento
do corante e manutengédo da amostra. Assim, a montagem
com laminula é uma técnica obrigatéria, pois proporciona
melhor visualizagéo das células, preservando as estruturas
contra danificagdo mecanica e artefatos de secagem ao ar.
Porém, alguns laboratérios de citopatologia adotam o verniz
como método de montagem por apresentar baixo custo e
simplicidade. Por outro lado, sua desvantagem seria, nos
processos de remontagem/recoloragédo, a de que muitas
vezes pode impossibilitar a releitura das laminas. Portanto,
uma lamina bem preparada € primordial para a analise e,
consequentemente, para discussao futura dos resultados.®

Além disso, a auséncia de laminula impulsiona a
perda da coloragdo celular, resultando na diminuigao da
qualidade durante o periodo de arquivamento. Para obter-se
uma boa qualidade no processo de montagem da lamina
citologica, deve-se evitar excesso de meio de montagem e
aparecimento de eventuais bolhas que prejudicam a analise
citolégica. Por fim, a lamina com a laminula aderida deve
cobrir toda a superficie do esfregaco para sua secagem
adequada.("”

Critério de aceitagao e rejeicdo da amostra

Os critérios de rejeicao da amostra se referem aqueles
casos com dados ilegiveis na identificagdo da amostra;
falta de identificagdo ou identificagdo incorreta da amostra;
auséncia de dados referentes a anamnese e ao exame cli-
nico; auséncia de identificagcao do profissional responsavel
pela coleta e registro no respectivo conselho de classe;
auséncia do nome do Servigo de Saude responsavel pela
coleta; divergéncia entre as informacdes da requisicéo e da
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lamina; laminas quebradas; material sem fixagéo prévia; uso
de fixador inadequado e quantidade ineficiente de fixador.("

Arejeicao da amostra ocorre na triagem do laboratdrio.
Esta acado deve ser comunicada a unidade que fez a coleta
da amostra para realizar nova coleta. Isto sera fundamental
para que se possa realizar agdes de melhoria.

O relato da rejeigdo da amostra é um procedimento
fundamental e deve ser ressaltado ainda que a rejeigédo de
um material significa um gasto sem resultado e que todo
o esforco da mulher para realizar o exame foi perdido.(®

Controle da qualidade e educagéo continuada

O laboratério deve ter critério padronizado de controle
da qualidade interno em todas as fases do processo de rea-
lizagcdo do exame: recepgao, coleta, transporte da amostra,
técnica de coloragdo, analise e emissdo de laudo.("" 16

A qualidade do esfregaco citoldgico esta diretamente
relacionada ao desempenho dos recursos humanos envol-
vidos. Assim, é de suma importancia a participagao dos pro-
fissionais da salde em cursos de capacitagao, qualificagdo
e em programas de educagao continuada, para garantia da
boa qualidade dos exames citolégicos.”

Um dos fatores que também podem prejudicar o
resultado do exame ¢ a falta de preenchimento ou preenchi-
mento incompleto das fichas de requisicéo. As justificativas
para esta falta de informacdes na ficha foi a sobrecarga do
profissional e a falta de informagao sobre a importancia
desta. A proposta de melhoria seria oferecer aprimoramento,
educacgao continuada e conscientizagdo dos profissionais
envolvidos nesta fase pré-analitica, o que pode melhorar
a qualidade do resultado do exame. (1929

Amostragem

Erros de coleta podem variar de 20% a 68%, oca-
sionado altos indices de resultados falsos negativos. Este
procedimento depende da habilidade dos profissionais que
efetuam a coleta para obter amostras satisfatorias.?'22

Um outro fator muito importante é informar a paciente
sobre as normas de procedimento para coleta do exame
citopatoldgico, como estar fora do periodo menstrual, abs-
tinéncia sexual de pelo menos 48 horas e nao ter feito uso
de cremes vaginais. As informagdes clinicas, como data
da ultima menstruagéo, uso de contraceptivo, reposigéo
hormonal, antecedentes de radio e/ou quimioterapia, his-
terectomia, também ajudam bastante o citologista na hora
da analise.("

Os casos com a informagao de amostras de mulheres
que realizaram histerectomia, pds-radioterapia ou pés-qui-
mioterapia apresentaram altas taxas de diagndstico insatis-
fatério com a justificativa de baixa celularidade escamosa.®

Para esta situacdo de amostras insatisfatérias o con-
senso da Sociedade Americana para Colposcopia e Patologia
Cervical (ASCCP) recomenda a colposcopia para mulher
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que apresentou dois resultados insatisfatérios consecutivos.
E para mulheres com idade igual ou superior a 30 anos,
o teste HR-HPV é recomendado nos casos de citologia
negativa com auséncia da zona de transformag&o. ¥

Importancia da fase pré-analitica

A fase pré-analitica € um componente importante no
processo de operagdes laboratoriais, porque existem diver-
sos fatores que afetam o resultado do paciente.

Esta fase compreende desde o preenchimento da
requisicdo do exame até a andlise do esfregaco. Nesta
fase, dois estagios podem ser analisados, um externo e
outro interlaboratorial. A unidade coletora tem um papel
bastante importante, pois depende da amostra coletada
do local correto. O indicador para esta etapa seria a amos-
tragem com representatividade das células representativas
da jungdo escamo-colunar.(®

Varios estudos tém demonstrado que a adequabilidade
da amostra nao esta presente em grande parte das amostras.
Cerca de 40,73% dos esfregagos nao tém representagao
da jungao escamo-colunar, o que poderia ser um fator que
pode comprometer a qualidade do exame, levando a um
resultado falso negativo.(192%

O erro interlaboratorial ocorre quando a triagem néo foi
bem realizada. As vezes, a grande quantidade de amostras
para serem triadas pode levar a falhas neste processo. Para
minimizar estas falhas € necessario que haja um treinamento
e um acompanhamento destes profissionais. O acompanha-
mento da qualidade das amostras pode ser realizado por
indicadores de qualidade. As variagdes na sensibilidade e
especificidade sdo observadas por diversos fatores cuja
mensuragao muitas vezes € dificil, pois alguns sao revelados
na fase analitica e outros ndo serdo evidentes.®)

As condi¢des inadequadas de trabalho, qualidade das
amostras e o preenchimento da ficha de requisigéo incom-
pleta, com falta de informagdes clinicas pode comprometer
a qualidade do exame citopatolégco. (2"

CONSIDERAGOES FINAIS

Ao estudar a fase pré-analitica na citologia oncdtica,
entende-se a relevancia da qualidade inicial, que é de
extrema importancia para o resultado final. Todos os sistemas
de avaliagdo de desempenho em laboratérios de citopato-
logia devem preservar a necessidade de um programa de
controle interno da qualidade perfeitamente estabelecido
e executado. Os treinamentos e educagdo continuada
sdo medidas necessarias para minimizar os erros na fase
pré-analitica. Além destas acbes com os profissionais que
ja estao atuando ndo podemos esquecer que as unidades
de coleta apresentam uma grande rotatividade desses pro-
fissionais. E toda vez que houver mudancas nos protocolos
todos deverao passar por um treinamento.
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Abstract

The cytopathological exam has been used for cancer screening since
the 1940s. The exam has a wide variation in sensitivity due to several
factors caused during the process of the pre-analytical phase. The
study is based on a systematic review, where the authors conducted
an investigation on the topic, with the purpose of identifying, selecting,
evaluating and synthesizing the relevant evidence available. The
search for scientific articles was carried out by searching the electronic
databases Latin American Literature on Science and Health (LILACS),
Scientific Electronic Library Online (SCIELO), National Library of
Medicine, States States (MEDLINE). The objective of this study was
to raise the main points of the pre-analytical phase that can impact the
result of the cytopathology exam and to identify the impacts generated
by the neglect of the analytical quality control and the consequences
generated. When studying the pre-analytical phase in oncotic cytology,
the relevance of the initial quality is understood, for the best result
to the patient. All performance evaluation systems in cytopathology
laboratories coincide with the need for a perfectly established and
executed internal quality control program, which can obtain more
reliable results.
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Quality Control; Cervix Uteri; Citopathology
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Artigo de Revisao/Review

Expressao imuno-histoquimica dos biomarcadores p16 e Ki-67 na

lesao intraepitelial cervical de alto grau: revisao de estudos

Immunohistochemical expression of biomarkers p16 and Ki-67 in high-grade cervical
intraepithelial lesion: review of studies

Cesar Augusto Ferreira de Melo’
Maria Lucia Utagawa?

INTRODUGAO

Resumo

O cancer do colo do Utero é o quarto tumor mais comum entre mulheres no mundo e o
terceiro no Brasil. A detecgao precoce e a identificacdo das lesdes cervicais sdo essen-
ciais no rastreamento do cancer cervical. Nos ultimos anos, varios marcadores tém sido
apresentados como possiveis candidatos para a triagem eficiente de exames citolégicos
com anormalidades das células epiteliais. O objetivo deste trabalho é analisar a correlagéo
com a expressao imuno-histoquimica dos biomarcadores p16 e Ki-67 com lesé&o intraepi-
telial cervical de alto grau na detecgéo molecular DNA/HPV de alto risco. A metodologia
de pesquisa empregada € uma revisao sistematica, realizada por meio de buscas nas
bases de dados eletronica Literatura Latino-Americana em Ciéncia e Saude (LILACS),
Scientific Electronic Library Online (SCIELO), National Library of Medicine (MEDLINE) de
artigos publicados no periodo de 2005 a 2019 nos idiomas portugués, inglés e espanhol.
Concluiu-se que o uso das proteinas p16 e Ki67 auxilia na identificagdo das mudangas que
acontecem durante a progressao da leséo cervical, aprimorando os métodos de rastreio
atuais. O gene p53, a pRb e ciclinas também tém um papel critico na carcinogénese e,
desta maneira, também tém sido indicados para entrar nos painéis de estudo.

Palavras-chave )
Neoplasia Intraepitelial Cervical; Neoplasias do Colo do Utero; Biomarcadores; Infecgdes
por Papillomavirus

O desenvolvimento do cancer do colo uterino é resul-
tado da progressao de lesdes precursoras. A maioria das

O céancer do colo do utero é o quarto tumor mais comum
entre mulheres no mundo e o terceiro no Brasil, atingindo
predominantemente populagdes de baixa renda, sendo que
o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer
cervical é ainfecgao persistente pelo Papilomavirus humano
de alto risco (HR-HPV) oncogénico.("?

A histéria natural do desenvolvimento do cancer do colo
uterino esta intimamente associada a infecgao persistente
pelo Papilomavirus humano (HPV) dos tipos carcinogénicos,
a qual representa a infecgao sexualmente transmissivel mais
prevalente no mundo. Habitualmente, a infecgédo pelo HPV
ocorre mais frequentemente entre mulheres jovens, com vida
sexual ativa, multiplos parceiros sexuais e possui pico de
incidéncia poucos anos apés o inicio da atividade sexual.®#

neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC), especialmente
as de grau 1, tende a regredir naturalmente, porém temos
lesdes que podem progredir para o cancer ao longo do
tempo. O surgimento das NIC ocorre geralmente em
mulheres jovens, em torno dos 30 anos, porém tém uma
progressao lenta, podendo levar anos para chegar até a
doenca invasiva.®

Portanto, mulheres mais velhas tém um risco maior
de apresentar o cancer de colo uterino. O longo intervalo
entre a lesdo precursora e o surgimento do cancer permite
o rastreamento e prevengao dessa doenga. Varios estudos
ja tém demonstrado que o principal fator para o desenvol-
vimento das NIC e do cancer do colo uterino é a infecgdo
persistente pelos tipos oncogénicos do HPV.®
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O HPV pertence a familia Papillomaviridae, género
Papillomavirus. Sao virus nao envelopados e com DNA de
dupla fita circular e cerca de 8.000 pares de bases. Mais
de 200 tipos de HPV ja foram identificados e cerca de 40
tipos infectam o trato genital feminino.®

A detecgao precoce e a identificagcao das lesdes cer-
vicais sado os objetivos centrais do rastreamento do cancer
cervical e esta fundamentada em trés exames: Citopatologia
ginecoldgica, colposcopia e biopsia. Abidpsia é considerada
o “padrao-ouro” para identificagdo das lesées.”

No entanto, dificuldades tém sido relatadas pelos
patologistas no diagnéstico diferencial das NIC com o uso
dessa metodologia, principalmente na transicao de NIC2
para NIC3, o que destaca a necessidade de buscar biomar-
cadores especificos que minimizem a discordancia entre
os analistas, auxiliando na classificacdo das lesdes e na
identificagdo precoce da doenga cervical. Estes biomarca-
dores contribuem para fornecer evidéncias da persisténcia
da infecgdo pelo HPV e da ativagdo de suas proteinas
oncogénicas virais.®

Atualmente os biomarcadores mais estudados sao p16,
ProExC, que atuam no ciclo celular, e 0 Ki-67, um marcador
de proliferagéo celular. A coexpressdo dessas duas molé-
culas sugere uma desregulacéo do ciclo celular mediada
pela infeccdo do HPV de alto risco. Estudos tém mostrado
a importancia da coloragéo dupla p16/Ki-67 na triagem e
rastreamento de cancer cervical e lesdes pré cancerosas.®

Este estudo tem por objetivo analisar a correlagao
com a expressao imuno-histoquimica dos biomarcadores
p16 e Ki-67 com lesao intraepitelial cervical de alto grau na
deteccédo molecular DNA/HPV de alto risco.

METODOLOGIA

Visando alcancgar resposta ao objetivo enunciado,
considerou-se pertinente a realizagado de uma revisao siste-
matica, por permitir a sintese do estado do conhecimento de
um determinado assunto, permitindo a compilagao de varios
estudos publicados em um periodo, o que facilita alcangar
informacgdes conclusivas relevantes. O levantamento biblio-
grafico foi realizado por meio de buscas informatizadas nas
bases de dados eletronica Literatura Latino-Americana em
Ciéncia e Saude (LILACS), Scientific Electronic Library
Online (SCIELO), National Library of Medicine, Estados
Unidos (MEDLINE).

Para tanto, foram aplicados como Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) os seguintes: neoplasia intrae-
pitelial cervical, neoplasia do colo do utero, biomarcadores,
infecgdes por papilomavirus. Os critérios de inclusdo foram:
artigos publicados no periodo de 2005a 2019, a fim de
garantir informacgdes atualizadas, redigidos nos idiomas
portugués, inglés e espanhol; artigos cientificos originais e de
revisao que respondam ao objetivo proposto. E como critérios
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de excluséo foram estipulados os seguintes: auséncia de
resumos nas plataformas de busca online; indisponibilidade
de acesso na integra e demais tipos de publica¢des, como
anais de congressos e editorais.

Para o levantamento dos artigos foram realizadas trés
etapas de leitura minuciosa. Assim, a principio os estudos
que nao atenderam aos critérios de inclusdo foram exclui-
dos. Na primeira leitura, se enfatizou o titulo e o resumo
dos artigos, na segunda leitura, deu-se énfase ao método,
resultados e conclusdes e, por fim, na Ultima etapa, ocorreu
a leitura na integra.

DESENVOLVIMENTO

Nos ultimos anos, os biomarcadores tém sido muito
estudados para colaborar na identificagao de lesdes intrae-
piteliais escamosas de alto grau. Ja ha um consenso que
estes biomarcadores podem ser incorporados na pratica da
histopatologia a fim de aumentar a sensibilidade na detecgéo
de lesao de alto grau em bidpsias.®

Uma série de proteinas tem sido relacionada a meca-
nismos envolvidos na carcinogénese cervical e vem sendo
proposta como possiveis biomarcadores da doenga, dentre
estas destacam-se a proteina supressora de tumor p16/Nk4a
e o marcador de proliferagéo celular Ki-67, p53, pRb.®10

As oncoproteinas criticas do HPV envolvidas no pro-
cesso da carcinogénese sao as oncoproteinas virais E6
e E7. A proteina viral E6 se liga e inativa a proteina p53
e desregula o ciclo celular bloqueando o processo de
apoptose, fazendo com que as células infectadas percam
o controle, proliferando de forma desordenada. A pRb é
desativada pela oncoproteina E7, liberando o E2F ativado
que informa a continuagdo do ciclo celular. Isso induz a
expressao aumentada de p16 que tenta bloquear o ciclo,
mas o feedback ndo funciona, porque a proliferacdo das
células infectadas nao depende da Ciclina D/Cdk4/6, cau-
sando entdo acumulo de p16 na célula.-4

Muitos estudos recentes tém verificado a importancia
e a positividade do imunomarcador da p16 e do p53 nas
NIC. Fonseca et al. (2016), em seus estudos, demonstram
que a expressao imuno-histoquimica de p53 e p16 eviden-
cia fortemente a relagdo de gravidade da infecgdo do HPV
com o desenvolvimento da NIC, mas que ndo podem ser
considerados marcadores capazes de prever a recorréncia
da doenga apds tratamento por conizagdo.® 317

Estudos tem demonstrado que, as células resultantes
de mutagao pela agdo das oncoproteinas virais podem se
multiplicar descontroladamente e levar ao desenvolvimento
de lesbes precursoras do cancer de colo uterino e, dessas,
evoluirem para o cancer.®1?

O antigeno de proliferagéo Ki-67 é expresso durante
as fases G2 e M do ciclo celular e tem demonstrado ser
confiavel para medir a gravidade das lesdes NIC. Além
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disso, sua associagdo com p16 pode melhorar a acuracia
diagndstica das lesdes cervicais e indicar desregulagao do
ciclo celular.('519)

Além do Ki-67, outro marcador que tem sido avaliado
por sua capacidade de medir a fragéo de células em prolife-
racao € a Proteina Nuclear de Proliferagéo Celular (PCNA).
Aexpressao de PCNAtambém esta associada a replicagao
e ao reparo do DNA podendo variar com a gravidade e
progressao da neoplasia cervical.?°2"

Até o momento, a proteina supressora tumoral p16 e o
antigeno de proliferagéo celular Ki-67 sdo os marcadores mais
extensivamente investigados pela maioria das pesquisas.('®

Estudos de Yonamine et al. (2009) concluiram que
0 uso isolado do biomarcador da proteina p16 nao é fator
prognostico de NIC persistente. Entretanto, na dupla colo-
racao, a superexpressao de p16 e expresséao de Ki-67 em
situagdes fisiolégicas sdo independentes e ndo ocorrem
simultaneamente na mesma célula epitelial cervical. Porém,
a coexpressao de p16 / Ki-67 implica desregulagao do ciclo
celular induzido por HR-HPV e a detecgéo da coexpresséo
pode servir como um marcador para prever a transforma-
¢ao celular por HR-HPV e a presenca das lesdes de NIC
de alto grau.?23)

Adupla coloracgéo de p16 / Ki-67 demonstrou uma boa
sensibilidade e especificidade na NIC, a coexpresséao foi
expressa em 86,20% e no carcinoma em 95,23%, enquanto
nos casos de cervicite cronica ndo houve expressao de p16
e Ki-67 em 100%.2%

A forte e difusa expressao citoplasmatica e nuclear
de p16 no colo do utero € predominantemente associada a
infecgé@o por HR-HPV. A superexpressao de p16 é observada
na maioria dos canceres cervicais. O padrdo de imuno-
marcacao de p16 e Ki-67 teve relacdo com as categorias
diagndsticas de NIC realizadas em Hematoxilina-eosina,
tendendo a ser positivo e difuso em mais de 1/3 do epitélio
para p16 e positivo difuso ou multifocal em pelo menos 1/3
do epitélio para Ki-67 nas lesdes de alto grau (NIC 2 e NIC
3) e cancer.?429)

CONCLUSAO

A proposta do estudo foi alcangada, visto que foi
possivel destacar a relevancia dos biomarcadores para
diagndstico de cancer do colo de utero, buscando avaliar
a infecgdo do HPV por meio da expressao desses marca-
dores em dupla coloragdo nos casos onde ha duvidas de
interpretacdo e ajudar no diagndstico e prognodstico das
lesdes intraepiteliais cervicais na deteccao molecular DNA/
HPV de alto risco.®

Ha evidéncias crescentes de que a dupla coloragao
p16/Ki-67 pode ser usada como boa alternativa na triagem
e rastreamento de cancer cervical e lesdes pré-cancerosas,
mostrando alta sensibilidade e especificidade.®?
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O uso das proteinas p16 e Ki67 pode melhorar o
desempenho dos testes de deteccao das lesbes pré-can-
cerosas e auxiliar na identificagdo das mudangas que acon-
tecem durante a progresséao da leséo cervical, aprimorando
os métodos de rastreio atuais.(®

O gene p53 tem sido extensivamente estudado nas
neoplasias, mostrando que pacientes com mutagdoes apre-
sentam pior progndstico. Estudos realizados por Fonseca et
al. (2016) concluiram que a expressao imuno-histoquimica de
p53 e p16 apresentou baixa sensibilidade e baixa especifici-
dade como marcadores capazes de predizer a recorréncia da
NIC de alto grau tratada por conizagao. Contudo, a maioria
dos estudos consegue identificar uma relagéo direta entre o
percentual de positividade da expressao destes marcadores
com a gravidade da doenga. Porém, nao existem duvidas
de que o gene p53 tem um papel critico na carcinogénese.
Desta maneira, os biomarcadores moleculares p53, pRb e
ciclinas também tém sido indicados para entrar nos painéis
de estudo.(1317.1827)

Varios estudos ainda devem ser realizados para
identificar o melhor marcador para determinar o risco de
desenvolvimento da doencga e o prognostico, para o sucesso
do tratamento.

Abstract

Cervical cancer is the fourth most common tumor among women in
the world and the third in Brazil. Early detection and identification of
cervical lesions are essential in screening for cervical cancer. In recent
years, several markers have been presented as possible candidates
for efficient screening of cytological exams with abnormalities of
epithelial cells. The objective of this work is to analyze the correlation
with the immunohistochemical expression of the biomarkers p16 and
ki-67 with high-grade cervical intraepithelial lesion in high-risk DNA /
HPV molecular detection. The research methodology employed is a
systematic review, carried out by searching the electronic databases
Latin American Literature in Science and Health (LILACS), Scientific
Electronic Library Online (SCIELO), National Library of Medicine
(MEDLINE) of published articles from 2005 to 2019 in Portuguese,
English and Spanish. It was concluded that the use of proteins p16 and
Ki67, help to identify the changes that happen during the progression
of the cervical lesion, improving the current screening methods. The
p53 gene, the retinoblastoma protein - pRb and cyclins also plays a
critical role in carcinogenesis and thus, they have also been indicated
to enter the study panels.

Keywords
Cervical Intraepithelial Neoplasm; Uterine Cervical Neoplasms;
Biomarkers; Papillomavirus Infections
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Artigo de Atualizagcao/Update

Avancos e perspectivas no diagnoéstico molecular da leucemia

mieloide aguda: revisao sistematica
Advances and perspectives in the molecular diagnosis of acute myeloid leukemia: systematic

review

Flavia Martins da Silva’
Rogério Reis Conceigédo?

Resumo

Introdugéo: A leucemia mieloide aguda (LMA) é um disturbio clonal maligno geneticamente
heterogéneo do sistema hematopoiético, caracterizado pela proliferagdo descontrolada
de células blasticas anormais e imaturas e produgéo prejudicada de células sanguineas
normais. Objetivo: Apresentar os avangos no diagnostico na leucemia mieloide aguda
através das técnicas de biologia molecular. Metodologia: A pesquisa foi realizada nas
bases de dados eletronicas para artigos cientificos do portal de buscas PubMed, NCBI,
BVSMS, também SciELO. Resultados: Técnicas moleculares, incluindo PCR quantitativo
em tempo real (RT-gPCR), PCR digital e tecnologias baseadas em sequenciamento de
nova geragao, podem ser padronizadas e utilizadas para detectar alteragbes génicas
associadas a LMA. Conclusdo: O avango no diagnoéstico molecular pode ser promissor
no tratamento ideal e personalizado.

Palavras-chave

Células Sanguineas; Leucemia mieloide; Prognostico; Tecnologia

INTRODUGAO

Aleucemia mieloide aguda (LMA) é uma doencga agres-
siva de malignidade hematoldgica caracterizada por anormal
proliferagao e diferenciagéo de células mieloides imaturas."
A LMA é uma das neoplasias mais frequentes, complexas e
heterogéneas. O prognéstico depende muito das anormali-
dades citogenéticas, epigenéticas e moleculares adquiridas.
Apesar dos avangos na compreenséao da biologia da LMA,
as taxas de sobrevida permanecem bastante baixas.?®

Na maioria dos pacientes, os fatores que podem
desencadear LMA ainda sdo desconhecidos, mas a origem
genética esta fortemente associada. Fatores ambientais,
incluindo exposigéo a produtos quimicos, como benzeno,
também podem estar associados a LMA. Pacientes com
histéria de sindromes mielodisplasicas (SMD) ou neoplasias
mieloproliferativas (NMP) e aqueles que receberam radiagéo
e/ou quimioterapia anteriormente também apresentam risco
de desenvolver a doenga.®

Todas as neoplasias mieloides sdo consideradas doen-
¢as clonais decorrentes de células-tronco hematopoiéticas.
A LMA é diagnosticada como uma doenga de apresentacao
aguda com mais 20% da medula 6ssea ou blastos mieloides
circulantes, e os subgrupos como doengas crbnicas. As
sindromes mielodisplasicas sdo consideradas disturbios
pré-leucémicos, caracterizados por hematopoiese ineficaz,
citopenias, frequentemente com anormalidades citogenéticas
clonais detectadas, com menos 20% de blastos de medula
0ssea e uma propensao para progressao secundaria para
LMA (LMA secundaria).®

Existem cerca de 20.000 novos casos de LMA diag-
nosticados a cada ano nos Estados Unidos. Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil a incidéncia
de LMA é desconhecida, uma vez que o INCArelata apenas
dados referentes as leucemias em geral. Os dados corres-
pondem somente ao risco estimado de 5,67 casos novos
a cada 100 mil homens e 4,56 casos novos para cada 100
mil mulheres em 2020.®
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Avancos no diagnostico molecular na LMA

A LMA pode afetar pessoas de todas as idades, mas
€ muito mais comum em adultos mais velhos, com a inci-
déncia maior para aqueles com 65 ou mais anos de idade
sendo 20,1%. A idade média no diagnostico € de 68 anos
e € mais frequentemente diagnosticada entre pessoas com
idade entre 65 e 74 anos. Além disso, a incidéncia é maior
em homens em comparagdo com as mulheres.®

Durante os ultimos anos, houve um grande progresso
na compreensao da patogénese da doencga e no desenvol-
vimento de ensaios diagndsticos e novas terapias. Apesar
dos grandes avangos na identificagdo de marcadores
clinicamente relevantes para o diagndstico, progndstico
e monitoramento da doencga, ainda existem varios fatores
genéticos que precisam ser aprofundados para otimizar o
diagnéstico.™

O diagndstico e a classificagao das neoplasias mieloi-
des foram descritos na classificagéo revisada da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) de neoplasias hematopoiéticas,
publicada em 2008. De acordo com a classificagdo, as
entidades patoldgicas sao definidas por uma combinagao
de caracteristicas clinicas, morfolégicas, imunofenotipicas
e genéticas.® Revisada em 2016, as categorias de LMA
mostraram avangos significativos no panorama genético e
molecular. Os perfis moleculares no diagndstico, remissao
e acompanhamento podem se transformar em um padrao
de atendimento, utilizando perfis mutagénicos, em vez de
testes de um unico gene.”

Ainclusdo sucessiva de novas alteracées moleculares
modificou substancialmente a classificagdo e a compreen-
sdo da LMA na ultima década. Contudo, as tecnologias de
sequenciamento de nova geragdo (NGS) auxiliaram na
acelerada descoberta de novas alteragdes moleculares. O
NGS foi utilizado com sucesso em varios estudos e forneceu
uma visao geral das mutagdes moleculares, bem como da
evolugdo clonal da LMA. O amplo espectro de anormalidades
descobertas por tecnologia de sequenciamento de nova
geracao esta atualmente sob extensa validagéo de seus
valores prognésticos e terapéuticos.

No entanto, esses grandes avangos moleculares no
diagndstico parecem promissores para terapia personali-
zada individualmente para pacientes com uma categoria de
doenga maligna caracterizada por extrema heterogeneidade
molecular, como LMA.®'9 A avaliagdo do perfil genético no

momento do diagndstico, como também na recidiva, € de
extrema importancia. Considerando o aqui exposto, o pre-
sente estudo realizou uma revisao sistematica da literatura
sobre avangos no diagnostico na leucemia mieloide aguda
através das técnicas de biologia molecular.

METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao sistematica da literatura
sobre os avancgos no diagndstico na leucemia mieloide aguda
através das técnicas de biologia molecular. O trabalho foi
realizado no periodo de novembro de 2020 a 2021.

A estratégia de busca para a elaboragdo da reviséo
sistematica foi através do protocolo Prisma utilizando artigos
cientificos do portal de buscas PubMed, NCBI, BVSMS e
também SciELO. A busca foi realizada mediante a consulta
aos seguintes descritores: “leucemia” (leukemia) e “diag-
nostico” (diagnostic), junto de suas combinagdes.

Os artigos inicialmente foram selecionados de acordo
com o titulo e resumo. Em seguida foram aplicados os
critérios de inclusdo e exclusao e, por fim, foi feita a leitura
completa dos artigos selecionados, conforme Figura 1. Como
critério de incluséo, foram selecionados os textos completos,
estudos escritos em inglés, que tivessem abordagem em
diagnostico para leucemia mieloide aguda. Os trabalhos
excluidos foram aqueles que néao tinham relagdo com a
leucemia mieloide aguda ou faziam avaliagao de tratamento
medicamentoso. Apds a leitura dos artigos selecionados,
foram extraidas as informacgdes relevantes que respondiam
ao objetivo da revisao de literatura.

RESULTADOS

Foram identificados 43 artigos na busca inicial feita no
PubMed e nos outros sites. Destes, foram identificados 28
artigos, dos quais foram lidos seus titulos e resumos. Na
primeira leitura foram excluidos 13 trabalhos. Apos leitura
completa dos artigos selecionados, foram selecionados 11
artigos que se adequaram ao estudo de sequenciamento
génico e 4 foram excluidos por ndo focarem o tema. Os
artigos incluidos nesta reviséo sistematica foram publica-
dos no periodo de 2010 a 2021, conforme apresentado
na Figura 2.

" Incluséo e Informagébes
Busca de Selecgdo dos ~
T ar(t}i gos exclusao de relevantes do Prgggrrict)ada
artigo artigo

Figura 1. Fluxograma de atividades.
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Figura 2. Fluxograma do processo de sele¢ao dos estudos.

Os artigos incluidos no Quadro 1 nesta revisao sistema-
tica estao relacionados ao campo do diagnéstico, prognostico
e monitoramento da leucemia mieloide aguda. Os avangos
da biologia molecular como técnicas de sequenciamento de
nova geragédo (NGS), como também técnicas de PCR em
tempo real sdo utilizadas como ferramentas que integram
a avaliagao simultanea de varios genes-alvo em analises
laboratoriais de rotina. A avaliagéo de neoplasias mieloides
com painéis de sequenciamento de nova geragao, mostra
evidéncias de otimizagdo no diagnostico, auxiliando nas
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decisdes terapéuticas e fornecendo melhores informacoes
sobre o prognostico e detecgéo da doencga residual minima.
Os estudos de coorte realizados por Khan et al.,(""Mack
etal.,"”»Schranz et al.,"®Quyang et al.,¥ e Onecha et al.("®
demonstram que a tecnologia da biologia molecular aplicada
e bioinformatica podem fornecer uma avaliagdo mutagénica.
O numero crescente de mutagdes descobertas auxilia no
diagnostico e prognostico com a detecgéo simulténea de
multiplas mutacdes somaticas em dezenas ou centenas de
genes-alvo que estado associados a doengas especificas.
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Quadro 1 - Principais informag¢des dos estudos incluidos.

Referéncias Tipo de estudo Técnica Mutacoes

Khan et al.(" Estudo de coorte PCR RUNX1

Morita et al.1® Ensaio clinico RT-PCR RUNX1

Kantarjian et al.('® Revisao NGS

Mack et al.("? Estudo de coorte NGS FLT3

Liu et al.0” Revisao NGS — RNA - seq Micro RNA
Schranz_et al.("™® Estudo de coorte PCR - NGS FLT3

Ouyang et al.("¥ Estudo de coorte RT-PCR RUNX1-RUNX1T1
Onecha et al.("® Estudo de coorte NGS - PCR NPM1, IDH1/2e/ou FLT3
ZHU et al.?® Ensaio clinico RT-PCR RUNX1/RUNX1T1
Yin et al.@? Ensaio clinico RT-PCR RUNX1-RUNX1T1
Puyan e Alkan (® Revisao NGS

Nos artigos de revisdo de Kantarjian et al.,("® Liu
et al.,('"” e Puyane Alkan"® foi discutida a importancia da
técnica de RT- PCR para detectar a fusdo os genes RUN-
X1-RUNX1T1 e CBFB-MYH11 que séo reconhecidos pela
detecgéo sensivel e permitem a quantificacdo da LMA
residual. O monitoramento de doencga residual minima
(MRD) por meio quantitativo RT-PCR, em pontos de tempos
especificos da doencga, permite identificacdo de pacientes
com alto risco de recidiva. Concomitante, com o método de
PCR, o sequenciamento por analise multivariada mostrou
que o status positivo minimo residual da doenca € um fator
independente associado ao risco de morte. Este método
NGS simplifica e padroniza a avaliagéo da doencga residual
minima, com alta aplicabilidade na leucemia mieloide aguda,
além de ser clinicamente aplicavel no estabelecimento de
um sistema de estratificagdo de risco preciso, para orientar
as decisdes terapéuticas.

DISCUSSAO

Esta revisdo sistematica evidencia que a ferramenta
da biologia molecular contribui para o conhecimento das
variaveis genéticas e clinicas, auxiliando na determinagao
do tratamento e possivel progndstico para pacientes de
leucemia mieloide aguda. Aproximadamente 45% dos
pacientes apresentam cariotipo normal, conforme detectado
pela citogenética convencional durante o diagndstico, mas
mutagcéo somatica pode ser identificada em 97,3% dos
casos. O sequenciamento genético pode identificar varias
mutagdes que carregam informagdes prognosticas, incluindo
mutagdes em FLT3, NPM1, KIT, CEBPA e TET2.(10.121516)

O diagnostico de LMA é baseado principalmente na
identificacéo de 20% ou mais de blastos mieloides na medula
6ssea e/ou sangue periférico. Além disso os mieloblastos,
monoblastos e megacarioblastos sao incluidos na contagem.
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Antes de 2001, o limite para o diagndstico de LMA era de
30% de blastos, que posteriormente foi reconsiderado e
definido para 20%. Contudo a analise citogenética € um
componente importante e obrigatério do diagnéstico de
LMA, que consiste em andlise das alteragbes genéticas,
que envolve o cultivo celular e diferentes técnicas de ban-
damento cromossdmico. Estudos demonstram que, além
de ser uma ferramenta diagndéstica poderosa, os achados
citogenéticos e genéticos moleculares no pré-tratamento é
um dos principais marcadores prognosticos independentes
do tipo LMA e determinam a resposta e o resultado do
tratamento quimioterapico.22-24

O Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico
(FAB) se baseia nas analises citomorfologica e citoquimica,
para classificar a LMA em oito subgrupos. Esta classificagao
de LMAfoi revisada e atualizada pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), Associagao Europeia de Hemotopatolo-
gia e Sociedade de Hematopatologia, classificando a LMA
levando em consideragéo as anormalidades citogenéticas
ou genéticas moleculares.

As alteragdes cromossOmicas sdo encontradas no
diagnoéstico em aproximadamente 50% - 60% dos pacientes
adultos com LMA. As mais comuns sédo t (8; 21), inv (16) ou
t(16; 16),t(15; 17), trissomia do cromossomo 8 e rearranjos
de 11q,?" assim como alteragdes do cromossomo 5 e/ou
cromossomo 7, que sao bastante frequentes na doenga.
No entanto, pesquisas em células leucémicas de pacientes
com LMA tém identificado mutagdes génicas adquiridas
somaticamente com expresséo desregulada de genes bem
como os de microRNAs. Esses estudos demonstram avango
no diagnostico e a heterogeneidade no conhecimento da
patobiologia da LMA.?®

O papel dos microRNAs vem se destancando. Sao
caracterizados por serem moléculas pequenas de RNA de
aproximadamente 22 nucleotideos que se ligam ao 3'-nao

235



Silva FM, Concei¢do RR

traduzido a regiao (3'-UTR) do mRNA alvo que regula nega-
tivamente a expressao do gene alvo no nivel transcricional.
2621 Os miRNAs participam principalmente na patogénese
da LMA através dos cinco seguintes mecanismos: alteragao
do nimero de copias, mudanga no proximidade com a regiao
gendmica oncogénica devido a translocagao cromosso-
mica, alteragdes epigenéticas, alteragdes direcionadas para
regides promotoras de miRNA por fatores de transcrigao
alterados ou oncoproteinas e, finalmente, processamento
alterado de miRNAs.®)

Cada subtipo de LMA parece exibir um miRNA Unico
que o distingue dos outros. Os miRNAs s&o considerados
biomarcadores com ampla presenga em variados tecidos.
Sua sequéncia é altamente conservada com detecgao facil,
estavel e sensivel.?® Pesquisas demonstram que assim
como a descoberta de miRNAs, os RNAs ndo codificantes
(ncRNAs) e RNAs circulares (circRNAs) abrem novas pers-
pectivas para o diagndstico e progndstico, como também
para o tratamento. Os ncRNAs sdo pequenas moléculas
funcionais de RNA que nédo sé&o traduzidas em uma proteina.
(3031 Essas moléculas regulam a transcrigdo e tradugao do
DNA e podem ser descobertas com uso da tecnologia de
RNASeq. Os ncRNAs estao intimamente relacionados a leu-
cemogénese da LMA, e sua descoberta mostra o importante
papel na proliferacao de células leucémicas, diferenciacao
e apoptose; alguns podem ser utilizados como potentes
biomarcadores de progndsticos. 2829

Estudos recentes destacaram o potencial de novas
tecnologias de sequenciamento para descobrir genes de
fusdo associados a LMA. Se a analise citogenética falhar, a
hibridizagao fluorescente in situ € uma opgéao para detectar
rearranjos de genes como RUNX1-RUNX1T1. Ainvestigagéo
diagndstica deve incluir a triagem de mutagdes em NPM1,
CEBPA e RUNXT1, genes que podem definir categorias da
doenga, otimizando o diagnéstico. A hibridizacao fluorescente
in situ € um método que pode ser utilizado para auxiliar
a citogenética, pois detecta alteragbes cromossdmicas,
rearranjos de genes e avalia as células tanto na interfase
quanto na metafase, sendo um método mais sensivel, uma
vez que a citogenética s6 avalia na fase metafase.(1%%2

O desenvolvimento de técnicas de reagéo em cadeia
da polimerase de transcrigao reversa (RT-PCR) para detec-
tar os genes de fusdo RUNX1-RUNX1T1 e CBFB-MYH11
possibilitou a detecgao sensivel e quantificagdo de genes da
LMA. Embora apenas alguns dos marcadores moleculares
recentes tenham sido identificados na pratica clinica atual,
pela técnica de RT-PCR a lista de genes provavelmente sera
expandida nos testes de genes unicos para serem substi-
tuidos por painel de genes ou plataformas simultaneas de
mutacdes genéticas e arranjos genéticos. Portanto, a técnica
de PCR permite identificar genes que estéo relacionados
com as translocagdes. Em cerca de 60% dos adultos jovens,
as células de leucemia sao informativas para um marcador
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molecular que pode ser rastreado por ensaios RT-gPCR
baseados em RNA. A sensibilidade do ensaio depende
da expressao relativa do alvo em blastos leucémicos em
comparagdo com genes de manutengao padrado.@°32

Estudos de Ouyang et al. (2016)" foram realizados
utilizando a técnica RT-PCR quantitativo e citometria de
fluxo multiparametros (CMF) com o objetivo de avaliar a
doenca residual minima (MRD), que permite a identificagéo
daqueles pacientes com alto risco de recidiva. As analises
foram realizadas em 42 pacientes e o monitoramento
da doenga residual minima por RT- gPCR em pontos de
tempos especificos permitem a identificacdo de pacientes
com alto risco de recidiva. Apesar disso, a maioria desses
estudos mostrou que um alto nivel de RT-gPCR no final do
tratamento ou um aumento do nivel de RT-gPCR durante
0 acompanhamento predispdem a recidiva. No entanto, a
imunofenotipagem e a citometria de fluxo multiparametros
(CMF) séao considerados como exames de alta relevancia
no diagnostico para varias desordens hematopoiéticas
linfoproliferativas crénicas, como linfomas nao Hodgkin,
leucemias agudas, crises blasticas, desordens mieloprolife-
rativas cronicas, sendo aplicavel em mais de 90% de todos
os pacientes com LMA, também auxiliando no diagnéstico
da recidiva da doenga.®®

Estudos realizados por Schranz (2018)"¥ analisam as
mutagdes frequentes do gene FLT3 que estdo associadas
a prognostico desfavoravel da LMA. No diagnostico, o FLT-
3-ITD é rotineiramente avaliado por analise de fragmentos
e fornece informagdes do sequenciamento de amplicon de
alto rendimento (HTAS) baseado no cDNA de 250 pacientes
com LMA positivo para FLT3-ITD. O status do FLT3-ITD é
determinado por diagndsticos de rotina, e durante este estudo
foi confirmado por HTAS que 242 dos 250 pacientes (97%)
teriam a mutagédo. O método de HTAS detectou um ndmero
grande de genes mutacionais indicando maior sensibilidade.
Sendo a utilizagao da técnica de sequenciamento viavel para
a deteccao de FLT3-ITD em pacientes com LMA analisando
tanto a sequéncia como a carga mutacional desta alteracao
em um unico ensaio com alta sensibilidade.

CONCLUSAO

O progresso nas descobertas da patogénese molecular
da LMA e aidentificacdo de determinantes genéticos, tanto
para diagndstico como para prognostico, e da resposta ao
tratamento tém sido relevantes, e a tradugéo desses acha-
dos para a tomada de decisao clinica tem aumentado nos
ultimos anos. A disponibilidade do perfil molecular permite
um tratamento direcionado.

As novas tecnologias de sequenciamento para des-
cobrir genes de fusao associados a LMA vém crescendo. A
investigacao diagndstica na triagem de mutagbes génicas
que auxiliam na detecgdo de anormalidades genéticas
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contribui de forma preponderante no progndstico. A tria-
gem mutacional para os genes NPM1, FLT3 e CEBPA tem
mostrado que esses marcadores podem ser utilizados para
avaliar a doenga residual minima (MRD), bem como no
desenvolvimento de novos agentes antileucémicos.

As técnicas moleculares, incluindo PCR quantitativo em
tempo real (RT-gPCR), PCR digital e tecnologias baseadas
em sequenciamento de nova geragédo (NGS), podem ser
padronizadas e utilizadas para detectar alteragcdes genéticas
associadas a LMA, sendo crucial para a decisao de tratamento
ideal e nos direcionando para um tratamento personalizado.

Abstract

Introduction: Acute myeloid leukemia (AML) is a genetically
heterogeneous malignant clonal disorder of the hematopoietic
system, characterized by the uncontrolled proliferation of abnormal
and immature blast cells and impaired production of normal blood
cells. Objective: to present the advances in diagnosis in Acute Myeloid
Leukemia through the techniques of molecular biology. Methodology:
The research was carried out in the electronic databases for scientific
articles of the search portal PubMed, NCBI, BVSMS, also SciELO.
Results: Molecular techniques, including real-time quantitative PCR
(RT-qPCR), digital PCR and technologies based on new generation
sequencing, can be standardized and used to detect AML-associated
gene changes. Conclusion: The advance in molecular diagnosis can
be promising in the ideal and personalized treatment.
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Blood Cells; Myeloid Leukemia; Prognosis; Technology
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Artigo de Atualizagcao/Update

Importancia do diagnéstico precoce da Chlamydia trachomatis
Importance of early diagnosis of Chlamydia trachomatis

Maria Lucia Utagawa’
Ivanna Maria Costa de Araujo?

Resumo

A OMS estima que mais de 1 milhdo de infecgdes sexualmente transmissiveis é adquirido
todos os dias em todo o mundo. Dentre as ISTs, a clamidia é a principal causa da doenca
inflamatéria pélvica e de infertilidade em mulheres em todo o mundo. Para esta pesquisa
foi realizada uma revisao sistematica. O processo de revisao foi realizado através de
uma busca na base de dados eletrénica, como PubMed, Scielo, Google Académico, e
em livros didaticos, utilizando os descritores infertilidade, IST, Chlamydia trachomatis. O
objetivo deste estudo é buscar na literatura estudos que relatam a relagéo da Chlamydia
trachomatis (CT) com problemas de infertilidade e os melhores métodos de diagnodsticos
e custo/beneficio. O estudo concluiu que a CT é uma IST bastante prevalente no mundo
e preocupante devido as complicagdes que muitas vezes séo irreversiveis, como a infer-
tilidade. Dentre os testes existentes no mercado, a PCR e a captura hibrida foram os que
apresentaram melhor sensibilidade e especificidade.

Palavra-chave
Infertilidade; Chlamydia trachomatis; doenga inflamatoria pélvica; DST

INTRODUGAO

A Chlamydia trachomatis (CT) € um bacilo Gram-ne-
gativo, intracelular, obrigatério que tem tropismo por células
epiteliais colunares, conjuntiva, uretra, endoceérvix, endo-
métrio, trompa etc. O risco a esta infecgao do trato genital
feminino esta relacionado a varios fatores, como: inicio
precoce da atividade sexual, a multiplicidade de parceiros
sexuais, nao uso do preservativo nas relagdes sexuais, uso
de contraceptivos hormonais orais por mulheres jovens,
nuliparidade, presencga de ectopia cervical, habito de fumar,
falta de conhecimento sobre as DST.("

Mais de 1 milhdo de infecgbes sexualmente transmis-
siveis (ISTs) é adquirido todos os dias em todo o mundo.
Dentre as ISTs, a clamidia € uma das principais causas da
doenca inflamatéria pélvica (DIP) e infertilidade em mulhe-
res. A CT atinge pessoas de ambos os sexos e independe
da idade, atingindo preferencialmente a fase reprodutiva
das mulheres.®

A infeccdo geralmente se manifesta de forma silen-
ciosa e, como consequéncia desta manifestagao, pode
acarretar a DIP, gestagao ectdpica, endometrite pds-parto,
parto prematuro, conjuntivites e manifestagdes respiratérias
no recém-nascido. Estudos mostram que 70% a 80% das
infecgbes em mulheres sédo assintomaticas e atuam como
reservatoérios.®

Outra manifestacao importante é a infertilidade. Defi-
ne-se infertilidade como a auséncia de gravidez apds 12
meses de relagbes sexuais sem nenhum método de contra-
cepgao. Segundo estudos, alguns fatores estéo relacionados
com a infecgdo por CT, obesidade, sindrome dos ovarios
policisticos, doenga celiaca. A infertilidade afeta de 10% a
15% dos casais nos Estados Unidos e aproximadamente
20% de todas as pessoas no mundo.*®

Estudos tém relatado que a detecgéo precoce de
anti-Chsp60 pode ser usada como marcador diagndstico e
fator preditivo util para C. trachomatis induzida a fertilidade.
Mulheres com infertilidade tubaria secundaria associada a C.
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trachomatis foram mais propensas a ter anti-Chsp60. Dados
sugerem que a detecgao de anticorpos Chsp60 ajudaria
no prognostico precoce de sequelas imunopatologicas em
mulheres infectadas por C. frachomatis e no controle em
um estagio inicial."®

As proteinas de choque térmico (HSP - heat shock
proteins) sao proteinas de estresse existentes em diversos
organismos e estao envolvidas com a sobrevivéncia desses
organismos em condi¢des ambientais adversas. Durante o
desenvolvimento embrionario dos mamiferos as proteinas
de choque térmico exibem vias de expressao especifica. As
HSPs e chaperonas desenvolvem fungdes importantes para
a regulacéo da diferenciacao, divisdo e apoptose celular.
Assim, acredita-se que a presenga de HSPs seja essencial
para a multiplicagao celular.®

A salpingite é considerada a principal causa de infer-
tilidade tubaria e de gravidez ectépica principalmente em
mulheres com infec¢des recorrentes ou apés um longo
periodo de contaminagéao por CT. A infecgéo pela bactéria
nas tubas uterinas da mulher pode provocar o bloqueio ou
a formacao de cicatrizes, tornando dificil ou impossivel a
geragdo de um bebé.(?

No Brasil, os dados existentes na literatura sobre a
infeccdo pela CT sao referentes a amostras pequenas,
geralmente especificas de um servigo ou de um municipio,
carecendo de estudos envolvendo as diferentes regides
do pais.("

Em recente revisdao de medidas de prevengéao para as
DST, publicada pela Forgca Tarefa de Prevencao dos EUA
(US Preventive Services Task Force), foi reforgada a impor-
tancia da introdugao da investigagao da infecgao pela CT
durante o pré-natal de adolescentes e mulheres jovens.('?

O objetivo deste estudo é buscar na literatura estudos
que relatam a relagéo da C. Trachomatis com problemas de
infertilidade e avaliar os melhores métodos de diagndsticos
e custo/beneficio.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho se baseia numa revisao sistematica. O
processo de revisao foi realizado através de uma busca na
base de dados eletrénica, como PubMed, Scielo, Google
Académico e em livros didaticos. Para o levantamento dos
artigos foram realizadas trés etapas de leitura minuciosa.
Assim, a principio o critério de inclusdo foram baseados
nas palavras-chave: infertilidade, IST, doenga inflamatéria
pélvica, Chlamydia trachomatis, métodos diagnésticos. Com
estes critérios foram obtidos artigos cientificos do periodo
de 1999 a 2012.

Aprimeira etapa do estudo foi realizar uma leitura rapida
no titulo e o resumo dos artigos. Os artigos com informacdes
de acordo com a proposta do estudo foram incluidos. Apos
a selegao dos artigos foi realizada a segunda leitura, dando
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énfase ao método, aos resultados e as conclusdes e, por
fim, na ultima etapa, ocorreu a leitura de uma nova selecéo
dos artigos de interesse.

DESENVOLVIMENTO

Prevaléncia e teste diagnéstico

Estudos epidemioldgicos realizados no Brasil, em
grupos populacionais diversos e por metodologias variadas,
mostram uma incidéncia que oscila entre 2,1% e 31,5%.
Pesquisa realizada com diferentes populagées, incluindo
gestantes, trabalhadores de pequenas industrias e pacientes
de clinicas de infecgbes sexualmente transmissiveis, mostrou
que do total de gestantes que realizaram os exames, 9,4%
deram positivo para CT, sendo os grupos etarios de maior
prevaléncia o de 15-19 anos com 15,1% e o segundo com
menores de 15 anos com 14,7% do total de infecgdes. As
gestantes com maior numero de parceiros sexuais tiveram
uma probabilidade de trés vezes maior de adquirir a doenga
que as demais.(314

Nos Estados Unidos e no Canada, a CT é umadas ISTs
de notificagdo, possibilitando obter dados epidemiolégicos
sobre o numero de individuos que apresentam sintomas e
procuraram atendimento médico. No ano de 2018, foram
registrados 1.758.668 casos de infecgao pela CT nos EUA,
dando uma proporgao de 539,9 casos para cada 100 mil
habitantes. Fazendo uma comparacao entre os anos de
2017 e 2018, ha um aumento total de 2,9% no numero de
casos. Com base na analise de adultos recém-infectados
por alguma DST, a OMS estimou que, entre as mulheres, a
infecgédo ocorre mais cedo do que nos homens. Os grupos
de maior prevaléncia por faixa etaria foram em primeiro
lugar os jovens de 15-19 anos e em seguida os adultos de
20-24 anos.®

No Canadd, em 2017, foram notificados 126.322 casos
de CT no pais com uma proporcao de 345,7 casos para
100 mil habitantes. Do ano de 2008 para 2017 houve um
aumento de 39% no numero de casos notificados para esta
IST. Em 2017, 60% dos infectados eram do sexo feminino,
chegando a uma proporgao de 412,8 casos de individuos
do sexo feminino para 100 mil, enquanto para os individuos
do sexo masculino esta proporgéo € 50% menor, chegando
a 279,5 casos para cada 100 mil habitantes.("®

Para diagnéstico da CT, existem testes diretos e
indiretos. Os testes diretos de antigeno e acidos nucleicos
apresentaram maior especificidade e sensibilidade. A cultura
tem sido o padrdo-ouro para o diagnostico de CT. Atécnica
apresenta vantagem e desvantagem; a vantagem é que
ela tem maior especificidade em relagéo aos outros testes
e como desvantagem tem o elevado custo e demora nos
resultados, além de necessidade de cuidados especiais
para manter o microrganismo.(”

As técnicas de biologia molecular: a reagédo em cadeia
da polimerase (PCR) e a captura hibrida sao testes bastante
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sensiveis, com resultados muito semelhantes a cultura para
o diagndstico de uretrite por CT em ambos os sexos e de
cervicite clamidiana nas mulheres. Estas técnicas promovem
a deteccao de sequéncias especificas de nucleotideos da
CT. As duas técnicas apresentam sensibilidade e especifici-
dade semelhantes a cultura. A vantagem da captura hibrida
€ a possibilidade de obter resultados rapidos, e a PCR tem
como desvantagem o custo alto.(®

Dados da literatura tém demonstrado que a prevalén-
cia pode variar, dependendo da populagao estudada e do
método utilizado para o diagndstico. Num estudo envolvendo
3.303 gestantes de seis capitais das cinco regides do pais,
utilizando a técnica de captura hibrida em amostras do
canal cervical, encontrou-se taxa de prevaléncia de 9,4%.("

Nos Estados Unidos, estudo realizado com gestante
pelo teste de PCR obteve uma prevaléncia de 11,4% entre
1.974 gestantes testadas e no Equador encontrou-se uma
prevaléncia de 8,8% de amostras endocervicais positivas,
também testadas pela reagdo em cadeia da polimerase.('?

A pesquisa de antigenos, através de imunofluores-
céncia direta (DFA) possibilita a visualizagéo direta das
estruturas antigénicas da CT. Além disto, a DFA possibilita
avaliar simultaneamente a adequacédo da amostra com
uma sensibilidade em torno de 85% e uma especificidade
de 98% em relagao a cultura quando ambas sao realizadas
em condi¢cbes otimas. As desvantagens do método € a
necessidade de um microscopista treinado e a dificuldade
em se processar muitas amostras.??

Os testes imunoenzimaticos, EIA (Enzyme Immuno
Assay) e ELISA (Enzyme Liked Immunosorbent Assay)
permitem a pesquisa de CT em grande numero de amostras.
Tém menor sensibilidade que a cultura celular e os métodos
de biologia molecular. Um teste de ELISA conjugado com
tecnologia automatizada oferece 6timos resultados.(%'"

Os testes indiretos podem ser com pesquisa de
anticorpos séricos. Sao frequentemente utilizados para o
rastreamento por serem faceis para coleta e realizagao,
mas tém restricdes por apresentarem reacoes cruzadas e
nao serem adequados para pesquisa de infecgao ativa. A
pesquisa de anticorpos anticlamidia tem valor diagnostico
nas infecgdes complicadas, como linfogranuloma venéreo,
tracoma, endometrite, salpingite, periepatite, sindrome de
Reiter e pneumonia. Nao é usada em diagndstico de infec-
¢Oes superficiais, como uretrite e cervicite.(1%17:20

Pesquisa de anticorpos anticlamidia, realizada em Mato
Grosso do Sul, obteve a prevaléncia de 7,3%, enquanto no
Rio Grande do Sul encontrou-se 4,3% de prevaléncia.('¥

Também é possivel se fazer o diagndstico de CT a
partir da citologia oncotica, pela coloragao de Papanico-
laou, desde que sejam evidenciados critérios morfoldgi-
cos especificos da infecgao, como a presenca de células
metaplasicas com citoplasma finamente vacuolizado, com
aparéncia de moth-eaten (comido de traga), sendo esses
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vacuolos delimitados por membranas finas, bem definidas,
contendo no interior estruturas puntiformes eosinofilicas,
compativeis com corpusculos elementares. Na coleta da
amostra € de extrema importancia a presencga de células
glandulares endocervicais e/ou metaplasicas, visto que a
CT é um microrganismo intracelular obrigatério, com pre-
feréncia por estas células.?'??

Segundo estudos, o0 exame de Papanicolaou apresenta
baixa sensibilidade e n&o deve ser usado como método de
rastreio para a CT. Isto ocorre porque os vacuolos citoplas-
maticos podem ser interpretados erroneamente.®)

Estudos com teste rapido para a CT Bioeasy® apre-
sentaram sensibilidade de 88,5%. A baixa prevaléncia
encontrada entre as gestantes pesquisadas neste estudo
se deve, em parte, ao teste utilizado para a detecgao da C.
frachomatis, haja vista que as técnicas que utilizam a PCR
apresentam sensibilidade que se aproxima de 100%.?%

Fatores de risco

Pesquisa recente, realizada pela American Social
Health Association (ASHA), investigou 1.115 adultos, na faixa
etaria entre 18 e 35 anos, avaliando os seus conhecimentos
e atitudes frente as doengas sexualmente transmissiveis,
demonstrando que 45% das pessoas solteiras ndo fazem
uso de preservativos em suas relagdes sexuais, 93% das
pessoas acreditam que os seus parceiros sexuais atuais
ou recentes ndo tém nenhuma DST, somente um em cada
trés dos pesquisados conversa com 0s seus parceiros a
respeito de DST e menos da metade deles conversa sobre
DST com os seus médicos durante a consulta.('%24

Outro fator é a idade precoce do inicio sexual. Varios
estudos mostram associagao da infecgao pela CT e gonor-
reia, com o numero de parceiros sexuais, com a troca
frequente de parceiros, relacionamento com parceiro sabi-
damente infectado e ter menos de 20 anos de idade. Tam-
bém foi observado que as gestantes com maior numero de
parceiros sexuais tém uma probabilidade 3 vezes maior de
adquirir a doenca do que nas demais mulheres.("'4

Complicagoes por C. trachomatis

A grande preocupacgao atualmente em todo o mundo
sdo as complicagdes que ocorrem como a salpingite e a
doenga inflamatodria pélvica aguda. O risco de esterilidade
tubaria por salpingite causada por CT é de 20% a 30%,
afetando diretamente a vida reprodutiva da mulher.@®

Ainfecgéo prolongada por C. trachomatis pode induzir
hidrossalpinge, bem como a producgéo de anticorpos contra
proteinas de choque térmico de clamidia, que possuem 60
kDa (Chsp60). A presenca de imunidade cervical contra a
proteina Chsp60 foi associada com insucessos de fertilizagao
in vitro (FIV), possivelmente devido a indugao de autoimu-
nidade contra as proteinas de choque térmico, homologa
humana de Chsp60.7
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Spandofer et al. realizaram um estudo correlacio-
nando infecgdes por CT, infertilidade tubaria e a presenca
de anticorpos contra as Chsp60 e falhas com as técnicas
de FIV. Os resultados mostraram uma forte associagdo aos
anticorpos circulantes para os antigenos estruturais de CT,
nas mulheres com oclusao tubaria.?2"

Uma das sequelas da DIP é o dano tubario, que tem
sido objeto de varios estudos visando a identificagcao e o
tratamento dessa condi¢do. Pesquisa realizada na Holanda,
envolvendo 295 pacientes inférteis, compara o teste de
anticorpos para C.trachomatis (CAT) com a histerossalpin-
gografia (HSG) para a avaliagao do fator tubario, mostrando
iguais valores preditivos entre os dois métodos. Com este
estudo foi possivel observar que o CAT causa um minimo
de desconforto a paciente em comparagéo com a HSG e
€ considerado um bom meio de triagem a indicagao da
laparoscopia.®®

Estudo realizado no Reino Unido com 1.006 mulheres
revela que o resultado do CAT comparado com os achados
laparoscopicos apresenta uma tendéncia linear entre dano
tubario e positividade para o CAT. Entre mulheres com titulos
negativos, somente 17% tinham algum dano tubario e 6%
tinham lesGes tubarias severas, comparados com 100% e
73% nas pacientes que tinham titulos elevados, respecti-
vamente. Com base neste estudo, os autores recomendam
que a pesquisa para CT deve ser um teste de screening
para verificar a chance de patologia tubaria em mulheres que
buscam tratamento para esterilidade, facilitando a tomada
de decisdes para o prosseguimento da propedéutica.®?

Outro estudo realizado na Holanda por Hartog, 2004,
detectou a presencga de lesdes tubarias minimas ou endo-
metrite silenciosa, comprometendo a fertilidade, associada
a presenca de anticorpos para Chlamydia pneumoniae e
Chlamydia psittaci, sugerindo que os microrganismos via-
veis no trato genital superior podem ocasionar infertilidade,
embora seus achados laparoscépicos se mostrem normais.

Outra grande consequéncia de infec¢ao por CT séo
0s problemas encontrados durante a gestacao: trabalho
de parto prematuro, amniorrexe prematura, baixo peso ao
nascer, obito neonatal e endometrite pés-parto.©G"

DISCUSSAO

No Brasil sdo raros os servigos de saude que oferecem
sistematicamente a pesquisa deste microrganismo como
parte de uma consulta ginecoldgica ou de pré-natal. Nos
servicos privados de saude, s6 se pesquisa CT em casos
sintomaticos, quando um dos parceiros sexuais relata a
presenca da bactéria ou para investigacéo de infertilidade.
Mesmo nesta situagao, a pesquisa laboratorial ndo faz parte
da rotina da maioria dos servigos de saude.("?®

Nos paises desenvolvidos, o rastreamento da CT tem
se mostrado uma estratégia importante para redugéo das
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complicacbes associadas ao quadro infeccioso. No Brasil,
milhdes de reais sao gastos anualmente com antibidticos,
internagdes, cirurgias e tratamentos de infertilidade decor-
rentes de infecgdo por CT.(11®

Varios trabalhos confirmam a baixa sensibilidade do
diagnéstico clinico da infecgao por CT, pois cerca de 70%
das mulheres infectadas sao assintomaticas.™

Essas infecgbes, quando nao tratadas, tendem a
tomar o trajeto ascendente, acometendo o trato reprodutivo
superior, podendo levar a sequelas tais como: dor crbnica,
gravidez ectopica, infertilidade de causa tubaria, abortos
em 12% a 20% das mulheres acometidas, natimortos e
prematuridade, além de infecgdes congénitas, perinatais
e puerperais.(1-?)

As taxas de transmissao vertical em mulheres infecta-
das por CT nao tratadas se aproximam de 70%, causando
conjuntivite em 20% a 50% e pneumonia em 10% a 20%
dos recém-nascidos expostos, e as infecgbes por gonorreia
respondem por cerca da metade dos casos de conjuntivite
neonatal nos paises em desenvolvimento.®?33)

CONCLUSAO

Estratégias de rastreamento envolvendo a introducao
de técnicas laboratoriais mais sofisticadas e sensiveis séo
sempre motivo de intenso debate por apresentarem maior
custo imediato ao sistema de saude. Ha que se observar,
no entanto, que o investimento em diagndstico precoce
e em tratamento adequado das infecgdes por CT repre-
sentara uma redugao do impacto financeiro de despesas
com agravos a saude da populagdo, particularmente em
mulheres e criangas.

Diante do estudo, seria interessante incentivar a inclu-
s&0 e uso sistematico de testes de biologia molecular, como
o teste PCR e captura hibrida, e testes imunoenzimaticos
para o diagndstico deste patdégeno para a populagao com
vida sexual ativa, em servigos de pré-natal e nas clinicas
de reproducéo assistida. (34

Apesar do rastreamento para CT ser recomendado
entre mulheres adultas jovens, pouca informagéo esta dis-
ponivel sobre a prevaléncia destas infecgbes na populagao
adulta jovem em geral. Este fato torna-se relevante princi-
palmente pelo carater assintomatico que estas infec¢des
assumem e, assim, pela dificuldade de seu rastreamento.
Também foi observado que ndo ha uma regularidade na
solicitacdo do exame, por ndo apresentar sintomatologia.®

Nenhuma outra DST tem mostrado frequéncia tao
elevada quanto a infec¢ao por CT. A grande dificuldade em
se firmar o seu diagnodstico deve-se a falta de sintomatologia
em até 80% dos individuos infectados.

Em ambulatdrios de esterilidade € frequente a detec-
¢ao de mulheres portadoras de danos tubarios, por vezes
irreversiveis, determinando esterilidade permanente. Estas
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complicagcbes poderiam ser evitadas se essas infecgoes
tivessem sido detectadas e tratadas. A experiéncia em
outros paises tem mostrado que programas de detecgéo
em massa determinam acentuada queda na incidéncia de
DIP e, consequentemente, enorme economia de recursos
para a saude publica.

Abstract

The WHO estimates that more than 1 million sexually transmitted
infections are acquired every day worldwide. Among STls, chlamydia is
the main cause of pelvic inflammatory disease and infertility in women
worldwide. For this research a systematic review was carried out. The
review process was carried out through a search in the electronic
database, such as Pubmed, Scielo, Google Scholar and in textbooks,
using the descriptors infertility, IST, Chlamydia trachomatis. The aim of
this study is to search the literature for studies that report the relationship
between CT and infertility problems and the best diagnostic methods
and cost benefit. The study concludes that CT is an STl that is quite
prevalent in the world and worrisome due to complications that are
often irreversible such as infertility. Among the tests on the market,
PCR and hybrid capture showed the best sensitivity and specificity.
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Infertility; Chlamydia trachomatis; pelvic inflammatory disease; STD
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Analise qualitativa do teste de fragilidade osmética para amostras

processadas a fresco ou apés 24 horas de incubacao a 37°C
Qualitative analysis of the osmotic fragility test for samples processed fresh or after 24

hours of incubation at 37°C

Alene de Oliveira Quadros’
Lacy Cardoso de Brito Junior?

INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Analisar qualitativamente o teste de fragilidade osmotica (F.O.) para amostras a
fresco ou apods incubacgéo a 37°C. Métodos: Foram processadas 20 amostras de sangue
periférico, coletadas em duplicata com 5mL em cada tubo com heparina, de pacientes
com solicitagdo de F.O. como exame de rotina para processamento a fresco e apds incu-
bagéo por 24 horas em banho-maria a 37°C, em 13 tubos com concentragdes variaveis
de 0,1% a 0,9% de NaCl. Resultados: Foram analisadas 20 amostras de pacientes em
sua maioria do género feminino 17/20 (85%), com idades entre 3 meses a 75 anos, para
realizagéo do teste de F.O. A andlise qualitativa dos resultados mostrou que 9/20 (45%)
amostras tiveram resultado concordante entre os testes de F.O. para amostras a fresco e
apos incubagao a 37°C. Dos resultados discordantes, 8/11 (72,7%) resultados mostram
fragilidade dos eritrécitos a hemolise nas amostras a fresco e curva normal (sem hemolise)
apos incubagéo da amostra a 37°C. Outros 3/11 (22,3%) resultados apresentaram curva
normal (sem hemdlise) no teste com amostra a fresco e resisténcia a hemdlise no teste
com a amostra apds incubagéo a 37°C. Com o teste de Extato de Fisher ndo mostrou
diferenca estatistica (p=0,5743) para as amostras processadas a fresco ou ap6és incubagéo
a 37°C. Conclusao: O teste de F.O. se mostrou mais eficiente quando a amostra testada
foi analisada apos incubagédo por 24 horas a 37°C em banho-maria, contudo ndo houve
diferenca estatistica para resultados processados a fresco ou apos incubagao a 37°C.

Palavras-chave
Anemia Hemolitica; Fragilidade Osmdética; Hemdlise

diluicdo das solugbes de cloreto de sodio até a transferéncia
de amostras trocadas no momento da leitura em espectro-

O Teste de Fragilidade Osmética (F.O.) ou Curva de
Fragilidade Osmética ainda hoje € um método de triagem
laboratorial muito utilizado para avaliar a resisténcia ou fra-
gilidade (lise) dos eritrécitos quando submetidos a variacdes
de concentragdes osmoticas em cloreto de sédio. Princi-
palmente quando outros métodos mais modernos, como o
de citometria de fluxo,®' n&o estdo disponiveis de forma
ampla em todo o territorio nacional. Assim, a utilizagao do
teste de F.O., ainda hoje, baseia-se no fato de se tratar de
um método simples e de baixo custo, porém que também
apresenta pouca precisdo em fungdo das muitas variaveis
em sua execugao, que vao desde erros operacionais na

fotébmetro. Além do tempo de execucdo da técnica, que é
exclusivamente manual e exige operador dedicado.(
Esses sao alguns dos fatores determinantes para que
muitos laboratorios de rotina brasileiros tenham deixado de
oferecer esse teste em seu rol de exames® 1416 Assim, uma
parcela importante de pacientes deixou de ser assistida de
triagem e diagnéstico™* 1419 para anemias de carater genético
(esferocitose hereditaria, epilocitose hereditaria, estomatoci-
tose hereditaria e piropoiquilocitose hereditaria)(' 572" que
sdo associadas a deficiéncias, qualitativas ou quantitativas,
de proteinas de ligagdo membrana celular e citoesqueleto
(complexo juncional), como por exemplo nas anemias por
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deficiéncia das proteinas: banda 3, espectrina alfa, espectrina
beta, anquirinas, banda 4.1, banda 4.2, demantina, actina,
aducina, banda 6 e banda 7.('41517-1922) Deficiéncias essas
que interferem na integridade, flexibilidade, permeabilidade
e/ou deformidade dos eritrocitos quando submetidos a con-
centragdes osmolares diferentes. (1423

Nessas condi¢goes de deficiéncia de proteinas do
complexo membrana celular/citoequeleto o teste de F.O.
pode se apresentar aumentado em anemias, como na
esferocitica hereditaria,"-'%2'.22) anemia hemolitica ndo-es-
ferocitica hereditaria®'2151920.22) @ nas hemoliticas adquiridas
apoés envenenamento, %923 por exemplo. Por outro lado, o
mesmo teste pode apresentar-se diminuido, por exemplo,
nas anemias ferropriva, talassemias,'®?* doenca falciforme e
doencga da hemoglobina C. Contudo, durante a investigagao
dessas anemias o teste de F.O. € apenas mais um indicador
para a conclusao diagnostica, sendo necessarios outros
parametros laboratoriais para auxiliar nessa interpretagéo,
como: o hemograma completo onde se observam alteragdes
na concentragao de hemoglobina, no hematdcrito, no volume
corpuscular médio (VCM), na concentragéo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), na amplitude de distribuicéo
dos eritrécitos (RDW) e ainda na andlise morfolégica do
esfregago sanguineo, com a presenga de diversas formas
dos eritrocitos (poiquilocitose); e a contagem de reticulécitos
gue se apresenta aumentada (reticulocitose).(2526)

Nesse sentido, entre as anemias por deficiéncia de
proteinas do complexo membrana celular/citoequeleto, a
mais frequente é a esferocitose hereditaria, que apresenta
aumento da lise de eritrocitos no teste de F.O., reticulocitose,
hemoglobina entre 8 e 13g/dL, VCM < 82fl, CHCM>25g/dL e
esferocitos na hematoscopia.(1":1217-19.2122.2526) Agsim, nosso
objetivo foi analisar de forma qualitativa para qual tipo de
processamento de amostras, a fresco ou apds incubagao
a 37°C por 24 horas, o teste de fragilidade osmética € mais
eficiente para uso na rotina de laboratérios de andlises
clinicas.

MATERIAL E METODOS

Amostras biolégicas

Foram incluidos nesse estudo 20 amostras de sangue
periférico de pacientes com idades entre 3 meses e 75 anos
que foram referenciados a um laboratorio de analises clinicas
particular de Belém-Para, no periodo de agosto e setembro
de 2018, para a realizagédo de teste de Fragilidade Osmética
(F.O.) apos consulta com seu médico hematologista que,
diante das condi¢des clinico-laboratoriais apresentadas
em consulta, deliberou pela complementagéo diagndstica
com a solicitagédo do teste de F.O. isoladamente (n=6) ou
em associagao com o hemograma (n=14). Sem, contudo,
quaisquer informagdes clinicas adicionais. Cada amostra
era composta por dois tubos com 5,0mL cada de sangue
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periférico anticoagulados com heparina, para posterior
procedimento operacional padrao (POP).

Aspectos éticos

Como o estudo foi realizado apenas com amostras da
rotina de Teste de Fragilidade Osmoética de pacientes que
procuraram espontaneamente o laboratorio, sem o contato
direto ou aplicagdo de qualquer questionario aos sujeitos
da pesquisa, os autores da pesquisa assinaram um termo
de responsabilidade de guarda e sigilo dos dados junto a
direcao do referido laboratério, conforme prevé a Resolucao
466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da
Saude do Brasil.

Teste de fragilidade osmoética

Para o teste de fragilidade osmética, as solugdes de
uso de cloreto de sodio (NaCl) foram confeccionadas a partir
de uma solugdo estoque de NaCl, concentrada a 10% e
tamponada em tampao fostato a pH 7,4, da qual foram feitas
diluicdes, em agua deionizada, para a confecgao dos 13
frascos de 100mL de solug¢des de NaCl nas concentracoes
de 0,90%; 0,80%; 0,75%; 0,65%; 0,60%; 0,55%; 0,50%;
0,45%; 0,40%; 0,35%; 0,30%, 0,20%; e 0,10%.

Para a verificagao da diferenca qualitativa entre as
amostras do teste de F.O. foram identificados 13 tubos
secos de vidro (medindo 16x100), em duplicata, aos quais
foram incluidos 5mL de solugdo de NaCl em diferentes
concentragdes seguido da adigdo de 20uL da amostra por
tubo de cada paciente, tanto para as amostras a fresco como
para as amostras processadas ap6s incubagdo a 37°C em
banho-maria por 24 horas. Posteriormente, esses tubos
foram homogeneizados e postos em repouso por 30 minu-
tos, em seguida centrifugados por 5 minutos a 3.000rpm. O
sobrenadante de cada tubo foi transferido para cubetas para
leitura em espectrofotdmetro de luz com filtro de 540nm de
comprimento de onda, para obtengédo das concentragoes
do grau de hemdlise de cada tubo e confecgao das curvas
de fragilidade osmdtica.

Hemograma

As amostras que apresentavam solicitagdo médica
de teste de F.O. e hemograma (n=14) foram submetidas
a analise no equipamento de automag¢do em hematologia
BC6000® da marca Mindray, com posterior confecgdo de
esfregagos sanguineos, coloragéo das Iaminas com corante
de May Grunwald®, da empresa Merck, e analise morfologica
por microscopia de luz comum com objetiva de imersao por
profissional especializado do referido laboratorio.

Analise estatistica

Todos os dados foram tabulados e submetidos a
métodos de estatistica descritiva para definicdes de média,
desvio padrdo, mediana, e valores de minimo e maximo,
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além de teste ndo paramétrico, teste Extato de Fisher, para
amostras independentes através do uso do software Bioestat
5.0. Considerou-se como significativo os valores de p <0,05.

RESULTADOS

Das 20 amostras analisadas, 17/20 (85%) eram de
pacientes do género feminino. Quanto a idade, 5/20 (25%)
tinham entre 3 meses e 7 anos; 1/20 (5%) tinha 13 anos;
6/20 (30%) tinham entre 25 a 41 anos; e 8/20 (40%) tinham
idades entre 52 a 75 anos. Desses pacientes apenas 14/20
realizaram hemograma juntamente com o teste de F.O.,
onde observou-se que 0s mesmos apresentaram medianas
de: 11,0g/dL de hemoglobina; 3.925x10%mm?3de eritrécitos;
86,0fl de VCM; e de 33,0l de CHCM.

No que tange aos resultados dos testes de F.O. para
as amostras desses pacientes observou-se que em 9/20
(45%) dos casos o teste de F.O. foi concordante ac mesmo
tempo para amostras a fresco e apés incubagao a 37°C.
Sendo 6/9 concordantes quanto a normalidade (Grupo 1);
1/9 concordantes quanto a resisténcia (Grupo 2); e 2/9
concordantes quanto a fragilidade (Grupo 3) dos eritrocitos

submetidos as varias concentracdes de NaCl (Quadro 1).

Para os demais 11/20 (55%) casos, os resultados do
teste de F.O. foram discordantes quanto as amostras pro-
cessadas a fresco ou apos incubagéo a 37°C. Para essas
amostras observou-se que: para 8/11 (72,7%) amostras
houve resultado de fragilidade dos eritrécitos a hemolise
no teste de F.O. processadas a fresco e curva normal (sem
hemolise) para amostras processadas apos incubagao a 37°C
por 24 horas. O mesmo foi observado para 3/11 (22,3%)
amostras que apresentaram curva normal (sem hemdlise)
dos eritrécitos no teste com amostras processadas a fresco
e resisténcia a hemolise dos eritrocitos para as mesmas
amostras processadas apos incubagéo a 37°C por 24 horas.

Diante desses resultados foi aplicado teste Extato de
Fisher, o qual mostrou ndo haver diferenca estatistica (p
=0,5743) entre os resultados das amostras processadas
a fresco ou apds incubagao a 37°C para resultados iguais
(normal ou alterado) ou discordantes. Na Figura 1 sdo
apresentadas as curvas dos testes de F.O. para amostras a
fresco ou incubadas a 37°C (linhas em vermelho) quanto a
normalidade (1A e 1B), fragilidade (1C e 1D) ou resisténcia
a hemolise dos eritrdcitos testados (1E e 1F).

Quadro 1 - Quadro de distribuicdo dos pacientes submetidos a teste de fragilidade osmética que tiveram resultados concordantes ou discordantes
para amostras processadas imediatamente (a fresco) ou apds incubagéo por 24 horas a 37°C.

Grupos Pacientes (g?:L) (Xlilg:;;‘:n3) v((le;w CI(-Ing AF 37°

Concordantes Normal A-04 11,7 3.700 94,3 33,5 N N
(n=9) (n=6) A-05 1,0 3.720 86,3 34,3 N N
A-07 12,0 3.850 93,2 33,4 N N

A-08 11.8 4.250 82,1 33,8 N N

A-09 - - - - N N

A-13 11,3 3.930 83,2 34,6 N N

Resistentes (n=1) | A-06 1,7 5.220 71,6 32,0 R R

Frageis A-16 - - - - F F

(n=2) A-18 11,0 3.920 86,0 32,6 F F

Discordantes (n=8) A-01 - - - - F N
(n=11) A02 9.0 3.050 90,2 32,7 F N
A-03 13,0 4.360 90,6 32,9 F N

A-11 - - - - F N

A-14 10,3 3.230 95,0 33,6 F N

A-15 10,7 3.580 89,4 33,4 F N

A-19 - - - - F N

A-20 12,3 4.180 81,6 36,1 F N

(n=3) A-10 11,0 5.810 58,7 32,3 N R

A-12 9,6 4.840 65,7 30,2 N R

A-17 - - - - N R

Legenda: Amostra a fresco (AF); Amostra analisada apos incubagéo por 24 horas a 37°C (37°C); Hemoglobina (Hb); Eritrécitos (Eritroc); Volume Corpuscular Médio
(VCM); Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Médio (CHCM); gramas por decilitros (g/dL); fentolitros (fl); Teste de Fragilidade Osmética: Normal (N), com

eritrocitos frageis (F), ou com eritrdcitos resistentes (R) a hemdlise
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Figura 1. Curvas dos testes de fragilidade osmética correspondentes a amostras normais (A e B), frageis (C e D) e resistentes (E e F) processadas
a fresco ou apoés incubagao por 24 horas a 37°C.

Legenda: Curvas em preto (referéncia de normalidade); Curvas em vermelho (resultantes das amostras testadas); Escala do eixo X - concentragdes crescentes de
NaCl sendo (1) a menor concentragéo (0,1% de NaCl) e (13) a maior concentragdo de NaCl (0,9%); Escala do eixo Y - grau de hemdlise.
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As anemias hereditarias por deficiéncia de proteinas
de ligacao entre membrana celular e citoesqueleto, embora
sejam mais frequentemente diagnosticadas na primeira
infancia, por vezes podem ser motivo de investigagao em
individuos adultos ou mesmo idosos, isso porque alguns
desses pacientes podem passar parte da vida como assin-
tomaticos ou portadores de quadros leves de anemia em
um primeiro momento e em outro apresentar episodios
hemoliticos graves, como ocorre na eliptose hereditaria e
a ovalocitose hereditaria.?" Em nosso estudo observamos
que 40% (8/20) dos pacientes que realizaram o teste de F.O.
para pesquisa desses tipos de anemias encontravam-se na
faixa etaria de 52 a 75 anos, sugerindo assim a importancia
de um prescritor experiente e atento a pesquisa dessas
anemias mesmo em adultos ou idosos.

Em relagéo a técnica convencional para o teste de
fragilidade osmética’4 essa inclui a andlise de uma amostra
de sangue periférico processada a fresco e outra proces-
sada apos incubagao por 24 horas em banho-maria a 37°C,
sendo essa Ultima a que apresenta os melhores resultados
na caracterizagao da hemdlise em pacientes portadores de
esferocitose hereditaria, ou de outras formas de anemia
hemolitica por alteragao de proteinas de ligagédo do complexo
juncional membrana celular e citoesqueleto, em funcao
de expor os eritrocitos deficientes da amostra a estresse
metabdlico por 24 horas, em condigbes extracorporeas,
0 que acentua as deficiéncias proteicas dos eritrocitos e
facilita a interpretagao da curva.("1517-21)

Em nosso estudo também observamos que a analise
das amostras ap6s incubagéao a 37°C por 24 horas foi mais
assertiva que a analise das amostras a fresco para o teste
de fragilidade osmética. Contudo, como ja apresentado, ndo
houve diferencga estatistica para as amostras processadas
a fresco ou apds incubagéo a 37°C.

A maior assertividade do teste de fragilidade osmética
para amostras analisadas apos incubagéo por 24 horas em
banho-maria a 37°C, contudo, ganha ainda maior importancia
quando analisada em associagdo com a concentracao de
hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM) e coefi-
ciénte de hemoglobina corpuscular médio (CHCM).(11.12:25.26)
Principalmente quando ocorrem discordancias entre os
resultados do teste de F.O. para amostras analisadas a
fresco ou apdés incubagéo por 24 horas a 37°C, como foi
observado, por exemplo, nos pacientes A6, A10 e A12, os
quais apresentavam redugédo de VCM e resisténcia dos
eritrécitos nas amostras testadas ao teste de F.O. apos
incubagédo por 24 horas em banho-maria a 37°C. O mesmo
foi observado para os pacientes que apresentavam VCM
normal e teste de F.O. também normal apés incubagéo por
24 horas em banho-maria a 37°C .

Ainda assim muitos interferentes sdo associados
a técnica convencional do teste de F.O., de modo que
muitos foram os esforgos tragados ao longo da ultima
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década no sentido de criar uma metodologia que desse
a esse teste maior especificidade e sensibilidade. Assim
foi desenvolvida a metodologia de citometria de fluxo que
utiliza eosina-5-maleimida, um corante fluorescente que
reage covalentemente com a lisina-430 na primeira alga
extracelular de dominio N-terminal da proteina banda-3, que
por sua vez interage com a anquirina e a proteina 4.2 que
interagem com o citoesqueleto celular através da espectrina
e estabilizam a bicamada lipidica da membrana. Desta
forma, essa metodologia mede a proporgao de eritrocitos
residuais apos a indugcéo de hemolise, por citometria de
fluxo, a partir da auséncia ou diminuicdo da expresséao de
proteinas da membrana dos eritrocitos que causa ruptura
da rede proteica do citoesqueleto e a redugao da expressao
normal da proteina banda-3 na membrana dos mesmos
resultando em reducao da ligagéo da eosina-5-maleimida
com a proteina banda-3 e, consequentemente, menor emis-
sdo de fluorescéncia, caracterizando assim a deficiéncia
dessas proteinas.(1®-1®

El Gendy, Hassab, Ghanem, Lewis e Nawar,('? em seus
estudos com portadores de esferocitose hereditaria (ES),
e utilizando o teste de F.O. convencional e por citometria
de fluxo como metodologias diagndsticas, mostraram que:
quando o teste de F.O. foi o convencional, 20% dos pacien-
tes com ES foram negativos para amostras processadas
a fresco e depois todos foram positivos apds incubacao
de 24 horas, comprovando a importancia da realizacao da
incubagéo para melhorar a sensibilidade do teste; e que
quando a execugao do teste de F.O. foi por citometria de
fluxo, houve maior vantagem no diagnéstico dos casos
leves de EH, menor tempo de execugao e resultado final da
técnica (2 a 3 horas), e menor interferéncia no resultado do
teste mesmo quando os eritrocitos estavam diminuidos de
tamanho, mas sem deficiéncia de proteinas do complexo
membrana celular/citoesqueleto, como por exemplo na
deficiéncia de ferro.

Isto sugere, assim, que o teste de F.O. por citometria
de fluxo pode ser usado como o primeiro teste de triagem
para EH, desde que a morfologia eritrocitaria e a historia
familiar também sejam levadas em consideragdo.('%'¥
Contudo, a disponibilidade da técnica de citometria de
fluxo para o diagndstico de anemias por deficiéncia de
proteinas do complexo membrana celular/citoequeleto nao
€ a realidade de muitos laboratérios espalhados no imenso
territério brasileiro.

Assim, entendemos que mesmo o teste de F.O.
convencional ainda apresentando limitagcbes em relagao
a metodologia por citometria de fluxo, trata-se de um
método simples, de baixo custo e de grande importancia
para triagem e diagnostico de portadores de anemias por
deficiéncia de proteinas do complexo membrana celular/
citoesqueleto.-914151721) Contudo, na nossa opinido, de
modo a agilizar o teste de F.O. convencional e melhorar a
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sua especificidade, a técnica deveria ser realizada apenas
para amostras processadas ap0s a incubagao por 24 horas
a 37°C em banho-maria.

CONCLUSAO

O teste de F.O. convencional se mostrou mais eficiente,
qualitativamente, quando a amostra testada foi analisada
apo6s incubagéo por 24 horas a 37°C em banho-maria.
Contudo, nédo houve diferenga estatistica para resultados
processados a fresco ou apds incubagao a 37°C. Ainda
assim, nossa opinido € que o teste de F.O. para amostras
a fresco deveria ser abolido da rotina dos laboratérios de
analises clinicas, garantindo assim maior seguranga e
confiabilidade dos resultados.
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Abstract

Objective: Qualitatively analyze the osmotic fragility test (O.F.) for
samples fresh or after incubation at 37°C. Methods: Twenty peripheral
blood samples were processed, collected in duplicate with 5 ml in
each tube with heparin, from patients with O.F. request. as a routine
examination for fresh processing and after incubation for 24 hours in
a water bath at 37°C, in 13 tubes with varying concentrations of 0.1%
to 0.9% NaCl. Results: Twenty samples of patients were analyzed,
mostly female, 17/20 (85%), aged between 3 months to 75 years, for
the O.F. test. The qualitative analysis of the results showed that only
9/20 (45%) samples had a consistent result between the F.O. tests
for fresh samples and after incubation at 37°C. From the discordant
results, 8/11 (72.7%) results show fragility of erythrocytes to hemolysis
in fresh samples and normal curve (without hemolysis) after sample
incubation at 370 C. Other 3/11 (22.3%) results showed normal curve
(without hemolysis) in the test with fresh sample and resistance to
hemolysis in the test with the sample after incubation at 370 C. With
the Fisher Extact test showing no statistical difference (p=0.5743)
for samples processed fresh or after incubation at 37°C. Conclusion:
The O.F. proved to be more efficient when the tested sample was
analyzed after incubation for 24h at 37°C in a water bath, however,
there was no statistical difference for results processed fresh or after
incubation at 37°C.
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Hemolytic Anemia; Osmotic Fragility; Hemolysis
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivos: Avaliar a prevaléncia de bactérias nao fermentadoras em amostras de hemo-
culturas provenientes das Unidades de Terapia Intensiva (UTI's) adulto e neonatal e da
Unidade Coronariana (UC); definir o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das
cepas bacterianas prevalentes. Métodos: Foram coletados dados de todas as hemocul-
turas positivas das UTIs Adulto, Neonatal e UC de um hospital privado, em Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil, de janeiro de 2017 a janeiro de 2019. Resultados: Foram analisados
3.535 resultados de amostras de hemoculturas onde 2.464 (69,7%) foram negativas e
1.071 (30,3%) positivas para algum microrganismo. Dentre as amostras positivas foram
encontrados 77 bastonetes Gram-negativos néo fermentadores (6,9%), com a prevaléncia
de Acinetobacter baumannii (51,9%) seguido de Pseudomonas aeruginosa (32,5%). As
cepas de A. baumannii foram resistentes aos carbapenémicos e as quinolonas. Quanto
as cepas de P. aeruginosa, as drogas testadas que apresentaram maior resisténcia fo-
ram a ampicilina, ampicilina com tazobactam, as cefalosporinas de segunda e terceira
geragao, exceto ceftazidima; e a tigeciclina. As drogas que apresentaram boa atividade
na inibigdo do crescimento das cepas analisadas foram tigeciclina para A. baumannii e
colistina para ambas as cepas. Conclusdo: o presente estudo alerta para a resisténcia a
multiplas classes de antimicrobianos das cepas advindas das UTls e UC, demonstrando
um cenario preocupante e a necessidade de desenvolvimento de novas drogas e novas
medidas de controle.

Palavras-chave
Hemocultura; Sepse; Resisténcia Microbiana a Medicamentos; Infecgdes por Bactérias
Gram-negativas

€ uma das principais causas de mortalidade no mundo e,
por isso, foi listada como uma prioridade global da saude

As infecgbes de corrente sanguinea (ICS), de condigao
clinica grave, sédo responsaveis por elevada taxa de morbi-
mortalidade.(? Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), entre os pacientes com ICS, 40% deles
evoluem a obito.

Apresenca de agente infeccioso na circulagdo promove
uma resposta inflamatéria sistémica, a qual da-se o nome
de sepse.® A sepse, uma vez instalada, promove uma
disfuncdo orgéanica e coloca em risco a vida do paciente.
247 Essa sindrome é considerada um grande problema de
saude publica em unidades de terapia intensiva (UTls), pois

pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS).® Além disso,
incorre em aumento dos custos hospitalares e prolonga o
tempo de internagéo, onerando os sistemas de saude. (10

A deteccéo de microrganismos viaveis na circulagao
€ realizada pelo exame de hemocultura, que é padrao-ouro
para o diagnostico da bacteremia.?%6'") Sendo assim, a
hemocultura é considerada um exame com elevado valor
preditivo de infecgao e, portanto, € um relevante indicador
de ICS. A identificagdo do patégeno causador da infecgéo
torna-se extremamente necessaria para a escolha da cor-
reta terapia antimicrobiana.®® De acordo com Nieman et al.
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(2016),? o rapido diagndstico da sepse e o inicio precoce
do tratamento reduz significativamente a morbimortalidade,
com uma taxa de sobrevida de 80%.

Diversos microrganismos podem provocar as ICS, e
dentre eles encontram-se as bactérias Gram-negativas nao
fermentadoras. Essas bactérias sao facilmente encontradas
no ambiente e sdo cada vez mais isoladas nas amostras
clinicas. Especialmente em pacientes imunocomprometidos,
as bactérias nao fermentadoras agem como patégenos
oportunistas e sao dificeis de tratar devido a sua resisténcia
a diversas classes de antimicrobianos.('?

Perante o exposto, o presente estudo teve por objetivo
avaliar a prevaléncia de bactérias nao fermentadoras, isola-
dos em amostras de hemoculturas de individuos provenien-
tes das UTls e UC de um hospital privado de Juiz de Fora
— MG. Também faz parte do objetivo do presente trabalho
investigar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
das cepas bacterianas prevalentes visando contribuir para
pesquisas na area de prevengao das ICS, além do incentivo
ao uso racional de medicamentos.

METODOS

Trata-se de um estudo descritivo, retrospectivo, em
que os dados analisados foram coletados no periodo de
janeiro de 2017 a janeiro de 2019.

Como critério de inclusdo considerou-se todas as
amostras de hemoculturas cujos resultados foram positivos
para microrganismos Gram-negativos nao fermentadores.
Os dados que fazem parte da pesquisa foram obtidos atra-
vés dos arquivos digitais do software laboratorial Shift Lis®
utilizado pelo laboratério do referido hospital.

As hemoculturas incluidas no presente estudo foram
previamente detectadas de forma automatizada pelo apa-
relho BACT/ALERT® 3D 60 da empresa bioMérieux, com
posterior identificagdo e antibiograma no sistema VITEK® 2
compact da bioMérieux com os cartdes de identificacao GN
para Gram-negativos fermentadores e nao fermentadores e
com cartdes de antibiograma AST-238 e AST-239.(¥

Esse estudo foi previamente aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
e da Saude de Juiz de Fora — CEP/FCMS-JF, de acordo
com a Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
sob o Parecer n® 3.735.713.

Analise estatistica
As andlises descritivas dos dados foram realizadas
utilizando o Microsoft Excel 2007.

RESULTADOS

Foram analisados resultados de 3.535 amostras de
hemoculturas provenientes das UTIs e UC no periodo de

RBAC. 2021;53(3):252-257

dois anos, sendo 2.591 (73,3%) da UTI adulto, 539 (15,2%)
da UTl neonatal e 405 (11,5%) da UC. Do total de amostras,
1.071 (30,3%) apresentaram crescimento positivo e destas,
44 (4,1%) apresentaram crescimento de pelo menos dois
microrganismos, totalizando 1.116 cepas. No entanto, apenas
77 cepas (6,9%) eram de bactérias nao fermentadoras, logo,
esses foram os resultados contemplados no presente estudo.

Do total de amostras positivas, 80,8% (866) eram
provenientes da UTI adulto. Dos Gram-negativos nao fer-
mentadores contemplados na pesquisa, 91% (70) também
foram provenientes da mesma unidade; enquanto 5,1% (4)
eram da UTI neonatal e 3,9% (3) da UC.

O grafico 1 mostra a prevaléncia de bactérias nao
fermentadoras isoladas nas amostras de hemoculturas
dos pacientes da UTI adulto. Foram isoladas 40 cepas de
Acinetobacter baumannii (57,1%), 20 cepas de Pseudomo-
nas aeruginosa (28,6%), 5 cepas de Pseudomonas spp.
(7,1%), 2 cepas de Stenotrophomonas maltophilia (2,9%), 2
cepas de Acinetobacter spp. (2,9%) e 1 cepa do Complexo
Burkholderia cepacia (1,4%).

Gréfico 1. Prevaléncia de bactérias ndo fermentadora na UTI adulto.

Fonte: elaborada pelos autores

Os dados de prevaléncia das bactérias ndo fermen-
tadoras identificadas nas hemoculturas da UTI neonatal e
da UC estao representados no Grafico 2.

o =~ N WA~ O

UTI neo uc

P. aeruginosa Complexo Burkholderia cepacia

Gréfico 2. Prevaléncia de bactérias ndo fermentadoras na UTI neo
e na UC.

Fonte: elaborada pelos autores

Apos a analise dos Graficos 1 e 2, foi possivel deter-
minar a prevaléncia geral das bactérias ndo fermentadoras
nas UTls e UC. Foram isoladas 40 cepas de A. baumannii
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(51,9%) e 25 cepas de P. aeruginosa (32,5%). Outros
Gram-negativos nao fermentadores foram isolados em
menor quantidade, sendo eles: 5 cepas de Pseudomonas
spp. (6,5%), 3 cepas do Complexo Burkholderia cepacia
(3,9%), 2 cepas de Stenotrophomonas maltophilia (2,6%)
e 2 de Acinetobacter spp. (2,6%) conforme o Grafico 3.
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Gréafico 3. Prevaléncia geral de bactérias ndo fermentadora nas UTls
e UC.

Fonte: elaborada pelos autores

As cepas de A. baumannii mostraram sensibilidade
reduzida a maioria dos antimicrobianos testados onde 100%
delas apresentaram-se resistentes as penicilinas; 88,5%
as cefalosporinas; 87,5% aos carbapenémicos; 85,0% as
quinolonas e 72,5% a penicilina associada ao inibidor de
B-lactamase. Apesar da resisténcia as diversas classes de
antimicrobianos, a colistina foi 0 agente antimicrobiano mais
ativo, seguido pela tigeciclina, com sensibilidade de 100% e
80%, respectivamente, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Perfil de suscetibilidade Acinetobacter baumannii.

As cepas de P. aeruginosa estudadas apresentaram
sensibilidade reduzida a maioria das cefalosporinas, com
resisténcia variando de 96% (cefoxitina) a 100% (cefurox-
ima). Ainda em relagao as cefalosporinas, mais da metade
das cepas apresentaram resisténcia a ceftazidima e ao
cefepime (52%). Dos aminoglicosideos testados, a resistén-
cia foi de aproximadamente 60% a gentamicina. No grupo das
penicilinas, 100% das cepas foram resistentes a ampicilina
€ 96% a ampicilina associada com tazobactam. Em relagéo
a tigeciclina, 96% das cepas foram resistentes. A colistina
foi o antimicrobiano que apresentou maior sensibilidade
contra as cepas de P. aeruginosa com 96% de sensibilidade,
conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade Pseudomonas aeruginosa.

R I s

AMP/CFU/ CRO  25/25 (100%)

CFO/APS/TIG  24/25 (96,0%)

ol 15/25 (60,0%) 10/25 (40,0%)
GEN 16/25 (60,0%) 9/25 (36,0%)
CAZ 13/25 (52,0%) 10/25 (40,0%)
COM 13125 (52,0%)  4/25 (16,0%)  8/25 (32,0%)
MER 12/25 (48,0%) 13/25 (52,0%)
IMI 11/25 (44,0%) 13/25 (52,0%)
AMI 10/25 (40,0 %) 15/25 (60,0%)

R I s

AMP/CFU  40/40 (100%)

CFO 39/40 (97,5%)

COM 36/40 (90,0%) 3/40 (7,5%)
IMI 35/40 (87,5%) 4/40 (10,0%)
clp 34/40 (85,0%) 4/40 (10,0%)
CAZ 33/40 (82,5%)  3/40 (10,0%) 2/40 (5,0%)
CRO 29/40 (72,5%)  10/40 (25,0%)  1/40 (2,5%)
APS 29/40 (72,5%)  6/40 (15,0%)  4/40 (10,0%)
GEN 16/40 (40,0%)  4/40 (10,0%)  16/40 (40,0%)
TIG 7140 (17,5%)  32/40 (80,0%)
coL 40/40 (100%)

Fonte: elaborada pelos autores.

Legenda: R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel

AMP — Ampicilina; CAZ — Ceftazidima; CIP — Ciprofloxacino; CFO — Cefoxitina;
COL - Colistina; CPM — Cefepime; CRO — Ceftriaxona; GEN — Gentamicina;

IPM — Imipenem; APS — Ampicilina com sulbactam; TIG — Tigeciclina.
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coL 24/25 (96,0%)

Fonte: elaborada pelos autores.

Legenda: R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel

AMI — Amicacina; AMP — Ampicilina; CAZ — Ceftazidima; CIP — Ciprofloxacino;
CFO - Cefoxitina; CFU — Cefuroxima; COL — Colistina; CPM — Cefepime; CRO
— Ceftriaxona; GEN — Gentamicina; IPM — Imipenem; MER — Meropenem; APS
— Ampicilina com sulbactam; TIG — Tigeciclina.

DISCUSSAO

A taxa de positividade das hemoculturas observadas
no presente estudo foi de aproximadamente 30%, resultado
similar ao descrito por Rodriguez et al. (2011)" e La Rosa
et al. (2016)" cuja positividade encontrada foi de aproxi-
madamente 36%; e, foi superior aos 20% de positividade
observado por Morello et al. (2019).('® A taxa de positividade
das hemoculturas varia de 10% a 30%.!'""® Portanto, &
possivel afirmar que os resultados obtidos no estudo em
questao foram compativeis com a literatura.

Os bacilos Gram-negativos néo fermentadores mais
isolados nas UTls foram Acinetobacter baumanni (51,9%)
e Pseudomonas aeruginosa (32,5%).

A prevaléncia das bactérias ndo fermentadoras encon-
trada foi semelhante a reportada por Chmielarczyk et al.
(2018), que também observaram A.baumanniie P, aeruginosa
como prevalentes nas unidades de terapia intensiva.

RBAC. 2021;53(3):252-257
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As cepas de A. baumannii sao intrinsecamente resist-
entes as penicilinas e praticamente resistentes a todos os
antimicrobianos usados para tratar as infecgdes causadas
por bactérias Gram-negativas, como os pertencentes as
classes de fluoroquinolonas, aminoglicosideos e cefalospori-
nas.® A resisténcia multipla fez com que os carbapeném-
icos se tornassem a droga de escolha para o tratamento
de infecgdes provocadas por esses microrganismos.®?? No
entanto, Mota et al. (2018)?® descreveram em seu estudo
uma taxa de resisténcia importante ao imipenemde 77,1% e
dados da ANVISA apontam 80% das ICS por A. baumannii
sendo resistentes aos carbapenémicos.

No presente estudo, a taxa de resisténcia ao imipenem
foi de 87,5%, corroborando com o estudo realizado por
Mota et al. (2018).?® Também observamos uma elevada
taxa de resisténcia as cefalosporinas de 22, 32e 42geragao
e as quinolonas sendo semelhante as descritas por Gomes
et al. (2016).@

A colistina foi o antimicrobiano mais ativo contra
as cepas de A. baumannii, onde 100% das cepas apre-
sentaram-se sensiveis, taxa semelhante a apresentada
por Gales et al. (2019),?9 seguido pela tigeciclina, cuja
sensibilidade foi de 80%, corroborando com os estudos de
WU et al. (2018),?) cuja sensibilidade foi de 100%.

Em relagéo as cepas de P. aeruginosa, as drogas que
apresentaram maior resisténcia de acordo com Manyahi et
al. (2020)@® foram as cefalosporinas de 32 geragéo, rep-
resentada pela cefotaxima, cuja resisténcia foi de 100%.
A suscetibilidade dessas cepas também foi reduzida em
relagdo a gentamicina, a ceftazidima e ao ciprofloxacino,
onde a taxa de resisténcia observada foi de 73%, 70% e
64%, respectivamente. Quanto aos carbapenémicos, a
resisténcia relatada foi de 46% para o meropenem.

No presente estudo a taxa de resisténcia, a ceftazidima
foi de 52%, mostrando-se inferior a descrita por Manyahi et
al. (2020).2» Quanto aos aminoglicosideos e ao ciprofloxa-
cino, a taxa de resisténcia foi semelhante.

De acordo com Moyo et al. (2015),?® o uso dos car-
bapenémicos tem sido cada vez mais utilizado para tratar
infecgbes por P. aeruginosa resistentes aos B-lactamicos,
entretanto o aparecimento de cepas resistentes a eles ja
tem sido observado assim como descrito por Aydin Teke et
al. (2017)@" que observaram uma resisténcia ao imipenem
de aproximadamente 41% e por Manyahi et al. (2020)?%
que descreveram uma resisténcia ao meropenem de 46%;
no presente estudo, a taxa de resisténcia observada foi de
44% ao imipenem e de 48% ao meropenem.

Segundo Fritzenwanker et al. (2018)@® as cepas de
P. aeruginosa sao vistas como resistentes a tigeciclina,
e no presente estudo esse também foi o antibidtico que
apresentou uma elevada taxa de resisténcia.

Apesar do elevado grau de resisténcia associado as
cepas de P. aeruginosa, algumas drogas apresentaram boa
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taxa de suscetibilidade. Dentre os farmacos considerados
antipseudomoniais, a taxa de suscetibilidade foi de 60%
para amicacina, semelhante a descrita por Dallacorte et
al. (2016),? que foi de 57%; e em relagédo a colistina, a
sensibilidade observada no presente estudo foi de 96%,
taxa semelhante a observada por Kim et al. (2017)® e por
Malekzadegan et al. (2019),%" que foi de 100%.

Em relagao as cepas de Burkholderia cepacia preva-
lentes na UC, seu perfil de suscetibilidade néo foi detalhad-
amente abordado, devido ao reduzido numero de amostras
nesta unidade e, portanto, ndo apresentou uma relevancia
significativa em relagao ao nimero total de amostras analisa-
das. No entanto, é possivel afirmar que no presente estudo,
100% das cepas isoladas nesta unidade foram sensiveis a
sulfametaxazol com trimetropim e a ceftazidima, drogas de
primeira escolha para o tratamento de infecgdes causadas
por essas bactérias.

CONCLUSAO

As bactérias ndo fermentadoras de maior prevaléncia
foram Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa.
Em relacdo ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos,
foi observada uma multipla resisténcia em relagao as quinol-
onas, B-lactamicos, inclusive, carbapenémicos.

Diante do surgimento de cepas com resisténcia a
diversas classes de antimicrobianos, é de suma importancia
que haja um controle rigoroso por parte da equipe hospi-
talar, com medidas educativas que visem a prevengao das
ICS e, consequentemente, promovam uma redugéo na
disseminacao desses microrganismos.

O relato do surgimento de cepas resistentes a colistina
desafia ainda mais as medidas de controle de infecgéo e
torna a investigagdo completa dos surtos uma agao indis-
pensavel. Medidas de biosseguranga, como a higienizagao
sistematica das méos, é de grande importancia no controle
das infecgdes relacionadas a assisténcia a saude.

Abstract

Objectives: To evaluate the prevalence of non-fermenting bacteria
in blood culture samples from the adult and neonatal intensive care
units (ICUs) and the Coronary Care Unit (UC); define the antimicrobial
susceptibility profile of prevalent bacterial strains. Methods: Data were
collected on all positive blood cultures from the Adult, Neonatal and
UC ICUs of a private hospital in Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil,
from January 2017 to January 2019. Results: 3535 results of blood
culture samples were analyzed, where 2464 (69.7%) were negative
and 1071 (30.3%) positive for some microorganism. Among the positive
samples, 77 non-fermenting Gram negative rods (6.9%) were found,
with the prevalence of Acinetobacter baumannii (61.9%) followed by
Pseudomonas aeruginosa (32.5%). A. baumannii strains were resistant
to carbapenems and quinolones. As for strains of P. aeruginosa, the
drugs tested that showed greater resistance were ampicillin, ampicillin
with tazobactam, second and third generation of cephalosporins, except
ceftazidime; and tigecycline. The drugs that showed good activity in
inhibiting the growth of the strains analyzed were tigecycline for A.
baumannii and colistin for both strains. Conclusion: the present study
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warns of resistance to multiple classes of antimicrobial strains from
the ICUs and UC, demonstrating a worrying scenario and the need to
develop new drugs and new control measures.

Keywords
Blood Culture; Sepsis; Bacterial Drug Resistance; Gram-negative
Bacteria Infections
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Resumo

Objetivo: Buscar a correlagao entre os métodos sorolégico e molecular para detecgéo do
HIV na triagem de doadores de sangue na Fundagdo HEMOPA. Métodos: Realizou-se a
busca das amostras reagentes para HIV, referente aos anos de 2015 a 2019 no Sistema de
Banco de Sangue da Fundagédo HEMOPA. Para analise estatistica, utilizou-se o programa
SPSS para a comparagao das medianas dos valores de S/CO com NAT detectavel e inde-
tectavel. O teste de X2 foi utilizado para apontar a correlagao dos valores de S/CO com a
presenga do RNA viral. Resultados: Obtiveram-se para o estudo 910 amostras reagentes,
na qual 75,60% (688/910) positivas (S/CO >1,2) e 24,40% (222/910) inconclusivas (S/CO
0,8-1,2). A mediana de S/CO das amostras detectaveis foi de 503,93 e das indetectaveis
foi de 1,22 no NAT. Conclusdo: Estabelecemos que na triagem sorolégica-molecular ha
uma correlagéo estatisticamente significante, na qual a presenga de anticorpos e/ou
antigenos no teste ARCHITECH HIV Ag/Ab Combo orienta a predigao de viremia no NAT.

Palavaras-chave
HIV; Sorologia; Bancos de Sangue

INTRODUGAO

Desde a década de 1980, o Human Immunodeficiency
Virus/Virus da imunodeficiéncia humana (HIV/VIH) é alvo de
estudos na populagdo mundial por ser o agente etiolégico
causador da Acquired Immunodeficiency Syndrome/Sin-
drome da imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS/SIDA),
correspondendo a um grande impacto na saude publica.(”

O HIV pertence a familia Retroviridae, género Lenti-
virus, € é classificado em dois tipos, HIV-1 e HIV-2. O virus
é constituido por duas fitas de RNA de cadeia simples, é
um virus envelopado e apresenta como glicoproteinas de
superficie gp160, gp120 e gp41. Em relagédo ao seu capsideo
viral, contém as proteinas p6, p9, p17 e p24 assim como
as enzimas integrase e protease que originam as proteinas
p31 e p10, respectivamente. E fundamental o conhecimento
dessas proteinas virais, pois elas contribuem para a detec¢ao
de anticorpos nos testes sorolégicos.?®

O Ministério da Saude estabelece diferentes sequen-
ciais de procedimentos para o uso das metodologias de

diagnostico para HIV, podendo ser testes para detecgédo de
antigeno e/ou anticorpo, tendo como objetivo atender as
diversas situagoes clinicas, a fim de uma conclusao segura
no diagndstico. Em relagao a transfusdo em bancos de
sangue, as metodologias empregadas para triagem do
HIV estdo em constante avango, uma vez que se preza
sempre pela seguranga transfusional. Além disso, € evi-
denciada a triagem clinica nos bancos de sangue, além
da triagem laboratorial, na qual é estabelecido, por meio
da Portaria de consolidagdo n° 5, que os testes utilizados
na triagem obtenham 100% de sensibilidade e maior que
99% de especificidade.®

A triagem para o HIV no Centro de Hemoterapia e
Hematologia do Para (Fundacdo HEMOPA) é realizada
através da triagem soroldgica-molecular, onde a triagem
soroldgica decorre de um imunoensaio de 4% geragao
(quimioluminescéncia) que diminui a janela diagnostica
(tempo que decorre entre a infeccao e a detecgao de
marcadores virais), sendo esta influenciada pela alta
sensibilidade do teste.G4 Diferentemente da triagem
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molecular, que é realizada com o auxilio do Nucleic Acid
Test (NAT), o qual detecta diretamente o acido nucleico
viral na revelagao da detecgéo precoce de novos doadores
ou doadores em soroconversio.®?

Na Fundagdo HEMOPA, utiliza-se o ensaio Abbott
Architect HIV Ag/Ab, no qual € empregada a metodologia
de quimioluminescéncia, sendo esta uma metodologia de
diagnéstico de alta sensibilidade. Dessa forma, séo detec-
tados qualitativamente e simultaneamente os anticorpos
anti-HIV-1/2 assim como o antigeno HIV p24 em amostras
de soro ou plasma.® A quantidade de antigenos e anticorpos
presentes na amostra sera determinada através de unidades
relativas de luz (RLUs), sendo diretamente proporcionais.
O resultado do teste soroldgico é expresso a partir do sinal
quimioluminescente como valores de uma relagéo sinal/
ponto de corte (S/CO), estabelecido a partir da calibragao
do ensaio ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo.®

Diante dos valores da relagéo S/CO é possivel inter-
pretar as amostras como reagentes e néo reagentes.
Quando uma amostra estiver com os valores da relagao
S/CO acima de 1,2 considera-se a amostra positiva. As
amostras que obtiverem valores relagdo S/CO entre 0,8 até
1,2, sdo consideradas inconclusivas. Entretanto, segundo
as informacgdes do fabricante, pode-se considerar amos-
tras reagentes que tenham sido positivas e inconclusivas.
Quanto as amostras ndo reagentes, os valores da relagéo
S/CO deve estar abaixo de 0,8.™

O teste molecular NAT foi introduzido na Fundacéao
HEMOPA a partir de 2012, porém somente no ano de
2013 tornou-se obrigatdrio para testagem nos bancos de
sangue, através da Portaria n°® 2.712 de 2013.® O teste
NAT HIV/HCV/HBYV Bio-Manguinhos constitui uma meto-
dologia multiplex de alta sensibilidade e especificidade
baseada na deteccédo de acidos nucleicos do agente
infeccioso através da plataforma de PCR em tempo real,
na qual detecta a infec¢ao, diminuindo o tempo de janela
diagnéstica de 30 dias para 10 a 12 dias (NAT-HIV) a partir
doinicio da infecgao, apresentando um papel essencial na
identificagcao da viremia, principalmente quando encontrada
em niveis baixos, resultando assim em um aumento da
seguranca transfusional.® Embora seja um teste baseado
na reagao em cadeia da polimerase (PCR), os resultados
sdo expressos apenas qualitativamente como detectavel
e indetectavel .51

Em alguns casos, € possivel observar resultados
discrepantes, onde as amostras das bolsas de sangue
que resultaram na triagem sorolégica como reagente ou
inconclusiva, no NAT podem resultar como indetectavel
para HIV. Para esse fim, recomenda- se que a amostra
seja encaminhada para realizagéo do teste confirmatorio.
Apesar disso, mesmo que o resultado do teste confirmatorio
seja negativo, a bolsa de sangue que originou a amostra é
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descartada, pois apresentou um resultado alterado. Além
disso, o provavel doador se tornara inapto temporariamente,
e podera ser convocado para repeticéo do teste em uma
nova amostra, a fim da mudanca desta circunstancia.®

Os testes soroldgicos e moleculares que sao utilizados
em bancos de sangue tém uma grande importancia para a
sociedade, pois objetivam a identificagdo de forma precoce
de individuos infectados, aumentando a seguranga trans-
fusional. Dessa forma, é possivel observar que a utilizagdo
em conjunto desses testes na triagem contribui de forma
significativa na identificagéo da infecgdo em um tempo mais
curto.( Vale ressaltar que ao seguir a legislagao que rege
a seguranga transfusional cabe aos bancos de sangue se
responsabilizar pelo esclarecimento do resultado alterado,
assim como levar a possibilidade de confirmagao do mesmo
com o intuito de garantir uma informagéo segura e auxiliar
no acompanhamento de doadores inaptos.®

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo
buscar a correlagado entre os métodos soroldgico e molecular
para detecgao do HIV na triagem de doadores de sangue na
Fundagdo HEMOPA, de forma que seja possivel associar
os valores da relagdo S/CO e a presencga de RNA viral na
deteccao do HIV.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo, quantitativo e
descritivo na Fundagao Centro de Hemoterapia e Hemato-
logia do Para (HEMOPA), no laboratério de Biologia Celular
e Molecular (GEBIM). Foi realizada a busca de dados no
Sistema de Banco de Sangue (SBS Web e Progress) da
Fundagao HEMOPA, referente aos anos de 2015, 2016,
2017, 2018 e 2019.

Os sistemas informatizados do banco de sangue foram
utilizados para o desenvolvimento da busca de resultados
das amostras reagentes (inconclusivas e positivas) no teste
sorolégico (Quimioluminescéncia-ARCHITECT HIV Ag/Ab
Combo), em seguida ocorreu a busca do resultado do teste
molecular (NAT HIV Bio-Manguinhos) para cada amostra.

Adotou-se como critérios de inclusao: resultados de
amostras provenientes de candidatos a doagbes de san-
gue; amostras reagentes na triagem sorolédgica durante o
periodo de 2015 a 2019, na qual se apresentaram como
inconclusivas (S/CO 0,8-1,2) e positivas (S/CO >1,2). E
como critérios de exclusao: amostras que se apresentaram
como nao reagentes; amostras procedentes de pacientes;
amostras sem resultado de S/CO; amostras sem resultado
do NAT; e duplicatas de amostras.

Para analise estatistica de dados, os resultados das
amostras foram digitalizados para uma planilha no banco
de dados no programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), versao 20, no qual foram organizados
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e contabilizados. Em seguida, foi realizada a estatistica
descritiva, determinando as frequéncias absolutas e
percentuais das variaveis qualitativas (resultados sorolo-
gicos — positivos, inconclusivos ou negativos, moleculares
detectaveis ou indetectaveis).

Para a analise da correlagéo dos valores da relagao
S/CO com a presenga de RNA viral realizou-se o teste
de Qui-quadrado (X?) com intervalo de confianga de 95%
(p-valor menor ou igual a 0,05). Em relagéo as variaveis
quantitativas (valores da relagdo S/CO) foram calculados
os valores de média, desvio padrao e valores minimos e
maximos, de acordo com as caracteristicas das variaveis em
estudo. Realizou-se também o calculo do ponto de corte do
teste Quimioluminescéncia-ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo,
assim como as informacgdes de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN)
e acuracia foram obtidas por meio da analise grafica gerada
pela curva Receiver Operating Characteristic (ROC).

ETICA

O referente estudo foi submetido a Plataforma Brasil,
base nacional e unificada de registros de pesquisas envol-
vendo seres humanos e a todo o sistema Comité de Etica e
Pesquisa/Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CEP/
CONEP), consistindo na aprovagao pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade Metropolitana da Amazonia — CEP/
FAMAZ, sob o CAAE 26167219.70000.5701, com o Parecer
n®3.922.771 (anexo 1). Logo, foi autorizada a dispensa de
aplicagao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) devido serem analisados somente os resultados
referentes as amostras de doadores de sangue, adquiri-
dos por meio de relatérios gerais. Em momento algum as
identificagcdes e/ou informagdes confidenciais foi revelada.

RESULTADOS

Foram coletadas no Banco de Sangue da Fundagao
HEMOPA, durante o periodo de 2015 a 2019, 482.176

bolsas de sangue, que deram origem a amostras a serem
triadas; 0,20% dessas amostras foram reagentes para HIV
pelo método de Quimioluminescéncia (ARCHITECH HIV
Ag/Ab Combo).

Ao aplicar os critérios de exclusédo, sucederam para
este estudo 910 amostras. Dessas 910 amostras reagentes
obtidas, 75,60% (688/910) obtiveram resultado positivo (S/
CO>1,2)e 24,40% (222/910) inconclusivo (S/CO 0,8-1,2).
Com a investigagdo dos resultados do NAT HIV de cada
amostra, observou-se que 100% (222/222) das amostras
inconclusivas no teste soroldgico resultaram como NAT
HIV indetectavel. Quanto as amostras positivas, 66,38%
(456/688) procederam como NAT HIV detectavel e 33,62%
(232/688) dessas resultaram como NAT HIV indetectavel.
Assim, na visao geral do estudo, pode-se observar que
50,10% (456/910) das amostras reagentes foram NAT HIV
detectavel e 49,90% (454/910) NAT HIV indetectavel.

Dessa forma, ao realizar a estatistica descritiva dos
valores de S/CO das amostras detectaveis e indetec-
taveis no NAT, observou-se que o valor da mediana S/
CO das amostras NAT detectavel foi 503,93 (min - max,
1,64 — 9752,00). O valor da mediana S/CO das amostras
indetectaveis foi de 1,22 (min - max, 0,80 — 820,42). Foi
analisada a diferenga entre a mediana S/CO entre NAT
detectavel e NAT indetectavel. Os valores encontrados
foram significativamente mais elevados entre os detec-
taveis (503,93 vs. 1,22; U de Mann-Whitney = 2908,000;
p = 0,000).

Para demonstrar o perfil sorolégico associado ao
resultado do teste molecular, os valores da relagao S/CO
acima de 1,2 foram distribuidos em faixas, exibindo apenas
valores de S/CO das amostras positivas, visto que ja foi
evidenciado o resultado do teste molecular das amostras
inconclusivas. Os valores da relagdo S/CO das amostras
positivas oscilou de 1,2 a 9752,000. A vista disso, a melhor
distribuicdo dos valores de S/CO das amostras foi em 4
faixas (agrupamentos). A Tabela 1 demonstra a taxa de
amostras detectaveis e indetectaveis no NAT de acordo
com os agrupamentos dos valores da relagao de S/CO.

Tabela 1- Taxa de detecgdo de NAT HIV detectaveis e indetectaveis de acordo com os agrupamentos de valores de S/CO ARCHITECH HIV Ag/Ab

ARCHITECH HIV Ag/Ab NAT HIV NAT HIV
S/Co N° Detectavel % (N°) Indetectavel % (N°)
>1,2e<10 205 3% (6) 97% (199)
>10e <60 55 64% (35) 36% (20)
>60e<110 18 89% (16) 1% (2)
>110 410 97,3 % (399) 2,7% (11)
Total 688 66,38% (456) 33,62% (232)
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A Curva Receiver Operating Characteristic (ROC)
foi utilizada para determinar o melhor ponto de corte dos
valores de S/CO das 910 amostras provenientes do ensaio
ARCHITECH HIV Ag/Ab. Os resultados apresentaram uma
curva estatisticamente significativa (AUC [Area sob a curva]
=0,986, EP [Erro padrao] = 0,004, p = 0,000; 95% ClI [Inter-
valo de confianga] = 0,978 — 0,994), demonstrando que a
escolha aleatéria de valores de S/CO, 98,6% das amostras
NAT HIV detectavel apresentarao valores de S/CO maiores
que os valores de amostras NAT HIV indetectaveis (Figura 1).

Foram consideradas como verdadeiro positivo e ver-
dadeiro negativo as amostras que resultaram como NAT
detectavel e indetectavel, respectivamente. O ponto de
corte que maximizou a sensibilidade e a especificidade foi
de 15,020, com sensibilidade de 97,6% e especificidade
de 95,9%. O valor preditivo positivo (VPP) foi 95,89% e o
valor preditivo negativo (VPN) foi 97,55%. A acuracia do
teste foi de 96,80%. O ponto de corte apresentou maior
capacidade de classificar quem tinha presenga de viremia
RNA HIV (97,6% dos casos) quando comparado a quem
nao tinha viremia RNA HIV (95,9% dos casos).

Comisso, se estabeleceu a correlagao entre os valores
de S/CO das amostras com seus respectivos resultados
do NAT (Tabela 2), onde se demonstrou uma correlagéo
estatisticamente significante entre os valores de S/CO e a
presenca de RNA viral na detecgdo do HIV no teste NAT.

DISCUSSAO

Os métodos de triagem sorolégica (Quimioluminescén-
cia — ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo) e molecular (NAT)
realizados simultaneamente na Fundagcdo HEMOPA para a
detecgéo do virus HIV sdo imprescindiveis para garantiruma
boa seguranca transfusional e a diminuigéo de resultados
inconclusivos, evitando assim a transmissao de particulas
virais através da transfusdo sanguinea.(>'® Embora haja
muitos estudos que demonstrem a associagao do NAT a um
teste de quarta geragéo (Quimioluminescéncia e Elisa),® 1419
ainda sao raros os que apresentam uma correlagao notéria
e bem estabelecida."

Para Jacociunas et al.,('? a qualidade do sangue
oferecido pelos bancos de sangue depende da correlagéo
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Figura 1. Curva (ROC) para os valores de S/CO das amostras
reagentes na Quimioluminescéncia— ARCHITECH HIV Ag/Ab Combo

Tabela 2 - Correlagao entre os valores S/CO de acordo com ponto de corte, e seus respectivos resultados do NAT.

ARCHITECH HIV Ag/Ab

Ponto de corte N° NAT Detectavel % (N°) NAT Indetectavel % (N°)

S/CO > 15,020 463 95,90% (444) 4,10% (19)

S/CO < 15,020 447 2,46% (11) 97,54% (436)
Total 910 455 (50%) 456 (50%)

Teste X2 (p-valor < 0,005
p
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na interpretacéo entre os resultados de testes soroldgicos
(Quimioluminescéncia) e do NAT (NAT HIV-Bio-Manguinhos).
Um estudo realizado na india expds uma correlagdo bastante
significante entre o método de sorologia (ARCHITECT HIV
Ag/Ab Combo) e os resultados da metodologia NAT (eSAS
Procleix Ultrio Assay) na triagem do HIV em relagéo ao virus
da Hepatite B e da Hepatite C nos anos de 2010 a 2012.(1®

No presente estudo, com quantitativo de 910 amostras
reagentes (positivas e inconclusivas), foi possivel notar
que em 2015 o percentual de amostras foi maior (26,38%)
no Progress em decorréncia de ndo haver existéncia do
sistema SBS Web que foi implantado a partir de julho de
2016, o que vem a justificar o percentual de amostras no
mesmo sistema se apresentar alto.

Com o resultado de 910 amostras reagentes,
observou-se que 222 amostras foram inconclusivas (0,8 —
1,2 S/CO), na qual 100% resultaram em NAT indetectavel,
corroborando com os achados de Alonso et al.,'"” onde
apresentou em sua pesquisa o total de 69.471 amostras
testadas pelo ensaio ARCHITECT Ab/Ag Combo, sendo que
apenas sete resultaram como inconclusivas, constatando
que 100% das amostras inconclusivas obtiveram resultado
negativo em dois testes confirmatérios: pelo NAT (kPCR
Versant HIV-1 Plataforma de RNA) e pelo RIBA - Recom-
binant Immunoblot Assay/ Ensaio de Imunotransferéncia
Recombinante (Geenius HIV 1/2 Teste de confirmagao
[Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Francel).

As amostras positivas com NAT detectavel (456) do
presente estudo tiveram valor de S/CO acima de 1,2 pelo
ARCHITECT Ab/Ag Combo, semelhantemente ao de Roy
et al.'® e Chacén e Mateos!"* que consideraram amostras
positivas com valor de S/CO acima de 1. No segundo estudo
(RIBA), Chacén e Mateos!'¥ demonstraram que 96,6% de
suas amostras (229) eram NAT detectavel (kPCR).

Quanto a andlise descritiva realizada, observou-se
que o estudo de Alonso et al.,("” demonstrou que a medi-
ana das amostras positivas de S/CO foi 660,74 variando
de 2,91 e 1392,12 (599 amostras), e a mediana obtida por
uma pesquisa executada por Roy et al.'® em Nova Deli foi
de 405,28 variando entre 22,67 e 1639,12 (147 amostras).
Em comparacgao ao presente estudo a mediana encontrada
(503,93) se encaixa na variagao de medianas identificadas
por Roy et al."” e Alonso et al.,("® respectivamente, ou seja,
possibilitando demonstrar a aproximacado das medianas
descritas na literatura.

De acordo com a organizag&o das amostras aos agru-
pamentos estabelecidos por meio dos valores de S/CO para
a determinagao do perfil sorolégico, pode-se constatar que
quanto maior o valor de S/CO, maior a possibilidade de as
amostras resultarem como NAT detectavel.

Entretanto, vale ressaltar que mesmo o alto percentual
de detectaveis na ultima faixa (S/CO >110) nao exclui a
possibilidade de haver amostras indetectaveis (2,7%). Da
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mesma forma em que ocorre nas primeiras faixas, na qual
foram obtidos valores de S/CO menores, tornando maior
a possibilidade de as amostras dessas faixas serem NAT
indetectavel (ver Tabela 1). Assim como em nosso estudo,
Alonso et al.(!") utilizaram o mesmo ensaio ARCHITECT Ag/
Ab Combo, porém com a utilizagdo de duas metodologias
diferentes como teste confirmatorio, sendo o RIBA utilizado
como um teste confirmatorio primario e o NAAT como teste
confirmatério secundario. Com isso, foi possivel observar
que das amostras com S/CO = 100 (603 amostras), o
NAAT apresentou-se com resultado detectavel para 7 das
9 amostras que obtiveram resultados negativos inicialmente
pelo RIBA, dessa forma sustentando a utilizagdo do NAAT
na triagem, como o0 nosso estudo demonstrou.

Apos a analise da curva ROC foi determinado o ponto
de corte de 15,020 que evidenciou as amostras que apre-
sentaram presenca de RNA HIV e auséncia de RNA HIV.
Desse modo, uma pesquisa em Madri alcangou o ponto
de corte de 32,7 com a realizagéo da curva ROC atingindo
uma sensibilidade de 97,4% e especificidade de 100%,% e
diante disso Guarner(" sugeriu que a sensibilidade poderia
estar sendo reduzida pelo fato do antigeno p24 formar uma
ligagdo com os anticorpos que o paciente ja continha.

CONCLUSAO

No presente estudo, estabelecemos que na triagem
soroldgica-molecular ha uma correlagéo estatisticamente
significante, na qual a presenga de anticorpos e/ou antigenos
no teste ARCHITECH HIV Ag/Ab Combo orienta a predigao
de viremia no NAT, isto é, na maioria dos casos. Portanto,
torna-se necessario o constante avango das metodologias
utilizadas na triagem dos bancos de sangue, uma vez que
o HIV possui uma clinica propria, dai ser imprescindivel a
busca da identificagdo precoce de doadores que possam
estar infectados ainda que n&do tenham conhecimento de
tal infecgao.
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Abstract

Objective: Search for the correlation between serological and molecular
methods of HIV detection in screening blood donors at the HEMOPA
Foundation. Methods: The HIV reagent samples were searched for
the years 2015 to 2019 in the Blood Bank System of the HEMOPA
Foundation. For statistical analysis, the SPSS program was used
to compare the medians of the S / CO values with detectable and
undetectable NAT. The X? test was used to point out the correlation
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between S / CO values and the presence of viral RNA. Results:
910 reagent samples were obtained for the study, in which 75.60%
(688/910) positive (S / CO> 1.2) and 24.40% (222/910) inconclusive
(S/ CO 0.8) -1.2). The median S / CO of the detectable samples
was 503.93 and the undetectable was 1.22 in NAT. Conclusion:
We established that in serological-molecular screening there is a
statistically significant correlation, in which the presence of antibodies
and / or antigens in the ARCHITECH HIV Ag / Ab Combo test guides
the prediction of viremia in NAT.
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HIV; Serology; Blood Banks
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Incidéncia de Streptococcus 3-Hemolitico em Gestantes do Municipio

de Campinas, Sao Paulo

B-hemolytic Streptococcus incidence in pregnant women of Campinas Municipality, Sdo Paulo

Melissa Miguel Fedozzi’
Jacqueline Fatima Martins de Almeida?

Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a incidéncia de Streptococcus B-hemolitico em
gestantes e a suscetibilidade aos antimicrobianos das pacientes colonizadas. Métodos:
Para isso, foram analisadas 4.380 amostras de secregdes vaginais e anais de gestantes,
a partir de 35 semanas de gestagao, atendidas em laboratério particular na cidade de
Campinas, para detecgdo da presenga de Streptococcus B-hemolitico. Resultados: Foi
encontrada uma prevaléncia de colonizagdo nas gestantes analisadas de 12% (504/4380),
sendo 293 (13%) vaginais e 211 (10%) anais. Das positivas, foi realizado o perfil de
resisténcia bacteriana em 60 amostras, sendo 20% das amostras anais resistentes a
clindamicina e 22% a eritromicina e das amostras vaginais 25% resistentes a clindami-
cina e 33% a eritromicina, ndo havendo resisténcia a penicilina e ampicilina. Concluséo:
Diante da incidéncia apresentada, ressalta-se a importancia da realizagao do rastreio da
colonizagao transitéria de estreptococos B-hemoliticos em gestantes durante o pré-natal,
associado a adequada profilaxia intraparto, para minimizar os riscos de ocorréncia de
sepse nos neonatos.

Palavras-chave

Infecgao por Streptococcus agalactiae; Sepse Neonatal; Recém-Nascido; Gestantes

INTRODUGAO

As bactérias sdo classificadas, primeiramente, de
acordo com sua morfologia, para sé depois serem diferen-
ciadas de acordo com a coloragao e resposta as provas
bioquimicas.("

Aclassificagao morfoldgica é dividida em cocos, bacilos
e espirilos. Embora as bactérias tenham semelhancas estru-
turais, as mesmas possuem diferengas em sua composi¢ao
e no seu tratamento diante de uma patologia. A principal
ferramenta utilizada para diferenciagcdo de bactérias é a
técnica de coloragao de Gram. A técnica permite dividir
as bactérias em dois grandes grupos: Gram-negativas e
Gram-positivas.®

A coloragdo de Gram sozinha nao permite a total
diferenciacéo e identificagdo das bactérias. Para isto, é
necessario realizar as provas bioquimicas especificas para
cada grupo de bactérias, como por exemplo: EPM, MILI,
citrato, DNAse, coagulase, catalase, oxidase, entre outras."3)

Os Staphylococcus e os Streptococcus sao bactérias
Gram-positivas que estao entre os microrganismos mais
isolados em amostras bioldgicas. Os Staphylococcus sao
geralmente encontrados na pele e mucosa. As espécies mais
importantes podem ser identificadas com algumas provas
especificas, sendo a habilidade de coagular o plasma o teste
mais aceito para identificar Staphylococcus patogénicos
associados com infecgdes agudas.*9

Os Streptococcus sdo capazes de causar diversas
doengas nos seres humanos, entre as mais frequentes
estdo as infecgdes do trato respiratério, pele, tecidos moles,
endocardites, sepse e meningites. Entre os sistemas de
nomenclaturas desenvolvidas para a identificagdo de Strep-
tococcus, destacam-se aquelas baseadas nas caracteris-
ticas hemoliticas, que colocadas em meios de cultura agar
sangue de carneiro a 5%, observa-se o tipo de hemdlise.*5

Existem trés classificagbes de hemdlise baseadas no
halo de hemdlise causado pela bactéria: a a-hemolise é
caracterizada como uma hemodlise parcial, ocorrendo uma

! Biomédica, habilitada em anélises clinicas, especialista em microbiologia avangada. Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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zona cinza esverdeada; a -hemolise é caracterizada pela
lise completa das hemacias, ocorrendo uma zona transpa-
rente ao redor da colbnia, e a y-hemolise € caracterizada
pela auséncia de hemolise.®

O teste de catalase é utilizado para diferenciar os
Staphylococcus (catalase positiva) dos Streptococcus (cata-
lase negativa). Entretanto, existem relatos na literatura de
Streptococcus aureus catalase negativa relacionados a
processos infecciosos, embora raros, descritos em varios
paises, inclusive o Brasil. A catalase constitui um mecanismo
de defesa para a bactéria contra células fagocitarias, porém
nao é um fator essencial para a sobrevivéncia do S. aureus.®

Dentro deste enorme grupo, o Streptococcus agalac-
tiae, também conhecido como Streptococcus (3-hemolitico
ou Streptococcus do Grupo B (SGB), tornou-se o agente
bacteriano de maior frequéncia e maior importancia clinica
para as infecgdes perinatais e neonatais.*”

Trata-se de um coco Gram-positivo disposto em cadeias
que se agrupa em col6nias lineares em pares com tamanhos
variaveis. Sao anaerdbios facultativos, catalase e oxidase
negativa. Sdo imoveis e possuem parede celular grossa
constituida por peptideoglicano, carboidratos, proteinas,
acido teicoicos e membrana simples.®

Os Streptococcus agalactiae cresce em meio nutri-
cionalmente enriquecido em agar sangue. Suas coldnias
sao pequenas, de cor alaranjada ou vermelho-tijolo, e ela
apresenta caracteristica hidrolitica formando uma zona de
B-hemdlise.®

Aprincipal caracteristica do S. agalactiae é a presenca
do antigeno do grupo B, polissacarideo da parede celular.
Em 1933, Lancefield desenvolveu uma classificagéo para os
Streptococcus baseada nas caracteristicas antigénicas de
um carboidrato de parede celular denominado de carboidrato
C. Em 1934, Lancefield diferenciou o Streptococcus hemo-
litico bovino, classificando-o como pertencente ao grupo B.
Em 1937, Sherman classificou os Streptococcus em quatro
grupos: pirogénicos, viridans, lactico e enterococcus, sendo
gue o agalactiae ficou no grupo B dos pirogénicos.(?

As cepas da bactéria podem ser caracterizadas com
base em trés marcadores sorolégicos:(" Antigeno polissa-
carideo: grupo especifico de parede celular ou antigeno de
grupo B (antigeno da classificagao de Lancefield) composto
por ramnose, N-acetilglicosamina e galactose; Nove polis-
sacarideos capsuladores tipo-especifico (la, la/c e Il a VIII),
que caracterizam nove tipos sorologicos da bactéria. Os
sorotipos mais comumente associados as patologias séo
la, Ib, I, lll E V; Proteinas de superficie: carboidrato C.("

A caréncia de anticorpos contra alguns antigenos tipo-
-especificos € um fator fundamental para o desenvolvimento
de doencas produzidas por sorotipagens do grupo B. As
cepas do tipo lll de Streptococcus do grupo B presentam
60% das bactérias isoladas em casos de septicemia neo-
natal e mais de 80% dos isolados provenientes de casos
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latentes com meningite, sugerindo que esse sorotipo de
Streptococcus do grupo B possui maior viruléncia."

Dentre as inumeras bactérias que compdem a micro-
biota humana, o Streptococcus agalactiae pode fazer
parte dela. O microrganismo € encontrado como saprdfita
vaginal em mulheres e esta presente no trato gastrointes-
tinal e geniturinario, podendo ser transitério, crénico ou
intermitente. As gestantes colonizadas sao geralmente
assintomaticas, no entanto durante a gravidez e no puer-
pério o SGB pode causar infecgao do trato urinario, sendo
responsavel por 2% a 4% das infec¢bes, podendo causar
parto prematuro, infecgcéo do liquido amnidtico e infecgao
do utero apés o parto.(?

Comumente gestantes s&o acometidas por infec¢des
deste género de bactérias devido as alteragoes fisiologicas
que ocorrem no periodo de gestagao alterando sua resposta
a infecgbes e limitando o tratamento antibioticoterapico,
uma vez que a agao de antibioticos em fetos ainda nao é
bem conhecida.™

Segundo o CDC (sigla do inglés: Centers for Disease
Control and Prevention), a transmissao ao feto ocorre quando
as membranas da placenta se rompem e o SGB ascende
da vagina para o liquido amnidtico. Ha evidéncias de que
ele também pode ultrapassar barreiras intactas. Quando
atinge o liquido amnidtico, a bactéria pode ser aspirada
para os pulmdes fetais levando a bacteremia.('®

Outra via de transmissao principal para o neonato
€ a transmissao vertical, onde o recém-nascido entra em
contato com a flora vaginal e consequentemente com o
Streptococcus agalactiae.®

O SGB é responsavel por cerca de 25% das mortes
de neonatos em decorréncia de pneumonia, meningite ou
septicemia. Nos recém-nascidos a infecgdo pode se apre-
sentar de duas formas:(" inicio precoce, que pode ocorrer
durante a primeira semana de vida devido a transmisséo
vertical, causando mais frequentemente sepse, meningite
€ pneumonia; inicio tardio, que pode ocorrer da primeira
semana até o terceiro més de vida devido a transmissao
vertical, que ocorre raramente, e por fim a transmissao
por outras fontes externas desconhecidas, causando mais
frequentemente meningite.('¥

Em 2010, um guia foi elaborado pela American Aca-
demy of Pediatrics recomendando a prescrigdo de qui-
mioprofilaxia em duas situagdes:('¥ Em todas as gestantes
colonizadas (SGB), de acordo com o resultado da cultura
realizada no final da gestacéo a partir das 35 semanas; e
nas gestantes que ndo tenham sido submetidas a pesquisa
da colonizagéao pelo SGB com o tempo de ruptura de mem-
brana maior que 18 horas, temperatura igual ou superior a
38°C durante o parto e/ou prematuridade.("®

O tratamento e profilaxia sao realizados com a utiliza-
¢ao de antibioticos de amplo espectro, mais especificamente
a penicilina e ampicilina. Para casos em que ha sensibilidade
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a algum destes antibidticos utilizados s&o cefazolina, clin-
damicina, eritromicina e vancomicina.(™®

A administragdo das doses adequadas e do tipo de
profilaxia e/ou tratamento segue o protocolo de Prevengao
da Doenca Estreptococica Perinatal do Grupo B elaborada
pelo CDC e também pela conduta médica aplicada a cada
caso e a cada paciente.('?

O uso de antibidticos para tratamento destes casos
aumenta a preocupagado com casos de resisténcia bacte-
riana. Casos ja foram relatados de resisténcia a penicilina
e ampicilina. O CDC também relata casos de resisténcia a
clindamicina e eritromicina, que sao antibiéticos alternativos
a penicilina e ampicilina.(™®

Portanto, a realizagéo do antibiograma no momento
do diagndstico da infecgao é de suma importancia clinica.
Através dele é possivel analisar a sensibilizagao do Strepto-
coccus agalactiae frente a gama de antibioticos disponiveis
e escolher o mais adequado ao tratamento.('®

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar
a incidéncia da colonizagao por Streptococcus B-hemolitico
em gestantes do municipio de Campinas—SP.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo observacional, transversal e
retrospectivo em um laboratdrio de patologia clinica particular
do municipio de Campinas—SP, onde foram realizadas ana-
lises dos resultados dos exames laboratoriais de mulheres
gravidas com idade gestacional a partir de 35 semanas
submetidas a pesquisa de Streptococcus B-hemolitico no
periodo de janeiro de 2017 a agosto de 2018.

Na rotina laboratorial, as amostras de secrec¢ao vagi-
nal e anal das pacientes submetidas a este exame foram
coletadas com swab estéril em meio de transporte Stuart.
As amostras obtidas foram inoculadas em meio seletivo
de caldo Toddy Hewitt e incubadas 24 horas a 37°C. A
seletividade desse meio se da mediante a inclusdo de
gentamicina e acido nalidixico, 0 que permite o crescimento
de SGB, inibindo a proliferagdo de contaminantes."¥ Apds
esse tempo de incubagao, as amostras foram semeadas
em agar sangue de carneiro a 5%, sendo entédo incubado
por mais 24 horas a 37°C.

As colbnias sugestivas de SGB, seja por sua morfologia
e tipo de hemdlise, foram submetidas ao teste de Fator CAMP,
que consiste em avaliar a produgao de um fator extracelular
de hemodlise, produzido pelo SGB, intensificando a hemdlise
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 produtores de B-lisina
em agar sangue. Foi realizada uma estria de Streptococcus
a ser identificado perpendicularmente a estria de Staphylo-
coccus, sem se tocarem, apds a incubacéao por 24 horas a
37°C. O fator CAMP positivo forma uma ponta de flecha, na
intersecdo das duas estrias e a amostra entao é considerada
positiva indicando o Streptococcus agalactiae.®'*17
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As amostras confirmadas pelo fator CAMP foram colo-
cadas para a identificagcdo em equipamento de automagao em
microbiologia (BD Phoenix 100, Franklin Lakes, EUA), onde
€ utilizado o painel PMIC/ID 105 para cocos Gram-positivos.
Muitos dos testes presentes no painel sdo métodos classicos:
testes de fermentagédo, oxidagao, degradagao e hidrolise de
varios substratos, tais como: cromogénicos e flurogénicos,
bem como substratos que sdo fontes Unica de carbono.("

Apos a identificagdo do Streptococcus agalactiae,
foram avaliadas a suscetibilidade antimicrobiana pelo teste
de difusdo em agar conforme recomendacdes do Clinical
Laboratory Standart Institute.(%'®)

Foi realizada uma suspensao com solugao salina estéril
(NaCl 0,9%) com turvagéo de 0,5 da escala de McFarland.
A suspensao foi semeada uniformemente em placa de Agar
Mueller-Hinton sangue com o auxilio de um swab estéril e
em seguida foram colocados discos de papel impregnados
com antibidticos sobre o meio. Os antibidticos testados
foram: ampicilina, penicilina, clindamicina e eritromicina.

As placas semeadas foram incubadas 24 horas a 37°C.
As escolhas dos antibioticos ficam a critério da interpretagao
sugerida a norma M2-A8 adotada no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria.(41"

As leituras dos halos de inibigéo e a interpretagao dos
resultados foram realizadas de acordo com a CLSI.("® Foram
considerados “sensiveis” os seguintes diametros dos halos:
ampicilina (= 24mm); clindamicina (= 19mm); eritromicina
(= 21mm); penicilina (= 24mm).("®

Os dados coletados foram tabulados em planilha
Microsoft Office Excel, versao 2017, e foram comparados
dados como: idade das gestantes, quantidade de exames
positivos e negativos, diferenciagéo entre anais e vaginais
e as respectivas porcentagens de positivos e negativos.

ETICA

Todos os procedimentos seguidos nos experimentos
deste trabalho estdo em consonancia com os principios
éticos aceitos pelas normativas nacional [Resolugdo CNS
466/2012] e internacional [Declaragéo de Helsinki/ World Medi-
cal Association], tendo sido aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Paulista — UNIP sob Parecer n°® 2.666.377.

RESULTADOS

No estudo realizado em um laboratério de patologia
clinica particular do municipio de Campinas—SP, foram ana-
lisadas 4.380 amostras de gestantes a partir de 35 semanas
de gestacdo. Dentre elas, 504 (12%) amostras tiveram
culturas positivas e 3.876 (88%) resultaram em cultura
negativa para SGB na analise do material anal e vaginal.

Dentre as pacientes testadas para SGB, a faixa etaria
variou de 19 a 47 anos, com média de 33+5 anos de idade.
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Houve uma maior incidéncia na faixa etaria de 31 a 40 anos com
348 (69%) mulheres positivas para a infecgao por SGB, seguida
de 116 (23%) mulheres de 21 a 30 anos, 30 (6%) mulheres
entre 41 a 50 anos e ainda 10 (2%) mulheres até 20 anos.

Dentre as 504 gestantes colonizadas, 293 (13%)
amostras foram positivas na colonizagéo vaginal, 211 (10%)
na colonizagao anal (Figura 1).

Das 60 amostras submetidas ao teste de sensibilidade
antimicrobiana, 12 (20%) das amostras anais mostraram-
-se resistentes a clindamicina e 13 (22%) a eritromicina,
e das amostras vaginais 15 (25%) resistentes a clinda-
micina e 20 (33%) a eritromicina. N&o houve resisténcia
aos antibidticos penicilina e ampicilina em nenhuma das
amostras (Figura 2).
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2000 1904
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 Negativo

500
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211
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Figura 1. Incidéncia de SGB nas diferentes amostras de secre¢do vaginal e anal. Relagdo de resultados positivos

e negativos por amostra coletada.
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Figura 2. Resisténcia bacteriana do SGB aos antibibticos testados. Descrigao do padrdo de resisténcia antimicrobiano

por tipo de amostra analisada.
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DISCUSSAO

Neste estudo foi detectada a colonizagdo materna
pelo Streptococcus B-hemolitico em 12% das amostras
analisadas. O percentual de colonizagdo observado foi
proporcional com o apresentado na literatura, sendo que a
média internacional se encontra em torno de 10% a 30%
das gravidas colonizadas com SGB.(121419.20 No Brasil, os
dados sobre a colonizagédo sao semelhantes, com taxas de
11,1% no Rio Grande do Sul, 20% na Regido Nordeste do
pais e 25,4% em Sao Paulo.(2'%2) Sendo que a prevaléncia
média brasileira de colonizagao por SGB tem se mostrado
menor do que paises asiaticos como a China, que possui
prevaléncia entre 3,7% a 14,5% da populagéo.®??

Diante dos artigos avaliados, muitos autores conside-
ram que a cultura bacteriana é o padrao-ouro para a detecg¢éao
do Streptococcus B-hemolitico, quando se utiliza material
obtido de coleta vaginal e anal, semeados em meios de
cultura especificos, aumentando assim a possibilidade de
identificag&o.?® Porém, os dados sobre a colonizagao pelo
Streptococcus B-hemoliticos s&o por muitas vezes escas-
sos, podendo apresentar variagdes como a idade materna,
o tempo de gestagdo no momento em que as coletas sao
realizadas, o local da coleta, os métodos utilizados e a
origem; as caracteristicas das populagdes estudadas e
fatores de riscos.(424

Apesar de fazer parte das diretrizes da Sociedade
Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, este exame nem
sempre é realizado por todas as gestantes, por diversos
fatores.(” Quando a cultura de SGB nao é realizada ou é
desconhecida, recomenda-se o uso de antibidticos profilati-
cos, nas seguintes situagdes: trabalho de parto com menos
de 37 semanas de gestacao, rotura das membranas ovulares
a 18 horas ou mais, temperatura materna intraparto maior
ou igual a 38°C. Nesses casos o uso da profilaxia intraparto
com drogas antimicrobianas tem-se mostrado efetivo como
estratégia para a prevencgao da transmissao vertical.("

Das 60 amostras que foram submetidas ao teste de
sensibilidade aos antimicrobianos em nosso estudo, 55%
apresentaram resisténcia a eritromicina e 45% a clindami-
cina, demonstrando uma tendéncia no aumento de amostras
de SGB resistentes a esses antimicrobianos em questao
comparados em estudos realizados em diferentes paises.

Assim, com relagao a eritromicina os maiores indices
de resisténcia foram detectados nos Estados Unidos da
América (30%)®) e na Franga (21,4%). Com relagéo a
clindamicina, as taxas de resisténcia sdo inferiores, com
indices de 11,4% nos Estados Unidos da Américae 17,5%
na Franga. Nenhuma das nossas amostras apresentaram
resisténcia a penicilina e a ampicilina, pois de fato ndo
ha relato na literatura, até o presente momento, sobre a
resisténcia desses antibidticos na populagéo brasileira. No
entanto, ha indicios relatados na Africa, apresentando de
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23,8% a 33,6% de resisténcia a penicilina e a ampicilina,
respectivamente. @28

Sendo assim, atualmente a penicilina continua sendo a
droga de escolha como profilaxia antimicrobiana intraparto,
por ser uma droga de baixo custo e de largo espectro de
acgao direcionado para os cocos Gram-positivos, sendo
assim, eficaz na passagem da barreira transplacentaria.
Nos casos de alergia a penicilina, o CDC recomenda
o uso de clindamicina, desde que esta ndo apresente
resisténcia induzivel nos casos de cepas resistentes a
eritromicina.(*2% Em situagdes de resisténcia as drogas
citadas anteriormente, existem outras drogas que podem
ser administradas, como a cefazolina e a vancomicina,
sendo essa droga de ultima escolha.

A infeccao por SGB continua sendo uma importante
causa de morbimortalidade em recém-nascidos. As sindro-
mes clinicas mais comuns ocorrem no inicio precoce, sendo
essas a septicemia e a pneumonia; a infecgdo no inicio
tardio apresenta na maioria dos casos meningite, podendo
causar sequelas permanentes. ("2 Aproximadamente 25%
de casos de septicemia em recém-nascidos no inicio precoce
ocorrem em prematuros com um potencial de letalidade de
cerca de 20%. Ja para os bebés nascidos de gestagéo a
termo essa taxa cai para 2.1%.°%9

As gestantes colonizadas sdo geralmente assinto-
maticas, e por este motivo o rastreamento universal das
gestantes entre 35 a 37 semanas de gestagao e a pratica
de profilaxia intraparto para aquelas colonizadas tem tido
uma redugéo dos casos de sepse neonatal. 32930

CONCLUSAO

Conclui-se que o Streptococcus -hemolitico é pre-
valente nas gestantes do municipio de Campinas—SP com
taxa de incidéncia semelhante ao restante do Brasil.

Ressalta-se a importancia da classe médica da realiza-
¢ao da cultura para rastreio e pesquisa de colonizagao por
Streptococcus B-hemolitico no acompanhamento pré-natal
de gestantes, com avaliagéo sistematica da suscetibilidade
aos antimicrobianos para a escolha da quimioprofilaxia
adequada, garantindo assim a seguranga do recém-nascido.
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Abstract

Objective: The aim of this study was evaluate the incidence of B-hemolytic
Streptococcus in pregnant women and antimicrobial susceptibility of
colonized patients. Methods: For this, a cohort of 4,380 of pregnant
women, from 35 weeks of gestation, were analyzed, samples of
vaginal and anal secretion were collected in a private laboratory in
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the city of Campinas. Result: The prevalence of colonization was of
12% (504/4380) in pregnant women was evidenced, being 293 (13%)
vaginal and 211 (10%) anal. From the positives, the bacterial resistance
profile was performed in 60 samples, 20% of the clinical samples
resistant to Clindamycin and 22% of Erythromycin and 25% of the
vaginal samples resistant to Clindamycin and 33% to Erythromycin,
without resistance to Penicillin and Ampicillin. Conclusion: We conclude
that the emphasize the importance of performing the screening of
B-hemolytic Streptococcus in pregnant women during the prenatal
period, associated with adequate intrapartum prophylaxis is needed.

Keywords
Streptococcus agalactiae infection; Neonatal Sepsis; Pregnant women;
Recent born
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Avaliacao da qualidade na gestao de estoque em laboratério clinico

no municipio de Fortaleza, Ceara

Quality assessment in stock management in a clinical laboratory in Fortaleza Municipality,
Ceara

Resumo

Objetivo: Este trabalho visa discutir sobre a correta gestdo de insumos em um laboratério
de analises clinicas. Nesse tipo de atividade, o Sistema de Gestéo da Qualidade embasa
uma seérie de processos visando garantir a fidedignidade dos resultados, pautados em
processos bem estabelecidos. A gestdo de insumos e estoque é uma atividade integrada
entre os diversos setores existentes na empresa, fundamental para a garantia da qualidade
do exame. Dessa forma, falhas na politica de qualidade podem desencadear prejuizos
materiais, institucionais e humanos. Métodos: Para tanto, realizou-se analise em um labora-
tério clinico privado de Fortaleza, Ceara, de modo observacional, prospectivo e descritivo,
desenvolvido como estudo de caso. Resultados: Verificou-se que, apesar de sistemas de
gestdo de estoque serem adotados, ndo ha treinamento efetivo e documentagéo deta-
Ihada que norteie todos os processos do setor. Conclusdo: A auséncia de processos bem
definidos de gestéo de estoque pode ser interferente importante na correta liberagéo dos
laudos de exames, gerando prejuizos importantes a organizagéo e ao cliente.

Charles lelpo Mourao’
Antonia Fatima Pinheiro lelpo?

Palavras-chave

Gestao da Qualidade; Estoque Estratégico; Laboratério

INTRODUGAO

O conceito de qualidade vem evoluindo ao longo do
tempo, passando de um foco meramente inspecional e
estatistico ao papel de garantir a eficacia de um determinado
processo. Na atualidade, possuir uma politica de controle
de qualidade significa estar apto a concorrer em um mer-
cado cada vez mais exigente e que visa satisfazer tanto as
necessidades do cliente quanto do mercado. Apesar das
inUmeras definigbes do termo “qualidade”, o foco central é
sempre um bom processo.™

Ja a garantia da qualidade esta baseada em plane-
jar, sistematizar e avaliar processos, embasada por uma
documentacao escrita de facil compreenséo e possibilidade
de analise critica.® Isso significa que, se ha um processo
realizado por uma empresa, deve haver um documento
escrito para realiza-lo, de facil entendimento e passivel
de ser compreendido por pessoas de diferentes niveis de
conhecimento, gerando indicadores para analise de modo
real e critico.

Em geral, a rotina de um laboratdrio de analises clini-
cas é bastante complexa, devido a diversidade de amostras
biolégicas que sao coletadas, recebidas e processadas,
bem como pelas diferentes metodologias empregadas para
realizagdo dos diferentes exames disponiveis. Apesar de tal
complexidade, a operagao da grande maioria dos laborato-
rios clinicos no pais pode ser dividida em trés fases: fase
pré-analitica, fase analitica e fase pds-analitica.®4

Em todas as fases, a gestéo de insumos se faz presente
e é extremamente importante para garantir o funcionamento
do laboratorio e a realizacao de todas as etapas dos exames.
Para ilustrar essa importancia, imaginemos que falte papel
durante 24 horas uteis. Assim, o cadastro da solicitagao do
paciente sera afetado, bem como o processo de coleta do
material biolégico, passando pela falta de impressao dos
mapas de trabalho (espécie de ficha interna na qual ha
os dados dos pacientes, exames a realizar e resultados
analiticos), planilhas de controles de qualidade internos e
externos e até os laudos, que séo o produto final de toda
a cadeia laboratorial.
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De acordo com Chaves,® as diversas variaveis ana-
liticas dos exames laboratoriais precisam ser controladas
ao maximo, visando garantir que os resultados sejam pre-
cisos, confiaveis e reprodutiveis. Excetuando-se a analise
técnica das amostras biolégicas propriamente ditas, algu-
mas outras variaveis importantes devem ser monitoradas,
como a eficiéncia dos insumos e reagentes, equipamentos
e dispositivos de medigdo.®

A gestao de insumos e estoque em laboratdrios de
analises clinicas é uma atividade integrada entre os diver-
sos setores existentes na empresa, porém conduzida
pelos setores de almoxarifado, compras e expedigdo. No
contexto industrial, a gestdo de estoque visa gerenciar os
recursos materiais que podem ajudar uma organizagao a
gerar receita no futuro.”

Ja no contexto de um laboratoério de analises clinicas, a
gestéo de insumos e estoque visa assegurar que reagentes
e insumos serdo mantidos de maneira adequada, rastreavel
e segura para a realizagdo de exames confiaveis, além de
garantir resultados financeiros positivos para a empresa.
Logo, o estoque deve existir como um regulador do fluxo de
materiais, garantindo que todos os insumos relacionados a
atividade do laboratdrio estejam disponiveis e em condigbes
de uso sempre que houver demanda dos setores.® 7

Em termos de gestédo de producéo, de acordo com
Ballou®, estoques so pilhas de matérias-primas, insumos,
componentes, produtos em processo e produtos acabados
que aparecem em numerosos pontos por todos os canais
logisticos e de produgéo da empresa. Outra definigcdo dada
por Martins e Campos Alt® traz que estoque é o acumulo
armazenado de recursos materiais em um sistema de pro-
dugao e/ou operagdes. Logo, o estoque nado se constitui
apenas nos produtos que estdo armazenados nos depdsitos,
mas também deve-se levar em consideragao os produtos
que estao relacionados as diversas atividades do laboratorio
executadas cotidianamente.”

O gerenciamento do estoque nasce da necessidade de
se controlar todos os insumos e reagentes que entram no
laboratorio por meio da aquisigao de produtos de diferentes
segmentos, bem como tudo aquilo que é demandado para
o cumprimento de todos os processos existentes realiza-
dos pelos diferentes setores, seja recepgao, area técnica,
deposito de material de limpeza (DML) ou expurgo.

Logo, gerenciar corretamente um estoque é garantir
que as politicas de aquisicdo da empresa serdo seguidas e

cumpridas, possibilitando a geragéo de receitas e mantendo
uma cadeia de valor produtiva e rastreavel.®

Em laboratérios de analises clinicas, frequentemente
0s insumos consumidos possuem um valor financeiro
considerado alto, devido as caracteristicas da operagéo.
Comumente, um determinado produto voltado para a analise
biolégica de uma amostra pode custar varias centenas ou
até milhares de reais. A Tabela 1 traz os valores médios
dos insumos necessarios para a realizagdo de exames
hormonais produzidos por uma multinacional produtora de
insumos laboratoriais. Por questdes éticas e contratuais, o
nome do fornecedor foi omitido das informagdes.

Todos os laboratorios devem ter um almoxarifado que
realize um controle dos seus produtos, de modo a garantir
uma correta administragéo dos seus estoques. Tudo o que
entra e sai do estoque deve ser documentado e devidamente
sinalizado, visando minimizar perdas e maximizar o fluxo de
insumos e reagentes. Dessa forma, uma gestao de estoque
bem realizada deve permitir ao gestor ter a informagao
exata de quantos produtos ha na sua organizagdo como
um todo, suas caracteristicas, apresentacgoes, validades e
fontes de demanda.

Slack et al.‘"" definem politica de estoque como o
conjunto de atos diretivos que estabelecem de modo global
e especifico principios, diretrizes e normas relacionadas ao
gerenciamento dos produtos de uma organizagado. Logo,
deve ser uma preocupagao de qualquer empresa garantir
o equilibrio entre os custos de aquisigao, estocagem, distri-
buigao de insumos dentro dos seus diferentes setores. Ou
seja, gerenciar corretamente um estoque nada mais € do que
controlar a compra, distribuicdo e uso dos materiais dentro
de uma empresa, objetivando equilibrar estoque e consumo.

A gestao de estoque é considerada como de extrema
importancia para a redugao e controle dos custos totais, bem
como para a melhoria dos processos de uma organizacéo,
atuando na parte operacional e financeira de modo conjunto,
merecendo cuidados especificos e detalhados.('?

Atualmente, ndo ha uma legislacéo especifica que
regule os estoques em laboratérios de anadlises clinicas.
Todo o direcionamento para a gestao de estoques e insu-
mos é dado pelas normas da Agéncia Nacional de Vigilan-
cia Sanitaria (ANVISA) e pela RDC n° 302. Entretanto, o
Programa de Acreditagéo de Laboratorios Clinicos (PALC)
apresenta um capitulo que trata especificamente da Gestéao
de Equipamentos e Insumos. No item 7.1 da referida norma,

Tabela 1 — Pregco médio de insumos laboratoriais vendidos por uma multinacional do ramo de diagnéstico in vitro

KIT/ANALITO Apresentacao (testes) Valor Unitario Valor total do KIT
Vitamina D 25-OH 3? Geragéo 100 R$ 21,90 R$ 2.190,00

TSH Ultrassensivel 22 Geragao 200 R$ 4,51 R$ 902,00

PTH - Paratormonio fragao 1-84 200 R$ 32,06 R$ 6.412,00
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versao 2016, ha a exigéncia de que os laboratdrios clinicos
devem estabelecer processos para garantir o fornecimento e
disponibilidade de suprimentos e insumos de forma a manter
a execugao ininterrupta de suas atividades, bem como deve
haver um plano de contingéncia bem estabelecido para
situagdes excepcionais que envolvam falta de reagentes
ou insumos para a realizagdo dos exames.(™®

Além disso, a mesma norma traz no seu item 7.2
que o laboratério deve implantar um sistema de controle
de estoque visando garantir a inspecéo inicial e registro
das condi¢des de recebimento dos insumos, bem como a
rastreabilidade dos dados referentes ao uso, lote, validade,
armazenamento e destinagdo dos mesmos.(®

Os reagentes e suprimentos devem ser sempre arma-
zenados de acordo com as especificagdes do fabricante.
Além disso, a aquisigdo de insumos somente deve ser feita
apos uma analise e qualificagdo do fornecedor, incluindo os
registros na ANVISA e demais 6rgdos competentes. Equi-
pamentos e insumos fora das especificagdes do fabricante
devem serimediatamente segregados, de modo a ter o seu
uso impedido.(®

A gestéo de insumos constitui-se de extrema impor-
tancia para garantir o correto funcionamento do laboratério,
impactando diretamente as atividades dos diversos setores
e, consequentemente, o laudo liberado aos pacientes e
médicos. Nao havendo uma sinergia entre 0os processos
de cotagao, compra, recebimento, armazenagem e distri-
buicdo de insumos aos setores técnicos, o paciente pode
ser prejudicado com a ndo emissao dos resultados dos
seus exames.

Assim, este trabalho surge durante os preparativos
para a implantagao do Sistema de Gestdo da Qualidade na
empresa onde este estudo foi desenvolvido, e, diante do
exposto, visa discorrer sobre a importancia de uma correta
gestao de estoque por meio de estudo de caso realizado em
um laboratdrio clinico privado localizado em Fortaleza, Ceara.

METODOS

Este artigo trata-se de um estudo observacional,
prospectivo e descritivo, desenvolvido em forma de estudo
de caso nas dependéncias de um Laboratorio de Analises
Clinicas privado na cidade de Fortaleza, Ceara. As obser-
vagdes ocorreram ao longo dos meses de outubro de 2018
a maio de 2019. Para tanto, foram realizadas as seguintes
atividades: (1) Levantamento e diagnostico da estrutura
fisica destinada ao setor de almoxarifado; (2) Observa-
¢ao da rotina de trabalho dos responsaveis pelo setor de
almoxarifado do laboratdrio; (3) Detalhamento dos tipos de
reagentes e insumos geridos pelo setor de almoxarifado;
(4) Diagnostico situacional da gestao de estoque existente
no setor de almoxarifado.

RBAC. 2021;53(3):271-276

ETICA

Os aspectos éticos foram resguardados nesta pes-
quisa, de forma que os colaboradores entrevistados nao
tiveram sua identidade revelada, bem como assinaram Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Dada a natureza do
trabalho, nao foi necessaria submissao ao comité de ética.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa deste trabalho, foi feita uma obser-
vagao visando descrever a estrutura fisica do espacgo
destinado ao almoxarifado do laboratorio alvo da pesquisa.
O laboratério possui uma ampla area construida, sendo
disposto em trés pavimentos (subsolo, térreo e primeiro
andar), cada um com aproximadamente 900m?, totalizando
uma area fisica construida superior a 3200m>.

O laboratdrio no qual este estudo foi realizado possui
funcionamento desde o final de 2013, atuando na realizagao
de exames de andlises clinicas com foco no atendimento
B2B a estabelecimentos de saude localizados em Fortaleza
e Regiao Metropolitana, bem como municipios interioranos
das regides Norte, Sertdo Central, Sertdo dos Inhamuns e
Vale do Jaguaribe. A empresa realiza exames nas areas de
Bioquimica, Imunologia, Horménios, Hematologia, Microbio-
logia, Urindlise, Parasitologia, Citologia e Biologia Molecular,
com rotina automatizada e semiautomatizada para cerca
de 80% dos exames realizados in situ, operando maquinas
de plataformas conceituadas no mercado.

A area técnica do laboratorio esta dividida em dois
pavimentos, contando também com espaco destinado ao
armazenamento temporario de amostras, recepgao e tria-
gem de materiais, DML, expurgo e area de armazenamento
temporario de residuos comuns e infectantes. Ja as areas
de armazenamento e almoxarifado estédo localizadas no
subsolo em dois setores distintos, sendo um setor destinado
ao armazenamento de produtos em temperatura ambiente
e outro setor destinado ao armazenamento de produtos
refrigerados, onde esta instalada uma camara fria industrial
de aproximadamente 16m?2.

Na area fisica destinada aos produtos armazenados em
temperatura ambiente, ha varios armarios de aco onde estao
dispostos os mais diferentes tipos de insumos, como tubos
e agulhas para coleta sanguinea, frascos coletores de fezes
e urina, Kkits para realizagcdo de exames em equipamentos
automatizados, sendo todos os produtos organizados por
meio de cddigos numéricos.

Ha ainda pallets plasticos sobre os quais estdo arma-
zenadas caixas contendo insumos e solugdes para uso nos
equipamentos variados dos laboratoérios. Em condi¢gdes nor-
mais de abastecimento, o empilhamento maximo das caixas
segue as recomendagdes do fornecedor, ndo passando
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de trés caixas empilhadas. Ha uma pequena placa com a
codificagdo numérica dos reagentes sem, contudo, haver
nenhuma descricao relacionada aos nomes do insumo ou
equipamento ao qual se destinam.

O ambiente é mantido climatizado por meio de um
aparelho de condicionador de ar de 18 mil BTUs ajustado
para funcionar a temperatura de 24°C. O controle da tem-
peratura e umidade do ambiente, necessario para esse
tipo de armazenagem, é feito por meio de um termo-higro-
metro, mas ndo ha na sala nenhuma planilha de registro e
controle dessas variaveis, o0 que deixa patente a auséncia
de registros desses indicadores. Evidenciou-se ainda que
termo-higrémetro ndo possui registro de calibragédo, indo
contra o recomendado pela norma PALC.

Quando questionados acerca da nao existéncia da
planilha de registros ou dos selos de calibragao do equipa-
mento, os colaboradores demonstraram desconhecimento
acerca dessa recomendagao. Ressalta-se que a calibragdo de
equipamentos de medigdo € um dos pontos solicitados pelas
principais entidades acreditadoras em laboratérios clinicos.

Ja no ambiente destinado a camara fria, no qual a
temperatura € mantida entre 2°C a 8°C, ha um unico ter-
mbmetro acoplado a caixa de controle da prépria camara
fria, ndo havendo nenhum outro instrumento de afericdo da
temperatura interna. Isso evidencia que, havendo algum
problema de aquecimento ou resfriamento em excesso, nao
havera registros, uma vez que também nao ha a presenca
de planilha de registro e controle de temperatura.

Foi observado que a disposigao interna dos kits de
reagentes € boa, facilitando o acesso aos mesmos € a
facil reposigéo. Entretanto, foi observada a presenga de
kits com validade mais longa na frente daqueles com
validade mais curta, o que pode acarretar sérios prejuizos
financeiros a empresa, uma vez que ndo ha um sistema
que sinalize a existéncia de lotes de reagentes com a data
de expiragao préxima.

Quando questionados sobre o fato de alguns kits de
reagentes estarem dispostos de modo inadequado em rela-
¢ao a data de expiragao, os colaboradores foram enfaticos
ao dizer que observam a validade dos kits no momento da
entrega ao setor solicitante. Isso mostra que pode haver
falhas na gestéo da validade dos itens em estoque e, conse-
quentemente, prejuizo financeiro caso o colaborador tenha
sua atencéo desviada durante o processo de separagéo
dos insumos.

Ja em relagdo a rotina de trabalho de dois funcionarios
do setor de almoxarifado do laboratério, foram observa-
dos aspectos referentes ao nivel de capacitacdo de cada
colaborador para o correto exercicio de suas fungoes,
bem como as condigdes de trabalho as quais os mesmos
estdo submetidos.

Os dois colaboradores apresentam niveis distintos de
conhecimento relativo ao processo de aquisi¢gao de bene e
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insumos, armazenagem e distribuicdo. O encarregado pela
geréncia do setor demonstra ter dominio em softwares de
uso comum na empresa, bem como no software especi-
fico para gestao de almoxarifado. O encarregado do setor
frequentemente orienta seu par de fungdo, que demonstra
uma certa dificuldade em lidar com multiplos pedidos, apesar
de exercer a fungdo no mesmo laboratério ha mais tempo,
cerca de dois anos a mais do que o seu superior imediato.

A empresa possui um software de gestédo de almo-
xarifado (AG) bastante robusto, porém subutilizado. N&o
ha a realizacao, por parte dos colaboradores, de registros
eletrbnicos de ordens de compras, importagdo de notas
fiscais ou qualquer outra funcionalidade mais elaborada.
O uso do gerenciador é realizado apenas para dar entrada
e/ou saida de itens, sem identificar dados referentes a
solicitantes, validade e lote dos insumos, preco médio de
aquisigao e curva BC de itens utilizados.

Para Martelli e Dandaro,” o primeiro passo para
realizar uma boa gestédo de estoque € possuir um sistema
confiavel que auxilie a administracdo de todo o material
existente e possua funcionalidades que maximizem o tempo
destinado as atividades de recepgé&o, organizacao, geréncia
e distribuicao dos itens.

Em conformidade com o referido pensamento & pos-
sivel assumir que a empresa apresenta prejuizo financeiro
ao pagar por um software robusto e o0 mesmo nao ser
utilizado corretamente, seja por falta de treinamento ou
de empenho dos colaboradores em aprender as demais
fungbes que fogem a sua rotina. O custo de manutengao
anual do software é de aproximadamente R$ 8 mil reaisfi],
quantia essa que poderia ser mais bem empregada com o
uso completo do sistema de gestdo de estoques.

Em relac&o aos insumos geridos pelo setor de almo-
xarifado, o setor é responsavel pela compra, recebimento,
armazenamento, organizacao e distribuicdo de itens de
limpeza, material de expediente, material de escritorio e
papelaria, pegas de reposi¢ao para equipamentos, material
de coleta sanguinea, material de coleta de amostras biolo-
gicas diversas e reagentes laboratoriais. Ao total, sdo mais
de 2.000 itens diferentes sob a responsabilidade do setor de
almoxarifado, composto apenas por duas pessoas que nao
possuem formagéao de nivel técnico ou superior na area de
atuagao do laboratorio. Isso implica frequente separagao de
materiais diferentes do que fora solicitado pelos diferentes
setores do laboratério, gerando retrabalho.

Rodrigues e Oliveira™ destacam que a gestdo de
estoque feita de maneira eficaz traz eficiéncia operacional
e melhora o desempenho nas finangas de uma empresa.

i Por questdes estratégicas, a empresa ndo autorizou a divulgagéo de notas
fiscais dos pagamentos realizados a empresa de tecnologia fornecedora do
software de gestéo de estoque. Os valores apresentados neste artigo foram
obtidos por meio de entrevista com o responsavel pelo setor financeiro do
laboratorio.
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Dessa forma, tal gestéo deve estar alinhada aos objetivos
organizacionais, necessitando com isso que os gestores
possam melhorar seu conhecimento técnico das atividades
que desempenham.

Por fim, ao realizar o diagndstico situacional da gestao
de estoque existente no setor de almoxarifado, foi verificado
que, apesar de a empresa existir ha mais de seis anos, ndo
ha de fato uma politica instituida para a gestao do almoxari-
fado e estocagem de insumos. Grande parte dos processos
€ realizada de modo empirico, estando dependente do
conhecimento de dois unicos colaboradores, demonstrando
assim falta de formagao continuada adequada. Assim, a
possibilidade de ocorrer erros é patente. Entretanto, este
estudo ira propor oportunidades de melhorias (Quadro 1)
baseadas na literatura vigente de modo a auxiliar a corrigir
as falhas observadas. Espera-se que, com os preparativos
para o inicio do processo de acreditagdo do sistema da
qualidade, sejam implantados documentos que norteiem
as atividades dos colaboradores e melhorem os fluxos
financeiros e operacionais do laboratério.

CONCLUSOES

Diante do exposto, a gestdo de estoque tem papel
primordial na saude de qualquer empresa, visto que controla
uma parcela importante dos ativos da organizagao. Estoques
elevados e mal administrados encarecem o custo final de
disponibilidade de exames, uma vez que diversos reagentes
tém validade curta e podem ficar indisponiveis para uso.

Ao mesmo tempo, um estoque mantido em niveis
criticos pode ser fatal para a operagao do laboratério cli-
nico, pois ndo havendo kits e reagentes em estoque, ndo

Quadro 1 — Problemas observados e oportunidades de melhoria

é possivel a realizacdo dos exames e, consequentemente,
os pacientes podem ser prejudicados pelo ndo diagnéstico
de sua saude pelo profissional médico.

Nesse sentido, foi verificado que a adogao de sistemas
de gestado de estoque, aliada a treinamento continuo dos
colaboradores, estabelecimento de documentagédo que
detalhe e organize a atuagéo do setor, bem como a presenca
de um gestor de qualidade mais ativo sdo essenciais para
o controle dos kits, reagentes e materiais existentes no
estoque do laboratorio.

Considera-se, assim, que somente apds a adogao de
boas praticas de qualidade voltadas a gestédo de estoque o
laboratorio podera ser acreditado para esse item das normas
das principais organizagdes acreditadoras.

Abstract

Objective: This paper aims to discuss the correct management of
inputs in a clinical analysis laboratory. In this type of activity, the
Quality Management System is based on a series of processes aimed
at guaranteeing the reliability of results, based on well-established
processes. The management of inputs and stock is an integrated
activity among the various sectors existing in the company, essential
for ensuring the quality of the exam. Thus, failures in quality policy
can trigger material, institutional and human losses. Methods: For this
purpose, an analysis was carried out in a private clinical laboratory
in Fortaleza, Ceara, in an observational, prospective and descriptive
manner, developed as a case study. Results: It was found that, although
inventory management systems are adopted, there is no effective
training and detailed documentation to guide all processes in the
sector. Conclusion: The absence of well-defined inventory management
processes can be an important interferer in the correct release of
examination reports, generating significant losses to the organization
and the customer.

Keywords
Quality Management; Strategic Stockpile; Laboratory

Problema observado Provavel causa

Sugestédo de melhoria

Nao ha descrigéo clara dos itens mantidos em
estoque.

Os responsaveis pelo almoxarifado possuem
conhecimento intrinseco dos itens geridos.

Melhorar a comunicagao visual das prateleiras
de armazenamento, detalhando o setor e/ou
equipamento no qual o insumo é utilizado.

N&o ha planilha de registro e controle de
temperatura e umidade dos setores de
almoxarifado.

Desconhecimento das normas de controle
de qualidade.

Capacitar os colaboradores do setor nas
normas do SGQ (Sistema de Gestéo da
Qualidade).

N&o ha evidéncia dos registros de calibracbes
do termo-higrémetro existente no setor

Nao foi realizada calibragdo do equipamento
por empresa aferidora.

Realizar a calibragdo dos equipamentos
métricos de acordo com as normas de SGQ.

Os colaboradores demonstraram nao saber
da necessidade de manter equipamentos de
medigao calibrados.

Desconhecimento das normas de controle
de qualidade.

Capacitar os colaboradores do setor nas
normas do SGQ (Sistema de Gestao da
Qualidade).

Ha kits com validade mais longa a frente
daqueles com validade mais curta dispostos
nas estantes.

A organizacédo dos materiais nas estantes
nao foi feita corretamente.

Formagéo continuada aos colaborares, com
énfase na gestéo de estoques.

N&o ha registro eletrénico em sistema de
gestéo de estoque das ordens de compra de
insumos.

Os colaboradores desconhecem a fungao.

Realizar treinamento do software utilizado pela
empresa.
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo analisar os perfis microbioldgicos e de
sensibilidade dos anos de 2017 e 2018 das Unidades de Terapia Intensiva (UTI) neonatal,
pediatrica e adulto de um hospital publico de Aracaju, Sergipe. Métodos: Mediante a coleta
secundaria dos dados coletados com a Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar
(CCIH). Resultados: Foram observados, neste estudo, alguns mecanismos de resisténcia,
como: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Klebsiella pneumonie produ-
tora de b-lactamase de Espectro Estendido (ESBL), Enterobacter spp ESBL, P. aeruginosa
ERC e Providencia stuartii ESBL, todas elas isoladas na UTI neonatal. Os antibiéticos
que demonstraram menores indices de sensibilidade na média geral para os microrga-
nismos isolados foram: gentamicina, ampicilina e amoxicilina+ clavulanato. As drogas que
apresentaram maiores indices de sensibilidade foram: colistina, polimixina B, amicacina,
ciprofloxacino, imipenem, meropenem, linezolida, cefepima, piperacilina+tazobactam, van-
comicina e teicoplanina. Conclusdo: Diante disso, é imprescindivel a conscientizagdo dos
profissionais de saude juntamente com a comunidade, em relagao a adequada prestagao
de servigos aos pacientes internados e quanto ao uso racional de antimicrobianos e, dessa
maneira, contribuir para a redugéo das taxas de resisténcia bacteriana.

Palavras-chave
Farmacorresisténcia Bacteriana; UTI; Testes de Sensibilidade a antimicrobianos

resistentes, as quais passam a se reproduzir, e, também,
por intermédio de mutagdes.®*

Os antibiéticos sdo medicamentos que sao utilizados
como recursos terapéuticos para tratar doengas infecciosas
provocadas por microrganismos e, dessa maneira, diminuem
os indices de morbimortalidade relacionados as infecgdes cau-
sadas por bactérias.(" Aresisténcia a esses antimicrobianos
disponiveis para a terapéutica € um problema que cresce em
ritmo acelerado no mundo. Esse fenémeno ocorre devido a
ineficacia de antibidticos que sdo comumente empregados
para microrganismos outrora sensiveis e que, agora, torna-
ram-se resistentes a acdo desses medicamentos.®

A resisténcia microbiana acontece de forma natural
mediante a heranga genética de plasmideos, por meio da
pressao seletiva provocada pelo antibiético quando as
bactérias suscetiveis sdo eliminadas, ficando apenas as

No entanto, ha fatores que agilizam esse processo,
a saber: o uso inadequado de antimicrobianos nos seus
mais variados ambitos, seja pelos profissionais de saude,
pela sociedade ou em animais, pratica essa amplamente
utilizada.® Um dos ambientes onde a resisténcia antimi-
crobiana propaga-se com intensa rapidez é o hospitalar.®
Esse centro de saude € um local propicio para a ocorréncia
de infecgbes por microrganismos resistentes e multirresis-
tentes, primeiramente, porque € um ambiente com uma
grande variedade de microbios e, também, porque € neste
ambito que se encontra um consideravel contingente de
pacientes com enfermidades, tornando-os vulneraveis por
causa da sua situacao clinica, e por, na maioria dos casos,
serem submetidos a diversos procedimentos invasivos, o
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que o faz entrar em um quadro de debilidade imunoldgica
e, assim, mais suscetivel a adquirir infecg¢des.”

A equipe de salude empenhada em tratar os pacientes
com quadros infecciosos utiliza-se de antimicrobianos. Por
muitas vezes, esses medicamentos sao usados de forma
irracional, seja pelo uso de maneira excessiva ou pela ausén-
cia de necessidade de tratamento com esses farmacos.®9
O uso indiscriminado de antibiéticos promove o aumento e
a disseminacao da resisténcia bacteriana, o que torna mais
dificil a intervengéo nas doencas infecciosas, devido a ausén-
cia de medicamentos que tratem essas enfermidades.(®"

Sendo assim, entende-se, também, que a dificuldade
em tratar as infecgdes interfere diretamente na duragao do
tempo de hospitalizagao, o que eleva os custos hospitalares,
reduz as opgoes terapéuticas eficazes, bem como aumenta
as taxas de mortalidade dos pacientes internados. 2 Além
do uso irracional de medicamentos utilizados no combate
as enfermidades bacterianas, outra forma de propagagéao
da resisténcia microbiana, no contexto hospitalar, € por
meio das Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS),™ cujo termo é uma substituicdo e uma ampliagao
do conceito de Infecgdo Hospitalar (IH).(®

As IRAS séao adquiridas, dentre outras maneiras,
através da contaminagdo cruzada que é uma forma de
disseminacao de microrganismos patogénicos. Essa trans-
missao esta relacionada aos pertences e equipamentos que
estdo em volta de individuos colonizados, os quais servem
de reservatério para as bactérias.("® O interesse por esse
tema surgiu devido a necessidade de conscientizagao por
parte dos profissionais de saude e da populagdo quanto
ao uso racional de antimicrobianos, visto que a utilizagéo
indiscriminada destes eleva os indices de resisténcia bacte-
riana. Neste sentido, a presente pesquisa tem como objetivo
identificar quais sao as principais bactérias causadoras de
infecgao e qual a incidéncia desses patégenos, buscando
avaliar o perfil de sensibilidade desses microrganismos em
um hospital publico de Aracaju — Sergipe.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, transversal, rea-
lizado em um hospital publico localizado em Aracaju — Ser-
gipe. A coleta secundaria dos dados foi realizada mediante
a autorizagdo da administragdo da instituicdo hospitalar,
conforme o termo de compromisso e aceite de realizacao
da pesquisa concedido pela Coordenagéao do Servigo de
Educacéo Continuada do hospital. Foram coletados e ana-
lisados os registros e relatorios de cepas bacterianas e de
alguns fungos provenientes de pacientes internados nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTls) neonatal, pediatrica
e adulto, que realizaram culturas de material biolégico
com o teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA), no
periodo compreendido entre janeiro de 2017 a dezembro de
2018. Esses materiais foram fornecidos pela Comisséao de
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Controle de Infecgao Hospitalar (CCIH), que possuia esses
dados devidamente registrados. Durante a realizagdo da
coleta de dados nao foi necessario ter acesso aos dados
dos pacientes internados, por isso nao foi preciso submeter
este estudo ao comité de ética.

Portanto, nao foi necessario aplicar o termo de con-
sentimento livre e esclarecido. E mister ressaltar que esse
método esta de acordo com os estudos realizados por Bor-
dignon e Lima™ e Santos et al.,® os quais desenvolveram
o0 mesmo tipo de pesquisa em um hospital do sudoeste
do Parana e em outra instituigdo localizada em Macapa,
no estado do Amapa, respectivamente. Para a tabulagao
dos resultados, foi utilizado o software Excel 2018, em que
foram utilizados graficos, nos quais contém os principais
microrganismos isolados, a sua incidéncia e os perfis de
sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos. Os dados
foram analisados pela estatistica descritiva.

RESULTADOS

Primeiramente, foram coletados e analisados os perfis
microbioldgicos e de sensibilidade dos anos de 2017 e 2018
provenientes das Unidades de Terapia Intensiva (UTls) neo-
natal, pediatrica e adulto. No perfil microbiolégico da UTI
Neonatal de 2017 foram isolados quatro tipos de bactérias,
com prevaléncia de espécies de Enterobacter spp., com seis
ocorréncias (46,1%), seguidos de Escherichia coli com quatro
achados (30,8%), Pseudomonas spp. com duas ocorréncias
(15,4%) e Serratia spp. com uma ocorréncia (7,7%). Em 2018,
0 numero de espécies isoladas evoluiu para 17 tipos. Houve
elevadas taxas de infecgbes por Staphylococcus coagulase
negativa (SCN), no total de 18 isolados (30%), S. aureus e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) com
nove e trés achados, respectivamente, o que equivale, no total,
a 20% dos casos, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
b-lactamase de Espectro Estendido (ESBL) com cinco ocorrén-
cias cada (totalizando 18%), Enterococcus spp., Enterobacter
spp. ESBL, P. aeruginosa, Enterobactéria Resistente aos
Carbapenémicos (ERC) e Leveduras com trés casos cada
(no total de 20%), Listeria monocytogenes , Serratia (spp. €
marcescens), com duas ocorréncias cada (no total de 6%)
e, por fim, Morganella morganii, Streptococcus agalactiae e
Providencia stuartiiESBL, com um caso cada (totalizando 6%).

No perfil microbioldgico da UTI Pediatrica do ano de
2017 foram isolados seis tipos de microrganismos, com
destaque na prevaléncia de cepas pertencentes as entero-
bactérias, no total de quatro ocorréncias (30,8%), seguidos
de Pseudomonas aeruginosa, com dois achados (15,4%),
Serratia spp., Pseudomonas spp. e Proteus mirabilis com
uma ocorréncia (23%). Foram isolados também fungos do
género Candida spp. (quatro casos, 30,8%).

Ja no ano de 2018 houve uma mudanga no quadro
de ocorréncias. Houve, no total, 61 achados, sendo que
prevaleceu casos de infecgdes por P. aeruginosa (22 casos,
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0 que corresponde a 36%), seguidos de Staphylococcus
coagulase negativa (sete casos, 11,7%), Staphylococcus
aureus e Escherichia coli com seis casos cada (19,7%),
Enterobacter cloacae (trés casos, 4,9%) Klebsiella spp. e
Klebsiella pneumoniae com uma e duas ocorréncias, respec-
tivamente, o que equivale a 4,9% dos achados; as espécies
de Acinetobacter spp., Serratia spp., Burkholderia cepacea,
Stenotrophomonas maltophilia correspondem a 6,5% das
ocorréncias, equivalente a um caso cada microrganismo.
Foram isoladas espécies de Candida spp. (seis achados,
9,8 %) e Leveduras (quatro ocorréncias, 6,5%).

No perfil microbiolégico da UTI Adulto do ano de 2017
foram isolados quatro tipos de microrganismos, sao eles:
Enterobacter spp. com quatro ocorréncias (57%), Pseudomo-
nas spp., Serratia spp. e Enterococcus spp. com um achado
cada (no total de 43%). J& em 2018 foram isoladas 10 tipos
com destaque para a prevaléncia de infecgbes por Escheri-
chia coli e P. aeruginosa com sete ocorréncias cada (no total
de 43,7%), Acinetobacter spp. com cinco achados clinicos
(15,6%), S. aureus com quatro ocorréncias (12,5%), Entero-
coccus spp. com trés casos (9,4%), Klebsiella oxytoca com
duas ocorréncias (6,3%), Pseudomonas spp., SCN, Candida
spp. e Leveduras com um achado cada (totalizando 12,5%).
ATabela 1 traz a incidéncia dos microrganismos isolados nas
UTls Neonatal, Pediatrica e Adulto dos anos de 2017 e 2018.

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)
foram realizados para os microrganismos mais incidentes em
cada um dos setores envolvidos no estudo no periodo de 2017
e 2018. Os resultados dos testes da UTI Neonatal no ano de
2017 para as cepas das enterobactérias evidenciaram algu-
mas classes de antibioticos que mostraram sensibilidade igual
e/ou inferior a 50%, sendo eles: amicacina e ciprofloxacino
(50%), aztreonam (40%), ceftriaxona e cefotaxima (33,33%),
cefalotina e cefepime (20%) e gentamicina (16,67%). Apenas
para a associagao entre piperacilina+tazobactam, as bactérias
apresentaram 100% de sensibilidade, seguidos de imipe-
nem e meropenem (83,33%) e sulfametoxazol+trimetoprim
(60%), enquanto que se apresentaram 100% resistentes a
associagao entre amoxicilina+clavulanato.

O perfil de sensibilidade das Escherichia coli demonstra
que elas apresentaram sensibilidade igual e/ou inferior aos
seguintes antimicrobianos: sulfametoxazol+trimetoprim, cef-
tazidima e aztreonam (50%), cefalotina (33,33%), enquanto
que se mostraram totalmente sensiveis a amicacina, cipro-
floxacino, nitrofurantoina, meropenem e imipenem, seguidos
de ceftriaxona, cefepime, cefotaxima e amoxicilina+clavu-
lanato (66,67%).

Para o ano de 2018, foram realizados TSA para Sta-
phylococcus coagulase negativa (SCN), S. aureus e MRSA.
Os antibidticos utilizados nos testes e as porcentagens de
sensibilidade para SCN estdo descritos a seguir: os anti-
microbianos que apresentaram sensibilidade nas culturas
igual e/ou inferior a 50% foram: ciprofloxacino, clindami-
cina, sulfametoxazol+trimetoprim (50%), tetraciclina (33%),
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ampicilina+sulbactam, cefepime, cefoxitina, meropenem,
oxacilina e piperacilina+tazobactam (25%). Essa cepa foi
totalmente resistente a ampicilina, azitromicina, cefaclor,
penicilina G, cefazolina, eritromicina e gentamicina.

O perfil de sensibilidade para S. aureus e MRSA
demonstra que elas apresentaram total sensibilidade para
azitromicina, cefaclor, cefazolina, linezolida, rifampicina e
tetraciclina, seguidos por, em ordem decrescente, para clin-
damicina, eritromicina, sulfametoxazol+trimetoprim (40%) e
gentamicina (20%). Esses microrganismos foram totalmente
resistentes a ampicilina e a penicilina G.

Na UTI Pediatrica, os resultados do TSAde 2017 para
as cepas das enterobactérias evidenciaram algumas clas-
ses de antibidticos que mostraram sensibilidade igual e/ou
inferior a 50%, sendo eles: gentamicina (50%), ceftriaxona/
cefotaxima e cefepima (25%). Amicacina e meropenem
foram os unicos antimicrobianos que apresentaram 100% de
sensibilidade nas culturas, seguidos de ciprofloxacino (75%).

O perfil de sensibilidade das P. aeruginosa revela
que as cepas mostraram uma sensibilidade de 50% para
amicacina/gentamicina, enquanto que se apresentaram
100% resistentes ao ciprofloxacino. Para o ano de 2018,
foram realizados TSA para as espécies de P. aeruginosa e
S. aureus. Os antibidticos utilizados nos testes e as porcen-
tagens de sensibilidade da P. aeruginosa estao descritos
a seguir: amicacina e gentamicina (64%), cefepima (36%),
piperacilina+tazobactam (82%), imipenem/meropenem e
ciprofloxacino (63%). A cepa demonstrou sensibilidade de
100% apenas para colistina (polimixina E) e a polimixina B.
A espécie de S. aureus mostrou 100% de resisténcia para
ampicilina, ampicilina+sulbactam e 50% para clindamicina,
enquanto que para vancomicina, teicoplanina e linezolida
foram totalmente sensiveis.

O perfil de sensibilidade para o ano de 2017 na UTI
Adulto revelou que a Enterobacter spp. teve sensibilidade
para ceftriaxona/cefotaxima (33%), cefepima e gentamicina
(50%) amicacina e ciprofloxacino (67%) e meropenem (80%).
Ja o perfil de sensibilidade de 2018 foi realizado unicamente
para as cepas de Acinetobacter spp., sendo sensiveis para
0s seguintes antimicrobianos: gentamicina (50%), amicacina
(33,33%), cefepima, piperacilina+tazobactam, ciprofloxacino
e meropenem (25%). A Unica droga que as bactérias mostra-
ram-se totalmente sensiveis foi a colistina. Para fins de ajuste
na Tabela 2, a qual mostra a porcentagem de sensibilidade
aos antimicrobianos utilizados no Teste de Suscetibilidade aos
Antibiéticos para cada espécie de bactérias, ficou definido que
os nomes das bactérias serdo descritos da seguinte forma:
 Enterobacter spp: X,;

* Escherichia coli: X,;

* Staphylococcus coagulase negativa: X,;

* Staphylococcus aureus: X,

» Staphylococcus aureus resistente a meticilina: X,
* Pseudomonas aeruginosa: X;

* Acinetobacter spp.: X,
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Tabela 1 - Incidéncia dos microrganismos isolados nas UTIls Neonatal, Pediatrica e Adulto dos anos 2017 e 2018

Neonatal Pediatrico Adulto
2017 2018 2017 2018 2017 2018

Antibidticos/bactérias X4 X5 X3 X4 Xs X4 Xe Xe X4 X X7
Amicacina 50 100 - - - 100 50 64 - 67 33,33
Amox + clav’ 0 66,67 - - - - - - - - -
Amp+sub? - - 25 - - - . - 0 . -
Ampicilina - - 0 0 0 - - - 0 c -
Azitromicina - - 0 100 100 - - - - . -
Aztreonam 40 50 - < £ - > -
Cefaclor - - 0 100 100 - - - - . -
Cefalotina 20 33 - < £ - > -
Cefazolina - - 0 100 100 - - - - . -
Cefepime 20 66,67 25 - - 25 100 36 - 50 25
Cefotaxima 33,33 66,67 - - - 25 - 33 -
Cefoxitina - - 25 - - - < £ - > -
Ceftazidina - 50 - - - - . - - . -
Ceftriaxona 33,33 66,67 - - - 25 - - - 33 -
Ciprofloxacino 50 100 50 - - 75 0 63 - 67 25
Clindamicina - - 50 40 40 - - 50 - -
Colistina - - - - . . - 100 & . 100
Eritromicina - - 0 40 40 - - - 2 & =
Gentamicina 16,67 - 0 20 20 50 - 64 - 50 50
Imipinem 83,33 100 - - - - - 63 - - -
Linezolida - - 100 100 - - 100 - -
Meropenem 83,33 100 25 - - 100 100 63 - 80 25
Nitrofurantoina - 100 - - - . - = . -
Oxacilina - - 25 - - - % z 2 & =
Penicilina G - - 0 0 0 - ” - = . -
Pipe+tazo? 100 - 25 - - - 100 82 - - 25
Polimixina B - - - - - - - 100 - . -
Rifampicina - - 100 100 - : - = L -
Smt+tmp*? 60 50 50 40 40 - - - = - -
Teicoplamina - - - - - - - - 100 = =
Tetraciclina - - 33 100 100 - - - - -
Vancomicina - - - - - - - - 100 - -

*B-lactamase de espectro estendido’

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 2 - Porcentagem de sensibilidade dos antibiéticos utilizados no TSA para cada espécie de bactérias

Microrganismos Neonatal Pediatrico Adulto
2017 2018 2017 2018 2017 2018
- 5

Acinetobacter spp . . 4

Burkholderia cepacea - . n

Candida spp - s 4

[#%] [#)] - —
]
—

Enterobacter cloacae - - .
Enterobacter spp ESBL - 3 -

Enterobacter spp. 6

1
I
]
~
1

Enterobactéria Resistente aos Carbapenémicos -

Enterococcus spp -

g W W
)
|
—

Escherichia coli 4

Kiebsiella oxytoca -

Klebsiella pneumoniae - - - 2 - -
Klebsiella pneumoniae ESBL" - 5 - = - .
Klebsiella spp -

Leveduras -

Listeria monocytogenes -

- N oW
1}
]
]
1

Morganella morganii -

]
—

]

]

]

Proteus mirabilis -

Providencia stuartii ESBL? - 1 - - - .

Pseudomonas aeruginosa - 3 2 22 - 7
Pseudomonas spp 2 - - 1 1
Serratia marcescens - 2 - - - -
Serratia spp. 1 2 1 1 1
Staphylococcus aureus - 9 - 6 - 4
Staphylococcus aureus resistente a meticilina - 3 - - 1
Staphylococcus coagulase negativa - 18 - 7 - -
Stenotrophomonas maltophilia - - - 1 - -
Streptococcus agalactiae - 1 - - - -
Total 13 64 13 61 7 32

*Amoxicilina+Clavulanato’, Ampicilina+Sulbactam?, Piperacilina+Tazobactam?, Sulfametoxazol+Trimetoprim*. Entende-se 0 referente a 100% de resisténcia.
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DISCUSSAO

De acordo com os autores Blair et al.('”e Lima et al.,(1®)
as bactérias desenvolvem e utilizam-se de varios mecanismos
de sobrevivéncia, a fim de resistirem a agéo das drogas.
Alguns desses mecanismos de resisténcia foram obser-
vados neste estudo, como Staphylococcus aureus MRSA
(trés casos), Klebsiella pneumoniae ESBL (cinco casos),
Enterobacter spp ESBL (trés casos), P. aeruginosa ERC
(trés casos) e Providencia stuartiiESBL (1 caso), todas elas
presentes na UTI neonatal, corroborando com os estudos
de Cadot et al."® e Bowen et al.,?” que demonstram que os
recém-nascidos sdo mais vulneraveis as infec¢des por bac-
térias multirresistentes, devido a sua imaturidade biologica.
E importante ressaltar que conforme um estudo realizado,
foi evidenciado que a Pseudomonas aeruginosa é o principal
patégeno causador de pneumonia associada a ventilagdo
mecanica (PAVM) em pacientes criticos internados na UTI. @9

As bactérias que produzem ESBL sdo capazes de
hidrolisar o anel b-lactdmico de todas as classes de anti-
microbianos que expressem essa estrutura, por exemplo,
as penicilinas, as cefalosporinas e monobactamicos.22

AFigura 1 traz os nomes das espécies de cepas mul-
tirresistentes que foram isoladas na UTI neonatal.

No estudo conduzido por Bordignon e Lima,” bem
como o presente trabalho, constatou-se que as enterobacté-
rias tém elevadas taxas de resisténcia aos antibioticos b-lac-
tamicos, enquanto que o MRSA apresentou sensibilidade

a alguns antimicrobianos dessa classe terapéutica, o que
diverge desses autores, que, em seu trabalho, relataram
total resisténcia desse microrganismo a esses farmacos.

Os trabalhos realizados por Almeida et al.?® e Andrade
et al.?® evidenciaram que as bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae sao as que produzem mais
comumente as b-lactamases de espectro estendido (ESBL),
ou seja, favorecendo a resisténcia desses microrganismos
aos antimicrobianos que possuem o anel b-lactdmico. De
acordo com os estudos desenvolvidos por esses autores,
foi constatado que as enterobactérias desenvolveram esse
tipo de mecanismo de defesa predominantemente em hos-
pitais e que esses patdgenos estéo relacionados, também,
a infeccgdes alimentares através do consumo de frutos do
mar (peixes e camaroes).

A Tabela 3 mostra a média geral do perfil de sensibi-
lidade para os microrganismos isolados.

Por fim, os antibiéticos que demonstraram menores
indices nos perfis de sensibilidade na média geral para os
microrganismos isolados foram: gentamicina, ampicilina e
amoxicilina+clavulanato (utilizados para enterobactérias,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Ja as drogas
que apresentaram maiores indices de sensibilidade foram:
colistina, polimixina B, amicacina, ciprofloxacino, imipenem,
meropenem, linezolida, cefepima, piperacilina+tazobactam,
vancomicina e teicoplanina, todas testadas para as mesmas
bactérias supracitadas.

Staphylococcus
aureus resistente
a meticilina
(MRSA)

Pseudomonas
aeruginosa ERC

Providencia stuartii
ESBL

Enterobacter spp.
ESBL

Klebsiella
pneumonie ESBL

Figura 1. Cepas multirresistentes isoladas na UTI neonatal

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 3 - Perfil de sensibilidade na média geral para os microrganismos isolados("

Antimicrobianos

sensibilidade

Maiores indices de

Menores indices de

sensibilidade

Amicacina X
Amoxicilina+ Clavulanato -
Ampicilina -
Cepefime

Ciprofloxacino

Colistina

x X X

Gentamicina -
Imipenem

Linezolida

Meropenem
Piperacilina+Tazobactam

Polimixina B

x X X X X X

Teicoplamina

Vancomicina X

> X

*Esses antimicrobianos foram testados para enterobactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa'

Fonte: Dados da pesquisa.

CONCLUSAO

O uso indiscriminado de antibioticos que vai desde a
prescricdo até o consumo abusivo desses farmacos pela
sociedade é um fator relevante que impulsiona o crescimento
das taxas de resisténcia bacteriana mundialmente. O pre-
sente estudo teve como finalidade realizar um levantamento
da incidéncia dos microrganismos isolados em pacientes
internos nas Unidades de Terapia Intensiva de um hospital
publico de grande porte do estado de Sergipe, bem como
tracar o perfil de sensibilidade desses patdgenos aos anti-
microbianos padronizados nesta instituicao de saude. Foi
evidenciado através da pesquisa que os numeros de isola-
mento de microrganismos tiveram um avango consideravel
dentro do periodo de estudo. Observou-se nesta pesquisa
a presenca de microrganismos multirresistentes como o
Staphylococcus aureus MRSA, Klebsiella pneumoniae ESBL,
Enterobacter spp. ESBL, P. aeruginosa ERC e Providencia
stuartii ESBL, os quais representam uma preocupagao
especial para os pacientes imunodeprimidos.

RBAC. 2021;53(3):277-284

Trabalhos como este sdo importantes, porque con-
seguem monitorar os indices de resisténcia bacteriana no
ambito hospitalar e, por isso, faz-se mister a adogéo de
medidas educativas voltadas para os diversos profissionais
da saude, como: médicos, farmacéuticos, enfermeiros, bem
como a comunidade, no que se refere a conscientizagao na
utilizacdo adequada dos antimicrobianos. E imprescindivel
que os profissionais de salde conscientizem-se acerca da
sua conduta inadequada no exercicio de suas atribui¢cdes
no cuidado com os pacientes hospitalizados, a qual é res-
ponsavel pela disseminagao de microrganismos, através
da contaminacéao cruzada.

Medidas como a lavagem correta das maos e a uti-
lizagdo de alcool 70° GL sao praticas simples que podem
reduzir, consideravelmente, a propagagao desses patdgenos.
Arealizacao de treinamentos, reunides, palestras e debates
para as equipes de saude e colaboradores na prestacao
de servicos sdo alternativas para a divulgacdo dessas
informacdes, e dessa maneira, contribuir para a reducao
das taxas de resisténcia bacteriana. Por fim, € necessario
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orientar a sociedade sobre os riscos do uso inadequado de
antibiéticos, como a importancia de realizar o tratamento
completo, mesmo desaparecendo os sintomas durante os
primeiros dias; orientar em relagao ao correto descarte desses
medicamentos e os prejuizos advindos da automedicacéo.

Abstract

Objective: This study aimed to analyze the microbiological and sensitivity
profiles of the years 2017 and 2018 of the neonatal, pediatric and adult
Intensive Care Units (ICU) of a public hospital in Aracaju, Sergipe.
Methods: Through the secondary collection of data collected with the
Hospital Infection Control Commission (CCIH). Results: Some resistance
mechanisms were observed in this study, such as: methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pneumonie producer of
Extended Spectrum Beta-lactamase (ESBL), Enterobacter spp ESBL,
P. aeruginosa ERC and Providencia stuartii ESBL, all they were
isolated in the neonatal ICU. The antibiotics that showed lower levels
of sensitivity in the general average for the isolated microorganisms
were: gentamicin, ampicillin and amoxicillin + clavulanate. The drugs
that showed the highest levels of sensitivity were: colistin, polymyxin
B, amikacin, ciprofloxacin, imipenem, meropenem, linezolid, cefepime,
piperacillin + tazobactam, vancomycin and teicoplanin. Conclusion:
Therefore, it is essential to raise the awareness of health professionals
together with the community, regarding the adequate provision of
services to hospitalized patients and regarding the rational use of
antimicrobials and, in this way, contribute to the reduction of bacterial
resistance rates.

Keywords
Bacterial Drug Resistance; ICU; Antimicrobial Susceptibility Test
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Avaliacao dos parametros de testes rapidos para o diagnéstico do

virus da imunodeficiéncia humana
Evaluation of rapid test parameters for the human immunodeficiency virus diagnosis
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Resumo

Objetivo: O objetivo deste trabalho fora realizar uma andlise comparativa entre 13 diferen-
tes TR (teste rapido) para HIV que possuem registro na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Os dados foram retirados das bulas fornecidas nos sitios eletrénicos
dos fabricantes dos TR. Métodos: Neste trabalho comparou-se os TR em relagédo aos seus
parametros como sensibilidade, especificidade, acuracia, Valor Preditivo Positivo (VPP) e
Valor Preditivo Negativo (VPN) e seus interferentes relatados em suas respectivas bulas.
Resultados: Observou-se que somente um fabricante n&o foi condizente com os valores
estipulados pelo Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais (DDAHV) que foi o ECO
Teste com valores de sensibilidade e especificidade de 99,1% e 99,2%, respectivamente.
Concluséo: Concluiu-se que os fabricantes Alere Determine, Bioclin, Bioeasy, Imunocrom,
MedTeste e OnSite revelaram-se com as bulas mais completas, apresentando todos os
parametros necessarios para avaliagdo do desempenho dos TR em questao.

Palavras-chave

HIV; Diagndstico; Sensibilidade; Especialidade

INTRODUGAO

O Departamento de Infecgbes Sexualmente Trans-
missiveis (DIST) e Sindrome da Imunodeficiéncia Adqui-
rida (AIDS) do Ministério da Saude (MS) vem trabalhando
de modo continuo na busca de uma solucdo ao Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e AIDS.™ Baseado nisso,
novas metodologias de diagndstico tém sido adotadas com
a intengao de proporcionar melhorias ao diagnostico ante-
cipado do HIV, consequentemente diminuindo o numero de
casos e transmissoes.?

De acordo com o Programa Conjunto das Nag¢des Uni-
das sobre HIV/AIDS (UNAIDS), mundialmente s&o cerca de
39,6 milhdes de pessoas vivendo com HIV no ano de 2017.
©) No Brasil atualmente existem cerca de 630 mil pessoas
vivendo com HIV/AIDS. No ano de 2018, surgiram 12.505
novos casos de homens infectados com o virus HIV, 4.737
de mulheres e 119 criangas menores de cinco anos.® O
MS estima que ha cerca de 255 mil brasileiros infectados
pelo virus que nao sabem da sua condigéo, pois nunca
realizaram testes laboratoriais para os devidos fins.®*

Segundo o Boletim Epidemioldgico de HIV/AIDS, de
2007 até junho de 2018 foram notificados no Sistema de
Informagao de Agravos de Notificagao (SINAN) 247.795
casos de infecgado pelo HIV no Brasil. Na Regido Sul
fazem parte destes casos 42.215 pessoas, entre eles no
Rio Grande do Sul foram 23.957 casos, caracterizando
assim como o estado com a maior taxa de detecgao do
virus na Regiéo Sul. Porém a Regido Sudeste é represen-
tada com o maior numero de casos, com 50.890 pessoas
com o HIV.®

No momento atual do nosso pais, ha varias dificuldades
que estao associadas a implementacdo de novos testes
mais especificos para detecgao do virus, desafios que
visam detectar com precisao e acuracia uma boa amostra
biolégica que sera utilizada para os testes de diagndstico.
®) Algumas dificuldades permanecem constantes, como o
desenvolvimento progressivo da tecnologia que desperta
de maneira periddica novas metodologias no mercado de
testes, sua aprovagéao pelas agéncias reguladoras e ainda
sua aceitagdo para uso na rotina diaria do diagnostico em
diferentes situacdes e instalagoes.®

" Graduanda do curso de Biomedicina da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA).
2 Professora Adjunta do curso de Biomedicina da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA).
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Resultados falsos positivos (FP), falsos negativos (FN)
ou indeterminados podem ser atingidos com a utilizagao de
qualquer teste, seja devido a limitagcao da prépria metodo-
logia e do que ela pode detectar na amostra, ou seja, pela
caracteristica que o HIV tem do periodo de infecgéo nos
individuos, até a produgado de anticorpos consideraveis
para serem detectados nos mesmos.® A reagdo cruzada
de anticorpos presentes na amostra por algumas doencgas
autoimunes, dentre outras situagdes, pode produzir resulta-
dos FP ou indeterminados em qualquer teste sorolégico.”

Atualmente existem algumas metodologias para diag-
nosticar o HIV com uma ampla variacao de testes de dife-
rentes marcas no mercado, entre elas aimunocromatografia
realizada através de testes rapidos (TR). Os TR séo testes
imunocromatograficos que podem ser executados em até
20 minutos.® Existem varios formatos de TR, e os mais
regularmente utilizados sao as tiras de imunocromatografia
de fluxo lateral, de dupla migragéo, dispositivos de imuno-
concentragdo e fase solida.®

O TR consiste em ser estendido sobre uma membrana
de nitrocelulose fixa sobre suporte plastico. A medida
que a amostra testada é absorvida pelo papel de filtro,
e flui ao longo da reagdo, os anticorpos especificos para
HIV presentes na amostra interagem com um conjugado
composto por anticorpo monoclonal Anti Imunoglobulina G
(IgG) humana. Logo apds, o complexo flui pela membrana
e os anticorpos especificos para HIV-1 e HIV-2 reagem aos
antigenos, formando a coloragéo na tira, determinando se
o resultado é reagente para o HIV-1 e HIV-2.®

Tendo em vista que ndo existem pesquisas até o
momento no Brasil comparando uma grande quantidade
de diferentes marcas de TR para HIV, este trabalho teve

como objetivo comparar parametros como sensibilidade,
especificidade, acuracia e valores preditivos positivos e
negativos com diferentes fabricantes de TR utilizados para
detectar anticorpos do HIV no mercado laboratorial.

MATERIAIS E METODOS

A partir de dados coletados em bulas de TR para HIV,
retiradas dos sitios web dos fabricantes, foi realizada uma
analise comparativa com o objetivo de determinar qual o teste
mais sensivel, especifico, com maior valor de acuracia, valor
preditivo negativo, valor preditivo positivo e interferentes.
Foram selecionadas bulas de 13 testes imunoldgicos que
possuem registro na ANVISA.

Realizou-se uma revisao bibliografica dos ultimos
anos sobre testes rapidos para HIV para fundamentar o
artigo. A revisao foi efetuada nas bibliotecas eletrénicas
Scielo, PubMed e BVS, nos idiomas portugués, inglés e
espanhol, utilizando os seguintes descritores: HIV, sintomas,
transmissao, diagnodstico, epidemiologia, testes rapidos,
sensibilidade, especificidade, acuracia, VPP e VPN.

Por se tratar de uma revisao bibliogréafica e os dados
coletados das bulas dos testes ndo conterem informacoes
pessoais sobre pacientes, ndo ocorreu a necessidade de
encaminhamento para um Comité de Etica e Pesquisa.

RESULTADOS

Foram analisados 13 testes imunocromatograficos para
HIV. Seus parametros foram retirados de suas respectivas
bulas fornecidas pelos sitios web dos proprios fabricantes.
Os dados coletados sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Comparacéo entre os parametros de testes imunocromatograficos

Testes/Parametros Sensibilidade Especificidade Acuracia VPP* VPN*
ACTION - Orange Life >99,9% >99,9% NI* NI* NI*
Alere Determine HIV 100% 99,9% 99,85% 100% 99,80%
Bioclin — HIV Tri Line >99,9% 99,9% 99,82% 94,87% 100%
Biocon HIV 99,9% 99,6% 99,77% 99,28% 99,9%
Bioeasy HIV TEST 100% 99,8% 99,86% 99,9% 99,8%
Bio-Manguinhos TR — HIV 99,7% 100% NI* NI* NI*
ECO Teste HIV 99,1% 99,2% 99,22%% 99,16% 99,28%
Imunocrom HIV >99% >99% 100% 99,9% 99,9%
Imuno-Rapido HIV 100% 99,9% NI* NI* NI
Labtest HIV 100% 100% 100% 100% 100%
MedTeste HIV >99,9% 99,5% 99,6% 99,9% 99,5%
OnSite HIVAb Combo Plus 100% 100% 100% 99,9% 99,9%
VIKIA® HIV 99,59% 99,71% NI* NI* NI*

Legenda*: NI — N&o informado; VPP — Valor Preditivo Positivo; VPN — Valor Preditivo Negativo. Fonte: Autoral
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Parametros de testes rapidos para HIV

Tabela 2 — Substancias interferentes nas amostras referidas pelos testes imunocromatograficos

Teste Rapido

Interferentes na amostra

1. ACTION - Orange
Life

Anticoagulantes como heparina, EDTA e citrato ndo afetam o resultado. Interferentes relevantes conhecidos como
amostras hemoliticas, fator reumatoide, amostras ictéricas, hemolisadas e lipémicas podem prejudicar os resultados
do teste. Os resultados falsos positivos podem aparecer em imunoensaios sensiveis devido a presenga de anticorpos
heterofilicos com antimouse humanos ou proteinas de ligagao inespecificas.

2. Alere Determine
HIV

Os 10 agentes patogénicos causadores de reagéo cruzada listados abaixo ndo tiveram efeito nos resultados do teste
HIV: Hepatite C, Virus Linfotrépico da célula humana, Epstein Barr, Hepatite B, Citomegalovirus, Clamidia, Influenza,
Toxoplasma, Sifilis, Tripanossoma cruzi; Nove substancias potenciais nao tiveram efeito no desempenho: Mulheres
gravidas, colesterol alto, bilirrubina alta, fator reumatoide, amostras lipémicas, hemolisadas, autoimune, cirrose
alcoodlica, gravidez multiparas. Nao houve interferéncia com 25 farmacos, todos testados com concentragéo de 250p/
mL, sendo alguns deles: abacavir, paracetamol, acido acetilsalicilico, amoxicilina, aspirina, diclofenaco, acido félico,
ibuprofeno, ferro, metformina, pirazinamida, ritonavir.

3. HIV Tri Line — Hemodlise com valores de hemoglobina até 10g/L nao interferem na detecgao. Nao foram encontradas interferéncias

Bioclin significativas até 30g/L de lipides, 0,2g/L de bilirrubina e 60g/L de proteinas. Nenhuma reatividade cruzada foi
encontrada com as seguintes infecgdes testadas: Hepatite C, Hepatite B e Sifilis.

4. HIV Biocon NI*

5. HIV TEST Bioeasy

Anticoagulantes, como heparina, EDTA e citrato de sédio, ndo afetam o resultado do teste. As utilizagdes de amostras
hemoliticas, lipidicas, ictéricas, contendo fatores reumatoides, podem afetar o resultado do teste.

6. TR — HIV Bio-
Manguinhos

Resultados falsos negativos podem ser obtidos caso o teste seja utilizado em amostras de pacientes soropositivos,
que estejam ou tenham sido submetidos a terapia antirretroviral.

7. ECO Teste HIV

NI*

8. Imunocrom HIV

A reacéo cruzada foi acessada testando soros de pacientes acometidos com outras infecgdes e negativos para

HIV. Todos os resultados obtidos foram negativos, reduzindo, assim, a possibilidade de reagdo cruzada com as
seguintes infecdes: Hepatite B e C; Virus linfotrépico da célula T humana; Chagas; Sifilis e Toxoplasmose. Amostras
contentando altos titulos de anticorpos heterofilicos ou fator reumatoide além de anticorpos monoclonais, podem
interferir nos resultados.

9. Imuno-Rapido HIV

Usar soros livres de hemdlise, lipemia e contaminagéo. Recomenda-se usar amostras frescas. Amostra diluida pode
ocasionar resultado falso negativo. Amostras de sangue total coletadas com anticoagulante liquido podem ocasionar
falsos resultados. A avaliagdo para infecgao por HIV em pacientes de hemodialise cronicos requer sempre testes
confirmatoérios, devido aos interferentes presentes nesse tipo de amostra. Podem ocorrer resultados falsos positivos e
falsos negativos com este teste, cuja propor¢ao dependera da prevaléncia da doenga na populagéo ensaiada.

10. Labtest HIV

Nao foram observados resultados falsamente positivos em amostras positivas para Virus linfotropico da célula T
humana, Hepatite C e B, Tripanossoma cruzi, Sffilis.

11. MedTeste HIV

Nao mostrou reagdes cruzadas com amostras reagentes de Hepatites A, B e C, Sifilis, Citomegalovirus, Rubéola,
Toxoplasmose. Algumas reagdes cruzadas foram observadas em amostras reagentes de Fator Reumatoide, Epstein
Barr e Hepatite B aguda. Nenhuma das substancias nas concentragdes testadas, como acetaminofeno 20mg/dL;
acido acetilsalicilico 20mg/dl; acido ascdérbico 2g/dl; creatina 200mg/dL; bilirrubina 1g/dl; cafeina 20mg/dl; acido
gentisico 20mg/dL; albumina 2g/dL; hemoglobina 1,1g/dL e acido oxalico 600mg/dL, interferiu no ensaio.

12. OnSite HIVAb
Combo Plus

Nao foi observado resultado FP nos seguintes estados patolégicos como: Hepatite B, Hepatite A, Hepatite C,
Dengue, Sifilis, Tuberculose. Substancias comuns (como medicacdes para dor e febre) podem afetar o desempenho.
As substancias nas concentragdes testadas ndo afetaram a performance do teste, tais como: Bilirrubina 20mg/dL;
creatinina 442pmol/L; glicose 55 mmol/L; albumina 60g/L; acido salicilico 4,34mmol/L; heparina 3,000U/L; EDTA
3,4pmol/L. Algumas amostras contendo elevados titulos de anticorpos heterofilicos ou fator reumatoide podem
ocasionar resultados FP.

13. VIKIA® HIV

Nao houve interferéncia e influéncia significativa de hemolise até 5g/L; lipemia até 30mg/mL; bilirrubinemia até
300mg/mL, biotina até 20 pg/mL.

Legenda *: NI — Nao Informado Fonte: Autoral

Os testes em sua totalidade apresentaram valores
de sensibilidade, especificidade, acuracia, VPP e VPN
superiores a 99% sendo que cinco destes testes, tais como
Alere Determine,® Bioeasy,® Imuno Rapido,'” Labtest,(™
OnSite,? apresentaram sensibilidade de 100%. As marcas
Labtest(™ e OnSite('? apresentaram sensibilidade e especifi-
cidade de 100%. Em comparagao, o fabricante EcoTeste!"¥
apresentou os menores parametros em relagao aos demais
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testes, com valores de sensibilidade e especificidade 99,1%,
99,2% respectivamente.

Os testes Imunocrom HIV,('¥ Labtest(" e OnSite HIV(1?
apresentaram valores de acuracia, VPP e VPN acima de
99,9%. O teste EcoTeste"® mostrou-se com o menor valor
de acuracia de 99,22%; em consequéncia VPP e VPN com
valores de 99,16% e 99,28% respectivamente. Quatro testes,
sendo estes ACTION — Orange Life,"® Bio-Manguinhos TR
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HIV,® Imuno Rapido,"» Vikia HIV," n&o apresentaram os
dados necessarios para calcular os valores de acuracia, VPP
e VPN, tendo em vista que para tal feito as bulas devem
referir quantas amostras foram testadas para avaliar o
desempenho do teste e quais os resultados FP, FN, VP eVN.

Relacionado aos interferentes de cada teste, dois
fabricantes, Biocon HIV("® e EcoTeste HIV("® ndo apresen-
taram seus interferentes em suas bulas. Os testes Bioclin, ')
MedTeste,® OnSite('?e Vikia'"” foram os Unicos a apresentar
algumas substancias de alto potencial interferente e com
concentracoes testadas que podem alterar o desempenho
do teste, tais como bilirrubina, creatinina, glicose, protei-
nas, acido acetilsalicilico, acido ascorbico, acido oxalico,
heparina, EDTA, biotina e lipidios. Com a exceg¢ao dos
testes Bio-Manguinhos,'® Imunocrom( e Labtest,") que
nao mencionaram nenhuma destas substancias como
possiveis interferentes.

Os testes Action Orange Life"® e Bioeasy® relatam que
ao utilizar amostras com anticoagulantes como heparina,
EDTA e citrato, estas substancias néo interferem no resul-
tado obtido. Em contrapartida, o teste Imuno Rapido? diz
que amostras de sangue total colhidas com anticoagulantes
podem ocasionar falsos resultados, ndo especificando se
sdo resultados FP ou FN.

Seis testes, Alere Determine,® Bioclin,"® Imunocrom, ("
Labtest,('" MedTeste®” e OnSite('? abordaram sobre possi-
veis reagOes cruzadas com as seguintes infecgdes: hepatites
A, B e C, sifilis, citomegalovirus, rubéola e toxoplasmose.

Os fabricantes Action Orange Life,!"> Bioeasy,®
Imunocrom,™ MedTeste®® e OnSite('? relatam possiveis
resultados FP em amostras contendo uma alta titulagcao
de fator reumatoide, sendo que Action,('™® Imunocrom4
e OnSite(" relatam ainda reagéo cruzada com anticorpos
heterofilicos resultando em possiveis FP. O fabricante
Alere Determine® foi o Unico a abordar sobre possiveis
interferentes, como gestantes, gravidez multipara e cirrose
alcodlica, conjuntamente com alguns farmacos testados em
concentracdes de 250u/mL, tais como abacavir, paraceta-
mol, acido acetilsalicilico, amoxicilina, aspirina, diclofenaco,
acido félico, ibuprofeno, ferro, metformina, pirazinamida,
ritonavir. Portanto, estas substancias ndo interferiram no
ensaio do teste.

Nao foi possivel identificar um interferente comum
entre todos os testes.

DISCUSSAO

Em 2005, a Portaria n.° 34/05 estabeleceu a regula-
mentacao do uso dos TR anti-HIV com o objetivo de ampliar
0 acesso ao diagnostico da infecgéo pelo HIV, tendo como
justificativa que se conhecendo a condigéo sorolégica do
paciente e a identificagéo precoce da doenga ira contribuir
para a diminuigdo no niumero de transmissoes.?"
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Atualmente, os TR sao muito utilizados devido as suas
vantagens, como baixo custo, rapidez e facil utilizagéo.®
Porém, alguns estudos mostram que devido a sensibilidade
e especificidade menor, durante a janela imunoldgica da
infecgcdo podem ocorrer mais resultados FN, constatando
os casos positivos em apenas 91% das vezes.324

De acordo com o MS, os TR foram inicialmente
desenvolvidos no final da década de 1980, mas alcan-
garam mais notoriedade nos anos 1990. Com o decorrer
do tempo e com os avangos tecnoldgicos para detectar o
HIV, o TR mostrou-se tdo acurado quanto os métodos do
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).?%
Por ser um teste simples e rapido, pode ser considerado
de grande valia para ampliar o diagnostico em regides
com pouca infraestrutura, ndo havendo a necessidade
de materiais caros e complexos.®?® Existem no mercado
variados kits de TR disponiveis, que empregam diferentes
principios técnicos e que sao comercializados por varios
fabricantes.®”

Dentro deste contexto, se faz necessaria a agéo de
analisar os parametros de um TR, para que tenhamos enten-
dimento de quéo eficaz € o desempenho de determinado
teste, ou seja, facilitam observar se ele realmente condiz
com o que lhe foi proposto. Para avaliar estes parametros,
€ de suma importancia ter o amplo e necessario conheci-
mento dos mesmos, ficando a cargo do laboratério ou do
profissional que estiver utilizando avaliar e definir qual teste
sera especifico para a finalidade escolhida.®

O MS considera como TR com um bom desempenho
aqueles que possuem sensibilidade maior ou igual a 99,5%
e especificidade maior ou igual a 99,0%.© A sensibilidade
de um teste diagnostico é a capacidade de identificar
os verdadeiros positivos nos individuos verdadeiramente
doentes. Ja a especificidade é a capacidade de um teste
diagnéstico de identificar os verdadeiros negativos em
pacientes realmente sadios.®®

Comparando os parametros entre os testes seleciona-
dos, eles apresentaram todos os valores de sensibilidade
e especificidade superiores a 99%. Somente um teste ndo
se ajusta de acordo com os parametros requeridos pelo
MS, pois apontou sensibilidade menor que 99,5%, que fora
a marca EcoTeste HIV('% com 99,1%, da mesma forma a
menor especificidade com valor de 99,2%.

Em estudo realizado no Peru,®% para comparar a sensi-
bilidade de trés marcas de TR, sendo elas Alere Determine,
Bioline e OnSite, verificou-se que os valores referidos nas
bulas dadas pelos fabricantes ndo condizem com o teste
feito pelos autores, visto que os trés testes determinaram
sensibilidade de 100% e no estudo realizado constataram
valores diferentes de sensibilidade, respectivamente como
54,8% 47,6% e 14,3%. Como justificativa, os autores con-
sideraram que os testes feitos para verificar o desempenho
de cada teste fora precedente de outros paises, e que
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uma das razoes por terem dado resultados tao diferentes
de sensibilidade seria a variabilidade antigénica do HIV.¢%

Os fabricantes Bio-Manguinhos!'® e Vikia“'” apresenta-
ram uma especificidade de 100% e 99,71%, respectivamente,
ou seja, a especificidade foi maior que a sensibilidade, que
apresentou valores de 99,7% e 99,59%, respectivamente.
Estudos mostram que geralmente os TR sdo mais sensiveis
do que especificos, e que para se confirmar se uma amostra
realmente é reagente para HIV deve-se realizar testes mais
especificos, como Western blot, por exemplo.® Testes mais
sensiveis conseguem detectar com mais facilidade um anti-
corpo em uma fase mais aguda da doenga. Porém, em um
ambito laboratorial clinico precisa-se ter uma especificidade
maior, assim diminuindo os resultados FN.®

Um estudo realizado em 2011 avaliou um novo teste
imunocromatografico produzido pela empresa Canadense
Medmira para a detecgdo de anticorpos especificos de
HIV, HCV e HBV. Foram colhidas amostras com resultados
reagentes e ndo reagentes para a presencga de anticorpos
anti-HIV para avaliar o desempenho separadamente em
cada infecgdo. Os resultados encontrados se mostra-
ram bastante favoraveis em relagdo ao teste para HIV
com valores de sensibilidade, especificidade e acuracia,
revelando 98,6%, 100% e 99,3%, respectivamente. Os
autores também investigaram a presenga de anticorpos
especificos de algumas infec¢des importantes, além do
fator reumatoide, utilizando amostras reagentes para
eles, de modo a avaliar se podem causar reagdes cruza-
das, ocasionando, assim, resultados FP e FN no teste.
Os autores concluiram que para o Toxoplasma gondii,
Trypanossoma cruzi, citomegalovirus, rubéola, herpes
virus-1, Treponema pallidum e fator reumatoide ndo foram
observadas reagées cruzadas.®"

Os fabricantes Alere Determine,® Bioclin,('® Imu-
nocrom,™ LabTest,("" MedTeste®” e OnSite!'? relataram
sobre possiveis reagdo cruzadas com as mesmas infecgbes
referidas no estudo citado anteriormente, porém estes nao
causaram interferéncia no desempenho do teste. Cinco
dos testes, Action Orange Life,™ Bioeasy,® Imunocrom,¥
MedTeste” e OnSite,? apresentaram possiveis interferén-
cias no ensaio devido a utilizagdo de amostras com titulagéo
elevada de fator reumatoide.

A marca LabTest HIV("foi a Ginica a apresentar todos
os parametros de 100% e tampouco referiu sobre interfe-
rentes que pudessem ocasionar um resultado FN, apenas
FP. Nenhum teste dispbe de uma sensibilidade e especi-
ficidade de 100%, visto que o aumento da especificidade
vem associado de uma queda da sensibilidade, e do mesmo
modo o aumento da sensibilidade acompanha uma dimi-
nuicdo da especificidade. Dai ser muito dificil, na pratica
clinica, encontrar um teste diagnostico que tenha valores
de sensibilidade e especificidade de 100%, visto que os
dois parametros sao contrarios entre si.?
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Resultados FN, FP, indeterminados ou divergentes
podem ocorrer durante a rotina laboratorial, assim dimi-
nuindo o desempenho do teste.?® Estes testes sdo simples
de serem realizados, pois geralmente sao utilizados anti-
genos virais fixados em um suporte sélido (membranas de
celulose, por exemplo) para reagirem com os anticorpos da
amostra e sdo acondicionados em embalagens individuali-
zadas, permitindo a testagem individual de cada amostra.
(2% Por essa razdo, muitas vezes podem ndo estar arma-
zenados corretamente com a temperatura recomendada
pelo fabricante, ou entéo é utilizado um volume de amostra
insuficiente, entre outras interferéncias, ocasionando os
resultados descritos anteriormente.®®

Um estudo de 2014 avaliou a acuracia dos TR Bio-
-Manguinhos e Rapid Check utilizados em gestantes para
o diagnostico da infecgéo pelo HIV. O TR Bio-Manguinhos
foi utilizado para a primeira testagem e o Rapid Check para
a segunda, ou seja, o Rapid Check foi adotado como TR
confirmatério, conforme estabelece o fluxograma de TR do
DDAHV. Das 764 gestantes testadas, 10 pacientes apre-
sentaram resultados positivos com o primeiro TR (Bio-Man-
guinhos) e apos realizar o TR confirmatério (Rapid Check),
dois pacientes revelaram resultados negativos. Estes dois
resultados foram avaliados, portanto, como resultados incon-
clusivos, consequentemente necessitaram ser confirmados
com ensaios complementares como Western Blot. Os oito
testes restantes foram confirmados reagentes como Rapid
Check, ou seja, comprovando o primeiro resultado realizado
como Bio-Manguinhos. Os dois TR avaliados mostraram
uma concordancia de 99%, e os autores concluiram que os
TR s&o uma 6tima opgéo para maternidades que precisam
investigar HIV em gestantes, porém deve-se utilizar dois TR
para maior seguranga.®¥

Normalmente, o aumento da prevaléncia da infec¢do
nos individuos reforga a probabilidade de que o individuo
com resultado positivo esteja realmente infectado.®® Em
consequéncia, um unico TR ndo possibilita o diagnéstico
dainfecgéo pelo HIV no Brasil.%3® Conforme o fluxograma
descrito na Portaria SVS/MS n.° 29, de 17 de dezembro de
2013, o MS recomenda que sejam utilizados dois TR em
sequéncia caso a amostra seja positiva para a testagem
do primeiro TR utilizado.®

Verifica-se que os fabricantes Action Orange Life,('®
Bio-Manguinhos,® Imuno Rapido'?e Vikia'” nao referiram
valores de acuracia, VPP e VPN. A acuracia de um marca-
dor soroldgico tem relagdo com a amplitude com que ele
pode prognosticar a ocorréncia de determinada doenga ou
infecgao.®”) Nesse contexto, temos uma probabilidade de o
individuo estar realmente doente ou nao, isto é conhecido
como Valor Preditivo (VP), que pode ser positivo (VPP) ou
negativo (VPN). Consequentemente, o VPP é a proporgao
de VP e representa a probabilidade de um individuo com o
teste positivo ter a doenga. E o VPN é a proporgéo de VN
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e representa a probabilidade de um individuo com o teste
negativo nao ter a doenca. Uma vez que sao parametros
importantes e necessarios para determinar a eficacia de um
teste, ou seja, diz respeito a dimensao com que ele pode
predizer a ocorréncia da doenga, devem ser apresentados
nas bulas.®®

A prevaléncia da doenga na populagédo em certo local
determina um VPP e VPN.® Em locais de baixa prevaléncia
da infecgéo pelo HIV, por exemplo, o VPP pode néo ser
suficientemente alto.®® Logo, se a prevaléncia do HIV for
alta em um local, o VPP aumenta e o VPN diminui. Assim,
eles serao diferentes em populagdes com maior ou menor
prevaléncia da doenca em comparagdo com a populagao
na qual o teste foi descrito pela primeira vez. Portanto, valo-
res preditivos ndo sao caracteristicas fixas do teste e nao
podem ser generalizados para populagdes com diferentes
prevaléncias da doenga.®®

Os fabricantes Biocon® e EcoTeste!"® ndo apre-
sentaram os interferentes em suas bulas, tendo em vista
a importancia dos mesmos para verificar se pode haver
resultados FP e FN, dependendo do tipo de amostra e do
paciente. Seus valores de sensibilidade e especificidade
foram respectivamente de 100% e 99,75%, 99,9% e 99,6%,
99,1% e 99,2%. Apesar de seus valores de sensibilidade
e especificidade, resultados FP e FN podem ser causados
pelas reagdes cruzadas e interferéncias na amostra. Quando
o analito apresenta concentragdes muito elevadas, € pos-
sivel ultrapassar a capacidade de ligagao dos anticorpos,
ocorrendo assim os resultados descritos anteriormente.
Amostras muito diluidas ou hemolisadas, presenga de
substancias que interferem na reagao antigeno-anticorpo
do mesmo modo podem apresentar resultados FP e FN, e
consequentemente podemos observar a importancia rela-
cionada ao se ter conhecimento sobre os interferentes.®“?

Como se pode observar, cada um dos testes expressa
diferentes substancias em diferentes concentragdes testa-
das, como bilirrubina, creatinina, glicose, proteinas, acido
acetilsalicilico, acido ascorbico, acido oxalico, heparina,
EDTA, biotina e lipidios, porém nem todos apresentam
as mesmas substancias. Os demais testes expressaram
algumas destas substancias como interferentes, mas néo
apresentaram suas concentragdes testadas. Os fabricantes
HIV Tri Line Bioclin®, Imunocrom!¥ e MedTeste® relatam
que nao houve reagdes cruzadas gerando resultados FP
e FN. Portanto, néo foi possivel observar um interferente
comum em todos os testes, visto que alguns comentam sobre
as mesmas substancias, mas em concentragdes diferentes.

Um estudo realizado com pacientes africanos em 2010
mostrou que a doenga de Chagas interfere significativamente
nos desempenhos de TR para HIV. Os testes avaliados
apresentaram resultados de 100% de especificidade testados
em pacientes sem anticorpos para o Trypanosoma brucei
gambiense. Os valores de especificidade dos mesmos TR
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diminuiram consideravelmente em pacientes que tinham
anticorpos reagentes para a infecgao, antes do tratamento.
Foram encontrados valores de 39,1% para o TR Determine,
85,3% a 92,8% para Vikia, Immuno Flow, Double Check e
Bioline. Ainfecgéo pelo Trypanosoma brucei gambiense dimi-
nui as especificidades dos TR para o diagndstico do HIV.“"

O fabricante Alere Determine® foi o Unico teste a
abordar sobre interferentes especificos, que os outros testes
nao comentaram, tais como gravidez multipara, gestantes,
cirrose alcodlica e colesterol elevado. Do mesmo modo,
relatou sobre farmacos que podem causar interferéncia,
alguns bastante utilizados pela populagéo, como: parace-
tamol, amoxicilina, aspirina, diclofenaco, ibuprofeno, acido
folico e metformina. O teste OnSite' aborda sobre medi-
camentos para dor e febre como possiveis interferentes no
desempenho do teste, mas nao cita quais medicamentos.
Os medicamentos sdo interferentes relevantes, tendo em
vista sua ampla utilizagdo pela populagdo. Seja qual for o
farmaco, independentemente da via de administragéo, pode
interferir nos testes laboratoriais. Como exemplo, se tem a
conversao da droga em outros compostos ibnicos ou mais
polares por biotransformagéo hepatica, transformagdes
como estas podem produzir derivados e metabdlitos que
reagem no ensaio, resultando em resultados incorretos.“?

CONCLUSOES

Avaliando os diferentes fabricantes de TR para HIV
analisados neste estudo, observa-se que cerca de todos os
TR apresentaram em suas bulas valores de sensibilidade e
especificidade de acordo com o que o MS estipula, ficando
evidente que apenas a marca EcoTeste('® ndo estd em
consonancia com estes parametros por estar abaixo do
que € recomendado pelo 6rgao regulamentador dos testes
em nosso pais. Os demais fabricantes que apresentaram
todos os parametros analisados em suas bulas revelaram
parametros com valores muito similares entre si.

Ademais, € importante considerar que o MS nao esti-
pula valores de VPP, VPN e acuracia, em razdo de que estes
parametros sao variaveis porque dependem da prevaléncia
daquela doenga/infeccao de determinada regiao em que
foi feito o desempenho do teste. Verificou-se que de 13
testes analisados neste estudo, quatro ndo apresentaram
os parametros relacionados a VPP, VPN e acuracia.

Por fim, no presente trabalho houve a comparagao dos
TR de diferentes fabricantes em relagdo aos seus parame-
tros de desempenho e concluiu-se que os fabricantes Alere
Determine,® Bioclin," Bioeasy,® Imunocrom,™ MedTeste?”
e OnSite (" foram os testes com as bulas mais completas,
apresentando elevados valores de sensibilidade e especi-
ficidade e, do mesmo modo, contendo todos os parametros
necessarios para analisar o desempenho do teste juntamente
com seus principais interferentes nas amostras.
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Abstract

Objective: The objective of this work was to carry out a comparative
analysis between 13 different RT (rapid test) for HIV that are registered
with the National Health Surveillance Agency (Anvisa). The data
were taken from the package inserts provided on the websites of the
manufacturers of the RT. Methods: In this work, the RT in relation to
your parameters such as sensitivity, specificity, accuracy, Positive
Predictive Value (PPV) and Negative Predictive Value (NPV) and
their interferences reported in their respective package inserts was
compared. Results: We conclude that only one manufacturer does
not comply with the values stipulated by the DDAHV that was the
ECO Test with values of sensitivity and specificity of 99,1% and 99,2%
respectively. Conclusion: The manufacturers Alere Determine, Bioclin,
Bioeasy, Immunocrom, MedTest and OnSite have revealed themselves
with the most complete package inserts presenting all the necessary
parameters to evaluate the performance of the RT in question.
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HIV; Diagnosis; Sensitivity; Specificity
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Avaliar a frequéncia de hipossuficiéncia em vitamina D em soteropolitanos
atendidos em um laboratério de analises clinicas de Salvador entre os anos de 2015 e
2018. Métodos: Trata-se de um estudo de corte transversal, retrospectivo, com amostra
de conveniéncia. Foram prospectados dados sobre a dosagem de 25-hidroxi-vitamina
D (OH25) de pacientes atendidos no Laboratério de Analises Clinicas da Associagao
de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE). As analises estatisticas foram realizadas
no software GraphPad Prism a partir da estratificacdo por niveis séricos de vitamina
D, género, faixa etaria e procedéncia do paciente. Os valores de referéncia utilizados
na anadlise da vitamina D estdo em consonancia com as recomendagdes da Sociedade
Brasileira de Endocrinologia. Resultados: Foram analisados 2.263 pacientes com idade
entre 1 e 99 anos (mediana = 53; IQ= 35 e 64), sendo 82,39% do sexo feminino. Dentre
as 1.863 mulheres analisadas, 602 (32,31%) desvelaram niveis deficientes e 731 (39,24%)
insuficientes. Entre os homens, 105 (26,38%) foram categorizados como deficientes e
150 (37,69%) insuficientes. Criangas menores de 12 anos exibiram os maiores niveis de
vitamina D (mediana = 32,69) e adultos com mais de 80 anos apresentaram os meno-
res niveis (mediana = 20,95). Todos os grupos etarios evidenciaram mais de 40% dos
individuos com hipossuficiéncia em vitamina D. Conclusao: Os resultados deste trabalho
ratificam um percentual elevado de hipovitaminose D em todas as faixas etarias, susci-
tando necessidade de reflexdo pelos 6érgdos competentes sobre o ajuste dos valores de
referéncia ou suplementagéo de vitamina D na populacéo.

Palavras-chave
Vitamina D; Deficiéncia; Analises Clinicas

alimentos. Durante a exposicao solar, o 7-dehidrocolesterol
absorve aradiagdo UVB, sendo convertido em pré-vitamina

A vitamina D € um horménio esteroide que atua prin-
cipalmente na regulagao da homeostase do célcio, forma-
¢ao e reabsorgao 6ssea, através da sua interagdo com as
paratireoides, os rins e o intestino. Pode ser encontrada
em duas formas: como ergocalciferol (vitamina D,), pro-
duzida pelas plantas, e como colecalciferol (vitamina D,),
produzida no tecido animal pela agao da luz ultravioleta no
7-dehidrocolesterol na pele humana. Estima-se que 90%
a 95% da vitamina D corpodrea seja adquirida pela sintese
cuténea, sendo o percentual adicional pela ingestao de

D,. Uma vez formada, a pré-vitamina D,, sob indugé&o tér-
mica, forma homodimeros em aproximadamente 24 horas,
transformando-se em vitamina D,.®) Assim como a forma
absorvida no intestino delgado a partir da ingestao alimentar,
esta vitamina D, € mobilizada até o figado, onde ocorre a
metabolizagao em calcidiol no reticulo endoplasmatico das
células hepaticas, e depois em calcitriol, forma ativa da
vitamina, nos tubulos contorcidos proximais. Este ultimo
processo também pode ocorrer em outros sitios anatémicos,
como préstata, mama e coélon.®
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A principal funcao da vitamina D consiste no aumento
da absorc¢ao intestinal de calcio, participando da estimulagao
do transporte ativo desse ion nos enterdcitos. Atua também
na mobilizagdo do calcio a partir do osso, na presenga do
paratormoénio (PTH), e aumenta a reabsorgéo renal de calcio
no tubulo distal.®® A deficiéncia prolongada de vitamina D
provoca raquitismo e osteomalacia e, em adultos, quando
associada a osteoporose, leva a um risco aumentado de
fratura.(’ Outras agdes da vitamina D regulando positiva-
mente a formagédo de osso incluem inibicdo da sintese
de colageno tipo 1, inducdo da sintese de osteocalcina e
promogcao da diferenciagéo de precursores celulares monoé-
citos-macrofagos em osteoclastos. Além disso, estimula
a producao do ligante RANK, promovendo um efeito que
facilita a maturagéo dos precursores de osteoclastos, os
quais mobilizam os depdsitos de calcio do esqueleto para
manter a homeostase deste eletrélito.?

A vitamina D exerce suas fungdes biolégicas através
da sua ligagao a receptores membranares e/ou nucleares.
@) Esses receptores sdo expressos por varios tipos de
células, incluindo epitélio do intestino delgado e tubular
renal, osteoblastos, osteoclastos, células hematopoiéticas,
linfécitos, células epidérmicas, células pancreaticas, midcitos
e neurdnios. Desta forma, niveis alterados desta vitamina
também estdo associados ao desenvolvimento de doencgas
inflamatorias, neoplasicas e autoimunes.® Em modelos
experimentais, a deficiéncia de vitamina D ja foi associada a
casos mais agressivos de diabetes mellitus, provavelmente
relacionados a anormalidades da fungao imune e aumento
da resisténcia periférica a insulina.

Estudos apontavam inicialmente elevada prevaléncia
de hipovitaminose D apenas em idosos, principalmente
institucionalizados, devido ao novo platé de homeos-
tasia, utilizacdo de medicamentos e ao estilo de vida.
Entretanto, outros trabalhos publicados posteriormente
revelaram indicadores de morbidade preocupantes no que
concerne a deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D em
criancas, adolescentes e adultos considerados higidos.
“-8) Na Bahia, ndo existem dados concisos e atualizados
sobre a frequéncia de hipovitaminose D estratificada por
faixa etaria e sexo. Destarte, este trabalho se propde a
investigar a frequéncia de insuficiéncia e deficiéncia de
vitamina D em individuos atendidos em um laboratério da
cidade de Salvador.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de corte transversal com amos-
tra de conveniéncia, baseado em informacdes registradas
em prontuarios, sobre frequéncia de alteragbes nos niveis
séricos de vitamina D de pacientes atendidos pelo laboratério
de analises clinicas da APAE. Os dados foram prospectados
do sistema Smart Versdes 2.1.4 12.115 e 02.06.02.00.115

294

por um membro da equipe executora, previamente treinado,
e tabulados em uma planilha sem os nomes dos pacientes
e com codificagao propria, minimizando os riscos inerentes
a quebra de sigilo. Foram inclusos todos os pacientes que
possuiam resultados de vitamina D sem registro de suple-
mentagéo vitaminica ou utilizagdo de medicamentos que
induzissem alteragdes no metabolismo da vitamina.

Os niveis séricos de vitamina D foram avaliados a
partir da estratificagdo de grupos quanto a faixa etaria, ao
género e a procedéncia. As idades foram categorizadas
nas seguintes faixas etarias: 0 a 11, 12 a 18, 19 a 59, 60
a 80 e acima de 80 anos. Para a procedéncia, a avaliagao
dos soteropolitanos foi embasada na divisdo de 10 prefei-
turas — bairros (Centro/Brotas; Suburbio/llhas; Cajazeiras;
Itapud/Ipitanga; Cidade Baixa; Barra/Pituba; Liberdade/Sao
Caetano; Cabula/Tancredo Neves; Pau da Lima; Valéria),
de acordo com o plano diretor de desenvolvimento urbano
da Secretaria Municipal de Urbanismo da Prefeitura Muni-
cipal de Salvador. Os valores de referéncia utilizados para
analise da vitamina foram os preconizados pelo Consenso
sobre Diagndstico e Tratamento da Deficiéncia de Vitamina
D, publicado pela Sociedade Brasileira de Endocrinologia,
que categoriza niveis entre 2030ng/mL e 30ng/mL como
insuficiente, abaixo de 20ng/mL como deficiente e superior a
30ng/mL, adequado. Niveis muito elevados ainda nao estéo
bem definidos, embora haja a sugestdo de concentragcao
acima de 100ng/mL.® Para a quantificagdo dos niveis de
vitamina D, foi dosada a concentragéo de 25(0OH)D, que
representa a principal forma circulante da vitamina, a qual
apresenta meia-vida de cerca de duas a quatro semanas.
Embora a forma mais ativa da vitamina D, seja a 1,25(0OH)
2D, esta nao foi utilizada para avaliar a concentragéo sérica
de vitamina D, uma vez que sua meia-vida é de apenas 4
horas e sua concentracéo é 1.000 vezes menor do que a
de 25(0OH)D.®

O processamento e a andlise dos dados, bem como
a confeccéo dos graficos e das tabelas foram realizados
mediante utilizagcdo dos softwares Microsoft Excel 2019,
SPPS verséo 19.0 (Inc., Chicago, Estados Unidos) e Gra-
phPad Prism verséao 5.0. Os dados foram expressos em
percentual, medida de tendéncia central ou valores minimos
e maximos. As variaveis continuas foram testadas quanto a
sua distribuicdo normal através do teste de Kolmogorov-S-
mirnov. Nas analises descritivas, foram utilizados os testes
de Mann-Whitney e ANOVA para as variaveis continuas
de distribuicdo ndo gaussiana e os testes de chi-quadrado
ou de Fisher para as variaveis categoricas. As andlises de
correlagao foram realizadas pelo teste de Spearman. Para
todos os testes, adotou-se modelos bicaudais com nivel de
significancia de 0,05.

Quanto aos aspectos éticos, este trabalho obteve
aprovacao do Comité de Etica da Universidade Salvador,
Parecer n® 3052586, e os procedimentos executados estao
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em consonancia com 0s principios éticos aceitos pelas
normativas nacional (Resolugcdo CNS n°466/2012) e interna-
cional (Declaragao de Helsinki/World Medical Association).

RESULTADOS

Foram analisados 2.261 registros de pacientes que
realizaram mensuragao de vitamina D no laboratério da
APAE. A amostra populacional estudada apresentou idade
minima de 1 ano e maxima de 99 anos (mediana = 53; 1Q
= 35 e 64), tendo 82,39% (n=1.863) de participantes do
sexo feminino, 10,9% (n=246) de jovens com até 18 anos,
53% (n=1.196) de adultos com idade entre 19 e 59 anos
e 36,1% (n=816) com mais de 60 anos. Os niveis séricos
da vitamina D mostraram-se hipossuficientes em 70,2%
(n=1.588) da amostra, dos quais 704 resultados (31,1,3%)
foram categorizados como deficiente.

O sexo feminino desvelou concentragdo sérica da
vitamina D menor em relagédo ao sexo masculino, 24,06
e 26,34 respectivamente (Figura 1.A). Entre as mulheres,
evidenciou-se que 530 (28,45%) possuiam niveis suficien-
tes de vitamina D, 602 (32,31%) niveis deficientes e 731
(39,24%) insuficientes. Entre os homens, 143 (35,93%)

apresentaram niveis adequados, 105 (26,38%) deficientes
e 150 (37,69%) insuficientes (Figura 1.B).

Os niveis séricos da vitamina apresentaram correlagéo
inversa com a idade (p<0,0001, r>= 0,04). Criancgas de até
12 anos exibiram nivel sérico da vitamina maior que as
outras faixas etarias (p<0,0001). Apesar de néo ter diferenga
significativa, o estrato com mais de 80 anos apresentou os
menores niveis. Pacientes com idade entre 60 e 80 anos
apresentaram niveis mais baixos em relacéo aos adultos
com idade entre 19 e 60 anos (Figura 2.A). Todavia, consta-
tou-se em todos os estratos etarios parcela significativa de
hipovitaminose: 44,32% das criangas menores de 12 anos,
75,40% dos adolescentes entre 12 e 18 anos, 68,98% dos
adultos entre 19 e 59 anos, 76,93% dos idosos entre 60 e 80
anos e 84,85% dos idosos acima de 80 anos (Figura 2.B).

Quanto a procedéncia, a analise dos 1.179 registros
que continham esta informagao preenchida indica que mais
da metade dos pacientes foi proveniente das prefeituras
— bairro Centro/Brotas (33,9%) e Barra/Pituba (26,78%).
Em todas as regides avaliadas, com excegao de Valéria,
mais de 50% dos registros apontam valores inadequados
da vitamina D, tendo destaque a regido da Cidade baixa
(83%) (Tabela 1).

(2]
S
—

N
o
1

-
o
1

-
)
E
=
=]
£
-
Q
©
L=
g
o
=
>
o
o
1
o
o
3
—
°
=
z

|

Homens Mulheres

= SUFICIENTE
® INSUFICIENTE
DEFICIENTE

Figura 1. A. Concentragéo sérica (ng/mL) de vitamina D em homens (n=398; mediana: 26,34, 1Q:19,57-34,76)
e mulheres (n=1.863; mediana: 24,06; 1Q:18,34-31,40). B. Categorizag&o dos niveis séricos de vitamina D
em suficiente (>30ng/mL), insuficiente (20 a 29ng/mL) e deficiente (<20 ng/mL). *Mann-Whitney, p<0,0001.
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Figura 2. A. Concentragao sérica (ng/mL) de vitamina D nos estratos etarios <12
anos (n=187; mediana: 32,69; 1Q: 23,85-41,55), 12 a 18 anos (n=61; mediana: 22,3;
1Q: 17,09-29,51), 19 a 59 anos (n=1.196; mediana: 25,29; 1Q:18,7-32,37), 60 a 80
anos (n=750; mediana: 22,81, 1Q:117,55-29,34) e > 80 anos (n=67; mediana: 20,95;
1Q:16,50-27,77). B. Categorizagdo dos niveis séricos de vitamina D em suficiente
(>30ng/mL), insuficiente (20 a 29ng/mL) e deficiente (<20ng/mL) de acordo com a
faixa etaria. *Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn, p<0,0001.

Tabela 1 - Distribuigéo da categorizagéo dos niveis séricos de vitamina D por Prefeitura — Bairro de Salvador

Suficiéncia em vitamina D (%)

Procedéncia n° Suficiente Insuficiente Deficiente
Barra/Pituba 290 29,3 38,3 32,4
Cabula/Tancredo Neves 101 34,7 33,7 31,7
Cajazeiras 43 32,6 39,5 27,9
Centro/Brotas 376 30,6 37,8 31,6
Cidade Baixa 53 17,0 47,2 35,8
Itapud 123 35,0 43,1 22,0
Liberdade/Sao Caetano 97 34,0 37,1 28,9
Pau da Lima 41 43,9 39,0 171
Subdurbio/llhas 46 45,7 26,1 28,3
Valéria 9 66,7 33,3 0,0
296 RBAC. 2021;53(3):293-298
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DISCUSSAO

A hipovitaminose D constitui uma pandemia nao
reconhecida que acomete aproximadamente 1 bilhdo de
individuos de todas as faixas etarias e géneros e que
pode contribuir para o desenvolvimento de doengas etiolo-
gicamente diversas, como cardiovasculares, metabdlicas,
inflamatdrias, autoimunes e neoplasicas."*'% O presente
estudo aponta que aproximadamente dois-tercos da amos-
tra populacional estudada apresentaram niveis séricos
reduzidos de vitamina D, desvelando de forma inédita um
percentual elevado desta hipovitaminose na capital baiana.

Corroborando nosso resultado, outros estudos condu-
zidos no pais também revelaram elevada prevaléncia desta
hipovitaminose. Em S&o Paulo, um estudo com 603 pessoas,
utilizando os mesmos valores de referéncia do presente
trabalho, evidenciou que aproximadamente 80% dos adul-
tos higidos analisados apresentavam niveis reduzidos da
vitamina D.(” Pesquisa realizada na regido metropolitana de
Belo Horizonte demonstrou que 43% dos 132 pacientes ana-
lisados apresentavam concentragéo sanguinea inadequada
da vitamina D."" Ronchi e colaboradores('? mostraram uma
prevaléncia de 70% desta hipossuficiéncia em um estudo
conduzido em Curitiba. Outros estudos conduzidos em paises
da América do Norte,("3'* Europa e Asia15'®também revela-
ram percentuais elevados do agravo. A prevaléncia elevada
desta hipovitaminose em diferentes regides, mesmo de baixa
latitude, pode estar correlacionada a inadequacgao do aporte
nutricional da vitamina e a mudancas no estilo de vida da
populagcdo com redugéo da exposic¢ao solar e intensificacao
da fotoprotecao para evitar danos a epiderme e derme.('”")

Em relacdo ao género, nosso trabalho identificou
niveis menores de vitamina D no sexo feminino, ratificando
os achados de outros estudos conduzidos no pais'® e em
outros paises da América’® que apontam prevaléncia ele-
vada de hipovitaminose nas mulheres. Nosso estudo, com
avaliagdo de 1.863 mulheres de todas as faixas etarias,
apontou concentragdes de vitamina D ainda mais baixas que
o estudo multicéntrico conduzido por Arantes®® em 2013,
que avaliou 104 mulheres em periodo de p6s-menopausa
em Salvador. As mudangas comportamentais das mulheres
para retardar o envelhecimento cutaneo em decorréncia das
marcantes alteragcdes ambientais nos ultimos anos podem
estar implicadas nestes achados, uma vez que os raios
ultravioleta desempenham papel crucial na rota metabdlica
da sintese de vitamina D. Um estudo conduzido em outro
municipio da Bahia, Santo Ant6nio de Jesus, demonstrou que
59% das gestantes analisadas apresentavam hipossuficién-
cia de vitamina D, revelando a necessidade de alteracdes
nos habitos cotidianos e de suplementagado para evitar o
desenvolvimento de agravos para os bebés.?" Embora o
periodo gestacional possa contribuir para a inadequagéo do
aporte de alguns nutrientes, evidéncias revelam que mais
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de 90% das brasileiras com idade entre 19 e 59 anos estao
expostas a ingestéo insuficiente da vitamina D.®??

Em todas as faixas etarias, mais de 44% dos indivi-
duos apresentaram hipossuficiéncia em vitamina D, tendo
destaque as pessoas com mais de 60 anos. Outros estudos
também revelam a redugao da concentragéo da vitamina
em idosos,® principalmente nos institucionalizados, ¥
devido provavelmente a menor exposigao solar e utilizagao
de terapia medicamentosa que comprometa a absorgao e
metabolizacdo da vitamina. Estudos conduzidos na Argen-
tina, no Chile e no México evidenciaram prevaléncia elevada
de deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D em criangas e
adolescentes.?2") No Brasil, existem evidéncias de hipovita-
minose D em mais de um-tergo das criangas de municipios
da regido sul® e centro-oeste.® Na Bahia, sdo escassos
os trabalhos que analisam hipovitaminose D em estratos
mais jovens. Entretanto, corroborando nosso resultado,
um estudo conduzido em Sao Francisco do Conde, no
Recoéncavo Baiano, demonstrou 58,3% de hipovitaminose
em criangas de 6 a 13 anos.?® Destarte, nossos resultados
apontam taxas elevadas de hipossuficiéncia de vitamina
D, independente da idade, e suportam a necessidade de
implementagao e/ou intensificagdo de medidas de educagéo
nutricional. Apesar da suplementagao com a vitamina D ser
segura e financeiramente acessivel, estudos apontam ser
imprescindivel suplementar com a dose adequada e moni-
torar laboratorialmente para certificagao dos niveis séricos
da vitamina, bem como revisar os valores de referéncia
para os niveis séricos de vitamina D considerando outras
avaliagdes clinico-laboratoriais.G?

Quanto a procedéncia, todas as regides, com excegao
de Valéria, apresentaram prevaléncia de hipovitaminose
acima de 50%, tendo a regido da Cidade Baixa a maior pre-
valéncia. Fatores ambientais, como polui¢ao, podem reduzir
a incidéncia de raios ultravioleta e, consequentemente,
comprometer a rota anabdlica da vitamina D. Apesar do
quantitativo reduzido de pessoas analisadas neste estudo,
provenientes de algumas regides, nao fornecer suporte para
inferéncias, este € o primeiro estudo na capital baiana a
analisar a insuficiéncia de vitamina D sob a 6tica espacial.
Outros estudos com amostra representativa serao conduzi-
dos para elucidar a distribuigdo espacial da hipossuficiéncia
de vitamina D na cidade de Salvador.

CONCLUSAO

O estado de hipossuficiéncia em vitamina D foi mais
prevalente em mulheres e os niveis séricos da vitamina
correlacionaram-se inversamente a idade, sendo a condi-
¢ao de hipovitaminose predominante nos estratos etarios
acima de 12 anos. Estudos futuros seréo conduzidos para
validar estes resultados e avaliar possiveis correlagdes com
alteragdes em outros biomarcadores séricos.
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Abstract

Objective: To assess the frequency of vitamin D hypo-sufficiency
in patients at a clinical analysis laboratory in Salvador between the
years 2015 and 2018. Methods: This is a cross-sectional study with
a convenience sample. Data on the dosage of 25-hydroxy-vitamin
D (OH25) from patients seen at the Clinical Analysis Laboratory of
APAE were prospected. Statistical analyzes were performed using the
GraphPad Prism software based on stratification by serum vitamin D
levels, gender, age and origin of the patient. The reference values used
in the analysis of vitamin D are in line with the recommendations of
the Brazilian Society of Endocrinology. Results: 2,263 patients aged 1
to 99 years (median = 53; IQ = 35 and 64) were evaluated, 82.39% of
whom were female. Among the 1,863 women analyzed, 602 (32.31%)
revealed deficient levels and 731 (39.24%) insuficiente levels. Among
men, 105 (26.38%) were categorized as deficient and 150 (37.69%)
were insufficient. Children under 12 years old had the highest levels
of vitamin D (median = 32.69) and adults over 80 years old had the
lowest levels (median = 20.95). All age groups showed more than
40% of individuals with low vitamin D deficiency. Conclusion: The
studied sample showed a high percentage of hypovitaminosis D, to
be revealing the need for reflection by organs competent of vitamin
D supplementation in the general population or the adjustment of
reference values.
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Vitamin D; Deficiency; Clinical Analysis
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: As infecgbes de sitios cirdrgicos (ISC) constituem a terceira maior classe de infec-
¢oes relacionadas a assisténcia a saude no Brasil e estdo consideravelmente aumentadas
em pacientes submetidos a procedimentos cirirgicos ortopédicos. Grande parte das ISC
ortopédicas relacionam-se a bactérias Gram-positivas, dentre elas Staphylococcus ssp.
Outros microrganismos comumente encontrados s&o: Enterococcus ssp., assim como bac-
térias Gram-negativas, com destaque para Escherichia coli, e Pseudomonas aeruginosa. O
presente estudo objetivou identificar a frequéncia de infec¢des bacterianas em sitios cirur-
gicos e perfil de suscetibilidade antimicrobiana. Métodos: Estudo retrospectivo com analise
de resultados microbioldgicos de pacientes atendidos no servigo de traumato-ortopedia em
hospital publico de referéncia, entre agosto de 2016 a setembro de 2018. Resultados: Do
total de 258 amostras enviadas ao laboratério, 138 isolados foram positivos, 84% foram
pacientes masculinos, nos quais 32 espécies de bactérias foram identificadas, sendo as
mais frequentes Staphylococcus aureus (25,2%), Enterococcus faecalis (10,8%), seguido
das bactérias Gram-negativas Escherichia coli (9,9%) e Pseudomonas aeruginosa (9,9%).
A suscetibilidade antimicrobiana revelou que 87,5% dos Staphylococcus aureus isolados
eram MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina) e sensiveis a vancomicina
(96,4%) e Teicoplanina (98,2%). Considerando as Gram negativas, este estudo mostrou
que houve frequéncia similar entre Escherichia coli (9,9%) e Pseudomonas aeruginosa
(9,9%), seguido de Klebsiella pneumoniae (8,1%). A Escherichia coli, apresentou altas
taxas de resisténcia as cefalosporinas e penicilinas. Conclusgo: O perfil microbiolégico e
a suscetibilidade antimicrobiana devem ser considerados na determinagéo das terapias
antimicrobianas adequadas para controle das infecgdes hospitalares, possibilitando uso
racional de antibiéticos e diminuigéo da resisténcia bacteriana.

Palavras-chave
Infeccéo da Ferida Cirurgica; Ortopedia; Staphylococcus aureus; Escherichia coli;
Farmacorresisténcia Bacteriana

As ISC estao consideravelmente aumentadas em
pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos orto-

As infeccdes de sitios cirdrgicos (ISC), definida como
infeccdes decorrentes de procedimentos cirdrgicos, repre-
sentam entre 14% e 16% das infeccbes em pacientes
internados em unidades de saude no Brasil.? Em paises
europeus e paises da América do Norte, as ISC variam em
aproximadamente 2% a 5% para pacientes submetidos a
procedimentos cirdrgicos. Por ano, nos Estados Unidos o
ndmero de ISC gira em torno de 500.000 casos.?%

pédicos devido, muitas vezes, a necessidade de utiliza-
¢do de materiais de implantes.® A presenca de proteses
articulares, parafusos, fixadores externos, dentre outros
materiais utilizados para estabilizar estruturas 6sseas ou
reparar fraturas, pode facilitar processos de infecgao por
meio da contaminacéo local ou disseminacgao via corrente
sanguinea, o que consequentemente eleva as taxas de
morbimortalidade para esses pacientes. As ISC tém tornado
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ainda mais prolongado o processo de recuperagao da saude
aumentando consequentemente, aumentando os custos
relacionados ao tempo de internagéo para o Sistema Unico
de Saude (SUS), além de comprometer a qualidade de vida
dos pacientes ortopédicos.*®

Fatores de risco relacionados ao desenvolvimento das
ISC séo classificados em intrinsecos e extrinsecos. Fatores
que se correlacionam diretamente com o paciente, como
idade, presenga de comorbidades, processos infecciosos
diversos, obesidade, imunossupressao, além de tempo
prolongado do pré e pés-operatério, sdo ditos como fato-
res intrinsecos. Ja os fatores relacionados ao ambiente,
tais como superficies hospitalares, materiais cirurgicos,
antissepsia de maos e uso adequado de equipamentos de
protecao pelos profissionais de saude, sdo considerados
fatores extrinsecos.“¢7

O inicio dos sintomas, a gravidade e a manutengéo
da infecgado estdo diretamente relacionados ao tipo de
microrganismo que coloniza um sitio cirdrgico ortopédico.
©) Grande parte das ISC ortopédicas estdo relacionadas a
bactérias que constituem a microbiota normal da pele, dentre
eles Staphylococcus ssp./ Staphylococcus aureus.® Outros
microrganismos comumente encontrados s&o Enterococcus
spp., assim como uma variedade de bactérias Gram-ne-
gativas, com destaque para Pseudomonas aeruginosas,
Enterobacter spp., e Klebsiella spp.®

A presenca de bactérias como S. aureus e S. epi-
dermidis pode levar ao desenvolvimento de biofilmes, que
contribuiréo para a patogenicidade da bactéria na infecgéo.
©) O biofilme é formado pela associagdo de bactérias que
desenvolvem uma matriz extracelular altamente aderente,
proporcionando sua fixagdo a superficies do hospedeiro
ou materiais de implantes ortopédicos presentes no sitio
cirdrgico. Inicialmente as bactérias aderem a superficie
gerando acumulo e associagao a outras bactérias, for-
mando assim camadas, e producao de matriz extracelular.
Uma vez formado, o biofilme se mantém no local inicial da
infeccdo e pode também se desmembrar e seguir o ciclo
para formagao de novas placas de biofilme em outros sitios.
(10 Dentro da capsula de biofilme, as bactérias adquirem
propriedades diferentes daquelas que vivem de forma livre.
Essa capsula é capaz de proteger as bactérias da agao
direta de antibiéticos bem como de mecanismos de defesa
do sistema imunolégico do hospedeiro.519

Aidentificagao correta dos microrganismos bem como a
determinagao do perfil de suscetibilidade aos antibiéticos sao
necessarias para o combate as ISC e, consequentemente,
para o sucesso terapéutico.” Dessa forma, ndo é recomen-
dado o uso de swabs para coleta de material e avaliacao
microbioldgica, sendo preferivel a realizagao de aspirados
liquidos ou bidpsia do tecido. Ainda, € recomendavel que
liquidos provenientes de articulagdes sejam cultivados
em garrafas para hemocultura. Materiais como proteses
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articulares, ossos, parafusos e placas devem ser submetidos
a processo de sonicagao e/ou vortex no intuito de romper
possiveis biofilmes formados aderidos a superficie desses
materiais e, assim, ocorrer a liberagdo de microrganismos
viaveis para isolamento e identificagdo microbiolégica.("

ISC de pacientes ortopédicos podem comprometer o
sucesso da recuperagao no pos-operatoério e estéo relacio-
nadas a capacidade do sistema imunoldgico do individuo de
combate a infeccao, bem como a presenca de resisténcia
bacteriana por meio da formacao de biofilmes. A manuten-
¢ao da infecgao acarreta internagdes prolongadas e maior
numero de intervengdes cirdrgicas que elevam as taxas de
morbimortalidade para pacientes ortopédicos.('?

A ANVISA preconiza que as amostras sejam obtidas
por procedimento cirlrgico ou mesmo por pungao aspira-
tiva de forma asséptica. A quantidade de amostra deve ser
suficiente para a realizagdo de uma bacterioscopia pela
técnica de coloragdo de Gram ou Ziehl-Neelsen, cultivo
de bactérias aerodbicas e facultativas, adicionalmente, de
acordo com a suspeita, cultura de fungos, micobactérias e
bactérias anaerdbicas.™

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou identificar
a frequéncia de infecgbes bacterianas de sitios cirurgicos e o
perfil de suscetibilidade antimicrobiana a partir de resultados
de cultura de pacientes atendidos no servigo de ortopedia
e traumatologia de um hospital publico de referéncia na
cidade do Recife.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, descritivo, trans-
versal de abordagem quantitativa, desenvolvido no labora-
tério de microbiologia do servigo de patologia clinica de um
hospital publico geral de alta complexidade, referéncia no
Estado de Pernambuco, na area de ortopedia e traumato-
logia. Realizado no periodo de agosto de 2016 a setembro
de 2018.

Foram analisados laudos com resultados de culturas de
amostras provenientes de pacientes internados no servigo
de ortopedia e traumatologia de um hospital publico geral
de alta complexidade. Os dados foram coletados a partir
de resultados do sistema automatizado de identificagcao
e suscetibilidade antimicrobiana do VITEK® 2 compact
(bioMérieux), liberados pela equipe técnica e registrados
em livros arquivados no servigo de microbiologia do labo-
ratorio de patologia clinica de um hospital publico geral de
alta complexidade. Informacdes adicionais sobre dados
demograficos dos pacientes foram coletados no sistema
Soul MV, utilizando o numero de prontuario do paciente.

A utilizagao de meio de cultura liquida BHI (Brain Heart
Infusion) ou salina foi necessaria para melhor liberagao das
bactérias em materiais secos ou com grande potencial de
formagao de biofilmes como fragmentos ésseos, parafusos e

RBAC. 2021;53(3):299-306



Perfil bacteriano em infecgao ortopédica

placas, dentre outros, submetidos ao vortex, proporcionando,
desta forma, o enriquecimento do meio e melhor recuperagao
de microrganismos viaveis. Os dados dos livros de registros
de cultura de secregbes gerais e materiais diversos foram
gerados pelo setor de microbiologia, a partir do semeio de
amostras diversas (partes moles, fragmentos ésseos de
diversos sitios anatémicos, material de sintese, parafusos,
dentre outros) em meios sdélidos em placas (agar sangue
e meio cromogénico) com incubagédo em estufa a 35°C +
1°C por 24 a 48 horas.

Para a identificagdo apds o crescimento bacteriano nos
meios semeados, foi realizada uma observacéao para iden-
tificacéo presuntiva de Gram-negativo (GN), Gram-positivo
(GP) e fungo com posterior identificagado do sistema VITEK®
2 compact (bioMérieux), um método automatizado que se
baseia em reagdes bioquimicas e utilizagao da espectrofo-
tometria para identificagdo dos microrganismos em cartbes
de 64 pogos contendo substratos e antibiéticos.(41%)

Por meio dos cartées VITEK®2 GN e GP foram realiza-
das as identificagbes de espécies de GN e GP de importancia
clinica. Paraidentificar a suscetibilidade aos antimicrobianos
foram utilizados VITEK®2 AST (Antimicrobial Susceptibility
Testing) para GN e GP.

Os dados obtidos foram catalogados utilizando o
programa Microsoft® Office Excel para Mac versao 2016
e Graphpad Prism versao 5.0, de acordo com as variaveis:
género, idade, numero de amostras positivas, espécies de
microrganismos identificados e perfil de suscetibilidade
antimicrobiana tanto para GN quanto para GP. As frequén-
cias das variaveis foram analisadas a partir do quociente
do valor total de isolados analisados e pela frequéncia
absoluta encontrada para cada variavel, apresentadas em
forma de percentual.

Este estudo teve seu delineamento e metodologia em
consonancia com os principios bioéticos e morais previstos
na Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).
E teve aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Complexo Hospitalar HUOC/PROCAPE, sob o seguinte
numero de CAAE: 98574918.6.0000.5192.

RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2016 a dezembro de 2018,
de acordo com dados obtidos no sistema SoulMV (Sistema
de Gerenciamento de Internagédo) foram realizadas 394
internacdes na clinica traumatoldgica, 324 na clinica orto-
pédica e 835 na clinica de ortopedia C de apoio ao trauma.

No periodo em estudo, de agosto de 2016 a setembro
de 2018, houve recebimento de 258 amostras de pacientes
provenientes das referidas enfermarias, com suspeita clinica
de infeccao. Desse total, 138 amostras (53,5%) apresenta-
ram crescimento microbiano, sendo caracterizadas como
amostras positivas (Figura 1). Das 138 amostras positivas,
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116 (84%) foram pacientes do sexo masculino, com idades
que variaram entre 16 a 85 anos; 22 (16%) eram do sexo
feminino com idades entre 25 e 77 anos (Figura 2). Amédia
geral de idade dos pacientes foi de 40 anos.

Ap6s a conclusao do diagndstico laboratorial por meio
do sistema automatizado VITEK® 2 compact (bioMérieux),
foram identificadas 31 diferentes espécies de bactérias de
diversos géneros, sendo a mais frequente o Staphylococcus
aureus (25,2%) seguido de Enterococcus faecalis (10,8%),
Escherichia coli (9,9%) e Pseudomonas aeruginosa (9,9%).
Os demais microrganismos encontrados foram: Klebsiella
pneumoniae (8,1%), Enterobacter cloacae (7,7%), Proteus
mirabilis (4,1%), Acinetobacter baumannii (4,1%), Morga-
nella morganii (3,2%), Staphylococcus epidermidis (2,7%),
Aeromonas hydrophila (1,8%) e Serratia marcescens (1,4%).
Microrganismos com prevaléncia de isolamento inferior a 3
casos foram considerados em outros (11,3%) (Figura 3). Em
52 amostras, foram isolados mais de um microrganismo,
dentre estas 32 tinham associadas bactérias GN e GP, 18
amostras tiveram duas GN ou mais e apenas 2 apresenta-
ram duas GP ou mais.

|:| Positivo
Negativo

100 = e
80 —

60 — 53,50

%
40

20 —

n=138 n=120

Figura 1. Positividade de culturas realizadas para pacientes das
clinicas de traumatologia e ortopedia no laboratério de microbiologia
de um hospital publico de alta complexidade, referéncia em trauma
e ortopedia, na cidade do Recife, no periodo de agosto de 2016 a
setembro de 2018.

:l Feminino
Masculino
100 = |

80 =
60 =
40

20 = 16

n=22 n=116

Figura 2. Distribui¢&o por género dos pacientes das clinicas de ortopedia
e traumatologia com culturas positivas realizadas no laboratorio de
microbiologia de um hospital publico de alta complexidade, referéncia
em trauma e ortopedia, na cidade do Recife, no periodo de agosto de
2016 a setembro de 2018.
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Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter clocae
Proteus mirabilis
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Figura 3. Frequéncia de agentes patogénicos isolados de 138 amostras de sitios cirtrgicos de pacientes atendidos
no servigo de ortopedia e traumatologia de um hospital publico de alta complexidade referéncia em trauma e
ortopedia, na cidade do Recife, no periodo de agosto de 2016 a setembro de 2018.

Para o teste de suscetibilidade aos antimicrobia-
nos, a analise do perfil de resisténcia/sensibilidade foi
realizada para os microrganismos GN e GP isolados
com maior frequéncia. Foram considerados os seguintes
antibioticos para o representante GP, Staphylococcus

aureus: Gentamicina, Rifampicina, Cefoxitina, Teicopla-
nina, Vancomicina, Trimetropina/sulfametoxazol, Clindami-
cina, Eritromicina, Linezolida, Oxacilina, Benzilpenicilina,
Ampicilina, Ciprofloxacina, Moxifloxacina e Tigeciclina,
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Perfil de suscetibilidade de Staphylococcus aureus isolados de amostras de pacientes atendidos no periodo de agosto de 2016 a
setembro de 2018 nas enfermarias de ortopedia, traumatologia e apoio ao trauma de um hospital publico de alta complexidade, referéncia em

trauma e ortopedia, na cidade do Recife.

Classe de antimicrobianos Antibiético Sensiveis % Resistentes %
Aminoglicosideo Gentamicina 28 50,0 28 50,0
Ansamicina Rifampicina 3 54 53 94,6
Cefalosporina Cefoxitina 1 1,8 55 98,2
Glicopepitideos Teicoplanina 55 98,2 1 1,8
Vancomicina 54 96,4 2 3,6
Inibidores do acido félico Trimetoprim/ sulfametoxazol 33 58,9 23 411
Macrolideos Clindamicina 6 10,7 50 89,3
Eritromicina 3 54 53 94,6
Oxazolidinona Linezolida 54 96,4 2 3,6
Penicilina Oxacilina 7 12,5 49 87,5
Benzilpenicilina 0 0,0 56 100,0
Ampicilina 0 0,0 56 100,0
Quinolonas Ciprofloxacina 7 12,5 49 87,5
Moxifloxacina 5 8,9 51 91,1
Tetraciclina Tigeciclina 36 64,3 18 32,1
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Para o principal representante dos GN, a Escheri-
chia coli, foram considerados os seguintes antibioticos:
Ampicilina, Ampicilina/sulbactam, Piperacilina/tazobactam,
Cefuroxina, Cefuroxina Axetil, Cefoxitina, Ceftazidima,

Ceftriaxona, Cefepima, Ertapenem, Imipenem, Meropenem,
Amicacina, Gentamicina, Ciprofloxacina, Levofloxacina,
Tigeciclina, Colistina, apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade de Escherichia coli isolados de amostras de pacientes atendidos no periodo de agosto de 2016 a setembro
de 2018 nas enfermarias de ortopedia, traumatologia e apoio ao trauma de um hospital publico de alta complexidade, referéncia em trauma e

ortopedia, na cidade do Recife. SSD*= sensivel dose dependente.

Classe de antimicrobianos Antibiético Sensiveis % Resistentes % Intermediario
Penicilinas Ampicilina 2 10 16 80 2 (10%)
b-lactadmico/ inibidores de Ampicilina/ sulbactam 7 35 12 60 1 (5%)
b-lactamase Piperaciclina/ tazobactam 14 70 6 30
Cefalosporinas Cefuroxina 0 20 100

Cefuroxina/Axetil 0 20 100

Cefoxitina 6 30 14 70

Ceftazidima 5 25 15 75

Ceftriaxona 6 30 14 70

Cefepima 15 75 4 20 SDD*

1(5%)

Carbapenémicos Ertapenem 15 75 5 25

Imipenem 15 7% 5 25

Meropenem 17 85 3 15
Aminoglicosideos Amicacina 13 65 7 35

Gentamicina 12 60 8 40
Quinolonas e Ciprofloxacina 7 35 13 65
fluoroguinolonas Levofloxacina 8 40 12 60
Tetraciclina Tigeciclina 11 55 9 45
Polimixina Colistina 12 60 8 40
DISCUSSAO consequente persisténcia da infecgéo por meio da utilizagéo

Dentro das ISC, as infec¢des relacionadas a proce-
dimentos cirurgicos ortopédicos se destacam por serem
consideradas de altissima gravidade. Por se utilizarem de
materiais de implantes, o risco de surgimento de processos
infecciosos pode levar a necessidade de novas intervengoes
cirurgicas, que por sua vez aumentam o risco de perda
do membro, os indices de disseminagao da infecgao para
outros sitios levam a um provavel surgimento de sepse ou
até mesmo levar o paciente a 6bito.*9

O conhecimento do tipo de microrganismo bem como
de seu perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos é de
extrema importancia para entendimento da gravidade, da
evolugdo e do prognéstico das infec¢des relacionadas a
implementacao de dispositivos ortopédicos, bem como das
infecgbes associadas a sitios cirurgicos em procedimentos
ortopédicos. Esse conhecimento também contribui para
evitar o risco de disseminagéao de resisténcia bacteriana e
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adequada dos antimicrobianos.('®

Estudo realizado por Garcia e colaboradores (2019)
destaca as infecgbes associadas a dispositivos ortopédicos
e ISC em ortopedia, nas quais microrganismos GP, aqueles
que compdem a microbiota normal da pele, como Staphylo-
coccus aureus e outras Staphylococcus coagulase negativas,
sdo o0s principais agentes causadores para esses tipos de
infeccdes, e isso ocorre devido ao aspecto oportunista da
bactéria. Porém, outros microrganismos como Enterococcus
e bacilos Gram-negativos, com destaque para Escherichia
coli e, adicionalmente, Pseudomonas aeruginosas, Ente-
robacter spp. e Klebsiella spp. foram isolados frequentes
de infecgbes ortopédicas neste estudo.(”

No presente estudo, dos 258 exames de amostras
diversas enviadas das enfermarias de ortopedia e traumato-
logia ao laboratdrio de microbiologia, no periodo de agosto
de 2016 a setembro de 2018, 53,5% (n=138) dos isolados
apresentaram crescimento positivo. A maior frequéncia foi
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encontrada em pacientes do sexo masculino, total de 116
(84%), fator esse relacionado a caracteristica das clinicas de
ortopedia e traumatologia, que atendem com mais frequén-
cia pacientes do sexo masculino. Santos e colaboradores
(2016), em estudo epidemioldgico do trauma ortopédico em
um servico publico de emergéncia, encontraram resultados
similares, nos quais pacientes do sexo masculino corres-
ponderam por cerca de 81% dos usuarios atendidos, fato
este justificado por um maior envolvimento dessa populagéao
em acidentes de transito.('®

Neste estudo, foi observado que Staphylococcus
aureus é o patégeno mais frequente, o qual esteve presente
em 56 (25,2%) dos isolados de amostras da populagéo estu-
dada. O estudo de suscetibilidade antimicrobiana revelou
que 49 (87,5%) dos Staphylococcus aureus isolados eram
resistentes a Oxacilina ORSA (Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina) ou MRSA (Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina). De forma geral, a maior parte dos
Staphylococcus aureus apresentou boa sensibilidade para
Vancomicina (96,4%) e Teicoplanina (98,2%), que s&o os
glicopeptideos de escolha para infegbes causadas por
MRSA, além da Linezolida (96,4%) e Tigeciclina (64,3%).('%

A variagéo de frequéncia de MRSA relacionada a
sitios de infecgdes cirtrgicas em ortopedia apresentada na
literatura foi de 29,11% a 63,0%.©2% Um estudo de Silvia e
colaboradores (2013) evidenciou que do total de infecgbes
adquiridas dentro do ambiente hospitalar, 26 (14,86%) foram
causadas por Staphylococcus aureus e, destes, 17 (65,38%)
eram MRSA.?" Uma vez que os principais sitios anatémicos
fonte de MRSA sao as fossas nasais e maos, a principal
forma de disseminagédo de MRSA no ambiente hospitalar
ocorre pelas maos dos diversos profissionais de saude. 2%

Um estudo de ordem econdmica sobre custos das ISC
realizado por Stone (2009) evidenciou que o custo médio
mensal por infeccdo era de $ 25. 546, 000 dodlares para
hospitais nos Estados Unidos. Quando a infec¢éo é causada
por microrganismos multidroga-resistente como por MRSA,
o custo por infecgdo pode aumentar em aproximadamente
$ 4.000 dolares quando comparada as infecgdes por Sta-
phylococcus aureus suscetiveis a meticilina/oxacilina.?¥
Este aumento do custo pode ser atribuido a um estendido
periodo de hospitalizagédo, necessidade de utilizagao de
antimicrobianos mais caros e a gastos, de maneira mais
indireta, oriundos de medidas de prevencao e controle da
infecgdo.(?

Considerando a frequéncia de isolamento de bac-
térias Gram-negativas, este estudo mostrou que houve
uma frequéncia similar entre Escherichia coli (9,9%) e
Pseudomonas aeruginosa (9,9%), seguida de Kilebsiella
pneumoniae (8,1%). Achados similares foram relatados por
Garcia e colaboradores (2019), porém ha maior destaque
para Escherichia coli por ser a bactéria mais frequente em
sua populagéo de estudo (Garcia et al., 2019). Em uma
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revisdo integrativa realizada por Santos e colaboradores,
foi observada uma frequéncia similar entre Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, sendo
estes, os patdogenos mais frequentes em infecgoes de sitios
cirirgicos, com 7,7% cada.®

Em relagao ao perfil de suscetibilidade aos antimicro-
bianos, o presente estudo verificou que a bactéria Esche-
richia coli apresentou as taxas de resisténcia a ampicilina
(80%), Ampicilina/sulbactam (60%), Cefuroxima (100%),
Cefuroxima Axetil (100%), Cefoxitina (70%), ceftazidima
(75%) e as quinilonas: Ciprofloxacina (65%) e Levofloxacina
(60%). Um estudo por Iroha e colaboradores (2017) também
evidenciou altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos
por Escherichia coliisoladas de ISC em pacientes ortopédi-
cos. Dentre eles resisténcia as cefalosporinas (Ceftazidima
e Cefoxitina com taxa de 96% e 97% respectivamente) e
penicilina (Amoxilina, com taxa de 90%).®

Outra grande preocupagéo em decorréncia de ISC em
ortopedia é a grande possibilidade de formagao de biofilmes,
que proporcionam uma maior protecao para as bactérias
frente aos efeitos dos antimicrobianos e da atuagéo do sis-
tema imune do hospedeiro no combate ao patégeno. Além
disso, configuram um grande problema por proporcionarem
maior dificuldade para isolamento e identificacdo das bacté-
rias em amostras provenientes da ortopedia, devido ao fato
de sua alta adeséo as superficies e necessidade de sonica-
¢ao ou utilizagao de vortex para sua liberagéo. A sonicagéo,
por ser uma técnica mais sofisticada, esta muitas vezes
indisponivel na maioria dos laboratério de microbiologia.?”

Jamal (2015) apresenta uma lista das principais bac-
térias associadas a formagao do biofilme, dentre elas o
Staphylococcus aureus é o quarto microrganismo mais
comum em formagéao de biofilmes, perdendo apenas para
Staphylococcus epidermidis (3°), Pseudomonas aeruginosa
(2°) e Escherichia coli (1°).?® Os dados obtidos no presente
estudo evidenciaram o Staphylococcus aureus, Pseudomo-
nas aeruginosa, e Escherichia coli figurando entre os mais
prevalentes, o que indica alta possibilidade para formacao
de biofilmes nas amostras da populagao estudada, podendo
os altos indices de casos negativos (46,5%) apresentados
no estudo estar associados a dificuldade no isolamento
devido ao mecanismo de formagao de biofilme, além da
disponibilidade apenas de voértex para processar as amos-
tras no laboratério do estudo. Em seu estudo Tampuz e
colaboradores (2012) demonstraram que o emprego da
sonicacdo apresenta melhor eficiéncia quando utilizado
para o diagnostico microbiolédgico em casos de infecgéo
de proteses ortopédicas.®

CONCLUSAO

A partir de resultados obtidos podemos concluir que o
Staphylococcus aureus continua sendo o principal causador
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de infe¢des em sitios cirdrgicos de pacientes submetidos
a procedimentos ortopédicos. O perfil de suscetibilidade
antimicrobiana do Staphylococcus aureus apresentou uma
taxa acima da média para resisténcia a meticilina, portanto
MRSA multidroga resistente. Escherichia coli e Pseudo-
monas aeruginosa foram as bactérias Gram-negativas
mais frequentes, sendo a E. coli altamente resistente as
cefalosporinas e as penicilinas, evidenciando, assim, uma
alta taxa de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos na
populagao estudada. As trés bactérias citadas estao entre
as mais comumente encontradas formando biofilmes, o que
indica a necessidade de maiores cuidados de biosseguranca
pelos profissionais de saude quanto ao risco de infecgao
devido a facilidade dessas bactérias em formar biofilmes
em materiais e sitios cirurgicos ortopédicos.

A analise do perfil microbioldgico e suscetibilidade aos
antimicrobianos é uma ferramenta que contribui na tomada
de decisdes quanto a antibioticoterapia mais adequada
dentro da populagdo em estudo. Além de ser importante
para conscientizar sobre a necessidade da detecgédo de
resisténcia bacteriana, evitando sua propagacéo e con-
sequente melhor recuperagao do paciente, com o uso
adequado de antimicrobianos especificos para bactérias
causadoras de infeccoes.

Abstract

Objective: Surgical site infections (SSIs) represent the third largest
class of infections related to health care in Brazil. Risk of SSls
increase in patients undergoing orthopedic surgical procedures.
Most orthopedic SSI are related to Gram-positive bacteria, among
them Staphylococcus ssp. Other microorganisms commonly found
are Enterococcus, as well as Gram-negative bacteria, especially
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. The present study
aimed to identify the frequency of bacterial infections in surgical
sites and antimicrobial susceptibility profile. Methods: Retrospective
study analyzed microbiological results from patients attending the
orthopedic trauma service in a public referral hospital from August
2016 to September 2018. Results: Of the 258 samples sent to the
laboratory, 138 isolates were positive, 84% were from male patients
and more than 31 species of bacteria were identified, with the most
frequent being Gram positive Staphylococcus aureus (25,2%) and
the second most frequent being Enterococcus faecalis (10.8%),
followed by Gram negative bacteria Escherichia coli (9.9%) and
Pseudomonas aeruginosa (9.9%). The antimicrobial susceptibility
showed that 87.5% of Staphylococcus aureus isolates were MRSA
(methicillin resistant Staphylococcus aureus) and presented sensitivity
to vancomycin (96.4%) and Teicoplanine (98.2%). Considering gram-
negative bacteria, this study showed that there was a technical tie
between Escherichia coli (9.9%) and Pseudomonas aeruginosa
(9.9%) followed by Klebsiella pneumoniae (8.1%). Regarding the
antimicrobial susceptibility profile, Escherichia coli presented high
resistance to cephalosporin and Penicillin. Conclusion: Microbiological
profile and susceptibility to antimicrobials must be considered when
determining the most appropriate antibiotic therapies to control
hospital infections and decrease emergence of bacterial resistance.

Keywords
Surgical Wound Infection; Orthopedics; Staphylococcus aureus;
Escherichia coli; Bacterial Drug Resistance
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Comunicagao Breve/Short Communication

Analise microbiolégica de morangos frescos comercializados em
Goiania, Goias
Microbiological analysis of fresh strawberries comercialized in Goidnia, Goias

Resumo

Objetivo: O consumo de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos pode
levar a quadros de doengas transmitidas por alimentos. O presente estudo objetivou re-
alizar uma analise microbiologica de morangos frescos (Fragaria vesca) comercializados
em Goiania, Goias, pesquisando a presenca de Escherichia coli e Salmonella spp., em
consonancia com a RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Métodos: Foram analisadas
51 amostras de morangos frescos in natura no Laboratério Clinico da PUC Goias, sendo
25 amostras oriundas de supermercados e 26 de comércio livre/rua, entre agosto/2019 e
dezembro/2019, em diversos bairros das regides Norte, Noroeste, Sul e Central do mu-
nicipio de Goiania, Goias. Foram feitas culturas bacterianas nos agares Eosin Methylene
Blue e Salmonella-Shigella, e identificados os isolados por provas bioguimicas classicas.
Como controle de qualidade, a cada bateria de experimentos, duas cepas bacterianas
conhecidas, uma Salmonella spp. (Programa Nacional de Controle de Qualidade/PNCQ) e
uma E. coliATCC 25923, foram utilizadas. Resultados: Das 51 amostras analisadas, 5,9%
(3/51) apresentaram positividade para o crescimento de E. coli, sendo estas amostras
adquiridas no comércio livre/rua. Foi observada auséncia de Salmonella spp. Conclusgo: A
grande maioria (94,1%) das amostras analisadas nesta pesquisa negativaram em relagao
a presenga de E. coli e 100% negativaram para a presenca de Salmonella spp., demon-
strando que independente de adquiridos em comércio livre/rua ou em supermercados,
0S morangos encontravam-se microbiologicamente seguros para o consumo, de acordo
com a legislagéo brasileira vigente.

Verbenie Khrissy Machado
Nascimento Araujo’

Elissa Dirane Estephan’
Alessandra Marques Cardoso?

Palavras-chave
Microbiologia de Alimentos; Coliformes; Escherichia coli; Fragaria vesca

INTRODUGAO

As doengas transmitidas por alimentos (DTAs), consi-
deradas de grande importancia mundial, ocorrem em decor-
réncia da ingestao de alimentos ou agua contaminados por
bactérias e/ou suas toxinas, virus e/ou outros parasitas. As
avaliagdes microbiologicas devem ser realizadas nos alimen-
tos para verificar a presenga ou auséncia de microrganismos
indicadores de contaminagéo fecal durante o processo de
cultivo, manuseio, armazenamento e transporte, até chegar
ao consumidor. Estas andlises determinam se o alimento
atende a legislacao vigente, a qual estabelece os parame-
tros microbioldgicos necessarios para que o alimento seja
considerado seguro para o consumo humano. (-

Coliformes fecais, segundo a RDC n° 375 de 17 de
margo de 2005, s&do bactérias Gram-negativas em forma de
bacilos, oxidase negativa, caracterizadas pela atividade da
enzima B-galactosidase. Podem crescer em meios contendo
agentes tensoativos e fermentar a lactose nas temperaturas
de 44°C a 45°C, com produgao de acido, gas e aldeido.
Além de estarem presentes em fezes humanas e de ani-
mais homeotérmicos, ocorrem em solos, plantas ou outras
matrizes ambientais que ndo tenham sido contaminados
por material fecal.®

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, a Escheri-
chia coli apresenta grande diversidade patogénica, podendo
ser dividida entre categorias que causam infecgdes intestinais
e extraintestinais de EXPEC (Extraintestinal pathogenic
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E. coli). Das categorias que causam infecgdes intestinais
encontram-se: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli ente-
ro-hemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC).?

A EPEC é subdividida em duas categorias, sendo que
ambas tém em comum a capacidade de produzir uma lesao
caracteristica no epitélio intestinal. A lesao mais conhecida
e estudada é a A/E (Attaching/Effacing). AEHEC, que é um
subgrupo das STEC (E. coli produtora de toxina Shiga),
causa desde casos assintomaticos, diarreia branda, até
casos graves de colite hemorragica. AEAEC costuma afetar
mais adultos e criangas, se manifesta por diarreia secretora
mucoide e aquosa, com o periodo de incubagao curto, pouca
febre e pouco ou nenhum vémito. A ETEC compreende a
colonizagao da mucosa intestinal e a produgéao de entero-
toxinas. A EIEC é um importante causador de diarreia em
humanos. Clinicamente, a doenga é acompanhada de febre,
mal-estar, célicas abdominais e diarreia aquosa seguida de
disenteria, consistindo em poucas fezes, muco e sangue.”

Também pertencente a familia Enterobacteriaceae, a
Salmonella spp. € um bacilo Gram-negativo nao formador de
esporos. Quando presente em diferentes ambientes, agua
potavel e alimentos, isso se deve a contaminagéo por fezes
de individuos doentes ou portadores, sendo gastroenterite
e febre tifoide as infec¢gdes mais importantes causadas por
esse género.”

As duas espécies que causam doengas em humanos
sao Salmonella enterica e Salmonella bengai. A S. enterica é
importante para a saude publica e apresenta seis subespé-
cies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae,
S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae,
S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp. indica. A
sintomatologia divide-se em trés grupos causadores de
doengas, a saber: febre tifoide por S. typhi com sintomas
muito graves, febre entérica por S. paratyphi com sintomas
mais leves que a febre tifoide e as infecgdes entéricas ou
salmoneloses com sintomas mais brandos.®

O morango, embora conhecido como fruto, € um
receptaculo da flor original, onde as suas sementes sdo na
realidade os seus frutos, sendo a Fragaria a mais comum.
Devido as suas caracteristicas fisicas, o morango € bastante
sensivel e vulneravel as intempéries da natureza. Durante
seu manuseio, do plantio a colheita, seu acondicionamento,
transporte e distribuigdo em diferentes pontos de venda, até
chegar aos consumidores, 0 morango pode ser exposto a
varios tipos de contaminagéo, seja por virus, bactérias, fun-
gos e/ou parasitas. Assim, o consumo de morangos frescos
pode representar uma fonte de microrganismos patogénicos,
e quando esse alimento ndo é adequadamente higienizado
pode ocasionar DTAs.*912)

Considerando a necessidade da higiene sanitaria e
visando definir critérios e padrdes microbiolégicos para
alimentos, a Resolugédo RDC n° 12, de 02 de janeiro de
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2001, estabeleceu padrbes por meio de analises capazes
de determinar se os alimentos encontram-se adequados ao
consumo humano. Neste contexto, este estudo objetivou
realizar analise microbioldgica de morangos frescos (Fragaria
vesca) comercializados em Goiania, Goias, pesquisando a
presencga de Escherichia coli e Salmonella spp., de acordo
coma RDC n°® 12.®

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 51 amostras de morangos (Fragaria
vesca) frescos in natura, sendo 25 amostras oriundas de
supermercados e 26 de comércio livre/rua.

A obtencao das amostras ocorreu entre os meses de
agosto/2019 e dezembro/2019, em diversos bairros das
regides norte, noroeste, sul e central do municipio de Goiania,
Goias. Os morangos foram transportados em sua proépria
embalagem (bandejas com plastico-flme), a temperatura
ambiente, em tempo maximo de uma hora, para o Setor de
Microbiologia do Laboratério Clinico da PUC Goias (LAC/
PUC-Goias).

Para o processamento das amostras, 30 gramas de
morangos foram assepticamente pesados e acondicionados
em sacos plasticos estéreis com ziper, acrescidos de 50mL
de agua peptonada a 0,1%. Devidamente identificados, os
sacos plasticos foram submetidos a agitagéo e maceragao
manual das amostras.

Apos o processamento descrito, 200uLdas amostras
foram semeadas em placas contendo os agares Eosin Methy-
lene Blue (EMB) e Salmonella-Shigella (SS), em duplicata.
As placas foram incubadas em estufa a temperatura de
36,5°C pelo periodo de 24 horas antes da realizagao das
leituras em busca de unidades formadoras de col6nias (UFC).
Adicionalmente, como método alternativo para recuperagéo
de Salmonella spp., 500uL das amostras foram inoculados
em 5,0mL de agua peptonada e incubadas a temperatura
de 36,5°C por 48 horas. Apds o periodo de incubacéo,
200pL foram semeados em placas de agar SS e incubadas
a temperatura de 36,5°C por 24 horas, antes da realizagéo
das leituras em busca de unidades formadoras de col6nias.

As colbnias suspeitas de E. coli foram submetidas a
provas bioquimicas manuais classicas para identificagao e
confirmacao: Triplice agucar e ferro (TAF), Motilidade, Indol
e Ornitina (MIO), Citrato, Ureia, Lisina, Fenilalanina, Caldo
Voges-Proskauer e Caldo Malonato.

Foram empregadas como controle de qualidade, a cada
bateria de experimentos, duas cepas bacterianas conheci-
das, uma Salmonella spp. oriunda do Programa Nacional
de Controle de Qualidade — PNCQ e uma Escherichia coli
ATCC 25923, gentilmente cedidas pelo LAC/PUC-Goias.

Em relagéo aos aspectos ético-legais, como o presente
estudo ndo utilizou amostras humanas e/ou animais, a submis-
sao prévia a um comité de ética em pesquisa foi dispensada.
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RESULTADOS

O mapa das regides do municipio de Goiania, Goias,
apresentado na Figura 1 mostra as regides onde foram
adquiridas as amostras de morango: norte, noroeste, sul e
central, ou seja, locais de facil acesso e onde o fruto tem
maior comercializacao.

Conforme apresentado na Tabela 1, das 51 amostras
analisadas, 5,9% (3/51) apresentaram positividade para o
crescimento de E. coli, sendo estas amostras adquiridas no
comeércio livre/rua, portanto, ndo foi observada positividade
nas amostras oriundas de supermercado.

Nas trés amostras de comércio livre/rua em que a
presenca de E. coli foi detectada, observou-se a seguinte
estimativa de unidades formadoras de coldnias por grama
(UFC/g): amostra A = 1.325 UFC/g, amostra B = 1.125
UFC/g e amostra C = 925 UFC/g. Foi verificada auséncia
de Salmonella spp. nas amostras analisadas.

DISCUSSAO

Esta pesquisa detectou presenca de E. coli em 5,9%
das amostras analisadas. Entretanto, no estudo de Dzied-
zinska et al." houve maior positividade desse microrganismo
quando empregada a técnica de biologia molecular reagéao
em cadeia da polimerase (PCR) nas analises, revelando

44,2% de positividade, enquanto as culturas mostraram
positividade em 9,0% das amostras.

A Portaria da ANVISA n°25/76, de 09/11/1997, regula-
menta a utilizagdo do 0zénio na forma gasosa ou liquida como
conservante de alimentos no Brasil, pois além de apresentar
agao antimicrobiana, dispde de propriedades conservantes
de alimentos, como o morango.("® No presente estudo ndo
houve detecgao de Salmonella spp. nas amostras analisa-
das, corroborando com o estudo de Alves et al. (2019),('
que também nao detectou Salmonella spp. em amostras de
morango submetidas a analise microbioldgica. Entretanto,
€ importante ressaltar que no trabalho de Alves et al. ndo
foi possivel afirmar que o uso do ozénio foi o responsavel
pela inativagdo da Salmonella spp., pois tanto morangos
submetidos a ozonizagdo quanto aqueles que nao foram
submetidos apresentaram auséncia de Salmonella spp.

Segundo a RDC n°12 da ANVISA, de 2001,® o padrao
microbioldgico aceitavel em morangos frescos devem ser:
auséncia para Salmonella spp. e, no maximo, 2x10° colonias
de E. coli por grama de morango. Nesta pesquisa foi revelada
auséncia de Salmonella spp. e presencga de E. coliem trés
amostras adquiridas em comércio livre/rua com contagem
de coldnias inferior a 2x10° colénias por grama de morango.
Portanto, nossos achados atendem a legislagao vigente,
indicando que os morangos estdo microbiologicamente
adequados para o0 consumo.

Tabela 1 - Detecgéo de Escherichia coli em morangos comercializados em Goiania, Goias.

Local de aquisicao N° de amostras analisadas

dos morangos

N° absoluto de amostras

Percentual de amostras

positivas para E. coli positivas para E. coli

Supermercado 25 0 0,0%
Comeércio livre/rua 26 03 11,5%
Total 51 03 5,9%

B Regifo Central
Regiao Norte

B Regifio Leste

B Regifio Sul

B Regifio Sudoeste

M Regifio Oeste

[ Regifio Noroeste

Fonte: Portal Goiania, 2016.

£y

Figura 1. Mapa das regiées do municipio de Goiédnia, Goias. As regibes demarcadas demonstram onde as

amostras foram obtidas para analise.
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A principal estratégia(" é que para se controlar a
qualidade de um produto, as medidas mais eficazes sao
a adocao de medidas preventivas e deteccao e rapida
correcao de falhas no processamento. A énfase na quali-
dade microbiolégica atenta-se a quantidade e ao tipo dos
microrganismos envolvidos. Neste processo, a higiene é
fator importante, uma vez que ambiente, manipuladores
e superficies também podem ser fontes de contaminagéo.
Além disso, fatores intrinsecos ao alimento, como pH e ati-
vidade da agua, bem como fatores extrinsecos ao alimento,
como temperatura, umidade relativa e presenca de gases,
vao determinar se a qualidade pode ser considerada 6tima
ou limitante, fatores estes que interferem na multiplicacao
de microrganismos patogénicos e causadores de DTAs.("

No quesito qualidade dos alimentos, especificamente
no caso dos morangos, € necessario dispensar atengéo ao
processo da sua produgéo, o que implica os cuidados no
cultivo, observando que a terra, a agua de irrigagao, o adubo
e os defensivos agricolas podem impactar na contaminagao
microbiana. O fato das amostras analisadas nessa pesquisa,
em sua grande maioria (94,1%), negativarem em relagéo a
presenca de E. coli e 100% negativarem para a presenga de
Salmonella spp. demonstrou que, independente de adquiridos
em comeércio livre/rua ou em supermercados, 0s morangos
encontravam-se microbiologicamente seguros para o consumo.

CONCLUSAO

Em conclusdo, a presente pesquisa revelou que
100,0% das amostras analisadas atenderam os parame-
tros microbiolégicos estabelecidos pela legislagéo brasileira
vigente, tendo sido detectado baixo percentual (5,9%) de
contaminagado das amostras de morangos por E. coli e
auséncia de Salmonella spp., dados importantes para a
seguranca alimentar dos consumidores de morango da
cidade de Goiania, Goias.

Abstract

Objective: The consumption of food contaminated by pathogenic
microorganisms can cause Foodborne Diseases. The present study
aimed to perform a microbiological analysis of fresh strawberries
(Fragaria vesca) marketed in Goiénia, Goias, researching the presence
of Escherichia coli and Salmonella spp., in line with RDC No. 12, of
January 2, 2001. Methods: They have analyzed 51 samples of fresh
strawberries in natura at the Clinical Laboratory of PUC Goias, 25
samples from supermarkets and 26 from free trade/street, between
August/2019 and December/2019, in several neighborhoods in the
North, Northwest, South, and Central regions county of Goiania,
Goias. Bacterial cultures cultivated on Eosin Methylene Blue and
Salmonella-Shigella agar, and identification of the isolates by standard
biochemical tests. As a quality control, in each battery of experiments,
two known bacterial strains, one Salmonella spp. (National Quality
Control Program/PNCQ) and an E. coli ATCC 25923 was used. Results:
Of the 51 samples analyzed, 5.9% (3/51) were positive for the growth of
E. coli, these samples were acquired in free/street commerce. Absence
of Salmonella spp. Conclusion: The majority (94.1%) of the samples
analyzed in this research were negative concerning the presence of
E. coli, and 100% were negative for the presence of Salmonella spp.,
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demonstrating that independent of being acquired in free trade/street
or supermarkets, the strawberries analyzed were microbiologically safe
for consumption, following the current Brazilian legislation.

Keywords
Foodborne Microbiology; Coliforms; Escherichia coli; Fragaria vesca
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Nota Técnical/Technical Notes

A importancia da liberacao da estimativa da taxa de filtragcao

glomerular junto do resultado da creatinina sérica nos laudos
The importance of the glomerular filtration rate estimation combines with the serum

creatinine result in the reports

Flavia Martinello’
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DOENGA RENAL CRONICA

Adoenca renal cronica (DRC) é uma sindrome clinica
decorrente de uma lesdo renal que progride no decorrer
de varios meses a anos. O diagndstico é realizado pela
medida da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG), pelo
exame de urina e pesquisa de albuminuria, e por exame
de imagem dos rins.(1:2)

Baseado em um minimo de dois resultados de taxa
de filtragao glomerular (TFG), obtidos com intervalo de pelo
menos 3 meses, a DRC é classificada em cinco estagios
(Figura 1). A medida que a TFG cai para menos de 60 mL/
min, as manifestagdes sistémicas e as complicagdes da DRC
tornam-se cada vez mais evidentes. A DRC de estagio V
(TFG < 15 mL/min) representa uma doenga renal em estagio
terminal com indicacgao de terapia de substituicdo renal.("-®

7Albiumln;'1;ﬁ

A ' A2 A3
Classificagéo da doenga renal cronica Normal ou levemente Moderadamente Severamente
aumentada aumentada aumentada
<30 mg/dia 30 - 300 mg/dia > 300 mg/dia
G1 | Nomal ou alta > 90 mifmin 61 A1 Gl A2 G1 A3
! |

[ 60-89

G2 ‘ Levemente reduzida : G2 At G2 A2 G2 A3
mimin
‘ o 45-59

G3a | Leve a moderadamente reduzida ki G3a Al G3a A2 G3a A3

tie| T »

oderada a severamente -44

i i G3b A1 G3b A2 G3b A3
| reduzida mi/min
i 15-20

G4 ‘ Severamente reduzida ; G4 A1 G4 A2 G4 A3
mimin

G5 |Faléncia renal <15 mlmin G5 A1 G5 A2 G5A3

m Baixo risco Usualmente sem sintomas

Risco moderado

¥ Risco elevado
B Risco muito elevado

Possiveis complicactes

Complicagdes evidentes

Figura 1. Estagios da doenga renal crénica (DRC), manifestagdo de sintomas baseados na estimativa da
taxa de filtragao glomerular (e TFG) e riscos da doenga.®
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A creatinina sérica é o exame laboratorial mais ampla-
mente utilizado para avaliar a fungéo renal. Como subproduto
do metabolismo da creatina e fosfo-creatina no musculo
esquelético, a creatinina € gerada a uma taxa constante e
consequentemente, liberada de forma constante na circu-
lagéo sanguinea. Como a creatinina é predominantemente
eliminada por filtragdo glomerular, com secregéo de apenas
uma fragdo minima pelas células tubulares, a concentragao
sérica de creatinina apresenta uma associagéo inversa com
a fungao renal. Cada elevagéo correspondente ao dobro da
concentragédo sérica de creatinina significa uma redugéo
aproximada de 50% da TFG.("3)

Apesar da ampla aceitagdo como medida da fungéo dos
rins, a creatinina sérica apresenta algumas limitages que
precisam ser reconhecidas. Como a produgao de creatinina
ocorre em fungdo da massa muscular, a concentragao sérica
considerada “normal” deve ser interpretada no contexto
de cada paciente. A concentragao sérica de creatinina da
ordem de 1,00 mg/dL, considerada dentro do intervalo de
referéncia pela maioria dos laboratérios, pode, na verdade,
estar aumentada (ou seja, > 1,00 mg/dL) em um paciente
com massa muscular reduzida, como comumente ocorre no
envelhecimento, na doencga hepatica ou em outra comorbi-
dade associada ao desgaste muscular.(”

Com a progressao da DRC, a proporgao relativa de
creatinina secretada pelos rins pode sofrer aumento de até
30%. Nesse caso, a concentragao sérica de creatinina deixa
de apresentar uma boa associagédo com a TFG, levando
a superestimativa da verdadeira fungao renal. Além disto,
certos medicamentos interferem na secregao tubular da
creatinina (Quadro 1) e, desta forma, limitam a utilidade da
concentragao sérica de creatinina para fins de associagao
com a fungdo renal nessas circunstancias."?

DETERMINAGAO LABORATORIAL DA CREATININA
SERICA

A creatinina pode ser medida por métodos quimicos
e enzimaticos, cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC, doinglés, high performance liquid chromatography)
e espectrometria de massa com diluicao de is6topos (ID-MS,
do inglés Isothope Dillution Mass Spectometry), sendo este
ultimo o método de referéncia. O método mais comum é o
baseado na reagdo de Jaffé, onde o picrato alcalino reage
com a creatinina em meio alcalino, formando um complexo
amarelado de picrato de creatinina. Este método pode ser
afetado pela concentragao de acido picrico, pH, comprimento
de onda, temperatura, e cromogenos nao creatininicos como
bilirrubina ou acetoacidos. Alguns medicamentos também
podem interferir positivamente (lidocaina, cimetidina, cefa-
losporinas e metildopa) ou negativamente (dipirona) na
reagdo, conforme a plataforma analitica utilizada.®"

312

Quadro 1 - Situagdes em que a creatinina sérica nao prediz com
acuracia a TFG.™M

Situagoes que superestimam a TFG

Sindrome nefrética (secregdo tubular aumentada)
IRA com elevagao da creatinina

Supercrescimento bacteriano intestinal (excre¢do extrarrenal de
creatinina)

Condig¢des de baixa massa muscular
Doencga hepatica crénica
Pacientes idosos
Obesidade
Doenca sistémica associada a condigéo catabolica

Desnutrigao

Situagoes que subestimam a TFG

IRA em fase de recuperagéao (declinio da creatinina)
Farmacos que inibem a secregao tubular
Trimetoprima
Cimetidina

Dronedarona

Fatores que interferem no ensaio de creatinina
Acetoacetato
Cefoxitina

Flucitosina

Ingestao de grande quantidade de carne cozida (aumento da
creatinina exégena)

IRA = insuficiéncia renal aguda; TFG = taxa de filtragao glomerular

Em 2006, um Grupo de Trabalho do NKDEP (do
inglés, National Kidney Disease Education Program) relatou
necessidades de padronizagédo nas medi¢des de creatinina
sérica e colaborou com a Federacao Internacional de Qui-
mica Clinica e Medicina Laboratorial (IFCC, do inglés, The
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine) para a realizagao de analises mais precisas com
menor variagdo interlaboratorial.®

A metodologia enzimatica, embora de maior custo,
confere uma maior especificidade a determinagéo do analito,
pois elimina a interferéncia de proteinas plasmaticas e outros
cromégenos comumente observados com os métodos
diretos que utilizam a reagéo de Jaffé. Desta forma, ndo é
necessario fazer calculos para minimizar outros interferentes.
Adeterminagao de creatinina enzimatica utiliza as enzimas
creatinina amidohidrolase, creatina amidinohidrolase e
sarcosina oxidase, em conjunto com a reagao de Trinder.
Os reagentes sao rastreaveis ao material de referéncia
SRM 914 do NIST (National Institute of Standards and
Technology), tornando-o equivalente ao método ID-MS,
segundo recomendagdo do NKDEP.®
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TAXA DE FILTRAGAO GLOMERULAR

Uma avaliagdo mais precisa da fungao renal pode
ser obtida pela TFG, que é a taxa de fluxo, em mililitros
por minuto (depuragao) do plasma de substancias que séo
filtradas livremente pelas membranas de glomérulos sem
sofrer reabsorgéo ou secregao tubular renal.¢'?

O método padrao-ouro para avaliar a TFG é a depu-
ragao renal da inulina, um polimero da frutose com uma
unidade de glicose terminal de origem vegetal. No entanto,
como uma substancia exdgena, a inulina néo é adequada
para a pratica diaria, necessitando de injecéo endovenosa
e de dificil metodologia laboratorial. Apesar de parte da
creatinina ser secretada, a depuracéo (clearance) da crea-
tinina, na urina de 24 horas, € um marcador conveniente
e barato para estimar a TFG, pois € medida no soro e na
urina, porém, é afetada pela idade, sexo, exercicio fisico,
massa muscular e dieta.('” Além disto, é necessario garantir
que a coleta de urina seja realizada somente em 24 horas,
uma vez que as coletas mais ou menos prolongadas
resultam, respectivamente, em super ou subestimacgao da
TFG. Entretanto, considerando a dificuldade, a demora e
imprecisao da coleta de urina de 24 horas por questdes
praticas, por exemplo, as pessoas que passam longos
periodos fora de casa precisam levar consigo o frasco de
coleta, a depuracao da creatinina frequentemente nao é
solicitada na rotina clinica.®

Tabela 1 - Estimativa da Taxa de Filtragdo Glomerular por equagées

Estudos mais recentes tém proposto a cistatina C como
um marcador endogeno da TFG superior a creatinina. Ela
€ uma proteina sintetizada a uma taxa constante em todas
as células nucleadas, filtrada livremente nos glomérulos e
reabsorvida e catabolizada nos tubulos proximais. A sua
concentragao sérica é, portanto, dependente da filtragao
glomerular, o que faz dessa substancia um bom marcador
da TFG, sem necessidade da medida urinaria. No entanto,
limitagGes relacionadas ao custo, a disponibilidade de méto-
dos de medida, aos riscos e ao tempo despedido nesses
processos, fazem com que a cistatina C ndo seja ainda
amplamente utilizada na pratica clinica.("®""

Por essas razdes, mesmo com as limitacdes na pra-
tica clinica, a concentracao de creatinina sérica é utilizada
comumente para estimar a TFG.

Tendo em vista as limitagbes mencionadas anterior-
mente para a medida da TFG, algumas equagdes foram
derivadas para fornecer uma estimativa da TFG (eTFG)
como marcador indireto da fungéo renal.

Equacéo da Taxa de Filtragdo Glomerular'

Depuracgao de creatinina (mL/min/1,73 m?) = [CrU/CrS] x

[volume de urina em 24 horas (mL)/1440] x [1,73/ASC]

onde, Cr: creatinina (mg/dL); U: urina; S: soro; ASC: area de
superficie corporal = [peso/(altura(m)?].

Para essa estimativa, toma-se como base em diversos
fatores clinicos e demograficos, incluindo idade, sexo, peso
corporeo e etnia (Tabela 1).0:310

METODO PARA ESTIMAR A TAXA DE FILTRAGAO GLOMERULAR EQUAGAO

Adultos
Cockcroft-Gault'™ (mL/min/1,73 m?)

eTFG= [(140-idade) x peso corporal(kg) x 0,85 (se mulher)] / CrS x 72

MDRD" com 4 variaveis (mL/min/1,73 m?) para os laboratérios que
usam métodos com calibradores NAO rastreaveis ao ID-MS

eTFG=186x(CrS)"'% x (idade) 2% x 0,742 (se mulher) x 1,212 (se negro)

MDRD" com 4 variaveis (mL/min/1,73 m?) para os laboratérios que
usam métodos com calibradores rastreaveis ao ID-MS

eTFG =175 x (CrS) "% x (idade)2% x 0,742 (se mulher) x 1,212 (se
negro)

CKD-EPI'2(mL/min/1,73 m?) somente para os laboratérios que usam
métodos com calibradores rastreaveis ao ID-MS

Mulheres negras com creatinina < 0,7

Mulheres negras com creatinina > 0,7

Homens negros com creatinina < 0,9

Homens negros com creatinina > 0,9

Demais mulheres com creatinina < 0,7

Demais mulheres com creatinina > 0,7

Demais homens com creatinina < 0,9

Demais homens com creatinina > 0,9

eTFG = 166 x (CrS/0,770% x (0,993)%2de
eTFG = 166 x (CrS/0,7)%° x (0,993
eTFG = 163 x (CrS/0,9)%411x (0,993
eTFG = 163 x (CrS/0,9) 2% x (0,993)dade
eTFG = 144 x (CrS/0,770% x (0,993 %2t
eTFG = 144 x (CrS/0,7)1%%° x (0,993
eTFG = 141 x (CrS/0,9)%411x (0,993
eTFG = 141 x (CrS/0,9) 12 x (0,993)dade

Criangas e adolescentes (menores de 18 anos)

Schwartz'3(mL/min/1,73 m?) para os laboratérios que usam métodos
com calibradores rastreaveis ao ID-MS

eTFG = (0,41 x altura (cm)) / CrS

Counaham& Barratt'{(mL/min/1,73 m?) para os laboratorios que
usam métodos com calibradores NAO rastreaveis ao ID-MS

eTFG = (0,43 x altura (cm)) / CrS

Cr: creatinina (mg/dL); U: urina; S: soro; Idade: em anos; MDRD: do estudo Modification of Diet in Renal Disease; CKD-EPI: do estudo Chronic Kidney Disease

Epidemiology Collaboration.
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Todos os pacientes que se encontram no grupo
de risco para DRC devem medir a creatinina sérica e
ter a sua TFG estimada.®

Tem sido de grande utilidade relatar de forma rotineira
a eTFG nos laudos laboratoriais, assim como a indicagao da
equagao utilizada, acompanhada da concentragao sérica de
creatinina com duas casas decimais. Essa forma de reportar
traz como vantagem o potencial de detectar a doencga renal
ainda inicial, durante os estagios clinicamente silenciosos,
quando ainda ha oportunidades de intervengao para retardar
a progresséo da doenga."¥

Entretanto, as equagdes para eTFG tém limitagbes.
Primeiro, a medida da TFG, via depuracao de creatinina
de 24 horas ou estimativa com férmula, baseia-se em uma
condigao fisioldgica estavel, com concentragdo sérica de
creatinina estavel. No entanto, alguns fatores podem influen-
ciar a fungao renal em pacientes hospitalizados, tais como a
instabilidade hemodinamica e hipoperfusao renal, alteragbes
no volume intravascular e toxicidade renal pelo tratamento
medicamentoso. Assim, quando a concentragao sérica de
creatinina esta se modificando, a eTFG perde a utilidade
como ferramenta para determinagéo acurada da fungao renal
real. Quando a concentragdo sérica de creatinina estiver
em elevacao aguda, a eTFG superestima a TFG real. Ao
contrario, quando a creatinina estiver em queda, a funcao
renal € subestimada.

Para estimar a TFG, o Ministério da Sauide reco-
menda o uso da formula MDRD simplificada (com 4
variaveis) ou da CKD-EPL.® No entanto, o KDIGO (do
inglés Kidney Disease: Improving Global Outcomes)
recomenda o uso da equagcao CKD-EPIL.®

Aequacéo de Cockcroft-Gault, cujo nome faz referéncia
aos dois pesquisadores que a desenvolveram, foi a primeira
férmula amplamente utilizada para calculo da eTFG e foi
deduzida a partir de resultados de 249 homens brancos
hospitalizados e com fungao renal normal. Além de nao
representar a populagao geral, a equagao néo considera a
superficie corporal, apenas a massa corporal, sendo inade-
quadapara pacientes obesos, além de poder subestimar a
TFG real em idosos.? Ainda, a equagao foi desenvolvida
utilizando um ensaio de Jaffé desatualizado para a medida
de creatinina e deve ser reavaliada quando calculada com
métodos de creatinina com calibragéo rastreavel.®

As equagdes MDRD, do estudo Modification of Diet in
Renal Disease, foram derivadas a partir de estudos epide-
mioldgicos de coorte que incluiu, predominantemente, indivi-
duos brancos (88%) néo diabéticos com DRC, dificultando a
generalizagao dessas equacgdes para pacientes diabéticos,
individuos de diferentes etnias e transplantados. A equacao
MDRD completa é pouco utilizada, pois envolve a analise
de trés parametros laboratoriais, envolvendo maior custo.¥
A corregao para a etnia negra refere-se a populagéo negra
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americana, enquanto outras nacionalidades vém também
validando a formula. Porém, a formula do MDRD abreviada
com “quatro variaveis” tem sido recomendada, devido a seu
desempenho ser igualmente satisfatorio quanto a equagao
inicial®. Essa formula ndo deve ser utilizada para eTFG
maiores que 60 mL/min/1,73m?2.

Aequagao CKD-EPI, do estudo Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration, € uma variagao da férmula do
MDRD, obtida a partir de conjuntos de dados de 10 estudos,
em um total de 8.254 participantes, incluindo individuos com
e sem DRC. Apesar de usar as mesmas quatro variaveis,
comparativamente, apresenta melhor desempenho e previ-
sao de risco. Porém, pode superestimar a TFG em pacientes
que estdo extremamente abaixo do peso e subestimar em
pacientes com obesidade mérbida ou com diabetes.®

Por fim, uma unica equagéo € improvavel que fun-
cione igualmente bem, com a mesma acuracia, em casos
de pacientes com redugdes normais ou leves da TFG, em
todas as populagdes.'® No entanto, como uma medida de
creatinina sérica isolada tem um risco consideravel para
classificar erroneamente a funcédo renal, a eTFG deve ser
rotineiramente calculada por laboratorios, pelas equagdes
para adultos e para criangas, e reportada juntamente com
o resultado da concentragao de creatinina sérica.("®

Contudo, o método utilizado para a determinacgéo da
creatinina deve ser equivalente ao utilizado no estudo que
desenvolveu a equacgao. Esse tipo de cuidado € essencial
com vistas a precisdo e a comparabilidade dos resultados.
Assim, recomenda-se a calibragao dos métodos de creati-
nina, tanto enzimaticos quanto de Jaffé, segundo o método
de referéncia, ou seja, deve constar nas informagbes do
fabricante do conjunto diagndstico (kit) que o calibrador é
rastreavel ao método ID-MS. Caso essa informagédo nao
conste no reagente, deve-se procura-la com o fabricante.
Métodos com calibradores néo rastreaveis ao método de
referéncia ID-MS geram resultados aproximadamente 10%
acima do valor real.*'3)

Como os calculos da eTFG incluem inUmeras variaveis,
eles se tornam complexos para a rotina do laboratério e
requerem um relativo conhecimento de matematica ou um
programa de computagédo capaz de realiza-lo, ou ainda
acesso as paginas eletronicas ou aplicativos que disponi-
bilizam as formulas gratuitamente.

Além disto, para resultados da e TFG abaixo de 60 mL/
min/1,73 m?, deve-se reportar o nimero arredondado para
um nudmero inteiro (ex. “32 mL/min/1,73 m?’). Resultados
de eTFG acima desse valor devem ser reportados apenas
como = 60 mL/min/1,73 m?, e ndo o nimero exato. Ha trés
razoes para essas recomendagodes:

» Diferencgas interlaboratoriais na calibragao dos ensaios
de creatinina e a imprecisdo das medidas tém maior
impacto na faixa proxima do normal e, portanto, levam
a resultados = 60 mL/min/1,73 m2inacurados.
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Todas as equagdes sao menos acuradas para pessoas
com fungao renal normal ou fungéo pouco alterada.
Valores de eTFG abaixo de 60 mL/min/1,73 m? tém mais
implicagdes clinicas para a classificagéo da fungao renal
que valores acima desse nivel.("

Como o valor de referéncia pode ser utilizado >60 mL/
min/1,73 m?como desejavel para individuos > de quatro
meses de idade.*'®

RECOMENDAGOES DA SBAC

>

Utilizar duas (casas) decimais para expressar o resultado
de creatinina;

Utilizar metodologia de creatinina rastreavel ao método
ID-MS;

Escolher uma férmula para o calculo da estimativa da filtra-
¢ao glomerular (eTFG) para adultos e outra para criangas,
de acordo com a metodologia da creatinina e de acordo
com a preferéncia da equipe médica, caso seja laboratério
de atendimento hospitalar;

Reportar a e TFG nos laudos sempre que a creatinina for
solicitada;

Como normalmente os laboratérios ndo tém o registro da
etnia dos pacientes, liberar a estimativa tanto para pessoas
de etnia negra quanto para pessoas ndo negras;

Reportar estimativas da TFG maiores ou iguais a 60 mL/
min/1,73 m?apenas como = 60 mL/min/1,73 m?e ndo o
ndmero exato. Abaixo de 60 mL/min/1,73 m?, deve-se
reportar o numero arredondado para um numero inteiro.
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Nota Técnical/Technical Notes

Posicionamento da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas sobre
o reporte da estrutura denominada Urbanorum spp. em amostras de
fezes - 2021

Position of the Brazilian Society of Clinical Analyses on the report of the structure called

Urbanorum spp. in stool samples - 2021
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INTRODUGAO

Em 1994, Francisco Tirado Santamaria, da Universi-
dad Industrial de Santander na Colombia, descreveu uma
estrutura observada em amostras de fezes humanas como
sendo um microrganismo. Classificou a estrutura como um
protozoario similar as amebas, com caracteristicas particu-
lares, e a nomeou Urbanorum spp."

Anos ap6s sua publicagéo, alguns relatos semelhantes
foram divulgados, associando a presenga da estrutura a
quadros clinicos intestinais.?®

O QUE E A ESTRUTURA DENOMINADA
URBANORUM SPP.

Para melhor conhecermos este elemento realizamos
alguns testes com amostras fecais contendo a referida
estrutura e verificamos que:

a) A estrutura é observada tanto encapsulada (membrana
intacta) quanto “emitindo projegdes” apds o rompimento da
membrana ou capsula, especialmente quando a amostra
€ pressionada entre a lamina e a laminula;

b) A estrutura pode ser observada ao exame microscopico
direto a fresco, apresentando coloragdo marrom discreta,
mesmo sem tratamento com corantes (Figura 1).

¢) Quando corada pelo Lugol, a estrutura se apresenta em
tons amarelados/alaranjados (Figura 2).

d) A estrutura cora em vermelho com Sudan Il (Figura 3).

e) Sob microscopia com filtro de luz polarizada a estrutura
forma cruzes de Malta (Figuras 4 e 5).

Figura 1. Estrutura com membrana rompida e conteudo extravasando
de seu interior. Exame direto a fresco de amostra de fezes. Microscopia
de campo claro. Aumento original 400x.

Fonte: Cortesia do Prof. José Antonio Tesser Poloni.
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Figura 2. Estrutura com membrana rompida e conteudo
extravasando de seu interior. Exame direto de amostra de
fezes. Coloragdo pelo Lugol. Microscopia de campo claro.
Aumento original 400x.

Fonte: Cortesia do Prof. José Antonio Tesser Poloni.

Figura 3. Estrutura com membrana rompida e contetido extravasando de seu interior. Exame direto de amostra de
fezes. Coloragdo pelo Sudan Ill. Microscopia de campo claro. Aumento de 400x com zoom (esquerda) e aumento
original de 400x (direita).

Fonte: Cortesia da Profa. Lenilza Mattos Lima.

Figura 4. Estrutura com membrana rompida e conteudo extravasando de seu interior. Exame direto de amostra de
fezes. Coloragao: Lugol. Microscopia de campo claro (esquerda) e microscopia com filtro de luz polarizada (direita).
Aumento original 400x.

Fonte: Cortesia do Prof. José Antonio Tesser Poloni.
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Figura 5. Estrutura com contetido “livre” (acima) e intacta (abaixo). Exame direto de amostra de fezes. Coloragao: Lugol.
Microscopia de campo claro (esquerda) e microscopia de luz polarizada (direita). Aumento original 400x.

Fonte: Cortesia do Prof. José Antonio Tesser Poloni.

EVIDENCIAS CIENTIFICAS

Aliteratura disponivel sobre o tema é escassa. Em uma
das principais bases de dados na area da saude, PubMed, a
pesquisa pelo descritor Urbanorum spp. resulta em apenas
dois artigos, sendo um do Brasil.?¥

ADivisado de Doengas Parasitarias e Malaria do Centro
para Controle e Prevencao de Doengas dos Estados Uni-
dos (Centers for Disease Control and Prevention — CDC)
mantém uma plataforma digital contendo informacgdes
sobre praticamente todos os parasitos que podem causar
infecgbes nos seres humanos (https://www.cdc.gov/dpdx/
index.html). Neste endereco eletrbnico ndo ha qualquer
informagao sobre Urbanorum spp.

Até o presente momento ndo ha relatos publicitados
que comprovem que a estrutura se trata de um microrga-
nismo, uma vez que:

* Nao harelato de cultivo in vitro, o qual poderia evidenciar
divis&o celular;

* Na&ao ha estudo demonstrando a ultraestrutura celular e/
ou organelas citoplasmaticas por microscopia eletronica;

* N&o ha dados sobre analise molecular da estrutura,
evidenciando material genético;
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» Na&o ha relatos de estudos filogenéticos e/ou taxondmicos
da estrutura.®

A analise realizada por esta Comisséo sugere que a
estrutura €, muito provavelmente, um artefato de conteudo
lipidico (gordura). Tal conclusdo baseia-se nas seguintes
evidéncias:

a. Coloragao vermelha apés tratamento com Sudan lll

O corante Sudan lll ou Sudan Red G é um corante
azoico lisocrémico, ou seja, com afinidade por lipidios.
Com base nesta caracteristica lipofilica, é utilizado para
demonstrar presenga de gorduras (lipideos e lipoproteinas)
em amostras bioldgicas. As gotas de gorduras, quando pre-
sentes, se apresentam coradas de vermelho em microscopia
de campo claro.®

b. Presencga de cruz de Malta em microscopia de

luz polarizada

Em analises clinicas, a microscopia de luz polarizada
€ utilizada para auxiliar na identificagédo de substancias
birrefringentes, como cristais e goticulas de gordura.
Lipidios formados por ésteres de colesterol formam uma
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estrutura em “cruz de Malta” com lados simétricos quando
vistos sob luz polarizada.®

Estruturas anisotropicas, como as gorduras, possuem
birrefringéncia e sdo observadas em microscopia com luz
polarizada com coloragéo amarelada brilhante. Estruturas
isotrépicas sdo substancias que possuem as mesmas pro-
priedades fisicas independentemente da diregao considerada
(p.ex. células) e ndo apresentam birrefringéncia, portanto,
nao sao visualizadas em microscopia com luz polarizada.®

c. Auséncia de organelas citoplasmaticas

Nas estruturas observadas ndo foram evidenciados
nucleos e/ou qualquer organelas especializadas, caracte-
risticas de células eucariotas unicelulares.

Relatos de caso sobre o Urbanorum spp. destacaram
que o0s pacientes cujas amostras apresentavam estas estru-
turas também apresentavam sintomatologia intestinal, com
resolugdo do quadro apods tratamento farmacoldgico com
antiparasitarios.G4112)

Em relagdo a este argumento, ressaltamos que sinto-
mas intestinais podem estar relacionados a uma série de
outras condigdes patoldgicas, além das parasitoses, como:
sindrome do intestino irritavel, doenga inflamatdria intestinal,
intolerancia alimentar, disbiose, deficiéncia pancreatica exé-
crina, diarreia funcional, cancer de colon, colite, doenga da
tireoide, doenga celiaca, fibrose cistica, entre outros. Muitas
destas patologias cursam com a presencga de gordura nas
fezes. Ainda, sintomas intestinais decorrentes de intoxicagao
ou infecgao alimentar, causa inflamatéria, emocional ou
medicamentosa, podem ser transitorios, o que justificaria
sua resolugao apos tratamento com antiparasitario.(3-'")

RECOMENDAGOES DA SBAC

Com base nas informagdes disponiveis até o momento,
nao ha evidéncias cientificas robustas que respaldem a
identificagéo desta estrutura como sendo um microrganismo
associado a doenca infecciosa parasitaria.

A SBAC recomenda, portanto, que esta estrutura nao
seja reportada nos laudos de exames parasitolégicos
de fezes para evitar tratamentos desnecessarios e/ou
inadequados para os pacientes.

RBAC. 2021;53(3):316-319

OBSERVAGAO FINAL

Se, em algum momento, algum profissional conse-
guir demonstrar que se trata de um microrganismo e que
seja patogénico aos seres humanos, este documento sera
revisado.
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Aestrutura geral do manuscrito devera acompanhar a normalizagéo técnica
conforme o quadro abaixo.

ESTRUTURA DOS ARTIGOS

Portugués Inglés

Titulo Completo
Incluir vers&do em Inglés

Complete Title
Incluir versdo em Portugués

Titulo Corrido Running Title

Incluir vers&do em Inglés Incluir versdo em Portugués
Autores Authors
Resumo Abstract

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

Incluir versédo em Inglés Incluir versdo em Portugués

Introdugéo Introduction

Material e Métodos Material and Methods
Etica Ethics

Resultados Results

Discussao Discussion
Conclusao Conclusion

Conflito de interesse Conflicts of Interests

Suporte Financeiro
Agradecimentos

Funding Sources
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 rele-
vante 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 dever&o vir em letras minusculas (excetuando-se, quando for
0 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 académicos
e filiagéo institucional deverdo ser mencionados. O nome completo, endereco
profissional, telefone e e-mail do autor responsavel pelo manuscrito devera ser
especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser conci-
so e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importancia
encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de forma
estruturada, contendo introducéo, objetivos, material e métodos, resultados,
discussao e conclusdes. Referéncias ndo deverdo ser citadas e o emprego de
acrénimos e abreviaturas devera ser limitado.

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

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

MATERIAL E METODOS: Deverso ser apresentados de forma breve, porém
suficiente para possibilitar a reproducéo e replicagéo do trabalho. Nesta secéo,
deverao ser informados o desenho experimental e o material envolvido, bem como
devera ser feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos ja publicados, a
menos que tenham sido extensamente modificados, deveréo ser referidos apenas
por citacéo. Fontes de reagentes e equipamentos (empresa, cidade, estado e
pais) deverao ser mencionados. Nomes que sdo marcas registradas deveréo ser
também, claramente, indicados. Para melhor leitura e compreenséo, subtitulos
poderao ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secao, devera ser declarado, textualmente, o cumprimento da
legislagé@o, quando estudos com seres humanos ou animais forem procedidos.
Devera ser mencionado também a aprovagédo do Comité de Etica correspondente
da instituicdo a qual pertencem os autores responsaveis pelos experimentos,
inclusive, informando, claramente, o nimero do parecer. O Corpo Editorial da
Revista podera recusar artigos que ndo cumpram rigorosamente os preceitos
éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia logica e com o
minimo possivel de discussdo ou interpretacdo pessoal e acompanhados de
graficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nesses elementos
graficos, no entanto, ndo deveréo ser repetidos integralmente no texto, evitan-
do-se, desse modo, superposigdes. Apenas as informacdes mais relevantes
deveré&o ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Dever4 ficar restrita ao significado dos dados obtidos e re-
sultados alcangados, procurando, sempre que possivel, uma correlagdo com a
literatura da area. Nao devera ser incluida uma revisao geral sobre o assunto.
A repetigao de resultados ou informagdes ja apresentadas em outras secdes,
bem como especulagdes que ndo encontram justificativa para os dados obtidos
deveré&o ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverdo ser concisas, fundamentadas nos resultados e
na discussao, contendo dedugdes légicas e correspondentes aos objetivos pro-
postos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discussé@o, ndo havendo
necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explicita,
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
hé conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deveréao 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 instituigdbes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recursos.
No caso de 6rgédos de fomento, ndo deverao 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 informagéo
foi obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracéo e ser
precedido pela palavra “Tabela”, seguida por um ndmero identificador em alga-
rismos arabicos. A numeragéo das tabelas devera ser feita consecutivamente,
a partir da ordem de citacdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas de
rodapé (legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela. Para

RBAC. 2021;53(3):321-324



Instrugdes aos autores/Instructions for authors

notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas deverao
ser elaboradas com linhas horizontais de separagéo no cabegalho e em sua
parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também linhas
horizontais internas. Os dados das tabelas deveréo 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 n&o de-
vera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e apresentar largura maxima de 17cm.
Os dados apresentados em tabelas ndo deverao 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 nédo se enquadram no conceito de tabela
sao consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos, imagens e foto-
grafias. Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua parte inferior.
Deverao ainda ser numeradas com algarismos arabicos, consecutivamente, na
ordem de aparecimento no texto e citadas como figuras. As figuras deverao ter
boa resolugao (minimo de 300 dpi), ser gravadas em formato “.jpg”, “tif’ ou “.png”
e medir no minimo 12 x 17cm e no maximo 20 x 25cm. As escalas dever&o ser
indicadas por uma linha ou barra na figura e referenciadas, se necessario, na
legenda. Os graficos deverao 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-Ex-
cell, caso nédo seja possivel converter para formato “.tif". llustragcdes coloridas
somente poderdo ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados
apresentados nas figuras nao deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas.
Os locais aproximados onde as ilustragdes serdo colocadas deverao ser deter-
minados no texto. As figuras deverao ser enviadas em arquivos separados. Nao
deveréao ser enviados um numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho cienti-
fico, deveréo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado em
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals [Normas
para Uniformizacdo de Manuscritos Submetidos as Revistas Biomédica] pelo
International Committee of Medical Journal Editors [ICMJE] (http://www.icmje.
org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf
(Versé@o em Portugués) ou em www.icmje.org/urm_full.pdf (Verséo em Inglés). A
abreviagao dos titulos dos periddicos 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 Cién-
cias da Saude [Biblioteca Virtual em Saude] (http://portal.revistas.bvs.br/index.
php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes a
problematica abordada e evitar a inclusdo de niumero excessivo de referéncias
numa mesma citagado. A lista das referéncias devera ser numerada de acordo
com a ordem em que os autores foram citados no texto e nao em ordem
alfabética. Deverao ser listados somente os trabalhos consultados e citados no
texto. Citagdes de “resumo”, “dados n&o publicados”, “comunicacdes pessoais”
ou “no prelo” poderdo ser adequadamente mencionados no texto, mas néo
serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao das referéncias sera
de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citacdes e mencdes no texto de informagdes colhidas em outras fontes, bem
como as referéncias bibliograficas deverédo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada
Numérico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverao ter numeragao
unica e consecutiva, indicada pelo numero da referéncia em expoente e entre
parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua citagéo no texto,
independentemente da ordem alfabética. As referéncias citadas 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 numero a ele atribuido.

Observacgoes 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, corporacgéo, editores ou projetos editoriais assu-
mirem a responsabilidade integral pelo documento deveréo ser indicados/
tratados como autores;

» Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o ultimo
sobrenome, sem particulas de ligagdo como “de” ou “da”;

» Sobrenomes duplos, com hifens ou apostrofos ou que formem uma ex-
presséo deverao ser indicados em seu conjunto;

« Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobrinho),
deverao ser indicados apds os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

« Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji®) mudaram a deno-
minacao do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.

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

« Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionario de Especialidades
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 nome de autor: O diagnostico de hipertireoidismo, por
sua vez, é dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.(¥

AUTORES: Os autores deverao ser referenciados por seu sobrenome, tendo
apenas a primeira letra em maiuscula, seguido do(s) nome(s) abreviado(s) e sem
virgulas e pontos. Todos os autores deverao ser referenciados e separados por
virgulas (o 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. Deverao ser dados espacos apds as virgulas.

Observacgoes Gerais:

» Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compiladores,
esta condicdo devera ser indicada logo apds os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizacgdo, a referéncia
devera ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de
uma entidade com subordinagéo entre elas, estas deverdo entrar em ordem
decrescente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades ndo
apresentarem subordinacéo, estas deverao ser separadas por ponto e virgula;

» Quando o documento consultado n&o possuir autoria, a referéncia devera
ser iniciada por seu titulo;

» Quando o documento consultado for tese, dissertacédo ou monografia devera
ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese: doutorado,
tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertagcdo: mestrado, monografia: especia-
lizagdo, monografia: graduagao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituicao
Federal ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Provisoria, Leis, Decretos,
Portarias, Resolugdes e Cédigos), deverao ser seguidos os padrdes de autoria/
emissa@o recomendados pela NBR 6023 da Associacdo Brasileira de Normas
e Técnicas (ABNT, 2002), com a apresentacédo grafica adaptada ao estilo de
Vancouver.

« Toda informacgao adicionada a referéncia que for encontrada em alguma
fonte que néo o documento consultado ou informacéo complementar a referén-
cia como suporte do documento ou traducdo 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 néo
devera vir nem em negrito e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TITULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periddicos/
revistas consultados deveréo ser referenciados abreviados e finalizados com
ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo deveréo
ser eliminados, com excegéo do ultimo, empregado para separar o titulo do ano.
Um espaco devera ser dado entre o ponto colocado ao final do titulo e 0 ano. A
separagao entre ano e volume devera ser feita com a utilizagéo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
os meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, independente
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 manuscritos
nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagéo continua ao longo de
um volume, o0 més e o numero poderéo ser omitidos. Ano, volume, niumero e
péaginas deveréo ser escritos sem qualquer espaco entre eles. Quando as paginas
do artigo consultado exibirem numeros coincidentes, deverao ser eliminados os
numeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edigdes de documentos consul-
tados deverao ser referenciadas apos o titulo, em algarismos arabicos, seguidas
de ponto e da palavra “edi¢éo” no idioma que figura na publicagéo original e de
forma abreviada. Quando for a primeira edigéo, essa ndo devera ser indicada.
Quando houver a defini¢géo do local de publicagéo, este devera ser indicado em
seguida a edicdo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta devera
ser reiniciada na primeira posigéo 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
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, Castafion-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
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Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, Itraconazole, 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 College of
American Pathologists and the American Society for Colposcopy and Cervical
Pathology. J Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

* Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The gas-
trointestinal tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake. Aliment
Pharmacol Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

*« Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List
AF. Advances in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012;
19(4 Suppl):4-15.

« Editorial com indicacdo de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis,
evaluation and monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

« Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

« Artigo/ Editorial sem indicag¢ado de autoria: Improved and Emerging
Gel-free Separation and Detection Methods for Proteomics [editorial]. Proteomics.
2012;12(19-20):2902-3.

« Carta ao editor: Dettenkofer M, Conrad A. Hand hygiene prevents MRSA
transmission [letter]. Dtsch Arztebl Int. 2010;107(8):139.

« Artigo com DOI: Newman TB, Pletcher MJ, Hulley SB. Overly aggressive
new guidelines for lipid screening in children: evidence of a broken process.
Pediatrics. 2012 Aug;130(2):349-52. doi: 10.1542/peds.2012-0481.

« Autor corporativo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
Multistate outbreak of fungal infection associated with injection of methylpredni-
solone acetate solution from a single compounding pharmacy - United States,
2012. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2012 Oct 19;61:839-42.

Livros:

* Um autor/ mais de um autor: Stockham SL, Scott MA. Fundamentos da
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. Fiscalizacéo de alimentos por
analise microscoépica. In: Aimeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV. Vigilan-
cia Sanitaria: tépicos sobre legislagéo e andlise 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: Editora
UNB; 2008.

Teses, Dissertagoes e Monografias:

« Autor e indicagao de grau: Maranhao FCA. Analise da expressao génica no
dermatdfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgéo 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 Brasileiro
de Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituigoes:

* Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Manual de diagndstico e tratamento de doencas falciformes. Brasilia: Ministério
da Saude; 2002.

¢ Mais de um autor corporativo: Fundagédo Oswaldo Cruz; Fundagéo
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Relatorio
de atividades: 2006. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

¢ Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispde sobre as
condigbes para a promogao, protegéo e recuperacao da saude, a organizagao e
o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras providéncias. Diario
Oficial da Uniéo 20 set 1990; secao 1.

* Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regulamenta
a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a organizagéo
do Sistema Unico de Saude - SUS, o planejamento da saude, a assisténcia a
saude e a articulacéo interfederativa, e da outras providéncias. Diario Oficial da
Unido 29 jun 2011; segéo 1.

« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de maio
de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengéao e o controle da infecgéo
hospitalar. Diario Oficial da Unido13 mai 1998; secgéo 1.
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* Resolugées: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funcio-
namento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; segéo 1.

Meios Eletrénicos:

 Periodicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bru-
der-Nascimento A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.:
manual identification (reference method) and automated identification (Vitek
system platform). J Venom Anim Toxins incl Trop Dis [periddicos na internet].
2012 set [acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://www.scielo.
br/pdf/jvatitd/v18n3/a11v18n3.pdf.

* Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil).
RDC no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispbe sobre Regulamento técnico
para o gerenciamento de residuos de saude [resolugdo RDC na internet]. Diario
Oficial da Unido 10 dez 2004 [acesso em 28 out 2012]. Disponivel em: http:/
www.unesp.br/pgr/pdf/rdc30604anvisa.pdf.

 Eventos Cientificos:. Albuquerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido MM,
Felipe MSS, Silva-Pereira . Identification and Characterization of Phase-Specific
cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides brasi-
liensis. In: 40. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patdégenos en América
Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela [acesso em
10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitagdo de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo
GNPapers, no endereco: www.gnpapers.com.br/rbac/. Outras formas de
submissao, ndo serdo aceitas.

Observacgoes Gerais:

» A comunicagéo entre os diferentes participantes do processo editorial de
avaliagéo e publicacéo (autores, revisores e editor) sera feita apenas de forma
eletrénica pelo GNPapers, sendo o autor responsavel pelo manuscrito informado
automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status;

« Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha
de submissao, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e posterior
acesso por meio de login e senha;

* ARBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua partici-
pagao no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua participacéo,
0 manuscrito sera recusado;

» O GNPapers atribuird a cada manuscrito um ndmero de registro e o autor
principal sera notificado de que o manuscrito estad completo e apropriado para
iniciar o processo de revisao;

» Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justificados
e solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de pos-gra-
duagéo ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores ou servigos
de instituicdes publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente fundamentados
por seus autores. Os pedidos de fast-track deverao vir enderecados ao editor
da RBAC em documento em papel timbrado da instituicdo e carimbado por seus
superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGCAO

Declaragao de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmissao de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado “Titulo do
Artigo” a apreciagao do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Analises Clinicas
- RBAC para sua publicagéo. Nesta oportunidade, declaramos estar de acordo
com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se propriedade
exclusiva da RBAC desde sua submissdo, sendo vedada a reprodugéo total
ou parcial, em qualquer meio de divulgagéo, sem que a prévia e necessaria
autorizagdo seja solicitada e concedida pela editoria da RBAC. Declaramos
também que o artigo n&o infringe os direitos autorais ou qualquer outro direito
de propriedade de terceiros e que seu contelido é de inteira responsabilidade
dos autores. Declaramos ainda que este € um trabalho original e que né&o foi
publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para publicagdo em outro
periddico, tanto no formato impresso quanto no eletrénico. Os autores confirmam
estar cientes e concordantes com a publicacdo do artigo na RBAC e afirmam
nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema abordado no artigo com
pessoas, entidades ou instituigdes.
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MRC-PNCQ

Material de Referéncia Certificado
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: No Brasil, o PNCQ é pioneiro na produgao de MRC em matriz de
soro humano liofilizado no segmento de analises clinicas.
Caracterizado por espectrometria de massa por plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) e cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas (LC-MS/MS).
Os MRC podem ser utilizados para calibragcao de equipamentos,
atribuicao de valores a outros materiais, validacao e verificacao de
desempenho dos sistemas analiticos e controle de qualidade.

Parametros de bioquimica disponiveis: calcio, creatinina, acido
urico, glicose, sédio, potassio e magnésio.
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