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Editorial/Editorial

A Revolta da Vacina

The Vaccine Revolt

Apesar de haver muitos indicios na histéria da humanidade acerca do desenvol-
vimento de vacinas e da vacinagdo em diferentes sociedades antigas da Asia, Africa
e Europa, a ciéncia considera como marco historico o trabalho de Edward Jenner com
a variola e sua vacinacdo, na Inglaterra dos séculos XVIII e XIX, em decorréncia da
documentacéo e divulgacdo das praticas experimentais e dos resultados obtidos em
publicagdes oficiais pelo médico inglés.

Interessante notar que, junto com os esforgos de alguns para o controle das epide-
mias e, em particular, da variola, que assolava o mundo desde tempos imemoriais, havia
quase sempre nas sociedades do passado [e nas de hoje] um comportamento refratario
constituido por protestos e objegbes contra a vacinacgao, principalmente, pela igreja,
nobreza e a prépria populacéo que era cooptada pelos clérigos e nobres, representan-
tes das classes dominantes. Dentre os motivos para o fendmeno de rejeicao, estava o
obscurantismo teoldgico e cientifico e o preconceito das classes mais favorecidas que
desejavam apenas para si o direito a saude e ao bem-estar.

No continente americano, a variola penetrou e se disseminou rapidamente logo
apos seu descobrimento pela armada do navegador Cristévao Colombo, em 1492. Em
1677, em decorréncia de grande numero de casos da doenga, o médico Thomas Tachter
publicou o que viria a ser considerado o primeiro texto médico da América [A Brief Rule
to guide the Common People of New England How to order themselves and theirs in the
Small Pocks, or Measles], que trazia medidas orientativas de prevengao e controle da
variola pela populagdo. Apesar de todas as dificuldades e movimentos contrarios nas
diversas civilizagdes do ocidente e do oriente ao longo da histéria, havia uma urgente
necessidade sanitaria de se controlar, de forma definitiva, a variola no mundo, por isso,
a medicina perseverou, em meio a enormes adversidades sociais contra as vacinagdes,
sem recuos. Com esse firme propdsito, por fim, a erradicagao da doenga foi anunciada
pela Organizagdo Mundial da Saude [OMS], em 08 de maio de 1980.

No Brasil, a variola também chegou com os primeiros colonizadores europeus
no século XVI e, como em todos os lugares, se espalhou de maneira rapida entre as
populagdes europeias, indigenas e africanas que viviam na coldnia brasileira, fazendo
um grande numero de vitimas. Em 1804, contudo, a vacina jenneriana antivaridlica
chegou ao Brasil, trazida pelo Marques de Barbacena em associagdo com comerciantes
bahianos. O nobre enviou a Portugal sete criangas escravizadas, que seriam utilizadas
como cobaias e meios de transporte do virus bovino, juntamente com um médico para
que a técnica de vacinagao brago-a-brago fosse aprendida e aplicada posteriormente
no pais. As criangas foram inoculadas e, ao desenvolverem a forma branda da doenca
no navio, o pus foi coletado das pustulas, se mantendo fresco e adequado para o uso
nas primeiras imuniza¢des na Corte do Rio de Janeiro. Essa forma de transporte do
imunizante foi também bastante empregada para fazé-lo chegar nas localidades mais
distante da colénia.

Vinda de Lisboa, a vacina chegou primeiramente a provincia da Bahia, indo para
a Corte no Rio de Janeiro, em seguida. O Vice-Rei do Brasil e Marques de Aguiar, Dom
Fernando José de Portugal e Castro, determinou que as inocula¢des fossem realizadas
nos membros da Corte, as quintas-feiras e domingos, com hora marcada, na sede do
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governo, que ficava no prédio do Paco Imperial. Como uma pratica cotidiana, essas
inoculagbes, tanto no Pago Imperial quanto na igreja de NS do Rosario, perduraram até
o final do século XIX.

A principio, houve uma boa aceitagédo da vacina na Corte. Esse contexto favoravel
foi decorrente da politica absolutista do governo portugués e do apoio direto do rei Dom
Jodo VI, que perdera parentes proximos como seu irmao mais velho e principe herdeiro
(Dom José), uma irma, um cunhado e seu filho primogénito (Dom Francisco Antonio).
Antes de sua transferéncia para o Brasil, inclusive, ele vacinou seus dois filhos restantes
(Dom Pedro e Dom Miguel). Dom Jodo também solicitou a tradugdo e divulgagdo de
todos os textos de Jenner sobre a vacinagao antivariolica.

Em 1811, por Decreto Real, foi criada a Junta da Instituigdo Vacinica na Intendén-
cia Geral de Policia do Rio de Janeiro, que tinha como atribuigcdo precipua organizar e
padronizar as praticas vacinais, promover a vacinagao antivariélica em massa na Corte
e atuar como um centro difusor de vacinagao para outras provincias brasileiras. Apesar
de sua criagdo, o sucesso da instituicao foi relativo, tendo em vista a falta de recursos
humanos (um inspetor e trés vacinadores cirurgides) e financeiros e a adesao irregular
da populagéo. Além dos nobres e individuos abastados da sociedade, o publico-alvo,
em fungéo de interesses econdmicos, era formado principalmente por escravizados,
incluindo os que estavam a venda. A vacina contra a variola passou a ser uma exigéncia
para que os escravizados aportados no Brasil fossem entregues aos seus respectivos
proprietarios, exigindo-se, para tanto, um certificado de vacinagéo. A populagéo livre,
todavia, continuava com uma baixa assisténcia e, por conseguinte, baixo percentual de
vacinagao, ndo se conseguindo, por isso, alcangar uma imunizagéo de base na maioria
das regides do pais.

Com a politica governamental de vacinar os escravizados oriundos da Africa,
os relatos de casos de variola ao longo dos anos foram se tornando cada vez menos
frequentes na corte do Rio de Janeiro, contudo, com o aumento do trafico ilegal e a
entrada clandestina de escravizados ndo vacinados, houve, no periodo compreendido
entre 1834 e 1838, um retorno violento dos casos da doenga na capital. Paralelamente,
uma crescente aversao a vacinagao, por parte da populagéo, surgiu como mais um fator
de dificuldades para o controle da virose.

Em relagdo a “vaciofobia” gerada no meio da populagao, a técnica brago-a-brago
empregada era um complicador. Essa técnica dependia do comparecimento do vacina-
do uma semana depois para que o pus a ser utilizada na vacinagao de outro individuo
pudesse ser retirado de suas pustulas. Entretanto, havia resisténcia nesse retorno, por
ser a retirada do material purulento um procedimento incOmodo e demorado. Isso gerava
conflitos entre a populagao, vacinadores e policiais. Uma outra situagéo estava associada
a questdes médicas e a teologia crista. No tocante as questdes médicas, havia o temor
dos individuos adquirirem a doenga dos bovinos cujo pus era extraido para a imunizagéo
de pessoas, duvidas acerca da eficacia das vacinas, tendo em vista o relato de casos de
variola entre pessoas vacinadas, equivocos de diagnostico com a catapora, disseminagéo
daideia de que se poderia contrair sifilis na vacinacédo brago-a-braco e confusdo entre as
técnicas de vacinagéo [virus bovino] e variolacdo [virus humano da variola benignal. A
visao teoldgica da vacinagao foi outro agravante. Aigreja incitava reiteradas vezes os fiéis
contra a vacinagéo com base em dogmas religiosos sobre a origem satanica das vacinas
e a ocorréncia de possessoes diabdlicas, bem como sobre a “indesejavel” interferéncia
humana nos designios de Deus. Além disso, a dificuldade de se importar da Europa a
matéria prima purificada (linfa vacinica), a ma formagéo dos vacinadores e a falta de
logistica para o transporte de vacinas para regides distantes eram também obstaculos.
Todas essas situagdes repercutiram negativamente na populagao que passou a ver com
desconfianga e medo o procedimento de vacinagéo, levando a sua rejeicdo e combate.

Para impor a vacinacdo a populagcéo [que vinha numa progressiva rejei¢ao], o
Decreto Imperial no. 464 de 1846 tornou a vacinagao compulséria no pais, o que desen-
cadeou diversos conflitos entre o povo e o governo, principalmente, no Rio de Janeiro,
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e acirradas discussdes acerca dos limites entre o respeito as liberdades individuais e a
vida privada e as prerrogativas de intervencéo sanitaria do Estado. Em decorréncia disso,
no final do século XIX, a populagdo comparecia em nimero cada vez menor nos postos
de saude, indicando descrenga e resisténcia ao método de vacinagao e suas praticas.

Todo esse ambiente adverso, iniciado no século XIX, alcangou o século XX, atin-
gindo seu paroxismo no movimento popular que ficou conhecido na histéria como “A
Revolta da Vacina” e que teve também, em 1904, a cidade do Rio de Janeiro como palco.
Na realidade, apesar de apresentar elementos de continuidade, o momento politico por
que passava a Republica Velha foi o fator desencadeante e consequente das diversas
causas e motivagdes sociais.

A republica foi instaurada em 1889, deixando para tras o periodo monarquico do
Brasil. A Republica Velha, fase compreendida entre 1889 e 1930, foi marcada pelo
controle politico das elites agropecuarias com minima participagéo popular. Quando o
império foi derrubado, n&o existiam instituicdes republicanas estabelecidas para substituir
aquelas imperiais. Assim, por falta de opgéo, as Forgas Armadas chamaram para si a
reponsabilidade de organizar o tecido politico do pais. Em decorréncia disso, por serem
as unicas instituicdes que conseguiam manter a unidade nacional e regional, impondo
sua autoridade e impedindo a fragmentagédo do pais, os dois primeiros governos da
Republica nascente foram liderados por militares das For¢gas Armadas, num periodo que
ficou conhecido como “Republica das Espadas” e que se estendeu de 1889 até 1894.
A partir de 1894, o controle do governo passou as méaos das oligarquias latifundiarias
vinculadas a cultura do café em S&o Paulo e da pecuaria em Minas Gerais. Era a “Re-
publica Oligarquica” e os tempos da politica do café com leite.

Com o Golpe Militar de 1889, algumas providéncias foram tomadas, sendo uma das
mais importantes, a expulsdo da Familia Real e a formacao de um governo provisorio
para o novo regime. Desse modo, assumiu a chefia do governo o Marechal Deodoro da
Fonseca que anulou a Constituicdo de 1824, passado a governar por Decretos-Lei até
que uma nova constituicao fosse promulgada. Assim, em 1891, o governo convocou uma
Assembleia Constituinte que consagrou a separacao entre a Igreja e o Estado, passando
os atos civis a serem realizados de forma secular, a definicdo de republica federativa
como o regime politico, a divisdo do Estado em trés poderes e a instituicdo do voto uni-
versal masculino. Outras medidas foram a transformacao das provincias em estados, a
dissolugao das Assembleias Provinciais e Municipais, com a nomeacgao de intervento-
res e intendentes para os municipios, e a naturalizagdo automatica de estrangeiros. O
Estado também passaria a ndo ser mais obrigado a fornecer educagao publica gratuita.

Uma politica industrializante, conhecida como Encilhamento, proposta pelo senador
e ministro Rui Barbosa, que incluia a emisséo de papel-moeda, a liberagao de crédito e
empréstimos, o estimulo a criagdo de empresas e sociedades anénimas, produziu forte
inflacdo, desvalorizagdo do dinheiro, especulagéo financeira, surgimento de empresas
fantasmas e faléncia generalizada, levando o Marechal Deodoro da Fonseca a tentar
fechar o Congresso, a fim de conter as fortes criticas a condugéo da economia que sofria
por parte dos parlamentares. A tentativa de dissolver o Legislativo Federal e determinar
um estado de sitio ndo foi apoiada pelos demais militares, fazendo com que Deodoro
da Fonseca renunciasse, com o objetivo de evitar uma guerra civil no pais, assumindo
seu vice, o Marechal Floriano Peixoto.

Ao assumir, Floriano Peixoto tentou consolidar a republica, atacando a oposi¢édo
com politicas de exilio de civis e reforma ou transferéncia de militares de alta patente.
Ele reprimiu, ainda, duas revoltas, a “Revolta da Armada”, uma rebelido liderada pela
Marinha que exigia maior participagdo no governo republicano, e a “Revolta Federalista”,
uma guerra civil ocorrida no Rio Grande do Sul entre os federalistas e os republicanos
contra o governo local e central e a favor de uma revisdo da Constituicao. Apesar de todos
esses problemas, Floriano Peixoto, que tinha a aceitagdo da classe média brasileira,
deu também apoio a urbanizagéo e a industrializagdo com a importagdo de maquinario
e matéria—prima para alavancar o desenvolvimento da economia. No entanto, essa
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politica desenvolvimentista trouxe muitos descontentamentos, principalmente entre os
grandes proprietarios de terras, que pleiteavam recursos do Governo Federal, para o setor
agricola, e ndo eram atendidos. Além disso, Floriano Peixoto claramente impedia a elite
cafeicultora de ascender ao poder e conquistar altos cargos na administracéo central.
O governo de Peixoto foi marcado por um forte paternalismo com estimulo a economia
industrial e por uma reforma alfandegaria com medidas antiiniflacionarias ineficientes.

Apo6s 5 anos de governo militar, finalmente o poder passou as maos dos civis, em
1894. A partir desse periodo, as oligarquias estaduais, lideradas por fazendeiros paulis-
tas e mineiros, tiveram sucesso na implantagédo de uma economia politica centralizada
em commodities agropecuarias, principalmente o café. A divisdo no meio militar e, em
particular, a Constituicdo de 1891 facilitou essa aquisicdo de poder, pois o Brasil passou
a um regime federativo com grande autoridade concedida aos estados, tendo cada um
deles, inclusive, representantes na Camara dos Deputados em quantidade proporcional
ao numero de seus habitantes, o que deu hegemonia [e alternancia de poder] a Séo
Paulo e Minas Gerais sobre os demais entes da federagdo. Importa mencionar que as
bases dessa dominagéo estavam fundadas na “Politica dos Governadores” e no “Coro-
nelismo”. Com um pacto de apoio mutuo entre governadores estaduais e presidente da
republica e o controle da justica e dos votos [“voto de cabresto”] nas méos de grandes
proprietarios rurais, os chamados “coronéis”, a oposi¢do era eliminada federativa e
regionalmente [“curral eleitoral”].

Com a elei¢ao [pelo “povo”] do presidente Prudente de Morais (1894-1898), que
estava atrelada a crise gerada pelos ataques aos florianistas, a elite cafeicultora do oeste
paulista conquistou o poder, passando a governar o pais. Em seu governo, Prudente de
Morais procurou resolver conflitos relacionadas as regides de fronteira, alterou as politicas
alfandegarias e de exportagéo e suprimiu de forma violenta 0 movimento missionario na
comunidade baiana de Canudos [Guerra de Canudos]. O inicio do apogeu da “Republica
Oligarquica” veio com o Presidente Campos Sales (1898-1902). Sales adotou inUmeras
medidas (rolagem da divida externa e penhora de rendas) que beneficiaram a economia
brasileira, controlando a grave crise financeira que assolava o pais. Nesse periodo, a
chamada “Politica dos Governadores” teve seu fortalecimento. Com o governo do presi-
dente Rodrigues Alves (1902-1906), houve a valorizagéo do café através da concesséo
de empréstimos que seriam utilizados para o financiamento do excedente da produgéo
cafeeira, sendo que a venda dos estoques s6 ocorreria quando os pregos aumentassem.
Uma reforma urbana no Rio de Janeiro foi também levada a curso com grandes obras
arquitetbnicas e de saneamento que determinaram a retirada dos corticos das areas
centrais da cidade e a construgao de passeios publicos e grandes avenidas. Rodrigues
Alves ainda adotou a pratica de vacinagao obrigatoria contra a variola. As consequéncias
de tais reformas e da politica de saude governamental foi o deslocamento da populagéo
carente para os morros e periferia da cidade e a emblematica “Revolta da Vacina”.

Importa mencionar, inicialmente, que a questao primordial da “Revolta da Vacina”
esta fulcrada nas historicas relagdes politicas, econémicas e sociais construidas, mo-
dificadas e reconstruidas no século XIX e, mais particularmente, a partir da década de
1870. Um ponto sensivel nesse contexto sociolégico foi a perseguicéo aos corticos e
seus habitantes, pois essas moradias [desde sempre] abrigavam aqueles que “incomo-
davam” o poder imperial, como os abolicionistas e republicanos. Além disso, os “projetos
civilizantes” postulados pelo governo eram perturbados pelas doengas que ali tinham
seus mananciais e pelo “comportamento viciado” de seus moradores. Na republica,
esse sistema gerador de importunagéo ao poder constituido continuou como epicentro
de mobilizag&o e contestagéo.

Uma outra analise relevante sobre a “Revolta da Vacina”, que decorreu, de fato,
como sera visto, do acumulo de acdes autoritarias governamentais e da perda das
moradias [corticos] da populagdo mais marginalizada, esta associada a um processo
de apropriagéo do corpo pela ciéncia. Esse processo, na verdade, iniciou-se com René
Descartes na Franca no século XVIl e teve sua consolidagdo no Brasil no final do sé-
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culo XIX e no século XX. Assim, além dos motivos socioeconémicos, a populagao se
rebelou também pela perda de controle sobre seus proprios corpos. O movimento foi,
inegavelmente, uma sedicao dos revoltosos para manter os corpos livres da disciplina
e da apropriacéo pelo que mais tarde Michel Foucault chamaria de biopolitica/ biopoder
e Achille Mbembe de necropolitica.

Retomando a discusséo dos fatores politicos e socioldgicos que desencadearam,
a época, o movimento popular contra a vacinagédo obrigatoria, revisita-se a figura do
presidente Rodrigues Alves que, ao assumir, em 1902, reiterou que o programa de seu
governo era o saneamento da capital e o melhoramento do Porto do Rio de Janeiro.
Para tanto, nomeou como prefeito o engenheiro Francisco Pereira Passos que pds em
pratica o projeto da Presidéncia da Republica. Assim, em 1903, foram contratadas obras
publicas para a reurbanizacéo de algumas das principais ruas e avenidas da cidade, com
base num projeto chamado “bota-abaixo”, que promoveu a desapropriagéo e a demo-
licdo de casardes e de habitagdes coletivas ou corticos que supostamente eram focos
de doencas como a febre amarela, a peste bubdnica e a variola, bem como a célera,
a tuberculose, a febre tifoide, o impaludismo, o exantema febril e a lepra. O ministro
da industria, transporte e obras publicas, Lauro Miiller, foi encarregado de modernizar,
aparelhar e também sanear o porto. Concomitantemente, o governo passou a pagar a
populagéo pela captura de ratos, considerados vetores das doengas que assolavam a
cidade. Com efeito, em certa medida, houve algum controle de muitas dessas infecgdes
que levavam centenas de pessoas a 6bito. No entanto, a variola continuava resistindo
a politica de saneamento do novo presidente.

No que concerniu a saude publica, foi nomeado, em margo de 1903, o médico
Oswaldo Cruz como o diretor geral de saude. Cruz iniciou seu trabalho pelo combate a
febre amarela, empregando os mesmos métodos utilizados por Carlos Finlay e Walter
Reed, de forma exitosa, em Cuba. Esse método incluia a separagédo de doentes em
hospitais e o exterminio das larvas dos mosquitos vetores, bem como a drenagem dos
bolsGes de agua estagnada das partes baixas da cidade. Além disso, criou o Servigo
de Profilaxia da Febre Amarela e aumentou os quadros de médicos e funcionarios da
Diretoria de Saude Publica. Com um estilo militar de viés autoritario, a campanha contra
a febre amarela foi posta em marcha, nos primeiros meses de 1904, sob o comando das
brigadas de saude, conhecidas por “mata-mosquitos”.

Essas brigadas inspecionavam imdéveis residéncias e comerciais, preenchendo
formularios e mapas sanitarios, orientando com folhetos acerca das medidas e cuidados
que inquilinos e proprietarios deveriam tomar para o combate a doenga, fiscalizando
e multando aqueles que descumpriam as determinagbes preconizadas pela Diretoria
de Saude Publica, promovendo evacuagoes, transferéncias e interdigdes, solicitando
reformas ou promovendo demoligdes prediais, procedendo limpezas, pulverizagdes e
desinfecgdes de imdveis e de seus entornos e isolando em domicilio ou removendo para
hospitais os enfermos. Com relagdo a peste bubdnica, a campanha seguiu de forma
similar com o exterminio dos ratos e pulgas, higienizagéo e desinfecgéo de ruas, passeios
publicos, casas e construgdes comerciais e vacinagao.

Essas agdes tinham como foco as areas mais pobres e com grande densidade
populacional como morros, bairros afastados e casas de comodos e corticos. Efetiva-
mente, os resultados obtidos por Cruz foram satisfatorios, apesar dos desconfortos que a
entrada nas casas causava e da inquietagdo que os despejos, interdi¢cdes e internages
forgadas produziam na populacéo do Rio de Janeiro. Todos os métodos de prevencéo e
controle empregados nas campanhas governamentais pela brigada sanitaria, acabaram
levando ao temor, hostilidade e 6dio das classes sociais mais baixas contra os brigadis-
tas, a contrariedade dos médicos que ndo estavam certos quanto aos procedimentos
empregados e a oposigao dos politicos ao governo federal.

Dando seguimento ao seu trabalho, Oswaldo Cruz se voltou para a erradicagéo da
variola que, no mesmo periodo dos combates a febre amarela e peste bubdnica, vinha
crescendo em numero de casos, vitimando uma consideravel quantidade de pessoas
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e apresentando uma importante recalcitrancia em relagédo as medidas de controle e
prevengao até entao propostas pela Diretoria Geral de Saude. Conforme determinagéo
dessa diretoria, os individuos doentes deveriam ser recolhidos aos hospitais da cidade
para tratamento, contudo, de fato, o numero de pessoas que recebia atendimento mé-
dico-hospitalar era muito reduzido, estando a maior parte dos enfermos com variola fora
dos hospitais e, portanto, sem assisténcia médica. Nao obstante haver diversos postos
de saude espalhados no Rio de Janeiro para a vacinagao, a procura da populagao pela
imunizagao era extremamente baixa. Diante do crescente aumento dos casos de variola e
da reduzida procura pela vacinagéo nos postos de atendimento, o governo viu como Unica
solugdo ao combate a infecgdo que néo cedia, o retorno a obrigatoriedade de vacinagéo.

A ideia da vacinagéo obrigatéria, todavia, sofreu inimeros reveses. A imprensa
teve papel ativo [e ambivalente] contra a obrigatoriedade da vacinacgédo, publicando
diariamente denuncias, textos e depoimentos desfavoraveis a sua imposi¢ao e se co-
locando “ao lado” da populagdo menos favorecida, bem como noticiando o movimento
dos politicos adversarios do governo do presidente Rodrigues Alves contrarios a essa
proposicao. A resisténcia a vacinagao obrigatéria partiu também da Igreja [de diferentes
denominagdes e crengas] com seu discurso teoldgico néo intervencionista e do Centro
das Classes Operarias com sua oposi¢éo sindical ao projeto sanitario. Muitos médicos
e militares também se mostravam refratarios a pratica da vacinagao obrigatdria.

No ambito legislativo, foram travadas intensas batalhas. Importante mencionar,
inicialmente, que a Constituicdo de 1891 nao reconhecia o direito a saide como uma
garantia constitucional. Essa lacuna era superada, de algum modo, por decretos e leis
que visavam o estabelecimento de um ordenamento juridico-sanitario. Dos que mere-
cem destaque, podem ser citados o Decreto no. 1.151 de 05 de janeiro de 1904, que
tratava da reorganizagéo dos servigos de higiene administrativa da Unido, o Decreto
no. 5.156 de 08 de margo de 1904, que estabeleceu novo regulamento para os servigos
sanitarios da Unido, e o Decreto no. 5.157 igualmente de 08 de margo de 1904, que
aprovou o regulamento do Servigo de Profilaxia da Febre Amarela. De maneira geral,
no bojo desses decretos estavam a organizagdo da Diretoria Geral de Saude Publica,
a criagdo de um Cadigo Sanitario, o estabelecimento de uma justiga sanitaria, a criagéo
das brigadas sanitarias e a definicdo das praticas de controle, prevengéo e profilaxia
geral e especifica das doengas infecciosas. No entanto, a grande polémica que desen-
cadeou, inclusive, importantes enfrentamentos politicos, ficou a cargo da Lei no. 1.261
de 31 de outubro de 1904, que tratava da obrigatoriedade da vacinagao e revacinagao
contra a variola em todo o pais.

Apesar da menor resisténcia politica quando da aprovagéo dos decretos sanitarios
pelo legislativo, mesmo ainda como projeto de lei em tramitagéo, a Lei no. 1.261 foi motivo
de intensos debates no Senado e na Camara dos Deputados, repercutindo, inclusive,
diretamente sobre a populagéo da capital. Nessas discussdes, o governo afirmava que
a vacinagao contra a variola era de grande interesse para a promogao da saude do povo
brasileiro, tendo em vista as inUmeras areas de endemicidade da virose no pais, sendo
a maior delas, na cidade do Rio de Janeiro. Em contraponto, os argumentos da oposi-
¢ao eram que os métodos de execugao da lei se mostravam violentos, a vacina era de
qualidade discutivel e os funcionarios aplicadores, enfermeiros e policiais encarregados
da execugdo da campanha ndo eram técnica e moralmente confiaveis. A populagéo,
por sua vez, traumatizada pela experiéncia pouco agradavel com as agbes sanitarias
[muitas das vezes desastrosas] da Diretoria Geral de Saude Publica nas campanhas de
combate a febre amarela e a peste bubénica iniciadas em abril de 1903 e na execugéo
do novo Cadigo de Higiene [batizado de forma irbnica de “Codigo das Torturas”, “Nova
Inquisicao” e “Santo Oficio da Higiene”] aprovado em fevereiro/ margo de 1904, bem
como pela ocorréncia da morte de Cypriana Maria Leonarda imputada a vacina em julho
de 1904 e pela percepcéo de que a consciéncia de cada um é que deveria guiar a livre
deciséo de se vacinar ou ndo, engrossaram o coro dos descontentes com as condi¢ées
de aplicagéo e o carater compulsorio da lei.
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Ap6s a aprovacgéao da lei em 31 de outubro de 1904, essa entraria em vigor a partir
de 11 de novembro de 1904, sendo que sua regulamentagéo sob a forma de decreto
da Diretoria Geral de Saude ficou a cargo de Oswaldo Cruz. A proposta de Cruz era
extremamente rigida e incluia aimposi¢éo de vacinagéo a todas as fachas etarias (recém-
-nascidos, jovens, adultos e idosos), exames e reexames, multas pesadas, demissdes
sumarias e limitado direito de defesa e/ ou recurso judicial e administrativo. O objetivo
era alcangar o maior nimero de pessoas imunizadas de maneira rapida, sem obstaculos
e nem dificuldades. Nao houve, contudo, maiores preocupagdes com questdes de am-
bito psicolégico, emocional, material e financeiro da populagdo. Na verdade, o governo
esperava submissdo total e incondicional.

Com uma insatisfagédo crescente cuja origem remontava os tempos do império e
o inicio da republica e perpassava por autoritarismos e politicas de dominagéo, lutas
de classe, movimentos subversivos, pobreza, ignorancia e supersti¢éo, reforma urbana
e redistribuicdo espacial de grupos sociais e empoderamento das ciéncias médicas, a
revolta foi sendo construida e atingiu sua culminancia em novembro de 1904.

As agitacdes comegaram efetivamente em 10 de novembro de 1904, apds a
publicagéo no jornal “A Noticia”, no dia anterior, dos duros termos do regulamento que
vinha sendo elaborado por Oswaldo Cruz. Grandes aglomeragdes se formaram na rua
do Ouvidor, na Praga Tiradentes e no Largo de Sao Francisco onde a populacao dis-
cursava contra a lei da vacina e seu regulamento e pedia a sedigao popular. Na Praca
Tiradentes, populares entraram em conflito com a policia jogando pedras, vaiando e
gritando slogans e palavras de ordem como “Morra a Policia” e “Abaixo a Vacina”. No
final dos confrontos, 15 pessoas foram presas.

No dia 11 de novembro de 1904, o movimento passou a contar com a participa-
¢ao da Liga contra a Vacina Obrigatéria, criada em 05 de novembro de 1904, pelos
opositores do governo do presidente Rodrigues Alves. Para o dia 11, foi convocado um
comicio no Largo de Sao Francisco, porém, como os lideres da Liga ndo compareceram,
oradores populares tomaram a cena, proferindo discursos inflamados e mantendo os
animos exaltados. Com ordem para intervir, a policia foi recebida pelos manifestantes
sob vaias e provocacgdes. As tentativas de prisdes foram rechagadas pelos populares
que se armaram de paus, pedras e ferros dos canteiros de obras das reformas do centro
da cidade. A policia revidou com agressdes fisicas, houve correria e perseguicoes, tiros
foram ouvidos, lojas, bancos e reparticdes publicas cerraram as portas. Cerca de 18
pessoas foram presas.

No dia 12 de novembro de 1904, uma nova concentragédo popular foi convocada
pela Liga contra a Vacina Obrigatédria na sede do Centro das Classes Operarias, na rua
Espirito Santo, préximo a Praga Tiradentes. Nova aglomeracdo de manifestantes foi
formada no Largo de S&o Francisco. Apds algum tempo, no entanto, puseram-se em
marcha pelo centro da cidade e pelos bairros da Lapa, Gléria e Catete, exortando perso-
nalidades, instituigcdes e jornais favoraveis ao movimento e gritando palavras de ordem
com ataques e vaias a autoridades, politicos e militares que apoiavam a obrigatoriedade
de vacinagdo. Em varios pontos do trajeto da passeata, ocorreram confrontos entre a
populagéo revoltosa e a policia, inclusive com troca de tiros. O Exército foi convocado
para guardar o Palacio do Catete, sede da Presidéncia da Republica. Lauro Sodré e
Barbosa Lima, lideres da Liga contra a Vacina Obrigatéria, tentaram assumir o coman-
do do movimento popular com a intengéo de atribuir um sentido politico a revolta. Em
associagao com as liderangas do Centro das Classes Operarias, eles aproveitaram o
movimento para iniciar uma conspiragédo com o objetivo de derrubar o governo, através
de um Golpe de Estado.

No dia 13 de novembro de 1904, o conflito se generalizou e o que se viu foi uma
violenta reagéo popular que, como um rastilho de pélvora, se espelhou rapidamente pelas
ruas do centro da cidade e dos bairros adjacentes. A populagéo enfurecida, por onde
passava, destruia bondes, postes de luz, combustores de gas, calcamentos e arvores
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e vegetacdes das pracas e passeios publicos. Além disso, foram atacadas reparticées
publicas, delegacias, quartéis [quartel de cavalaria], companhias de bondes, lojas e
gasOmetros. Barricadas e trincheiras foram levantadas nas ruas. Querosene, armas
e dinamites foram roubadas de casas comerciais e instituicdes militares e policiais
ou doadas por simpatizantes. As autoridades, percebendo que estavam perdendo o
controle, tentaram pdr fim aos conflitos intensificando a presenga dos contingentes do
Exército, Marinha, policia e Guarda Nacional para patrulhamento em diferentes regides
da cidade e guarnecimento de prédios publicos e locais estratégicos. Nesse momento,
o principal motivo pelo qual a revolta foi deflagrada [a obrigatoriedade da vacinagéo e
os métodos rigidos de controle das doengas infecciosas] sofreu certo deslocamento e
o foco passou a ser os servigos publicos precarios, o governo e sua politica excludente
e as forgas de represséo.

No dia 14 de novembro de 1904, os manifestantes tomaram de assalto duas
delegacias no centro da cidade, destruiram combustores de gas, linhas telefonicas e
veiculos de obras publicas, levantaram novas barricadas e atacaram a estagéo das
barcas e algumas fabricas como o Moinho Inglés e as Velas Estearicas. Intenso tiroteio
foi travado entre os manifestantes e as tropas do governo. A cidade foi dividida em trés
zonas de patrulhamento, sendo o litoral de responsabilidade da Marinha, o norte da
avenida Passos de responsabilidade do Exército e o sul da avenida Passos de respon-
sabilidade da policia. Somado a isso, foram trazidos reforgos dos batalhdes de Niterdi,
Sao Paulo e Minas Gerais.

Concomitante a todos esses eventos, um Golpe de Estado continuava sendo pla-
nejado com o concurso de Lauro Sodré e militares sediciosos. Programado inicialmente
para o dia 17 de novembro de 1904, em decorréncia de uma denuncia de conspiragao
pela imprensa, o “golpe” foi antecipado para o dia 15 de novembro, durante o desfile
militar pelo Dia da Independéncia, que ndo aconteceu. Duas escolas militares estavam
também envolvidas nesse plano de sedigédo. A Escola Preparatéria e Tatica de Realengo,
comandada pelo general Hermes da Fonseca, e a Escola Militar da Praia Vermelha. Efe-
tivamente, a penas a escola da Praia Vermelha se engajou no levante e se envolveu em
um combate armado com as tropas governamentais. Interessante notar que, num dado
momento, parte das tropas do governo passou para o lado dos revoltosos, havendo um
cessar fogo e um abandono de ambas as tropas do local de combate. Nessa ocasiao,
varias pessoas que participaram da tentativa de golpe foram presas e outras tantas
mortas pelas forgas militares leais ao presidente Rodrigues Alves.

No dia 16 de novembro de 1904, diante dos conflitos que ja duravam 6 dias, o
governo decretou Estado de Sitio e decidiu revogar a obrigatoriedade da vacina, de-
sarticulando os revoltosos e sufocando o movimento. O Estado de Sitio foi prorrogado
em duas oportunidades, em 14 de dezembro de 1904 e 15 de fevereiro de 1905. Em
setembro de 1905, o Congresso anistiou todos os civis e militares participantes dos
acontecimentos de novembro de 1904.

Com o fim dos conflitos, as campanhas de vacinagéo prosseguiram num certo
curso natural. Nos anos seguintes, as taxas de mortalidade declinaram, se tornando
praticamente zero, demonstrando a efetividade da vacina. Importa reiterar, contudo, que
foi a obrigatoriedade e n&o a eficacia da vacina, num primeiro momento, o estopim da
revolta que, na verdade, entre outras questdes, denunciava a precariedade das relagées
sociais e institucionais vivida pela populagéo brasileira daquela época.

Em termos sanitarios, a “Revolta da Vacina” intensificou as discussdes sobre saude
e saneamento, o que determinou a reestruturacdo dos diversos programas e servigos
de saude publica que passaram a ser fundamentados em agbes governamentais que
visavam o controle e a prevencéo de doengas e outros agravos de forma essencialmente
cientifica com o emprego de dados estatisticos e epidemioldgicos e com a participagéo
mais consciente da populagao.
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INTRODUGAO

Resumo

A grande evolugéo cientifica e tecnoldgica observada nas ultimas décadas foi um dos
fatores responsaveis pelo aumento da complexidade laboratorial e dos erros laboratoriais.
A fase pré-analitica é a etapa mais propensa a erros em razao de dificuldade de monito-
ramento e controle dos fatores, visto que a maioria ocorre fora dos laboratérios. As falhas
ocorridas nessa fase podem refletir nas fases posteriores (analitica e poés-analitica) e
comprometer o resultado final do exame. O objetivo desse estudo é discutir como os erros
e os interferentes pré-analiticos influenciam na area de Medicina Laboratorial. Por meio
de pesquisas bibliograficas, levantaram-se dados de materiais ja publicados na area nas
principais plataformas de pesquisa, como Google Académico, MEDLINE, Scopus®, ISI
Web of Knowledge®, SciFinder®, Lilacs e IBECS. Apds aplicar os critérios de exclusdo e
realizar uma leitura pormenorizada dos titulos e dos conteudos de todo o material levan-
tado, 23 artigos foram utilizados na revisdo. Tentar minimizar os erros laboratoriais é de
suma importancia e permitir a melhoria do processo técnico reduz os resultados falsos dos
testes e isso pode ser alcangado através da qualidade dos indicadores, o que melhora a
qualidade dos servigos em Medicina Laboratorial.

Palavras-chave
Fase Pré-Analitica; Gestdo da Qualidade; Laboratério Clinico

uma falha ocorrida em qualquer fase do ciclo laboratorial,
desde a solicitagao médica até a interpretacao e a reagao

O principal objetivo do laboratério clinico é garantir
um atendimento eficiente e seguro, fornecendo laudos
confiaveis em menor tempo possivel para direcionar a
conduta clinica da equipe sobre a condi¢gao de saude do
paciente.V Para isso, essas instituicdes obedecem a nor-
mas e programas que visam reduzir 0S erros ou mesmo
evita-los, porém eles ainda se fazem presentes, podendo
comprometer o resultado do exame e, por consequéncia,
o cuidado ao paciente.®

De acordo com Plebani,® erro laboratorial € qualquer
problema na realizagdo do exame e que gere um resultado
inapropriado ou uma interpretagéo equivocada, ou seja,

do médico com o resultado recebido.

A metodologia laboratorial costuma ser dividida em
trés fases. Sao elas: pré-analitica, que compreende tudo
que precede o ensaio laboratorial; analitica, que comecga
com a validagao do sistema analitico e termina quando a
determinagao analitica gera um resultado; e pos-analitica,
que abrange os procedimentos executados apods a reali-
zagéo do exame.®

Observa-se na Tabela 1 a defini¢do e caracterizagcao
de cada fase do processo laboratorial, podendo ocorrer
erros em cada uma destas etapas afetando diretamente a
qualidade e a confiabilidade do resultado.

! Farmacéutica com habilitagdo em Homeopatia, Instituto Federal do Rio de Janeiro - IFRJ, especialista em Analises Clinicas e Diagndstico in vitro,
Fundagéo Técnico Educacional Souza Marques - FTESM - (Farmacéutica de varejo). Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

2 Biologo Clinico. Doutorando no Instituto de Bioquimica Médica (UFRJ), Mestre em Medicina Laboratorial (UERJ), MBA Executivo em Saude (UCAM),
Especialista em Ciéncias do Laboratério Clinico (UFRJ). Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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Tabela 1 — Caracterizagao das fases

Fase Definicao

Pré-analitica Orientacao ou preparo do paciente,
identificacédo do cliente, identificagdo de
materiais, coleta ou preparo, transporte e

conservagao de materiais.

Analitica Qualificagéo e treinamento de méao de obra,

metodologia, equipamentos e reagentes.

Pés-analitica Calculos, transcri¢ao de resultados, digitagao

e expedigcao ou enderegcamento de laudos.

Fonte: Adaptado de Menezes®, apud Bonini et al.©

Dessa forma, o presente artigo traz para o centro da
discusséo a fase pré-analitica na area de saude e Medicina
Laboratorial. Esta fase pode sofrer interferéncias de variaveis
biolégicas e de erros, os quais podem ocorrer em diversas
etapas: na requisicéo do exame, na orientac&o da coleta do
material ao paciente, na obten¢cdo da amostra bioldgica e
apos a coleta, nas etapas de acondicionamento, transporte
e triagem da amostra.”

Durante a busca do material bibliografico, percebeu-se
que trabalhos recentes conseguiram demonstrar que é na
fase pré-analitica que ocorre a maior parte dos erros, os
quais, normalmente, sdo oriundos da elevada rotatividade
de pessoal do laboratdrio, negligéncia, falta de entendi-
mento sobre boas praticas em laboratorio, treinamento
ineficiente®® e falta de orientagdo aos pacientes sobre
os procedimentos que serdo realizados. Alguns estudos
constataram que a fase pré-analitica € a mais vulneravel
a erros, sendo responsavel por, aproximadamente, 60% a
90% dos erros laboratoriais em consequéncia da falta de
padronizacdo.® Lima-Oliveira(® ressalta que uma outra
explicagéo plausivel para essa situacdo € que ha muitas
pessoas envolvidas nesta etapa. Apesar do gradativo pro-
cesso de automatizacao laboratorial, ndo ha como substituir
a figura dos coletadores (flebotomistas), por exemplo, do
processo de coleta do material utilizado para analise.

Para que o laboratério clinico possa atender adequa-
damente o seu objetivo, é indispensavel que todas as fases
do atendimento ao paciente sejam desenvolvidas e que
sejam seguidas dos mais elevados principios de corregéo
técnica, considerando a existéncia e a importancia de diver-
sas variaveis biolégicas que influenciam, significativamente,
a qualidade final do trabalho.™

A missao fundamental da analise laboratorial é pro-
porcionar informagdes que contribuam para a prevengao, o
diagnostico, o prognéstico e o acompanhamento das patolo-
gias e estado metabolico dos pacientes. Essas informagdes
s&o obtidas através da determinagéo da concentragéo do(s)
analito(s) de interesse presente(s) nos fluidos bioldgicos.
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Deste modo, a integridade do material biolégico € um
importante fator pré-analitico capaz de afetar a preciséo e
a utilidade clinica dos exames laboratoriais."?

Através desta revisdo, pode-se perceber que a
Medicina Laboratorial mudou bastante nos ultimos anos.
Guimaraes e colaboradores® esclarecem que os testes
laboratoriais estdo cada vez mais aprimorados e, com o
avanco tecnoldgico na area da saude, os reagentes e equi-
pamentos laboratoriais proporcionam resultados cada vez
mais especificos e em menor tempo; por estas facilidades,
0s médicos aumentaram consideravelmente a solicitacao
de exames. Entretanto, as falhas no diagndstico podem
comprometer significativamente a seguranga do paciente em
condicdes clinicas normais e aqueles em situagoes clinicas
graves, porque é com base nessa informacao cientifica e
tecnoldgica que muitas decisdes séo tomadas.

Assim, pode-se inferir que os erros diagnosticos amea-
¢am a segurancga dos pacientes, comprometendo os trata-
mentos, o que pode causar um agravamento dos quadros
clinicos. Além disso, problemas na esfera judiciaria também
podem ocorrer. Uma grande parte das reivindicagdes judi-
ciais, por exemplo, se deve a erros na fase pré-analitica.
Em fungao disso, a qualidade no laboratério é fundamental
para minimizar esses erros, pois leva a uma maior eficacia
tanto para o médico quanto para o paciente.®

O objetivo primordial deste estudo é investigar a rele-
vancia dos erros e dos interferentes pré-analiticos e discutir
quais os impactos que tais fatores podem gerar na area de
Medicina Laboratorial.

MATERIAL E METODO

Utilizou-se como recurso metodoldgico a pesquisa
bibliografica, a qual foi realizada a partir da analise crite-
riosa de materiais ja publicados na literatura e de artigos
cientificos divulgados no meio eletrénico. As pesquisas
foram feitas nas bases de dados do Google Académico,
do Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(MEDLINE), do Scopus® (que inclui MEDLINE e Embase®),
do ISI Web of Knowledge®, do SciFinder®, do Literatura Lati-
no-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs)
(que inclui a Scientific Eletronic Library Online — SciELO)
e o do Indice Bibliografico Espanhol de Ciéncias de Saude
(IBECS). Elegeu-se como critério para a busca os trabalhos
publicados entre 2002 e 2021 e que estivessem escritos
nos idiomas portugués e inglés. Para se buscar os dados,
foram utilizados os seguintes descritores para refinamento da
amostra: “Analises clinicas”, “Fase pré-analitica”, “Variaveis
pré-analiticas”, “Erro laboratorial”, “Erros pré-analiticos”,
“Interferentes pré-analiticos”, além de seus correspondentes
na lingua inglesa — “Health”; “Pre-analytical phase”; “Pre-
-analytical variables”; “Laboratory errors”, “Pre-analytical
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errors”, “Pre-analytical interferances”. Foram excluidos

RESULTADOS

livros (E-books), prospectos de materiais de divulgagéo de

empresas consolidadas no ambiente laboratorial e hospita-
lar e artigos escritos em outros idiomas que nao fossem o
inglés e o portugués. Apds a captura do material restante,
foi feita uma analise dos titulos e dos conteudos, onde foram
excluidos os que nao se encaixavam no tema proposto e/
ou ndo corresponderam ao objetivo em comum, obtendo-se
uma amostra final de 23 trabalhos, os quais participaram

da construgao desta reviséao.

De forma geral, os trabalhos encontrados tém como
objetivo discutir os principais erros e os principais interfe-
rentes que podem ocorrer na fase pré-analitica e analisar
como isso influencia na rotina do laboratério clinico até a
emissao do laudo. Para discutir o tema proposto, foram
revisados 23 trabalhos cientificos (tanto trabalhos originais
quanto de revisao), cujas principais caracteristicas podem
ser encontradas na Tabela 2.

Tabela 2 — Resumo dos principais resultados encontrados em cada artigo selecionado para a reviséo

Autor/Ano

Titulo

Principais resultados

Saramela MM,
Fernandes, TRL,
2021

Evaluation of urinalysis pre-analytical
phase in private laboratory of Maringa city,
Parand, Brazil

Orientagao insuficiente e/ou inadequacéo do paciente, falta de
compreensao e/ou desatencéo do paciente, utilizagao de frasco errado
e amostra com volume insuficiente s&o alguns interferentes que podem
prejudicar a qualidade da amostra urinaria.

LimaIL et al., 2021

Avaliagdo da influéncia de fatores pré-
analiticos nas dosagens de testosterona
em homens jovens saudaveis

Conseguiram demonstrar que o jejum antes da coleta e o ritmo circadiano
da testosterona influenciam diretamente na concentragdo sérica de
testosterona total.

Ramos LR et al.,
2020

Avaliacéo de variaveis pré-analiticas
em exames laboratoriais de pacientes
atendidos no Laboratério Central de
Vitéria da Conquista, Bahia, Brasil

Participaram da pesquisa 425 participantes; 94,6% declararam nao ter
recebido nenhum tipo de orientagdo prévia e 68,5% utilizavam algum tipo
de medicamento que pode produzir alteragdes em exames.

Montel AB, 2020

Interferéncias pré-analiticas em
laboratdrios clinicos: uma revisao
integrativa

Com o grande avango tecnolégico houve um aumento do nimero e
nos tipos de erros laboratoriais, tais como falta ou perda de amostra e/
ou solicitagao de exame, erro ou auséncia de identificacdo da amostra,
contaminacao através da rota de infuséo etc.

Oliveira LS,
Santos WL, 2019

Esclarecendo duvidas relacionadas a
coleta, conservacgao e transporte de urina
destinada para exame laboratorial

Foram revisados 14 artigos que decorriam sobre coleta, conservacao e
transporte de urina destinada para o exame laboratorial. Destes, 12 ndo
abordaram maneiras ou protocolos que auxiliassem o paciente na coleta
deste material.

Baskin L et al.,
2019

Erros in patient preparation, specimen
collection, anticoagulant and preservative
use: how to avoid such pre-analytical
errors (second edition)

Para alguns parametros, como o ferro sérico, os habitos do paciente podem
afetar nas dosagens.

Kapil M et al. 2019

Pre collection variables anthral laboratory
testing

Alguns parametros bioquimicos e hematoldgicos podem sofrer alteragdes
devido ao horario de coleta, a postura do paciente durante a flebotomia e
frente a alguns habitos do paciente.

Guerra KO et al.,
2019

Avaliagéao da técnica de aperto de
punho como interferente pré-analitico na
dosagem de potassio

Demonstraram que o aperto de punho durante a coleta de sangue pode ser
responsavel por uma pseudo-hipercalemia.

Aragao DP, Aratjo
RML, 2019

Orientagdo ao paciente antes da
realizagdo de exames

A deteccao dos erros e orientagdes corretas ao paciente evitariam
contratempos.

Almatrafi AA, 2019

Pre-analytical errors: a major issue in
Medical Laboratory

Erros pré-analiticos, como: auséncia de identificagdo do paciente, auséncia
de amostra para analise e uso de tubos ou recipientes inadequados, podem
necessitar de recoletas para corrigir tais erros.

Oliveira TA, 2019

Fatores pré-analiticos que requerem nova
amostra de exames laboratoriais

Fatores pré-analiticos, como, por exemplo: solicitagdo de exame errado
pelo médico, abreviacdo ou escrita ilegivel, auséncia de identificagéo
médica e interpretacao inadequada da solicitagdo médica sao alguns erros
que acarretam recoletas.

Bhavsar M et al.,
2018

Pre-analytical errors in clinical chemistry
laboratory of a tertiary care hospital

De 33.679 amostras analisadas em seis meses, 354 apresentaram erros na
fase pré-analitica.

Ferreira OB,
Cohen JFVB, 2019

Nao conformidades encontradas na fase
pré-analitica

As principais ndo conformidades ocorrem durante a coleta de sangue.
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Tabela 2 (continuagéo) — Resumo dos principais resultados encontrados em cada artigo selecionado para a reviséo

Autor/Ano Titulo Principais resultados

Shcolnik W, Erros laboratoriais e seguranga do Reviséo de 9 artigos que forneceram métodos que podem ser utilizados
Carvalho SMN, paciente: revisao sistematica no Brasil para conhecer e monitorar os danos aos pacientes causados por
2012 erros laboratoriais.

Hawkins R, 2012

Managing the pre — and post-analytical
phases of the total testing process

E de responsabilidade do laboratério clinico garantir a qualidade das fases
pré e pos-analiticas, reduzindo os erros e melhorando a seguranga do
paciente

Costa VG, Moreli

Principais parametros biolégicos

Revisdo de 14 artigos. Observaram que a maior precisdo dos exames

LM, 2012 avaliados em erros na fase pré-analitica | ocorrem devido a automatizagéo e a adogao de programa de qualidade

de laboratorios: revisao sistematica (PGQ).
Gilor S, Gilor C, Common laboratory artifacts caused Os autores compilaram os principais erros pré-analiticos que podem ocorrer
2011 by inappropriate sample collection and no setor de hematologia e esperam que as informagdes coletadas ajudem

transport: how to get the most out of a
sample

o0s médicos em suas decisdes clinicas.

Guimaraes AC et
al., 2011

O laboratério clinico e os erros pré-
analiticos

Educacao continuada aos profissionais envolvidos no processo de obtencéo
e manipulacdo de amostras bioldgicas € uma das maneiras de se diminuir
os erros pré-analiticos.

Lippi G et al., 2009

Causes, consequences, detection and
prevention of identification errors in
laboratory diagnostics

A tecnologia da informacéo e sistemas automatizados s&o exemplos de
meios que podem ajudar a evitar erros de identificagdo do paciente durante
a fase pré-analitica.

Laposata M, Dighe
A, 2007

“Pre-pre” and “post-post” anlytical error:
high-incidence patient safety hazards
involving the clinical laboratory

Algoritmos de diagnosticos podem auxiliar nas decis6es dos médicos sobre
quais exames devem ser solicitados em algumas doengas especificas.

Carraro P, Plebani
M, 2007

Errors in a stat labortory: types and
frequencies 10 years later

Em 10 anos, as taxas de erros laboratoriais em um hospital foram
reduzidas, porém houve mudangas nos tipos e nas frequéncias desses
erros.

Picarelli MM et al.,
2004

Dosagem de enzimas musculares e
diagndstico equivocado de polimiosite
juvenil: problemas na avaliacéo clinica e
na fase pré-analitica

Pungdes repetidas no mesmo brago contra o esforgo muscular da crianga,
garroteamento prolongado, ocorréncia de hemdlise e atividade fisica prévia
a coleta podem elevar a enzima CPK e conferir diagndsticos equivocados
de polimiosite infantil.

Bonini P et al.,
2002

Errors in laboratory medicine

As auditorias devem ser usadas para detectar, classificar e reduzir os erros
laboratoriais causados por fatores externos.

Fonte: Autores.

DISCUSSAO

Na area da saude, a filosofia de qualidade nao é dife-
rente das aplicadas nas industrias. E preciso adequacéo
dos produtos ou servigos para a satisfagéo do cliente, sendo
esse fundamento de qualidade perfeitamente aplicavel aos

diversos servicos de assisténcia a saude.(™?

Os laboratorios seguem normas e/ou recomendagodes
que visem diminuir erros ou mesmo evita-los, sendo exis-
tentes erros frequentes que, em grande parte, néo alteram

significativamente o resultado de um exame.®

Shir Gilor & Chen Gilor"® esclarecem que o diagnés-
tico laboratorial € a soma das fases pré-analitica, analitica
e pos-analitica, que sdo de extrema importancia para um
diagnéstico preciso. Costa e Moreli® explicam que, de
forma simples e concisa, pode-se dizer que cada fase &
fundamental no laboratdrio, visto que os erros embutidos na
fase inicial, média ou final alterardo o resultado do produto

e, consequentemente, sua interpretagao.
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Continuamente ao primeiro contato do paciente com
o profissional de saude, existe ainda uma série de fatores
que podem ser responsaveis por diagnosticos falsos ou,
ainda, na auséncia dos mesmos.!"¥ Infelizmente, os erros
pré-analiticos sdo comuns e podem afetar a qualidade
do diagndstico de uma amostra, gerando resultados nao
confiaveis e imprecisos.®?

De acordo com Ferreira e Cohen(™), a fase pré-analitica
€ responsavel por grande parte dos erros laboratoriais pelo
fato da maioria dos procedimentos ainda serem manuais.
Por outro lado, Montel'® defende que, com o grande avango
tecnoldgico, houve um aumento no numero e nos tipos
de erros laboratoriais. Guimaraes et al.®® esclarecem que
quando os erros sao percebidos, na maioria das vezes
gera a rejeicao da amostra e surge a necessidade de nova
coleta. Oliveira'” explica que uma nova coleta implica mais
demora para o resultado do exame e custos dos profissionais
incluidos e desconforto e incobmodo ao usuario. Almatrafi('®
esclarece que isso pode gerar falta de confianga do paciente
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e da equipe médica e prejuizos econdmicos para o paciente
e para o laboratério. Aragédo e Arautjo'® sinalizam que a
detecgao dos erros e orientagdes corretas aos pacientes
evitariam estes contratempos.

No estudo de Bhavsar e colaboradores,®) foram anali-
sadas 33.679 amostras bioldgicas durante seis meses, das
quais 354 apresentaram algum tipo de erro na fase pré-a-
nalitica. A maior parte da rejeicao das amostras de sangue
se deu por hemolise (10,7%) e por lipemia (12,4%). Além
disso, em 14,4% das amostras ndo foram mencionados
nome, idade ou sexo do paciente; 11,9% ndo continham
os diagnosticos provisoérios e 18,1% néo continham for-
mulérios de solicitagbes. Na pesquisa de Ramos et al.,?"
houve 425 participantes, dos quais 94,6% declararam nao
ter recebido nenhum tipo de orientacao prévia e 68,5%
utilizavam algum tipo de medicamento que pode produzir
alteragdes nos exames.

A flebotomia, como discutido por Ferreira e Cohen(®),
deve receber uma atencao especial devido a maior probabili-
dade de incidentes que podem ocasionar ndo conformidades
na fase pré-analitica. O estudo de Guerra e colaboradores®?
demonstrou que o aperto de punho durante a coleta de
sangue pode ser responsavel por uma pseudo-hipercalemia
e isso pode esconder uma hipocalemia, mascarar doengas
renais ou alcalose metabdlica e elevar falsamente niveis
anormais de potassio. Além disso, Kapil et al.®® lembram que,
para alguns parametros, o horario de coleta € muito impor-
tante. Os niveis de ferro sérico sdo 30% mais baixos a noite
em comparagdo com a manha na maioria dos individuos.
Por outro lado, Baskin et al.?* enfatizam que um individuo
que trabalha durante a noite apresentara os niveis de ferro
sérico mais elevados durante o horario de maior atividade.
Lima et al.®® conseguiram demonstrar que o jejum antes
da coleta e o ritmo circadiano da testosterona influenciam
diretamente na concentracao sérica de testosterona total.

Outro material bioldgico que também requer atencéo
especial é a urina. Saramela e Fernandes®) afirmam em
seu estudo que no exame de urina a qualidade da amostra
influencia diretamente na analise e na interpretagdo do
resultado. As autoras observaram que material insuficiente
foi o motivo mais prevalente para solicitagéo de recoletas.
Oliveira e Santos®”) revisaram 14 artigos e observaram que
em 12 nado havia abordagens de maneiras ou protocolos
que auxiliassem os pacientes durante a coleta do material.

Com isso, observam-se que as variaveis pré-analiticas
sdo agrupadas em trés categorias: variaveis fisioldgicas,
variaveis de coleta de espécime e fatores de interferéncia.®?®

Conforme a Sociedade Brasileira de Patologia Cli-
nica/Medicina Laboratorial,(""” o médico solicitante ou seus
auxiliares diretos devem ser responsaveis pela primeira
instrucao ao paciente sobre as condi¢des requeridas para
a realizacdo do exame informando-o sobre a eventual
necessidade de preparo, como jejum, interrupgao do uso
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de alguma medicacéo, dieta especifica ou, ainda, a néo
realizacéo de atividade fisica antes da coleta de sangue.

Para minimizar os erros que podem ocorrer na fase pré-
-analitica, diversos pesquisadores da area tém se debrucado
sobre 0 assunto, em especial sobre a Gestao da Qualidade
e a Segurancga do Paciente, em que recomendam o moni-
toramento de todas as fases da assisténcia na prevengao
dos incidentes e quase falhas.®® A partir da publicagédo
“To err is human: building a safer health system”, varios
estudos avaliaram medidas para minimizar e melhorar os
processos potencialmente perigosos na assisténcia a saude
e a segurancga dos pacientes.®)

Com o advento das novas tecnologias, que a cada dia
tornam-se mais aperfeicoadas e precisas, proporcionando
a constante evolugao das pesquisas cientificas, o diagnés-
tico laboratorial vem se tornando cada vez mais um fator
influente e até mesmo definidor da conduta terapéutica a
ser aplicada.®"

Em dezembro de 1999, a Associagdo Mundial de
Sociedade de Patologia e Medicina Laboratorial (World Asso-
ciation of Societies of Pathology and Laboratory Medicine) e
a Federagéo Internacional de Quimica Clinica (International
Federation of Clinical Chemistry) divulgaram um documento
sobre os principios da acreditagcéo para laboratorios clinicos,
no qual consta que:

“é do interesse dos pacientes, da Socie-
dade e do Governo que os laboratorios
clinicos operem dentro de altos padrées
de competéncia profissional e técnica”.?

Atualmente, o objetivo mais importante da medicina
diagnostica é garantir aos médicos e pacientes um atendi-
mento eficiente e seguro, fornecendo laudos, sejam eles
laboratoriais ou de imagem, com resultados rapidos e con-
fiaveis, para posterior tomada de decisdo dos médicos em
relacédo a conduta clinica dos seus pacientes.®

Também é importante destacar os erros que ocorrem
em relagdo a medicacgado. Laposata e Dighe® esclarecem
que os erros de medicagcao em pacientes hospitalizados
sao muito comuns nos Estados Unidos. Tais erros séo rela-
tivamente faceis de identificar e quantificar. Os principais
erros destacados pelos autores que podem ocorrer em
relagdo a medicagdo sao: farmaco errado, dose errada,
rota errada, paciente errado e hora errada. O maior nimero
de erros envolve simplesmente o médico solicitando o
teste errado. Isso, talvez, possa nao ser surpreendente,
pois até mesmo o médico mais experiente pode nao ter
conhecimento para saber, de forma consistente, o melhor
medicamento ou o melhor teste de laboratério, visto que,
na atualidade, mais de 20.000 revistas médicas publicam
novas descobertas constantemente. Essa explosédo de
informacgdes torna extremamente dificil, para um médico
solicitante, e até mesmo um especialista na area, fazer um
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diagnéstico definitivo e de baixo custo, visto que quanto
mais especifico € o teste, mais caro ele é.

Dado que a produgao cientifica sobre o tema dos
erros pré-analiticos é relativamente recente (tornou-se mais
expressiva nas duas Ultimas décadas), observa-se que
a maioria dos artigos produzidos até o momento adotou
delineamentos descritivos. Portanto, nota-se a necessidade
de ampliagéo do escopo de evidéncias disponivel sobre o
tema, que ainda requer estudos originais sobre o0 modelo
causal para estes desfechos.

Pelo exposto, sdo imprescindiveis as necessidades
de implementacgdes, classificagbes e cuidados na detecgéo
das falhas, para que ocorra a redugéo dos erros.® Além
disso, para que se consiga evitar certos erros na fase
pré-analitica, o médico solicitante e/ou seus auxiliares
devem ser os primeiros a instruir corretamente o paciente
a fazer o preparo adequado para cada tipo de exame, res-
saltando a importancia desse preparo para um resultado
mais preciso.?®)

Contudo, a sistematizagdo dos erros laboratoriais
pré-analiticos se torna de grande importancia, levando
em consideracgdo seus efeitos reais e potenciais sobre os
pacientes. Isso permitira o desenvolvimento de algoritmos
de prevencéo e controle desse tipo de falha.®

E importante que os trabalhadores envolvidos com
os laboratorios clinicos tenham conhecimento de todas as
normas para evitar falhas e nao influenciar no diagndstico
por meio de resultados falsos positivos, indicando alguma
patologia quando n&o ha, ou falsos negativos, escondendo
a doenca presente.®?

As consequéncias dos erros em laboratorios de medi-
cina podem ser muitas vezes graves, especialmente quando
o teste ira definir um diagnostico, ocasionando resultados
falsos positivos, ou ainda falsos negativos. Ambas as circuns-
tancias colocam em risco a saude do paciente e produzem
custos desnecessarios para o sistema de saude.®¥

CONCLUSAO

Em sintese, a grande evolugao cientifica e tecnoldgica
observada nas ultimas décadas também foi responsavel pelo
aumento da complexidade laboratorial, o qual ocorre em
ambiente em que coexistem procedimentos, equipamentos,
tecnologia e conhecimento humano. Esse ambiente é um
meio propicio para que ocorram erros laboratoriais e tentar
minimiza-los € de suma importancia, visto que assegurar
resultados confiaveis impacta diretamente na saude e na
seguranca do paciente.

O alvo dessa pesquisa foi a fase pré-analitica, ja
que é a fase comprovadamente mais vulneravel a erros, a
qual se inicia com a preparagao do paciente e finda com a
coleta do material biolégico. Permitir a melhoria do processo
técnico reduz os resultados falsos dos exames e isso pode
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ser alcancado através da qualidade dos indicadores, o que,
consequentemente, melhora a qualidade dos servigos em
Medicina Laboratorial.

A vista disso, fica evidenciada a importancia de pro-
mover agdes e capacitacbes de recursos humanos para
a padronizagao dos critérios com o intuito de melhorar a
qualidade dos resultados que liberamos no laboratorio.
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Abstract

The growing scientific and technological evolution observed in recent
decades was one of the factors responsible for the increase in laboratory
complexity and laboratoy errors. Pre-analytical phase is the most error-
prone stage due to the difficulty of monitoring and cotrolling the factors,
since most of them take place outside the laboratories. Faults in this
phase may be reflect in anothers phases (analytical and pos-analytical)
and implicate the final result of the exam. The paper’s aim is to thik about
the consequences in Laboratory Medicine by pre-analytical erros and
pre-analytical interferences. Through bibliographical research, datas
were collected from materials on the main plataforms, like Google
Académico, MEDLINE, Scopus®, ISI Web of Knowledge®, SciFinder®,
Lilacs and IBECS. After to apply the exclucion criteria and to analyze
the titlles and the scripts, 23 papers were used in the overeview. Try
to decrease laboratory errors is very most important and to allow the
progress of the technical process reduces wrong results and this be
achieved over the quality of indicators, wich improves the capacity of
services in Laboratory Medicine.
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Pre-Analytical Phase; Quality Management; Clinical Laboratory
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Diagnéstico hematologico e molecular das neoplasias mieloproliferativas

cronicas BCR-ABL negativas
Hematological and molecular diagnosis of BCR-ABL negative chronic myeloproliferative

neoplasms
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INTRODUGAO

Resumo

As neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPC) sdo doencas hematopoiéticas clonais
que acometem a linhagem mieloide. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), a policitemia vera (PV), a trombocitemia essencial (TE) e a mielofibrose (MF)
sado classificadas como NMPC BCR-ABL negativas. O surgimento dessas doengas esta
correlacionado com fatores genéticos, como mutagdes nos genes JAK2, MPL e CALR e
outras mutagdes cooperantes que também podem estar presentes, levando ao aparec-
imento de diferentes fenétipos e prognésticos. A OMS constantemente revisa e atualiza
os critérios de classificacado, levando em consideragéo aspectos clinicos, morfolégicos e
genéticos. As analises laboratoriais, hematoldgicas e genéticas sao de grande importancia
para o diagndstico das neoplasias hematologicas, e devem ser realizadas da forma correta
para permitir o diagnéstico diferencial entre outras neoplasias e disturbios reacionais. O
presente trabalho tem como objetivo revisar a fisiopatologia das NMPC e relacionar com
os achados clinicos, hematolégicos e genéticos, visando instruir e atualizar os analistas
clinicos para que possam efetivamente contribuir para o diagndstico dessas doengas,
impactando o prognostico dos pacientes. Ainda, a discussao sobre diagndstico molecular
tem o intuito de chamar a atencao para a constante evolugéo da area e importancia desta
para a hematologia.

Palavras-chave
Transtornos Mieloproliferativos; Neoplasias Hematoldgicas; Técnicas de Diagndstico
Molecular

de NMPC a leucemia neutrofilica crénica (LNC) e a leuce-
mia eosinofilica crénica. A leucemia neutrofilica cronica é

As neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMPC)
configuram um grupo de doengas clonais da célula-tronco
hematopoiética, afetando as células da linhagem mieloide.
De acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) para as neoplasias mieloides publicada em
2016, as NMPC estéo divididas em dois grupos: as BCR-ABL
positivas, que inclui a leucemia mieloide cronica (LMC), e
as BCR-ABL negativas, que inclui a policitemia vera (PV),
a trombocitemia essencial (TE) e a mielofibrose primaria
(MF), classificadas também como cromossomo Philadelphia
negativas (Ph-).(" Ademais, também fazem parte do grupo

caracterizada por leucocitose e hipercelularidade da medula
0ssea, consistindo predominantemente de células granulo-
citicas (neutrofilia). Na LNC, existe uma associagédo com a
mutagdo CSF3R e auséncia do cromossomo Philadelphia.
@ A “leucemia eosinofilica crénica — ndo especificada de
outra forma” — é caracterizada pelo aumento de eosindfilos
no sangue periférico, pela auséncia do cromossomo Phila-
delphia e por apresentar um aumento de blastos na medula
6ssea ou no sangue (mas menos de 20% para excluir
leucemia aguda como diagnostico), e a presenca de uma
anormalidade citogenética clonal e a NMPC inclassificavel,
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a qual inclui neoplasias semelhantes a NMPC que, porém,
nao podem ser claramente classificadas como os outros
subgrupos. Amastocitose fazia parte desse grupo na classi-
ficacao de 2008, no entanto, em 2016, deixou de ser assim
considerada em razao das suas caracteristicas clinicas e
patoldgicas Unicas."?

O objetivo do presente trabalho é revisar o diagnoéstico
das principais NMPC (PV, TE e MF), dando enfoque aos
achados laboratoriais e ao diagnostico diferencial. Inicial-
mente, sera apresentada a epidemiologia e fisiopatologia e,
posteriormente, sera aprofundada a descri¢do das caracte-
risticas clinicas e laboratoriais — achados no hemograma,
mielograma, bidpsia de medula 6ssea e exames genéticos.

EPIDEMIOLOGIA

APV, TE e MF sao disturbios mais frequentes em adul-
tos com 50 a 70 anos com sobrevida mediana estimada de
10a15, 15a20e 2 a 5 anos, respectivamente.®* No ambito
global, a mielofibrose, policitemia vera e trombocitemia
essencial apresentam taxas de incidéncia de 0,3a 1,5; 1,5
a2,0e 1,03 a2,5por 100.000/ano, respectivamente.® Na
Europa, um estudo estimou a incidéncia de PV sendo de 0,68
a 2,6 de 100.000 habitantes, 0,38 a 1,7 paraTEe 0,1 a 1,00
para MF e a prevaléncia estimada foi de 4,96 a 30,00 para
PV, 4,00 € 24,00 para TE € 0,51 a 2,7 para MF por 100.000
habitantes.® Além da existéncia de uma grande variagao
nas estimativas de prevaléncia e incidéncia, até o momento
nao ha dados referentes a América do Sul na literatura. Um
estudo realizado na Coreia avaliando o periodo de 2004 a
2013 mostrou um aumento da prevaléncia das NMPC ao
longo dos anos. A TE apresentou faixa de prevaléncia de
4,1 a 9,0 por 100.000, a PV faixa de 2,8 a 5,4 por 100.000
e a MF faixade 0,5a 0,9 por 100.000. Assim, as incidéncias
foram entre 2,0 e 3,0 por 100.000 por ano para TE e 1,0
e 1,5 por 100.000 por ano para PV e a MF variou de 0,3
a 0,5 por 100.000 por ano.® A respeito da etnia, brancos
apresentaram a maior incidéncia geral das NMPC, sendo
a PV a mais incidente em brancos. Ja os leste-asiaticos
apresentaram menor incidéncia, sendo mais frequente o
acometimento por TE. Hispanicos e negros apresentaram
maior incidéncia para PV e TE, respectivamente.®

Vale ressaltar que em varios paises as NMPC séao
subnotificadas ou classificadas de maneira incorreta, pois a
classificagdo dessas patologias depende de critérios clinicos
e laboratoriais que sofreram alteragées com a evolugéo das
descobertas a respeito dessas doencgas.”

Apesar da PV e TE serem doencgas com sobrevida
longa quando comparadas a outras neoplasias hematolo-
gicas, o correto diagnostico faz-se importante porque esses
pacientes podem apresentar complicagdes e evolugao para
mielofibrose e leucemia mieloide aguda, conforme sera
abordado adiante.

RBAC. 2021;53(4):344-351

FISIOPATOLOGIA

Assim como outras neoplasias, o aparecimento das
NMPC esta correlacionado com diversos fatores genéticos e
ambientais que vao resultar em diferentes fenétipos dessas
doengas. Cada uma das NMPC apresenta caracteristicas
mais predominantes quando avalia-se a medula 6ssea € o
sangue periférico, com expectativa de vida e progndstico
diferentes. Porém elas compartilham muitas caracteristicas
relacionadas as disfungdes celulares das células hema-
topoiéticas. Diferentes mutagdes somaticas adquiridas
sdo responsaveis pela expansao clonal de células-tronco
hematopoiética nas NMPC e estdo envolvidas em genes
relacionados a proliferagdo e sobrevivéncia celular. Elas
apresentam grande relevancia, pois resultam em uma grande
variabilidade de manifestagdes clinicas patolégicas.?®

As mutagdes nos genes JAK2, MPL e CALR sé&o as
mutagdes atualmente conhecidas como responsaveis pelo
estabelecimento do fendétipo das NMPC e, por essa razao,
sdo chamadas de “driver mutations”.®'% A presencga de ape-
nas uma dessas mutagdes genéticas € o suficiente para o
surgimento da patologia, pois todas ativam constitutivamente
as mesmas vias a jusante, a via JAK/STAT, a via PI3K/AKT/
mTOR, RAS e a via MAPK/ERK, que atuam aumentando a
proliferagao celular e resisténcia a apoptose. Dessa forma,
culminam em um fenétipo hiperproliferativo e associam-se
clinicamente a um risco aumentado de complicagbes trom-
béticas, hemorragicas e evolugéo a transformacao fibrética
ou leucémica.®12 Ademais, outras mutagdes genéticas
adquiridas em diversos genes, como TET2, CBL, ASXL1,
SH2B3, SF3B1, U2AF1, TP53, IDH2 e EZH2, também
podem ser encontradas em pacientes com NMPC, sendo
consideradas mutagdes cooperantes, e podem contribuir
para a progressao da doenca e transformagéo leucémica.(?

A identificagdo em 2005 da mutagao adquirida
JAK2V617F permitiu o melhor entendimento da patogénese
dessas doengas. A JAK2V617F € uma mutagao somatica
pontual que consiste na substituicdo de uma guanina por
timina, no éxon 14 do gene JAKZ2, que acarreta a substituicao
do aminoacido valina por fenilalanina na posigéo 617 da
proteina. A proteina JAK2 é uma tirosina quinase envolvida
na sinalizacao celular que possibilita a transducao de sinal
de diversos receptores de fator de crescimento nas células
hematopoiéticas em resposta as citocinas. Por exemplo, a
proteina JAK2 atua nas vias disparadas pelos receptores
de eritropoetina (EPOR), receptor de trombopoetina (MPL)
e receptor de fator estimulante de col6nias de granulécitos
(G-CSFR).®1

Outra alteragao genética importante para as NMPC
sdo as mutagdes no gene MPL, descrita em 2006. O
gene MPL codifica uma proteina que é homologa a outros
membros da superfamilia de receptores hematopoiéticos, o
receptor de trombopoetina (TPO). Seu ligante, a TPO, atua

345



Valente ACMM, Ribeiro RT

como regulador da megacariocitopoiese e da formacao de
plaquetas. Ha diversas mutagbes descritas no gene MPL,
mas as principais foram identificadas no éxon 10, a muta-
¢ao da troca do aminoacido triptofano por leucina W515L
ou lisina W515K. Essas mutagbes acarretam a ativagéao
constitutiva do receptor de TPO e fosforilagdo das vias de
sinalizacao citadas anteriormente que irdo conduzir a pro-
liferagéo exacerbada de megacariécitos na medula 6ssea
com consequente trombocitose no sangue periférico.(?1%

Em 2013, foram identificadas em pacientes JAK2V617F
negativos mutagbes somaticas no gene da calreticulina
(CALR), que codifica uma proteina que participa da regu-
lacao do calcio intracelular. Acredita-se que a proteina
possua atividade relacionada a proliferagdo, migragao,
adesao e apoptose celular, através da regulagéo do calcio.
(14 As mutagdes somaticas que atingem o gene CALR sao
do tipo indel, ocorrendo insergao e/ou delegao de pares
de bases (pb) no éxon 9 do gene, sendo divididas em dois
tipos: a CALRdel52 (delegao de 52pb) ou tipo 1 e CALRins5
(insercao de 5pb) ou tipo 2.2

Aidentificagdo das mutagbes JAK2, CALR e MPL é um
dos critérios principais para o diagndstico das NMPC.™" Um
estudo realizado com 162 pacientes, por Porto-Soares,®
93,5% dos 61 pacientes com PV apresentaram mutacao
em JAK2V617F e 1,6% mutagdo em JAK2 éxon 12. Dos
50 pacientes com TE, 48% apresentaram mutagdo em
JAK2V617F, 22% em CALR e 22% eram triplo negativo.
Nos 51 com MF, 61% tinham a mutacdo JAK2V617F, 25%
em CALR e 2% eram triplo negativo; nenhum paciente
apresentou mutagdo em MPL.® Geralmente, a mutagdo
JAK2V617F no éxon 14 pode ser encontrada em cerca
de 70% das NMPC, esta presente em cerca de 95% dos
pacientes com PV e em 50% a 60% dos pacientes com TE
e MF.©'9 Nos poucos casos de PV JAK2V617F negativa,
ocorrem mutacgdes no éxon 12 de JAK2 em 3% a 5% dos
casos de PV. Amutagéo no éxon 9 do gene da calreticulina
(CALR) pode ocorrer em 20% a 25% na TE e 25% a 36%
na MF. A mutagéo no gene do receptor da trombopoetina
(MPL) ocorre em cerca de 3% a 20% na TE e 3% a 10% na
MF. Aproximadamente 5% a 15% dos pacientes com MF
ou TE podem ser “triplo negativos”, ou seja, ndo apresentar
nenhuma das trés mutacgdes.® %) Mais recentemente, um
estudo mostrou que pacientes com baixa carga alélica de
JAK2V617F também podem apresentar mutagdes nos genes
MPL e CALR, aumentando a complexidade genética.('®

E possivel que ocorram diferentes tipos de combina-
¢bes de mutagdes driver e cooperantes em uma célula, e
isso implica a grande diversidade fenotipica encontrada em
pacientes com NMPC. Além disso, & possivel que pacientes
que possuem o mesmo perfil gendmico apresentem dife-
rentes fenotipos, pois as interagdes das células ndo se dao
apenas entre as multiplas mutagdes que podem acometé-las;
a interagdo com o microambiente também ira refletir no
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fendtipo.('? Ainda assim, é importante identificar as mutagoes
driver e cooperantes, bem como suas correlagées com o
fenotipo e resposta ao tratamento. Por exemplo, 0 aumento
na carga alélica de JAK2V617F esta correlacionado com a
progressao para MF. Além disso, a presenga da mutagao
em JAK2 aumenta o risco de eventos trombdéticos. Dessa
forma, a carga do alelo mutante JAK2V617F pode ajudar
a determinar o fenétipo da doencga.(® Rumi et al. relataram
que a presenga da mutacao CALR apresenta um risco de
trombose menor quando comparado com o da mutagéo
JAK2V617F para os pacientes com PV, por essa razao
aparenta oferecer protegdo.®

CARACTERISTICAS CLIiNICAS E LABORATORIAIS
DAS NMPC BCR-ABL NEGATIVAS

A PV caracteriza-se laboratorialmente por valores no
hemograma que excedem o limite superior do intervalo de
referéncia, apresentando aumento da massa eritrocitaria,
aumento na concentragéo de hemoglobina e hematdcrito,
assim como nas contagens de leucdcitos e plaquetas. Cli-
nicamente, pode apresentar-se inicialmente assintomatica,
mas as alteragdes hematoldgicas, inflamatdrias e da micro-
vasculatura levam ao aparecimento de sinais e sintomas
como fraqueza, cefaleia, eritromelalgia, disturbios visuais,
fadiga, dispneia, perda de peso, prurido, esplenomegalia,
sangramento e trombose, sendo a fadiga o sintoma mais
comum em PV, apresentando-se em cerca de 85% dos
pacientes em um estudo realizado com 1.179 pessoas.
(18 Vale ressaltar que ocorrem variagées nos sintomas de
acordo com o género, apesar do género ndo apresentar
associagao com a classificagédo de risco. Além disso, alguns
sintomas (fadiga, sudorese noturna, febre, dor dssea e
prurido) podem estar associados a elevagéo dos niveis de
citocinas em paciente com PV.(1®

Segundo a OMS,™ o diagnostico de PV requer a pre-
sencga dos trés critérios principais ou a presenca dos dois
primeiros critérios principais e o critério secundario.(” Como
critérios principais, considera-se (1) os valores de hemo-
globina acima de 16,5g/dL para homens e acima de 16g/
dL ou hematdcrito acima de 49% para homens e 48% para
mulheres, respectivamente); (2) bidpsia da medula éssea
com hipercelularidade das linhagens eritrocitica, granuloci-
tica e megacariocitica (pan-mielose), com megacariocitos
pleomorficos; (3) presenca da mutagao JAK2V617F ou JAK2
éxon 12. Como critério secundario, considera-se o nivel de
eritropoetina sérica subnormal.) Ressalta-se que os valores
de hemoglobina e hematdcrito estabelecidos em 2016 foram
menores do que os estabelecidos na classificagcao de 2008,
0 que teve bastante impacto no diagndstico dos casos de
PV que anteriormente ndo recebiam esse diagndstico.®

No caso de encontrar apenas dois dos critérios prin-
cipais é necessario o preenchimento do critério secundario
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para possibilitar o diagnéstico diferencial de policitemias
secundarias. O achado de policitemia (aumento do nimero
de eritrécitos) pode ser secundario ao aumento da produ-
cao de eritropoetina (EPO), decorrente, por exemplo, de
situagdes que provocam hipdxia que ocasionam aumento
compensatorio da EPO, como doengas cardiovasculares,
tabagismo, doenca renal e alta altitude, ou ainda em decor-
réncia do uso de medicamentos, andrégenos ou existéncia
de tumores.™ No caso da policitemia secundaria, a histéria
clinica e os valores bioquimicos dos pacientes serao dife-
rentes. Para distinguir as condigbes reativas das condi¢cdes
neoplasicas, além de observar as diferengas morfolégicas
e o grau de aumento da hematopoese (pan-mielose),('”
realiza-se a dosagem da EPO, ja que o nivel de eritropoetina
€ suprimido na policitemia vera. Essa distingao entre PV
e policitemia secundaria tem impacto sobre o tratamento
direcionado a causa do aumento eritrocitario. Por exemplo,
na policitemia secundaria a realizagdo da flebotomia tera-
péutica pode ser prejudicial.('

O exame de medula éssea na PV mostra aumento
da celularidade medular de todas as séries eritroide, gra-
nulocitica e megacariocitica (pan-mielose). No entanto,
alguns pacientes em fases iniciais de PV e MF podem
nao apresentar hipercelularidade, se assemelhando mais
a TE.® Assim, é necessario avaliar também a morfologia
dos megacariocitos, conforme detalhado adiante, e também
avaliar a presenca ou nao de displasias para se diferenciar
de outras neoplasias mieloides.

Ainda, para o diagnostico diferencial de disturbios que
cursam com aumento das contagens das células sanguineas
é de grande importancia realizar a pesquisa do gene de fusao
BCR-ABL para se descartar o diagnéstico de LMC; se nega-
tivo, prossegue-se com os testes moleculares para identificar
presenca de mutagdes nos genes JAK2, CALR e MPL que
auxiliardo na confirmacéo do diagnostico e progndéstico.('®

E possivel verificar também algumas alteragdes bio-
quimicas na PV, mas sao alteragdes inespecificas, como
hiperuricemia e a hiperuricosuria (em = 80% dos pacientes),
hiperbilirrubinemia, VHS diminuida, aumento da fosfatase
alcalina de leucécitos (LAP) e lactato desidrogenase sérica
(LDH).M Vale ressaltar que esses testes ndo estao entre
os critérios diagndsticos para o diagnostico de PV.

Apesar da expectativa de sobrevida em torno de 10 a
15 anos, os eventos tromboembdlicos apresentam grande
impacto na qualidade de vida do paciente com PV. Além
disso, a doencga pode evoluir para leucemia mieloide aguda
(transformagao em leucémica) e para mielofibrose pés-PV
(secundaria).®™ A transformacado leucémica ocorre em
um tempo médio de 4,6 a 19 anos a partir do diagnéstico
inicial de PV,? e leva a uma expectativa de sobrevida de
apenas 1,5 a 2,5 meses em pacientes nao tratados.(®
Alguns podem progredir para um quadro de MF antes de
ter transformagéao leucémica, sendo que a progressao para
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MF ocorre em média 8,5 a 20 anos a partir do diagndstico.
Fatores de risco como idade avangada, leucocitose, excesso
de citocinas e a presenga de mutagdes exercem influéncia
na progressao da doenga.1®)

Na TE, 1/3 dos pacientes podem ser assintomaticos e
os demais apresentam aumento persistente de plaquetas no
sangue periférico > 450x10%L. Os pacientes podem apre-
sentar quadro clinico variavel, sintomas como sincope, dor
toracica atipica, prurido, perda de peso, disturbios visuais,
fraqueza, parestesias de méaos e pés, esplenomegalia,
quadros hemorragicos e eventos tromboticos.'®)

De acordo com a OMS (2016), o diagnéstico de TE
requer o encontro de todos os quatro critérios principais, ou
os primeiros trés critérios principais mais o critério secun-
dario. Os critérios principais sao: (1) numero aumentado
de plaquetas > 450x10°%L; (2) alteragdo da celularidade na
medula 6ssea, proliferagao principalmente da linhagem de
megacariocitos com nucleos hiperlobulados; (3) nao aten-
der aos critérios da OMS para BCR-ABL1, LMC, PV, MF,
sindromes mielodisplasicas ou outras neoplasias mieloides;
(4) e a presenga de uma das mutagdes JAK2, CALR, ou
MPL. O critério secundario é a presenga de um marcador
clonal (por exemplo a mutagao MPLW515K/L) ou auséncia
de trombocitose reativa.

O diagndstico de TE muitas vezes se da incidentalmente
quando pacientes apresentam eventos tromboemboliticos.
Para chegar ao diagnoéstico de TE tem que ser feita a exclu-
sao de causas reativas comuns de trombocitose. A trombo-
citose reativa esta relacionada com condi¢des infecciosas,
inflamatorias, deficiéncia de ferro, sindromes hereditarias,
hemorragia aguda e rea¢des a medicamentos, sendo que
todos se caracterizam por serem processos transitorios.("

Abidpsia de medula 6ssea na TE mostra principalmente
uma proliferagdo aumentada da linhagem megacariocitica,
com megacariocitos grandes com citoplasma abundante,
maduros e com nucleos hiperlobulados, aparecendo geral-
mente agrupados ou dispersos pela medula. Raramente
pode haver um aumento em menor grau das fibras de
reticulina.("20)

O curso clinico da TE caracteriza-se por complicagdes
vasculares que se relacionam a morbimortalidade, estando
associadas ao maior risco de trombose venosa profunda
e embolia pulmonar.@" A evolugédo de TE para MF ou LMA
ocorre em cerca de 0,8% a 12,3% e 0,7% a 5,8%, respec-
tivamente.("®

A MF apresenta como caracteristica laboratorial a
presenga de anemia com poiquilocitose (principalmente
dacriécitos) e leucoeritroblastose (presenga de células
jovens granulociticas e eritrociticas). Na MF pré-fibrética
esses achados podem nao ser tao evidentes, podendo o
paciente apresentar aumento da contagem de plaquetas
e leucocitos, evoluindo posteriormente para leucopenia e
trombocitopenia na fase avangada da doenga (fibrética).??
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Com relagao as manifestacoes clinicas, a MF é carac-
terizada por sinais e sintomas como fraqueza, cansaco,
palpitagdo e dispneia. E comum o paciente apresentar
também esplenomegalia e hepatomegalia resultantes da
hematopoiese extramedular. Sintomas de cansago, mal-estar,
perda ponderal, infec¢des recorrentes e estados febris estao
correlacionados com a progressao da doenga para o estado
fibrético causado pela diminuigao da celularidade da medula.®

Os critérios da OMS( para o diagnostico da MF con-
sideram os achados na biopsia de medula 6ssea, tanto
no que diz respeito as atipias dos megacariécitos, como o
grau de fibrose, a auséncia de critérios para LMC, PV, TE,
sindromes mielodisplasicas ou outras neoplasias mieloides,
e a presencga de mutagao JAK2, CALR ou MPL ou presenca
de outro marcador clonal. O grau de fibrose menor ou igual
a 1 caracteriza a fase pré-fibrética da doenca, enquanto
grau igual ou maior que 2 caracteriza a fase fibrotica. Além
desses critérios maiores, a OMS também estabelece os
critérios secundarios, sendo necessario que o paciente
preencha todos os trés critérios principais e pelo menos um
critério secundario. Os critérios secundarios sédo: presenca
de anemia nao relacionada a outra comorbidade, leucoci-
tose > 11x10°%L esplenomegalia palpavel, e LDH acima dos
limites normais, sendo que para a fase fibrética acrescenta
ainda um outro critério secundario que é a presenca de
leucoeritroblastose.”

A diferenciacao de pré-MF e MF fibrotica € impor-
tante por apresentarem quadros distintos nos pacientes e
diferentes prognostico. Os achados no perfil mutacional e
morfologia celular da MF na fase pré-fibrotica se assemelham
aos encontrados na TE, por isso € necessario diferenciar
ambos. Adiferencga se da pelas caracteristicas morfolégicas
na medula éssea e a clinica da doenca. A TE apresenta
megacariocitos maiores e maduros e tem melhor sobre-
vida e menor taxa de progressao leucémica ou fibrética,
enquanto na fase preé-fibrética da MF os megacariécitos
se apresentam mais agrupados (em clusters) com nucleos
hipercrémicos e irregulares.("-?2

Com o estabelecimento da fibrose na medula dssea,
a MF apresenta, na maioria das vezes, um mielograma
“seco”, sendo necessaria a bidpsia da medula. A medula
6ssea apresenta proliferagédo de megacariécitos atipicos,
com razao nucleo-citoplasma aberrante, nicleos hipercromi-
cos e irregulares e presencga de cluster de megacariocitos.
A medula apresenta também fibrose grau 2 ou maior, com
fibras de reticulina e colageno.™

Com relacéo as alteragdes laboratoriais bioquimicas
€ possivel ocorrer o aumento de LDH, que inclusive € um
critério secundario para classificacdo da MF, e acido urico
para acima do limite normal superior do intervalo de referén-
cia.® O LDH foi encontrado aumentado também em outras
NMPC, estando correlacionado com o aumento de leucdcitos
possivelmente por ter propriedade na renovagéao celular.
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Com a progresséo da doenga, aumentam os blastos
no sangue periférico e na medula éssea, sendo que uma
porcentagem acima de 20% de blastos indica transformacéo
para leucemia mieloide aguda (LMA). Assim, a avaliagao
de blastos no sangue periférico auxilia no prognéstico de
pacientes com MF, uma vez que a presenca de blastos 10%
a 19% define uma fase acelerada da doenga.®

AMF apresenta maior taxa de transformacao leucémica
quando comparada as outras NMPC BCR-ABL negativas. A
transformacgao leucémica causa morte de aproximadamente
20% dos pacientes com MF e fibrose medular.?® Além da
progressao para leucemia, podemos listar como causa de
mortalidade desses pacientes a ocorréncia de disturbios
cardiovasculares, infecgbes e sangramentos, esses dois
ultimos resultantes das citopenias.®

Na Figura 1, encontram-se ilustrados os principais
achados na PV, TE e MF, de acordo com a presente revisao
de literatura.

DIAGNOSTICO MOLECULAR E AS NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

O avango cientifico e tecnolégico permitiu o desenvol-
vimento de técnicas moleculares que auxiliaram na desco-
berta de alteragbes moleculares recorrentes em doencas
especificas. Esse conhecimento teve um impacto direto no
diagndstico, progndstico e definicao da terapia para diversas
doencas.®® O desenvolvimento das técnicas de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e de sequenciamento genético
com maior eficiéncia, maior sensibilidade e menor custo
tem permitido que essas técnicas nao sejam mais utilizadas
somente em pesquisas mas passem a ser cada vez mais
utilizadas na pratica clinica.@2"

A medicina de precisao tem sido utilizada em diversas
areas, mas podemos destacar seu emprego na oncologia. Por
exemplo, podemos citar o emprego de pequenos painéis de
Sequenciamento de Nova Geracgao (Next Generation Sequen-
cing, NGS) que vém sendo utilizados para possibilitar melhor
classificagdo e definicdo da terapia do cancer de mama.®"

Para as doengas hematologicas a identificagao das
diversas alteragdes moleculares e a utilizagao desse conhe-
cimento para o diagnéstico, classificagéo, prognostico,
definicdo de terapia e monitoramento do tratamento teve
uma evolugéo rapida e expressiva devido a facilidade de
obtengao das amostras e estudo das células, quando com-
paradas aos tumores solidos.®

Em se tratando das neoplasias mieloides, € interes-
sante destacar que, em 2001, a OMS publicou o primeiro
documento de classificagao das neoplasias hematoldgicas
inserindo critérios genéticos para a classificagéo da LMA, que
passaram posteriormente a serem considerados na classifi-
cacgao de 2008 e de 2016 também para as outras entidades,
como as NMPC.("?® Como consequéncia, além do uso da
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95% JAK2 V617F
3-5% JAK2 éxon 12

50-60% JAK2 V61TF
25-36% CALR
3-10% MPL
3-10% triplo negativo

50-60% JAK2 V617F
20-25% CALR
3-10% MPL
5-20% triplo negativo

Figura 1. Representacdo esquematica das alteracbes moleculares que ocorrem na célula tronco hematopoiética (CTH) e principais achados
clinicos, morfolégicos e moleculares na policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose (MF).

Fonte: Proprio Autor, com base nas informagdes apresentadas no artigo.

imunofenotipagem por citometria de fluxo e de avaliagao
das alteragbes cromossémicas por cariotipo convencional
ou molecular (FISH, hibridizag&o in situ fluorescente), o
emprego das técnicas de PCR e NGS para detectar as
alteragbes genéticas recorrentes se tornam imprescindiveis
para o diagnostico das neoplasias mieloides.®?®

Aleucemia mieldide aguda (LMA) &, portanto, um bom
exemplo de como o conhecimento sobre as alteragdes genéti-
cas impactou na classificacéo, visto que existe uma categoria
especifica de classificagéo para as LMA com as alteragdes
genéticas recorrentes. Para essa leucemia, € necessario
pesquisar alteragdes nos genes que levam a superativagao
de vias envolvidas na proliferagao e diferenciagao de células
progenitoras hematopoiéticas. As mutagcées podem ser em
genes relacionados a modificacdes epigenéticas (TET2,
IDH1 / IDH2, DNMT3A, ASXL1, KMT2A, EZH?2), vias de
sinalizagédo (FLT3, KRAS, NRAS, KIT), genes supressores
de tumor (TP53, WT1), splicing de RNA (TP3B1), mutacao
da nucleofosmina (NPM1) e genes que codificam para dife-
renciagdo da transcrigdo (CEBPA, RUNX1).9

Também podemos destacar a importancia do diag-
nostico molecular para outras neoplasias mieloides como
a sindrome mielodisplasica (SMD), para a qual podem
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ser pesquisados genes como SF3B1, ASXL1, DNMT3A,
EZH2, RUNX1, SRSF2, TET2, TP53 e U2AF, para a leu-
cemia mielomonocitica crénica (LMMC), para a qual os
genes ASXL1, CBL, EZH2, NRAS/KRAS, RUNX1, SETBP1,
SRSF2e TET2 podem ser analisados. Como ja mencionado
anteriormente, para a leucemia mieloide crénica (LMC), a
pesquisa do gene de fusdo BCR-ABL ¢é essencial para o
diagnostico e pode ser feita por técnicas como analise do
cariétipo para detectar o cromossomo Ph presente em 90%
a 95% dos pacientes ou técnicas moleculares como a FISH
ou por PCR em tempo real, que também ¢é utilizada para
monitoramento terapéutico.C?

Para as NMPC, como ja mencionado, é necessario
realizar pesquisa de mutagdes nos genes JAK2, MPL e
CALR. A detecgédo dessa mutagdes € bastante util, pois
muitas vezes pode ser dificil diferenciara LMC, aPV,aTE e
a MF em estégios iniciais apenas por critérios morfolégicos
e até mesmo pode ser dificil de diferenciar de uma leuco-
citose reativa intensa com desvio a esquerda (benigna).'®

Na PV, como 95% dos pacientes apresentam a mutagéo
JAK2V617F e os outros 5% apresentam outras mutagdes
no mesmo gene JAK2, o teste para mutagéo neste gene
possui um valor diagnéstico muito grande. Por isso, na
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classificagdo OMS essa mutagao € incluida como critério
maior. Em casos em que o paciente preenche todos os crité-
rios exceto mutacao na JAK2, é necessario comprovar que
a EPO esta normal ou diminuida para se excluir policitemia
secundaria.®) Na TE e na MF, cerca de 50% dos pacientes
apresentam a mutagao na JAK2V617F. Os demais podem
apresentar mutagdes nos genes MPL e CALR, como des-
crito anteriormente.("®

Entretanto, é importante notar que varias mutagdes
sao comuns entre as neoplasias mieloides e, ainda, que os
resultados precisam ser interpretados com cautela devido a
chamada CHIP, sigla em inglés para “Hematopoese Clonal
de Potencial Indeterminado”, em que o individuo ja mais
idoso apresenta mutagdes em genes como DNMT3A, TET2,
ASXL1, JAK2, TP53, SF3B1, SRSF2 e CBL devido a ocor-
réncia de hematopoiese clonal. No entanto, nao significa
que ele ira desenvolver obrigatoriamente uma neoplasia
mieloide, apesar de terem um risco 10 a 15 vezes maior.
Individuos saudaveis normalmente apresentam frequéncia
alélica variante (VAF) menor que 30%, visto que VAF >50%
e com mais de uma mutagao coexistindo em paciente mais
jovem sugerem a presenga da doenga.(™®

Sistemas de pontuagdo de progndstico utilizam a
identificacdo das mutagcdes nos pacientes para prever
o prognostico das NMPC com foco especifico em cada
fenodtipo dessas doencgas. Por exemplo, a carga alélica
de JAK2V617F e a presenca das mutagdes de alto risco,
ASXL1, SRSF2IDH2, SH2B3, SF3B1, U2AF1e TP53, tém
se mostrado associadas a um pior prognostico.'% Pacientes
triplo negativos, isto €, negativos para mutagdes nos genes
JAK2, MPL e CALR, apresentam ainda pior prognostico
quando comparados aos pacientes com mutag¢des nesses
genes e, nestes casos, € importante investigar mutagdes nos
genes ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2 e SF3B1.22)

CONSIDERAGOES FINAIS

Em virtude dos aspectos abordados, a avaliagao clinica,
morfoldgica e genética é de extrema importancia para o
diagnostico diferencial da PV, TE e MF e os achados nessas
avaliagbes tém impacto direto no progndstico e tratamento
dos pacientes. Além disso, permitem um acompanhamento
da evolugao dos mesmos. Por sua vez, o avango cientifico
e tecnoldgico tem contribuido para a evolugdo do conheci-
mento sobre a fisiopatologia, a identificacao de mutagdes e
alvos moleculares, refinamento dos critérios diagnésticos e
dos sistemas de escore de prognostico das NMPC. Impor-
tante ressaltar que, com o rapido progresso cientifico na area,
torna-se imprescindivel que os analistas dos laboratorios
de analises clinicas mantenham-se atualizados e busquem
se aperfeigoar nas técnicas moleculares.
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Abstract

The Chronic Myeloproliferative Neoplasms (MPN) are hematopoietic
disease that affect the myeloid lineage cells. According to WHO,
the Polycythemia vera (PV), Essential Thrombocythemia (ET) and
Myelofibrosis (MF) are classified as BCR-ABL negative neoplasms.
The occurrence of these diseases is correlated with genetics factors,
as mutations in the JAK2, MPL e CALR genes and other cooperative
mutations that may also be present, leading to different phenotypes
manifestations and prognostics. WHO revises and updates constantly
these diseases’ classification criteria, considering clinical, morphological
and genetic aspects. Laboratory tests, both hematological and
genetic, have a key rule at these diseases’ diagnosis and must be
performed correctly in order to ensure a differential diagnosis from
other neoplasms and reactive disorders. This manuscript aims to
revise the MPN’s physiopathology linking it to clinical, hematological
and genetical findings, aiming to instruct and update clinical analysts
so they can contribute to those diseases’ diagnostic, impacting the
patients’ prognostics. Furthermore, the considerations about molecular
diagnostics have the intention of emphasize the constant evolution of
this subject and its importance to hematology.

Keywords
Myeloproliferative Disorders; Hematologic Neoplasms; Molecular
Diagnostic Techniques
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Multidrug-resistant Staphylococcus aureus isolated from the hands

and nasal cavity of professionals in a surgical center

Staphylococcus aureus multirresistentes isolados de maos e cavidade nasal de profissionais
de um centro cirurgico

Abstract

Multidrug-resistant Staphylococcus aureus has often been found in the hands and nasal
cavity of human beings and is among the leading causes of nosocomial infections. Our
objective was to verify the presence of S. aureus in the hands and nasal cavity of 27 pro-
fessionals from the operating room in a hospital. The samples were collected with a sterile
swab previously moistened with saline solution and later were spread in plates containing
Salt Mannitol agar. Characteristic colonies were confirmed by Gram-staining and biochemi-
cal tests. The Antibiotic susceptibility test was performed using the disk diffusion technique
described by Kirby-Bauer. 40.7% (11) of the professionals have S. aureus in the nasal
cavity. 14.81% (4) of the professionals presented S. aureus in their hands in only one of the
collections. Of the 36 strains of S. aureus isolated, 11.11% are methicillin resistant, 77.8%
showed resistance to penicillin, amoxacillin/clavulanic acid and ampicillin/sulbactam and
58.3% were multidrug resistant. The sensitivity of strains observed mainly to ciprofloxacin
(97.22%) and nitrofurantoin (97.22%). The results allow us to conclude that the number
of S. aureus carriers is relatively high and that the isolated strains are multidrug-resistant,
mainly for the antibiotics of first choice used to control common infections.

Kauana Nadine Rangel de Souza Brock’
Eliandra Mirlei Rossi?

Larissa Kochhann Menezes®

Jessica Fernanda Barreto Honorato*
Shara Sakira Becker Kessler®

Natacha Cristina Melz Zappani®

Priscila Rodrigues Garrido Bratkowski”

Keywords
Staphylococcus aureus; Health Personnel; Antimicrobial resistance; Hospital infection

INTRODUCTION

Staphylococcus aureus, which is a commensal and
human pathogen, is commonly found in the nasal cavity,
however it can also colonize the skin and mucosa. The
bacterium is responsible for a wide variety of infections, ranging
from skin infections to life-threatening bacteremia infections.

This bacterium is a pathogen that evolved to acquire
genes and characteristics associated with increased antibiotic
resistance, virulence and transmissibility.®

Several studies have been carried out in hospitals
around the world to demonstrate the incidence of S. aureus
on the surface of the hands and nasal cavities of healthcare

professionals. In Brazil, Gomes et al.® reported that 33.1%
of professionals in the pediatric department were carriers,
and of these, 5.1% were carriers of methicillin resistant
strains (MRSA). Varghese et al.,” also demonstrated that
36.7% of health professionals in the surgery and orthopedics
department had S. aureus, with 2.93% having MRSA.

Although the literature review indicates that there is
considerable variation, it is reported that nasal MRSA carriers
vary between 6.3 and 17.8% in the general population and
between 18.2 and 43.8% among health professionals.®®
However, transmission from person to person and from
health professional to patients is one of the main concerns
in healthcare services.”®
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S. aureus infections are responsible for approximately
10% of hospital infections and the mortality attributed to
bacteremia in children has been reported as 0.7%-5.1%, and
up to a third of patients with S. aureus develop complications
such as bacteremia, endocarditis, pneumonia, sepsis and
vancomycin treatment.®

In addition to the incidence of this bacterium in hospital
environments, one of the biggest problems is the resistance
to antimicrobials developed by S. aureus, which makes its
removal difficult and, consequently, the control of infections."?

The rise of antimicrobial-resistant S. aureus and the
steady increase in rates of methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) pose a greater risk and burden to health services
worldwide, presenting global health issues.

In the last few years, several studies have shown
that in patients treated with cardiac, orthopedic and spine
surgery, nasal colonization of S. aureus, especially MRSA,
can increase the risk of acquiring infections after surgery.(?
Thus, since infections at the surgical site are frequent, often
requiring prolonged hospitalizations, elongated treatments
with antibiotics and additional surgical procedures, control
and prevention measures are necessary."®

Thus, in view of the above, the present study aimed to
identify the presence of S. aureus on the surfaces of the hands
and nasal cavity of professionals working in the operating
room at a hospital; considering that they are subject to
colonization by typically hospital microorganisms and they are
often multiresistant; placing them in the condition of carriers,
disseminators and responsible for outbreaks of nosocomial
infections. In addition, they act in contact with the patient
during the pre-operative period until the post-operative period,
with the possibility of transferring multiresistant strains of S.
aureus, increasing the risk of infections since the patient is
exposed during and after the surgery.

MATERIAL AND METHODS

The methodological procedures were performed at
the Research and Diagnostic Laboratory in Microbiology at
UNOESC, Campus of Sao Miguel do Oeste. To carry out
this research, this project was submitted to the University’s
ethics committee, having been approved under protocol
number 3.818.499.

Sample collection

Sample collections were carried out in inside of nasal
cavity and in the hands of 27 healthcare professionals. They
had worked in the hospital’s operating room, used as criteria
for choosing the participants of this study.

The nasal cavity samples were collected by rotating
a sterile swab previously moistened with saline solution in
both nostrils of the participants of the present study.(¥

RBAC. 2021;53(4):352-358

The collection of samples from the hands of the
participants, in turn, was performed with a sterile swab
previously moistened with saline solution, which was rubbed
three times on each finger of the hand, in the region between
the fingers and inside of the hands.

All swabs from both nasal swabbing were transported
inside tubes containing saline solution, packed in a thermal
box and subsequently taken to the laboratory for analysis.

The sample collections were performed monthly by
a nurse from the hospital, from August to December 2019,
always the same professionals.

Isolation and identification of S. aureus

All samples from the nasal cavity and hands were used
for inoculation onto plates containing the selective medium
(Sal Mannitol agar) and incubated in a bacteriological
incubator at 36 £ 1°C for 24-48 hours. Characteristic (yellow)
colonies were confirmed by Gram staining and specific
biochemical tests for the identification of S. aureus, according
to Koneman et al."® and Maccfadin.("® The confirmed
strains for S. aureus were subjected to the antimicrobial
susceptibility test.

Antibiotic sensitivity test

The antimicrobial susceptibility test was performed
using the disk diffusion technique described by Kirby-Bauer
according to the methodology recommended by the Brazilian
committee on antimicrobial susceptibility testing - BR Cast.("”

The strains were inoculated in Nutrient broth, being
incubated at 36 + 1°C for approximately 6 hours. After this
period, the density of the suspension was compared and
adjusted to the standard 0.5 of Maccfarland.

Subsequently, with the aid of a swab, the samples were
inoculated and spread on the surface of plates containing
Mueller-Hinton agar, taking care to obtain a uniform spreading.

Then, the bio-disks were placed on the agar surface,
with the aid of sterile forceps and applying light pressure
on the disc, to obtain an adherence on the surface of the
medium. Each one was positioned in a way to maintain a
distance of 3 cm between them.

Susceptibility to the following antimicrobials was
evaluated: oxacillin (1ug), penicillin (10ug), clindamycin
(2ug), tetracycline (30ug), erythromycin (15ug), sulfazotrim
(25ug), rifampicin (5mcg), amoxicillin / clavulanic acid (30ug),
cefazolin (30ug), azithromycin (15ug), ampicillin / sulbactam
(20 pg), gentamicin (10 pg), amikacin (30ug), cefoxitin
(30ug), nitrofurantoin (300ug), ciprofloxacin (5ug), cefotaxime
(30ug). In this study, the strain S. aureus ATCC 25923 was
used as a control.

The results were read after 16-20 hours of incubation,
by measuring the halos, with the aid of a millimeter ruler and
table for reading the sensitivity to antimicrobials.
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Were characterized as multidrug-resistant micro-
organisms those resistant to three or more classes of
antimicrobials.('®

Prevalence of S. aureus and MRSA in healthcare

professionals

Professionals who presented the bacteria at least twice
during the study were considered as carriers of S. aureus.

In addition, a professional who had a strain of S. aureus
with an inhibition zone <22 mm for cefoxitin was considered
as carrier of MRSA.(")

To discuss the results, the strains isolated from the
nasal cavity were called N1 to N27 and M1 to M27 were the
strains isolated from the hands of healthcare professionals.

STATISTICAL ANALYSIS

The analysis of the patterns of antimicrobial sensitivity
of S. aureus and colonization was performed with the
SPSS version 16 package (SPSSinc., Chicago, IL, USA).
The findings were analyzed statistically using descriptive
statistics, frequency and percentage.

RESULTS

Sociodemographic characteristics

The age of the 27 participants varied between 20 and
50 years (average of 34.4 years). Sixteen were females
(59.2%) and eleven males (40.7%).

Prevalence of S. aureus in the hands and nasal

cavities of health professionals

The results showed that 40.7% (11) of the professionals
in the hospital’s surgical center have S. aureus in the nasal
cavity, that is, they presented this bacterium at least twice
during the performance of this study. 14.81% (4) of the
professionals presented S. aureus on their hands in only
one of the sample collections.

36 strains of S. aureus were isolated during the study,
in which the second collection was the one with the highest
(14) number of strains (Table 1).

The prevalence rate of S. aureus in healthcare
professionals at the hospital’s surgical center was very

similar in all three sample collections. In the first collection,
37% had S. aureus only in the nasal cavities and 3.7%
only in the hands. In the second collection, 11 (40.7%)
strains were isolated from the nasal cavity and 3 (11.1%)
from the hands, and all professionals who presented the
microorganism on the surface of the hands also presented
in the nasal cavity. In the third collection, 11 (40.7%) of the
strains were isolated from the nasal cavity and no strains
were isolated from the hands.

The results showed that the prevalence of S. aureus
was higher in the nasal cavity when compared to the number
of strains isolated from the hands of healthcare professionals
(Figure 1).

Antimicrobial susceptibility profile of isolated S.

aureus strains

The susceptibility profile of the 36 strains of S. aureus
isolated from the hands and nasal cavity of healthcare
professionals demonstrated that the strains showed
resistance of 77.78% to penicillin, amoxicillin / clavulanic
acid and ampicillin / sulbactam (Table 2).

The antimicrobials in which the strains were most
sensitive were cefazolin (88.89%), cefotaxime (88.89%),
cefoxitin (88.89%), oxacillin (88.89%), gentamicin (91.67%),
nitrofurantoin (97.22%) and ciprofloxacin (97.22%) (Table 2).

In addition, our results showed that of the 36 strains of S.
aureus isolated during the three collections performed in the
hands and nasal cavities of health professionals, 21 (58.3%)
are multi-resistant, of which seven (19.4%) showed multidrug
resistance for at least five different classes of antimicrobials.

Prevalence of MRSA in healthcare professionals

The results of this study showed that only one
professional had strains of MRSA. As three collections
were performed during the execution of this study, 4 strains
of MRSA were isolated from the only professional carrier,
three of them in the nasal cavity and one of them on the
surface of the hands.

The susceptibility profile of MRSA strains shows that
they are multidrug-resistant, in which all strains showed
resistance to penicillin, amoxicillin / acid. clavulanic, cefazolin,
ampicillin / sulbactam, oxacillin, cefotaxime and cefoxitin
(Table 3).

Table 1 - Number of strains of S. aureus isolated from the nasal cavity and the surface of the hands of professionals in the operating room of a hospital.

Collect Department Professionals S.aureus strains in S.aureus strains on the MRSA positive
(n) nasal cavity surface of the hands
1 Operating Room 27 10 1 1
Operating Room 27 11 3 2
Operating Room 27 11 0 1
Total strains 36
354 RBAC. 2021;53(4):352-358
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Figure 1. Prevalence of S. aureus in the nasal cavities and hands of health professionals
in the operating room of a hospital.

Table 2 - Antimicrobial susceptibility profile of S. aureus strains isolated from the hands and nasal cavities of health professionals in the operating
room of a hospital.

ANTIMICROBIAL SENSITIVE EXPANDED SENSITIVITY RESISTANT
Amikacin 30 31(86,11%) 2 (5,56%) 3(8,33%)
Amoxicillin / Clavulanic acid 30 8 (22,22%) 0 (0%) 28 (77,78%)
Ampicillin / Sulbactam 20 8 (22,22%) 0 (0%) 28 (77,78%)
Azithromycin 15 14 (38,89%) 3 (8,33%) 19 (52,78%)
Cefazolin 30 32 (88,89%) 0 (0%) 4 (11,11%)
Cefotaxime 30 32 (88,89%) 0 (0%) 4 (11,11%)
Cefoxitin 30 32 (88,89%) 0 (0%) 4 (11,11%)
Ciprofloxacin 5 35 (97,22%) 0 (0%) 1(2,78%)
Clindamycin 2 24 (66,67%) 6 (16,67%) 7 (19,44%)
Erythromycin 15 14 (38,89%) 3 (8,33%) 19 (52,78%)
Gentamicin 10 33 (91,67%) 0 (0%) 3 (8,33%)
Nitrofurantoin 300 35 (97,22%) 0 (0%) 1(2,78%)
Oxacillin 1 32 (88,89%) 0 (0%) 4 (11,11%)
Penicillin G 10 8 (22,22%) 0 (0%) 28 (77,78%)
Rifampicin 5 18 (50%) 8 (22,22%) 10 (27,78%)
Sulfazotrim 25 32 (88,89%) 0 (0%) 4 (11,11%)
Tetracycline 30 22 (61,11%) 9 (25%) 5(13,89%)

OBS: It is called as sensitive increased exposure (I) when there is a high probability of therapeutic success if the exposure of the drug is increased by adjusting the
dosage regimen or its concentration at the site of infection.('”

Table 3 - Antimicrobial susceptibility profile of MRSA strains isolated from a surgical center healthcare professional.

Samples Collection Positive Samples for MIRSA Antimicrobial resistance
Collect 1 N11 PEN, AMC, CFZ, APS, CLI, OXA, RIF, SUT, CTX, CFO
Collect 2 N11 PEN, AMC, CFZ, APS, OXA, RIF, CTX, CFO
M11 PEN, AMC, CFZ, APS, CLI, OXA, CTX, CFO
Collect 3 N11 PEN, AMC, CFZ, APS, OXA, CTX, CFO

Antibiotic caption: OXA: oxacillin; PEN: penicillin; AMC: amoxicillin / clavulanic acid; CFZ: cefazolin; APS: ampicillin / sulbactam; RIF: rifampicin; CTX: cefotaxime; CFO:
cefoxitin; CLI: clindamycin; SUT: sulfamethoxazole / trimethoprim.
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DISCUSSION

Of the 27 professionals, the age ranged from 20 to 50
years, obtaining an average (34.4 years) data similar to a
research conducted in northern Ethiopia, where Shibabaw,
Abebe, Mihret(" cite achieve an average age of 30.4 years
old, an age group where the majority of the population is
already working. On the other hand, the work by Barcudi
et al.,'"® who compared the circulation of MRSA between
the community and the hospital environment, obtained an
average age of 24 years, a relatively smaller age group
compared to the data obtained in our study.

In our study, the majority (59.2%) of the participants
were female, corroborating the results of Pathare et al.”)
in which there was also a female predominance (82.6%)
among the participants of their research.

The data found in our study are similar to several
studies already carried out regarding health professionals
with S. aureus. Our results (40.7% with S. aureus in the
nasal cavities) are similar to those found by Pourramezan,
Moghadam and Pourmand® who of 133 participants, 53
(39.8%) had S. aureus in the nasal cavities.

The smallest number (14.81%) of S. aureus carriers in
the hands found in our study was also reported by Castro et
al.?Ywho claimed to have found a lower percentage (8.9%)
of strains of S. aureus in the hands compared to the nostrils
(39.6%), corroborating to the hypothesis that a good part
of healthcare professionals have a correct hygiene routine,
since the hands are not a reflection of the nasal microbiota.

Nasal colonization by S. aureus is an important risk
factor for the development of infections, because although
colonization is generally harmless, the healthcare professional
can be considered one of the exogenous sources of infections
associated with health care.? The research by Moremi et
al.® reports that although the evidence is low, there is a
possibility that healthcare professionals are reservoirs of
S. aureus, for the cross-transmission of this bacteria; a fact
that highlights the role of examining them as part of infection
control measures hospital, especially during outbreaks.

The antimicrobial susceptibility profiles of S. aureus
isolated from healthcare professionals revealed that 77.78%
of the strains were resistant to the antibiotics penicillin,
amoxicillin / clavulanic acid and ampicillin / sulbactam, these
results being similar to a study conducted in a hospital in
Ghana by Walana et al.® who reported 81.5% of strains
resistant to amoxicillin. Furthermore, Chinnambedu et al.,("
demonstrated that a large number of strains (95.2%) were
resistant to penicillin.

These resistance found for the aforementioned
antibiotics can be explained by the fact that these
antimicrobials are frequently used to treat common infections
in the clinical routine in health centers and hospitals, causing
concern regarding the high percentage of resistant strains,
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mainly because S. aureus it is one of the most common
microorganisms involved in nosocomial infections.

The high sensitivity (97.22% of the strains) to the
antimicrobials nitrofurantoin and ciprofloxacin are similar
to the results found by Chinnambedu et al.," in southern
India, who also found that the antibiotic nitrofurantoin was
the one with the lowest level of resistance, thus concluding
that the classes of nitrofurans and quinolones are highly
sensitive to the strains of S. aureus tested.

The multidrug resistance (58.3%) found in the strains
isolated in this study has been one of the main concerns
and discussions, as many studies report this problem faced
by healthcare professionals.

Especially the multidrug resistance of S. aureus strains
has been observed for many years. In the work carried out by
Nur et al.,®® still in 1997, 26% of multidrug-resistant strains
were diagnosed. Recently, Walana et al.?* reported that
18.5% of S. aureus were multidrug-resistant.

This information causes concern, since in a hospital
environment, patients are immunocompromised, receiving
high doses of drugs that sometimes have side effects,
weakening them even more, which makes them a target for
multi-resistant bacteria and few therapeutic options, as well
as being able to cause outbreaks of infections.

According to Walana et al.? as antibiotics are widely
used in health facilities, professionals who work in these
places are generally colonized by multidrug-resistant strains
and the S. aureus infections resulting from these people are
difficult to treat.

Another clinically important challenge associated with
S. aureus is the development of strains resistant to methicillin
/ oxacillin which are most often resistant to other antibiotics
as well.

In our work we found a low number (only one
professional) of people with MRSA. Some articles also
report the low prevalence of this microorganism, such as
the study conducted by Rao, Nayak and Prasad,® with
3.7% of MRSA carriers. On the other hand, it is common to
find other studies in the literature that demonstrate a higher
prevalence of this bacteria in healthcare professionals such
as Safdari et al.,?” who reported the prevalence of MRSA
in 31% of professionals.

The prevalence rate (11.11%) of MRSA in our research
is similar to the studies by Pathare et al.® and Buenaventura-
alcazaren et al.®® who reported prevalence of MRSA in
healthcare professionals of 15.1% and 13% respectively.

Periodic screening of caregivers and healthcare
professionals to identify carriers is essential to prevent
hospital infections associated with MRSA in a healthcare
setting. In Brazil, several studies have demonstrated a
prevalence of S. aureus infections acquired in hospitals,
ranging from 17% to 26%, and approximately 70% to 100%
of these infections are caused by multi-resistant strains.?
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Therefore, as infections resulting from these MRSA
strains are difficult to treat, the resulting effects include
prolonged hospitalization and increased healthcare costs. )
For this reason, the ecological niche and the virulence nature of
S. aureus, together with the growing concerns about antibiotic
resistance, could justify the need for healthcare centers to
monitor the nasal transport rate of their staff, patients and
caregivers, in order to avoid possible sources of outbreaks
associated with S. aureus.

CONCLUSION

The results found in this research allow us to conclude
that healthcare professionals may be carriers of multiresistant
S. aureus and that the nasal cavity still is one of the main sites
colonized by this bacterium. The low rate of S. aureus isolated
from the hands may be an indicative that the professionals
at this hospital have a correct hand hygiene routine.

Besides that, we can conclude that the resistance of
S. aureus strains to the antimicrobials penicillin, amoxicillin
/ clavulanic acid and ampicillin / sulbactam may be related
to the frequent use of this class of antimicrobials in the
treatment of infections.

In this study, were isolated strains of MRSA only from
one professional, which becomes an important result, since
MRSA is the main microorganism responsible for infections
in the hospital environment and MRSA infections are a
problem of clinical and public health importance.

Thus, it is suggested that safety regulations with the
patient and hygiene protocols should be followed by all
professionals, including those without S. aureus, since it
is extremely important to prevent the spread and promote
prevention and control of infections, ensuring greater safety
for patients and hospital professionals.
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Resumo

Staphylococcus aureus multirresistente tem sido frequentemente
encontrado nas maos e cavidades nasais de seres humanos, sendo
uma das principais causas de infeccdo nosocomial. O objetivo
deste trabalho foi verificar a presenca de S. aureus nesses sitios
anatémicos em 27 profissionais de saude que trabalham em
centro cirdrgico. As amostras foram obtidas por swabs estéreis,
previamente humedecidos com solugéo salina, que posteriormente
foram semeados em placas de Petri contendo agar manitol salgado.
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As colbnias com aspecto caracteristico foram coradas pelo Gram
e submetidas a testes bioquimicos para sua confirmagéo. Provas
de susceptibilidade a antimicrobianos foram também realizadas,
utilizando a técnica de difusdo em disco descrita por Kirby-Bauer.
40,7% (11) dos profissionais apresentram S. aureus nas cavidades
nasais e 14,81% (4) apresentaram esse microrganismo nas méaos,
pelo menos, em uma das coletas. Das 36 cepas de S. aureus isoladas,
11,11% apresentaram resisténcia a meticilina, 77,8% apresentaram
resisténcia a penicilina, amoxacilina/acido clavulénico e ampicilina/
sulbactam e 58,3% se mostraram multirresistentes. A sensibilidade
das cepas foi observada principalmente para ciprofloxacina (97,22%)
e nitrofurantoina (97,22%). A partir dos resultados encontrados
é possivel concluir que o numero de portadores de S. aureus é
relativamente alto e que as cepas isoladas séo resistentes a multiplas
drogas, principalmente aquelas de primeira escolha, empregadas
para controlar infecg6es comuns.

Palavras-Chave
Staphylococcus aureus, Profissional de Saude, Resisténcia a
antimicrobianos, infecgdo hospitalar
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Artigo de Revisao/Review

Value of immature reticulocyte fraction in anemias and other

hematologic conditions: a brief narrative review

Valor da fragao de reticulécitos imaturos em anemias e outras condicées hematologicas:
uma breve revisao narrativa

Abstract

New hematological parameters, such as immature reticulocyte fraction (IRF), tend to
become important tools in clinical practice. IRF identifies the most immature reticulocytes
that contain a large amount of ribonucleic acid, being an important parameter to evaluate
bone marrow activity in real time for differential diagnosis of anemias, monitoring of its
treatment, and for follow-up or bone marrow recovery in various clinical conditions. However,
there is still a long way to go before IRF can be used in clinical practice. Thus, it is urgent
to establish reference values and to standardize of the methodologies used by different
hematological analyzers and how to express the results. This narrative review provides a
critical perspective on IRF, its potential of clinical use and limitations.
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Anemias are a serious public health problem in the
world due to their high prevalence and close relationship
with the development of children, mainly in the cognitive,
motor, social, emotional and neurophysiological areas.(
Although, anemias present varied etiopathogenesis can
share common clinical manifestations. Thus, identification
of laboratory abnormalities is essential for the differential
diagnosis, treatment and follow-up of this disease.("

The blood count corresponds to the first laboratory test
for the identification and initial direction of the anemia investi-
gation.® According to the World Health Organization (WHO),
anemia is a condition in which hemoglobin concentration in
the blood is below the reference values, being 13 g/dL and
12 g/dL for men and women, respectively.® After the iden-
tification of anemia, erythrocyte parameters such as mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin

(MCH) and mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC) aid a search of the possible causal mechanisms.
In addition, they are the basis for the morphological classi-
fication including normochromic and normocytic, microcytic
and hypochromic, and macrocytic anemias.®

Considering that microcytic anemia is the most com-
monly encountered anemia in general medical practice,
mainly in children and adolescents, expanding the possibili-
ties of laboratory tests for their differential diagnosis is of great
importance.® The types of anemia with these morphological
characteristics include iron deficiency anemia, thalassemias,
anemia of chronic disease and sideroblastic anemia.”

Erythrocyte parameters, and both reticulocyte count
and indices are also considered very useful tools in the
differential diagnosis of anemia and its treatment.® Reticu-
locytes, described by the first time by Wilhelm Henrich in
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1865 as “Granulated” erythrocytes are immature red blood
cells (RBC) with varying amounts of RNA® and may indicate
whether anemia has aregenerative pattern and whether the
bone marrow is responding to treatment.®"

Automated reticulocyte counting was made possible
by methods based on detection of fluorescence or change
in absorbance. Various fluorochromes such as polimetidine,
acridine orange and orange thiazole, and dyes such as oxa-
zine 750 and new methylene blue are used according to the
type of equipment. As reported previously, flow cytometric
analysis of reticulocytes is an attractive alternative proce-
dure because of its higher reproducibility when compared
to microscopic enumeration method.("?

By means of automation and the intensity of emitted
fluorescence or light absorption, reticulocytes can be identi-
fied and classified into three fractions based on their degree
of maturation."® Thus, the types | (high fluorescence or light
absorption), Il (medium fluorescence or light absorption) and
I (low fluorescence or light absorption) have been introdu-
ced. Also, from the automation features, new reticulocyte
indices were introduced for volume (MCVr), hemoglobin
content (MCHr) and hemoglobin concentration (MCHCr),
as well as the volume dispersion measures (RDWr) and
hemoglobin content (CHr) of reticulocytes.(®

Reticulocytes are known to circulate a maximum of 4
days in the blood until they become fully mature erythrocytes,
while the erythrocytes live approximately 120 days in the
circulation. In light of this knowledge, changes in the volume
and content of reticulocytes are much faster compared to
RBC." This characteristic of reticulocytes enables them both
for differential diagnosis and for investigation of response to
anemia treatment by means of calculating the new indexes
previously mentioned.

The reticulocyte count is also clinically important for the
pathophysiological classification of anemia. If a decreased
number of reticulocytes is found, this indicates an inadequate
production of erythrocytes by the bone marrow. On the other
hand, an increase in reticulocyte count indicates destruction
of erythrocytes or an excessive blood loss.®

Several studies have been published in recent years®® 4
' about the immature reticulocyte fraction (IRF), the younger
fraction of reticulocytes, especially for the differential diagnosis
of anemias, monitoring of its treatment, and for follow-up or
bone marrow recovery in various clinical conditions.

IRF: DEFINITION AND MEASUREMENT

The availability of fluorochromes and dyes that bind to
RNA, together with the advancement of technology, allowed
the automated reticulocyte counting and new parameters
derived from it, such as RMI (reticulocyte maturity index),
HFR (high fluorescence reticulocytes) and IRF.(3 17
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The term IRF was introduced to indicate the more
immature reticulocytes containing high amounts of RNA.(1®
The maturity of the reticulocytes is based on the amount of
RNA traces present in the cell, which can be stained with a
fluorescent dye specific for nucleic acids as polymethin or
others. According to the intensity of fluorescence emitted,
reticulocytes are classified as low (LFR), medium (MFR)
or high (HFR) fluorescence. The IRF corresponds to the
sum of the medium and high fluorescence fractions [(HFR
+ MFR) x100] and is able to provide real-time information
on the quality of erythropoiesis. On the other hand, the RMI
corresponds to [(HFR + MFR) x100]/LFR.® 1319

According to Buttarello,® IRF and reticulocyte count can
be considered as an index of acceleration and a quantitative
measure of the effectiveness of erythropoiesis, respectively.
Moreover, these parameters are useful for discriminating
those anemias characterized by an increase in erythropoiesis
(hemolytic anemias) or loss of blood resulting in an increase
in both total reticulocyte and in IRF; anemias consequent to
the reduced bone marrow production (chronic renal disease)
with both parameters decreased and, finally, those anemias
provoked by acute infections or myelodysplasic syndromes
in which occur a dissociation between total reticulocyte
count (reduced or normal) and IRF (can be increased).
Still, accordinxg to the same author,® the increase in IRF
precedes in several days the increase in reticulocyte count
during replacement of cobalamin, folates and iron for the
treatment of nutritional anemias.

In this sense, studies have investigated the association
between IRF and the diagnosis of anemia, in an attempt
to better understand the ability of this parameter to reflect
erythropoietic activity.(72°2") However, results have been
conflicting and despite the relative ease of obtaining the
IRF, its use in clinical practice is still limited due to the lack
of establishment of reference value, standardization of the
methodologies used by hematological analyzers and kno-
wledge of significant clinical outcomes.®

Thus, the objective of the present study was to pro-
vide a comprehensive and critical review about the clinical
usefulness of IRF in the differential diagnosis of anemias, in
addition to its potentialities of use and limitations. As a timely
complementation, some background was also included on
the possible clinical utility of IRF for evaluating hematological
recovery in many clinical conditions.

SEARCH STRATEGY AND SELECTION CRITERIA

An electronic search for original or review articles publi-
shed in English and Portuguese was conducted without date
limit, through Medline Ovid, Embase, Web of Science and
LILACS/Scielo databases. The search was performed using
a combination of relevant keywords, such as reticulocyte
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IRF and anemias

maturation, immature reticulocyte fraction, IRF, immature
reticulocytes, reticulocyte maturation profile, iron deficiency
anemia, microcytic anemia, macrocytic anemia, anemia
of chronic disease, anemia of inflammation, thalassemia,
beta-thalassemia, alpha-thalassemia, monitoring of erythroid
regeneration, bone marrow transplant, hemolytic anemia,
medullary aplasia. “OR” and “AND” tools were utilized to
combine the words. A total of 47 articles were raised and
after careful reading of their titles and abstracts, 9 articles
were excluded. The remaining 38 articles in strict association
with the objectives of this review were included. In addition
to articles, some books were used that included an overview
about IRF. The criterion of inclusion of articles was based
on the reading of their titles and abstracts, through which
the subjects of greatest interest were identified, highlighting
the applicability and limitations of the IRF. Articles that did
not meet these requirements were excluded.

IRF IN THE DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF IRON
DEFICIENCY ANEMIA AND THALASSEMIAS

The differential diagnosis between iron deficiency
anemia (IDA), mainly on its mild and moderate forms, and
thalassemia on its heterozygous form is very complex as
they share laboratory and clinical characteristics. However,
differential diagnosis is important to provide a prompt and
adequate indication for iron supplementation to the patients
with IDA, to avoid unnecessary iron therapy in patients
with thalassemia. Also, a correct IDA diagnosis may pre-
vent severe and lethal forms of thalassemic syndromes
in the context of pre-nuptial counseling in areas with high
prevalence of the disease. In this case, however, blood
counts are insufficient and other tests are required, such
as hemoglobin electrophoresis, HbA2 and Fetal Hb dosa-
ges, serum levels of ferritin and iron and DNA analysis.("
However, in areas where thalassemia is endemic usually
have limited or unavailable health care resources. Thus,
introduction of low-cost and easy-to-perform biomarkers are
highly desirable in the differential diagnosis of microcytic
and hypochromic anemias.®?? The IRF has been shown to
be an alternative parameter in the differentiation of these
anemias.(?223) |n this context, some studies have been
addressed as follows.

Urrechaga et al.? evaluated 383 adult patients inclu-
ding 136 patients with minor B-thalassemia, 121 with mild
iron deficiency anemia and 126 patients with severe iron
deficiency anemia. The investigators observed a significant
difference among the three groups, with a mean IRF esti-
mate of 8.7%, 12.9% and 16.7%, respectively. A significant
difference was observed when all groups were compared to
the healthy individuals, who had an IRF of 4.4%. Noronha
and Grotto® also observed a higher mean IRF in patients
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with severe iron deficiency anemia (22.1%), followed by
patients with mild iron deficiency anemia (17.1%) and
patients with minor B-thalassemia (13.2%), when compared
to the healthy individuals (8.8%). These findings indicate
that IRF is increased in the more severe forms of iron
deficiency anemias when compared to patients with minor
B-thalassemia.

Velasco-Rodriguez et al.?" have found a significantly
higher percentage of IRF in patients with iron deficiency ane-
mia (22.3%) when compared to patients with B-thalassemia
trait (18.0%), but there was no difference when compared
with patients with dB-thalassemia (18.3%). On the other
hand, in a study by Limaand Grotto,?® the percentage of
high fluorescence reticulocytes was not significantly different
between patients with heterozygous B-thalassemia (7.3%),
patients with iron deficiency anemia (6.9%) and control
subjects (6.2%). However, it is important to highlight that
these authors evaluated only the percentage of high fluo-
rescence reticulocytes, not the sum of high and medium
fluorescence reticulocytes as in the other three studies
mentioned previously, which may explain the difference
in the results.

In iron deficiency anemia, as well as in thalassemia,
inefficient erythropoiesis can be observed. Interestingly,
individuals with iron deficiency anemia, despite having a
suppressed erythropoiesis, presented a higher IRF, sugges-
ting a more intense erythropoietic activity. However, in the
three previous studies,?'2324 the absolute number of reti-
culocytes was lower in patients with iron-deficiency anemia
compared to those with thalassemia, although the latter had
more prone to higher IRF. Therefore, one can speculate that
patients with iron deficiency anemia probably behave as in
myelodysplastic syndromes in which there is a dissociation
between total reticulocyte count and IRF may be observed,
that is, a lower absolute number of reticulocytes and a higher
IRF. On the other hand, this unexpected event could be
explained by the supplementation of iron by the patients
resulting in an increase in IRF that precedes in several days
the increase of reticulocyte count.

Although iron replacement has not been mentioned
by the previously cited investigators, it cannot be ruled out.
Another hypothesis is that the higher proportion of immature
reticulocytes in iron deficiency anemia, when compared to
patients with thalassemia, could be a consequence of a
higher mRNA expression of the transferrin soluble receptor
(sTfR). In response to the insufficient supply of iron, sTfR
synthesis is proportionally increased and may result in an
increase of erythroid precursor’s levels.®) The table 1 shows
the main characteristics of four studies comparing maturity
of reticulocytes between patients with iron deficiency ane-
mia and thalassemia, and Table 2 between iron deficiency
anemia and healthy individuals.
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Table 1 - Summary of cross-sectional studies comparing the maturity of reticulocytes between iron deficiency anemia and thalassemia.

Design of the study
and sample size

Participants’ characteristics

Hematologic analyzer
and parameter

Main results

Velasco-Rodriguez et
al., 2016@"
N =428 . Spain.

dB-thalassemia (n = 43)
B-thalassemia (n = 179)
Iron deficiency anemia (n = 206)

ADVIA 2120 (Siemens/
USA)
IRF

dB-thalassemia: 18.3%

B-thalassemia: 18.0%

Iron deficiency anemia: 22.3%

Significant difference between
B-thalassemia and iron deficiency anemia

Urrechaga et al.,
20114
N = 473. Spain.

B-thalassemia, minor (n = 136)

Iron deficiency anemia, mild (n = 121)
Iron deficiency anemia, severe (n = 126)
Healthy individuals (n = 90)

Sysmex XE-5000 (Sysmex/
Japan)
IRF

B-thalassemia: 8.7%

Iron deficiency anemia, mild: 12.9%
Iron deficiency anemia, severe: 16.7%
Healthy individuals = 4.4%.

Significant difference between healthy
individuals and both types of anemia

Noronha and Grotto,
2005@%
N = 108. Brazil.

Iron deficiency anemia, mild (n = 14)
Iron deficiency anemia, severe (n = 19)
B-thalassemia, minor (n = 25)

Healthy individuals (n = 50)

Sysmex XE-2100 (Sysmex/
Japan)
IRF

Iron deficiency anemia, severe: 22.1%
Iron deficiency anemia, mild: 17.1%
B-thalassemia, minor: 13.2%

Healthy individuals: 8.8%

Significant difference between healthy
individuals and both types of anemia and
B-thalassemia

Lima and Grotto,
2003
N = 149. Brazil.

B-thalassemia, heterozygous (n = 43)
Iron deficiency anemia (n = 49)
Healthy individuals (n = 57).

Cell-Dyn 3500 (Abbott/
USA)
HFR

B-thalassemia, heterozygous: 7.3%

Iron deficiency anemia: 6.9%

Healthy individuals: 6.2%

No significant difference among the groups

HFR: high fluorescence reticulocytes; IRF: immature reticulocytes fraction.

Table 2 - Summary of cross-sectional studies comparing the maturity of reticulocytes between iron deficiency anemia and healthy individuals.

Design of the study
and sample size

Main results

Participants’ characteristics

Hematologic analyzer
and parameter

Canalejo et al., 20115
N =99. Argentina.

Pregnant women ageing between
18 and 40 years without history of

Cell-Dyn 3700 (Abbott
USA)

IRF values showed significant differences: > 0.35
in pregnant women with iron deficiency; < 0.35 in

disease or prescription of iron. IRF

healthy women.
Sensibility: 76.1%.
Specificity: 53.1%.

Choi and Son, 20057
N = 149. South Korea.

Iron deficiency anemia (n = 76),
average age: 15.9 £ 1.6;
Healthy individuals (n = 73),
average age: 16.3 £ 1.4.

IRF

Sysmex R-3000
(Sysmex/Japan)

Iron deficiency anemia: 2.10%;
Healthy individuals: 1.13%.
There was significant difference between the groups.

IRF: immature reticulocytes fraction.

Canalejo et al.®® evaluated 99 pregnant women, aged
between 18 and 40 years, during prenatal care, with no
history of disease or prescription of supplementary iron. The
authors aimed to assess the specificity and sensibility of IRF
for the early diagnosis of iron deficiency during pregnancy.
The authors observed that the IRF value was different
between pregnant women with and without iron deficiency,
with 76.1% of sensitivity and 53.1% of specificity, using as
cut-off a value of 0.35.

Choi and Son®” evaluated the IRF of 149 patients
and the means of IRF found were 1.13% for healthy indi-
viduals and 2.10% for patients with iron deficiency ane-
mia. These studies have demonstrated that IRF started
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to increase as serum iron levels decreased reaching its
peak when the patients had an evident iron deficiency.
This finding suggests an increased erythropoietic activity
when patients were compared with healthy individuals. In
normal erythropoiesis, reticulocytes mature gradually in
the peripheral blood losing their RNA. By other side, iron
deficiency leads to a restricted synthesis of hemoglobin
and to an increase in the production rate of transferrin
receptor. The fluorescence intensity of reticulocytes is
directly proportional to the amount of intracellular RNA.
Therefore, higher emission of MFR and HFR in iron defi-
ciency anemia could be influenced by the amount of RNA
of the intracellular transferrin receptors. @
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IRF IN THE DIAGNOSIS OF THALASSEMIA AND
MACROCYTIC ANEMIAS

The diagnosis of thalassemia requires, in addition to the
blood count, electrophoresis of hemoglobin, and other compli-
mentary tests, such as molecular, to confirm and differentiate

Another possible application of IRF would be in the
differential diagnosis of macrocytic anaemias including
patients with myelodysplastic syndromes, megaloblastic
anemia and non-megaloblastic macrocytic anemias. Very

high values of IRF (>16) would most likely exclude the diag-

nosis of non-megaloblastic macrocytic anemia.®

the types of thalassemia. IRF may be useful as a screening

parameter since it presents significant differences between
healthy individuals and patients with thalassemia; however,
it was not effective in differentiating the types of thalassemia.

Butthep et al.?® evaluated reticulocyte maturity in 141
individuals, among them patients with a and B-thalassemia,
intermediary thalassemia and healthy individuals. IRF value
showed significant increase both in a and B-thalassemia in
relation to healthy individuals, but there was no difference
between the groups of thalassemia. These results rein-
force that active and compensatory erythropoiesis in the
bone marrow of patients with thalassemia lead to a greater
release of immature reticulocytes in the bloodstream when
compared to healthy individuals and is useful to raise a

diagnostic suspicion.

IRF IN THE DIFFERENTIAL DIAGNOSIS BETWEEN
HEREDITARY SPHEROCYTOSIS AND OTHER
HEMOLYTIC ANEMIAS

Differental diagnosis of hereditary hemolytic anemias is
complex in mild, moderate and severe cases, and requires
more specific complimentary tests, in addition to the blood
count. Three studies comparing the maturity of reticulocytes

in patients with hereditary spherocytosis (HS) and in patients

with other hemolytic anemias were found, and the IRF was

shown to be an important parameter in the screening of

patients with HS. Table 3 shows the main characteristics of
the three studies that compared the maturity of reticulocytes
between patients with HS and other hemolytic anemias.

Table 3 - Summary of cross-sectional studies comparing the maturity of reticulocytes between hereditary spherocytosis and other hemolytic anemias.

Design of the study
and sample size

Participants’ characteristics

Hematologic
analyzer and
parameter

Main results

Xu et al., 201569
n = 370. China.

HS (n = 53);

a-thalassemia (n = 55);

B-thalassemia (n = 54);

Anemia by deficiency of G6PD (n = 56);
AIHA (n = 52);

Healthy individuals (n = 100).

Beckman-Coulter
LH780 (Beckman
Coulter /USA)
IRF

AlHA: 45.4%;

Anemia by deficiency of G6PD: 42.2%;
HS: 33.3%;

a and B-thalassemias: 30.6%;

Healthy individuals: 28.0%.

Significant difference among groups..

Patients with at least one of the
screening tests positive for HS.

Lazarova et al., 2014 GV
n =410. Belgium.

Beckman Coulter
DxH800 (Beckman

Ret/IRF ratio showed 92% of sensitivity and 89% of
specificity for HS diagnosis based on the reference

deficiency (n = 64) and functional iron
deficiency (n = 29);
Healthy individuals (n = 61).

Coulter/USA) intervals for healthy individuals determined by authors
Ret/ IRF (0.71 to 2.34 for women, 0.8 to 2.69 for men).
Mullier et al., 201162 HS (n = 45); Sysmex XE-5000 | All 45 confirmed cases of HS had a Ret/IRF ratio
n = 400. Belgium. Other hemolytic diseases (n = 108); (Sysmex/Japan) higher than 7.7. Hence, this value may be used as
Microcytic anemias (n = 93): iron Ret/IRF reference to track all spherocytosis cases. Among all

45 cases, all considered as mild spherocytosis (Hb >
12 g/dL, n = 12) had a Ret/IRF ratio higher than 19,
showing to be a reference value that could be used to
track mild HS.

Bobée et al., 2018
n = 700. France.

Severe HS (n = 9);

Moderate HS (n = 25);

HS without anemia (n = 13);
B-thalassemia minor (n = 30);
Anemia by deficiency of G6PD (n = 23);
Anemia by deficiency of PK (n = 17);
Sickle cell trait (n = 28);

Sickle cell disease (n = 30);

Iron deficiency anemia (n = 33);
Membranopathies (n = 3);

Healthy individuals (n = 489).

Sysmex XE-5000
(Sysmex/Japan)
Ret/IRF

Severe HS: 21.6%; Ret/IRF: 13.6

Moderate HS:13.0%; Ret/IRF: 22.8

HS without anemia: 6.5%; Ret/IRF: 37.1
B-thalassemia minor: 10.2%; Ret/IRF: 7.5

Anemia by deficiency of G6PD: 11.6%; Ret/IRF: 9.2
Anemia by deficiency of PK: 16.5%; Ret/IRF: 36.2
Sickle cell trait: 9.6%; Ret/IRF: 7.6

Sickle cell disease: 24.8% Ret/IRF: 9.6

Iron deficiency anemia:19.9% Ret/IRF: 3.3
Membranopathies: 11.7% Ret/IRF: 10.7

Healthy individuals: 13.2% Ret/IRF:7.9

Ret/IRF ratio showed 94.1% of sensitivity and 79.6%
of specificity for HS screening.

HS: hereditary spherocytosis; AIHA: autoimmune hemolytic anemia; G6PD: glucose 6 phosphate dehydrogenase; PK: pyruvate kinase; IRF: immature reticulocytes

fraction, Ret: reticulocytes absolute count.
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Mullier et al.®? evaluated the efficiency of IRF in diffe-
rentiating HS from other hemolytic anemias and compared
this diagnostic tool with the current existent methods. The
group with HS was compared to 108 patients with other
hemolytic diseases, 93 patients with iron deficiency and
61 healthy individuals. Authors noted that patients with HS
had a reticulocytes/IRF ratio higher than 7.7. The authors
concluded that this limit could be used as a pre-condition
for HS screening. Moreover, all cases of mild HS (Hb > 12g/
dL) had a Rel/IRF ratio higher than 19 and, consequently,
this value could be used for mild HS screening. The efficacy
of the diagnostic tool used to differentiate HS from other
hemolytic and iron deficiency anemias was compared to
other parameters used in the diagnosis of anemias, obtaining
sensibility, specificity, positive and predictive negative values
of 100%, 99.3%, 75.0% and 100%, respectively. Thus, Ret/
IRF ratio seems to be more efficient in the differential diag-
nosis among these different anemias when compared to the
existing parameters. In addition, Lazarova et al.®" obtained
similar results, with the Ret/IRF ratio showing 92% of sen-
sibility and 89% of specificity in the differential diagnosis of
HS. Bobée et al.,"® after a series of analyzes, elaborated
HS-optimized screening tools, and one of its parameters is
reticulocytes/IRF ratio higher than 9.1.

Still concerning to the efficiency of IRF in differentiating
HS from other hemolytic anemias, Xu et al.®? observed
that the average of IRF was significantly different among
the following groups: autoimmune hemolytic anemia —
AIHA (45.4%), deficiency of G6PD (42.2%), HS (33.3%),
thalassemia (30.6%) and, finally, the group of healthy
individuals (28.1%). These differences can be explained
by the physiopathology of each disease. AIHA and ane-
mia by deficiency of the G6P enzyme can lead to intense
hemolysis, characterized by the premature destruction
of erythrocytes as a result of the immunological humoral
response or triggered by infections, respectively. In both
cases, the bone marrow needs to show sufficient compen-
satory hyperplasia to try to maintain sufficient blood cells
number in the bloodstream.

HS is caused by qualitative and/or quantitative chan-
ges in the proteins of erythrocyte membranes, thus it is
possible to observe morphological alterations that lead to
the reduction of the red blood cells lifespan. The severity of
anemia is profoundly variable as it is related to the type of
mutation affecting the individual. Authors did not highlight
the classification of spherocytosis (mild, moderate or severe)
or thalassemia (minor and major for beta; and mild, trace or
disease of the hemoglobin H for alpha) of the patients inclu-
ded in the study. Thus, the possibility of existing moderate
or mild anemia among the patients may have resulted in a
lower IRF, since individuals with mild to moderate hemolysis
would not have bone marrow hyperplasia in the same degree
of AIHA and anemia due to G6PD deficiency.
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IRF FOR EVALUATING HEMATOLOGICAL RECOVERY

Laboratory tests indicating hematological recovery
are very useful in certain clinical conditions. Effective ery-
thropoiesis can be assessed and sequentially monitored
by quantitative measurement of IRF. In 2006, Luczynski et
al.,®® conducted a study to find the most sensitive indicator
of anemia among reticulocyte subpopulations assessed by
flow cytometry in children with different types of cancer.
These authors have found that IRF is not only the first sign
of hematologic recovery but also a very strong indicator of
postchemotherapy aplasia. In addition, autologous stem
cell transplant recipients at risk for infection due to neutro-
penia (absolute neutrophil count < or = 100/microl) can be
identified by IRF several days before neutrophil recovery
which reflects erythroid engraftment and hence a recovering
marrow.® Within this context, another study,®® reported that
IRF was an early predictor of bone marrow recovery post
chemotherapy in patients with acute leukemia, compared
with absolute neutrophil count (ANC). As advantages, the
authors emphasize that IRF is not affected by infection, is
easily measured, inexpensive and reliable parameter to
evaluate bone marrow regeneration. Another study deve-
loped by Rauf et al.,®® reported that the IRF revealed a
hematopoietic recovery of the bone marrow of children
with acute lymphatic leukemia after chemotherapy earlier
than the ANC. Moreover, IRF can be considered as a new
tool for hematopoietic evaluation after hematopoietic stem
cell transplantation, since this parameter increases before
absolute neutrophil count (ANC) and persists increased.®”

In another study, Gongalo and col. (2011) evaluated the
hematologic recovery of patients after allogeneic hematopoie-
tic progenitor cell transplantation and found that this recovery
was detected 4 days earlier by IRF than by neutrophil count
(NEU) (11 vs 15 d) and 2 days before the immature platelet
fraction (10 vs 12 d). For patients undergoing a nonmye-
loablative regimen (NMA), the prediction was even higher
for IRF 5 days compared to NEUT (10 vs 15 d).®

Since parvo B19 infection may provoke aplastic anemia
and that after its treatment high and medium fluorescence
reticulocytes appear in the peripheral blood three to five
days prior to the peak in absolute reticulocytes, IRF can be
an useful tool for assessment of earlier erythroid regene-
ration.® IRF has also been used to evaluate recovery of
erythropoiesis after the frequent side effects of antitumor
treatment as well as by the disease itself®) and may also
reflect success of the erythroid engraftment and, therefore,
a recovered marrow.®4

Finally, from the clinical point of view, hematological
recovery after treatment of hematological and oncological
diseases, such as bone marrow transplantation and chemo
and radiotherapy may also be evaluated early by IRF, which
allows more specific treatment or individualized approach.
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IRF: DISCUSSION OF CLINICAL APPLICATIONS
AND TECHNICAL LIMITATIONS

Reticulocyte count in manual method has been the
assay traditionally used to evaluate the status of erythro-
poiesis in haematological disorders with disturbances in
erythropoietic activity. However, automated reticulocyte
count based on flow cytometry has provided much objective
and exactly measure of percentage and absolute number of
reticulocytes than microscopic method. In addition to being
a fast method, evaluation of IRF presents advantage in
comparison to other parameters for discriminating anemias
due to the precocity with which the information is obtained
which represents the bone marrow activity in real time.

In addition to the parameters that describe reticulocyte
maturation and potential use in various clinical conditions,
other indexes derived from reticulocytes such as MCVr, CHr
and MCHCr, have been described. They allow the evaluation
of the functional status of erythropoiesis, a useful parameter
in the diagnosis and treatment of iron deficiency, in addition
to rhEPO therapy.

Studies addressed in this review showed that the
evaluation of the IRF assists in the differential diagnosis of
anemias, showing more efficiency in iron deficiency anemia
on its severe and moderate forms and in hemolytic anemias
of greater intensity, such as anemia by deficiency of G6PD
and severe hereditary spherocytosis. Moreover, it is an
early marker for iron deficiency anemia, since it increases
gradually as the iron supplies decrease. IRF is a parameter
related to bone marrow activity, that is, it is directly related
to the intensity of the erythropoiesis which varies according
to the physiopathology of each type of anemia.

However, although there are studies being published
on the subject since 1989,40 limitations still exist. Lack of
reference values both for healthy individuals and for indi-
viduals with different anemias makes IRF use difficult in
clinical practice. Reference values vary among researchers
depending on the type of hematological analyzer used and,
therefore, diagnostic cutoff are method dependent.® For
example,an analysis of the data presented in Tables 1, 2
and 3 revealed great variability of the IRF according to the
hematological analyzer. For example, for the control group
the IRF ranged from <0.35%, using Cell-Dyn 3700 (Abbott
Diagnostics, Santa Clara, CA) for healthy women, to 28.0%
in healthy subjects, using the LH780 (Beckman Coulter,
Miami, FL). Even in Sysmex hematological analyzers (Toa
Medical Electronics Co, Kobe, Japan) IRF values ranging
from 0.73% (R-3000) to 8.8% (XE 2100) were observed.
Likewise, discrepancies among hematological analyzers
were also observed for iron deficiency anemia, thalassemias
and other anemias. Several hematological analyzers showed
very high IRF values for anemia, such as iron deficiency
anemia and thalassemias: ADVIA 120 (Bayer, Tarrytown,
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USA), Sysmex XE 5000 (Toa Medical Electronics Co, Kobe,
Japan), Sysmex 2100 (Toa Medical Electronics Co, Kobe,
Japan); while others such as Sysmex 3000 (Toa Medical
Electronics Co, Kobe, Japan) showed much lower IRF values,
which did not differed significantly from healthy controls.

In agreement with Butarello,® an analysis of the data
presented in Tables 1, 2 and 3 have confirmed that the
results are still very discrepant when supplied by different
analyzers.This fact implies the urgency of the standardi-
zation of method-dependent parameters, since IRF and
other more recent RBCs indices appear to be much more
sensitive indicators of sudden erythropoietic changes than
the conventional parameters.

According to the data presented in the current review,
IRF values tended to be higher in patients with severe iron
deficiency anemia compared to mild forms. Interestingly, IRF
values showed a tendency to increase in patients with iron
deficiency anemia in relation to those with thalassemias.
Surprisingly results of IRF provided by Cell-Dyn 3500 for
beta-thalassemia heterozygous, iron-deficiency anemia and
healthy individuals were similar and no significant difference
was observed among these groups.

On the basis of the diversity of results found in literature,
it should also be noted that standardization on how to express
the maturity of reticulocytes among the various hematological
analyzers is imperative, i.e. some expressions as IRF, others
as RMI and some only the percentage of IRF. Although all
parameters are capable of reflecting bone marrow activity,
they are obtained differently which may compromise com-
parability of the results. Another limitation of these indices
is the lack of an accredited external quality assessment for
such indices as well as internal quality control, which hinders
the interpretation and clinical decision making.

However, new reticulocyte parameters are likely to
improve the diagnosis and monitoring of many hematolo-
gical diseases. Different hematological analyzers produce
different results for IRF and this is a critical point related
to the possible clinical applications. Once this limitation is
overcome IRF and other reticulocyte indices certainly will
assume an essential role in differential diagnosis of different
types of anemia and in the monitoring of their treatment.

As mentioned by Morkis et al. 2016,“" and many
others®204243 clinical application can only occur when the
reference intervals were determined according to the pre-a-
nalytical variables (time, temperature, anticoagulants) and
standardization of the methodology, that although it has
already been pointed out as required nearly two decades
ago,“¥ it has not yet been realized.

In summary, although IRF is of recognized importance
in many clinical situations, caution is required in interpreting
the results considering the lack of consistency between
data provided by laboratories using different hematological
analysers. Thus, the great variability of the IRF values as a
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function of the method prevents any comparison of results
and the correct interpretation is impaired.
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Resumo

Novos parametros hematolégicos, como a fragdo de reticulécitos
imaturos (IRF), tendem a se tornar ferramentas importantes na pratica
clinica. O IRF identifica os reticulocitos mais imaturos, que contém
grande quantidade de acido ribonucleico, sendo um importante
parametro para avaliar a atividade da medula 6ssea, em tempo
real, para o diagnostico diferencial das anemias, acompanhamento
do seu tratamento, e para o acompanhamento ou recuperagdo da
medula 6ssea em diversas condi¢ées clinicas. No entanto, ainda
ha um longo caminho a percorrer antes que a IRF possa ser usada
na pratica clinica. Assim sendo, é urgente estabelecer os valores de
referéncia e padronizar as metodologias utilizadas pelos diferentes
analisadores hematolégicos e como expressar seus resultados. Esta
revisdo narrativa fornece uma perspectiva critica sobre o IRF e seu
potencial para o uso clinico, bem como suas limitagcées.

Palavras-chave
Reticulécitos; Anemia Ferropriva;, Anemia Hemolitica; Medula Ossea;
Talassemia

REFERENCES

1. Hoffmann JJML, Urrechaga E, Aguirre U. Microcytaire anemie:
thalassemie of ijzergebrek? Een meta-analyse van diagnostische
indices. Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk. 2015;40:213-4.

2. Lozoff B. Iron deficiency and child development. Food Nutr Bull.
2007;28(4 Suppl):S560-71. Epub 2008/02/27.

3. WHO. Worldwide prevalence of anaemia 1993—2005: WHO global
database on anaemia. Benoist B, McLean E, Egli I, Cogswell M,
editors. Geneva2008.

4. Portaria n® 1247, de 10 de novembro de 2014. Aprova o Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Anemia por Deficiéncia de
Ferro., (2014).

5. Cascio MJ, DeLoughery TG. Anemia: Evaluation and Diagnostic
Tests. Med Clin North Am. 2017;101(2):263-84. Epub 2016/12/08.

6. lolascon A, De Falco L, Beaumont C. Molecular basis of inherited
microcytic anemia due to defects in iron acquisition or heme
synthesis. Haematologica. 2009;94(3):395-408. Epub 2009/02/03.

7. Massey AC. Microcytic anemia. Differential diagnosis and
management of iron deficiency anemia. Med Clin North Am.
1992;76(3):549-66. Epub 1992/05/01.

8. Buttarello M. Laboratory diagnosis of anemia: are the old and new
red cell parameters useful in classification and treatment, how? Int
J Lab Hematol. 2016;38 Suppl 1:123-32. Epub 2016/05/16.

9. Piva E, Brugnara C, Spolaore F, Plebani M. Clinical utility of
reticulocyte parameters. Clin Lab Med. 2015;35(1):133-63. Epub
2015/02/14.

10. Wollmann M, Gerzson BM, Schwert V, Figuera RW, Ritzel Gde O.
Reticulocyte maturity indices in iron deficiency anemia. Rev Bras
Hematol Hemoter. 2014;36(1):25-8. Epub 2014/03/14.

11. Joao AR, Pinto S, E C. Subpopulagdes dos reticuldcitos e fragéo de
reticuldcitos imaturos como indicadores de aumento da eritropoese

366

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

em doentes com anemia por deficiéncia de ferro. Rev Bras Hematol
Hemoter. 2008;30(3):188-92.

van Houte AJ, Bartels PC, Schoorl M, Mulder C. Methodology-
dependent variations in reticulocyte counts using a manual and
two different flow cytometric procedures. Eur J Clin Chem Clin
Biochem. 1994;32(11):859-63. Epub 1994/11/01.

Oliveira RAG. Hemograma. Como fazer e interpretar. 22 ed: LMP;
2016. 643 p.

Grotto HZ. Platelet and reticulocyte new parameters: why and how
to use them? Rev Bras Hematol Hemoter. 2016;38(4):283-4. Epub
2016/11/20.

Bobee V, Daliphard S, Schrapp A, Lahary A. Screening of hereditary
spherocytosis and pyruvate kinase deficiency by automated blood
count using erythrocytic and reticulocytic parameters. Int J Lab
Hematol. 2018;40(6):697-703. Epub 2018/09/06.

Liao L, Xu Y, Wei H, Qiu Y, Chen W, Huang J, et al. Blood cell
parameters for screening and diagnosis of hereditary spherocytosis.
J Clin Lab Anal. 2019;33(4):e22844. Epub 2019/04/05.

Brugnara C. Reticulocyte cellular indices: a new approach in the
diagnosis of anemias and monitoring of erythropoietic function. Crit
Rev Clin Lab Sci. 2000;37(2):93-130. Epub 2000/05/16.

Chang CC, Kass L. Clinical significance of immature reticulocyte
fraction determined by automated reticulocyte counting. Am J Clin
Pathol. 1997;108(1):69-73. Epub 1997/07/01.

Urrechaga E, Borque L, Escanero JF. Analysis of reticulocyte
parameters on the Sysmex XE 5000 and LH 750 analyzers in
the diagnosis of inefficient erythropoiesis. Int J Lab Hematol.
2011;33(1):37-44. Epub 2010/05/25.

Piva E, Brugnara C, Chiandetti L, Plebani M. Automated reticulocyte
counting: state of the art and clinical applications in the evaluation
of erythropoiesis. Clin Chem Lab Med. 2010;48(10):1369-80. Epub
2010/07/30.

Velasco-Rodriguez D, Alonso-Dominguez JM, Gonzalez-Fernandez
FA, Villarrubia J, Sopena M, Abalo L, et al. Reticulocyte parameters
of delta beta thalassaemia trait, beta thalassaemia trait and iron
deficiency anaemia. J Clin Pathol. 2016;69(2):149-54. Epub
2015/08/13.

Hoffmann JJ, Urrechaga E, Aguirre U. Discriminant indices
for distinguishing thalassemia and iron deficiency in patients
with microcytic anemia: a meta-analysis. Clin Chem Lab Med.
2015;53(12):1883-94. Epub 2015/11/05.

Noronha JF, Grotto HZ. Measurement of reticulocyte and red blood cell
indices in patients with iron deficiency anemia and beta-thalassemia
minor. Clin Chem Lab Med. 2005;43(2):195-7. Epub 2005/04/22.
Urrechaga E, Borque L, Escanero JF. Erythrocyte and reticulocyte
parameters in iron deficiency and thalassemia. J Clin Lab Anal.
2011;25(3):223-8. Epub 2011/05/14.

de Lima GA, Grotto HZ. Soluble transferrin receptor and immature
reticulocytes are not useful for distinguishing iron-deficiency
anemia from heterozygous beta-thalassemia. Sao Paulo Med J.
2003;121(2):90-1. Epub 2003/07/19.

Canalejo K, Aixala M, Casella A, Capanera P, Medina J, Jelen
A. Evaluacion de la fraccion de reticulocitos inmaduros como
parametro de ferropenia en el embarazo. Acta bioquimica clinica
latinoamericana. 2011;45:81-5.

Choi JW, Son BK. Soluble transferrin receptor concentration is not
superior to log ferritin for evaluating erythropoiesis in adolescents
with iron deficiency anemia. Clin Chim Acta. 2005;355(1-2):83-9.
Butthep P, Wisedpanichkij R, Jindadamrongwech S, Fucharoen S.
Elevated erythropoietin and cytokines levels are related to impaired
reticulocyte maturation in thalassemic patients. Blood Cells Mol
Dis. 2015;54(2):170-6. Epub 2014/12/06.

Torres Gomez A, Casafio J, Sanchez J, Madrigal E, Blanco F,
Alvarez MA. Utility of reticulocyte maturation parameters in the
differential diagnosis of macrocytic anemias. Clin Lab Haematol.
2003;25(5):283-8.

RBAC. 2021;53(4):359-367



IRF and anemias

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

XuY,YangW, Liao L, Deng Z, QiuY, Chen W, et al. Mean reticulocyte
volume: a specific parameter to screen for hereditary spherocytosis.
Eur J Haematol. 2016;96(2):170-4. Epub 2015/05/06.

Lazarova E, Pradier O, Cotton F, Gulbis B. Automated reticulocyte
parameters for hereditary spherocytosis screening. Ann Hematol.
2014;93(11):1809-18. Epub 2014/06/10.

Mullier F, Lainey E, Fenneteau O, Da Costa L, Schillinger F, Bailly
N, et al. Additional erythrocytic and reticulocytic parameters helpful
for diagnosis of hereditary spherocytosis: results of a multicentre
study. Ann Hematol. 2011;90(7):759-68. Epub 2010/12/22.
Luczynski W, Ratomski K, Wysocka J, Krawczuk-Rybak M,
Jankiewicz P. Immature reticulocyte fraction (IRF)--an universal
marker of hemopoiesis in children with cancer? Adv Med Sci.
2006;51:188-90. Epub 2007/03/16.

Grazziutti ML, Dong L, Miceli MH, Cottler-Fox M, Krishna SG,
Fassas A, et al. Recovery from neutropenia can be predicted by
the immature reticulocyte fraction several days before neutrophil
recovery in autologous stem cell transplant recipients. Bone Marrow
Transplant. 2006;37(4):403-9. Epub 2006/01/10.

Raja-Sabudin RZ, Othman A, Ahmed-Mohamed KA, Ithnin A,
Alauddin H, Alias H, et al. Immature reticulocyte fraction is an
early predictor of bone marrow recovery post chemotherapy in
patients with acute leukemia. Saudi Med J. 2014;35(4):346-9. Epub
2014/04/22.

Rauf SE, Khan SA, Ali N, Afridi NK, Haroon M, Arslan A. Immature
Reticulocyte Fraction and Absolute Neutrophil Count as Predictor
of Hemopoietic Recovery in Patients with Acute Lymphoblastic
Leukemia on Remission Induction Chemotherapy. Turk J Haematol.
2016;33(2):131-4. Epub 2015/08/06.

Morkis 1V, Farias MG, Rigoni LD, Scotti L, Gregianin LJ, Daudt
LE, et al. Assessment of immature platelet fraction and immature
reticulocyte fraction as predictors of engraftment after hematopoietic
stem cell transplantation. Int J Lab Hematol. 2015;37(2):259-64.
Epub 2014/07/30.

RBAC. 2021;53(4):359-367

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Goncalo AP, Barbosa IL, Campilho F, Campos A, Mendes C.
Predictive value of immature reticulocyte and platelet fractions
in hematopoietic recovery of allograft patients. Transplant Proc.
2011;43(1):241-3. Epub 2011/02/22.

Wyrick-Glatzel J, Conway-Klaassen J. Clinical utility of the IRF:
assessment of erythroid regeneration following parvo B19 infection.
Clin Lab Sci. 2002;15(4):208-12. Epub 2003/06/05.

Tsuda |, Tatsumi N. Maturity of reticulocytes in various hematological
disorders. Eur J Haematol. 1989;43(3):252-4.

Morkis |, Farias M, Scotti L. Determination of reference ranges
for immature platelet and reticulocyte fractions and reticulocyte
hemoglobin equivalent. Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia. 2016;38.

Brugnara C. Iron deficiency and erythropoiesis: new diagnostic
approaches. Clin Chem. 2003;49(10):1573-8. Epub 2003/09/23.
Watanabe K, Kawai Y, Takeuchi K, Shimizu N, Iri H, lkeda Y, et
al. Reticulocyte maturity as an indicator for estimating qualitative
abnormality of erythropoiesis. J Clin Pathol. 1994;47(8):736-9.
Epub 1994/08/01.

Buttarello M, Bulian P, Farina G, Petris MG, Temporin V, Toffolo L.
Five fully automated methods for performing immature reticulocyte
fraction: comparison in diagnosis of bone marrow aplasia. Am J
Clin Pathol. 2002;117(6):871-9. Epub 2002/06/06.

Correspondéncia

Danyelle Romana Alves Rios

Rua Sebastido Gongalves Coelho, 400 - Chanadour
CEP: 35501-296 Divinépolis-MG

Email: danyelleromana@gmail.com

367



Artigo de Revisao/Review

Interferéncias do gel separador em analises bioquimicas e possiveis
solugoes: uma revisao bibliografica
Separator Gel interferences in biochemical analysis and possible solutions: a bibliographic

review

Thalita Silva de Oliveira’
Derick Mendes Bandeira?
Elem Batista®

Patrick Menezes*

INTRODUGAO

Resumo

Este trabalho é uma reviséo bibliografica sobre as interferéncias dos tubos de coleta com
gel separador em andlises bioquimicas, comparando estes resultados com os obtidos
em tubos com separador mecanico (Barricor). Para tanto, buscamos artigos nas bases
de dados PubMed, Google académico, Scielo e LILACS. Apos a aplicagéo dos critérios
de inclusdo e excluséo, foram selecionados 21 artigos para a escrita da revisdo. Estes
trabalhos mostraram que o gel pode causar instabilidade nas dosagens de ions e de
diversas substancias organicas. Além disso, em alguns casos a andlise da amostra fica
impossibilitada devido ao fenémeno de formagao do gel flutuante. No entanto, através
do uso do tubo com separador mecanico foi possivel minimizar essas interferéncias e
instabilidades. Outra vantagem esta relacionada ao tempo reduzido de centrifugagéo da
amostra com o tubo de separador mecanico (3 min. vs. 10 min.). Este tipo de separacédo
também permite uma centrifugacdo mais eficaz da amostra, com menor contaminagéo do
plasma com células e plaquetas, quando comparada a centrifugagéo do soro obtido nos
tubos tradicionais com gel separador. Por estas razdes, fica evidente que as amostras de
plasma obtidas em tubos de separagdo mecanica demonstram ser de melhor qualidade
para as analises bioquimicas.

Palavras-chave
Bioquimica; Erros de Diagndstico; Fase Pré-Analitica

) Na primeira delas, que se inicia na requisigdo do exame,
orientagdo quanto a coleta do material para o paciente, a

A medicina laboratorial € uma especialidade responsa-
vel pela realizagdo de exames complementares no auxilio
ao diagnostico. O principal objetivo do laboratdrio é garantir
um atendimento seguro e eficiente, com laudos rapidos
e confiaveis nos diferentes estagios da cadeia da saude:
prevencgao, diagndstico, progndstico e acompanhamento
terapéutico. Com isto, facilita a tomada de decisdo dos
médicos em relagdo a conduta clinica dos seus pacientes."?
Estima-se que cerca de 60% a 70% das decisdes médicas
mais importantes sdo baseadas nos resultados laboratoriais.®

Tecnicamente, o teste de laboratdrio consiste em trés
etapas diferentes: pré-analitica, analitica e pds-analitica.
Todas séo fundamentais para a qualidade do resultado final.

obtengdo da amostra biolégica, acondicionamento, trans-
porte e triagem,5® ocorriam 70% dos erros nos testes de
laboratério. Entretanto, houve uma redugéo de 10 vezes na
taxa de erros analiticos nas ultimas décadas.”

De acordo com Lippi,® os erros em laboratérios de
analises clinicas podem ser fatais, principalmente quando
o teste ira definir um diagndstico que vai determinar resul-
tados falsos negativos ou falsos positivos. Os dois quadros
colocam em risco a vida do paciente, além de trazerem
custos desnecessarios ao laboratorio.

Segundo Guimaraes et al.,® muitos destes erros geram
a rejeicao da amostra, com necessidade da recoleta. Esta
interferéncia no processo laboratorial pode ocorrer desde o
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primeiro atendimento, seja ele emergencial ou ambulatorial.
(19 Além da insatisfagéo, os erros podem trazer constran-
gimento ao paciente e causar perda de credibilidade do
médico e/ou paciente com o laboratério. Acrescenta-se,
ainda, que o atraso do laudo pode postergar o inicio do
tratamento, ocasionar um tratamento inadequado ou fazer
com que ele ndo acontega.®

No entanto, devido ao avang¢o da tecnologia, os testes
laboratoriais tém se aprimorado constantemente. Tanto os
reagentes quanto os equipamentos proporcionam resultados
cada vez mais especificos e em tempo reduzido.®

Umas das fontes potenciais de distor¢ao na fase
pré-analitica que ainda permanece ¢é o tipo de tubo usado
para amostragem de soro, em particular tubos com gel de
barreira, em que os analitos podem ser adsorvidos durante
0 armazenamento.”

O gel separador tem como fung&o proporcionar uma
barreira entre o soro ou plasma e as células durante o pro-
cesso de centrifugagdo." Ha algumas décadas, quando
este tubo chegou ao mercado, os laboratérios tiveram muitos
beneficios, como maior eficiéncia dos processos e aumento
da seguranca dos profissionais de saude. Além disso, foi
possivel o processamento e armazenamento das amostras
em um tubo primario.?

Os primeiros tubos com barreira tinham o gel de
silicone, mas se mostraram instaveis apos a esterilizacao.
Por isso, o gel de silicone foi substituido por um gel a base
de poliéster. Atualmente, o gel € composto por uma resina
e uma mistura estabilizadora, necessaria para ajustar a
densidade do gel.("?

De acordo com Wang et al.,™ o gel de separagdo
no BD Vacutainer € composto principalmente de borracha
de silicone, hidrocarbonetos macromoleculares e adesivo
hidrofébico, com densidade intermediaria entre 1,04 e
1,05 mmol/L.

A tecnologia de um separador de gel para os tubos
de soro foi algo t&o promissor que comegou a se pensar
na producao de tubos de heparina litica, tubos de EDTA
geradores de plasma com a barreira de gel. Dessa forma,
foi possivel usufruir dos beneficios do gel separador junta-
mente com a rapidez do plasma, pois ndo era necessario
aguardar a retragdo do coagulo, que é necessario no tubo
que gera soro.('12)

Devido a esses beneficios comegou-se a pensar na
possibilidade de um tubo com rolha mecéanica, sendo criado
entdo os tubos Barricor. Neles, a parte superior consiste,
em sua maioria, por elastdmero, permitindo o alongamento
e a manipulacao durante a centrifugacao para criar uma
vedacao, e uma pequena base de plastico de alta densi-
dade que permite separar o plasma das células por meio
de flutuabilidade diferencial. Desta forma, garante-se maior
estabilidade da amostra.( Além disso, estes tubos requerem
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um tempo de centrifugagao mais curto em comparagéo com
os tubos com gel separador (3 min. vs. 10 min.).

Alguns estudos sugerem que os tubos Barricor séo
uma alternativa aceitavel ao tubo com gel separador, que
atualmente esta em uso para testes quimicos. Ao mesmo
tempo, oferecem o beneficio adicional de redugao do tempo
de processamento pré-analitico, maior estabilidade de certos
analitos e possivelmente menor contaminagéo celular.(+19

Faz-se necessario estruturar e buscar os conheci-
mentos adquiridos nos ultimos anos sobre este tema para
possibilitar futuras pesquisas e monitoramentos na area,
de forma que este conhecimento possa ser sistematizado
e utilizado para promover melhorias na fase pré-analitica.
(18 E, por essa razao, este trabalho tem como objetivo geral
realizar uma revisao bibliografica de artigos cientificos sobre
as interferéncias do gel separador de tubos de coleta em
analitos de quimica clinica. Também sera feito o comparativo
dos resultados obtidos em tubos com gel separador em
relagdo aos que realizam a separagao mecanica.

MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi realizada nas bases de dados do
PubMed, Google académico, Scielo e LILACS. Na Tabela 1
€ possivel observar os termos de busca utilizados em cada
uma dessas plataformas.

Tabela 1 — Codigos de busca utilizados em cada base de dados para
a realizagao da revisao bibliografica.

Base de dados
PubMed

Google académico

Codigo de busca utilizado

Separator gel tube NOT review
allintitle: gel separator tube
Scielo gel separator tube

LILACS gel separator tube

Os artigos foram selecionados a partir de analise
do titulo e do resumo. Foram excluidos todos os que nao
abordavam a influéncia do gel separador nas dosagens
bioquimicas ou possiveis solugbes para este problema,
além dos artigos publicados ha mais de 10 anos, focados
na area veterinaria, artigos de revisdo ou escritos em outros
idiomas que nao fossem o inglés, portugués ou espanhol.
Também foram excluidos todos os documentos de patentes,
os artigos pagos e/ou bloqueados aos quais ndo pudemos
ter acesso ao conteudo completo e os que disponibilizavam
apenas o0 resumo ou apenas a citagao.

Ap0s a separagao do material, foi realizado um ficha-
mento dos principais resultados de cada artigo, organizagao
destes dados e escrita da reviséo. Toda a revisao bibliografica
foi realizada tendo como inspiragéo as recomendagoes do
método PRISMA.('")
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RESULTADOS

Apos aplicacao dos critérios de inclusdo e exclusédo
descritos na metodologia foram selecionados 21 artigos.
Na Figura 1 é exibido o fluxograma de selegdo destes
materiais e no Quadro 1 é feito um resumo das principais
caracteristicas de cada publicagao.

DISCUSSAO

O tubo com gel é amplamente utilizado na rotina
laboratorial ha muitos anos e ndo apresenta alteragdes
significativas em alguns analitos. No estudo de Ercan et
al.,"® por exemplo, foi observado que ndo havia altera-
¢oes significativas nas dosagens de TSH, T3 e T4 quando

PubMed: (n = 364)
Google Académico: (n=12)

Artigos encontrados em cada base de dados

remocgdo de duplicagdes
(n=374)

LILACS: (n = 2)
Scielo: (n =0)
Artigos excluidos
Anilise do titulo dos artigos selecionados apds * Publicados ha mais de 10

» anos (n = 248)
e Apenas citagdo (n = 2)
* Patentes (n=2)

* Pesquisa com animais (n =9)

Andlise do resumo dos artigos
(n=113)

Artigos excluidos
=P | o Enfoque em outra temdtica
(n=289)

}

(n=24)

Analise do texto completo dos artigos

Artigos excluidos
=P | o Enfoque em outra temdtica
(n=3)

(n=21)

Artigos incluidos na revisdo sistematica

( Inclusdo JEIegibiIidade ~ Selecdo ]Identificagé’o]

Figura 1 — Fluxograma da selecao de artigos para a reviséo bibliografica.
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comparadas as dos tubos de soro sem gel. No entanto, para
varios outros analitos, a presenca do gel se mostrou um
interferente importante, como por exemplo nas dosagens
de glicose, acido urico, HDL, entre outros. Além disso,
tubos com gel apresentam redugbes importantes nas
dosagens de alguns analitos com o decorrer do tempo de
armazenamento.(°29 Por essas razdes, o uso desse tipo
de tubo ndo é universalmente aceito, principalmente para
monitoramento terapéutico de medicamentos. Os traba-
lhos de Schouwers et al."® e Schrapp et al.®® mostram

que as dosagens de drogas terapéuticas sofrem grande
interferéncia do gel.

Pelo fato de serem hidrofdbicas, sdo mais propensas a
interagirem com o gel, o que afeta diretamente as analises.

No entanto, este ndo é o Unico interferente relevante.
E preciso ter em mente que, além do gel separador, todas
as partes dos dispositivos de coleta (rolha, parede do tubo,
surfactante e ativador de coagulo) interagem com o sangue,
podendo alterar sua composi¢cao, o que comprometeria o
resultado final do exame.?"

Quadro 1 — Resumo dos principais resultados encontrados em cada artigo selecionado para a revisao.

ID | Autor/Ano Titulo Principais resultados
1 | MOROSYUK, et al., | A Multicenter Evaluation of a Nongel Mechanical As drogas terapéuticas testadas neste estudo demonstraram
20206Y Separator Plasma Blood Collection Tube for estabilidade por até 7 dias no tubo BD Barricor.
Testing of Selected Therapeutic Drugs
2 |GAWRIA, et al., A comparison of stability of chemical analytes in Diferencas significativas entre o gel BD e o tubo BD Barricor
202009 plasma from the BD Vacutainer® Barricor™ tube foram encontradas para AST. Existem outras desvantagens
with mechanical separator versus tubes containing | com o soro em comparagao com o plasma.
gel separator
3 |YASAR, N; Atypic separator gel flotation in blood collection Foi possivel observar que a sonda do analisador automatico
KONUKOGLU, D., |tube in a patient with hyperproteinemia Nesibe ocluiu devido a aspiragéo do gel separador em amostras
2020 coletadas de dois pacientes com diagnostico de mieloma
multiplo.
4 |HETUetal, Improved Sample Quality and Decreased Os tubos Barricor mostraram equivaléncia clinicamente
20206 Turnaround Time When Using Plasma Blood aceitavel aos tubos de gel de soro para os analitos estudados.
Collection Tubes with a Mechanical Separator in a
Large University Hospital
5 | WOLLMANN, et al., | Substantial Differences in Serum Concentrations of | Importancia da fase pré-analitico para a acuracia da dosagem
20190 Psychoactive Drugs Measured in Samples Stored | de medicamentos. Deve-se considerar a néo utilizagao de
for 2 Days or More on Standard Serum Tubes tubos com separadores de gel na dosagem de medicamentos
Versus Serum Tubes Containing Gel Separators de drogas psicoativas.
6 | NONKES, et al, Improving home haemodialysis: Stability evaluation | O sangue de pacientes hemodialisados em home care,
2019@¥ of routine clinical chemistry analytes in blood quando coletados com tubo de heparina com gel separador
samples of haemodialysis patients apresentam interferéncia na dosagem de bicarbonato, ap6s
tempo superior a 24horas. Apesar da comodidade de coletar
em casa, ha a urgéncia do envio do material ao laboratério.
7 | RAIZMAN et al., Barricor blood collection tubes are equivalent to Tubos Barricor foram considerados o novo padrao para
201964 PST for a variety of chemistry and immunoassay | plasma devido a sua qualidade, sendo, em muitos aspectos,
analytes except for lactate dehydrogenase equivalente a qualidade do soro.
8 | SCHRAPRP, et al., The right blood collection tube for therapeutic drug | O estudo mostrou que os tubos Barricor e sem gel causam
2019 monitoring and toxicology screening procedures: menos interferéncia na dosagem de medicamentos, sendo
Standard tubes, gel or mechanical separator? recomendados para este tipo de analise.
9 |FOURNIER, et al., |Evaluation of BD Vacutainer® Barricor™ blood Tubos Barricor podem resultar em maior estabilidade da
2018 collection tubes for routine chemistry testingon a | amostra. Além disso, requerem um tempo de centrifugacao
Roche Cobas® 8000 Platform mais curto em comparagéo com os tubos de gel (3 min. vs.
10 min.). Amostras coletadas em tubos Barricor também séo
estaveis por um periodo mais longo.
10 | RICORIOS, et al., | Multiple myeloma and acquired von Willebrand A formagao anormal de gel pode levar a oclusdo das sondas
20182 disease: a combined cause of preanalytical do analisador ou a resultados falsamente baixos quando a
interference causing gel formation? amostra insuficiente é aspirada.
11 |DUPUY, et al., Comparison of Barricor™ vs. Lithium heparin tubes | Estudos sugerem que os tubos Barricor podem ser usados de
20181 for selected routine biochemical analytes and forma intercambiavel com tubos regulares de heparina de litio.
evaluation of post centrifugation stability Os dados do trabalho demonstraram que a grande vantagem
desses tubos é a estabilidade dos analitos 72horas apés a
centrifugagao.
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Quadro 1 (continuagdo) — Resumo dos principais resultados encontrados em cada artigo selecionado para a reviséo.

ID | Autor/Ano Titulo Principais resultados
12 | PADOAN, et al., Quality of plasma samples and BD Vacutainer Plasma coletado de tubos Barricor apresentam menos
2018¢2 Barricor tubes: Effects of centrifugation contaminacgao celular e de plaquetas quando comparado ao de
tubos com gel separador.
13 |ERCAN et al., Comparison of the effect of gel used in two different | Nao ha alteragdes significativas nas dosagens de TSH, T3 e
2018018 serum separator tubes for thyroid function tests T4 quando comparadas as dos tubos de soro com e sem gel.
14 | MAIRE B, A Problem with the Separating Gel in a Blood Hiperproteinemia torna o soro mais denso do que o gel
SCHLUTER K. Sample Tube in a Patient with Multiple Myeloma separador, gerando o fenémeno do gel flutuante.
2017@
15 | WANG, et al., The Usage of Separating Gel Vacuum Tube with No processo de teste clinico, foi descoberto que o sangue de
201503 Different IgG Concentration pacientes com mieloma de células plasmaticas no conseguia
formar uma barreira de gel normal.
16 |GERIN F, et al., Abnormal gel flotation in a patient with apperant Flotagcdo anormal de gel em paciente internado com
2014@9 pneumonia diagnosis: a case report diagnéstico de pneumonia. A verdadeira causa, no entanto,
era o mieloma multiplo (diagnostico omitido).
17 |DAVES, et al., An Unusual Case of a Primary Blood Collection Pacientes com densidade de soro elevada podem apresentar
20124 Tube with Floating Separator Gel problemas de gel flutuante. Por exemplo: no caso de paciente
que fez uso de contraste radiolégico.
18 | SCHOUWERS, et | Influence of separator gel in Sarstedt S-Monovette® | Influéncia do gel separador na dosagem de varias drogas
al. 2012019 serum tubes on various therapeutic drugs, terapéuticas em tubos de soro.
hormones, and proteins
19 | CUHADAR, et al., | Stability studies of common biochemical analytes | Todas as partes dos dispositivos de coleta (rolha, parede do
2012@Y in serum separator tubes with or without gel barrier | tubo, surfactante e ativador de coagulo) interagem com o
subjected to various storage conditions sangue, podendo alterar sua composigao.
20 | LI, etal., 20112 Evaluation of BD Vacutainer SST™ Il Plus Tubes Dependendo das condigdes de coleta, manuseio e processamento
for Special Proteins Testing da amostra, alteragdes clinicamente significativas nas concentragdes
de analito podem ocorrer nos tubos separadores de soro.
21 | FAUGHT, et al., Solution densities and estimated total protein Pacientes com mieloma multiplo (hiperproteinemia) fornecem
20111 contents associated with inappropriate flotation of | amostras que podem causar o problema do gel flutuante e,
separator gel in different blood collection tubes consequentemente, o entupimento da probe pelo gel.

Além destes, os aditivos para tubos de coleta de sangue
também podem ser uma fonte de erros analiticos. Os silicatos
inorganicos (ou acido elagico), trombina e tromboplastina
séo ativadores de coagulo frequentemente usados. Ocasio-
nalmente, as particulas do ativador de coagulo podem nao
se aglomerar completamente com ele e permanecerem na
camada de soro, causando interferéncias ao revestir os dispo-
sitivos de pipetagem, principalmente durante o armazenamento
do tubo de coleta em temperaturas inadequadas. (192122

Essa € uma das muitas causas responsaveis por
aproximadamente 70% do total de erros em testes labora-
toriais ainda ocorrerem na fase pré-analitica, sendo uma
fonte potencial de distorgéo dos resultados. Vale salientar
que o tipo de tubo usado para amostragem de soro, em
particular tubos com gel de barreira (tubos de gel), pode
fazer com que os analitos sejam adsorvidos durante o
armazenamento. Na dosagem de drogas psicoativas, por
exemplo, essa interferéncia prejudicaria consideravelmente
a acuracia da dosagem. Portanto, nestes casos, deve-se
considerar a utilizagdo de tubos mais adequados.”

Soma-se a isso o caso dos pacientes dialisados, pois é
necessaria a determinacao da concentragao de bicarbonato

372

para manter o estado acido-basico. Essas concentragdes
sdo importantes para prescrever a dose apropriada dessa
substancia para administrar ao paciente. No estudo de Nonkes
et al.,® realizado com pacientes que faziam hemodialise em
home care, foi observado que o armazenamento noturno de
plasma resfriado, separado em gel no tubo de heparina de
litio (LH) € uma alternativa aceitavel por 24 horas, havendo,
depois disso, interferéncia consideravel do gel na quantifica-
¢ao do analito. Neste cenario, o novo tubo Barricor poderia
substituir o tubo com gel para este tipo de dosagens, uma vez
que causa menos alteragdes e possui maior estabilidade.?”

Outro ponto importante a ser destacado é que existem
situacdes nas quais a separacgéo entre o soro e a parte celu-
lar do sangue sequer é possivel através do gel. Exemplos
destes casos sao o efeito iatrogénico apds administragéo
de contrastante radiolégico iodado;?* e pacientes em didlise
nos quais o sangue é retirado de sistemas de cateter com
citrato de sodio usado de forma concentrada em solugéo
de bloqueio.?® Em ambas as situagbes, o soro passa a
ter uma densidade aumentada, deslocando-se para baixo
do gel e em contato direto com a parte celular, fenbmeno
conhecido como gel flutuante.
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Wang et al."® descreveram o mesmo padrdo em
pacientes com mieloma de células plasmaticas, pois esta
doencga ocasiona aumento da dosagem de proteinas plas-
maticas (hiperproteinemia marcada). Dessa forma, o soro
se torna mais denso que o gel separador, posicionando-se
acima dele durante a centrifugagao. Maire e Schllter®® tam-
bém observaram esta anormalidade com certa frequéncia
em casos muito avangados de mieloma multiplo.

Em um relato de caso publicado por Gerin et al.,?® um
paciente foi internado devido ao diagnostico de pneumonia,
porém o mesmo possuia mieloma multiplo simultaneamente
e essa condi¢do nao foi informada a equipe médica ou a
laboratorial. Como consequéncia, durante a realizacdo da
centrifugacdo da amostra, houve a formagao do gel flutuante.
Devido a estas limitagdes dos tubos separadores com gel,
fica evidente que é de suma importancia relatar todas as
comorbidades do paciente para o laboratério clinico e néo
apenas os motivos aparentes de internagao ou de requisigao
de um determinado exame.

A formagao anormal do gel também pode gerar o
problema do entupimento da probe,?” levar a oclusdo das
sondas do analisador ou a resultados falsamente baixos
quando a amostra insuficiente é aspirada.®® A formagao
incompleta ou retardada do coagulo de fibrina pode resul-
tar na presenca de fibrina latente na forma de fios finos ou
massas gelatinosas, o que pode ser suficiente para causar
interferéncia na analise bioquimica de pacientes em terapia
anticoagulante, como os que possuem doenga de Von Wil-
lebrand. As amostras destes pacientes podem exigir mais
tempo para coagular antes da centrifugagado.2%

Os tubos Barricor, por sua vez, parecem nao causar tao
fortemente tais tipos de alteragdes nos exames laboratoriais.
Diversos estudos tém mostrado que seu uso permite maior
estabilidade nas dosagens de diversos analitos, como por
exemplo glicose, acido urico, HDL, bicarbonato, potassio
e do fosfato, no plasma, nas dosagens de medicamentos
(drogas psicoativas), entre outros.(14:20.3031

Além disso, nos tubos Barricor é possivel realizar a
centrifugagao imediatamente, ao passo que nos tubos com
gel separador o sangue deve ser deixado em repouso,
verificando se ha coagulagao suficiente.C?

O estudo de Dupuy et al.("® testou nove parametros
quimicos de rotina: alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (ALP), aspartato aminotransferase (AST), proteina
C-reativa (PC-R), troponina cardiaca, subunidade T, de alta
sensibilidade (hs-cTnT), lactato desidrogenase (LD), N-pepti-
deo natriurético cerebral pré-terminal (NT-pré-BNP), potassio
(K) e sodio (Na). Foi observado que, em tubos Barricor, os
analitos se mantinham estaveis 72 horas ap0s centrifugacéo,
permitindo reanalises ou analises adicionais. Tubos Barricor
também possibilitam menor contaminagao do plasma com
conteudo da parte celular do sangue. Um estudo observou uma
redugéo acentuada das contagens de hemacias, leucécitos e

RBAC. 2021;53(4):368-374

plaquetas neste tipo de tubo com separa¢do mecanica quando
comparado ao tubo de separagdo com gel.®?

Hétu et al.®¥ ratificaram a vantagem do uso desse
material ao mostrar que, antes da implementagao do tubo
Barricor, foram identificados 1.375 erros de aspiragao
durante um periodo de dois meses (dezembro de 2017 e
janeiro 2018). Apo6s a implementagéo destes tubos, o nimero
total de erros de aspiragdo em um periodo de dois meses
(dezembro de 2018 e janeiro de 2019) diminuiu significati-
vamente: 579 erros. Esses resultados levaram a equipe a
passar a amostras de plasma para estudos bioquimicos.

E apesar de os tubos Barricor possuirem custo ligeira-
mente maior que os tubos com gel separador, o investimento
compensa. Uma vez que a qualidade da amostra € maior,
menos gerenciamento de erros se faz necessario. Isso gera
economia nao apenas de tempo, como também de dinheiro,
pois reduzira o numero de tubos necessarios para cada
teste. Tubos Barricor foram considerados o novo padrao
para exames bioquimicos devido a qualidade encontrada
no plasma formado, que, para grande variedade de analitos,
possui resultados equivalentes as amostras de soro.®%

CONCLUSAO

O plasma obtido pelo tubo Barricor € uma amostra
mais adequada para diversos tipos de analises laboratoriais.
Embora possua maior custo, seu uso traz muitas vantagens
ao laboratério quando comparado ao tubo de soro, uma
vez que ha menos contaminagao com células e plaquetas,
além do fato de que a separagdo mecanica permite uma
centrifugagdo mais eficaz e proporciona maior estabilidade
a amostra. No entanto, para que essa substituicao possa
ocorrer na rotina laboratorial, maiores estudos devem ser rea-
lizados, ja que publicagbes nessa area ainda séo escassas.

Abstract

This work is a bibliographic review about the interferences of the
collection tubes with separating gel in biochemical analyzes, comparing
these results with those obtained with a mechanical separator (Barricor).
For that, we searched for articles in the databases Pubmed, Google
scholar, Scielo, and LILACS. After applying the inclusion and exclusion
criteria, we selected 21 papers to write the review. These studies
showed that the gel might cause instability in the dosage of ions and
various organic substances. Besides, in some cases, the analysis of the
sample is impossible due to the phenomenon of floating gel formation.
However, through the use of the tube with a mechanical separator, it
was possible to minimize these interferences and instabilities. Another
advantage is related to the reduced time of centrifugation of the sample
with the mechanical separator tube (3 min vs. 10 min). This type of
separation also allows more efficient centrifugation of the specimen,
with less contamination of the plasma with cells and platelets when
compared to the serum obtained in traditional tubes with separator
gel. For these reasons, the plasma samples obtained in mechanical
separation tubes prove to be of better quality for biochemical analyzes.

Keywords
Biochemistry; Diagnostic Errors; Pre-Analytical Phase
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Métrica Seis Sigma em analises clinicas e a qualidade na rotina

laboratorial

Six Sigma Metrics in Clinical Analysis and Quality in Laboratory Routine

Anderson Ramos Carvalho'
Osmar Luiz Magalhdes de Oliveira?®

INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Existe uma demanda por laboratérios de analises clinicas para mostrar as quali-
dades de sua rotina. Assim, os laboratérios se preocupam com os principais atributos que
impactam a qualidade analitica: preciséo e exatiddo. A métrica sigma é uma ferramenta para
acessar o desempenho analitico de forma facil e inequivoca. No entanto, os laboratérios
tém dificuldade em calcular e divulgar suas qualidades sigma. Métodos: Assim, objetivamos
mostrar como obter e interpretar a qualidade sigma em um laboratério de analises clinicas
localizado no sul do Brasil. Nosso trabalho analisou 19 parametros bioquimicos e dois
hematolégicos em relagéo as qualidades sigma obtidas. Além disso, sugerimos agbes e
estratégias de controle de qualidade que impactam positivamente a qualidade sigma por
meio do indice de qualidade. Portanto, o conhecimento da qualidade sigma permite mel-
hores estratégias de controle de qualidade e referéncias para metodologias de laboratério
sobre qualidade. Resultados: Diferentes métricas sigma foram encontradas de 9 a 0,2
sigma. Essas métricas indicaram 6timos desempenhos, bem como espago para melhorias
significativas, conforme indicado pelo indice de Qualidade. Portanto, o conhecimento das
métricas sigma fornece uma referéncia de qualidade para o laboratério e permite que vocé
avalie a eficiéncia analitica. Conclusdo: Com base nessas constatagdes, esperamos que
os laboratérios calculem suas qualidades, demonstrando o alcance da qualidade sigma.
Além disso, podem estabelecer estratégias de controle de qualidade com o objetivo de
melhoria continua nas analises clinicas.

Palavras-chave
Gestéo da Qualidade Total; Controle de Qualidade; Melhoria de Qualidade

uma organizagdo ou uma pessoa gera um custo. Essa
falha pode ser seguida ou nao por retrabalho que podera

Existe uma demanda para que os laboratérios clinicos
apresentem, cada vez mais, uma alta qualidade analitica.
Uma das formas de obter esse parametro é através da
métrica sigma. Essa metodologia foi amplamente imple-
mentada na industria, na saude e na medicina laboratorial,
representando a evolugdo na gestdo da qualidade. Seis
sigma esta baseado em dois importantes principios: reso-
lucéo de problemas através do ciclo de melhoria continua e
pela andlise estatistica quantitativa.™ Além disso, também
€ uma metodologia utilizada para a minimizagao de erros
e maximizagao de valores, onde toda falha produzida por

ocasionar perda de material e/ou diminui¢cdo da eficiéncia.
A metodologia seis sigma foi aplicada pioneiramente pela
Motorola no decorrer da década de 1980, quando as novas
teorias foram combinadas com as metodologias estatisticas
proporcionando uma ferramenta que mudaria a histéria da
qualidade.® As industrias foram as primeiras a utilizar a
metodologia Seis Sigma, como a General Electric, IBM, Texas
Instruments® e Toyota.® A partir dos anos 1990, outras areas
também comecgaram a utilizar o seis sigma, principalmente
a area da saude, em suas rotinas, com destaque para os
hospitais e laboratérios clinicos nos anos 2000.%6"
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Com o uso cada vez maior da métrica seis sigma, 0s
laboratérios clinicos puderam comparar as diferentes quali-
dades dos exames praticados em suas rotinas. A desafiadora
métrica seis sigma, conhecida também como de classe
mundial, é o valor a ser buscado por todos os laboratérios
clinicos, visto que a partir desse valor espera-se cometer
cerca de até 3,4 erros por milhdo. Além do niumero reduzido
de erros, uma menor rotina de controles € recomendada em
processos que superam a qualidade seis sigma.” Assim,
a busca pela qualidade mundial associada ao processo
continuo de monitoramento da qualidade necessita que seja
calculado periodicamente a qualidade sigma dos diferentes
mensurandos no laboratério clinico.

O calculo da métrica seis sigma é uma combinagao
dos erros aleatérios (imprecisao) e dos erros sistematicos
(inexatidao) com as especificagdes da qualidade (erro total
permitido — ETp), em que todos estes sdo convertidos na
avaliagao geral de qualidade. Os testes que atingem o nivel
seis sigma sao ditos quase livres de erro e exibem a chamada
qualidade de “classe mundial”. Contudo, estatisticamente
seria esperado que ocorressem 0,002 erros por milhao,
mas em razao da introdugédo de uma possivel variagao da
média em 1,5 desvios padrdes pela variagédo aleatdria, na
pratica teriamos um processo com 4,5 sigmas que exibe
3,4 defeitos por milhdo de oportunidades. Ja para métricas
sigma em torno de 3 podemos produzir cerca de 67.000
erros por milhao de oportunidades. Devido a esse alto valor
de erros que sao produzidos € que a métrica seis sigma é
frequentemente considerada uma metodologia primordial
para o conhecimento da qualidade nos laboratorios clini-
cos e consequente diminuicdo de gastos com controle da
qualidade e reanalise de amostras.

Nosso trabalho avaliou o desempenho de 21 analitos
por meio do célculo da métrica sigma obtidos através do
coeficiente de variagdo, viés% e ETp. Assim, mostramos
procedimentos especificos para cada um dos analitos
baseados no indice da qualidade modificando a estratégia
de controle da qualidade interno para os diferentes ana-
litos. Assim, buscamos apresentar o calculo da métrica
sigma permitindo que laboratorios clinicos obtenham
mais facilmente essa ferramenta da qualidade analitica.
A partir disso, objetivamos estimular o calculo do sigma
e do indice da qualidade como indicadores analiticos
da qualidade laboratorial para que estejam acessiveis a
todos os laboratérios que se interessem em conhecer suas
qualidades analiticas.

MATERIAL E METODOS
Dados do controle da qualidade interno (CQl) utilizados
nesse estudo foram extraidos entre janeiro e maio de 2021

usando um analisador AU680 (Beckman Coulter) do nosso
laboratorio (Mont'Serrat, Porto Alegre, Brazil). O analisador
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bioquimico AU680 foi usado para testar os analitos: acido
urico (AUS), albumina (ALB), amilase (AMI), bilirrubina direta
(BD), bilirrubina total (BT), calcio (CA), colesterol (COL),
creatinina (CRE), ferritina (FERR), frutosamina (FRU), gli-
cose (GLI), lipoproteina de alta densidade (HDL), aspartato
aminotransferase (TGO), alanina aminotransferase (TGP),
triglicerideos (TRI), ureia (UR), sédio (NA) e potassio (K). Ja
o analisador hematoldgico DxH 500 (Beckmann Coulter) foi
utilizado para estimar os parametros sanguineos: eritrécitos
(ERI) e leucdcitos (LEU).

Os dados do controle da qualidade externo (CQE)
foram coletados também durante quatro meses a partir
dos relatérios do PNCQ (Programa Nacional de Controle
de Qualidade, Brasil). As médias desses quatro meses dos
dados coletados para cada analito foram utilizados para
conhecer o viés médio.

Os dados provenientes do CQI durante os quatro meses
foram utilizados para se obter o coeficiente de variagdo médio
(imprecisao). Ja os relatorios do CQE foram utilizados para
calcular o viés%, e posteriormente calcular o viés médio no
periodo de quatro meses (inexatidao).

Andlise Estatistica
O coeficiente de variagdo (CV%) foi utilizado para
indicar a precisao dos métodos utilizados de acordo com
a formula que segue:
CV% = (Desvio Padrao / Média) x 100

Ja o viés foi calculado utilizando a formula:
Viés% = (valor obtido — média de consenso /
média de consenso)x 100

O ETp foi o critério publicado pela American Clinical
Laboratory Improvement Amendment (CLIA 2003).® A partir
dos dados anteriores estimamos o valor do sigma através
da equagao:

Sigma=(ETp% - Viés%) / CV%

O indice da qualidade (IQ) foi calculado usando a
férmula:
1Q = Viés/(1,5 x CV)

Aabordagem da utilizagao de indicadores da qualidade
para montar estratégias para o controle da qualidade é
encorajada por nosso grupo em outra publicagdo.® O indice
pode ajudar a determinar a razéo principal da modificagéo
do desempenho no laboratério clinico para sigmas de valor
baixo e ajudar na sele¢ao nos melhores planos de controle.
Assim, valores de IQ menor que 0,8 indicam que a precisdo
do analito necessita ser melhorada, ja um valor maior que
1,2 indica que a exatiddo do analito precisa ser melhorada.
Enquanto valores entre 0,8 e 1,2 indicam que a exatidéo e
a precisdo do analito necessitam ser melhorados.('?
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RESULTADOS

As métricas sigmas foram obtidas através dos resul-
tados médios de inexatidao (viés%) subtraido do valor do
ETp dividido pela imprecisdo (CV%). O resultado dessa
equacao nos concede o valor da métrica sigma de cada
mensurando. A partir desses dados obtidos (CQE e CQl) e
os dados da ETp apresentamos a Tabela 1.

Os diferentes valores de sigma obtidos pelos analitos
apresentam as divergentes qualidades associadas. De
maneira geral a média das qualidades sigmas ficou em
torno de 3, o que representa uma qualidade aceitavel, em
muito dependente das métricas de inexatidao e imprecisao.
Outro parametro importante é o indice da qualidade (1Q),
que nos informa se a inexatiddo, imprecisdo ou ambos
devem ser melhorados para que a qualidade global do
analito atinja valores superiores.

Alguns dos analitos estudados (AUS, AMI, COL e TRI)
apresentaram qualidade sigmas superiores a qualidade

mundial (> 60), ndo sendo necessaria intervengado quanto
a melhoria de qualidade, apenas a sua manutencao.
O restante dos analitos necessitam de agdes para sua
melhoria, alguns diminuindo suas inexatiddes (CRE),
outros diminuindo suas imprecisdes (BD, BT, CAL, HDL,
K, GLI, TGO, TGP, LDH, FRU, ERI, LEU) e outros ambas
intervengdes (ALB, FERR, NA, UR).

Os resultados mostram baixas métricas sigmas
para os parametros hematologicos, sendo os leucdcitos
0 que obtiveram o melhor desempenho da hematologia
e, consequentemente, a menor taxa de erros. Muitos
outros analitos também apresentaram baixas métricas
sigma, logo possuem uma taxa de defeitos por milhdo
de oportunidades (DPMO) mais acentuada. E sabido que
devido a variancia dos processos analiticos as taxas de
defeitos podem sofrer uma modificagao, e assim encon-
tramos o DPMO de longo prazo, onde a métrica de classe
mundial apresenta cerca de 3,4 defeitos por milhdo de
oportunidades (Tabela 2).

Tabela 1 - Métrica sigma calculada para os diferentes analitos estudados através dos dados de imprecisdo e inexatiddo. indice de qualidade,

capabilidade e defeitos por milhdo de oportunidades (DPMO).

Analitos CQE (%) CQl (%) ETp (%) Sigma Q Cpk DPMO % Erros
AUS 4,51 1,609 17 7,76 1,87 2,59 0,0000000082 0,00
ALB 3,36 1,974 10 3,36 1,13 1,12 766,43 0,08

BD 6,33 17,41 50 2,51 0,24 0,84 12130,38 1,21
BT 8,95 8,4 20 1,32 0,71 0,44 188287,13 18,83
CA 2,03 2,41 2,55 0,22 0,56 0,07 827568,59 82,76
CRE 8,59 4,672 15 1,37 1,23 0,46 169983,57 17,00
FERR 3,89 2,838 17,3 4,72 0,91 1,57 2,31 0,00
HDL 4,36 6,639 30 3,86 0,44 1,29 112,26 0,01
K 1,96 2,681 5,8 1,43 0,49 0,48 151763,61 15,18
NA 1,90 1,463 5 2,12 0,87 0,71 34356,57 3,44
UR 3,88 2,628 9 1,95 0,98 0,65 51411,36 5,14
GLI 2,03 2,42 10 3,29 0,56 1,10 989,88 0,10
TGO 4,27 8,35 20 1,88 0,34 0,63 59587,66 5,96
TGP 1,36 14,49 20 1,29 0,06 0,43 198301,96 19,83
AMI 2,76 4,40 30 6,19 0,42 2,06 0,000598 0,00
LDH 5,83 11,24 20 1,26 0,35 0,42 207425,55 20,74
FRU 2,72 5,41 10 1,35 0,34 0,45 178413,42 17,84
CcoL 1,27 1,247 10 7,00 0,68 2,33 0,00000 0,00
TRI 2,26 2,47 25 9,21 0,61 3,07 0,000000000 0,00
ERI 1,74 3,46 6 1,23 0,34 0,41 218354,46 21,84
LEU 1,97 4,09 15 3,18 0,32 1,06 1459,90 0,15

CQE: Controle da Qualidade Externo; CQl: Controle da Qualidade Interno; ETp: Erro Total Permitido; IQ: indice de Qualidade; Cpk: indice de Capabilidade; DPMO:

Defeitos por milhdo de oportunidades; %Erros: Percentual de erros cometidos em cada uma das metodologias.
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Tabela 2 - Qualidade sigma e sua relagdo com a porcentagem e a
incidéncia de defeitos por milhdo de oportunidade de curto e longo prazo.

Sigma % DPMO Curto DPMO Longo

prazo Prazo
DPMO DPMO

1 31,73 317311 691462

2 4,55 45500 308538

3 0,27 2700 66807

4 0,0063 63,34 6210

5 0,0000573 0,57 233

6 0,0000002 0,002 34

DISCUSSAO

Nosso estudo buscou incentivar o célculo das métricas
sigmas e do indice da qualidade por laboratérios clinicos
com a finalidade de melhorar a confiabilidade dos resulta-
dos obtidos na rotina laboratorial. Assim, avaliou-se a
qualidade sigma de analitos tanto da bioquimica como da
hematologia, totalizando 21 analitos, durante quatro meses.
Nossos resultados mostram que a média sigma € aceitavel
e se encontra em torno de trés. Apenas 19% dos analitos
apresentaram um desempenho superior (> 60), enquanto
os demais precisam de maior atencao nos seus controles
da qualidade para alcangar métricas mais satisfatorias.

Ha diferentes fontes de ETp, como a CLIA, RIiliBAK,
Ricos, variagao biolégica, entre outros. Optamos pela uti-
lizagdo do CLIA devido ao maior nimero de especificagcdes
para amplo numero de analitos. Apontamos através do indice
da qualidade como esses controles devem interagir com os
analitos para que um sigma cada vez maior seja alcangado.
Além disso, o conhecimento da qualidade sigma permite
controles mais adequados aos diferentes analitos e seus
provaveis defeitos por milhdao de oportunidades (DPMO). No
caso das analises clinicas, diferentemente da indulstria, os
DPMO devem ser interpretados como resultados fora dos
valores especificados, ou seja, possuir um benchmark para
comparacgao de metodologias, processos e produtos além
de uma métrica de melhoria continua nas analises clinicas.

De acordo com nossos resultados, o analito que apre-
sentou a melhor métrica sigma foi triglicerideos com 9,21 e
0 mais baixo foi calcio com 0,22. Possivelmente esse fraco
desempenho do célcio seja devido ao pequeno ETp, e assim
variagdes diminutas na precisao ou exatidao impactam mais
fortemente sobre esse analito. Analitos como BD, BT, CA,
CRE, K, NA, UR, TGO, TGP, LDH, FRU e ERI apresentaram
métricas sigmas menores que o aceitavel (< 3c). Melhorias
significativas na preciséo precisam ser alcangadas para que
primeiramente esses analitos atinjam a métrica aceitavel.
Para que esse desempenho seja melhorado deverao ser
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executadas analises com trés niveis de controle e duas
medidas com aplicagdo das regras multiplas como 1.,/2,./
R,s/4,s. Para os analitos que mostraram qualidades entre
3 e 4 sigmas (ALB, HDL, GLI, LEU) devemos utilizar as
mesmas regras multiplas anteriores, contudo com dois
niveis e medidas em duplicata. Ja para os analitos que
foram superiores aos 4 sigma, mas ainda n&o alcangaram
os 6 sigma (FERR), o controle pode ser realizado a partir da
regra 1, . dois niveis e uma medida. Para os analitos com
desempenho superior a seis sigma sugere-se dois niveis de
controle em medida Unica e apenas a regra multipla 1,,."9)

Os resultados mostram que 40,9% dos analitos estu-
dados apresentaram métricas sigma maiores que 3, indi-
cando desempenho de aceitavel a 6timo. Em analises
clinicas, diferentemente da industria onde produtos séo
vistos como defeitos, vemos resultados aquém das espe-
cificagbes. Os analitos com métricas sigmas em torno de
um apresentam taxas de falhas proximas a 20%, o que &
um marcador importante para uma mudanga significativa
da qualidade. Sao nesses analitos que o laboratério deve
elaborar estratégias que modifiquem substancialmente as
precisdes ou exatiddes a fim de alcangar métricas sigmas
mais altas e, assim, menores erros associados.

A grande busca por qualidade que os laboratorios
clinicos passam ao longo dos ultimos anos coloca os setores
envolvidos na qualidade sob influéncia das dinamicas da
qualidade. A busca por indicadores analiticos que possam
servir no benchmarking e na escolha de melhores metodolo-
gias sempre foi um desafio a ser superado. A métrica sigma
permite essa comparagao entre diferentes metodologias,
laboratérios, sistemas analiticos, entre outros. Contudo, em
razao da demanda por qualidade de classe mundial muitos
laboratérios tém dificuldade em reportar suas qualidades
com receio do julgamento da falha.

Alguns trabalhos tém avaliado periodicamente a quali-
dade sigma dos analitos realizados em diferentes laboratérios
(hospitalares e ambulatoriais). No trabalho de Maksane et al.,
(2017), por exemplo, os autores relatam qualidades sigma
muito superiores a qualidade mundial, alguns na ordem de
50, como do AST.("? Contudo, em outros artigos encontramos
valores mais modestos para esse analito, como 0,1,('®
4.48,014 1,33,(15 7,7.016) 5 59(17) g 4 80.('®) Em todos esses
trabalhos foi utilizado o ETp da CLIA mostrando a grande
variabilidade encontrada para essa enzima. Nesse mesmo
trabalho de Maksane et al. (2017), os autores apresentaram
sigmas para o calcio na ordem de 46, contudo eles utilizam
um ETp de 25%, ao passo que nos utilizamos 2,4%, e assim,
recalculando os dados apresentados por eles, teriam sigma
em torno de 2 em vez de 46.('?

Outro ponto importante para a melhoria continua da
qualidade sigma s&o diminuigdes da imprecisdo das difer-
entes técnicas analiticas, visto que a imprecisédo (CV%) é
o numerador da férmula onde melhores desempenhos na
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precisao se traduzem em sigmas superiores. Majoritaria-
mente em analises clinicas, a impreciséo € o erro a ser com-
batido nos diferentes analitos, como pode ser visto também
nesse trabalho. Os exemplos em que a exatiddo impacta
na qualidade sigma também chamam a atengéo, contudo
de maneira menos contundente.('® Ha muitos trabalhos que
apresentam valores de sigma bastante variados.('21317-19)

O papel do laboratério clinico é apoiar o diagndstico
de doengas e que esse seja feito com a maior qualidade e
acuracia possivel. Assim, a métrica seis sigma serve tanto
como ponto de partida do controle da qualidade como fim,
pois pode guiar a estratégia do CQ bem como sua frequén-
cia. Essas estratégias permitem ao laboratorio estimar os
melhores resultados com menores imprecisdes e inexatidoes.

O calculo sigma foi obtido através das métricas de
viés, imprecisao e erro total permitido. Nao é a melhor
estimativa sobre a qualidade “verdadeira” sobre um men-
surando, que pode ser obtido através da comparagao com
metodologias padrdes, contudo é a mais pratica de se
alcancgar a qualidade de um analito de forma rapida. Além
disso, o impacto da qualidade sigma é traduzida em mel-
hores escolhas de controle a fim de minimizar os indices
de falsas rejeigbes em cada analito e aprimorar o uso de
controles para o estabelecimento da rotina de controle da
qualidade interno e externo.

Nosso estudo mostra que a métrica sigma € uma fer-
ramenta de qualidade essencial para acessar a qualidade
analitica dos laboratérios clinicos. A comparabilidade que a
meétrica sigma oferece aos diferentes analitos, metodologias
e equipamentos permite a busca pela qualidade de classe
mundial. Isso proporciona um benchmarking para auxiliar
na escolha das metodologias com maiores métricas sigma.
Além disso, demonstra que a métrica sigma pode fazer
parte tanto da estratégia do CQ como de um indicador
que demonstra a melhora continua na pesquisa de cada
analito. Esperamos que outros laboratérios megam suas
qualidades e compartilhem suas métricas com o objetivo
de que a qualidade global aumente, proporcionando a troca
de experiéncias e melhor visibilidade dos fatores que mais
influenciam a qualidade dos exames clinicos.

CONCLUSAO

Nosso trabalho buscou, através do célculo da métrica
seis sigma, encorajar os laboratérios a calcular os seus
indices de qualidade com a finalidade de melhor gerir a
qualidade analitica nos laboratérios clinicos. Dessa forma,
cremos que a melhor escolha dos controles e das estratégias
de controle interno e externo pode ser feita quando obtemos
o conhecimento da métrica sigma. Em nosso laboratério, o
desempenho de classe mundial foi observado para acido
urico, amilase, colesterol e triglicerideos. Outros analitos
obtiveram métricas sigmas menores que 3 e recomendou-se
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intervengdes na precisdo ou exatidao de acordo com cada
analito. Portanto, o conhecimento da métrica sigma fornece
uma referéncia para o laboratério projetar um protocolo para
o controle da qualidade interno e avaliar o eficiéncia do pro-
cesso de laboratorio existente, permitindo ganho analitico,
tempo e custos dentro da rotina laboratorial.

Abstract

Objective: There is a demand for clinical analysis laboratories to
display the qualities of their routine. Thus, laboratories are concerned
with the main attributes that impact analytical quality: precision and
accuracy. The sigma metric is a tool to easily and unambiguously
access analytical performance. However, laboratories have difficulties
in calculating and disclosing their sigma qualities. Thus, we aim to
show how to obtain and interpret sigma quality in a clinical analysis
laboratory located in southern Brazil. Methods: Our work analyzed 19
biochemical and two hematological parameters regarding the achieved
sigma qualities. In addition, we suggest quality control actions and
strategies that positively impact sigma quality through the quality
index. Therefore, knowledge of sigma quality allows for better quality
control strategies and benchmarks for laboratory methodologies
about quality. Results: Different sigma metrics were found from 9 to
0.2 sigma. These metrics indicated great performances as well as
room for significant improvement as indicated by the Quality Score.
Therefore, knowledge of sigma metrics provides a quality benchmark
for the laboratory and allows you to assess analytical efficiency.
Conclusion: Based on these findings, we hope that laboratories will
calculate their qualities, demonstrating the reach of sigma quality. In
addition, they can establish quality control strategies with the objective
of continuous improvement in clinical analyses.
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Total Quality Management; Quality Control; Quality Improvement
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Analise comparativa dos parametros de testes rapidos para o

diagnéstico da Hepatite B

Comparative analysis of the rapid test parameters for Hepatitis B diagnosis

Suelin Korb’
Allyne Cristina Grando?

Resumo

Objetivo: Determinar qual teste rapido (TR) é mais sensivel/especifico, qual possui maior
valor de preciséo, maior valor preditivo positivo e negativo e seus interferentes para
orientar os responsaveis técnicos na hora de adquirir um TR. Métodos: Realizou-se uma
busca na plataforma online da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) onde
foram selecionadas nove bulas para uma analise comparativa. Resultados: Entre as bulas
analisadas somente trés testes (HBsAg ECO Teste, Teste Rapido OnSite HBsAg Combo e
HBsAg Bioclin) estariam em concordancia com os critérios estabelecidos pelo Ministério
da Saude (MS). Concluséo: E importante a padronizagéo dos critérios para a validagdo
destes testes para que todos possam ser comparados mediante um nimero aproximado
de amostras totais, podendo assim apresentar informagdes claras ao consumidor. Em
geral, os resultados demonstram que os TR podem ser favoraveis para investigacdo do
virus da hepatite B (HBV) em areas com pouca infraestrutura e baixos recursos, mesmo
que ainda existam limitagdes nesses testes.

Palavras-chave
Hepatite B; Sensibilidade e Especificidade; Precisdo da Medi¢gdo Dimensional; Valor

Preditivo dos Testes; Cromatografia de Afinidade

INTRODUGAO

Durante uma pesquisa de proteinas no sangue, em
1963, Baruch Blumberg identificou a presenca de um anti-
geno no soro de um individuo australiano, denominando na
época como “antigeno Australia”, o HBsAg, conhecido hoje
como antigeno de superficie do virus da hepatite B. Desde
entdo, com o avango das pesquisas, foi possivel descobrir
diferentes virus capazes de ocasionar as hepatites."

O virus causador da hepatite B (HBV) faz parte da
familia Hepadnaviridae, sendo um virus de acido desoxirribo-
nucleico (DNA) de fita dupla, hepatotrdpico, onde as células
hepaticas sdo o alvo principal de infecgdo.® Apresenta-se
revestido por duas camadas: uma externa (envelope),
constituida pelo antigeno de superficie (HBsAg), e uma
camada interna, o core (HBcAg). Tem associado ao seu
core outra proteina, o antigeno E (HBeAg), e sua particula
viral é envolta por um envelope lipoproteico.(”

Este virus esta presente nos liquidos corporais como
sangue, saliva, sémen, secrecéo vaginal, e em pequena
concentragao também pode ser encontrado no suor, leite
materno, lagrima e urina de individuos portadores. Além
disso, é resistente a temperaturas elevadas, consegue
sobreviver fora do corpo e é de facil transmisséo pelo
contato dos liquidos infectados,® principalmente através
de relagdes sexuais, transfusdes de sangue, transmissao
vertical, uso de drogas injetaveis, entre outras.®

Considerada uma das infec¢des virais mais comuns e
a principal causa de doengas hepaticas em todo o mundo,
a hepatite B pode apresentar-se de forma aguda ou cronica
e ser assintomatica ou sintomatica.®

Hepatite B aguda

Nos casos de infecgdo aguda em adultos, 70% dos
pacientes encontram-se anictéricos, assintomaticos ou
apresentam sintomas leves, que geralmente duram de duas
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a quatro semanas, podendo apresentar fadiga, inapeténcia,
nausea, dor ou desconforto abdominal, febre baixa, icteri-
cia, coluria e acolia. Pode-se identificar hepatomegalia e,
raramente, esplenomegalia durante o exame fisico.® Os
sintomas tendem a desaparecer gradualmente. Algumas
pessoas desenvolvem a forma crénica, na qual o risco é
correlacionado com a faixa etaria do paciente.”

Em 95% dos casos de infecgdo aguda ha resolugéo
espontanea; todavia, 5% dos adultos evoluem para a forma
crénica® e em criangas menores de um ano esse risco
chega a 90%. Ainda em pacientes imunodeprimidos, a
evolugdo para a fase cronica da doenca pode ocorrer com
maior frequéncia.”

Hepatite B cronica

A fase cronica da doenga ocorre, principalmente,
quando a contaminagao se da via transmissao vertical ou
durante a infancia e é caracterizada pela persisténcia de
no minimo seis meses do HBsAg, sendo o principal mar-
cador de risco para o desenvolvimento de doenga hepatica
crénica e carcinoma hepatocelular durante a vida.® Entre
os individuos com infecgéo crénica por HBV que ndo séo
tratados, 15% a 40% progridem para cirrose, o que pode
levar a insuficiéncia hepatica e a carcinoma hepatocelular.®

Portadores de HBV crdnica geralmente ndo apresen-
tam sintomas até que ocorra uma hepatopatia avancada
com suspeita de cirrose.® Pelo menos 50% dos casos de
carcinoma hepatocelular séo decorrentes da fase crénica
da Hepatite B, que também é causadora de cancer primario
de figado (aproximadamente 75% a 90% dos casos sao
carcinoma hepatocelular), sendo a segunda causa mais
comum de morte por cancer no mundo. Entre os pacientes
com infecgéo pelo HBV, o carcinoma hepatocelular pode
desenvolver-se na auséncia de cirrose, porém ele é geral-
mente precedido por esta.®

Dentre algumas das estratégias para combater a
infeccdo esta o tratamento destes pacientes crénicos,
interrompendo a via de transmissao e o agravo da doenca.®

Prevaléncia

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
no ano de 2015 aproximadamente 257 milhdes de pessoas
possuiam a forma crénica da infecgao pela hepatite B. Neste
mesmo ano, estima-se que a doencga resultou em 887.000
mortes, principalmente por decorréncia do desenvolvimento
de cirrose e carcinoma hepatocelular. No ano seguinte, 27
milhdes de pessoas infectadas estavam cientes de sua
situacao, sendo que 4,5 milhdes dos individuos diagnosti-
cados encontravam-se em tratamento.'®)

No Brasil, entre as hepatites virais, a hepatite B é a
segunda maior causa de Obitos. Foram registrados 15.033
entre os anos de 2000 e 2017; desses, 54,8% apresenta-
ram hepatite B como causa basica. Na Regidao Sudeste foi
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detectada maior concentracao (41,5%), porém os maiores
coeficientes de mortalidade neste periodo foram registrados
na Regiéo Norte, 0,4 6bito por 100 mil habitantes em 2017.")

Entre 1999 e 2018, foram notificados 233.027 casos
confirmados de hepatite B. ARegido Sul apresentou 31,6%
destes casos, sendo a segunda regido mais afetada, estando
atras apenas da Regidao Sudeste, com 34,9%. As demais
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste apresentaram
14,4%, 9,9% e 9,1%, respectivamente.("

De 2008 a 2018, as taxas de detecgédo de hepatite
B nas regides Sul, Norte e Centro-Oeste mostraram-se
superiores a taxa nacional, que € de 6,7 casos por 100 mil
habitantes. Essas taxas pouco variaram na ultima década,
apesar de apresentar leve tendéncia a queda apés 2014.("

Diagnéstico por Testes Rapidos

O virus é capaz de secretar trés tipos de antigenos
(HBsAg, HBcAg e HBeAg) simultaneamente com seus res-
pectivos anticorpos (anti-HBs, anti-HBc e anti-HBe)('? que,
por meio de imunoensaios, € realizada a detecgdo destes
marcadores podendo ser identificados os distintos estagios
da infecgao pelo HBV.® O HBsAg é o principal marcador
clinico que detecta infec¢cdes agudas ou crénicas, sendo
utilizado para indicar dados de prevaléncia, bem como
endemicidade da infecgdo.(™®

O diagnostico prévio da infecgéo por HBV é de suma
importancia, pois permite tragar um tratamento conveniente
ao paciente gerando impacto direto na qualidade de vida
deste, além de ser um método eficaz na prevengéao de cro-
nificagcdo da doenga e de possiveis complicagdes como a
cirrose e o carcinoma hepatocelular. Porém, a maioria dos
individuos com infecgao crénica por HBV n&o tem conhe-
cimento de sua condigdo soroldgica, resultando no atraso
do diagnostico e danos mais severos.(")

No ano de 2011, o Ministério da Saude (MS) introduziu
os testes rapidos (TR) para triagem das hepatites virais B e
C, fazendo parte de estratégias adotadas para o enfrenta-
mento das complicagdes geradas pela doenga,!" pois sdo
considerados uma das principais formas de diagndstico
precoce, realizando um papel importante no controle da
infecgdo, permitindo interromper a cadeia de transmissao
por meio de prevencao e tratamento.®

Os TR sao ensaios imunocromatograficos capazes de
detectar antigenos ou anticorpos presentes no sangue, soro
ou fluido oral. Quando destinados a pesquisa de anticorpos,
havera uma membrana de nitrocelulose para captura de anti-
corpos presentes na amostra; nela estaréo fixados antigenos
(geralmente proteinas sintéticas). No caso de identificagéo
de antigenos, havera anticorpos fixados na membrana, pos-
sibilitando a captura dos antigenos presentes na amostra.®

Esses testes possuem alta sensibilidade (98,6% a
100%) e especificidade (98,9% a 99,8%), além de serem
testes de facil realizagao e com tempo de execugao mais
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rapido do que os testes convencionais laboratoriais, que
obtém o resultado em até 30 minutos.('® Sendo assim,
também podem ser uma importante ferramenta para faci-
litar e aumentar o acesso ao diagnostico em individuos
residentes de areas de dificil acesso, pois podem ser rea-
lizados em locais com pouca estrutura e nao é necessario
equipamento complexo.®

Afim de obter um encaminhamento rapido do paciente
ao especialista, o Manual Técnico para o Diagnéstico das
Hepatites Virais, publicado pelo MS em 2018, determina
que o diagnostico do HBV inicie com a realizagdo dos
testes rapidos.® Ao analisarmos a historia da infecgdo e
a evolucdo de seu diagndstico, € possivel perceber um
crescente numero de realizagdes de TR para Hepatite B
no Rio Grande do Sul. Em 2015 foram realizados 119.578
testes, em 2016 aumentou para 193.798 e em 2017 este
numero cresceu ainda mais, totalizando 235.697 Testes
Rapidos para Hepatite B no Estado.”

Atualmente, existem no mercado inumeros TR para
detecgdo de marcadores da infecgdo por HBV que séo
produzidos por diversos fabricantes e estédo disponiveis em
diferentes regides do mundo.(® No Brasil, o Ministério da
Saude distribui TR capazes de detectar o HBsAg.(* Este
trabalho teve como objetivo reunir dados e determinar qual
TR é mais sensivel/especifico, qual possui maior valor de
acuracia, maior valor preditivo positivo e negativo e quais
os interferentes para orientar os responsaveis técnicos na
hora de adquirir um TR.

MATERIAL E METODOS

Através da plataforma online da Anvisa foi realizada
uma busca por testes imunocromatograficos registrados.
No total foram encontradas nove bulas em plataforma
online. A revisao da literatura foi efetuada nas bibliotecas
eletrénicas Scielo e Pubmed, nos idiomas portugués, inglés
e espanhol, utilizando os seguintes descritores: Hepatite B
(sempre no primeiro campo da busca), combinado com os
demais descritores, um por vez: HBsAg, sintomas, trans-
missao, diagndstico, epidemiologia. Também foi realizada
uma busca utilizando como descritores testes rapidos,
sensibilidade, especificidade, acuracia. Foram utilizados
artigos dos ultimos oito anos.

RESULTADOS

Foram selecionadas, por meio eletronico, e avaliadas
as bulas dos seguintes testes rapidos: HBsAg Eco Teste,("®
Imuno-Rapido Anti-HBsAg,'® HBsAg Rapido,?” HBsAg
Rapid Test,?" HBsAg — EIC,?? Teste Rapido OnSite HBsAg
Combo,® HBsAg Bioclin,?» HBsAg Teste Rapido, ?® BioPix
HBsAg.?® Todos os fabricantes possuem autorizagao para
a comercializagao dos kits pela Anvisa.

RBAC. 2021;53(4):381-388

A partir destas nove bulas, foi avaliado o total de amos-
tras testadas, a quantidade obtida de verdadeiro positivo
(VP), verdadeiro negativo (VN), falso positivo (FP) e falso
negativo (FN). Também foram avaliados os valores estabe-
lecidos para os parametros que garantem a credibilidade
de um teste: sensibilidade, especificidade, acuracia, valor
preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN).
Os resultados sédo expostos na Tabela 1.

Entre os testes, oito deles (HBsAg Eco Teste, HBsAg
Rapido, HBsAg Rapid Test, HBsAg — EIC, Teste Rapido
OnSite HBsAg Combo, HBsAg Bioclin, HBsAg Teste Rapido,
BioPix HBsAg) apresentaram valores superiores a 98% para
sensibilidade, especificidade, acuracia, VPP e VPN. Apenas
um deles (Imuno-Rapido Anti-HBsAg) apresentou o VPP
abaixo de 98% (97,95%). Oito dos testes (HBsAg Eco Teste,
Imuno—Rapido Anti-HBsAg, HBsAg Rapido, HBsAg Rapid
Test, HBsAg — EIC, Teste Rapido OnSite HBsAg Combo,
HBsAg Teste Rapido, BioPix HBsAg) afirmam serem 100%
sensiveis e um teste (Teste Rapido OnSite HBsAg Combo)
afirma ser 100% sensivel e especifico.

Todos os testes relatam a possibilidade de intercor-
réncias quando o armazenamento do kit e das amostras for
em temperatura incorreta, quando a utilizagao dos materiais
de ensaio estiver fora da temperatura ambiente e quando
realizada leitura dos resultados apds o tempo indicado.
Lipemia e hemdlise sao citados como interferentes em seis
dos testes (HBsAg Eco Teste, Imuno-Rapido Anti-HBsAg,
HBsAg Rapido, HBsAg — EIC, Teste Rapido OnSite HBsAg
Combo, BioPix HBsAg). Somente um dos testes (HBsAg
Bioclin) ndo aponta multiplos ciclos de congelamento e
descongelamento das amostras como possivel causa de
alteragdo nos resultados. Os possiveis interferentes prove-
nientes do kit e das amostras para cada teste sdo descritos
nas Tabelas 2 e 3.

DISCUSSAO

Sao diversos os testes rapidos para identificacdo de
marcadores de doengas infecciosas disponiveis comercial-
mente para realizagao de diagndsticos, permitindo a libera-
¢ao rapida dos resultados. Sua aprovagao para diagnostico
da hepatite B, assim como a analise do seu desempenho na
detecgdo de marcadores do virus, € de suma importancia.(®

No Brasil, desde 2011, sdo adquiridos e distribuidos os
testes rapidos para hepatite B pelo MS a rede do Sistema
Unico de Saude (SUS). Para isso, foram estabelecidos cri-
térios minimos de sensibilidade e especificidade (99,5% e
99,4%, respectivamente), sendo que para outros parametros
nao ha critérios minimos.?®

A sensibilidade e a especificidade sao parametros
importantes para avaliagao do desempenho de um teste
diagnostico, sendo que a sensibilidade é a probabilidade
de o resultado ser positivo em paciente doente (VP) e a
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Tabela 1 - Tabela comparativa entre as informagdes contidas nas bulas de testes rapidos para o diagndstico da Hepatite B.

Nome comercial Fabricante Total de VP VN FP FN S (%) E (%) Acuracia VPP VPN
do teste amostras (%) (%) (%)
testadas

HBsAg ECO Teste'® ECO Diagnostica Ltda. 588 131 455 2 0 100 99,5 99,65 98,49 100

Imuno-Rapido WAMA 96 48 47 1 0 100 98 98,95 97,95 100

Anti-HBsAg" Diagndstica

HBsAg Rapido?® VIDA 250 150 99 1 0 100 99 99,60 99,33 100
Biotecnologia

HBsAg Rapid Diagnostica Industria e 449 19 427 0 3 100 99, 99,33 100 99,30

Test?! Comércio Ltda.

HBsAg - EIC? Gold Analisa NI NI NI NI NI 100 99 NI NI NI
Diagnéstica
Ltda.

Teste Rapido CTK Biotech 915 208 707 0 0 100 100 100 100 100

OnSite HBsAg Inc.

Combo?

HBsAg Bioclin? QUIBASA QUIMICA 1365 349 1014 2 0 >99,9 99,8 99,85 99,43 100
BASICA Ltda.

HBsAg Doles Reag. Equip. 250 150 100 0 0 100 99 100 100 100

Teste Rapido? para Laboratérios

BioPix ® HbsAg?*® Wama Produtos p/ 250 150 99 0 1 100 99 99,60 100 9
Laboratorio Ltda.

HBsAg Bioclin? QUIBASA QUIMICA 1365 349 1014 2 0 >99,9 99,8 99,85 99,43 100

BASICA Ltda.

VP: Verdadeiro Positivo; VN: Verdadeiro Negativo; FP: Falso Positivo; FN: Falso Negativo; S: Sensibilidade; E: Especificidade; VPP: Valor Preditivo Positivo; VPN:
Valor Preditivo Negativo; NI: N&o informado.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 2 - Interferentes da amostra citados em bulas de testes rapidos para o diagndstico da Hepatite C.

Nome comercial do teste

Interferentes da amostra

HBsAg ECO Teste'®

Multiplos ciclos de congelamento e descongelamento, turbidez, hemolise, lipemia. Amostras de soro ou
plasma devem ser armazenadas entre 2°C e 8°C por até 5 dias. Para longos periodos de armazenamento,
deverao ser congeladas a -20°C.

Imuno-Rapido
anti-HBsAg"

Hemodlise, lipemia, contaminacao. Baixa reatividade. Diluigdo. Repetidos congelamentos e descongelamentos.
Amostras podem ser conservadas em geladeira entre 2°C e 8°C por 48 horas. Para armazenagem mais longa,
as amostras de soro ou plasma devem ser mantidas no freezer a -20°C.

HBsAg Rapido?®

Hemodlise, lipemia e contaminacé&o. Diluicéo. Repetidos congelamentos e descongelamentos. Amostras conservadas
a temperatura de 2°C a 8°C por até 7 dias ou a temperatura de -20°C (soro e plasma) por periodo indeterminado.

HBsAg Rapid Test?'

Hemodlise. Contaminagao, ciclos repetidos de congelamento e descongelamento. Amostras podem ser
conservadas refrigeradas entre 2°C e 8°C por até 3 dias. O plasma pode ser armazenado por periodos
maiores a -20°C. Amostras de sangue total ndo podem ser congeladas.

HBsAg-EIC2

Hemodlise, lipemia, contaminagao. Repetidos congelamentos e descongelamentos. Amostras podem ser
conservadas em geladeira por até 3 dias entre 2°C e 8°C ou congeladas a -20°C.

Teste Rapido OnSite
HBsAg Combo?

Lipemia severa, hemolise e turbidez. Multiplos ciclos de congelamento e descongelamento. Amostras podem
ser conservadas por até 5 dias em temperatura entre 2 e 8°C. Para armazenamento mais prolongado, as
amostras devem ser congeladas a -20°C.

HBsAg Bioclin?

Amostras podem ser conservadas sob refrigeracdo entre 2°C e 8°C por até 3 dias. Podem ser estocadas por
até 30 dias a temperatura de -20°C. Amostras de sangue total ndo podem ser congeladas.

HBsAg Teste Rapido®

Hemodlise. Diluigdo. Repetidos congelamentos e descongelamentos. Amostras com anticoagulante. Amostras
podem ser refrigeradas a temperatura de 2°C a 8°C. Para periodos de armazenamento superior a trés dias, o
congelamento (-20°C) é recomendado.

BioPix® HbsAg?

Hemodlise, lipemia e contaminacéo. Diluicdo. Amostras com anticoagulante. Repetidos congelamentos e
descongelamentos. Podem ser conservadas em geladeira (2°C -8°C) por até 3 dias ou freezer (-20°C).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 - Interferentes do kit citados em bulas de testes rapidos para o diagnéstico da Hepatite B.

Nome comercial do teste

Interferentes do kit

HBsAg ECO Teste'®

Armazenamento do kit fora da temperatura de 2°C a 30°C. Congelados. Contaminagéo biolégica ou
microbioldgica do kit, pipetas, coletores ou reagentes. Materiais de ensaio fora da temperatura ambiente na
hora do uso. Interpretagdo do resultado apés 25 minutos.

Imuno-Rapido
anti-HBsAg"

Armazenamento do kit fora da temperatura de 2°C a 30°C. Congelados. Materiais de ensaio fora da
temperatura ambiente na hora do uso. Interpretacdo do resultado apés 20 minutos.

HBsAg Rapido?

Armazenamento do kit fora da temperatura de 2°C a 30°C. Congelados. Transporte e entrega apos 7 dias.
Materiais de ensaio fora da temperatura ambiente na hora do uso. Interpretacéo de resultado apds 20 minutos.

HBsAg Rapid Test?!

Armazenamento do kit fora da temperatura de 4°C a 30°C. Exposic¢éo a luz solar direta, umidade e calor.
Congelados. Materiais de ensaio fora da temperatura ambiente na hora do uso. Apos abertos, possuem
estabilidade por até uma hora em temperatura ambiente. Interpretagcéo do resultado apés 30 minutos.

HBsAg-EIC2

Reagentes armazenados fora da temperatura de 2°C a 30°C ou congelados. Exposigédo a temperaturas
elevadas, bem como diretamente ao sol. Congelamento da placa teste gera deterioracgao irreversivel. Materiais
de ensaio fora da temperatura ambiente na hora do uso. Interpretacédo do resultado apés 30 minutos.

Teste Rapido OnSite
HBsAg Combo?

Controles armazenados fora da temperatura de 2°C -8°C. Kits congelados ou exposi¢ao a temperaturas acima
de 30°C. Materiais de ensaio fora da temperatura de 15°C -30°C na hora do uso. Interpretagao do resultado
apo6s 20 minutos.

HBsAg Bioclin?

Armazenamento do kit fora da temperatura de 2°C a 30°C. Umidade. Transporte por mais de 45 dias a temperaturas
superiores a 45°C. Armazenamento em temperaturas acima de 45°C causam deterioragéo do kit. Congelados.
Materiais de ensaio fora da temperatura ambiente na hora do uso. Interpretagdo do resultado apds 30 minutos.

HBsAg Teste Rapido?®

Armazenamento do kit fora da temperatura de 2°C a 30°C. Congelados. Umidade. Materiais de ensaio fora da
temperatura ambiente na hora do uso. Interpretacdo do resultado apés 20 minutos.

BioPix® HbsAg?®

Armazenamento do kit fora da temperatura de 2°C a 30°C. Congelados. Transporte e entrega apds 144 horas.
Materiais de ensaio fora da temperatura ambiente na hora do uso. Interpretacéo do resultado apés 20 minutos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

especificidade é a probabilidade do teste apresentar resul-
tado negativo em paciente ndo doente (VN).2") Entre as
bulas analisadas, apenas uma (HBsAg Bioclin — QUIBASA)
apresentou sensibilidade de > 99,9%; todas as demais apre-
sentam 100% de sensibilidade. Quanto a especificidade,
todas as bulas mostraram ter valores = 98%.

O Teste Rapido OnSite HBsAg Combo apresentou
100% de sensibilidade e especificidade, mostrando que
esses valores nao sao confiaveis, visto que néo é possi-
vel atingir este resultado, pois ha um antagonismo entre
ambos parametros onde o aumento da sensibilidade pode
aumentar os interferentes e, como consequéncia, apresentar
resultados falsos-positivos.©?”

De acordo com os critérios minimos de sensibilidade
e especificidade determinados pelo MS, somente trés tes-
tes estariam em concordéancia, uma vez que apresentam
valores superiores a 99,4%, sendo eles HBsAg ECO Teste,
Teste Rapido OnSite HBsAg Combo e HBsAg Bioclin. Os
demais testes apresentam valores inferiores ao critério
minimo (99,4%).? Neste estudo, o teste que apresentou
menor valor de especificidade foi o Imuno-Rapido Anti-
-HBsAg — Wama com 98%.

Um estudo de Cruz (2015) testou os parametros de
testes rapidos onde foram encontrados baixos valores de
sensibilidade (Imuno-rapido HBsAg 95,15% e HBsAg Teste
Réapido 93,20%) comparados com os valores expostos
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nas bulas dos fabricantes (Wama e Doles), que neste
trabalho descreve 100% em ambos os casos, mostrando
que a informacédo contida nas bulas ndo condiz com os
resultados apresentados.('®

Visto também que estes resultados estdo bem abaixo
do critério minimo estipulado pelo MS, isso demonstra
a necessidade de melhor avaliagdo neste tipo de teste
antes do seu uso em larga escala.®® Em diferentes paises,
a sensibilidade dos TR apresenta diferengas. Este fato
pode estar relacionado com a deficiéncia na detecgao de
gendtipos do HBV nos testes. A grande heterogeneidade
encontrada nos resultados do TR também dificulta uma
melhor comparacao entre eles.('®

E possivel descrever a acurécia (precisdo) de um teste
a partir dos seus valores de sensibilidade e especificidade.
28) O Teste Rapido OnSite HbsAg Combo e o HBsAg Teste
Rapido apresentaram 100% de acuracia, gerando duvida
quanto a sua credibilidade. O estudo de Cruz (2015) também
mostra que, quando se trata do valor de acuracia, a bula
também apresenta valores diferentes e mais elevados (Imu-
no-Rapido HBsAg 98,95% e HBsAg Teste Rapido 100%) em
relagdo aos valores encontrados no estudo (Imuno-Rapido
HBsAg 94,7% e HBsAg Teste Rapido 93,34%), trazendo
que a bula pode ndo estar sendo real em comparagao aos
resultados encontrados.® O teste HbsAg — EIC néo fornece
as informagdes para obtengdo deste parametro; o menor
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valor encontrado foi 98,95% do Imuno-Répido Anti-HbsAg
e 0s demais testes apresentaram valores superiores a 99%.

O valor preditivo positivo (VPP) de um teste refere-se
a probabilidade de um resultado positivo ser verdadeiro, ou
seja, indica a presenca da doenga.®”) Se o teste apresentar
um resultado de VPP elevado, é provavel que o paciente
que obtiver um resultado positivo realmente esteja com a
patologia investigada.®® O unico teste que ndo fornece as
informagdes para obtencdo deste pardmetro é o HBsAg
— EIC. Os testes HBsAg Rapid Test, Teste Rapido OnSite
HBsAg Combo, HBsAg Teste Rapido e Biopix HBsAg mos-
tram valor de 100% para VPP e os demais apontam valores
superior a 97,9%.

O valor preditivo negativo (VPN) indica a probabilidade
de que um resultado negativo seja verdadeiro.?” Um teste
com VPN elevado sugere que o paciente cujo teste apre-
sente resultado negativo realmente ndo seja portador da
doenga investigada.?® Apenas o HBsAg — EIC nao fornece
as informagdes necessarias para obtengao deste dado. Os
testes HBsAg Rapid Test e BioPix® HBsAg apresentaram
99,3% e 99%, respectivamente. Os demais testes apresen-
taram VPN de 100%.

N&o ha critério que estabelega um valor minimo de
amostragem para validacao de testes de diagndstico,
incluindo os TR. Entre as bulas, notou-se uma diferenca
significativa no total de amostras testadas, principalmente
entre o Imuno-Rapido Anti-HbsAg que testou 96 amostras
enquanto no HBsAg Bioclin foram testadas 1.365 amostras.
Ja os testes HBsAg Rapido, HBsAg Teste Rapido e BioPix
HbsAg apresentaram os mesmos valores para total de
amostras, VP, sensibilidade e especificidade, sendo que
HBsAg Réapido e BioPix HbsAg tiveram os mesmos valores
também para VN e acuracia.

No caso do teste HBsAg — EIC n&o consta na sua bula
o numero de amostras testadas, bem como VP, VN, FP e FN
nao sao informados. N&do ha dados na literatura informando
sobre o controle de qualidade aplicado aos TRs, bem como
alguma informagao onde testes podem ter achados idénticos
para seus parametros. Sendo assim, torna-se questionavel
a validacao destes resultados.

Foram encontrados resultados FP nos testes HBsAg
ECO Teste (dois), Imuno—Rapido Anti-HbsAg (um), HBsAg
Rapido (um) e HBsAg Bioclin (dois), e resultados FN foram
detectados nos testes HBsAg Rapid Test (trés) e BioPix
HbsAg (um). Esses dados séo consideravelmente bons, pois
supbem maior autenticidade nos resultados, visto que,
como ja citado, ndo é possivel atingir um resultado 100%
sensivel e especifico ja que ha um antagonismo entre
ambos os pardmetros.?”) Porém, o numero de amostras
para VN é muito maior comparado ao VP em quatro dos
testes (HBsAg ECO teste, HBsAg Rapid Test, Teste Rapido
On Site HBsAg Combo,HBsAg Bioclin), o que nédo € o ideal
para se obter o VPP.
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Interferentes durante os processos de um teste podem
gerar consequéncias graves na interpretagéo dos resultados,
principalmente quando o exame laboratorial é utilizado para
definicdo de um diagnostico. Erros causados por possiveis
interferéncias comprometem a saude e o tratamento do
paciente.?) Neste trabalho foi observado que todos os
testes relatam possiveis intercorréncias causadas pelo uso
do material de ensaio fora da temperatura ambiente, bem
como a leitura dos resultados apos o tempo indicado e o
armazenamento das amostras e dos kits em temperaturas
incorretas, sendo que sete testes (HBsAg ECO Teste,
Imuno-Rapido Anti-HBsAg, HBsAg Rapido, HBsAg — EIC,
HBsAg Bioclin, HBsAg Teste Rapido, BioPix HbsAg) indicam
armazenamento entre 2°C e 30°C, o HBsAg Rapid Test indica
entre 4°C e 30°C e o HBsAg — EIC indica a temperatura de
2°C a 30°C para os reagentes. Estudos destacam que a
exposicao a temperatura inadequada durante o armazena-
mento de kits e reagentes pode ocasionar a deterioragao dos
mesmos e interferir nos resultados de exames laboratoriais
e, por conseguinte, nos TR.?"

Todos os testes indicam que as amostras devem ser
armazenadas na temperatura de 2°C a 8°C e, apos o tempo
determinado, podem ser congeladas a -20°C, sendo que os
testes HBsAg Rapid Test e HBsAg Bioclin destacam que
amostras de sangue total ndo podem ser congeladas. Além
disso, multiplos ciclos de congelamento e descongelamento
sdo relatados como interferentes em oito testes, apenas
o HBsAg Bioclin n&o relata este interferente. A literatura
comprova que expor o material biolégico a condigbes inade-
quadas de temperatura pode acarretar alteragdes do mesmo
e divergéncias nos resultados de testes laboratoriais.?”

Alipemia resulta turbidez da amostra por consequéncia
do acumulo de particulas de lipoproteinas (especialmente
triglicerideos), sendo citada em seis dos testes como inter-
ferente; a hemolise caracterizada pela lise dos eritrocitos
ocasionando cor avermelhada no soro € citada em oito dos
testes.?” Segundo a literatura, a composi¢do da membrana
de nitrocelulose (membrana da amostra) encontrada nos TR
possibilita a filtragcao de certos interferentes, como as hema-
cias.®? Contudo, em amostras lipémicas e/ou hemolisadas
ainda sera possivel que ocorram resultados FP e FN.?"

CONCLUSAO

Nao existem critérios estabelecidos que determinem
um padrao de pesquisa de TR quando feitos os testes para
validagao de cada kit. Cada fabricante utiliza uma quantidade
de amostras, sendo que alguns ainda ndo informam esses
numeros, tornando inviavel a realizagdo de uma comparagao
veridica entre os resultados de VP, VN, VPP, VPN e acura-
cia. Ainda, trés dos testes apresentam os valores de seus
parametros praticamente idénticos, tornando questionavel
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a forma de validacdo do kit adotado por eles. E de suma
importancia que a Anvisa padronize critérios para a apro-
vagao e validagao destes testes para que todos possam
ser comparados mediante um namero minimo e maximo
de amostras totais, podendo assim apresentar informagdes
claras ao consumidor.

Todos os testes encontram-se dentro dos critérios de
sensibilidade, porém apenas trés estao dentro dos critérios
quanto a especificidade. Isso comprova ainda mais que
ha uma necessidade de estabelecer um padrao de aceita-
¢ao, assim como uma fiscalizag&o perante os critérios hoje
adotados pelos 6rgaos responsaveis.

Em geral, os resultados demonstram que os tes-
tes rapidos podem ser favoraveis para investigagao
do HBV em areas com pouca infraestrutura e baixos
recursos para a realizacdo de estudos de prevaléncia
da infeccao deste virus, mesmo que ainda existam limi-
tacdes nos testes quanto aos resultados encontrados.

Abstract

Objective: to gather data and determine which RT is more sensitive
/ specific, which has the highest accuracy value, the highest positive
and negative predictive value and its interference to guide technical
managers when acquiring a TR. Methods: a search was carried out
on Anvisa’s online platform where 9 package inserts were selected for
comparative analysis. Results: Among the package inserts analyzed,
only three tests (HBsAg ECO Test, Rapid OnSite Test HBsAg Combo
and HBsAg Bioclin) would be in agreement with the criteria established
by the MS. Conclusion: It is important that the criteria for the validation
of these tests are standardized so that all can be compared using
an approximate number of total samples, thus being able to present
clear information to the consumer. In general, the results demonstrate
that RT can be favorable for investigating HBV in areas with little
infrastructure and low resources, even though there are still limitations
in these tests.

Keywords
Hepatitis B; Sensitivity and Specificity; Dimensional Measurement
Accuracy; Predictive Value of Tests; Chromatography, Affinity
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Verificar in vitro a atividade antibacteriana de antiagregantes plaquetarios contra
cepas padrao de Staphylococcus aureus. Métodos: Foram utilizados trés medicamentos
similares, pertencentes a classe de antiagregantes plaquetarios: Ticagrelor, Bissulfato
de Clopidogrel e Cloridrato de Prasugrel. Os microrganismos utilizados foram S. aureus
ATCC 6538 e S. aureus ATCC 25923. Para a verificagdo do efeito antimicrobiano dos
medicamentos, foram utilizados dois métodos: Método de disco-difuséo, no qual foi testado
50uL do farmaco diluido, correspondendo a 4,5mg para Ticagrelor; 3,75mg para Bissul-
fato de Clopidogrel; 0,5mg de Cloridrato de Prasugrel; e pelo método de macrodiluicao
em caldo, realizada com o objetivo de verificar a concentragao inibitéria minima, no qual
foram utilizados 10 tubos com diferentes concentra¢des de cada farmaco. Os tubos foram
incubados por 24 horas a 37°C. Apds esse periodo, foi retirada uma aliquota de 10uL
da cultura de cada tubo, sendo em seguida plaqueados em meio Agar Mueller-Hinton.
As placas foram incubadas sob as condigdes anteriormente citadas e, apds 24 horas, foi
verificada a concentragéo bactericida minima. Resultados: Pelo método de disco-difusao
nao foram observados halos de inibigdo em nenhuma amostra testada. Pelo método de
macrodiluigao, os farmacos Ticagrelor e Cloridrato de Prasugrel ndo demonstraram ativida-
de antibacteriana, entretanto, o Bissulfato de Clopidogrel apresentou a¢édo antibacteriana
a partir da concentragéo 9,37mg/mL. Conclusao: Foi verificada uma acéo antibacteriana
frente ao Staphylococcus aureus pelo antiagregante plaquetario Bissulfato de Clopidogrel.

Palavras-chave
Endocardite; Antibacterianos; Inibidores da Agregagéo de Plaquetas.

préprios de seu metabolismo que, atuando sozinhos ou
em conjunto, sdo capazes de promover uma infecgao no

Staphylococcus aureus é a uma bactéria comum que
acomete seres humanos. Sua versatilidade aliada ao seu
potencial patogénico faz com que esta espécie se torne
uma das principais bactérias responsaveis por infecgdes
sistémicas nos seres humanos."?

O potencial patogénico da Staphylococcus aureus é
determinado por um conjunto de componentes e produtos

individuo. Dessa forma, as caracteristicas da infec¢ao
desenvolvida pelo microrganismo dependera da interagéo
dos componentes do patdégeno com os mecanismos de
defesa do hospedeiro.G®

O perfil oportunista desse patdégeno permite o
desenvolvimento de infecgdes em varios locais do orga-
nismo, apresentando distintas manifestagbes clinicas.
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As manifestagdes clinicas podem ser apresentadas por
individuos saudaveis e imunologicamente competen-
tes convivendo em sociedade, mas principalmente por
aqueles que se encontram em ambientes hospitalares.®
Uma das complicagdes mais consideraveis decorrentes
da colonizagdo do S. aureus é a endocardite infecciosa,
que apresenta como manifestagdes clinicas vegetagoes
valvulares, abscessos, mioperiocardite, dentre outras.”

A endocardite infecciosa consiste em uma doenga
que atinge o tecido cardiaco, especificamente a superficie
endocardial do coragao, envolvendo principalmente as
valvulas cardiacas, seja nativa ou protética.”” Segundo
Fowler e colaboradores®, S. aureus é a principal causa
das endocardites infecciosas no mundo, correspondendo
a aproximadamente 31% dos casos ja relatados.

O endotélio cardiaco é altamente resistente as infec-
¢oes.® Havendo bacteremia, entretanto, a célula endotelial
torna-se alvo de lesbes, 0 que contribui para a evolugao
da doenga. A presenga de rupturas ou lesdes nas células
endoteliais do tecido cardiaco, incluindo valvulas cardiacas,
favorece a adesao de microrganismos circulantes a essas
superficies danificadas. As plaquetas sdo as células res-
ponsaveis por promover a ligacao do patdgeno as células
endoteliais danificadas, uma vez que estas proveem ao
microrganismo a superficie adesiva necessaria.('?

A efetividade do S. aureus encontra-se intimamente
ligada a sua capacidade em promover agregagao plaquetaria,
desempenhando um importante papel na patogénese da
endocardite infecciosa, uma vez que é capaz de interagir
fortemente com os componentes do hospedeiro, aderindo ao
endotélio cardiovascular danificado, plaquetas e proteinas
plasmaticas, como fibrinogénio e fibronectina."?

Os principais métodos empregados no tratamento da
endocardite infecciosa incluem antibiéticos e procedimentos
cirurgicos. Entretanto, disturbios emboliticos associados
a endocardite infecciosa ainda apresentam alto indice de
mortalidade. Estudos in vitro recentes, associados a estudos
experimentais e estudos clinicos, comprovam a eficacia
do uso de antiagregantes plaquetarios no tratamento dos
eventos decorrentes da endocardite infecciosa, sendo
seu uso proposto também como uma possivel prevengao
para a doenga.("

Trombos podem ser definidos como coagulos for-
mados a partir de uma les&o vascular, ou ainda a partir
da ativagcédo do processo de coagulacédo e de disturbios
da corrente sanguinea. Especificamente no cenario de
uma endocardite infecciosa, as vegetac¢des formadas ou
“trombos” sdo decorrentes da interagao entre as plaquetas
e 0s microrganismos circulantes na corrente sanguinea.('?

Antiagregantes plaquetarios sdo agentes capazes
de inibir a formagéo de trombos que s&o induzidos pelo
acumulo de plaquetas. Dessa forma, eles atuam inibindo
a formagao desses coagulos por meio de mecanismos de
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inibicdo das funcbes plaquetarias, como adesividade e
agregacao, e liberagéo ou secregao de substancias, através
de diferentes vias."® Ticagrelor, Bissulfato de Clopidogrel
e Cloridrato de Prasugrel sdo principios ativos comumente
empregados para a prevengao de eventos cardiovascu-
lares caracterizados por trombose, e atuam inibindo os
receptores de adenosina difosfato (ADP) presentes na
superficie das plaquetas.™ Estudos recentes indicam que
0 agente anticoagulante plaquetario Ticagrelor em dosa-
gens convencionais como antiplaquetario pode exercer
atividade antimicrobiana, adicionalmente, a sua principal
fungdo preventiva, assim como também ja foi associado a
melhora da fungao pulmonar em pacientes hospitalizados
por pneumonia.(®

Contudo, este estudo tem como objetivo verificar in
vitro a atividade antibacteriana de Ticagrelor e outros antia-
gregantes plaquetarios, como Bissulfato de Clopidogrel e
Cloridrato de Prasugrel contra cepas padrao de Staphylo-
coccus aureus.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos utilizados e padronizagao dos

inéculos

Foram utilizadas cepas referéncias de Staphylococcus
aureus ATCC 6538 e S. aureus ATCC 25923. As cepas
foram reativadas em Agar Mueller-Hinton, incubados a 37°C
durante 24 horas. Em seguida um pequeno fragmento das
colbnias foi colocado em uma solugéo salina de 0,85%. A
suspensao resultante foi homogeneizada em agitador tipo
Vértex durante um minuto. A turbidez foi ajustada ao tubo
0,5 da escala de McFarland com auxilio de um espectro-
fotdbmetro (CELM E-225 D) com absorbéancia de 625nm.
Este procedimento foi realizado de forma a fornecer uma
suspensdo padrdo de bactérias contendo 1x108 a 2x108
UFC/mL.(1617)

Preparo da solugao farmacolégica

Para este estudo, foram utilizados trés antiagregantes
plaquetarios de diferentes marcas provenientes de industrias
farmacéuticas distintas com principios ativos diferentes e
de concentragbes nao equivalentes, sendo eles: Ticagre-
lor 90mg, Bissulfato de Clopidogrel 75mg e Cloridrato de
prasugrel 10mg.

Inicialmente, os comprimidos de cada farmaco foram
delicadamente esmagados ainda em suas embalagens
individuais com o auxilio de grau e pistilo de forma que
nao houvesse rompimento da embalagem. Em seguida, o
conteudo de cada comprimido foi assepticamente transferido
para tubos de ensaio com tampa contendo 1mL de agua
destilada estéril. Os tubos foram agitados em agitador tipo
Vértex até que o material fosse totalmente dissolvido. Aesta
solucao foi dado o nome de solugao estoque.
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Efeito antibacteriano de antiagregantes

Avaliagao da atividade antibacteriana por

disco-difusao

Averificagao da atividade antibacteriana dos farmacos
foi realizada pela técnica de disco-difuséo de acordo com a
metodologia de Kirby-Bauer seguindo o documento M02('")
com modificagdes. O meio de cultura utilizado foi o Agar
Mueller-Hinton (HIMEDIA). Cada placa de Petri de 90mm
de didametro continha 25mL do meio de cultura, deixando-as
com uma profundidade padronizada de 4mm igualmente
em todas as placas.

Com auxilio de um swab estéril embebido na sus-
pensao bacteriana padronizada, o indculo foi espalhado
sobre toda a superficie do meio. As placas ficaram 5
minutos entreabertas dentro de um fluxo laminar para a
secagem e, apos esse periodo, foi colocado no centro
de cada placa um disco de papel de filtro Whatman n° 1
estéril de 6mm de didmetro. Em seguida, foi dispensado
sobre cada disco um volume de 50puL da solugéo estoque
(que corresponde a 4,5mg para Ticagrelor; 3,75mg para
Bissulfato de Clopidogrel; 0,5 mg de Cloridrato de Prasu-
grel). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e
apos esse periodo foi verificado se houve a formagao do
halo de inibigao.

Determinagao da concentragao inibitoria

minima - CIM

Aconcentragéo inibitoria minima dos farmacos foi deter-
minada pela técnica de macrodiluigdo em tubos de acordo
com a norma M07-A10('® com modificagdes. Inicialmente,
a solugao estoque dos farmacos foi diluida 1:1 (v/v) em
agua destilada estéril em 10 concentragdes diferentes, de
acordo com a Tabela 1. Em seguida, a suspensdo padréao
de S. aureus foi diluida em 1:100 em Caldo Mueller-Hinton
(HIMEDIA) 2x concentrado. A CIM foi realizada transfe-
rindo 1mL da suspensdao bacteriana diluida para os tubos
contendo os farmacos. O volume final de cada tubo foi de

2mL, resultando em uma concentracao final do inéculo de
5x10% UFC/mL de S. aureus. Para o controle negativo de
crescimento, foi utilizado um tubo com as mesmas concen-
tragdes dos farmacos do tubo 1 (mais concentrado), porém
sem o indculo, e para o controle positivo de crescimento,
foi utilizado um tubo com apenas 2mL do meio sem os
farmacos, porém com o inéculo.

Os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas. Apos
esse periodo, foram adicionados 200uL de Cloreto de Trifenil
Tetrazolio (TTC) a 2% a cada tubo, corante que promove a
coloracao das colénias sem comprometer sua viabilidade, e
os tubos foram reincubados por mais duas horas. Apds esse
periodo, os tubos que apresentam atividade antimicrobiana
permanecem incolores, enquanto os tubos em que houve
crescimento microbiano coram-se em vermelho. A CIM foi
determinada como a menor concentracdo dos farmacos
que nao demonstra crescimento microbiano.

Determinagao da concentracao bactericida

minima - CBM

Antes da adi¢éo do indicador TTC, 10uL de cada tubo
foram inoculados em meio Agar Mueller-Hinton (HIMEDIA)
e incubados a 35°C durante 24-48 horas. A concentragéo
bactericida minima € a concentragdo de um antimicrobiano
que leva a morte de um microrganismo e sera definida como
a concentragao do farmaco mais baixo capaz de matar a
totalidade das unidades bacterianas.

RESULTADO

Neste estudo, as cepas de S. aureus testadas nao
demonstraram sensibilidade aos antiagregantes testados
pelo método de disco-difusdo evidenciado pela auséncia
de halos de inibigéo, entretanto as cepas foram suscetiveis
ao Bissulfato de Clopidogrel pelo método de microdiluigdo
em caldo, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 1 - Esquema de preparacgao de séries de diluigbes dos farmacos para uso em testes de sensibilidade por diluicdo em caldo.

Tubo Ticagrelor Bissulfato de Clopidogrel Cloridrato de Prasugrel
1 90mg/mL 75mg/mL 10mg/mL
2 45mg/mL 37,5mg/mL 5mg/mL
3 22,5mg/mL 18,75mg/mL 2,5mg/mL
4 11,25mg/mL 9,37mg/mL 1,25mg/mL
5 5,62mg/mL 4,68mg/mL 0,62mg/mL
6 2,81mg/mL 2,34mg/mL 0,31mg/mL
7 1,40mg/mL 1,17mg/mL 0,15mg/mL
8 0,70mg/mL 0,58mg/mL 0,07mg/mL
9 0,35mg/mL 0,29mg/mL 0,03mg/mL
10 0,17mg/mL 0,14mg/mL 0,01mg/mL
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Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade de S. aureus frente aos antiagregantes plaquetarios: Ticagrelor, Bissulfato de Clopidogrel e Cloridrato de Prasugrel.

Cepa Ticagrelor Bissulfato de Clopidogrel Cloridrato de Prasugrel
Concentragao inibitéria minima
ATCC 6538 - 9,37mg/mL -
ATCC 25923 - 9,37mg/mL -
Concentragao bactericida minima
ATCC 6538 - 9,37mg/mL -
ATCC 25923 - 9,37mg/mL -
DISCUSSAO de diluigdo em caldo s&o mais elaborados, demandam tempo

Pelo método de disco-difusdo nao foram constatados
halos de inibigdo de nenhum farmaco testado, mas foi
observado em todas as placas o crescimento uniforme de
S. aureus. Entretanto, pelo método de macrodiluicdo em
caldo, observam-se resultados positivos para o Bissulfato
de Clopidogrel. Tal resultado ndo surpreendeu, uma vez
que o método de disco-difusdo foi realizado com uma
concentracdo de 3,75mg para o Bissulfato de Clopidogrel
sendo 2,5 vezes menor que a CIM encontrada pelo método
de macrodiluigao.

Diversos métodos laboratoriais podem ser empregados
para predizer a suscetibilidade in vitro de bactérias aos agen-
tes antimicrobianos. Muitos laboratérios de microbiologia
clinica usam, de forma rotineira, o método de disco-difusao
em agar para testar patégenos comuns de crescimento
rapido e certas bactérias fastidiosas. Contudo, existem
outros métodos que fornecem resultados essencialmente
equivalentes ou até mais precisos, como a microdiluicdo
em caldo, entretanto demandam um tempo maior para
liberagao de resultados.

O teste de disco-difusdo € um método reprodutivo,
padronizado, de execugao simples e baixo custo. Os dia-
metros dos halos de inibicdo, quando presentes, sdo men-
surados em milimetros e os resultados sao interpretados
comparando-os com os valores de referéncia publicados
anualmente no Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI).
Este método fornece um resultado qualitativo que na maioria
das situagoes clinicas é suficiente para orientar a escolha
terapéutica. Entretanto, quando utilizamos o método de dis-
co-difusao para pesquisa de novos agentes antimicrobianos,
naturais ou sintéticos, que ainda nao tém parametros que
o classifique em sensivel, intermediarios ou resistentes,
resultados baseados apenas na presenga ou auséncia de
um halo de inibicdo, sem consideracao do tamanho do halo,
podem ser Uteis como uma espécie de triagem em que a
presenca do halo de inibigao indica atividade antimicrobiana.
Ja a auséncia do halo ndo necessariamente pode ser um
resultado negativo, sendo necessaria a realizagdo de novos
testes por outros métodos para a confirmagéo. Os métodos
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e cuidados para a realizagao, entretanto sao aceitaveis para
medir quantitativamente a atividade in vitro de um agente
antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano.

Com relagéo a atividade antimicrobiana dos agentes
antiplaquetarios, Li et al.,'® e Lancelloti et al.,'> relatam
efeito antimicrobiano de Ticagrelor em cepas bacterianas
Gram-positivas, entretanto neste estudo néo foi demonstrado
tal atividade. Vale ressaltar que neste estudo o medicamento
foi avaliado in vitro na sua forma de comprimido, diferente
do estudo de Lancelloti et al.,('® que utilizou o principio ativo
do farmaco e experimento com modelo animal.

Neste estudo foi verificado o efeito antimicrobiano
de Clopidogrel e tal resultado condiz com os estudos de
Swoboda et al.,"™® em que os agentes antiplaquetario Tie-
nopiridina, Ticlopidina e seu analogo, Clopidogrel, mostraram
potencializacdo da acdo de antibidticos beta-lactamicos,
revertendo o fendtipo de resisténcia a meticilina do Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), in vitro.
Esse efeito antimicrobiano observado para o Clopidogrel
durante os experimentos pode estar associado a fatores
de viruléncia do patdgeno, os quais sao determinantes na
patogenicidade do microrganismo. Sabe-se que os fatores de
viruléncia encontrados na maioria das espécies bacterianas
néo sao fatores essenciais a sua sobrevivéncia no interior
das células hospedeiras, entretanto sao necessarios para
a promogéao de uma infecgao efetiva. Segundo Swoboda et
al.,"® em se tratando da espécie Staphylococcus aureus,
0 acido teicoico da parede (WTA) é uma das moléculas
responsaveis pela patogenicidade exercida, estando esta
localizada na parede celular bacteriana. A auséncia de
WTA dificulta a colonizag&o do patdgeno nos tecidos hos-
pedeiros, além de apresentar uma diminuigao significativa
na capacidade de promover infecgdo em modelos animais.
WTA séo polissacarideos aniénicos da superficie celular
de bactérias Gram-positivas necessarios para a coloniza-
¢éo do hospedeiro e ja foram sugeridos como alvos para
novos antimicrobianos. Ao contrario do peptideoglicano, os
polimeros de WTA ndo séo essenciais para a viabilidade,
no entanto os genes em muitas das vias biossintética séo
condicionalmente essenciais."?
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Efeito antibacteriano de antiagregantes

ATiclopidina e seu analogo Clopidogrel sao pré-drogas
Tienopiridinas que inibem a agregagao plaquetaria mediada
pela adenosina-5'-difosfato (ADP). De acordo com Farha
et al.,?” essas Tienopiridinas também inibem a agédo do
TarO, a primeira enzima na sintese do WTA. Nos estudos
de Swoboda et al.,"?, a Ticlopidina foi antagénica aos blo-
queios genéticos da sintese de WTA de agéo tardia e, de
forma semelhante, antagonizou a inibigao pelo Targocil, um
inibidor da enzima de agao tardia TarG. In vitro, a Ticlopidina
também inibiu a fun¢édo do TarO recombinante. Os autores
ainda demonstram que evitar a conclusédo da biossintese
de WTA, uma vez que tenha sido iniciada, desencadeia a
parada do crescimento microbiano.

Bissulfato de Clopidogrel € um farmaco pertencente
a classe de medicamentos dos antiagregantes plaqueta-
rios que apresenta mecanismo de acao semelhante ao
da Ticlopidina.® Estudos realizados por Nicolau et al.?"
demonstraram, em modelos animais, o potencial desta classe
de medicamentos no tratamento da endocardite infecciosa,
como uma terapia antiplaquetaria adjuvante. Os experi-
mentos obtiveram resultados positivos quando utilizados
como terapia unica e resultados ainda melhores quando
combinados a outras terapias antimicrobianas, proporcio-
nando uma redugéo no tamanho de vegetacdes presentes
nas valvulas aodrticas e, com isso, uma maior exposi¢cao
bacteriana aos antibioticos administrados em paralelo. Em
contrapartida, Li et al."® acreditam que o uso de inibidores
orais P2Y12 é uma das causas responsaveis pelo aumento
no risco de infec¢des bacterianas em pacientes que fazem
uso desses medicamentos. Ticagrelor e Clopidogrel sao
farmacos pertencentes a essa classe de inibidores plaque-
tarios, sendo empregados com o intuito de prevenir eventos
cardiovasculares decorrentes da agregacao plaquetaria.
Para Lancelloti et al.,(" o risco de infecgdo estaria associado
aos seus mecanismos farmacodindmicos, que envolvem a
reducao na liberacdo de plaquetas pro-inflamatorias nos
granulos alfa e a formacgao de agregados pro-inflamatoérios
de leucocitos plaquetarios. Entretanto, Ticagrelor, mas nao
o Clopidogrel, foi sugerido por ter efeitos protetores contra
infecgdes. O ensaio de Inibigdo de Plaquetas e Resultados
do Paciente (PLATO) mostrou que os pacientes tratados
com Ticagrelor tinham menor risco de pneumonia, morte
por pneumonia e sepse do que o Clopidogrel.?22%

CONCLUSAO

Foi verificada in vitro uma acgao antibacteriana frente
ao Staphylococcus aureus utilizando o comprimido do antia-
gregante plaquetario Bissulfato de Clopidogrel. O resultado
deste estudo ndo encoraja a prescri¢ao de Clopidogrel como
antimicrobiano em casos de bacteremia por S. aureus, mas
sem a continuagao do estudo por outros métodos analiticos
e de associagdes farmacoldgicas.
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Abstract

Objective: Check in vitro the antibacterial activity of antiplatelet agents
against standard strains of Staphylococcus aureus. Methods: Three
similar drugs were used, belonging to the class of antiplatelet agents:
Ticagrelor, Clopidogrel bisulfate and Prasugrel hydrochloride. The
microorganisms used were S. aureus ATCC 6538 and S. aureus
ATCC 25923. To check the antimicrobial effect of drugs, two methods
were used: Disc-diffusion method, in which 50 uL of the diluted drug
was tested, corresponding to 4.5 mg for Ticagrelor; 3.75 mg for
Clopidogrel Bisulfate; 0.5 mg of Prasugrel hydrochloride; and by the
broth macrodilution method, performed with the objective of verifying
the minimum inhibitory concentration in which 10 tubes with different
concentrations of each drug were used. The tubes were incubated
for 24 hours at 37°C. After this period, a 10 uL aliquot of the culture
was removed from each tube and then sown in Agar Muller-Hinton
medium. The plates were incubated under the conditions mentioned
above and after 24 hours, the minimum bactericidal concentration was
verified. Results: By the disk-diffusion method, no inhibition halos were
observed in any tested sample. By the macrodilution method, the drugs
Ticagrelor and prasugrel hydrochloride did not demonstrate antibacterial
activity, however, Clopidogrel Bisulfate showed antibacterial action from
the concentration 9.37 mg / mL. Conclusion: An antibacterial action
against Staphylococcus aureus was verified by the antiplatelet agent
Clopidogrel bisulfate.

Keywords
Endocarditis; Anti-Bacterial Agents; Platelet Aggregation Inhibitors.
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A importancia da sedimentoscopia em amostras de urina com exame

fisico-quimico negativo

The importance of sedimentoscopy in urine samples with negative physical-chemical

examination
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Resumo

Objetivo: Identificar a existéncia de elementos clinicamente importantes no sedimento
urinario de amostras de urinas com exame fisico-quimico negativo como os cristais,
leveduras e bactérias. Métodos: O presente estudo concebeu uma analise descritiva
quali-quantitativa de dados clinicos contidos no sistema do laboratério. Foram analisa-
dos dados do periodo de julho a dezembro de 2019. Resultados: Foram extraidos dados
referentes a 48.755 sumarios de urina, e foi constatado que 9.160 exames (18,79%) ndo
apresentaram alteragdes na sedimentoscopia. Conclusdo: Atécnica é necessaria para triar
possiveis doencgas e por isso € indispensavel, pois pode mostrar ao clinico que existem
elementos anormais, mesmo em urinas com o exame fisico-quimico negativo.

Palavras-chave
Urina; Glomerulonefrite; Urinalise

INTRODUGAO

A medicina laboratorial iniciou-se com analise da urina.
Um dos primeiros testes a serem realizados foi a observa-
¢ao da aparéncia da urina.” Nas primeiras descrigdes, na
idade da pedra, a pratica de examinar a urina era vista como
uma forma de diagnosticar e determinar o tratamento para
diversas doengas." Desenhos nas paredes das cavernas
dos primeiros povos indicavam algumas doencas e altera-
¢Oes na urina.(”

O estudo da urina em um laboratério € dividido em
trés fases: exame fisico, quimico e analise do sedimento
urinario. Em um laboratdrio de analises clinicas, quando se
recebe uma amostra de urina, a primeira analise a ser feita é
a fisico-quimica. Os primeiros atributos a serem verificados
na analise fisica € a cor e a turbidez da amostra. Apos ser
feito 0 exame fisico, é feita a analise bioquimica por meio da
fita reagente, e esse tipo de analise é apontada como uma
opgao rapida e de baixo custo, pois avalia presenga ou nao
de proteina, glicose, nitrito, esterase leucocitaria, leucdcitos,
pH (potencial hidrogeni6nico), urobilinogénio e bilirrubina.®®

A doenca renal pode ser estudada pela analise do
sedimento urinario. Embora ndo seja possivel medir o grau
da funcao renal, a analise se faz necessaria para contribuir
no diagndstico clinico.*% A andlise do sedimento urinario
mostra a distingdo na interpretacdo de doencgas renais, sendo
um recurso favoravel para analisar a aparéncia morfoldgica
dos componentes contidos na amostra de urina, podendo
ser encontradas hemacias, leucécitos, cristais, bactérias,
leveduras e cilindros.“®

Aanalise do sedimento € um dos processos que requer
mais recursos na rotina laboratorial. As trés etapas da ana-
lise de urina s&o essenciais, porém duas se destacam por
serem mais econémicas e de facil desempenho. No entanto,
a microscopia da urina é considerada mais complexa e/ou
de alto custo para a sua realizagdo.®

Em diversos paises, quando se tem uma urina com
aspecto fisico claro, sem turbidez, com aparéncia normal e
com o exame quimico negativo, opta-se por nao realizar a
sedimentoscopia, sempre seguindo as indicagdes médicas.®
A metodologia seguida no Brasil é diferente, uma vez que os
laboratérios sempre realizam os trés métodos de analise.®
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Novas linhas de estudos vém mostrando que a analise
do sedimento de urinas negativas é desnecessaria, embora
sejam estudos limitados pelo baixo numero de amostras
que sao analisadas. Sendo assim, o estudo é relevante e se
faz necessario para comprovar que a analise do sedimento
urinario & importante para detectar a presenga de cristais,
leveduras e bactérias que ndo sao detectados pelo exame
fisico-quimico.

Este trabalho visa identificar a existéncia de elementos
clinicamente importantes no sedimento urinario de amostras
de urinas com exame fisico-quimico negativo, como os
cristais, as leveduras e as bactérias.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em um laboratério particular de
Fortaleza — CE. As amostras sao analisadas em um periodo
de até duas horas ap0s a coleta. Todas as amostras foram
acondicionadas em caixas térmicas com a temperatura ideal
para o transporte e armazenamento das urinas.

A analise das urinas foi realizada seguindo o protocolo
validado no laboratério. Todas as amostras foram submetidas
ao exame fisico, a leitura da fita reativa e a sedimentoscopia,
todas realizadas em equipamento de automacgéo total — FUS
2000 (Dirui Industrial Co., Changchun, China). Quando
necessario, algumas amostras sao revisadas através de
sedimentoscopia manual. O preparo das amostras segue
as normas de acordo com a ABNT NBR 15268.(" Para tal,
sao utilizados tubos plasticos de 12mL, os quais sao iden-
tificados e, logo apos centrifugagdao de 1.500 RPM por 5
minutos, é desprezado o sobrenadante. O volume restante
(cerca de 0,5mL) do sedimento é ressuspendido utilizando
um agitador de tubos tipo Vortex.

O laboratério possui critérios para classificagdo dos
elementos, cuja presenga ou quantificagao foi considerada
alterada na sedimentoscopia, considerando os seguintes
parametros:

* Raros — 0 a 4 por campo;

* Poucos — 5 a 10 por campo;

* Frequentes — 11 a 30 por campo;
* Numerosos — > 30 por campo.

As informagdes dos sumarios de urinas foram planilha-
das no programa Microsoft Excel®2007. Utilizamos também
dados demograficos de exames fisico-quimico e sedimen-
toscopia dos pacientes.

ETICA
O projeto possui aprovagédo do Comité de Etica
em Pesquisa do Centro Universitario Christus (CAAE

24764619.0.0000.5049) e também obteve o apoio de um
laboratorio de referéncia particular de Fortaleza.
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RESULTADOS

Foram extraidos dados referentes a 48.755 sumarios
de urina, do periodo de julho a dezembro de 2019, e foi
constatado que 9.160 exames (18,79%) nao apresentaram
alteragdes na sedimentoscopia, conforme apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1 - NUmeros de amostras de urinas sem alteragdes fisico-
quimicas

Valor absoluto Valor percentual
Normais 39.595 81,21%
Anormais 9.160 18,79%
TOTAL 48.755 100,00%
DISCUSSAO

O exame de urina € um dos exames mais importantes
para triagem e avaliagao do estado geral de saude dos
individuos e pode sinalizar alteragdes renais e/ou hepaticas.
@ A andlise da urina na histéria médica sempre foi conhecida
como um 6timo indicador para se avaliar o estado de saude
do paciente, sendo a urina um material de facil obtengéo,
sem causar nenhum tipo de dor ou desconforto ao paciente,
tornando sua analise um dos exames mais solicitados em
ambientes hospitalares.® O sumario de urina ndo é um exame
frequentemente solicitado em pacientes que ndo possuam
algum tipo de sinal ou sintoma clinico. Nessa circunstancia,
0 sumario é indicado apenas em pacientes que possuam
sintomas como pacientes diabéticos, criangas e gravidas.®

Foram estudados dois artigos cientificos que realizaram
o0 mesmo tipo de analise que a do presente estudo. Nesses
artigos, o numero de amostras utilizadas foram bem infe-
riores ao nosso trabalho, como o de Heggendornn,® que
analisou cerca de 317 urinas com o objetivo de avaliar
a importancia da realizagdo da analise microscopica do
sedimento urinario frente aos valores normais obtidos nos
exames fisico-quimicos de triagem. Ja Costaval® utilizou
cerca de 10.234 amostras e avaliou a importancia da analise
do sedimento em amostras de urinas com caracteristicas
fisico-quimicas normais.

Segundo Heggendornn,® todos os resultados apon-
taram a relevancia em se realizar a sedimentoscopia de todas
as amostras de urina, mesmo nao apresentando nenhum
parametro positivo na analise fisico-quimica. O resultado
que apresentou um maior valor de anormalidade dentre
os elementos foi a presenca de bactérias. Comparando
os dados do estudo de Heggendornn, que obteve 2,02%
de microbiota aumentada, nosso estudo encontrou cerca
5,50% das amostras com a presenca de bactérias, valores
maiores que o do estudo analisado.”
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Sedimentoscopia de urina negativa

No presente estudo, avaliamos os resultados de
39.595 exames de sumarios de urinas, todos com a analise
fisico-quimica negativa. Do numero total de exames, cerca
de 5.403 exames obtiveram resultados positivos na sedimen-
toscopia. De acordo com os resultados obtidos, verificou-se
que 13,67% das amostras de urinas das quais acreditava-se
que nao possuiriam nenhum tipo de anormalidade, na
verdade apresentaram, sim, tais caracteristicas (Tabela 2).

Tabela 2 - Elementos encontrados na sedimentoscopia de 39.595
urinas sem alteragdes fisico-quimicas

Valor absoluto | Valor percentual
Cilindro hialino 03 0,01%
Cilindro granuloso 07 0,02%
Hemacias 20 0,05%
Piocitos 14 0,04%
Bactérias 2.176 5,50%
Leveduras 03 0,01%
Células epiteliais escamosas | 125 0,32%
Sais amorfos 1140 2,88%
Cristais de acido urico 434 1,10%
Cristais de fosfato de calcio |10 0,03%
Cristais de fosfato triplo 08 0,02%
Cristais de oxalato de calcio |1.463 3,69%
TOTAL 5.403 13,67%

Os resultados obtidos nos mostraram a presenca de
muitos cristais no sedimento urinario. Um cristal que foi
encontrado com maior frequéncia foi o oxalato de calcio,
importante achado para a clinica, e que é€ formado em razao
do agrupamento de solutos na urina.('” Esse cristal pode
estar associado a litiase, doenga que se da pela formagao
de calculos renais.™

Outro achado bastante relevante e de importancia
clinica foram os cilindros granulosos, encontrados em sete
amostras, que podem ter significado clinico ou ndo. Os
granulos em situagéo n&o patoldgica podem ser originados
dos lisossomos excretados pelas células epiteliais tubulares
renais durante o metabolismo normal.('™® Em condi¢bes
patoldgicas, o cilindro granuloso pode aparecer por conta
da desintegragao do cilindro celular e de células tubulares,
ou agregados de proteinas filtradas pelo glomérulo.(?

CONCLUSAO

A sedimentoscopia, exame frequentemente solicitado
pelos médicos, pode trazer um custo maior para os labo-
ratérios. Contudo, tal técnica é necessaria para triar possiveis
doencgas, sendo, portanto, uma etapa indispensavel do
exame da urina, pois pode mostrar ao clinico que existem
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elementos anormais, mesmo em amostras com o exame
fisico-quimico negativo.

Abstract

Objective: To identify the existence of clinically important elements in
the urine sediment of urine samples with negative physical-chemical
examination such as crystals, yeasts and bacteria. Methods: The
present study designed a qualitative and quantitative descriptive
analysis of clinical data contained in the laboratory system. Data from
July to December 2019 were analyzed. Results: Data referring to 48,755
urine summaries were extracted, and it was found that 9,160 tests
(18.79%) did not show changes in sedimentcopy. Conclusion: However,
such a technique is necessary to screen for possible diseases and is
therefore essential, as it can show the clinician that there are abnormal
elements, even in urines with negative physical-chemical examination.

Keywords
Urine; Glomerulonephritis; Urinalysis
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Resumo

Objetivo: Comparar as metodologias de impedancia e 6ptica para contagem de eritrocitos
(RBC) e dosagem de hemoglobina (HGB) como forma de corrigir a contagem de eritrécitos
em casos de pacientes que apresentam indice de concentragéo de hemoglobina corpus-
cular média (CHCM) acima do ponto de corte. Métodos: Para comparar as metodologias,
foram utilizadas amostras com CHCM normal e aumentado. Os parametros avaliados
foram RBC, HGB e CHCM. Resultados: As amostras com valores de CHCM aumentado
demonstraram uma correlagéo significativa entre RBC e HGB, porém o CHCM apresen-
tou uma correlagéao fraca. Observamos que a metodologia por impedancia obteve maior
sucesso na corre¢do do CHCM quando as amostras apresentavam aglutinagédo. Concluséo:
A metodologia Optica € uma boa alternativa para corregéo de valores aumentados de
CHCM em situagdes especificas, mas para casos de aglutinagdo ndo se mostrou efetiva.

Palavras-chave
Hematologia; Hemograma; Eritrocitos

INTRODUGAO

Um hemograma € determinado por um conjunto de
testes realizados em laboratério que estabelece aspectos
qualitativos e quantitativos das células do sangue, sendo de
grande importancia no diagnostico de diversas doengas."
Em um hemograma € possivel avaliar as trés linhagens de
células presentes na corrente sanguinea: células vermelhas
ou eritrécitos; células brancas ou leucécitos e as plaquetas.®

A analise relacionada a série vermelha do sangue é
chamada de eritrograma, e nela se encontram os indices
hematimétricos que determinam o perfil hematolégico das
células vermelhas. Séo eles: contagem total de eritrocitos
(RBC), concentragao de hemoglobina (HGB), concentragéo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), hematdcrito
(HT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina cor-
puscular média (HCM), estimativa de anisocitose (RDW).

Além disso, é feita a avaliagao morfolégica das hemacias
a partir da microscopia™

A determinacao analitica de células sanguineas e
parametros hematoldgicos de interesse pode ser realizada
através de analisadores hematoldgicos automatizados,
cujo principio de detecgao baseia-se no método elétrico
(impedancia elétrica) ou éptico.(” Com base nos parametros
medidos do hemograma (RBC, HGB e VCM) é possivel
obter por calculo indireto o CHCM, indice que avalia a satu-
racdo de hemoglobina nos eritrocitos.® Algumas situagdes
podem levar a uma medida errbnea dos eritrocitos e, con-
sequentemente, gerar indices calculados incorretamente,
especialmente o CHCM.®

Resultados errbneos de RBC ou HGB podem ser
causados por alguma anormalidade dos eritrocitos (aglu-
tinagao) ou por interferentes do plasma (lipemia, ictericia,
hemolise) e, assim, gerar um aumento espurio do CHCM.®
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A contagem anormal de eritrocitos pode estar relacionada a
presenca de crioaglutininas na amostra, as quais causam a
aglutinacao dos eritrécitos em temperaturas menores que
37°C, e geralmente a presenca desses autoanticorpos séo
associados clinicamente a anemia hemolitica autoimune.
® Além das crioaglutininas, desordens que desregulam o
volume eritrocitario, tanto hereditarias quanto adquiridas
(p. ex.: esferocitose, anemia falciforme) também levam a
um aumento do CHCM.? Portanto, na rotina laboratorial,
a elevagéo do indice CHCM deve ser avaliada cuidadosa-
mente, a fim de determinar se a alteragdo do CHCM esta
relacionada a uma patologia, ou apenas a algum artefato
da amostra.

Recentemente, vem sendo descrito na literatura a sepa-
ragao espontanea dos eritrécitos aglutinados no canal optico.
#) |sso se deve ao fato da amostra de sangue ser aquecida
a 41°C durante um minuto no momento de transferéncia da
amostra para a camara de leitura.® Essa particularidade
torna o canal éptico uma alternativa interessante ao proto-
colo realizado atualmente nas amostras que apresentam
0 CHCM alto.

Na rotina laboratorial, a correcdo da contagem dos
eritrocitos, bem como a dos indices eritrocitarios calculados
indiretamente como o CHCM, pode ser revertida através do
pré-aquecimento do sangue.® Amostras que apresentam
o valor de CHCM superior a 37,5g/dL (valor sugerido no
manual do fabricante)'” sdo incubadas em banho-maria
na temperatura de 37°C durante 60 minutos e, posterior-
mente, um novo hemograma € realizado no equipamento.
Nas situagdes em que o pré-aquecimento da amostra nao
seja capaz de reverter o aumento do CHCM devido ao
alto grau de aglutinagéo ou outros interferentes, o proce-
dimento indicado é a realizagdo do micro-hematocrito por
microcentrifugagao e liberagdo de um hemograma sem os
indices hematimétricos. Em casos de amostra lip€mica, os
indices derivados da HGB nao sao liberados em razdo da
interferéncia na reacao colorimétrica.

Sendo assim, este trabalho tem o propdsito de com-
parar as metodologias para contagem de RBC pela meto-
dologia de impedéancia e método optico, com a finalidade de
utilizar o canal éptico presente no equipamento Sysmex XN
como forma de corregéo da contagem de RBC nos casos
de pacientes que apresentam o indice de CHCM acima do
ponto de corte. Além disso, a implementacéo da metodologia
da contagem de RBC através do canal 6ptico diminuiria o
tempo estimado para liberagdo do hemograma.

MATERIAL E METODOS
Tipo de estudo
Estudo transversal prospectivo no periodo de novembro

de 2019 a agosto de 2020 na unidade de Bioquimica Clinica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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Populagao e amostra

Para comparacéo das metodologias em individuos
saudaveis do ponto de vista hematoldgico, que possuem
CHCM na faixa normal, foram avaliados resultados de
amostras de individuos adultos de ambos os sexos, utili-
zadas diariamente em nossa rotina para controle interno
de qualidade do equipamento Sysmex XN. Também foi
verificada a estabilidade dos parametros com amostras
de controle interno de qualidade, e para essa avaliagéo a
mesma amostra de controle interno diario foi processada
nos turnos manha, tarde e noite.

Além da comparacado em individuos normais, rea-
lizamos a andlise dessa metodologia em pacientes que
apresentaram o indice CHCM elevado. Foram incluidos
todos os pacientes que realizaram exame de hemograma
no laboratério com primeira dosagem de CHCM maior que
37,5g/dL. Aqueles que n&o possuam volume suficiente de
sangue total para uma terceira dosagem foram excluidos
do estudo.

Todas as amostras utilizadas nesse estudo foram cole-
tadas em tubo com anticoagulante K2EDTA e processadas
dentro do periodo de oito horas apds coleta.

Para avaliacdo da metodologia Optica em valores
normais de CHCM, foram coletados os dados do controle
interno da qualidade dos analisadores hematoldgicos, que
consistem em individuos adultos com parametros hematolo-
gicos normais. As amostras com valores de CHCM normais
foram dosadas através da metodologia por impedancia
elétrica e por citometria de fluxo e os valores obtidos através
das duas metodologias foram comparados e avaliados.

Arotina do laboratério estabelece que todas as amos-
tras com resultado de CHCM maior que 37,5g/dL sejam incu-
badas em banho-maria a 37 °C por 60 minutos, para realizar
uma segunda dosagem. Tal valor € sugerido no manual do
fabricante como critico e que gera flag de possivel turbidez
na amostra,'® e sendo assim o aquecimento visa eliminar a
interferéncia de crioaglutininas nos indices hematimétricos.
Neste estudo, todas as amostras com CHCM maior que
37,5g/dL foram dosadas no canal éptico. Este canal utiliza
a metodologia de citometria de fluxo com fluorescéncia
para contagem de eritrécitos (RBC-0), incluindo também
os reticuldcitos. A hemoglobina (HB-O) é calculada a partir
dos parametros RBC-O e do conteudo de hemoglobina
dos eritrécitos. Estes resultados foram comparados com
os valores obtidos por impedéancia na dosagem apos a
incubagéo por uma hora a 37°C. Todas as amostras foram
revisadas por microscopia para avaliagdo da morfologia da
série vermelha, bem como avaliagao visual do plasma para
verificagcao de turbidez e lipemia. Essa avaliagdo tem como
objetivo agrupar as causas que elevam o indice CHCM (seja
por interferentes, doengas eritrocitarias ou outras causas nao
identificadas) e analisar em quais situagdes a metodologia
Optica pode ou nao normalizar o valor do CHCM. Todas
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as avaliacoes referentes a esta pesquisa foram realizadas
apos a liberacado dos resultados dos exames solicitados,
sem interferéncia na rotina da unidade.

Para a avaliagao da estabilidade dos parametros hema-
tolégicos, a mesma amostra com valores hematimétricos
normais foi avaliada pelo equipamento Sysmex XN trés
vezes ao dia (manh3, tarde e noite), pelas metodologias de
impedancia elétrica e citometria de fluxo e os valores obtidos
foram comparados para se observar as possiveis variagoes.

Todos os dados foram coletados diretamente do equipa-
mento; nenhuma coleta em dados de prontuario foi realizada.

Anadlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do
programa estatistico SPSS 20.0 (Statistical Package for
Social Sciences - Professional Statistics™). As variaveis
numeéricas estao descritas sob a forma de medianas e as
variaveis categoricas estao descritas sob a forma de propor-
¢bes. Para avaliar a correlagéo entre as duas metodologias
foi utilizado o teste de Spearman e para avaliar a concor-
dancia foram utilizados os testes de Wilcoxon e McNemar.
Para verificar a estabilidade da amostra ao longo do dia foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Para todas as andlises
foi considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Tamanho amostral

Para detectar um valor minimo de p = 0,65 no teste
de correlagdo em amostras de individuos saudaveis do
ponto de vista hematoldgico, considerando hipétese nula
p = 0,5 e os pardmetros para o calculo de poder de 90% e
de alpha (a) de 0,01, foi determinado o tamanho amostral
de 293, utilizando o programa R 3.5.1.

Areferéncia utilizada para o calculo amostral dos indi-
viduos com CHCM elevado e para a avaliagdo do CHCM
normal seguiu o protocolo estabelecido para validagao de
métodos de acordo com “Recomendacgdes da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial” (SBPC/
ML 2018), que prevé numero amostral de no minimo 120
amostras para comparagao.'

Aspectos éticos

Este projeto foi encaminhado para aprovagédo ao
Comité de Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisa e
Pos-Graduagao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(Projeto n¢ 2019-0293), e para a Plataforma Brasil (CAAE:
12894919.6.000.5327). O presente projeto envolve riscos
minimos relacionados a quebra de confidencialidade dos
dados obtidos, portanto os pesquisadores assinaram o
Termo de Compromisso de Utilizagcao de Dados, no qual se
comprometem a preservar a privacidade dos pacientes, o
Termo de Compromisso para Utilizagcao de Material Bioldgico
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e Informacgdes Associadas e a carta de aprovagao pelo Comité
de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

RESULTADOS

Foram avaliadas 293 amostras com valores de CHCM
dentro da normalidade, onde observou-se que os parametros
RBC, HGB e CHCM apresentaram uma boa e significativa
correlagcdo entre as metodologias avaliadas (Figura 1).
Apesar das correlagdes se mostrarem significativas, utili-
zamos o teste de Wilcoxon para avaliar as diferencas entre
as dosagens nas metodologias utilizadas. Verificamos que
nao houve diferenca significativa para as medianas dos
parametros HGB e CHCM, permitindo concluir que esses
parametros sao equivalentes nas metodologias analisadas
(Tabela 1). Os dados também indicam que para RBC a
hipotese nula foi rejeitada, demonstrando que os métodos
nao sao equivalentes para esse parametro.

r=0,981 r=0,975
1 p<0,001 ##1p <0001

3

RBC-O (uL)
HGB-0 (g/dL)

B3 B3 s a5 us  us ws
RBC (1076/uL) HGB (g/dL)

=0,808
1 p<0,001

CHAM-O (g/dL)

ED T £
cHOM (g/L)

Figura 1. Correcéo entre as metodologias impedéancia e éptica em
amostras com CHCM normal.

Tabela 1 - Comparagao entre os parametros realizada nas metodologias
de impedancia e éptica em amostras com valores normais de CHCM.

Parametros Mediana (min-max) p-valor
RBC-I 5,00 (3,83 -6,31) < 0,001
RBC-O 4,88 (3,82 - 6,30) -
HGB-I 14,70 (11,70 - 18,10) 0,526
HGB-O 14,70 (11,60 - 20,00) -
CHCM-I 34,10 (30,60 - 37,40) 0,652
CHCM-O 34,20 (30,40 - 38,20) -

Teste de Wilcoxon

RBAC. 2021;53(4):398-404
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Na Figura 2 podemos observar a estabilidade das
amostras ao longo do dia. As analises foram feitas nos
trés turnos e as medianas obtidas foram comparadas. Nas
duas metodologias pode-se observar uma boa estabilidade

para os parametros RBC e HGB, que ndo demonstraram
oscilagdes significativas ao longo do dia, ao contrario do
CHCM, que demonstrou maior variagdo com o passar
do tempo.
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Figura 2. Representagéo da estabilidade dos parametros RBC, HGB e CHCM ao longo do dia na metodologia por
impedancia e optica, realizado a partir do teste de Kruskal-Wallis.
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As amostras com valores de CHCM alterado demons-
traram uma correlagao significativa entre RBC e HGB
quando comparamos a metodologia por impedancia apos
uma hora de banho a 37°C e metodologia 6ptica (Figura
3), porém houve diferenga significativa entre as medianas
para esses parametros, verificado no teste de Wilcoxon.
O parametro CHCM apresentou uma correlagao fraca e
inversamente proporcional, entretanto verificamos que nao
houve diferenga significativa entre as medianas do CHCM
no teste de Wilcoxon (Tabela 2).

Entre as amostras com valores espurios de CHCM, as
principais causas observadas que elevam o CHCM foram
a presenca de eritrocitos aglutinados, anemia falciforme,
amostras de recém-nascidos (RN) e outras causas, que
incluem leucemias, linfomas, tumores de 6rgaos solidos,
transplantes, infecgdes, hiperleucocitose, hipernatremia,
lipemia e esferocitose. Pode-se observar que o protocolo de
incubagao a 37°C seguido de repeticao na metodologia por
impedancia obteve maior sucesso na corregdo do CHCM
quando as amostras apresentavam aglutinagéo. Porém, nos
demais grupos a metodologia Optica obteve mais sucesso
na corre¢do do CHCM (Tabela 3).

HGB_Optico

HGB_Banho

r=-0207

1009 20,023

o]

CHCM_Optico

CHCM_Banho

Figura 3. Comparagéo entre as metodologias impedancia apés banho-
maria a 37°C por uma hora e éptica, em amostras com CHCM alterado.

Tabela 2 - Comparagcdo entre os parametros, realizada nas
metodologias impedancia apés banho-maria a 37°C por uma hora e
optica em amostras com valores de CHCM alterados.

Parametros Mediana (min-max) p-valor
RBC-B 3,06 (1,11 - 5,69) < 0,001
RBC-O 3,09 (1,10 - 5,70) -
HGB-B 10,30 (4,80 — 20,40) 0,001
HGB-O 10,05 (4,00 — 19,00) -
CHCM-B 37,25 (29,60 — 86,30) 0,811
CHCM-O 36,85 (29,60 — 90,10) -

Teste de Wilcoxon
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Tabela 3 - Perfil de corregdo do CHCM de acordo com o interferente

encontrado

Banho n (%) | Optico n (%) | p-valor
Aglutinacao (n =30) |24 (80) 9 (30) < 0,001
Anemia falciforme 3(14,3) 18 (85,7) 0,001
(n=21)
RN (n = 14) 3(21,4) 12 (85,7) 0,012
Outros (n = 55) 33 (60,0) 38 (69,1) 0,424
Todos (n = 120) 63 (52,5) 77 (64,2) 0,126

Teste de McNemar

DISCUSSAO

A presenca de interferentes na amostra tem sido
associada a dificuldades na contagem de RBC, HGB e
aos indices hematimétricos derivados desses, bem como o
CHCM.™ A principal causa que eleva os valores de CHCM
e que esta bem descrita na literatura é a presenca de
crioaglutininas; desordens na membrana dos eritrocitos,
anemia falciforme e em recém-nascidos também ja foram
descritos.(? Porém pode-se observar na rotina laboratorial
o0 aumento dos valores de CHCM em casos que ainda nao
estdo claros na literatura, como em pacientes acometidos
por infecgbes virais, neoplasias, pacientes transplantados ou
com disturbios eletroliticos, pacientes em uso de quimiote-
rapia, imunossupressores ou em tratamento antirretroviral.
Nesses casos ha um estado transitério de CHCM alterado,
em que nao sao observadas anormalidades nos eritrocitos ou
outros interferentes analiticos.® Uma tabela com possiveis
causas de alteragdo nos valores de CHCM pode ser vista
na publicagcdo de Alban Godon et al., de 2012.(®

A principal técnica que vem sendo empregada na
tentativa de corrigir valores erréneos de CHCM obtidos de
amostras com interferentes é o banho-maria a 37°C por uma
hora, sugerido por Finland em 1945.(4 Entretanto, o uso do
protocolo padrao do banho-maria nem sempre consegue
corrigir a presenga de interferentes e os indices hemati-
métricos calculados ndo séo confiaveis, pois ndo podem
ser considerados valores verdadeiros e ndo devem ser
liberados no laudo. Recentemente, o avango da tecnologia
€ 0 uso de equipamentos automatizados para a realizagao
dos hemogramas permitiram que a metodologia Optica
fosse estudada para substituir protocolo de incubagéo a
37°C seguido de repeticdo na metodologia de impedancia.
No presente estudo a metodologia 6ptica demonstrou boa
concordancia com a metodologia por impedéancia quando
comparadas em amostras sem alteragdes, de pacientes
com valores dentro dos limites de referéncia. Esse achado
possibilita seu uso como controle interno da metodologia
e dos equipamentos analisadores em uso no laboratério e
qualifica a metodologia como equivalente ao método padrao.
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Validagdo da metodologia optica

A metodologia 6ptica, utilizada no canal de reticuldcitos,
demonstrou também que pode ser utilizada na presenca
de certos interferentes, e conseguimos elucidar em quais
casos a nova metodologia pode ser aplicada. Com esse
estudo foi possivel observar que, de forma geral, as duas
metodologias empregadas ndo demonstram diferengas
significativas, porém quando estratificamos os grupos, a
metodologia optica corrigiu os valores de CHCM alterado
nos grupos de amostras de pacientes com anemia falciforme
e RN. Esse achado pode ser justificado pelo aumento da
densidade sanguinea causada pelos eritrécitos falcizados,
que ao serem aquecidos, diminuem sua densidade e o valor
de CHCM é corrigido. Em 1984, Embury et al. demonstrou
que ha associacgao diretamente proporcional entre o CHCM
e adensidade dos eritrdcitos falcizados."® Ja Linderkamp et
al. em 1982 concluiu que os eritrocitos em RN sdo menos
maleaveis e mais densos do que eritrocitos de adultos,
gerando um aumento no CHCM.(1®

Além disso, o grupo Outros, onde se encontram causas
nao tdo bem descritas na literatura, apresentou resultados
sem diferenga significativa da metodologia padréo, e dessa
forma podemos levar em consideragdo que o tempo de
processamento da amostra € inferior na metodologia 6ptica,
e que nesse caso poderiamos utilizar a nova metodologia
na rotina laboratorial. A hipotese da densidade também se
aplica aos pacientes desse grupo de estudos, pois hiperna-
tremia, leucocitose e uso de alguns medicamentos podem
causar essa mesma interferéncia nos valores de CHCM.
Essa hipétese pode ser verificada utilizando o teste de
osmolalidade, que reflete a concentragdo de substancias
presentes no sangue.

Diferentemente do esperado, o grupo de amostras com
eritrocitos aglutinados demonstrou que o banho-maria por
uma hora ainda é a melhor opgéo, portanto sugere-se que
em casos de amostras muito agregadas deve-se manter a
metodologia padréo.

Outros estudos foram realizados utilizando a meto-
dologia 6ptica como forma de corrigir o CHCM, como Goia
que demonstrou que amostras com aglutinagao tiveram
correcao da contagem de RBC por desagregacéo dos eri-
trocitos apos o aquecimento, levando a corregédo do CHCM.
(7 Ferrero-Vacher demonstrou que o uso do canal de reti-
culécitos é importante nos casos de crioaglutininas, porém
deve-se sempre prestar atengéo aos flags reportados pelo
aparelho como o de “RET Scattergram”, pois podem haver
outros interferentes, como hemolise, e o resultado liberado,
mesmo pela metodologia dptica, pode ndo ser confiavel.(®

Aanalise da estabilidade demonstrou que os parame-
tros RBC e HGB se mantém constantes ao longo de um
dia e podem ser dosados dentro desse periodo caso seja
necessario, porem o CHCM perde estabilidade e seu resul-
tado passa a nao ser confiavel com o passar do tempo. Isso
pode ser devido a esse parametro ser derivado do calculo
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CHCM = HGB / (RBC/VCM), e o aumento do VCM gerado
pela absorgao de liquido extracelular pelos eritrocitos resulta
na redugao do CHCM ao longo do tempo.

Outros estudos vém sendo realizados sobre o canal
de reticuldcitos com o intuito de utiliza-lo como ferramenta
de monitoramento de pacientes ou até mesmo no uso coti-
diano do laboratério de analises clinicas, em casos espe-
cificos de anemias, anemias hemoliticas e crioaglutininas.
Susane Franck et al. mostrou potencial utilidade do canal
de reticuldcitos no diagnéstico de anemia por deficiéncia
de ferro, em que foi possivel observar correlagéo entre os
parametros oferecidos por essa metodologia e a quantidade
de hemoglobina nos reticulécitos, que € um indicador pre-
coce de anemia por deficiéncia de ferro." Qutro estudo que
corrobora com o achado anterior foi o de Mauro Butarello et
al., mostrando que o uso do canal de reticulécitos pode ser
utilizado como acompanhamento da terapia com adminis-
tragéo de ferro.?? E, ainda, Berda-Haddad et al. observou
que o uso do canal de reticulécitos para contagem de RBC
é possivel em casos de crioaglutinagao, e para a dosagem
de HGB em casos de interferéncia optica.

O presente estudo apresentou como limitagdo o nimero
amostral na classificagao dos interferentes, sendo necessa-
rios estudos com numero amostral maior e com outros tipos
de interferentes para que se possa elucidar as aplicagdes
do canal de reticulécitos na rotina laboratorial, ndo gerando
prejuizo nos resultados e com alta sensibilidade e especi-
ficidade. A determinagdo de um ponto de corte no uso da
metodologia déptica para as amostras aglutinadas seria de
grande valor, pois desta forma poderiamos estabelecer para
quais casos a metodologia padréo ainda deve ser a escolhida
na tentativa de corrigir o valor espurio de CHCM. Além disso,
mais testes que avaliam a densidade das amostras seriam
Uteis para correlacionar valores alterados de CHCM com
outros interferentes que n&o a aglutinacéo, ja que varios
desses interferentes nao estdo bem descritos na literatura.

CONCLUSOES

Foi possivel observar que o canal de reticulécitos
tem a capacidade de corrigir o valor de CHCM nos casos
de anemia falciforme, para amostras de recém-nascidos e
na presenga de outros interferentes, porém o mesmo nao
pode ser dito em relagdo as amostras aglutinadas, ja que
os testes ndo foram conclusivos. Nossos resultados nédo
corroboram aos ja apresentados em outras pesquisas, e
sendo assim mais estudos sao necessarios para elucidar
a aplicacdo da metodologia Optica na rotina laboratorial.
Entretanto, o uso da metodologia éptica presente no canal
de reticuldcitos da uma excelente oportunidade de melhoria
na rotina laboratorial, otimizando o tempo de liberagao de
resultado e fornecendo um hemograma completo com todos
os indices hematimétricos.
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Abstract

Objetctive: Compare the impedance and optical methodologies for red
blood cells (RBC) count and hemoglobin (HGB) measurement as a way
to correct the RBC count in cases of patients who have a MCHC index
above the cutoff. Methods: To compare the methodologies, samples with
normal and augmented MCHC were used. The parameters evaluated
were RBC, HGB and MCHC. Results: Samples with increased MCHC
values demonstrated a significant correlation between RBC and
HGB, but the MCHC showed a weak correlation. We observed that
the impedance methodology was more successful in correcting the
MCHC when the samples presented agglutination. Conclusion: Optical
methodology is a good alternative for correction of increased CHCM
values in specific situations, but for cases of agglutination it has not
been shown to be effective.
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Prevaléncia de Enterobacterales isoladas em amostras de hemoculturas
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hospital in Juiz de Fora-MG
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Avaliar a prevaléncia de Enterobacterales isoladas de amostras de hemoculturas
provenientes das Unidades de Terapia Intensiva; Definir o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos das cepas bacterianas de maior prevaléncia. Métodos: Foram coletados
dados de todas as hemoculturas positivas com crescimento de enterobactérias das UTI’s
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 encontradas 3.535 amostras
de hemoculturas onde 2.464 (69,7%) foram negativas e 1.071 (30,3%) positivas para
algum microrganismo. Dessas, 237 (21,3%) eram enterobactérias, com prevaléncia de
Klebsiella pneumoniae (33,3%), Serratia marcescens (21,9%), Escherichia coli (18,1%)
e Enterobacter cloacae (9,3%). Dentre essas bactérias, as cefalosporinas foram as
drogas menos efetivas e colistina e tigeciclina as que apresentaram maior sensibilidade
nas cepas analisadas. Conclusao: o presente estudo alerta para o elevado grau de mul-
tirresisténcia aos antimicrobianos das cepas advindas das UTI's e UC, demonstrando
um cenario atual preocupante e a necessidade de desenvolvimento de novas drogas e
novas medidas de controle.

Palavras-chave
Farmacorresisténcia Bacteriana; Hemocultura; Sepse

No Brasil, aproximadamente um terco dos leitos de
Unidades de Terapia Intensiva (UTls) é ocupado por pacien-

O termo sepse é caracterizado por uma resposta
inflamatdria sistémica exacerbada com disfungéo organica,
desencadeada por reagéo inadequada do organismo frente
a um agente agressor.('23

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sani-
taria (2010), a hemocultura é o exame padréao-ouro para o
diagndstico de sepse, no entanto, por ser um exame longo
e pela clinica inespecifica, faz-se necessario o inicio de
terapias empiricas.“% Contudo, regimes terapéuticos inade-
quados induzem pressao seletiva, resultando no aumento de
cepas resistentes, elevagéo dos custos de hospitalizagao e
maiores taxas de mortalidade, especialmente em pacientes
criticos.(© 7891020

tes com sepse, resultando em cerca de 420 mil casos por
ano, dos quais aproximadamente 50% evoluem para obito.
Como consequéncia, observa-se um custo de 17,3 milhdes
de reais por ano, tornando tal comorbidade um desafio global
e um problema de saude publica.

Bactérias Gram-negativas pertencentes a ordem Ente-
robacterales estdo associadas a varios tipos de infecgdes,
desde uma infecgao urinaria branda até sepse com alto grau
de letalidade. Esses microrganismos estéo se tornando uma
ameagca devido a alta capacidade de adquirir resisténcia
aos antibioticos atuais, entre eles as cefalosporinas, atra-
vés da producgdo de B-lactamases de Espectro Estendido
(ESBL).6113)
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Perante o exposto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a prevaléncia de Enterobacterales isoladas em amos-
tras de hemoculturas de pacientes das Unidades de Terapia
Intensiva (UTls) adulto e neonatal e Unidade Coronariana
(UC) de um hospital privado da cidade de Juiz de Fora—MG
e avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das
cepas de enterobactérias prevalentes, contribuindo assim
com pesquisas na area de prevengao de sepse, além do
incentivo ao Uso Racional de Medicamentos.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo é de natureza descritiva, do tipo
retrospectivo transversal, e teve por objetivo analisar amos-
tras de hemoculturas realizadas no laboratério de analises
clinicas de um hospital privado localizado na cidade de Juiz
de Fora-MG, no periodo de janeiro de 2017 a janeiro de 2019.

Como critério de inclusdo considerou-se todas as
amostras de hemoculturas positivas para microrganismos
pertencentes a ordem Enterobacterales. Os dados que fazem
parte da pesquisa foram obtidos através dos arquivos digitais
do software laboratorial Shift Lis® utilizado pelo Laboratério.
Por se tratar de uma andlise estatistica de dados de exames
jarealizados, esta pesquisa representa riscos minimos aos
pacientes, porém significativos em relagédo a manipulagao
dos dados digitais.

Esse estudo foi previamente aprovado pelo Comité de
Etica Institucional de acordo com a Resolugéo 196/96 do Con-
selho Nacional de Saude sob o parecer numero 3.735.713.

As hemoculturas incluidas foram detectadas de forma
automatizada pelo aparelho BACT/ALERT® 3D 60 da
empresa bioMérieux, com posterior identificagdo e antibio-
grama no sistema VITEK® 2 compact da mesma empresa,
com os cartdes de identificagdo GN para Gram-negativos
fermentadores com cartdes de antibiograma AST-N238 e
AST-N239.02

RESULTADOS

Foram coletadas 3.535 amostras de hemoculturas
provenientes das UTls e UC no periodo de dois anos, sendo
2.591 (73,3%) da UTI Adulto, 539 (15,2%) da UTI Neonatal
e 405 (11,5%) da UC. Do total de amostras coletadas,
1.071 (30,3%) apresentaram crescimento positivo, das
quais 237 (22,1%) eram Enterobacterales e contemplaram
o presente estudo.

Na UTI Adulto, 866 amostras positivaram, as quais
correspondem a 80,9% do total de amostras incluidas no
estudo, sendo, dessas, 199 (84%) da ordem Enterobacte-
rales. O restante das amostras que preencheram o critério de
inclusao, foi proveniente da UC (112/10,4%) e UTI Neonatal
(93/8,7%), sendo, respectivamente, 17 (7,2%) e 21 (8,8%)
amostras com crescimento de enterobactérias.

406

Tabela 1 - Prevaléncia de enterobactérias na UTI adulto

n=199/100%

Klebsiella pneumoniae 63 31,7%
Serratia marcescens 51 25,7%
Escherichia coli 38 19,1%
Enterobacter cloacae 12 6,0%
Proteus mirabilis 9 4,5%
Enterobacter aerogenes 8 4,0%
Providencia stuartii 4 2,0%
Morganella morganii 3 1,5%
Grupo Salmonella 3 1,5%
Klebsiella oxytoca 2 1,0%
Citrobacter braaki 2 1,0%
Citrobacter koserii 1 0,5%
Enterobacter asboriae 1 0,5%
Serratia fonticola 1 0,5%
Serratia rubidaea 1 0,5%

Fonte: elaborada pelos autores.

Tabela 2 - Prevaléncia de enterobactérias na Unidade Coronariana
n=17 /100%

Klebsiella pneumoniae 6 35,3%
Escherichia coli 4 23,4%
Enterobacter cloacae 2 11,8%
Enterobacter gergoviae 2 11,8%
Serratia marcescens 1 5,9%
Proteus mirabilis 1 5,9%
Citrobacter freudii 1 5,9%

Fonte: elaborada pelos autores.

Tabela 3 - Prevaléncia de enterobactérias na UTI neonatal
n=21/100%

Klebsiella pneumoniae 10 47,6%
Enterobacter cloacae 8 38,0%
Escherichia coli 1 4,8%
Proteus mirabilis 1 4,8%
Serratia rubidaea 1 4,8%

Fonte: elaborada pelos autores.

De acordo com a Tabela 1, as enterobactérias preva-
lentes na UTI adulto foram: Klebsiella pneumoniae (31,7%),
Serratia marcescens (25,7%), Escherichia coli (19,1%) e
Enterobacter cloacae (6,0%).

De acordo com a Tabela 2, as enterobactérias preva-
lentes na unidade coronariana foram: Klebsiella pneumoniae
(35,3%), Escherichia coli (23,4%) e Enterobacter cloacae
(11,8%).
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De acordo com a Tabela 3, as enterobactérias pre-
valentes na UTI neonatal foram: Klebsiella pneumoniae
(47,6%) e Enterobacter cloacae (38,0%).

Ao analisar as Tabelas 1, 2 e 3 concomitantemente,
percebeu-se a prevaléncia de crescimento dos mesmos
microrganismos nas UTls e UC. Sao eles: Klebsiella pneu-
moniae (33,3%), Serratia marcescens (21,9%), Escherichia
coli (18,1%) e Enterobacter cloacae (9,3%). Sendo assim,
tais microrganismos foram escolhidos para o estudo de
suscetibilidade (Tabelas 4, 5,6 e 7).

Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade Klebsiella pneumoniae

R | s
AMI 10/79 (16,7%) 69/79 (87,3%)
AMC 3/3 (100,0%)
NAL 3/3 (100,0%)
AMP 79/79 (100,0%)
CFL 3/3 (100,0%)
cIp 47/79 (59,5%)  3/79 (3,8%) 29/79 (36,7%)

CPM 57/79 (72,1%)
CRO 57/79 (72,1%) 22/79 (27,9%)
CRX 59/79 (74,7%) 20/79 (25,3%)
ERT 40/40 (100,0%)
GEN 19/79 (24,0%)  1/79 (1,3%) 59/79 (74,7%)
MER 40/79 (50,6%) 39/79 (49,4%)

1179 (1,3%) 21/79 (26,6%)

NOR 3/3 (100,0%)
NIT 2/3 (66,7%) 1/3 (33,3%)
PPT 48/79 (60,8%)  11/79 (13,9%)  20/79 (25,3%)
suT 3/3 (100,0%)
SBA 61/76 (77,2%) 15/76 (22,8%)
CAZ 59/76 (74,7%) 17176 (25,3%)
CFO 38/75 (50,7%)  1/75 (1,3%) 36/75 (48,0%)
IPM 40/76 (52,6%)  1/76 (1,4%) 35/76 (46,0%)
TIG 46/46 (100,0%)
coL 2178 (2,6%) 76/78 (97,4%)

Fonte: elaborada pelos autores.
Legenda: R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel

AMI — Amicacina; AMC — Amoxicilina com clavulanato; AMP — Ampicilina; COL
— Colistina; CFL — Cefalotina; CIP — Ciprofloxacino; CPM — Cefepime; CAZ —
Ceftazidima; CFO — Cefoxitina; CRO — Ceftriaxona; CRX — Cefuroxima; ERT
— Ertapenem; GEN — Gentamicina; IPM — Imipenem; MER — Meropenem; NAL
— Acido nalidixico; NOR — Norfloxacino; NIT — Nitrofurantoina; PPT — Piperacilina
com tazobactam; SUT — Sulfametoxazol com trimetoprim; SBA — Ampicilina com
sulbactam; TIG — Tigeciclina.

No teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, os
microrganismos identificados como Klebsiella pneumo-
niae apresentaram elevada resisténcia as cefalosporinas
(73,4%), seguida dos carbapenémicos imipenem (52,6%) e
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meropenem (50,6%), e sensibilidade a tigeciclina (100,0%)
e colistina (97,4%), como observou-se na Tabela 4.

Tabela 5 - Perfil de suscetibilidade Escherichia coli

R [ S

AMI 43/43 (100,0%)
AMC 4/4 (100,0%)
NAL 2/4 (50,0%) 2/4 (50,0%)
AMP 26/43 (60,5%) 17/43 (39,5%)
CFL 2/4 (50,0%) 2/4 (50,0%)
cIp 21/43 (48,8%) 22/43 (51,2%)
CPM 11/43 (25,6%) 32/43 (74,4%)
CRO 15/43 (34,9%) 28/43 (27,9%)
CRX 15/43 (34,9%)  7/43 (16,3%) 21/43 (48,8%)
ERT 43/43 (100,0%)
GEN 8/43 (18,6%) 35/43 (81,4%)
MER 43/43 (100,0%)
NOR 2/4 (50,0%) 2/4 (50,0%)
NIT 4/4 (100,0%)
PPT 2/43 (4,6%) 41/43 (95,4%)

suT 2/4 (50,0%)
SBA 20/39 (51,3%)

2/4 (50,0%)

4/39 (10,3%) 15/39 (38,4%)

CAZ 11/39 (28.2%)  2/39 (5,1%) 26/39 (66,7%)
CFO 4/39 (10,3%) 2/39 (5,1%) 33/39 (84,6%)

IPM 39/39 (100,0%)
TIG 39/39 (100,0%)
coL 41/41 (100,0%)

Fonte: elaborada pelos autores.
Legenda: R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel

AMI — Amicacina; AMC — Amoxicilina com clavulanato; AMP — Ampicilina; COL
— Colistina; CFL — Cefalotina; CIP — Ciprofloxacino; CPM — Cefepime; CAZ —
Ceftazidima; CFO — Cefoxitina; CRO — Ceftriaxona; CRX — Cefuroxima; ERT
— Ertapenem; GEN — Gentamicina; IPM — Imipenem; MER — Meropenem; NAL
— Acido nalidixico; NOR — Norfloxacino; NIT — Nitrofurantoina; PPT — Piperacilina
com tazobactam; SUT — Sulfametoxazol com trimetoprim; SBA— Ampicilina com
sulbactam; TIG — Tigeciclina.

De acordo com a Tabela 5, os antibiéticos com maior
perfil de resisténcia para o microrganismo Escherichia coli
foram pertencentes a classe das quinolonas (49,6%). Além
disso, encontrou-se um alto perfil de sensibilidade perante
a maioria dos antibioticos testados.

Das 237 enterobactérias isoladas, 14,4% (34/237)
apresentaram mecanismo de resisténcia do tipo B-lacta-
mase de espectro estendido (ESBL). Dessas, 73,5% (25/34)
eram Klebsiella pneumoniae e 26,5% (9/34) Escherichia
coli. Sendo assim, vé-se que 31,6% das cepas de Kleb-
siella pneumoniae e 20,9% das cepas de Escherichia coli
produziram ESBL.
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Tabela 6 - Perfil de suscetibilidade Serratia marcescens

Tabela 7 - Perfil de suscetibilidade Enterobacter cloacae

R [ s R [ S
AMI 34/52 (65,4%)  5/52(9,6%) 13/52 (25,0%) AMI 1/22 (4,5%) 21/22 (95,5%)
AMC 5/5 (100,0%) AMC 1/1 (100,0%)

NAL 5/5 (100,0%) NAL 1/1 (100,0%)
CFL 5/5 (100,0%) CFL 1/1 (100,0%)

cIP 20/52 (38,5%)  17/52 (32,7%)  15/52 (28,8%) cIP 2122 (9,1%) 20/22 (90,9%)

CPM 45/52 (86,5%)
CRO 45/52 (86,5%)
CRX 52/52 (100,0%)
ERT 717 (100,0%)
GEN 6/52 (11,5%) 48/52 (88,5%)
MER 45/52 (86,5%) 7/52 (13,5%)
NOR 1/5 (20,0%) 4/5 (80,0%)
NIT 5/5 (100,0%)
SuT 1/5 (20,0%)
CAZ 40/47 (85,1%)
CFO 47/47 (100,0%)
IPM 2/2 (100,0%)
TIG 21/21 (100,0%)
coL 47/47 (100,0%)

Fonte: elaborada pelos autores.

7/52 (13,5%)
7152 (13,5%)

4/5 (80,0%)
7147 (14,9%)

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

AMI — Amicacina; AMC — Amoxicilina com clavulanato; COL — Colistina; CFL —
Cefalotina; CIP — Ciprofloxacino; CPM — Cefepime; CAZ — Ceftazidima; CFO
— Cefoxitina; CRO — Ceftriaxona; CRX — Cefuroxima; ERT — Ertapenem; GEN —
Gentamicina; IPM — Imipenem; MER — Meropenem; NAL — Acido nalidixico; NOR
— Norfloxacino; NIT — Nitrofurantoina; SUT — Sulfametoxazol com trimetoprim;
TIG - Tigeciclina.

Os microrganimos identificados como Serratia marces-
cens apresentaram resisténcia as cefalosporinas de todas
as geragdes (cerca de 90,0%) e também ao meropenem
(86,5%). Em contrapartida, de acordo com a Tabela 6, 100%
das cepas testadas foram sensiveis a tigeciclina.

Em relacao as cepas de Enterobacter cloacae, pode-se
observar através da Tabela 7, maior resisténcia a cefoxi-
tina (100,0%) e cefuroxima (100,0%). J& antibiéticos como
colistina e tigeciclina apresentaram 100,0% de sensibilidade
nas cepas estudadas.

DISCUSSAO

Em um estudo realizado por Rodriguéz et al. (2011),('"
dentre as hemoculturas analisadas, cerca de 35% eram
positivas e 65%, negativas. Segundo Chen et al. (2015)
(18 e Weiss et al. (2016),("® a proporcionalidade das hemo-
culturas apresentou um resultado similar, onde a taxa de
positividade varia entre 10% e 30%. Desse modo, é possi-
vel afirmar que os resultados obtidos no presente estudo

408

CPM 7122 (31,8%)
CRO 7122 (31,8%)
CRX 22/22 (100,0%)
ERT 18/18 (100,0%)
GEN 6/22 (27,3%) 16/22 (72,7%)
MER 4122 (18,2%) 18/22 (81,8%)

15/22 (68,2%)
15/22 (68,2%)

NOR 1/1 (100,0%)
NIT 1/1 (100,0%)
PPT 5/22 (22,7%) 2122 (9,1%) 15/22 (68,2%)
SuT 1/1 (100,0%)
CAZ 6/21 (28,6%) 1121 (4,7%) 14/21 (66,7%)
CFO 21/21 (100,0%)

IPM 4121 (19,0%) 3/21 (14,3%) 14/21 (66,7%)
TIG 20/20 (100,0%)
coL 21/21 (100,0%)

Fonte: elaborada pelos autores.
Legenda: R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel

AMI — Amicacina; AMC — Amoxicilina com clavulanato; COL — Colistina; CFL —
Cefalotina; CIP — Ciprofloxacino; CPM — Cefepime; CAZ — Ceftazidima; CFO
— Cefoxitina; CRO — Ceftriaxona; CRX — Cefuroxima; ERT — Ertapenem; GEN —
Gentamicina; IPM — Imipenem; MER — Meropenem; NAL — Acido nalidixico; NOR
— Norfloxacino; NIT — Nitrofurantoina; SUT — Sulfametoxazol com trimetoprim;
TIG - Tigeciclina.

foram compativeis, uma vez que 30,3% das hemoculturas
tiveram resultado positivo para o crescimento de algum
microrganismo e 69,7% negativo.

Os bacilos Gram-negativos pertencentes a ordem
Enterobacterales prevalentes encontrados no presente
estudo foram: Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Escherichia coli e Enterobacter cloacae. Essa prevaléncia
foi semelhante a reportada por Mota et al. (2018)," que
encontrou Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Ente-
robacter cloacae, Klebsiella aerogenes, Proteus mirabilis e
Serratia marcescens.

Segundo Durdu et al. (2016),("® cepas de Klebsiella
pneumoniae isoladas de hemoculturas apresentaram o
seguinte perfil de resisténcia: meropenem 41,6%, pipe-
racilina-tazobactam 74,2%, ceftazidima 89,5%, cefepime
90,5% e ampicilina/sulbactam 92,6%. Esse perfil de resis-
téncia se repete no estudo em questdo com relagdo aos
mesmos antibidticos.
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Entre os isolados de Escherichia coli no sangue, de
acordo com Mota et al. (2018),('% a taxa de resisténcia variou
entre 50% a 70% para ampicilina e ciprofloxacina, 30%
a 40% para acido nalidixico, trimetropim/sulfametoxazol,
norfloxacina, cefuroxima, ceftriaxona, cefepime e cefalotina.

Quanto as cepas produtoras de (-lactamase de espec-
tro estendido (ESBL), Chang et al. (2020)" mostraram em
estudo uma porcentagem de cerca de 20,0%, com predo-
minancia de enterobactérias identificadas como Kilebsiella
pneumoniae e Escherichia coli. Além disso, Myat et al.
(2017)"® encontraram em seu estudo que 43,0% das cepas
de Klebsiella pneumoniae e 50,0% das cepas Escherichia
coli eram produtoras de ESBL. Ambas pesquisas sao
semelhantes aos dados levantados no presente estudo.
De acordo com Perianes-Diaz et al. (2014),%2 as sepses
por Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtoras de
ESBL estéo ligadas a um alto risco de mortalidade e read-
missao hospitalar, sendo o tratamento empirico o principal
fator associado a um mau desfecho.

Além disso, Restrepo-Alvarez et al. (2019)@" justifica a
terapia empirica com piperacilina/tazobactam para sepses
causadas por Escherichia coli com a alta sensibilidade
desse medicamento frente a esse microrganismo (cerca
de 90,0%) e também pela significativa resisténcia a ampi-
cilina/sulbactam (cerca de 60,0%). A suscetibilidade desses
antimicrobianos se confirma no estudo.

No que diz respeito a Serratia marcescens, viu-se
que a mesma apresentou elevada resisténcia a diversos
antimicrobianos, entre eles as cefalosporinas de todas as
geracdes (cerca de 80,0%), amicacina (65,4%) e merope-
nem (86,5%), mostrando assim multirresisténcia. Através
do estudo de Dominguez et al. (1990)?% essa resisténcia
se assemelha, uma vez que foram encontrados 98% das
cepas de Serratia marcescens resistentes a cefalotina e
78% a ampicilina.

Haddy et al. (1991)@* relataram que cerca de 80,0% das
espécies de Enterobacter spp. mostraram sensibilidade aos
aminoglicosideos e resisténcia a ampicilina, cefalosporinas
de primeira geracao e cefoxitina. No estudo em questéo,
os testes de suscetibilidade se confirmam.

Segundo Al Mayahi et al. (2019),? vale ressaltar que
microrganismos resistentes a multiplas drogas tém sido de
preocupagao mundial, uma vez que o numero de casos com
resisténcia a colistina vem aumentando substancialmente.
No estudo em questéao foi observado resisténcia a colistina
de 2,6% em cepas de Klebsiella pneumoniae.

CONCLUSAO
O estudo revelou numero significante de bactérias da

ordem Enterobacterales e um perfil de resisténcia elevado,
uma vez que ha um crescente aumento na porcentagem

RBAC. 2021;53(4):405-410

de microrganismos com producao de ESBL. Tal fato alerta
e incentiva o uso racional de medicamentos.

O aumento de cepas multirresistentes se torna preocu-
pante, uma vez que a resisténcia a colistina tem comegado a
aparecer no cenario mundial, desafiando as praticas de con-
trole de infecgao e exigindo investigagcdo completa de surtos.

Novas drogas e novas medidas de controle se fazem
necessarias, tendo em vista que a crescente resisténcia
tornou-se um problema de saude publica.

Abstract

Objective: Evaluate the prevalence of Enterobacterales isolated from
blood culture samples from the Intensive Care Units; Define the
antimicrobial susceptibility profile of the most prevalent bacterial strains.
Methods: Were collected on all positive blood cultures with growth
of enterobacteria 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 blood culture samples were found where
2464 (69.7%) were negative and 1071 (30.3%) positive for some
microorganism. Of these, 237 (21.3%) were enterobacteria, with a
prevalence of Klebsiella pneumoniae (33.3%), Serratia marcescens
(21.9%), Escherichia coli (18.1%) and Enterobacter cloacae (9.3%).
Among these bacteria, cephalosporins were the least effective drugs
and colistin and tigecycline were the most sensitive in the strains
analyzed. Conclusion: the present study warns of the high degree of
multidrug resistance to the antimicrobials of the strains from the ICUs
and UC, demonstrating a worrying current scenario and the need to
develop new drugs and new control measures.

Keywords: Drug Resistance, Blood Culture; Sepsis
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Comunicagao Breve/Short Communication

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina: uma analise da
presencga na microbiota nasal de estudantes de saude em periodo

de estagio

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus: an analysis of the presence in the nasal
microbiota of health students in the internship period

Bruno Janke do Nascimento’
Suzana Carstensen?

INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: A disseminagdo da resisténcia bacteriana se tornou o principal obstaculo no
tratamento das infecgdes em todo o mundo. As infec¢des relacionadas aos cuidados de
saude (IRCS) constituem grande parte do total de infecgdes diagnosticadas no Brasil. A
principal causa para a elevagao deste indice € a disseminagao bacteriana por profissionais
de saude. O principal patégeno isolado nas IRCS no Brasil € o Staphylococcus aureus e
em grande parte dos casos é confirmado seu perfil multirresistente a diversos antibioticos,
sendo que algumas destas cepas sdo denominadas Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA). O objetivo deste estudo foi analisar a prevaléncia de S. aureus e
MRSA na microbiota nasal dos académicos de biomedicina, enfermagem e fisioterapia da
instituicdo de ensino superior de Araucaria (PR) em periodo de estagio. Métodos: Foram
coletadas amostras de swab nasal de 51 individuos, semeadas em agar manitol salgado
7,5%. As colbnias sugestivas de S. aureus tiveram confirmacéo com bacterioscopia, testes
de catalase e coagulase. Apds confirmadas, as cepas de S. aureus foram semeadas em
agar cromogénico seletivo e diferencial para MRSA. Resultados: A taxa de colonizagéo
nasal por S. aureus foi de 45,1%; destas cepas 91,3% eram MRSA, o que representa
41,2% do total de individuos. Concluséo: Os dados alcangados evidenciam a necessidade
de vigilancia de resisténcia bacteriana em profissionais e estudantes de saude para evitar
a ocorréncia de IRCS.

Palavras-chave
Staphylococcus aureus; Resisténcia; Infecgdo Hospitalar

o S. aureus em contato com lesées ou com a corrente
sanguinea pode desencadear diversas manifestagdes no

Nas ultimas décadas a resisténcia bacteriana se tornou
uma grande preocupagao no tratamento das infecgbes. O
uso incorreto de antibiéticos propicia um ambiente ideal para
a evolugao destes patdgenos, que por meio de mutagdes
aleatdrias ou adquiridas garantem vantagens na competicao
evolutiva e podem proliferar de maneira mais eficaz do que
as bactérias sensiveis aos medicamentos.("-?

O género Staphylococcus compreende 52 espécies
e 28 subespécies, porém o Staphylococcus aureus é a
bactéria de maior importancia clinica. Apesar de compor a
microbiota nasal de cerca de 40% da populagdo em geral,

hospedeiro, desde impetigo, foliculites e furinculos até
abscessos, endocardites e septicemias que podem levar
a sindrome do choque téxico e outras complicagdes.(:>9

O S. aureus resistente a meticilina, ou simplesmente
MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus), foi
originalmente descrito na Inglaterra em 1961, no periodo
posterior a insercao da meticilina no tratamento de infecgdes,
e com isto ocorreu a descontinuidade do uso da meticilina
na pratica médica em varios paises, devido também a sua
toxicidade, sendo substituida por penicilinas mais estaveis,
como a flucloxacilina, oxacilina e dicloxacilina.(!4®
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Mesmo com o fim da utilizagao da meticilina, o termo
MRSA foi mantido em relacdo as bactérias resistentes
a diversas penicilinas e cefalosporinas, além das cepas
bacterianas resistentes a penicilinases e/ou inibidoras de
beta-lactamases.®” Uma metanalise evidenciou que o Brasil
esta entre os piores indices de prevaléncia de MRSA no
mundo, sendo mais de 50% dos S. aureus isolados cate-
gorizados como MRSA.™

Dentre as infecgOes relacionadas aos cuidados de
saude (IRCS), responsaveis por mais de 15% das infec-
¢bes anuais do Brasil, o S. aureus destaca-se entre os
patdégenos mais prevalentes. Além disto, as instituicbes de
saude publica do pais detém uma condigdo mais agravante,
pois as IRCS sao responsaveis pela prevaléncia de 18,4%
das infecgdes anuais nestes locais.®® O contato com os
ambientes contaminados, aliado a desinformacgéo sobre
IRCS, sua prevaléncia, resisténcia bacteriana e mortalidade,
sao fatores diretamente responsaveis pela vetorizacdo de
patégenos por profissionais de saude.® 0™

E descrito em estudos recentes que cerca de 80% dos
profissionais de saude sdo acometidos pela colonizagdo
nasal de S. aureus, sendo até 20% portadores das cepas
MRSA.(1%") Com isto, 0 aumento na incidéncia de S. aureus
vem sendo associado a disseminacao por profissionais
de saude, sendo essas infecgdes por MRSA derivadas da
atencao a saude descritas como HA-MRSA (health-care-
-associated) na academia cientifica."

Diante da necessidade de combater as infecgbes de
HA-MRSA, é fundamental o desenvolvimento de estudos
de prevaléncia entre académicos e profissionais de saude,
principalmente entre areas de atuagéao distintas, além de
determinar os fatores de risco mais prevalentes entre os
profissionais.(">¢'2 Diante de tal demanda, a presente pes-
quisa buscou avaliar a prevaléncia de S. aureus e MRSAna
mucosa nasal dos académicos de biomedicina, enfermagem
e fisioterapia em periodo de estagio, de uma instituicao de
ensino superior de Araucaria (PR).

CASUISTICA E METODOS

Esta pesquisa foi realizada em campo, de forma trans-
versal e descritiva, e buscou analisar de forma qualitativa e
quantitativa a prevaléncia da colonizagdo nasal de S. aureus
e MRSA em voluntarios selecionados. Os voluntarios foram
académicos de biomedicina, de enfermagem e de fisioterapia
da instituigéo de ensino superior de Araucaria (PR), que no
momento da coleta estavam realizando estagio obrigatorio
ou nao obrigatério em area de atuacao do curso em que
estavam matriculados.

Os critérios para inclusdo dos voluntarios do estudo
foram: ser maior de idade; estar matriculado e frequen-
tando o curso de biomedicina, enfermagem ou fisioterapia
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da instituicdo de ensino superior de Araucaria (PR), no
periodo de estudo; estar realizando estagio, obrigatorio
ou né&o obrigatorio, em alguma area de atuacdo de seu
respectivo curso de graduacgao; aceitar participar do estudo
mediante o aceite e assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido; estar disposto a fornecer uma ou mais
amostras de swab nasal para investigagéo microbiologica.

Foram excluidos da pesquisa os voluntarios com idade
inferior a 18 anos; os que nao possuiam vinculo académico
com a instituicdo de ensino superior de Araucaria (PR); os
que eram académicos de quaisquer outros cursos que nao
seja biomedicina, enfermagem ou fisioterapia; os que néo
estavam realizando estagio em area de atuagéo do curso
em que estava matriculado; os que n&o assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido; os que possuiam
alguma limitagéao fisica ou patolégica que impediu as cole-
tas de amostras de swab de ambas as fossas nasais; os
que efetuaram o uso de antibiotico nos ultimos quinze dias
que antecederam a coleta e; os que rejeitaram as coletas
necessarias de swab nasal.

A selegao dos voluntarios foi realizada com a aplicagdo
de questionario adaptado de dois autores, "> com o objetivo
de obter o histdrico de exposi¢cao microbioldgica hospitalar
e/ou utilizagéo de antimicrobianos, além da caracterizagéo
da amostragem. Os questionarios foram preenchidos pelos
voluntarios, sem interveng¢ao do pesquisador, e foram com-
postos por questdes objetivas, aplicadas de forma fisica na
instituicao de ensino superior de Araucaria (PR).

A coleta das amostras foi realizada pelo pesquisador,
na instituicao de ensino superior, campus Araucaria, e seguiu
os procedimentos do Laboratério Central do Estado do
Parana, em conformidade com o Manual de Microbiologia
Clinica para Controle de Infecgdo em Servigos de Saude da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e com a Resolugéo
RDC n° 20 da SBPC.("%17)

O procedimento consistiu na insergcdo de um swab
estéril nas fossas nasais anteriores, promovendo o contato
com a mucosa nasal através de movimentos giratorios con-
tinuos e delicados durante a coleta, seguido pela retirada
do swab das fossas nasais e sua insergdo em meio de
transporte Stuart, identificado com numeragao individual
estabelecida nos questionarios.%6)

A analise microbiolégica foi realizada, primeiramente,
através da semeadura qualitativa das amostras em 24 horas
apos a coleta, e durante este periodo as amostras tiveram
o crescimento de seu volume com o meio Stuart em estufa
a 35 + 2°C. Visando o isolamento de S. aureus, de acordo
com o manual da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e
com as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica, a semeadura do volume cultivado foi realizada em
agar manitol contendo 7,5% de cloreto de sédio, com posterior
incubagdo por no minimo 24 horas a 35 + 2°C em estufa.('6.17)

RBAC. 2021;53(4):411-417



MRSA: Presenca em estagiarios da saude

Foi realizada a comprovagéo morfolégica das cepas
que cresceram no manitol com a bacterioscopia precedida
por coloracao de Gram. As cepas cujas caracteristicas mor-
folégicas ndo comprovaram em conjunto com a fermentagao
do manitol a presencga de S. aureus foram submetidas as
analises bioquimicas de produgéao de catalase e coagulase.

Apo6s a comprovagao da presenga de S. aureus nas
amostras, a pesquisa de MRSA foi feita através do indculo
das cepas confirmadas em agar cromogénico seletivo
e diferencial para MRSA, incubadas por no minimo 24
horas a 35 + 2°C em estufa bacteriolégica, algumas cepas
necessitaram de 48 horas de incubagao para a formagao
caracteristica em acordo com a Bula.(819)

O controle de dados foi realizado através do software
Microsoft Excel® e para a andlise e estudo de associagédo
das variaveis foi adotado o teste qui-quadrado de Pearson
(teste x?) em nivel de significancia de 5,0%, com resulta-
dos considerados estatisticamente significativos para p<
0,05. A analise estatistica foi realizada através do software
BioEstat®, versdo 5.0.

ETICA

Em virtude da participagao de voluntarios na pesquisa,
visando o cumprimento das diretrizes do Conselho Nacional
de Saude, o projeto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Centro Universitario UNI-
FACEAR, e aprovado sob 0 CAAE n226167719.4.0000.5620.

RESULTADOS

No periodo de fevereiro a margo de 2020, 53 individuos
se voluntariaram para participar na presente pesquisa. Para
adequar os participantes nos critérios de inclusao e exclusao
do estudo foram aplicados os questionarios aos voluntarios.
Foram identificados 2 voluntarios fazendo o uso de antibié-
ticos no periodo e com isto os mesmos foram excluidos da
pesquisa, totalizando 51 voluntarios elegiveis, sendo 43,1%
(22/51) do curso de enfermagem, 31,4% (16/51) do curso
de biomedicina e 25,5% (13/51) do curso de fisioterapia.
Observou-se que 86,3% (44/51) dos participantes eram do
género feminino e 13,7% (7/51) do género masculino. Além
disto, a faixa etaria predominante na populagao estudada foi
entre 18 e 24 anos, representando 74,5% (38/51), enquanto
25,5% (13/51) dos individuos possuiam entre 25 e 44 anos.

Aanalise por meio da estatistica descritiva demonstrou
que a prevaléncia geral de colonizagéo nasal de S. aureus
encontrada nos individuos que participaram da pesquisa foi
de 45,1% (23/51). Entre os colonizados, 91,3% (21/23) eram
do género feminino e 8,7% (2/23) do género masculino. Os
académicos do curso de enfermagem representaram 43,5%
(10/23), os de biomedicina 39,1% (9/23) e os de fisioterapia
17,4% (4/23).
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A faixa etaria mais prevalente foi a de 18 a 24 anos,
que representou 78,3% (18/23) dos colonizados, enquanto
os de 25 a 44 anos representam 21,7% (5/23). Nao houve
diferengas significativas entre o tempo de realizagéo de
estagio e indice de colonizagéo, sendo 39,1% (9/23) dos
individuos com um periodo de 6 a 11 meses de estagio,
34,8% (8/23) dos individuos com periodo <5 meses de esta-
gio e 26,1% (6/23) dos individuos com periodo = 18 meses
de estagio. As caracteristicas gerais da analise estatistica
dos individuos colonizados por S. aureus encontram-se
apresentadas na Tabela 1.

Apés a identificacao de S. aureus nas amostras dos
voluntarios da pesquisa, se realizou a identificacdo da
caracteristica de resisténcia ou sensibilidade & oxacilina das
cepas isoladas, utilizando o meio especifico para triagem
de MRSA. As analises revelaram que 91,3% (21/23) das
cepas de S. aureus isoladas eram MRSA, o que representa
41,2% (21/51) dos individuos da pesquisa.

A analise estatistica descritiva revelou que 90,5%
(19/21) dos individuos com MRSA positivo nas amostras
coletadas eram do género feminino e 9,5% (2/21), do género
masculino. Os académicos com maior incidéncia eram os
alunos dos cursos de enfermagem com 42,9% (9/21) e
biomedicina com 42,9% (9/21), enquanto os graduandos
em fisioterapia representaram 14,2% (3/21) dos individuos
acometidos. A faixa etaria mais afetada foi a de 18 a 24
anos com 76,2% (16/21) dos casos, enquanto 23,8% (5/21)
tinham entre 25 a 44 anos.

O tempo de estagio nao apresentou diferenga signifi-
cativa na incidéncia encontrada, sendo 38,1% (8/21) com
periodo entre 6 a 11 meses, 33,3% (7/21) com periodo <
5 meses e 28,6% (6/21) dos individuos com periodo = 18
meses de estagio supervisionado. As analises estatisticas
sobre a incidéncia de MRSA do estudo encontram-se na
Tabela 2.

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que no periodo da
coleta 45,1% (23/51) dos voluntarios se encontravam colo-
nizados por S. aureus, indice que esta proximo ao relatado
na literatura para a prevaléncia na populagéo em geral que
se estima entre 20% e 40% dos individuos. Entretanto, os
voluntarios eram académicos em periodo final de cursos da
saude e eram esperados indices proximos ao encontrado em
profissionais de saude, superior a 80% dos individuos.'%

Uma revisédo de literatura® demonstrou que entre os
fatores de risco para a aquisi¢cdo das bactérias multirresis-
tentes esta o tempo de exposi¢ao ao ambiente hospitalar,
algo que nao foi predominante entre os individuos do estudo
tendo em vista que 72,5% (37/51) dos voluntarios possuiam
menos de um ano de estagio no ambiente profissional. O
indice de colonizagao nasal inferior ao de profissionais
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Tabela 1 - Perfil epidemioldgico e indice de colonizagao nasal por Staphylococcus aureus em académicos dos cursos da saude em periodo de
estagio da instituicdo de ensino superior de Araucaria (PR), 2020

Variaveis Colonizados (n) % Nao Colonizados % Total (n) % x? OR (IC95%) p
(n)

Género

Masculino 2 8,7 5 17,9 7 13,7 -

Feminino 21 91,3 23 82,1 44 86,3 0,89 2,28 (0,40-13,05) 0,34

Faixa etaria (anos)

<18 0 0 0 0 0 0

18a24 18 78,3 20 71,4 38 74,5 -

25a44 5 21,7 8 28,6 13 25,5 0,31 0,69 (0,19-2,51) 0,57

>45 0 0 0 0 0 0

Curso

Biomedicina 9 39,1 7 25 16 31,4 0,43 1,54 (0,42-5,63) 0,51

Enfermagem 10 43,5 12 42,9 22 43,1 -

Fisioterapia 4 17,4 9 32,1 13 25,5 0,73 0,53 (0,12-2,26) 0,39

Tempo de estagio (meses)

<5 8 34,8 9 32,1 17 33,3 -

6a11 9 39,1 1 39,3 20 39,2 0,02 0,92 (0,25-3,36) 0,9

12a17 0 0 0 0 0 0

218 6 26,1 8 28,6 14 27,5 0,05 0,84 (0,20-3,50) 0,81

Total 23 28 51

Legenda: x% Qui-quadrado de Pearson; OR: OddsRatio; IC: Intervalo de Confianga; p < 0,05: Estatisticamente significativo.

Tabela 2. Perfil epidemioldgico e indice de resisténcia a oxacilina das cepas de Staphylococcus aureus isoladas dos académicos dos cursos da
saude em periodo de estagio da instituicdo de ensino superior de Araucaria (PR), 2020.

Variaveis MRSA (n) % MSSA (n) % Total (n) % X2 OR (IC95%) P
Género

Masculino 2 9,5 0 0 2 8,7

Feminino 19 90,5 2 100 21 91,3 0,2 # 0,65
Faixa Etaria (anos)

<18 0 0 0 0 0 0

18a24 16 76,2 2 100 18 78,3

25a44 5 23,8 0 0 21,7 0,61 # 0,43
>45 0 0 0 0 0 0

Curso

Biomedicina 9 42,9 0 0 9 39,1 0,95 # 0,33
Enfermagem 9 42,9 1 50 10 43,5 -

Fisioterapia 3 14,3 1 50 4 17,4 0,52 0,33 (*) 0,47
Tempo de estagio (meses)

<5 7 33,3 1 50 8 34,8 -

6a11 8 38,1 1 50 9 39,1 0,008 1,14 (%) 0,93
12a17 0 0 0 0

218 6 28,6 6 26,1 0,81 # 0,37
Total 21 2 23

Legenda: MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina; x*: Qui-quadrado de Pearson; OR: OddsRatio;
IC: Intervalo de Confianca; #: ndo foi possivel calcular o OR; *: o IC n&o foi calculado pois n'p'q* ou n?p?q? < 5; p < 0,05: Estatisticamente significativo.
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de saude pode também estar associado a faixa etaria
dos voluntarios, ja que 74,5% (38/51) dos individuos do
estudo possuiam entre 18 a 24 anos, sendo também os
jovens a maioria entre os voluntarios colonizados com
78,3% (18/23) dos casos.

O curso de biomedicina foi o que teve o maior indice
de colonizagao nasal proporcionalmente ao total de volunta-
rios do curso, com 56,2% (9/16) dos individuos colonizados
com S. aureus, seguido pelo curso de enfermagem que
teve proporcionalmente 45,4% (10/22), enquanto o curso
de fisioterapia teve somente 30,8% (4/13) dos individuos
acometidos com o patégeno. Entretanto estas diferencas
ndo se mostraram estatisticamente relevantes (p > 0,05).

Com relacao ao indice de prevaléncia de MRSA de
41,2% (21/51) dos voluntarios da pesquisa, o valor encon-
trado esta superior ao descrito na literatura para profissionais
de saude, que é em torno de 20% dos individuos.(1%202"
Entretanto outros estudos, também realizados de forma
transversal e com amostragem similar, encontraram valores
superiores a 50% nos individuos estudados, reforgando que
a incidéncia de MRSA nos isolados de S. aureus esta se
tornando cada vez mais comum. @223

Uma metanalise global™ colocou o Brasil entre os
piores indices de presengca de MRSA em infecgdes de S.
aureus no mundo, onde mais de 50% das cepas isoladas
foram caracterizadas como multirresistentes. Valor similar
foi encontrado em um estudo sobre a América Latina, que
colocou o Brasil entre os piores indices da regido.("® Estes
dados mostram a importancia do monitoramento continuo
da resisténcia bacteriana, pois a disseminagao destas cepas
estda se tornando cada vez mais constante na comunidade.®

Os alunos de biomedicina tiveram proporcionalmente o
pior indice de caracterizagdo de MRSA nas cepas isoladas
de S. aureus, pois todas as cepas de S. aureus analisadas
se estabeleceram no meio de cultura especifico para triagem
de MRSA (9/9), conforme mostra a Tabela 2. Os demais
cursos também mantiveram altos indices de amostras
com resisténcia bacteriana, pois os alunos de enferma-
gem tiveram 90% (9/10) das cepas de S. aureus isoladas
caracterizadas como MRSA, enquanto os académicos de
fisioterapia tiveram 75% (3/4) das cepas de S. aureus iso-
ladas caracterizadas como MRSA.

Apesar das diferengas néo apresentarem relevancia
estatistica (p > 0,05), um estudo focou na prevaléncia de
colonizagdo de MRSA em técnicos de anadlises clinicas e
saude publica, que desempenham atividades laboratoriais em
Portugal, e mostrou uma alta incidéncia nestes profissionais
em relagao ao relatado na literatura, pois 43% dos individuos
tiveram isolados laboratoriais de MRSA.® Esta correlagao,
apesar da auséncia de causalidade evidenciada, pode ser um
fator que demonstre uma maior prevaléncia de contaminagao
entre profissionais que realizam analises microbioldgicas,
como o profissional biomédico, em relagao as demais areas
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da saude estudadas, entretanto sédo necessarios maiores
pesquisas para a definicao desta diferenca epidemioldgica.
Entre os diversos fatores que estao relacionados com
a crescente prevaléncia de resisténcia bacteriana e sua dis-
seminagao no ambito profissional (HA-MRSA) e comunitario
(CA-MRSA), estao as infec¢des adquiridas por bioaerossois,
responsaveis pela propagacgao de diversos microrganismos
nos ambientes.?® A contaminagdo nos ambientes é direta-
mente responsavel pela disseminagao entre os profissionais
e estudantes de saude, pois as medidas preventivas nem
sempre séo adotadas corretamente. (2627
Quando os voluntarios foram questionados sobre o
uso de Equipamentos de Protecao Individual (EPI) no esta-
gio, 90,2% (46/51) afirmaram fazer o uso como medida de
prevencéo, entretanto apenas 70,6% (36/51) lembraram de
pelo menos trés EPI utilizados. Entre os equipamentos mais
citados destacam-se o uso de jalecos, luvas e mascaras
cirurgicas. Todos os participantes afirmaram realizar a higie-
nizagéo das maos periodicamente no ambiente de estagio.
Os portadores de MRSA possuem um risco até 10
vezes maior para o desenvolvimento de doengas clinicas
geradas por uma infec¢do desta bactéria e, além disto, o
fato do hospedeiro se tornar reservatorio bacteriano pos-
sibilita um aumento do risco de disseminagéo do patdgeno
para outras pessoas ou a contaminagao de alimentos e/ou
superficies.?” Este fato, diante da crescente prevaléncia
de resisténcia bacteriana na microbiota dos profissionais
da saude, torna fundamental a realizagdo de medidas de
prevencgao e monitoramento dos profissionais e pacientes,
visando a redugéao das IRCS como definido pelo Ministério
da Saude e pela Organizagdo Mundial da Saude.%%9)
Dentre as variaveis investigadas no presente estudo,
entre elas o género, idade, curso, tempo de estagio e conhe-
cimentos sobre o assunto e prevencao, nao foi verificada
uma relagéo estatistica com a colonizagao de S. aureus ou
sua variante resistente MRSA (p> 0,05).

LIMITAGOES DO ESTUDO

Apesar de esta pesquisa demonstrar uma grande
prevaléncia pontual de MRSA entre estagiarios de cursos
distintos na area da saude, algumas limitagdes favorecem
a realizacao de novos estudos a respeito do tema. A rea-
lizagcdo de coleta de apenas um sitio anatémico impede a
comparagao da prevaléncia do patégeno na microbiota,
entretanto alguns estudos apontam para a maior prevaléncia
nasal em relacdo a outros locais coletados. %)

A caracteristica transversal do estudo demonstra a
colonizacao no periodo da coleta, impossibilitando a defi-
nicdo de infecgao transitéria ou definitiva, devido a isto &
importante que novos estudos fagam a comparagao entre
periodos distintos dos cursos com o acompanhamento dos
individuos ao longo da graduacgéo.
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O meio de cultura cromogénico especifico para MRSA
utilizado possui a seletividade e diferenciagao para a cepa
pesquisada, entretanto a auséncia de realizacado de testes
com outros antimicrobianos por meio de discos de difuséo
e/ou testes de concentragdo minima inibitéria impede que
sejam determinados outros niveis de resisténcia bacteriana
do S. aureus, como por exemplo o S. aureus resistente a
vancomicina (VRSA) que também se tornou um grande
problema de saude publica.(192%3"

Aimpossibilidade de pesquisa por técnicas de biologia
molecular no estudo impede a definigdo e caracterizagao
de tipos de MRSA encontrados, ndo sendo possivel compa-
ra-los com os tipos descritos na literatura, como realizado
em outros estudos.(11:3:32)

Apesar das limitagbes, este estudo é pioneiro na insti-
tuicdo e demonstra a necessidade de acompanhamento dos
académicos no periodo de estagio, visando a contengéo da
aquisigao e disseminagao bacteriana durante este periodo.
O estudo da resisténcia bacteriana propicia uma visao critica
sobre o0 uso inadequado de antibiéticos, além de evidenciar
a necessidade de reforgo nas medidas de contengdo como
a higienizacao das méos e uso de EPI durante o estagio e
também durante as aulas praticas nos cursos de saude.®28.2%.33)

CONCLUSAO

Aresisténcia bacteriana € um dos maiores problemas
de saude global. Diante disto, ressaltar a importancia deste
tema com pesquisas e desenvolvimentos de medidas pre-
ventivas é fundamental para a seguranga da sociedade
em geral. O estudo contou com a participagéao de 51 indi-
viduos e evidenciou que 45,1% dos voluntarios tiveram a
presenca de S. aureus na amostra nasal coletada. Além
disto, foi isolado o MRSA em 41,2% do total das amostras
analisadas, ou seja, 91,3% dos individuos colonizados
por S. aureus possuiam caracterizacao de resisténcia do
MRSA. Apesar da prevaléncia de S. aureus estar proximo
ao encontrado na comunidade (20% a 40%) e inferior ao
de profissionais de saude (> 80%), o indice de MRSA é
superior ao relatado pela literatura em ambos os grupos
(1% e 20%, respectivamente).

Os académicos de saude em periodo de estagio estéo
diretamente em contato com ambientes propicios a aquisigao
de patégenos. Além disto, o contato proximo com os pacien-
tes torna os estagiarios vetores de diversos microrganismos
e diretamente responsaveis pelas IRCS, caso medidas de
controle ndo sejam adotadas. Os valores encontrados neste
estudo mostram a necessidade de monitoramento de profis-
sionais e académicos de saude para evitar as IRCS, além de
transparecer a caréncia de educagao continuada sobre as
medidas de prevengao e uso racional dos antibidticos para
a contencgao deste problema de saude global.
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Abstract

Objective: The spread of bacterial resistance has become the main
obstacle in the treatment of infections worldwide. Healthcare-Associated
Infections (HAI) constitute a large part of the total number of infections
diagnosed in Brazil and the main cause for these rates is the bacterial
spread by healthcare professionals. The main pathogen isolated in
the HAI in Brazil is S. aureus and, in most cases, its multi-resistant
profile to several antibiotics is confirmed, some of these strains are
called Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). The aim
of this study was to analyze the prevalence of S. aureus and MRSA
in the nasal microbiota of biomedicine, nursing and physiotherapy
students at the Araucaria (PR) higher education institution during the
internship period. Methods: Nasal swab samples were collected from
51 individuals, sown on mannitol salt agar 7.5%. Colonies suggestive of
S. aureus were confirmed with bacterioscopy, catalase and coagulase
tests. After confirmed, the strains of S. aureus were sown on selective
and differential chromogenic agar for MRSA. Results: The rate of nasal
colonization by S. aureus was 45.1%, of these strains 91.3% were
MRSA, which represents 41.2% of the total of individuals. Conclusion:
The data obtained show the need for surveillance of bacterial resistance
in health professionals and students to prevent the occurrence of HAI

Keywords
Sthaphylococcus aureus; Resistance; Hospital Infection
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INTRODUGAO

Resumo

Introducao: O uso dos indicadores da qualidade faz parte do acompanhamento sistematico
do desempenho nos processos analiticos laboratoriais, apresentando informacdes que
ajudam a identificar oportunidades de melhoria. Os laboratérios clinicos tém passado por
constantes aprimoramentos, especialmente através da evolugéo tecnoldgica de instru-
mentos e equipamentos, bem como atualizagéo e surgimento de novas ferramentas de
gestéo aplicadas a analise de qualidade, proporcionando mais seguranca e confiabilidade
em seus processos. Objetivo: Apresentar os indices de recoletas gerados pelo laboratério
no periodo de um ano em um laboratério privado na cidade de Salvador, identificando
principais erros na fase pré-analitica. Métodos: Os resultados foram coletados através do
sistema de informatizacao utilizado pelo laboratério para construgado da base de dados.
Trata-se de um estudo descritivo exploratério no qual foram utilizados dados acerca dos
interferentes laboratoriais de um laboratério de analises clinicas privado na cidade de
Salvador-Ba, durante o ano de 2019. Resultados: A partir dos parametros pré-analiticos
avaliados foi possivel observar que a falha na coleta € indicador mais frequente, seguido
pela presenca de coagulo na amostra e falhas na area técnica e/ou no laboratério de
apoio, respectivamente. Conclusao: A necessidade de recoleta pode causar desconforto
ao paciente, aumentando a repetigao inapropriada de exames, tendo impacto direto sobre
os custos dos recursos do laboratério clinico. Com a descrigdo desses elementos sera
possivel construir evidéncias para avaliagdo da necessidade da implementacdo de um
sistema de qualidade no laboratério que visem a educagéo continuada, possibilitando
agoes corretivas e preventivas para minimizar os problemas.

Palavras-chave
Interferentes laboratoriais; recoletas; fase pré-analitica

requisitante; preparo do paciente e orientagdes quanto a
coleta da amostra a ser realizada; cadastro dos exames na

Os exames laboratoriais sdo fundamentais no auxilio
as decisOes diagnosticas e terapéuticas. Os laboratérios
clinicos vém passando por constantes modificagbes na
ultima década, com auxilio das evolugbes tecnoldgicas
objetivando garantir atendimento eficiente e seguro no
menor tempo possivel. Assim, conceitos administrativos
foram incorporados a visao técnica para minimizar erros e
melhorar a qualidade do servigo prestado.™

A fase pré-analitica envolve muitas etapas desde a
requisicao do exame e cadastro do exame na recepg¢éo do
laboratorio até a chegada da amostra bioldgica ao setor
analitico. Essas etapas incluem: orientagao ao paciente pelo

recepgao do laboratdrio; verificagao das etiquetas e material
que sera usado na coleta das amostras; registro de infor-
macao sobre data e hora da coleta da amostra bioldgica;
recolher informacgdes sobre interferentes analiticos, como uso
de medicamentos, ingestdo de bebida alcodlica, atividade
fisica nas Ultimas horas, dentre outras; verificagdo da eti-
quetagem para identificagcao correta das amostras recebidas
ou coletadas possibilitando rastreabilidade; procedimento
de coleta de amostra bioldgica realizado corretamente;
transporte e armazenamento até a etapa analitica.@34
Por incluir tantas etapas e muitos participantes, a
fase pré-analitica concentra a maior frequéncia de erros
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associados a exames laboratoriais. Esta fase vem sendo
apontada por diversos estudos como a grande responsavel
pelos erros laboratoriais, por possuir processos menos
automatizados. Estes problemas estdo associados a
variaveis pré-analiticas, pois essas variaveis podem ser
fisiologicas (sexo, idade, raga, exercicio fisico e jejum),
variaveis de coleta e variaveis endégenas.®?

Apesar do gradativo processo de automatizacao lab-
oratorial, ndo ha como substituir a figura dos coletadores
(flebotomistas) em larga escala do processo de coleta do
material biolégico. E importante que os profissionais envolv-
idos nesse processo entendam que esta fase é crucial para
um exame de qualidade.®?"

A ocorréncia dos erros em qualquer uma das fases
pode inferir de forma negativa no diagndstico dos pacientes
e na tomada de decisado terapéutica, sendo necessaria a
implantagao de metodologias sistematizadas e mais rigoro-
sas para rastreabilidade, detecgéao, classificagdo e redugao
destes erros, implementando indicadores laboratoriais que
permitam avaliar a eficacia e eficiéncia do servigo. Dentre os
indicadores mais comumente citados na literatura esta o indice
de recoletas, pois a classificagdo dos erros e da frequéncia
em que ocorrem € uma medida valiosa para identificar pri-
oridades para tomada de agdes corretivas e preventivas.®?

Os indicadores de recoletas séo informagoes de natureza
quantitativa ou qualitativa associada a um evento, possibil-
itando avaliagbes nas mudancas e tomadas de decisdes.
Além disso, o uso dos indicadores mostra falhas ou erros de
um processo em relagdo ao numero total, tendo como obje-
tivo indicar problemas que precisam de agdes preventivas e
corretivas que ajudam a identificar os pontos fortes e fracos
e oportunidades de melhoria e crescimento. O desempenho
de um processo € satisfatério quando os indicadores estéo
dentro de um limite estabelecido pela organizacéo.(®

A busca de melhoria continua nos servigos laborato-
riais tem avangado, levando os laborat6rios a participarem
dos programas de Acreditagdo, que tem como objetivo a
padronizagao de seus indicadores bem como a compara-
bilidade entre os laboratérios clinicos.('"” Tendo em vista
esses aspectos, este estudo tem como objetivos descrever
os indices de recoletas no periodo de um ano em um labo-
ratorio privado de analises clinicas, na cidade de Salvador
- BA, identificando principais erros na fase pré-analitica e
sua frequéncia.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo exploratério retros-
pectivo, no qual foram utilizados dados existentes nos
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arquivos de solicitagao de recoleta do laboratério de analises
clinicas, no qual foi realizado um levantamento de dados
sobre interferentes laboratoriais € dados de recoletas em
um laboratdrio clinico.

Para a realizagdo do estudo foram considerados
apenas os atendimentos das unidades ambulatoriais; os
dados referentes aos atendimentos hospitalares nao foram
considerados nas analises estatisticas do presente estudo.

Obtencdo dos dados

Os numeros de recoletas do periodo de janeiro a
dezembro de 2019 e seus respectivos motivos foram extrai-
dos através de relatorio gerado pelo sistema SmartLab
—v20.8 do laborat6rio, com prévia autorizagao através de
carta de anuéncia dos responsaveis.

Analise dos dados

Apos aquisicdo dos dados de recoletas foi realizada
a tabulagéo através do software Microsoft Office Excel e,
a partir disso, graficos foram gerados e realizada a analise
estatistica descritiva através do software GraphPad Prism
v.5.0 (Estados Unidos). Os numeros estdo expressos em
namero absoluto (N), frequéncia (%), e suas respectivas
medidas de tendéncias centrais, como em média e desvio
padréo (M_tDP) e mediana e valores minimos e maximos
[M, (min-max)].

Consideragoes éticas

Neste estudo foram utilizados dados secundarios
coletados de registro em sistema da ferramenta de gestao
da qualidade laboratorial, no qual nao constam informagdes
individuais ou pessoais das amostras dos pacientes, nao
sendo necessaria a submissao do projeto a um Comité de
Etica em Pesquisa, conforme a Resolucdo n°® 466/12 do
Conselho Nacional de Saude. Nao ha conflito de interesse
entre os autores do artigo e o laboratério em questéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro a dezembro de 2019 foram aten-
didos 567.214 pacientes, sendo estes divididos em 428.921
(75,6%) atendimentos ambulatoriais, 138.293 atendimentos
hospitalares (24,4%) (Grafico 1). Foram considerados para
o presente estudo apenas os atendimentos ambulatoriais,
sendo os meses de maio, julho e agosto com os maiores
nuameros de atendimentos (39.062, 39.437 e 39.545, res-
pectivamente) e junho e dezembro os meses com menor
numero de atendimentos (29.676 e 28.632 respectivamente)
(Tabela 1).

419



Miranda BS, Santos MS, Brito VS

Hospitalar

£58.59

Ambulatorial

Gréfico 1. Distribuigcdo da porcentagem anual dos atendimentos (ano 2019)

Tabela 1 — Numero de atendimentos e solicitacdes de recoleta de amostra biolégica por més no ano de 2019

Més/2019 N Abs. de atendimentos N relativo de atendimentos (%) N Abs. de recoletas N relativo de recoletas (%)
Janeiro 37.741 8,8 67 0,18
Fevereiro 35.386 8,3 48 0,14
Margo 32.640 7,6 45 0,14
Abril 37.132 8,7 77 0,21
Maio 39.062 9,1 81 0,21
Junho 29.676 6,9 58 0,20
Julho 39.437 9,2 63 0,16
Agosto 39.545 9,2 89 0,23
Setembro 36.305 8,5 66 0,18
Outubro 37.777 8,8 89 0,24
Novembro 35.588 8,3 119 0,33
Dezembro 28.632 6,7 54 0,19
TOTAL 428.921 100 856 2,387
Medidas de dispersao
M_+DP 35.743 + 3651 8,3+0,8 71+21 0,20+0,05
M, (min-max)  36.720 (28.632 — 39.545) 8,6 (6,7-9,2) 66 (45— 119) 0,19 (0,14 - 0,33)

M_£DP: média e desvio padrao; M, (min-méax): mediana e valores minimo e maximo; N Abs de atendimentos: nimero absoluto de pacientes atendidos a cada més;
N relativo de atendimentos: nimero relativo de pacientes atendidos a cada més; N Abs de recoletas: nimero absoluto de recoletas solicitadas a cada més; N relativo

de recoletas (%): numero relativo de recoletas solicitadas em cada més.

No que se refere aos indices de recoleta, do total de
pacientes atendidos em ambulatdrio (428.921) no ano de
2019, 0,2% dos pacientes em atendimento ambulatorial
tiveram alguma solicitagéo de recoleta baseado nos indi-
cadores de recoleta adotado pelo laboratério. Ao longo do
ano de 2019 foram solicitadas em média 72+21 solicitagbes

420

de recoletas de amostras biolégicas. O més de novembro
foi o que apresentou maior taxa de recoleta e os meses de
fevereiro e margo as menores taxas.

Os indicadores identificados de recoleta a cada més
sdo observados os valores absolutos na Tabela 2 e valores
relativos no Grafico 3, sendo falha no procedimento da coleta
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o indicador mais frequente (19,2 + 8,8), seguido pela presenca O indicador com menor frequéncia foi falha na etiqueta (0,08
de coagulo na amostra (17,4 £ 5,8) e falhas na area técnica * 0,2), seguido por falha da recepgao (1,7 = 1,4) e urina
e/ou no laboratdrio de apoio (13,5 + 8,8), respectivamente. derramada (1,9 + 2,1), respectivamente (Grafico 2).

Tabela 2 — Numero absoluto de recoletas por indicador a cada més no ano de 2019

Material Urina Falha na Falha

Més/2019 Hemolise Triagem Insuf. Derramada recepgo Falha Apoio Coleta Coagulo Etiqueta Total
Janeiro 0 4 2 2 3 12 17 27 0 67
Fevereiro 7 3 2 2 2 9 1 1 1 48
Margo 4 3 1 1 1 4 20 11 0 45
Abril 13 8 7 2 2 13 23 0 77
Maio 10 10 7 5 0 13 20 16 0 81
Junho 14 4 3 0 1 14 8 14 0 58
Julho 7 4 2 1 1 15 21 12 0 63
Agosto 10 7 5 0 2 21 19 25 0 89
Setembro 7 6 9 0 1 16 13 15 0 67
Outubro 6 3 6 7 3 6 33 24 0 88
Novembro 12 4 2 2 5 37 39 18 0 119
Dezembro 5 6 6 1 0 6 17 13 0 54
TOTAL 95 62 52 23 21 162 231 209 1 856

Medidas de dispersao

M +DP 7940 52+22 43+26 1,9+21 1,714 13,6+£8,8 19,2+8,8 174 £58 0,08 +0,2 71,3+20,9

M, (min-

g 70-14) 4(3-10) 4(1-9) 15(0-7) 15(0-5) 125(4-37) 18(8-39) 1565(11-27) 0(0-1) 862(45-119)

M_+DP: média e desvio padrao; M, (min-méax): mediana e valores minimo e maximo

Etiqueta—

Coagulo -G
Falha Coleta= ]
Falha Apoio= ]

Falha na recpgéo
Urina Derramada
Material Insuf
Triagem
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Média de recoletas

Gréafico 2. Média dos valores absolutos dos indicadores para recoletas no ano de 2019
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Grafico 3. Distribuigao da porcentagem dos indicadores de recoletas no ano 2019

A utilizagdo desses indicadores no laboratorio clinico
permite ao gestor conhecer o desempenho das suas analises
mensalmente, visando melhoria continua da gestédo da qual-
idade ao longo do tempo. Esses indicadores sinalizam para
um bom desempenho de um processo quando confrontados
com metas estabelecidas.("?

O indicador laboratorial hemdlise ocorre devido a
uma série de fatores, como escolha da agulha de calibre
pequeno, aspiracdo muito rapida (coleta com seringa),
perda da veia durante a coleta, homogeneizagéo brusca.
Proporcionalmente a intensidade da hemdlise, ha alteragdes,
como diminuigao da contagem de eritrocitos, redugao
do hematécrito e da hemoglobina, interferindo nesses
parametros da série vermelha. Além da hemoglobina, as
hemacias contém varias proteinas, enzimas, lipidios e car-
boidratos que podem interagir ou competir com reagentes
de ensaio, ou elevar a quantidade do analito dosado em
soro ou plasma. Ha interferéncia da hemdlise para alguns
exames bioquimicos como: Aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), Fosfatase alcalina
(ALKP), Gama-glutamiltransferase (GGT), bilirrubinas,
lactato desidrogenase (LDH), magnésio, creatinoquinase
(CK), troponinas e os eletrolitos.© 1319

A triagem é o local de manuseio e preparagao para o
transporte de amostras, sendo crucial para a identificagao
dos interferentes laboratoriais, desse modo, é importante
certificar-se de que os tubos estejam corretamente encaixa-
dos na cagamba da centrifuga para evitar acidentes com
material bioldgico e perda de materiais.('51®

422

Os materiais denominados como insuficientes sao
aqueles com baixo volume e/ou qualidade para realizagao
do exame no laboratério clinico, sendo assim as amostras
biolégicas, sejam elas sangue total, soro, plasma, urina,
fezes ou liquor, devem conter material suficiente para a
realizagdo da analise.('%20)

Urina derramada acontece no ato do recebimento
ou no processo de triagem, e portanto deve-se certificar
que o coletor com urina esteja fechado adequadamente.
O frasco de coleta e o saco coletor bem vedado podem
evitar quedas acidentais, saida da tampa, e consequente
perda do material.(0:217:22)

Falha da recepgéo ocorre durante o cadastro do paciente
e registros dos exames solicitados na guia médica. E impor-
tante confirmar dados pessoais como: endereco, telefone,
idade, sexo, gestagéo, utilizagdo de medicamentos e jejum.
Além das informagdes sobre dados clinicos do paciente, a
quimioterapia, a radioterapia e as doengas crénicas também
fazem parte do cadastro. O preenchimento inadequado no
cadastro leva a repeticdes de exames desnecessarias. %

Falhas na area técnica ou no laboratério de apoio estao
relacionadas com processo de conservagao das amostras,
coletor ou tubo inadequado, envio indevido, acidente com
material bioldgico, identificagdo inadequada e volume de
amostra impréprio.24

Afalha na coleta esta relacionada com o flebotomista,
que tem papel importante nessa fase e deve respeitar os
protocolos para a obtengdo do material bioldgico. E pre-
Ciso seguir a sequéncia dos tubos que serdo utilizados,
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verificar o volume de sangue apropriado para cada tubo
e realizar a homogeneizacgéao correta. Os recipientes com
materiais de coletas deverao ser identificados durante o
procedimento técnico.®529

O coagulo ocorre devido a homogeneizagao insufi-
ciente apods a coleta e em situagdes de coleta dificil. Essas
amostras sdo desprezadas, ja que a formagao do coagulo
afeta os parametros avaliados no hemograma.®”

Falha na etiqueta acontece durante impresséo e posi-
cionamento incorreto, levando a necessidade de reimpressao
que ocasiona retrabalho na triagem de amostras, podendo
gerar recoleta. O uso de cédigo de barras para identificar
amostras no ato da coleta garante a rastreabilidade de todo
0 processo técnico. 829

As etapas de um procedimento pré-analitico

A fase pré-analitica do processo laboratorial envolve
os procedimentos de preparo e coleta das amostras. Esses
processos precisam ser realizados de acordo com os
manuais de coleta para que os resultados ndo sejam com-
prometidos. Essa fase exige uma série de atividades inter-
ligadas e sistematizadas, e divide-se em: extralaboratorial
e intralaboratorial.®

Na fase extralaboratorial inicia-se com solicitacao de
exames, avaliacao do paciente e orientacdes de preparo do
paciente para coleta. Os requisitos de cadastro do paciente
seguem as recomendagdes da PALC e RDC 302.¢7

Desse modo, no consultorio médico o profissional ira
fornecer ao paciente as primeiras orientagdes e informacdes
sobre os exames solicitados. Na recepgao do laboratorio
inicia-se o processo de cadastro e orientagdes especificas
de cada exame, como horario pré-definido, jejum, ingestéao
de bebidas alcodlica nas ultimas 72 horas, a realizagéo
de exercicio fisico e outros. Além de informar ao paciente
essas particularidades é importante ressaltar que para evitar
erros as orientagdes devem ser entregues por escrito.:2)

No cadastro do paciente deve conter o numero de
registro de identificagao gerado pelo laboratdrio, nome, idade
e sexo do paciente, telefone, endereco, médico solicitante,
horario do atendimento, exames e tipo de amostra. Em casos
de menor de idade, contato do responsavel. Dados impor-
tantes como medicagéao, tabagismo, etilismo e condigbes
cronobiologicas devem ser fornecidos pelo paciente e séo
de extrema importéancia para analise técnica.®

Na fase intralaboratorial é realizada uma nova inspegao,
confrontando-se a identificagdo do paciente, preparo para os
exames solicitados e identificagdo do material coletado. O
flebotomista ira identificar o paciente e verificar os exames
para proceder com a coleta. Na coleta de sangue venoso
deve-se respeitar a ordem dos tubos para que nao haja
contaminagao e consequente interferente na analise dos
exames. O Manual clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) padroniza tubo em escala distinguindo por cor.%:3"
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Apo6s localizar o melhor local de acesso para perfusao,
o profissional de coleta devera realizar a lavagem das
maos, calgar as luvas e preparar o material na presenga do
paciente. Os materiais perfurocortantes devem ser desen-
capados somente no processo de pungéao, evitando assim
acidentes. Agulha ou escalpe devem ser posicionados de
forma que o bisel fique com face para cima e a posi¢ao
em um angulo de 45°C. Ao concluir a pungéo, a agulha
€ retirada acionando dispositivo de seguranga e posterior
descarte em local apropriado. O bloodstop é aplicado e o
paciente é orientado a pressionar o local, com o objetivo
de tamponar e ndo causar hematomas.®®

Na triagem técnica as amostras coletadas s&o con-
feridas, preparadas e segregadas para o encaminhamento
a central de analises e processamentos. O transporte das
amostras biolégicas deve ser realizado em recipientes
isotérmicos, higienizaveis e impermeaveis, com o devido
controle de temperatura e identificado com a simbologia de
risco biolégico.®23%

Embora os motivos de recoletas sejam indicadores de
qualidade importantes para o laboratério clinico, indicando
problemas que precisam de ag¢des preventivas, ndo ha
consenso de limites determinado para a aceitabilidade. A
meta estabelecida pela gestao do laboratério pesquisado
€ de no maximo 0,23% de recoletas mensais. Portando,
os resultados da pesquisa demonstraram que a frequéncia
de recoletas obtidas durante o periodo de um ano esteve
dentro da meta prevista pela empresa.

CONSIDERAGOES FINAIS

No ano de 2019 houve um indice de solicitagado de
recoleta de amostra bioldgica excelente, com menos de 0,5%
do total de pacientes atendidos em determinado laboratério
de analises clinicas na cidade de Salvador-BA. O motivo
de solicitagao de recoleta mais frequente foi relacionado
a erros no procedimento de coleta da amostra bioldgica
e o menos frequente foi erro relacionado a etiqueta de
identificacdo da amostra, indicando a necessidade de
treinamentos e aprimoramentos dos profissionais que
orientam ou executam a coleta de amostra bioldgica, e
avaliagao da qualidade e adequabilidade dos instrumentos
e equipamentos utilizados nesta etapa.

Diversos fatores estdo envolvidos nos erros pré-ana-
liticos, por ser a fase menos automatizada no laboratoério.
Dada a importancia da fase pré-analitica para obtengéo
de resultados e util a pratica médica, todos os segmentos
de normas e precaugdes sao essenciais para que erros
sejam evitados. Deve haver especial atencéo a todos os
procedimentos dessa fase, para garantir a viabilidade das
amostras a serem analisadas.

Apesar da crescente utilizagao de novas tecnologias,
como automagao e robdtica, algumas atividades da coleta
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influenciam decisivamente no erro total e, consequente-
mente, no resultado analitico que o laboratério ira liberar. A
padronizagao dos processos e a educagao continuada sao
ferramentas imprescindiveis para essa finalidade.

As recoletas causam ao paciente incbmodo por neces-
sitar de retorno ao laboratorio para uma nova coleta, além
de gerar custos para a empresa e afetar a credibilidade
do laboratério, deixando o paciente as vezes insatisfeito.
A gestao da qualidade dos laboratorios clinicos € impres-
cindivel para a garantia da qualidade e confiabilidade dos
exames oferecidos por ele.

Abstract

Introduction: The use of quality indicators is part of the systematic
monitoring of performance in laboratory analytical processes, presenting
information that helps identify opportunities for improvement. Clinical
laboratories have undergone constant improvements, especially
through the technological evolution of instruments and equipment, as
well as updating and emergence of new management tools applied to
quality analysis, providing more safety and reliability in their processes.
Objective: To present the recollect rates generated by the laboratory
over a period of one year in a private laboratory in the city of Salvador,
identifying main errors in the pre-analytical phase. Methods: This is
a descriptive exploratory study in which data were used on laboratory
interferences from a private clinical analysis laboratory in the city of
Salvador-Ba, during 2019. Results: From the pre-analytical parameters
evaluated, it was possible to observe that the failure in the collection
is the most frequent indicator, followed by the presence of clot in the
sample and failures in technical area and/or in the support laboratory,
respectively. Conclusion: The need for recollection can cause
discomfort to the patient, increasing the inappropriate repetition of
tests, having a direct impact on the costs of the resources of the clinical
laboratory. With the description of these elements it will be possible
to build evidence to avoid the need for the implementation of a quality
system in the laboratory aimed at continuing education, enabling
corrective and preventive actions to minimize problems.
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laboratory interferences; recollects; pre-analytical phase
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INTRODUGAO

Resumo

Introducédo: O exame de velocidade de hemossedimentacédo (VHS) mede a distancia em
que os eritrécitos caem durante 60 minutos em um tubo vertical. Objetivo: Comparar dois
métodos de realizagdo do exame de VHS em um hospital oncolégico. Material e métodos:
Foram coletados, de 45 pacientes, 5mL a 6mL de sangue que foram transferidos para dois
tubos com anticoagulante. O sangue de ambos os tubos foi transferido para uma pipeta de
vidro com capacidade de 200mm e 2,5mm de didametro interno, que foi adaptada em suporte
vertical, aguardando por uma hora. Os resultados foram analisados pelo programa SPSS
versao 25. Resultados: O nivel de sedimentagdo em milimetros (mm) do método referéncia
de Westergren modificado utilizando citrato de sédio 3,2% € menor quando comparado
com o método alternativo utilizando anticoagulante EDTA, com Z score: -5,29 (p = 0,01)
e R=0,79. Discussao: O International Council for Standardization in Haematology (ICSH)
descreveu grandes diferengas entre os métodos de Westergren e os ndo baseados em
Westergren. Conclus&o: Sugere-se a utilizacdo do método de Westergren modificado na
realizagéo do exame. Além disso, com a padroniza¢éo do melhor método de realizagdo do
exame, gerara resultados mais confiaveis, refletindo de forma positiva na rotina hospitalar.

Palavras-chave
Hemossedimentacao; Neoplasias; Testes Hematoldgicos

O resultado da VHS pode ser influenciado por diversos
fatores intrinsecos ou extrinsecos, produzindo resultados

A velocidade de hemossedimentagao (VHS) € um
exame utilizado como marcador de resposta inflamatoria,
sendo um teste simples e de baixo custo que tem sido
realizado ha mais de meio século.

O exame de velocidade de hemossedimentagéo (VHS)
mede a distancia em que os eritrocitos caem durante 60
minutos em um tubo vertical. Seu significado foi descoberto
em 1897 pelo médico Edmund Biernacki, que observou
que a taxa de VHS era diferente entre os individuos, sendo
dependente do volume e da forma dos eritrocitos e das
proteinas do plasma.?¥

pouco confiaveis. Apesar das limitagdes, o VHS vem sendo
utilizado na pratica clinica como marcador inespecifico para
monitoramento de doencas inflamatorias e crénicas.®

Dentre os fatores que podem alterar o exame desta-
cam-se a forma da coleta, o periodo de jejum, a viscosidade
do plasma (concentragao de fibrinogénio e das globulinas),
a concentragdo de ions hidrogénio, a concentragdao do
colesterol, o tamanho e a forma dos eritrocitos e o contetdo
hemoglobinico. Além da idade e do sexo dos pacientes,
que devem ser levados em consideragao na avaliagdo do
resultado da VHS.®
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A sedimentacéo eritrocitaria depende da formagao de
rouleaux gerada pela agregacao dos eritrocitos ao longo de
um mesmo eixo, o que leva a um aumento da densidade
promovendo uma sedimentagdo mais rapida.®

A formagao de rouleaux esta relacionada a carga
negativa dos eritrécitos que tentam se repelir. Sendo assim,
as macromoléculas plasmaticas, por possuirem cargas
positivas, neutralizam a carga da superficie eritrocitaria,
ocasionando maior agregagao das hemacias e a formagao
de rouleaux.®

O teste da VHS comegou a ser utilizado em 1918 na
Alemanha por Robin Fahreus, que reportou as caracteris-
ticas importantes relacionadas com a sedimentacéo e a
capacidade do plasma em reduzir a carga eletrostatica na
superficie dos eritrocitos, o que proporciona maior sedimen-
tacéo. Robin Fahreus também quantificou a capacidade de
sedimentagao das proteinas plasmaticas, avaliou o efeito
da temperatura no exame e observou maior sedimentagao
em varias condigdes patoldgicas e fisioldgicas.”

Em 1921, o médico sueco Alf Vilhelm Westergren
definiu padrdes para o desempenho do teste de VHS, sendo
assim, o método de Westergren passou a ser amplamente
utilizado até os dias atuais.®

O método de Westergren é realizado com a coleta
de uma quantidade fixa de sangue que é transferida para
um tubo contendo citrato de sédio a 3,8% (relacédo 4:1). O
sangue € deixado em repouso por uma hora em um tubo
graduado na vertical, com 200mm de comprimento e 2,5mm
de didmetro interno, e em seguida é analisada a distancia
entre o topo da coluna sanguinea (menisco) com a camada
superior dos glébulos vermelhos (coluna de eritrocitos).®67

A VHS é utilizada no diagnoéstico de duas doencgas,
a polimialgia reumatica (PR) e da arterite temporal (AT),
entretanto pode apresentar resultado acima de 100mm/h
quando o paciente apresenta infecgdo, cancer metastatico
ou doencas inflamatdrias do tecido conjuntivo. Embora se
demonstre alterado em pacientes com cancer, o exame nao
deve ser utilizado como marcador para doengas malignas,
pois a VHS esta frequentemente dentro do valor referéncia
nestes pacientes.®8

Em 2017, o International Council for Standardiza-
tion in Haematology (ICSH) publicou atualizagdes para
o exame de VHS. De acordo com o ICSH, estima-se que
2/3 dos laboratérios utilizam métodos de VHS alternativos
ou modificados, entretanto o método de Westergren ainda
€ 0 padrao ouro para o exame. Além disso, observou-se
que os resultados obtidos por estes métodos alternativos e
modificados podem diferir significativamente do observado
pelo método de Westergren.®

Com a validacao e determinagéo de qual método utilizar
durante arealizagédo do exame de VHS, além obter resultados
mais confiaveis, refletira no custo e tempo de liberagéo do
exame, sendo imprescindivel em um hospital oncoldgico,
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uma vez que grande parte dos pacientes encontra-se em
cuidados paliativos ou em observacao na unidade de terapia
intensiva (UTI) e o médico necessita de um rapido resultado
para determinagéao de intervencgéao terapéutica.

O objetivo geral deste estudo é comparar dois métodos
de realizagao do exame de VHS, o método de referéncia de
Westergren modificado e o método alternativo com acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) no Hospital do Cancer
de Muriaé (HCM), Fundagéo Cristiano Varella.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 45 amostras de sangue periférico de
pacientes provenientes de atendimento do corpo clinico do
HCM, as quais foram direcionadas para realizagdo do VHS.

O critério de incluséo para a selegéo dos participan-
tes foi que o individuo tivesse indicagao de teste de VHS
pelo corpo clinico do hospital. Ja o critério de exclusao foi
individuos menores de 18 anos ou participantes que néo
aceitassem participar da pesquisa voluntariamente.

Foi realizada a coleta de 5mL a 6mL de sangue peri-
férico com seringa (5mL) e agulha (25mm x 0,70mm). Apos
a coleta, o sangue foi transferido para dois tubos, um da
marca BD Vacutainer, contendo 7,2mg de &cido etileno-
diamino tetra-acético dipotassico (K2EDTA) (Figura 1A).
Este tubo tem capacidade maxima de 4mL de sangue, ndo
possuindo uma quantidade fixa de sangue a ser transferido
para o tubo. O outro tubo € o da marca Vacuette, contendo
citrato de sodio 3,2%, no qual foi adicionado sangue até a
marca (Figura 1B), totalizando 2mL de sangue, mantendo
a relagao anticoagulante/sangue de 1:4.
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Figura 1 A e B - Tubos utilizados para coleta sanguinea dos pacientes.
A) Tubo da marca BD Vacutainer, contendo 7.2mg de &cido
etilenodiamino tetra-acético dipotassico (K2EDTA). Quantidade
méxima de 4mL de sangue. B) Tubo da marca Vacuette, contendo
citrato de sédio 3,2%. Seta indica a marca onde se deve colocar o
sangue (2mL), mantendo uma relagdo anticoagulante/sangue de 1:4.
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As amostras foram encaminhadas para o laboratorio
em temperatura ambiente em maleta de transporte bioldgico.
As amostras dos dois tubos foram transferidas para pipeta
graduada com capacidade de 200mm e 2,5mm de diametro
interno, deixando em repouso por uma hora na vertical no
suporte de pipetas. Apds repouso, foi avaliada a distancia do
topo da coluna sanguinea (menisco) até a camada superior
dos glébulos vermelhos (camada eritrocitaria).

O método de Westergren realizado neste estudo sera
modificado, pois, de acordo com o ICSH, na metodologia
padréo ouro para o exame de VHS utiliza-se o tubo com clo-
reto de sodio 3,8% e néo 3,2%, como utilizado neste estudo.

Os resultados dos dois métodos de coleta foram
tabulados no programa SPSS Statistics Versao 25. Foram
aplicadas analises descritivas e de frequéncia. Utilizou-se o
teste de Spearman rho para analise de normalidade, e para
a comparagao entre os dois métodos foi aplicado o teste
nao paramétrico de postos de Wilcoxon. Os valores de p
< 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

Etica

A pesquisa foi submetida, e aprovada, a Plataforma
Brasil para avaliar a ética em pesquisas com seres humanos
de acordo com a Resolugao n°® 466 de 12 de dezembro de
2012 do Comité de Etica em Pesquisas (CEP) e Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). Essa resolugéo
fundamenta-se nas declaragdes e diretrizes quando ha

Tabela 1 - Variagdo da hemossedimentagéo entre as amostras testadas.

envolvimento com seres humanos e visa a ética em pes-
quisas (CAAE: 32207420.2.0000.5105).

Todos os participantes foram orientados sobre os
objetivos, a confidencialidade dos dados gerados, os riscos
e beneficios da pesquisa. Deixou-se clara a possibilidade
de recusa de participagdo ou, caso desejasse, se retirar
em qualquer momento por se sentir desconfortavel. Apos
orientagdo, os participantes que concordaram voluntaria-
mente a participar assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

RESULTADOS

As amostras de sangue periférico dos 45 pacientes
com indicagao para a realizagdo do exame velocidade de
hemossedimentagao (VHS) foram obtidas no Hospital do
Cancer da cidade de Muriaé, Minas Gerais, Brasil. Destes
pacientes, 19 (42,2%) eram do sexo masculino e 26 (57,8%)
do feminino.

Os resultados com o anticoagulante citrato de sodio
3,2% (método de Westergren modificado) foram conside-
rados padrao ouro neste trabalho quando comparados com
o EDTA 7,2mg (método alternativo), por se aproximar da
metodologia padrao ouro na realizacéo do exame de VHS,
o método de Westergren, que utiliza citrato de sodio a 3,8%.
Apos a analise do exame de VHS por ambos os métodos,
observou-se os resultados contidos na Tabela 1.

Resultados (TUBO

Resultados (TUBO Diferenca (EDTA -

Paciente Sexo EDTA) CITRATO) CITRATO)
Paciente 1 M 51 30 21
Paciente 2 M 23 13 10
Paciente 3 F 57 43 14
Paciente 4 F 38 27 11
Paciente 5 F 53 38 15
Paciente 6 M 15 10 5
Paciente 7 M 52 37 15
Paciente 8 M 4 3 1
Paciente 9 F 21 12
Paciente 10 F 19 12
Paciente 11 F 57 34 23
Paciente 12 M 14 9 5

Paciente 13 F 39 29 10
Paciente 14 M 32 19 13
Paciente 15 F 37 28 9
Paciente 16 M 18 13 5
Paciente 17 M 3 3 0
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Tabela 1 (continuagéo) - Variagdo da hemossedimentagéo entre as amostras testadas.

Resultados (TUBO

Resultados (TUBO Diferenca (EDTA -

Paciente Sexo EDTA) CITRATO) CITRATO)
Paciente 18 F 27 23 4
Paciente 19 M 19 13 6
Paciente 20 M 31 26 5
Paciente 21 M 31 14 17
Paciente 22 F 86 75 1
Paciente 23 F 18 14 4
Paciente 24 F 78 46 32
Paciente 25 M 70 54 16
Paciente 26 F 41 25 16
Paciente 27 M 8 4 4
Paciente 28 M 3 0
Paciente 29 F 34 20 14
Paciente 30 M 4 2
Paciente 31 M 5 0
Paciente 32 M 54 42 12
Paciente 33 F 112 96 16
Paciente 34 F 2 0
Paciente 35 F 147 157 -10
Paciente 36 F 4 1 3
Paciente 37 F 3 1 2
Paciente 38 F 28 21 7
Paciente 39 F 17 12 5
Paciente 40 F 21 12 9
Paciente 41 M 54 34 20
Paciente 42 F 60 43 17
Paciente 43 F 26 14 12
Paciente 44 F 19 5 14
Paciente 45 F 5 6 -1

MEDIANA 27 14 9

Foi possivel averiguar diferenca nos resultados do
exame de VHS quando comparados os dois métodos. Em
analise estatistica, observou-se que o nivel de sedimentagao
em milimetros (mm) do método referéncia de Westergren
modificado utilizando citrato de sédio 3,2% € menor quando
comparado com o método alternativo utilizando anticoa-
gulante EDTA, com Zscore: -5,29 (p = 0,01) e R = 0,79.
A metodologia com EDTA apresentou mediana de 27mm
(min. 2 e max. 147), ja o método com citrato de sédio teve
mediana de 14mm (min 1 e max. 157).

Quando comparada a mediana da diferenga do resul-
tado da VHS entre os métodos, observou-se que o método
com EDTA quantificou 9mm (min. -10 e max. 32) superior

RBAC. 2021;53(4):426-432

ao método utilizando citrato de sodio. Esta diferenga entre
os resultados dos exames dos pacientes quando compa-
rada as duas metodologias de analise pode ser mais bem
visualizada no Figura 2.

Arealizagdo de um mesmo exame com metodologias
diferentes faz com que seja necessario verificar a concor-
dancia entre os resultados. Assim, um erro sistematico néo
altera a correlagdo, contudo altera a concordancia, sendo
necessaria a analise de Bland-Altman.

AFigura 3 mostra a diferenga média de 9,11mm entre
os resultados dos métodos e os limites de concordancia
(24,20mm a -5,98mm). Ademais, nao foi observado erro
sistematico entre os dois métodos (IC 95% de 6,79 a 11,4).
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Figura 2. Comparagao dos resultados da sedimentacdo das amostras em EDTA e o método com citrato de sodio 3,2% de todos os pacientes.
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Figura 3. Diferenga entre os resultados obtidos pelos dois métodos versus os valores médios dos resultados.
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Exame de velocidade de hemossedimentagéo

DISCUSSAO

O exame de VHS néo consiste na medida de um
analito, mas sim na medida de um fendmeno fisico que
depende de muitas variaveis, %' algumas das quais podem
ocorrer durante a coleta e o processamento das amostras,
refletindo um resultado errébneo, como tempo de arma-
zenamento da amostra, tempo de torniquete, técnica de
flebotomia, incorreta relagao de sangue e anticoagulante,
tubos inadequados, amostras contaminadas, medicamentos
e variagdes interlaboratoriais.'?

Sendo assim, os exames devem passar por um pro-
cesso de validagédo para que tenha o melhor método de
realizagdo do exame para obtengao de resultados confiaveis.
Em média, 2/3 dos laboratérios de analises clinicas utilizam
métodos alternativos ou modificados do padrédo ouro na
realizagéo do exame de VHS (método de Westergren).

Em pesquisa realizada pelo International Council for
Standardization in Haematology (ICSH), observou-se que
em alguns casos os resultados obtidos por estes métodos
alternativos e modificados podem diferir significativamente
do observado pelo método de Westergren.® Neste estudo,
observou-se que o nivel de sedimentagdo em milimetros
(mm) do método referéncia de Westergren modificado uti-
lizando citrato de sodio 3,2% € menor quando comparado
com o método alternativo utilizando anticoagulante EDTA,
com Zscore: -5,29 (p = 0,01) e R = 0,79, demonstrando
que ha diferenca entre ambos os testes na realizagédo do
exame de VHS.

Em contrapartida, em estudo realizado por Hachem
e colaboradores (2010), que analisou 326 amostras (n =
326), em analise estatistica evidenciou que ndo houve dif-
erenca entre o método Westergren com o utilizando sangue
anticoagulado com EDTA, entretanto demonstrou que para
amostras que apresentaram VHS acima de 30mm, os valores
de VHS foram maiores, utilizando o método com EDTA
quando comparado com o método padrao de Westergren.('»

Merisio e Alff (2013) apresentaram resultados pareci-
dos, pois também demonstraram diferengas nos resultados
do exame de VHS quando utilizado tubo contendo antico-
agulante EDTA. Além disso, o estudo sugeriu a utilizagéo
apenas da técnica de Westergren na realizagao do exame. ("

Aalteracdo da sedimentacao pode estar correlacionada
com o tipo de anticoagulante utilizado para relaizagdo da VHS.
Pesquisas demonstram que o citrato, nas concentracdes
empregadas no método de Westergren, possui capacidade
de um retardamento na velocidade de sedimentagéo.®

O ICSH publicou recentemente um artigo de revisao,
em que avaliou mais de 20 artigos de diversos paises para
a padronizagdo do exame de VHS. Descreveu que houve
grandes diferengas entre os métodos de Westergren e os
ndo baseados em Westergren, e que alguns laboratorios
apresentaram diferencas superiores a 40% nos resultados
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do exame quando comparados, sendo que a maior diferenca
observada foi de 142%.©

O estudo realizado pelo ICSH concluiu que mesmo 120
anos apods, o método de Westergren continua sendo o padrao
ouro na realizagao do exame, entretanto os laboratérios
podem adaptar os métodos de realizagdo, porém devem
validar o teste para que seja empregado adequadamente.®

Diante dos fatos, faz-se necessario compreensao e
esclarecimento das possiveis diferencas apresentadas pelas
metodologias utilizadas atualmente. Ressalta-se que um
erro sistematico nao altera a correlagao, entretanto altera a
concordancia e, portanto, a utilizagao de diferentes metod-
ologias faz com que seja relevante verificar a concordancia
entre os resultados obtidos."®

CONCLUSAO

Como observado neste estudo, houve grande diferenca
nos resultados quando comparado o método utilizando
anticoagulante EDTA e o que utiliza o citrato de sédio nos
exames de Velocidade de Hemossedimentacado (VHS).
Deste modo, sugere-se 0 método de Westergren modificado
na realizacdao do exame, uma vez que apresenta maior
semelhanga com o método padrao ouro. Além disso, com
a padronizacgao do melhor método de realizagao do exame,
gerara resultados mais confiaveis, refletindo de forma pos-
itiva na rotina hospitalar, uma vez que o médico necessita
de resultados precisos para determinagéo da intervengao
terapéutica nestes pacientes oncologicos.
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Abstract

Introduction: The erythrocyte velocity test (ESR) the distance at
which erythrocytes fall within 60 minutes in a vertical tube. Objective:
to compare two methods of performing the ESR test in an oncology
hospital. Material and methods: 5-6 mL of blood were collected from
45 patients transferred to two tubes with anticoagulant. The blood from
both tubes was transferred to a glass pipette with a 200mm capacity
and 2.5mm internal diameter, which was adapted on a vertical support,
waiting for 1 hour. The results obtained by the SPSS version 25 program.
Results: The level of sentiment in mm (mm) of the Westergren reference
method modified using sodium citrate 3.2% is lower when compared
to the alternative method using EDTA anticoagulant, with Z score:
-5.29 (p = 0.01) and R = 0.79. Discussion: The International Council
for Standardization in Hematology (ICSH), layouts that greatly differ
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between Westergren’s methods and those not based on Westergren.
Conclusion: It is suggested to use the modified Westergren method
when performing the exam. In addition, with the standardization of
the best method of conducting the exam, it will generate better known
results, reflecting positively on the hospital routine.
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Erythrocyte Sedimentation;, Neoplasms; Hematologic Tests
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Relato de Caso/Case Report

A interacao entre Hb B2, Hb S e beta talassemia: um relato de caso

familiar

The interaction between Hb B2, Hb S and beta thalassemia: a family case report

Raphael de Souza Santos’
Jo&o Vinicius Moraes Costa?
Luiz Arthur Calheiros Leite®
Claudia R. Bonini-Domingos*

Resumo

As hemoglobinopatias sédo doencas hereditarias que incluem talassemia e doenca falcifor-
me. O objetivo do presente estudo foi destacar a interagéo entre a variante Hb S, formas
talassémicas (beta talassemia por IVS1-6) e a variante Hb B2. Os exames realizados foram
hemograma completo, eletroforese de hemoglobina em pH acido e alcalino, dosagem de
hemoglobina A2, Cromatografia Liquida de Alta Performance e investigacédo molecular.
Esse relato evidencia a interacdo entre os polimorfismos de hemoglobina na populagéo
brasileira e a necessidade de adequada interpretacdo dos resultados de testes classicos
para a melhor compreensao dos casos.

Palavras-chave

Hemoglobinopatias; Talassemia; Polimorfismo Genético; Anemia Falciforme

INTRODUGAO

As hemoglobinopatias sdo um grupo heterogéneo de
doencas genéticas hereditarias caracterizadas por defeitos
qualitativos na molécula de hemoglobina (Hb), resultando
em variantes por mutag¢des pontuais ou por anormalidades
quantitativas nos genes reguladores para a sintese das
cadeias polipeptidicas da hemoglobina, como as doengas
falciformes e as talassemias, respectivamente.™

A Hb S é o resultado de uma mutagao pontual que
leva a substituicdo de um residuo de aminoacido na
posicéo seis da subunidade da beta globina (6Glu-Val)
e que, quando herdada em homozigose (Hb SS), causa
anemia falciforme. A interacdo entre Hb S e beta talasse-
mia € uma condigdo comum decorrente da co-heranca
de um alelo mutante da hemoglobina S (Hb S) e de outro
que carrega um dos alelos mutantes da beta talassemia,
sendo representado por Hb S/B tal. Os portadores desta
doenga falciforme apresentam quadro clinico que varia
de anemia levemente sintomatica a grave, decorrente da

grande variedade de alelos da beta talassemia mutantes,
parcialmente (3*) ou totalmente (B°) inativos para a pro-
ducao da cadeia de beta globina.??®

Em termos de diagnéstico laboratorial, diferenciar Hb
S/B°de Hb S/B* apenas pelos valores hematolégicos pode
apresentar alguma dificuldade, resultante da variabilidade
clinica individual. Exames laboratoriais especificos e teste
de biologia molecular, com estudo familiar, sdo necessarios
para estabelecer herangas e definir o perfil de hemoglobina
do paciente.®

A hemoglobina B2 (Hb B2) € uma variante decorrente
da mutagao no gene da delta globina, causando a troca de
um aminoacido Glicina (Gly) por uma arginina (Arg) na 162
posi¢do da cadeia delta globina.®% Em portadores da variante
Hb B2, os valores de hemoglobina A2 (Hb A2) sdo reduzidos
em razao da sintese de cadeias delta globina mutantes em
heterozigose. Além disso, os individuos portadores de Hb
B2 nao apresentam manifestagdes clinicas significativas,
devido ao baixo nivel de producédo dessa variante e ao
contetdo total de Hb nos eritrécitos.®
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O objetivo do presente estudo foi descrever um caso
de interagao entre Hb S/B tal e Hb B2 em um nucleo familiar
de uma crianga que teve o diagnéstico primario de anemia
falciforme realizado por meio de testes de triagem neonatal.

RELATO DE CASO

Crianga do sexo masculino, 1 ano e 9 meses, misci-
genada, acompanhada em centro de referéncia em triagem
neonatal, apos diagndstico prévio de anemia falciforme pelo
Programa de Triagem Neonatal no Brasil. Clinicamente, a
crianga apresentava crises dolorosas, infec¢des recorrentes
desde o nascimento e recebia transfusdes de hemacias
esporadicamente. Diante da constatacdo de divergéncia
entre o quadro clinico apresentado pela crianga e o esperado

Tabela 1 — Resultados laboratoriais da familia.

para a anemia falciforme, foi solicitado estudo genético da
familia (pai, mae e filho), para elucidar o diagndstico inicial.
As amostras de sangue foram submetidas a testes iniciais
de triagem para hemoglobinopatias e, posteriormente,
foram submetidas a confirmagao do perfil eletroforético e
cromatografico por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC-BIORAD®) e pesquisa de mutacgdes por biologia
molecular. A Tabela 1 mostra o resumo dos resultados
obtidos na andlise das amostras.

A crianga apresentava perfil eletroforético de hemo-
globina em pH alcalino e acido compativel com Hb SS mais
F (Figura 1). Porém, ao comparar o perfil eletroforético da
crianga e dos pais, pudemos observar, no perfil de hemoglo-
bina do pai, uma pequena fragao, na posi¢cao de anidrases
carbonicas, sugestiva da variante da globina de cadeia delta.

Testes laboratoriais Pai Mae Filho
Morfologia eritrocitaria ++ +++
Resisténica osmética (NaCl a 0,36%) + - +
Eletroforese em pH alcalino Hb AA+B2 Hb AS Hb SF
Eletroforese em pH acido Hb AA Hb AS Hb SF

HPLC Hb AA+B2 Hb AS Hb SF
Analise molecular Talassemia b(IVS1-6) + Hb B2 AS S/btalassemia (IVS1-6)

HPLC, Cromatografia liquida de alta performance. Morfologia eritrocitaria (++/- microcitose e hipocromia, +++ microcitose, hipocromia e poiquilocitose). Resisténcia

osmoética em solugdo de NaCl a 0,36% (+ positivo, - negativo).

= e .

Hb A

Hb F

Hb S

Hb A2

Anidrasis

Hb B2

I Padrao

Mie  Pai Crian¢a

Figura 1. Perfil de hemoglobina eletroforética em acetato de celulose, pH alcalino, corado com
Ponceau. Padrdo: Amostra com perfil de hemoglobulina normal (Hb AA). A seta indica a fracao

referente a Hb B2.
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Hemoglobinopatias: um relato de caso

O cromatograma do filho mostrou o perfil de Hb S
(84,9% com tempo de retencéo compativel para esta vari-
ante) (Figura 2C), Hb A2 (7,9% eluindo com a fragéo de Hb
S acetilada), Hb A, (2,0%) e Hb F (5,5%). Ao avaliar o perfil
dos pais, foi encontrado um perfil de Hb S heterozigoto na
mée, com Hb A, (51,2%), Hb A2 (4,5% eluindo com Hb S
acetilada e, portanto, com valores dentro da faixa normal),
Hb F (0,8%) e Hb S (38,4%). O perfil cromatografico da mae
pode ser visto na figura 2A. O pai apresentava um perfil de
Hb AA associado a variante da cadeia delta globina (Hb
B2) com os valores percentuais de Hb A; (84,0%), Hb F
(0,2%), Hb A2 (3,3%) e Hb B2 (2,3%); conforme mostrado
na figura 2B.

A investigacdo molecular de mutagdes hereditarias
mostrou a presenca de Hb S em heterozigose para a mae.
Para o pai, o valor da Hb A2 adicionado ao valor percen-
tual da variante do alelo delta globina, mostraria um valor
para essa fragao, acima do limite normal, sugerindo beta
talassemia heterozigoética. Assim, investigou-se a presenga
das quatro mutagdes mais frequentes da beta talassemia
na populagéo brasileira, mostrando heterozigosidade para
a mutagéo IVS1-6 associada a heterozigosidade para a
variante de cadeia delta, a Hb B2. O perfil molecular da
crianca foi confirmado pela presenca de Hb S associada a
beta talassemia (IVS1-6), justificando assim a clinica mais

ANALYTE 1D TIME AREA ANALYTE ID
F 8.8 1.86 23162 F 8.2
p2 2.9 1.32 85496 P2 5.5
P3 2.4 1.639 78097 P3 4.8
Ao 51.2 2.58 1514760 Ao 84.8
A2 4.5 3.66 129171 A2 3.8
Unknown 1 38.4 4.58 1134689 Unknown | 2.3
C-WINDOW 8.3 5.08 10253 C-WINDOW 1.1

TOTAL AREA 2967628 TOTAL AREA
'3 8.8% A2 4.5% F 8.2%

3@

2@%

®
—————

branda. Foi afastada a herancga de alfa talassemia por testes
citologicos de rotina e por analise molecular das principais
mutacdes no Brasil.

DISCUSSAO

Considerando que a populagao brasileira é miscige-
nada devido ao fluxo migratério de seus grupos populacionais
formadores e que os métodos utilizados para identificar
variantes de hemoglobina e talassemia na fase neonatal
nao permitem a identificagdo completa das interacdes entre
essas diferentes hemoglobinas anormais; faz-se necessario
0 uso de métodos mais precisos com treinamento técnico
especifico para identificar as interagdes menos frequentes
da hemoglobina. Assim, este artigo pode contribuir para a
elucidagao diagndstica e orientagao clinica dos casos que
apresentam interagdes entre hemoglobinas anormais nao
detectadas no teste de triagem neonatal.

A interacdo entre Hb S/B tal caracteriza a doenga
falciforme, bastante comum em nossa populagéo, devido a
contribui¢cao dos grupos originais na sua formagao, principal-
mente em regides onde o fluxo migratério de mediterraneos
e africanos foi intensificado. No diagnéstico laboratorial, a Hb
S/B tal apresenta diminuicao dos niveis do volume corpuscu-
lar médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM),

a e LT ULUCUUUUCOUD U L O

TIME ARER ANALYTE ID TIME AREA
1.86 8373\
1.31 289825 F N 1.16 1893329
1.73 15297@ Unknown 1 8.7 2.18 12794
2.42 3212331 Ao 2.8 2.33 37704
3.65 120790 A2 7.9 3.67 144701
4.59 89572 Unknown 2 84.9 4,508 1625247
4.96 41135
TOTAL AREA 1929785
3835802 5.
F 5.5% 42 7.9%
3.3%
39%'}'
20%+
|

10%+

|

N 1

A2 [y

o M

4 = & @ 6

(C)

Figura 2. Cromatogramas de cada membro da familia, obtidos por equipamentos de HPLC automatizado e kit diagnostico para variantes e

talassemia (BIORAD®).

Em A — perfil cromatogréfico e valores percentuais das fragbes de hemoglobina obtidas na amostra da mde; Em B — analises da amostra do pai;

em C — analise da amostra da crianca.
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caracterizando uma anemia microcitica hipocrémica, sendo
necessarios métodos complementares para obtengéo do per-
fil hereditario. A associagao de metodologias eletroforéticas
e cromatograficas permite a separagao de proteinas, com
boa resolugéo, como evidenciado no presente relato de caso.

A migracao de hemoglobinas anormais com posigoes
semelhantes pode resultar em um problema no diagndstico
laboratorial, principalmente na associagéo entre anemia falci-
forme e talassemia, bem como nos dados hematolégicos. Os
testes de triagem e o estudo eletroforético convencional ndo
sdo capazes de distinguir essa interacdo, sendo necessario
um estudo familiar e molecular para confirmacéo diagnéstica.
@ Qutro estudo mostra que os indices hematimétricos da
populagéo duplo heterozigdtica, como entre Hb S e Hb B,,
nem sempre mostram a presenga de anemia.®

Khalil MSN et al.,® 2014 determinaram o espectro
mutacional do gene delta globina na populagdo do Reino
Unido, e 77% dos casos avaliados foram considerados
heterozigotos para a variante de cadeia delta, Hb B2. A
hemoglobina foi relatada como a variante da cadeia delta
mais comum, observada em quase 1% dos afro-america-
nos. A origem étnica dos casos foi descrita como afro-car-
ibenha, indigena ou africana. O pico de Hb A2 para esses
pacientes teve um tempo de retengcdo do HPLC entre 4,58
e 4,62 minutos, o que sugere que o HPCL pode ser usado
para fazer um pré-diagnostico da variante anormal, antes
da confirmacgao por técnicas moleculares.

Os resultados do estudo de Khalil MSN et al. 2014,©
reafirmam a importancia de se considerar cuidadosamente
o perfil do cromatograma, obtido por HPLC, nos casos com
pico de Hb A2 dividido ou com valor de Hb A2 baixo, com
indices hematimétricos diminuidos para evitar um diag-
nostico incorreto de trago de beta talassemia. Eles também
enfatizam a importancia de validar os casos suspeitos por
analise molecular.

A Hb B2 pode ser confundida ou identificada como
Hb A2 e é uma variante silenciosa da cadeia da globina
delta com uma frequéncia de 9,2% em Bantus sul-africa-
nos e entre 1% e 3% em afro-americanos. Na Amazdnia
brasileira a frequéncia desta variante correspondeu a 1%
dos caucasoides.”

Um equivoco bastante comum em testes laboratoriais
reside no fato de serem observados os perfis eletroforéti-
cos ou cromatograficos, e ndo atentar para os valores
percentuais e/ou fragdes minoritarias como a da Hb B2,
que interferem nas demais fragdes e no perfil genético
herdado. Valores diminuidos de Hb A2 devem sempre ser
objeto de observagao cuidadosa, tanto pela heranga da alfa
talassemia e outras variantes de Hb, como a Hb B2, quanto
para perfis de ferro diminuidos, que interferem na producao
de todas as hemoglobinas, incluindo aquelas fragdes que
sdo patognomdnicas para diagnoésticos mais frequentes.® 1%
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A observacgéao cuidadosa de pequenas fragcdes e/ou picos
cromatograficos deve ser uma rotina a ser incorporada na
pratica laboratorial, pois informagbes importantes podem
ser perdidas no diagnostico.

Ressaltamos também que o olhar atento do clinico
quanto ao que esperar da pessoa com hemoglobinopatias
e a boa integragdo com os laboratérios e seus profissio-
nais possibilitam a troca de conhecimentos que facilita a
elucidagéo de casos dificeis e, posteriormente, a orientagdo
adequada para cada caso. O estudo da familia é essencial
nos casos de herangas complexas dessas proteinas, como
a que relatamos neste trabalho.

Os diferentes tipos de associagao genética da Hb S,
com énfase na homozigose (Hb SS), interagdo com beta
talassemia, interagcao com alfa talassemia (Hb SH) e dupla
heterozigosidade (Hb SC e Hb SD, principalmente), requerem
meétodos complementares (eletroforese em pH-agar acido,
dosagem de Hb fetal, teste de Hb H) e, em particular, o eri-
trograma, perfil cromatografico e pesquisa de mutagéo para
estabelecer o diagndstico real e assim prever o prognéstico
para o individuo.("

Nesse caso especifico, a observagéo clinica do desen-
volvimento da crianga e o perfil de hemoglobina obtido
inicialmente pelos pais ja alertavam para uma possivel com-
plicagcéo no diagndstico laboratorial. A crianga foi identificada
como portadora de anemia falciforme pela presenca de Hb
SS (SIC) com uma semana de vida (na triagem neonatal).
Como néo respondeu clinicamente conforme o esperado,
novos exames foram realizados, inclusive de seus pais, e
os perfis ndo eram compativeis para o caso. Ainvestigagao
aprofundada permitiu o esclarecimento diagndstico da cri-
ancga e dos pais, amenizando estresses socioemocionais
por diagnoésticos equivocados. Os valores percentuais das
fragcdes de hemoglobina da crianga sugerem a interagéo da
Hb S com a beta talassemia. Porém, o pai foi considerado
portador de hemoglobina normal (Hb AA), o que néo foi
comprovado apos a identificacao da interacéo da talassemia
B* (IVS1-6) e variante de cadeia delta (Hb B2), colocando
a hemoglobina A2 dentro da normalidade e justificando a
discreta microcitose e hipocromia. O perfil mais facilmente
identificado foi o da mae (Hb AS), heterozigota para Hb S.

Com a descricao deste caso, pretendemos chamar
atencao para as diferentes nuances do fendétipo da hemo-
globina e o quanto a variabilidade genética populacional
pode contribuir para a presenca de formas interativas.

CONCLUSAO
Ressaltamos que a identificacdo das hemoglobinas
variantes menos comuns requer uma analise minuciosa com

a associacao de dados clinicos e diferentes metodologias
laboratoriais precisas.
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Hemoglobinopatias: um relato de caso

Abstract

Hemoglobinopathies are a hereditary disease that includes thalassemia
and sickle cell disease. The present study aimed to show the interaction
between the Hb S variant, thalassemia forms (Beta-thalassemia by
IVS1-6), and the Hb B2 variant. The tests performed were complete
blood count, hemoglobin electrophoresis at acid and alkaline pH,
hemoglobin A2 dosage, High-Performance Liquid Chromatography, and
molecular investigation. This report highlights the interaction between
hemoglobin polymorphisms in the Brazilian population and the need for
an adequate interpretation of the results of classical tests for a better
understanding of the cases.

Keywords
Hemoglobinopathies,; Thalassemia; Polymorphism Genetic; Anemia,
Sickle Cell
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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-
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O titulo ndo devera conter nenhuma abreviatura e os nomes das espécies ou
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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.
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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.
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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
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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.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

@ N

»>

o

Data: / /
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