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EDITORIAL/EDITORIAL

A nova regulamentacao brasileira para
exames de analises clinicas

The new Brazilian regulations for laboratory tests

Mauren Isfer Anghebem | Editora-chefe

A publicacdo da Resolucao da Diretoria Colegiada - RDC n°. 302, de 13 de outubro
de 2005, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foi um marco regulaté-
rio para os Laboratérios Clinicos, promovendo a valorizacao da qualidade dos exames
laboratoriais e da estrutura fisica adequada para sua realizacao.

Em 2022, 96% da populacdo brasileira tinha acesso a um laboratério de analises
clinicas em seu municipio. Dos 5570 municipios brasileiros, 76% possuiam ao menos
um estabelecimento cuja atividade principal era classificada como “laboratério clinico”
na CNAE (Classificacdo Nacional das Atividades Econdmicas).' Ndo obstante, ao longo
dos ultimos anos, outros estabelecimentos nao especializados passaram a realizar tes-
tes laboratoriais, principalmente motivados pela autorizacdo de realizacao de “testes
rapidos” para COVID-19 durante a pandemia.

A RDC 302/2005 ndo contemplava esta realidade. Entao, depois de 18 anos, uma
nova resolucdo é publicada com os requisitos técnico-sanitarios para o funcionamento
de Laboratérios Clinicos, de Laboratérios de Anatomia Patoldgica e de outros Servicos
que executam as atividades relacionadas aos Exames de Analises Clinicas (EAC), a RDC
ANVISA n° 786, de 5 de maio de 2023.

ARDC 786/2023, entrou em vigor em 1° de agosto de 2023 e, poucos meses depois
do inicio da sua implementacao, a ANVISA publicou a RDC n° 824, de 26 de outubro
de 2023, em vigor a partir de 1° de novembro, com alteracdes pontuais objetivando
aperfeicoar a RDC 786.

Os exames laboratoriais fazem parte de uma complexa cadeia de cuidados em
saude e definem condutas médicas. Essa nova regulamentacdo brasileira para exames
de andlises clinicas permite que outros estabelecimentos ndo especializados em analises
clinicas possam realizar testes laboratoriais e favorece fragilidades nessa cadeia, ao passo
que traz alguns beneficios e atualizagdes. A Anélise do Resultado Regulatério (ARR) da
RDC 786/2023 e da RDC 824/2023 ainda sera conduzida e é esperado que outros pontos
frageis sejam revistos e alterados.

Os Laboratérios de Analises Clinicas sempre estiveram e estarao na posicao central
das andlises laboratoriais. E o Unico estabelecimento dedicado exclusivamente as Ana-
lises Clinicas. E o Unico estabelecimento autorizado e competente para realizar todas
as etapas de um exame, é o Unico que reune diversas metodologias e tecnologias para
realizar milhares de analises, utilizando todos os espécimes bioldgicos existentes, é o
Unico estabelecimento com profissionais especializados e dedicados as analises clini-
cas, e, principalmente, é o Unico estabelecimento capaz de fornecer resultados com
finalidade diagndstica.

Recebido em 01/12/2023 | Aprovado em 01/12/2023 | DOI: 10.21877/2448-3877.202300158
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A nova regulamentacao brasileira para exames de analises clinicas | Anghebem Ml

Nao ha, no Brasil, estabelecimento da area da saide mais regulamentado e fiscali-
zado que os Laboratérios de Analises Clinicas. Todo esse controle, na verdade, traduz a
enorme relevancia e impacto que o resultado de um exame pode causar na vida de um
individuo. Exames salvam vidas, quando seus resultados sao confidveis. A sociedade deve
estar ciente de que testes de triagem fora do laboratério ndo sdo téo rapidos, exigem
confirmacao e, consequentemente, gasto duplicado.

A Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas — SBAC tem como missdo estimular o
crescimento e a constante atualizacdo do setor de Andlises Clinicas em suas competén-
cias técnicas, gestao e tecnologia, buscando a melhoria dos processos e a seguranca do
paciente. A SBAC entende que qualquer estabelecimento que venha a realizar exames de
analises clinicas deve seguir rigidas normas sanitarias e primar pela gestdo da qualidade,
do controle da qualidade e dos riscos, a fim de preservar a integridade dos resultados e
garantir a seguranca do paciente e de toda cadeia do diagnéstico laboratorial.

Por seu carater essencialmente cientifico, em 1969, a SBAC lancou o seu periédico
cientifico, a Revista Brasileira de Andlises Clinicas - RBAC. Desde entéo, a RBAC se posi-
ciona como um dos principais veiculos nacionais de divulgacao de informacao cientifica
na area laboratorial e segue no seu propdsito de divulgar ciéncia para os Laboratérios
Clinicos do Brasil e dos paises da América Latina.

A RBAC estd atenta as pesquisas envolvendo os requisitos técnico-sanitarios para o
funcionamento de Laboratérios Clinicos, Laboratérios de Anatomia Patolégica e outros
servicos que desempenham suas atividades no ambito das Analises Clinicas. Para dialogar
com a sociedade civil e cientifica, a RBAC conta com a contribuicao dos autores no envio
de artigos para divulgacéo da ciéncia do laboratério de andlises clinicas.

Acesse o link para submissao: https://www.rbac.org.br/submissao/

1. Painel Abramed 2022 - https://abramed.org.br/publicacoes/painel-abramed/
painel-abramed-2022-o0-dna-do-diagnostico/
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ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Comparative study of glomerular filtration rates estimated from
serum cystatin C and serum creatinine in the follow-up of renal
function in patients with neurogenic bladder due to HTLV-l infection

Estudo comparativo das taxas de filtracdo glomerular estimada através da cistatina
Cecreatinina séricas noacompanhamento da funcdo renal dos pacientes com bexiga
neurogénica por HTLV-I

Luciana Guedes Araujo’, José Catita?, Sérgio Barreira®, Alfredo Carlos Silva', Elaine Coutinho Neto’

! Rede Sarah de Hospitais, Patologia Clinica. Salvador, BA - Brasil.
2 Universidade Fernando Pessoa, Faculdade de Ciéncias da Saude. Porto, Norte de Portugal, Portugal; Paralab SA, Valbom, Norte de Portugal, Portugal.

3 Universidade Fernando Pessoa, Faculdade de Ciéncias da Satde - Porto, Norte de Portugal, Portugal.

Abstract

Background: Patients with HTLV-l myelopathy and tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) have a higher risk of developing chronic kidney disease,
requiring follow-up of the renal function. Objective: To analyze the glomerular filtration rates (GFRs) estimated from CKD-EPI formulas for patients
with HAM/TSP and neurogenic bladder taking into consideration the chronic kidney disease (CKD) staging in order to establish the best predictor for
CKD in those patients. Methods: Retrospective longitudinal study conducted in the Salvador unit of “Rede SARAH de Hospitais", Bahia, Brazil. Data from
535 medical records was converted into glomerular filtration rate using the CKP-EPI formulas recommended in the 2013 KDIGO guideline "Guidelines
for Evaluation and Management of CKD". The estimated GFRs were statistically compared and correlated. The association between disease status and
estimated GFR value was also assessed. Results: Analysis of the agreement between results of the CKD-EPI cystatin C and CKD-EPI creatinine formulas
showed the worst correlation strength (Cohen’s Kappa: 0.40; Cramér’s V: 0.45). The highest agreement and correlation was observed between results
from the CKD-EPI creatinine and CKD-EPI creatinine-cystatin C formulas (Cohen'’s Kappa: 0.69; Cramér’s V2 0.72). Using the 60 mL/min 24h cut-off point,
and the classes recommended by KDIGO, the CKD-EPI cystatin C results for the cases group were systematically lower than those obtained by the other
two formulas. Conclusion: The glomerular filtration rate (GFR) estimated by the CKD-EPI cystatin C proved to be, in this study, a better predictor of renal
function in patients with HAM/TSP and neurogenic bladder.

Keywords: Glomerular filtration rate; CKD-EPI formulas; HTLV; Urinary Bladder, Neurogenic; Renal function.

Resumo

Fundamento: Pacientes com mielopatia por HTLV-I e paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) tém maior risco de desenvolver doenca renal crénica,
necessitando de acompanhamento rigoroso da funcéo renal. Objetivo: Analisar as taxas de filtracdo glomerular (TFGs) obtidas a partir de férmulas CKD-
EPI para pacientes com HAM/TSP e bexiga neurogénica levando em consideracéo o estadiamento da doenca renal crénica (DRC) a fim de estabelecer
o melhor preditor de DRC nesses pacientes. Método: Estudo longitudinal retrospectivo realizado na unidade Salvador da Rede SARAH de Hospitais,
Bahia, Brasil. Os 535 dados dos prontudrios médicos foram convertidos em TFG a partir das férmulas CKP-EPI conforme "Guidelines for Evaluation and
Management of CKD" da KDIGO 2013.0s dados foram estatisticamente comparados e correlacionados. A associacdo entre o estado da doenca e o valor
estimado da TFG também foi avaliada. Resultados: A anélise da concordéncia entre os resultados das formulas CKD-EPI cistatina C e CKD-EPI creatinina
mostrou a pior forca de correlacéo (Kappa de Cohen: 0,40; V2 de Cramér: 0,45). A maior concordancia e correlagao foi observada entre os resultados das
férmulas CKD-EPI creatinina e CKD-EPI creatinina-cistatina C (Kappa de Cohen: 0,69; V2 de Cramér: 0,72). Utilizando o ponto de corte de 60 mL/min 24h
e a classificagao preconizada pelo KDIGO, os resultados da CKD-EPI cistatina C para o grupo de casos foram sistematicamente inferiores aos obtidos pelas
outras duas formulas. Conclusao: A taxa de filtracdo glomerular (TFG) estimada pelo CKD-EPI cistatina C mostrou-se, neste estudo, um melhor preditor
da fungéo renal em pacientes com HAM/TSP e bexiga neurogénica.

Palavras-Chave: Taxa de filtracao glomerular; Formulas CKD-EPI; HTLV; Bexiga Urinaria, neurogénica; Funcao renal.

Correspondéncia
Luciana Guedes Aratijo
E-mail: luguedes9@gmail.com

Recebido em 28/08/2022 | Aprovado em 30/01/2023 | DOI: 10.21877/2448-3877.202300067
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Renal markers in patients with neurogenic bladder | Aratjo LG, Catita J, Barreira S, Silva AC, Coutinho Neto E

INTRODUCTION

HumanT-cellleukemia virus type-1 (HTLV-1) is an oncogenic
human retrovirus that infects 10-20 million people all over
the world. It is endemic in parts of the world including the
Caribbean, parts of central Africa, southern parts of the United
States and Brazil." HTLV-1 causes diseases with different clinical
outcomes such as adult T-cell leukemia/lymphoma,? and
inflammatory neurologic disease, mainly HTLV-1 Associated
Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP).® The later
isinsidious and progressive. It is characterized by unremitting
myelopathic symptoms such as spastic paraparesis, lower
limb sensory disturbance, and bladder/bowel dysfunction.”
The neurogenic bladder originates from the thoracolumbar
impairment expressed as hyperactivity of the detrusor bladder
muscle. It is a risk factor for chronic kidney disease.®®

For many decades, renal failure has been the factor
with the greatest implication on morbidity and mortality
of patients with spinal cord injury.”” This makes the search
for markers sensitive to the first signs of impaired kidney
function in patients with HAM/TSP an important challenge for
laboratory medicine.*” The glomerular filtration rate (GFR) is
considered the best overall index of kidney function in health
and disease. GFR cannot be measured easily in clinical practice
though. Instead, GFR is estimated from equations using serum
creatinine and cystatin C, age, race, sex and body size.®?

In clinical practice, the Cockcroft-Gault and MDRD
(Modification of Diet in Renal Disease) formulas are still
widely used but have recognized limitations for certain
populations.’*' More recently, the Chronic Kidney Disease
Epidemiology (CKD-EPI) consortium has proposed a group
of novel equations for estimating glomerular filtration rate

CKD-EPI equations for estimating GFR.

(Table 1) which are included in the Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO) association guidelines since 2013.12

These are currently widely recommended by medical
societies and are reported in the literature as the formulas
that provide better GFR estimation with the advantage of
being able to use both creatinine and cystatin C alone or
combined for the calculation.”

This work is, to the best of our knowledge, the first study
to evaluate the performance of the CKD-EPI formulas in
estimating glomerular filtration rates for adult patients with
HTLV-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis
(HAM/TSP) with the objective to assess which one yields the
most reliable GFR estimate for this group of patients.

MATERIALS AND METHODS

Study design

This retrospective longitudinal study was conducted
using information collected at the SARAH Salvador Hospital
(Bahia, Brazil) from 2002 to 2018 through the evaluation
of laboratory data in electronic medical records of adult
patients with HAM/TSP. This study was approved by the ethics
committees of the Rede Sarah de Hospitais, Brazil and of the
University Fernando Pessoa, Portugal.

Data collection

The laboratory data was obtained from 535 medical
records of adult patients with HTLV-I. Inclusion criteria were:
age range between 16 and 60 years; clinical signs compatible
with paraparesis and myelopathy; positive result for HTLV-lin
serum and CSF samples; analytical results of serum creatinine
and cystatin C obtained on the same day and diagnosis of

Basis of equation Equation for estimating GFR

CKD-EPI creatinine
(CDK-EPI. )

1,and max is the maximum of Scr/k or 1.

141 x min (Sar/k, 1) x max (Scr/k, 1)12° x 0.993%9¢ [x 1.018 if female][x 1.159 if black]
Scr Where Scris serum creatinine, k is 0.7 for females and 0.9 for males, a is -0.329 for females and -0.411 for males, min is the minimum of Scr/k or

CKD-EPI cystatin C
(CDK-EPI)

or 1,and max is the maximum for Scys/k or 1.

133 x min (S¢ys/0.8, 1)**° x max (Scys/0.8, 1)7% x 0.9964%¢ [x 0.932 if female]
Where Scys is serum cystatin C, k is 0.7 for females and 0.9 for males, a is -0.329 for females and -0.411 for males, min is the minimum of Scys/k

CKD-EPI creatinine-cystatin C
(CDK-EPI

135x min (Scys/k, 1)* x max (Scys/k, 1)€Y x min (Scys/0.8, 1)°3" x max (Scys/0.8, 1)°7'x 0.995"% [x 0.969 if femalel[x 1.08 if black]
smys) Where Scris serum creatinine, Scys is serum cystatin C, k is 0.7 for females and 0.9 for males, a is -0.248 for females and -0.207 for males, min is

the minimum of Scr/k or 1, and max is the maximum of Scr/k or 1.
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neurogenic bladder confirmed by the urologist. Individuals
with pre-existing diseases with repercussion in reduced
renal function, individuals outside the established age range
and patients in whom the diagnosis of neurogenic bladder
or HTLV-I myelopathy was not well established following
the criteria of the “Guia do Manejo Clinico da infeccao por
HTLV"® were excluded from the study.

In the end, a group of 174 individuals who performed
a total of 847 creatinine and cystatin C tests was selected. It
was also possible to select a study control group composed
of 32 individuals with asymptomatic HTLV-l who performed
44 creatinine and cystatin C tests.

Statistical Methods

The laboratory data for creatinine and cystatin C were
mathematically treated to be used in the CKD-EPI formulas.

The GFRresults revealed to be non-normally distributed
(Kolmogorov-Smirnov normality test), hence non-parametric
tests were used in the statistical analysis. This analysis was
performed using the SPSS" software version 26.0 (Statistical
Package for the Social Sciences -IBM, Armonk, NY, USA),
considering a significance level of 0.05 for all tests.

Demographic characterization of the study groups regarding gender and age variables.

Ethical standards
Compliance with ethical standards

«  Research involves human and/or animal participation:
No, the study involves retrospective database analysis.

- Informed Consent: | accept waiver of informed consent
by the Hospital Ethics Committee (CEP number 3.281.307)

RESULTS

Table 2 shows the result of the comparison of the Cases
and Control groups, considering the gender and age variables.
As can be seen, no statistically significant differences were
found between the two groups with regard to these variables.

The estimated GFRs based on the laboratory data of
serum creatinine and cystatin C using the three CKD-EPI
formulas are compared in Table 3. Using the Friedman
test, is concluded that there are statistically significant
differences between the GFRs estimated by the different
CKD-EPI formulas for the cases group (p < 0.01) but not for
the control group (p =0.22). Additionally, it is noted that the
CKD-EPI creatinine equation leads to statistically identical
GFR estimates for both groups.

Cases (n=174)

Controls (n=32)

Characteristic Median [IQR] or (%) Median [IQR] or (%) P
Age (years) 49113.1] 50[21.1] 0.561
Gender

Women 124 (71) 24.(75) 0.66%
Men 50 (29) 8(25)

fMedian test;*Chi-square test.

Comparison of GFRs estimated by the different CKD-EPI formulas for the case and control patients.

Group CKD-EPI equation used for estimating GFR Average GFR/ml/min 24h 1C95% GFR/ml/min 24h

CKD-EPI, 83.2 81.4-849
CKD-EPI._ 2 93.4 91.7-95.1

Cases S0
(KD-EPI ’ 105.1 103.4-106.1
CKD-EPI(VS‘ 103.5 97.4-109.6

Controls Co-g,, 2 1050 9831117
CKD-EPI, ? 102.5 95.5-102.2

W=272315,p <0.01;2U=23196.0, 0 = 0.01; *U=16746.0, p = 0.26.

RBAC. 2023,55(3):170-176
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The degree of agreement and correlation between the
GFRs estimated by the three equations was measured utilizing
the Cohen’s Kappa and Cramér’s V2 statistics. As shown in Table
4 the highest agreement was obtained between the GFR
results estimated by the CKD-EPI creatinine and the CKD-EPI
creatinine-cystatin C equations and the worst agreement and
correlation was observed between estimates obtained using
the CKD-EPI creatinine and CKD-EPI cystatin C equations.

In order to assess the impact of the GFR result variation on
the clinical evaluation of symptomatic patients, a comparative
analysis was performed between the estimated GFRs using
the 60 mL/min24h cut-off point. As evidenced in Table 5, the

Inter-rater agreement and correlation analysis of the CKD-EPI formulas.

highest number of estimated GFR values for symptomatic
patients below the 60 mL/min24h cut-off point was obtained
using the CKD-EPI cystatin C formula. Furthermore, based on
the results of the chi-square test, we can state that when the
CKD-EPI cystatin C equation is used there was a significant
association between predicted GFR and disease status (p =
0.01) (p=0.01).

Using the classification proposed by KDIGO 2012 it is
possible to distribute the estimated GFR as shown in Figure
1, confirming that CKD-EPI cystatin C produces systematically
lower GFR estimates when compared to the data obtained
by the other CKD-EPI formulas studied.

. Cohen’s Kappa Cramér’s \2

CKD-EPI equations K (n); p; Classification V2(n); p; Classification
CKD-EPI
versus 0.61(891); <0.01; Substantial agreement 0.65 (891); <0.01; Moderate
CKD-EPL,_
CKD-EPI .
versus ' 0.40 (891); <0.01; Fair agreement 0.45 (891); <0.01; Moderate
CKD-EPI
CKD-EPL,_
versus 0.69 9891); <0.01; Substantial agreement 0.72 (891); <0.07; Strong
CKD-EPI

Sa

Comparative analysis between cases and controls considering the cut-off point of 60mL/min 24h.

Equation
CKD-EPI_, CKD-EPI,_ CKD-EPI_,
Estimated GFR Y )
Cases Controls Cases Controls Cases Controls
>60ml/min 24h 698 (82%) 43 (98%) 771 (91%) 43 (98%) 806 (95%) 43 (98%)
<60ml/min 24h 149 (18%) 1(2%) 76 (9%) 1(2%) 41 (5%) 1(2%)
Chi-square independent test results y*=1.01,p=10.01 =238,p=0.12 y'=0.61,p=0.43
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(ategorization of the estimated GFR values (ml/min per 1.73 m?) using KDIGO 2012 staging.

High and moderate degrees of agreement were observed
between the staging predicted by the CKD-EPI_, and CKD-
Pl s formulas for categories G1(97%), G2 (57%), G4 (79%)
and G5 (75%). The agreement percentages drop to 18%
and 14% in the G3a and G3b categories, respectively. The
agreement between GFR data between formulas CKD-EPI_,
and CKD-EPI,_ is worse in almost all categories except G1
(92%).The comparative analysis between the CKD-EPI, and
CKD-EPI . formulas showed a better agreement in the G1
and G2 categories (75% and 72%), even so, lower than that
observed in the staging predicted by the CKD-EPI and
CKD-EPI,_, .. However, a better agreement was observed
in the G3a category. Despite having presented agreements
between 57% and 100% in the G4 and G5 categories, the
reduction in the number of data analyzed does not allow

any objective or relevant inference.

DISCUSSION AND CLINICAL REPERCUSSION

The early detection of kidney disease is essential in the
clinical follow-up of patients with neurogenic bladder. This
makes the identification of a laboratory marker that allows
assessment of the first signs of the disease, desirable.? In this
sense serum creatinine and cystatin C, are particularly useful
because they allow the estimation of GFR, considered the
best overall index of kidney function, without the need to
collect 24-hour urine or use invasive methods with exogenous
markers.®'The challenge associated with using the GFR is
that the different formulas currently used to estimate GFR
can lead to disparate values which can create uncertainty
in assessing kidney function. Several studies have already
pointed out differences in the performance of the CKD-EPI
formulas according to the population profile.?°2” MacDiarmid
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and collaborators conducted a study with individuals with
spinal cord injury, and concluded that the GRF estimates
obtained from the Cockcroft-Gault formula did not correlate
with the gold standard.?? This led those researchers to
recommend the use of urinary creatinine determination as an
option for estimating GFR for those patients. Macdiarmid and
collaborators argued that the medullary filtration rate could
be reduced without changing the serum creatinine associated
with the age factor.?? Stevens conducted studies with CKD
patients and concluded that the GFR equations that employ
cystatin C are more accurate.?” This research also showed
that the CKD-EPI creatinine-cystatin C equation was more
reliable for some age groups. Van Deventer and collaborators
in studies conducted with South African individuals with
various comorbidities such as high blood pressure, diabetes
and HIV also concluded that CKD-EPI cystatin C formula
produces more reliable GFR estimates.®

According to the literature, the determination of GFR
based on creatinine is more imprecise when applied to patients
with reduced muscle mass."”?? In the studied population,
there is a reduction in muscle mass as a consequence of
HTLV-associated paraparesis.?® This fact may explain the
worse performance of the joint cystatin and creatinine formula
evidenced by the results, especially in the G3 stages and also
the overestimation of the GFR by the creatinine formula for
the categories G1, G2, G3a, G3b and G4 when compared to
the cystatin C formula.

As demonstrated by studies, in the present work, the
ability of the CKD-EPI cystatin C formula to detect early
GFR reduction was also evidenced, especially in the staging
ranges with greater renal impairment. In any case, it will be
necessary to make a comparison with a gold standard in order
to unequivocally demonstrate this better predictive power.

CONCLUSIONS

Patients with spinal cord injury and neurogenic bladder
require close monitoring of renal function because of the
risk of developing chronic kidney disease. Thus, early
laboratory diagnosis and clinical evaluation are crucial for
clinical follow-up and prevent the onset of cardiovascular
complications with animpact on mortality. The findings of the
present study indicate that the GFRs estimated using cystatin
Care systematically lower, showing that GFR estimated from
the CKD-EPI cystatin C equation is a better predictor of renal
function in patients with HAM/TSP and neurogenic bladder.
The imprecision of the formulae based on creatinine seem to

be linked with the muscle mass loss and decrease in mobility
that afflicts patients with HAM/TSP.

LIMITATIONS

This study was carried outin a single rehabilitation hospital
in the city of Salvador. Due to the racial miscegenation in the
state of Bahia the black race was assumed to calculate the
creatinine-dependent GFRs. The data obtained in this study
did not show a homogeneous distribution in the result ranges,
having a small number of GFR values in the lower classification
ranges. It was not possible to use the gold standard for the
determination of GFR due to the scarcity of available data.
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Resumo

Introducao: Os canceres hematolégicos sao um grupo de doencas malignas que afetam as células hematopoiéticas. Dentre os principais efeitos colaterais
do tratamento quimioterapico estdo a mucosite oral e a debilidade imunolégica. Ambas podem resultar em infec¢es oportunistas que podem evoluir a
quadros mais graves, levando a 6bito. Objetivo: Verificar a frequéncia de infeccdes oportunistas e quadros de debilidade imunolégica e avaliar a presenca
de bactérias e Candida sp. na mucosa oral de pacientes onco-hematolégicos em tratamento quimioterapico. Materiais e métodos: Analise documental
retrospectiva, no periodo de janeiro de 2019 a dezembro de 2020. A presenca de microrganismos foi verificada mediante amostras coletadas em swabs
e semeadas em placas com meio de cultura e identificadas mediante provas bioquimicas. A sensibilidade a farmacos foi verificada de acordo com o
CLSI. Resultados: Nos 69 pacientes do estudo retrospectivo, observou-se predominio de febre, neutropenia, leucopenia, mucosite e sepse. As bactérias
identificadas das amostras orais foram Staphylococcus aureus (46,1%), Streptococcus sp. (46,1%) e Enterococcus sp. (7,8%). As amostras foram sensiveis a
maioria dos antibidticos. Foi identificada a presenca de Candida albicans em 20,7% das amostras. O antifungigrama mostrou 83,30% de resisténcia para o
fluconazol, 66,70% ao itraconazol e para a anfotericina B a sensibilidade foi total. Discussao e conclusao: O tratamento quimioterapico leva a debilidade
imunoldgica e predispoe a efeitos colaterais. As bactérias e leveduras identificadas sao potenciais agentes patogénicos em infeccdes oportunistas e
mostraram resisténcia a alguns antimicrobianos testados, sendo passivel de cuidados.

Palavras-chave: Doencas onco-hematoldgicas, efeitos adversos, mucosite, infecgoes oportunistas.

Abstract

Introduction: Hematologic cancers are a group of malignancies that affect hematopoietic cells. Among the main side effects of chemotherapy treatment
are oral mucositis and immunological weakness. Both can result in opportunistic infections that can progress to more severe conditions leading to death.
Objective: To verify the frequency of opportunistic infections and cases of immunological weakness and to evaluate the presence of bacteria and Candida
sp. in the oral mucosa of onco-hematological patients undergoing chemotherapy Materials and methods: Retrospective document analysis, from
January 2019 to December 2020. The presence of microorganisms was verified through samples collected in swabs and seeded on plates with culture
medium and identified through biochemical tests. Drug sensitivity was verified according to CLSI. Results: Of the 69 patients in the retrospective studly,
there was a predominance of fever, neutropenia, leukopenia, mucositis and sepsis. The bacteria identified from the oral samples were Staphylococcus
aureus (46.1%), Streptococcus sp. (46.1%) and Enterococcus sp. (7.8%). The samples were sensitive to most antibiotics. The presence of Candida albicans
was identified in 20.7% of the samples. The antifungigram showed 83.30% resistance to Fluconazole, 66.70% to Itraconazole and to Amphotericin B the
sensitivity was total. Discussion and conclusion: Chemotherapy leads to immunological weakness and predisposes you to side effects. The bacteria and
yeasts identified are potential pathogens in opportunistic infections and showed resistance to some of the tested antimicrobials, being amenable to care.

Keywords: Onco-hematological diseases, adverse effects, mucositis, opportunistic infections.
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INTRODUCAO

As doencas onco-hematologicas, também denominadas
neoplasias hematoldgicas, sdo um grupo de doencas malignas
que afetam as células hematopoiéticas, geralmente causando
prejuizo ao sistema imunolégico. O desenvolvimento das
neoplasias hematoldgicas esta associado a varios fatores
(fisicos, quimicos e ambientais), que podem causar alteracoes
que levam a proliferacao e diferenciacao de células anormais.
M Entre as neoplasias hematoldgicas mais comuns estao as
leucemias, os linfomas e o mieloma multiplo. Sao, de forma
geral, doengas com evolucao lenta e progressiva, com periodo
assintomatico, e podem passar despercebidas entre outras
patologias preexistentes.?

Os linfomas compreendem um grupo de neoplasias
que afetam tecidos linfoides e possuem um padréo variado
de comportamento clinico, como tipo histoldgico, fatores
clinicos e caracteristicas moleculares.®’ Sdo divididos em
dois grandes grupos: linfomas nao-Hodgkin e linfoma de
Hodgkin.” A leucemia é caracterizada por disturbios que
apresentam aumento do nimero de leucécitos no sangue
ou na medula 6ssea.” Os quatro tipos primarios de leu-
cemias sdo a leucemia mieloide aguda (LMA), a leucemia
mieloide cronica (LMC), a leucemia linfoide aguda (LLA) e a
leucemia linfoide crénica (LLC), porém existem mais de 12
tipos dessa neoplasia.”” O mieloma multiplo (MM) é uma
doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado das
células plasmaticas monoclonais na medula dssea, cau-
sando a superproducdo de produtos nao funcionais, como
imunoglobulinas.©

A quimioterapia é um dos tratamentos existentes e con-
siste na administracdo de agentes quimicos com potencial
antitumoral. Sua principal funcao é destruir células malignas,
impedindo seu crescimento e multiplicacdo.” Os agentes
antineoplasicos agem de forma sistémica no organismo
atingindo células que estao em processo de divisao, podendo
afetar tanto células malignas quanto normais, porém as célu-
las malignas sdo as mais atingidas em razdo da aumentada
quantidade de processos metabdlicos.®

Os efeitos colaterais resultantes da quimioterapia antineo-
plasica como tratamento de pacientes onco-hematolégicos
sdo classificados de acordo com a intensidade e duracdo
dos sintomas. Os pacientes podem apresentar efeitos cola-
terais mais graves, mais leves, ou ndo apresentar qualquer
adversidade no decorrer do tratamento. O tratamento pode
comprometer o sistema gastrointestinal, causar anemia,
reacOes alérgicas, ndusea, neutropenia, alopecia, problemas

pulmonares, vomitos, anafilaxia, entre outros problemas no
decorrer do tratamento quimioterapico.®

A mucosite é um dos principais efeitos colaterais limitan-
tes da quimioterapia, e pode afetar a ingestdo nutricional,
a funcdo oral e até mesmo intestinal. Os sintomas podem
aparecer de 5 a 10 dias ap6s a aplicacao do tratamento e
evoluir para quadros mais graves.'? Lesdes na mucosa oral
podem servir como porta de entrada para infeccdes, princi-
palmente em pacientes imunossuprimidos pelo tratamento
quimioterapico, e evoluir para quadros de infeccao sistémica.
(M Assim como a mucosite, a neutropenia é uma complicacao
comum em pacientes quimioterapicos, que pode variar desde
febre a infeccbes generalizadas e sepse.'? A neutropenia é
caracterizada pela diminuicao de células brancas do sangue,
com contagem de neutrdfilos abaixo de 1,5x109/L. Pacientes
que apresentam neutropenia induzida por quimioterapia tém
risco de infeccdes potencialmente fatais. A neutropenia é um
grande interferente durante a realizacao dos ciclos quimiote-
rapicos," pois gera debilidade imunoldgica nos pacientes.

Diante do exposto é possivel observar aimportancia da
microbiota oral e a sua influéncia sobre o grau de acometi-
mento causado pela mucosite oral e como a capacidade de
reacdo do sistema imune é fundamental para o prognéstico do
paciente. O estudo teve como propdsito verificar a frequéncia
de infeccdes oportunistas em pacientes onco-hematoldgicos
no periodo de janeiro de 2019 a dezembro de 2020 em um
hospital de referéncia no sul do Brasil e avaliar a composicao
da microbiota endégena oral relacionando os microrganis-
mos encontrados com potenciais agentes patogénicos de
infeccdes bucais na mucosite oral.

MATERIAL E METODOS

Local e populacao de estudo

Os pacientes incluidos neste estudo, tanto para a andlise
retrospectiva quanto para andlise da composicao da micro-
biota enddgena oral, foram diagnosticados com doenca
onco-hematoldgica e iniciaram tratamento quimioterapico.
Estes pacientes estavam em atendimento no hospital de
médio porte no interior do Rio Grande do Sul, referéncia no
servico onco-hematolégico da regiao.

Avaliacao da frequéncia de infeccdes oportunistas
Primeiramente, a populacao atendida no local de estudo
foi avaliada de forma retrospectiva através da analise de
prontudrios e evolugcdes médicas. O periodo analisado foi
de janeiro de 2019 a dezembro de 2020. Assim, todos os
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pacientes diagnosticados com doencas onco-hematoldgicas
e que iniciaram tratamento quimioterapico foram avaliados
quanto a manifestacdo de infecgdes oportunistas, eventos
adversos associados a mucosa oral e trato gastrointestinal,
relacionados a baixa imunidade durante o tratamento. Foram
excluidos apenas pacientes com prontuarios incompletos,
com comorbidades como doencgas imunossupressoras ou
doencas autoimunes.

Os dados coletados foram: idade, sexo, tipo de doenca
onco-hematolégica diagnosticada, tratamento realizado,
dados do exame hematoldgico realizado apds o primeiro ciclo
de quimioterapia (numero global de leucécitos, neutrdéfilos
segmentados, bastonetes), temperatura da febre, diarreia,
vomito, mucosite oral, sepse e ébito. As doencas foram
classificadas de acordo com a classificacdo da Organizacao
Mundial da Satide (OMS) e os eventos adversos foram clas-
sificados em graus de acordo com o CTCAE 5.0.

Avaliacdo da composicao da microbiota endégena oral

Apo6s analise de frequéncia de infec¢des oportunistas de
forma retroativa, foram realizadas coletas para avaliacdo da
mucosa oral de pacientes onco-hematoldgicos em tratamento
quimioterapico, por meio da coleta e cultura microbiolégica
de swabs bucais.

Foram selecionados pacientes onco-hematolégicos,
com mais de 18 anos, que estavam realizando tratamento
quimioterapico no momento da coleta e que ndo possuiam
outras doencas imunoldgicas. As coletas foram realizadas
durante o periodo de janeiro e fevereiro de 2021, no servico
de oncologia do hospital, e as amostras foram encaminhadas
para o Laboratério de Microbiologia da Universidade do Vale
do Taquari — Univates.

Coleta de swab oral e andlise laboratorial

As coletas foram realizadas com um swab estéril e semea-
das nos meios de crescimento agar chocolate, agar MacCon-
key e dgar sangue (LABORCLIN) e permaneceram na estufaa
37°C por 24 horas para crescimentos bacterianos e em agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol (NEOGEN) e incuba-
das em estufa a 25°C, durante 3 dias, para que ocorresse o
crescimento fungico.

As amostras bacterianas foram isoladas em agar Muel-
ler-Hinton (LABORCLIN) e identificadas através de provas
bioquimicas. Apés a identificacédo, foi realizado o antibio-
grama das amostras, através da técnica de disco-difusao,
para a verificacao da sensibilidade e resisténcia aos principais
farmacos utilizados, seguindo o protocolo estipulado pelo

Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI).

As amostras fungicas crescidas no dgar Sabouraud dex-
trose com cloranfenicol foram semeadas em CHROMagar
Candida® (LABORCLIN). A identificacao foi realizada conforme
as instrucdes do fabricante. As col6nias que apresentaram
coloracédo azul foram classificadas como Candida tropicalis,
rosa-palido como Candida krusei, e as que apresentaram col6-
nias verdes foram avaliadas como Candida albicans. Ap6s o
crescimento fungico, foi realizado o teste do tubo germinativo,
para a identificacao da espécie Candida albicans. O antifungi-
grama foi realizado através da técnica de disco-difusédo, em
que foi analisada a suscetibilidade das amostras de Candida
sp. que foram identificadas frente aos antifiingicos.

ETICA

O presente estudo contou com a aprovacao do Comité
de Etica em Pesquisa sob parecer numero 4.385.689. Os
participantes foram instruidos sobre a pesquisa e assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e os autores
asseguram a confidencialidade dos dados através do Termo
de Compromisso de Uso de Dados.

RESULTADOS

Para a analise retrospectiva foram avaliados prontuarios
dosanos de 2019 e 2020, e 69 pacientes com doengas onco-
-hematolégicas e deram inicio ao tratamento quimioterapico
no hospital do estudo foram incluidos na pesquisa. Os tipos
de leucemias mais prevalentes foram leucemia mieloide
aguda e leucemia/linfoma de células B (Tabela 1).

Dos 69 pacientes analisados, 37 (53,6%) foram a 6bito,
sendo que, destes, 3 (4,3%) tiveram como causa o choque
séptico e 6 (8,6%) a neutropenia febril. Salienta-se que 2 dos
3 pacientes que evoluiram para choque séptico também
apresentavam neutropenia febril. Dentre os eventos adversos,
como diarreia, vOmito, febre, neutropenia febril, leucopenia,
neutropenia, mucosite e sepse, foram identificados um total
de 123 eventos (Tabela 2).

A analise da microbiota enddgena oral teve a participagao
de 29 pacientes, e as amostras coletadas foram semeadas
nos respectivos meios para crescimento e identificacdo. No
decorrer do estudo, 3 amostras para analise bacteriana foram
excluidas passando, assim, a serem 26 amostras analisadas.

Dos 26 participantes, 10 (38,46%) eram mulheres e 16
(61,54%) eram homens com idades entre 25 e 83 anos, tendo
a maioria mais de 50 anos (65,38%) (Tabela 3).
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Todos os participantes possuiam alguma neoplasia
hematoldgica e faziam uso de terapia medicamentosa ou de
esquemas terapéuticos com finalidade curativa ou paliativa
durante o periodo das coletas (Tabela 4).

Ap0ds o periodo de incubacao, 13 (50%) amostras tive-
ram crescimentos bacterianos. Para este estudo, qualquer
crescimento na placa foi considerado, ndo sendo observada
a quantidade de colonia. As amostras foram identificadas
como Staphylococcus aureus (46,1%), Enterococcus sp. (46,1%)
e Streptococcus sp. (7,8%).

Perfil dos pacientes adicionados ao estudo

Variavel N %
Total 69 100
Homens 35 50,7
Mulheres 34 49,2
Idade 54,4 17,1%
Tabagista n 15,9
Etilista 7 10,1
Sindrome mieloproliferativa 3 43
Sindrome mielodisplasica 4 5,7
Leucemia mieloide aguda 29 42,02
Leucemia/linfoma de células B 25 36,2
Leucemia/linfoma de células T 8 11,59
*Desvio padrdo

Fonte: Dos autores (2022).

Frequéncia de efeitos adversos

Evento Grau

Adverso 1 2 3 4 5
Diarreia 6 (4,8%) - - - -
Vomito 9(73%)  1(0,81%) - - -
Febre 33(26,82%) 1(0,81%) - 1(0,81%) -
Neutropenia - - - 5(4,06%)  8(6,5%)
febril

Leucopenia 13(10,5%) 3(243%) 6(4,87%) 6(4,87%) -
Neutropenia - 5(4,06%)  2(1,62%) 14(11,38%) -
Mucosite - 5(4,06%) - - -
Sepse - - 1(0,81%)  1(0,81%) 3(2,43%)

Fonte: Dos autores (2022).

Idade e sexo dos participantes

Sexo N %
Mulheres 10 38,46
Homens 16 61,54
Total 26 100

Idade N %
18-30 3 11,54
31-40 3 11,54
41-50 3 11,54
51-60 4 15,37
61-70 8 30,78

<70 5 19,23
Total 26 100

Fonte: Dos autores (2021).

Tipos de neoplasias e tratamento em uso

Tipo de neoplasia N %
LMC- Leucemia mieloide cronica 8 30,77
LMA - Leucemia mieloide aguda 3 1,54
LLA - Leucemia linfoide aguda 2 7,69
LLC- Leucemia linfoide cronica 6 23,08
MM - Mieloma mdltiplo 7 26,92
Total 26 100
Medicamento N %
R-CHOP 5 19,23
CYBORD 3 11,54
(DTD 3 11,54
Imatinib 400mg 4 15,37
Desatinibe 100mg 1 3,85
Hidroxiureia 3 11,54
ARAC7 +3 2 7,69
AINDA 1 3,85
Hiper-CVAD 2 7,69
Tal + Dexa 1 3,85
cvp 1 3,85
Total 26 100

Fonte: Dos autores (2021).
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O teste de sensibilidade a antibidticos foi realizado pelo bactéria identificada. As amostras se mostraram sensiveis
método de disco-difusdo em agar Mueller-Hinton e per- a maioria dos antibidticos utilizados (Tabelas 5, 6 e 7), ndo
maneceu na estufa a 35°C por 24 horas antes da realizacao mostrando nenhuma resisténcia significativa.

da leitura. Os antibidticos foram usados de acordo com a

Sensibilidade da amostra de Enterococcus sp. aos principais antibidticos utilizados no tratamento de infeccdes causadas por este agente.

Amostra Ampicilina Imipeném Ciprofloxacino Linezolida Vancomicina
No (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
21 45(9) 32(1) 30(9) 24(9) 0(R)

Halo dos antibidticos em milimetros (mm). Ampicilina S <10mm, | 8-9mm; R >8mm, Imipeném S <50mm, | 21-49mm, R >21mm; Ciprofloxacino S <15mm, R >15mm; Linezolida S <20mm, R <20mm; Vancomicina S <12mm, R >12mm
S: Sensivel I: Intermedidrio R: Resistente.

Fonte: Dos autores (2021).

Sensibilidade das amostras de Staphylococcus aureus aos principais antibiéticos utilizados no tratamento de infeccdes causadas por este agente.

Amostra Cefotaxima Gentamicina Eritromicina Cloranfenicol ~ Sulfametoxazol  Rifampicina Clindamicina  Ciprofloxacino
(mm) (mm) (mm) (mm) + trimetoprim (mm) (mm) (mm)
(mm)

20 26(S) 28(S) 29(S) 26(5) 0(R) 28(5) 34(S) 40 (1)
16 32(9 26 (S) 28(5) 10(R) 18(9) 30(5) 32(5) 36 (1)
1 49(5) 30(5) 34(S) 32(5) 0(R) 30(5) 28(9) 46 (1)
19 42(S) 29(5) 32(5) 30(S) 0(R) 30(9) 18 (R) 42(1)
2 32(9 18(9) 0(R) 34(9) 0(R) 28(5) 23(5) 0(R)
17 32(9 26 (S) 28(S) 28(5) 0(R) 30(5) 26 (S) 35(1)

Halo dos antibidticos em milimetros (mm). Cefotaxima S>22mm, R<22mm; Gentamicina S >18mm, R<18mm; Eritromicina S>21mm, | 18-20mm, R<18mm; Cloranfenicol S>18mm, R<18mm; Sulfametoxazol + trimetoprim S>17mm, |
14-16mm, R <14mm; Rifampicina $>22mm,  23-25mm, R<23mm; Clindamicina $>22mm, | 19-21mm, R<19mm.

S: Sensivel I: Intermedidrio R: Resistente.

Fonte: Dos autores (2021).

Sensibilidade das amostras de Streptococcus sp. aos principais antibidticos utilizados no tratamento de infeccdes causadas por este agente.

Amostra  Sulfametoxazol Benzilpenicilina Linezolida  Levofloxacino Eritromicina  Clindamicina  Clindamicina  Tigeciclina  Cloranfenicol

+ trimetoprim (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
(mm)

22 26(5) 32(9 36(5) 30(1) 28(5) 44 (S) 34(5) 20() 40 (S)
6 0(R) 32(9) 40 (S) 22(1) 20(R) 46 (S) 30(5) 29(5) 44 (S)
13 0(R) 38(9) 36 (5) 30(1) 32(9) 50(S) 0(R) 26 () 38()
10 24(S) 34(5) 30(9 34(1) 7(5) 45(S) 32(S) 29(S) 42(5)
12 28(5) 36(S) 39(9) 25(1) 32(9 51(5) 28(5) 33(9) 39(5)
5 0(R) 30(5) 42(5) 32() 005 47(5) 12(R) 2(S) 28 ()

Halo dos antibidticos em milimetros (mm). Sulfametoxazol + trimetoprim S >18mm, | 15-17mm, R <15mm; Benzilpenicilina S <18mm, R >18mm; Linezolida S >20mm, R <20mm; Levofloxacino S >50mm, | 17-49mm, R<17mm;
Eritromicina S >21 mm, | 18-20mm, R <18mm; Eritromicina S >21 mm, 1 18-20mm, R <18mm; Clindamicina S >17mm, R <17mm; Clindamicina S >17mm, R <17mm; Tigeciclina S >19mm, R <19mm; Cloranfenicol S <19mm, R >19mm.

S: Sensivel I: Intermedidrio R: Resistente

Fonte: Dos autores (2021).
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Todos os 29 participantes foram incluidos na pesquisa
de Candida sp., sendo 19 (65,5%) do sexo masculino e 10
(34,5%) do sexo feminino A idade média dos individuos foi
de 58 anos + 16,07, variando de 23 a 83 anos, sendo que a
maioria dos participantes do estudo (46,67%) possuia entre
61 a 85 anos (Figura 1).

Dos 29 (n =29) individuos avaliados neste estudo, todos
possuiam alguma doenca onco-hematoldgica (Tabela 8) e
estavam seguindo orientagdes medicamentosas e o uso de
alternativas terapéuticas de tratamento paliativo ou curativo.

No presente estudo, observou-se crescimento em 06
(20,68%) destas amostras, as quais apresentaram coldnias
com aspectos brilhantes ou opacos, coloracao branca a
creme, textura cremosa, bordas regulares ou irregulares e
odor de levedo positivo para Candida sp. Os pacientes com

crescimento positivo estavam fazendo uso de terapias medi-
camentosas com os antineoplasicos: Hidroxiureia, R-CHOP,
Citarabina+Daunorrubicina e Cybord.

Todas as amostras clinicas com crescimento [06 (20,68%)]
apresentaram a formacédo de brotamento.

Observou-se a presenca de coldénias com a coloragao
verde-claro a verde médio, indicadas como Candida albicans
em todas as 06 (20,68%) que apresentaram crescimento.

Dentre os antifungicos utilizados para identificacao
da resisténcia antifungica destacam-se triazolicos, como
fluconazol e itraconazol, e derivados poliénicos, como
anfotericina B. Foi observado que 100% (06) das amostras
foram sensiveis a anfotericina B, 83,30% (05) foram resis-
tentes ao fluconazol e 66,70% (04) foram resistentes ao
itraconazol (Tabela 9).

.
Frequéncia dos tipos de doengas onco-hematoldgicas.
10 Doencas onco-hematoldgicas N %
LLA - Leucemia linfoide aguda 2 06,90%
> LLC- Leucemia linfoide cronica 6 20,68%
LMA - Leucemia mieloide aguda 3 10,34%
’ B o oy prevpe LMC - Leucemia mieloide cronica 1 37,94%
N =29 Mieloma muiltiplo 7 24,14%
m Total 29 100%
Distribuicdo total dos pacientes participantes da pesquisa quanto a idade. fotes Do autors (2071
Fonte: Dos autores (2021).
Tabela 9
Sensibilidade de cepas de C. albicans [06 (20,68%)] (n=29) aos antiftingicos de acordo com os halos.
Antiftingicos
Anfotericina B (100ug) Fluconazol (25ug) Itraconazol (10pg)
S | R S | R S | R
>10mm <10mm <10mm >19mm 18a15mm <14mm >20mm 19a12mm <1Imm
22 - - - - SH 26 - -
2 - - 2 - - 2% - -
20 - - - - SH - - SH
20 - - - - SH - - SH
2 - - - - SH - - SH
22 - - - - SH - - SH

ID: Identificagdo, S: Sensivel, I: Intermedidrio, R: Resistente, SH: Sem Halo.

Fonte: Dos autores (2021).
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DISCUSSAO

A cavidade oral apresenta grande diversidade de micror-
ganismos. A microbiota bucal encontra-se normalmente em
harmonia com o hospedeiro, porém as lesdes desencadeadas
pelo processo inflamatério gerado pela mucosite podem
resultar no acometimento da mucosa oral, propiciando a
entrada de microrganismos da microbiota bucal, que pas-
sam a desencadear quadros infecciosos. A sintomatologia
da mucosite oral traz graves consequéncias para a quali-
dade de vida dos pacientes. Os principais sinais e sintomas
sdo ulceracdes da mucosa com dor intensa, dificuldade de
alimentacao, dificuldade para falar e fazer a higiene oral e
presenca de infec¢des oportunistas.’

Os microrganismos oportunistas colonizadores da
mucosa oral podem representar um perigo eminente para
os pacientes oncolégicos. O paciente submetido a quimio-
terapia antineopldsica desenvolve leucopenia significativa,
tornando-se extremamente suscetivel ao desenvolvimento de
infeccdes oportunistas, devido ao imunocomprometimento
gerado pelo tratamento."® Os medicamentos quimioterapi-
cos atuam em todas as células sem diferenciacao, evitando a
proliferacao das células alteradas, porém afetando também
células saudaveis, o que pode ocasionar lesao na mucosa
oral (tecido com células de rapida renovacao). Um tipo de
lesdo gerada é a mucosite, que estd altamente relacionada
ao surgimento de infec¢des por patdgenos oportunistas.'®

Os eventos adversos mais encontrados na amostra de
estudo foram febre (28,44%), seguida de leucopenia (22,67%),
neutropenia (17,06%), neutropenia febril (40,56%), vomito
(8,11%), diarreia (4,8%), mucosite (4,05%) e sepse (4,05%).
Andrade e Silva® relatam que a toxicidade dos farmacos
antineoplasicos pode atingir, com mais frequéncia, o sistema
hematolégico, causando leucopenia, neutropenia e anemia,
o sistema gastrointestinal, causando vomitos, diarreias e
mucosite, além de, de forma menos incidente, alteracdes
hepdticas, neuroldgicas e dermatoldgicas.

Um dos microrganismos encontrados na pesquisa foi
a bactéria do género Streptococcus sp. com caracteristicas
beta-hemoliticas. Os Streptococcus spp. formam o maior grupo
de bactérias existentes na mucosa oral e sdo responsaveis
por vdrias patologias, como carie dentaria, infeccbes orais
e infeccbes noutros érgaos e sistemas.” Diversos autores
citam o microrganismo como agente causador de infec¢cdes
associadas a mucosite. Sobue et al. (2018)""® correlacionam a
presenca abundante de Streptococcus com o desenvolvimento
de mucosite mais grave. Os Streptococcus do grupo viridans

estao frequentemente associados a septicemia em pacientes
oncoldgicos que realizam quimioterapia.®'? Osakabe et
al. (2017)@ afirmam que as espécies de Streptococcus sao
bastante frequentes na mucosa oral, assim como Andrioni
(2019)@Y e Ames et al. (2012).??

Os Streptococcus identificados neste estudo mostraram
grande sensibilidade aos farmacos utilizados. A maior taxa
de resisténcia observada nas amostras foi em relacdo ao
sulfametoxazol+trimetoprim. A resisténcia ao sulfametoxazol
e ao trimetoprim apresenta relacdo direta com o uso indis-
criminado dos antimicrobianos, selecionando agentes que
nao sejam mais suscetiveis ao farmaco.?® As demais foram
resisténcias pontuais a algum antibidtico.

Outro microrganismo encontrado nas amostras do estudo
foi o Staphylococcus aureus, um patégeno oportunista encon-
trado na microbiota das mucosas e na pele humana, capaz de
causar infeccdes graves ao penetrar no organismo humano.
O isolamento e a prevaléncia de cepas multirresistentes a
antibidticos tém sido demonstrados em hospitais, tornando
o tratamento mais dificil.?¥ No antibiograma, as amostras
identificadas como Staphylococcus aureus também se mos-
traram amplamente resistentes aos antibidticos sulfameto-
xazol+trimetropim, assim como Streptococcus sp. Demais
resisténcias foram visualizadas, porém ocorreram de forma
isolada entre as amostras.

O ultimo microrganismo identificado nas amostras do
estudo foi o Enterococcus sp. Os Enterococcus spp. compdem
a microbiota intestinal de seres humanos e de animais sauda-
veis. Estdo amplamente distribuidos no ambiente e frequen-
temente implicados em infeccdes em animais e humanos
imunocomprometidos.” Gaetti-Jardim Junior et al. (2014)2°
citam esse microrganismo como um oportunista que pode
colonizar a mucosa oral. E associado a infeccdes e quadros
septicémicos. No entanto, nao é citado com frequéncia em
estudos sobre a mucosite oral.

A amostra identificada como Enterococcus sp. mostrou
sensibilidade a maioria dos antimicrobianos utilizados, exceto
avancomicina. O género Enterococcus apresenta resisténcia
intrinseca a varios antimicrobianos e progressiva resisténcia
adquirida. A resisténcia a vancomicina ocorre basicamente
pela producédo de precursores de peptideoglicano na parede
celular que se ligam pobremente a vancomicina, impedindo
assim sua acdo no bloqueio da sintese de parede celular.
Espécies como E. casseliflavus e E. gallinarum sdo conhecidas
por apresentarem resisténcia intrinseca a vancomicina.®”

Candida sp. é um fungo oportunista comum da cavi-
dade bucal de pacientes onco-hematoldgicos que estdo
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em tratamento quimioterapico. O patdbgeno mais comum é
Candida albicans que vive de modo comensal por um pro-
cesso complexo envolvendo fatores relacionados as células
de levedura, células hospedeiras e fatores ambientais que
contribuem para a viruléncia do organismo.®®

Segundo Silva et. al (2016),% a candidiase oral, causada
por espécies de Candida sp., afeta diretamente a qualidade
de vida dos pacientes e pode causar complicagcdes sistémicas,
aumentando o risco de morbidade e mortalidade e os custos
do tratamento. De acordo com Sousa et al. (2020),°% a Candida
sp. é um fungo de alta incidéncia e importancia clinica com
o aumento do numero de individuos imunocomprometidos,
surgimento de novas cepas mais resistentes e com menor
toxicidade dos antifungicos existentes.

Neste trabalho, a espécie encontrada foi a Candida albi-
cans (100%); os testes de sensibilidade mostraram que todas
as amostras foram sensiveis a anfotericina B (100%). Além
disso, observou-se 83,30% de resisténcia para o antifingico
fluconazol; para o antifungico itraconazol apresentou 66,70%
de resisténcia ao teste de sensibilidade.

Devido ao grande potencial de progresséo rapida para
a sepse, a administracdo de antibidticos e antifungicos de
amplo espectro nesses pacientes é essencial. Devem ser
considerados os padrées de sensibilidade dos microrganis-
mos para determinar o melhor esquema a ser utilizado,™
apesar do uso elevado de antibidticos de amplo espectro
estar relacionado com o aumento de cepas multirresistentes.
Silva, Queiréz e Silva (2021)1® trazem o manejo odontoldgico
como uma medida profilatica a fim de evitar ou diminuir o
risco de infec¢des por microrganismos oportunistas coloni-
zadores da mucosa oral.

Dessa forma, os pacientes oncoldgicos devem ser orienta-
dos quanto a higiene oral, a ingestéo de dieta com baixo indice
cariogénico, além da limpeza dental, remocao de proteses
e aparelhos ortodonticos e dentes comprometidos, como
também sobre bochecho com solugao de clorexidina 0,12%.

CONCLUSAO

A mucosite é um efeito colateral muito comum dos far-
macos antineoplasicos, pois é formada por células de rapida
renovacgao e com alto metabolismo. A acdo dos antineopla-
sicos ocasiona danos a estas células, tornando a mucosa oral
instavel, gerando inflamacao, vasodilatacao, podendo evoluir
para lesdes e ulceracdes. A perda da integridade da mucosa

pode ocasionar a invasao do organismo por microrganismos
colonizadores da cavidade oral, que normalmente nao seriam
patogénicos. Além disso, infeccdes oportunistas em pacientes
oncolégicos podem evoluir rapidamente se nao tratadas,
podendo até mesmo ocasionar ébito por sepse.

Os pacientes oncolégicos devem ser orientados quanto
a higiene da cavidade oral, ao cuidado geral com préteses,
dentes comprometidos e aparelhos ortoddnticos, de forma
que nao haja locais propicios para o desenvolvimento dos
microrganismos. Além disso, pode ser utilizado enxaguante a
base de clorexidina, que é um antimicrobiano tépico, muito
usado como agente antisséptico na pele e em mucosas.
Salienta-se que o atendimento por uma equipe multipro-
fissional é de suma importancia para que todos os aspectos
da saude fisica e emocional sejam tratados, para a completa
recuperacao do paciente, ou para tornar os cuidados palia-
tivos mais humanizados.

As bactérias e fungos identificados nas amostras podem
ser classificados como potenciais agentes patogénicos que
possuem capacidade para desenvolver quadros infecciosos
em pacientes com mucosite oral. Os isolados apresentaram
resisténcia significativa a alguns farmacos, e porisso merecem
atencao por parte da equipe de cuidados.

Os eventos adversos relatados se mostraram presentes
em pacientes com o sistema imunolégico debilitado pelo
emprego da quimioterapia como tratamento de doencas
onco-hematolégicas. Foram observados casos de diarreia,
vomitos, febre, neutropenia febril, leucopenia, neutropenia,
mucosite e sepse. Ter conhecimento sobre essas adversida-
des, os farmacos utilizados e seu modo de administracao
facilita o trabalho dos profissionais da area da saude em
estabelecer um planejamento com o objetivo de diminuir
tais manifestacoes relatadas pelos pacientes.
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Estetoscopios de uso hospitalar como fonte de infec¢ao por
bactérias resistentes produtoras de biofilme

Stethoscopes for hospital use as a source of infection by resistant biofilm-producing
bacteria
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' Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-Unita) — Caruaru, PE, Brasil.

Resumo

Introducao: Diversos fatores vém contribuindo para o aumento dos casos de Infecgoes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), incluindo a falta de
desinfeccdo dos equipamentos utilizados de ambito hospitalar, que contribuem para a disseminacao de microrganismos potencialmente patogénicos
em ambientes hospitalares. Objetivo: Verificar a presenga de microrganismos resistentes produtores de biofilme bacteriano presentes em estetoscopios
de uso continuo no ambiente hospitalar. Material e métodos: Trata-se de um estudo transversal e descritivo, foram coletados com swabs embebidos
em solucéo fisiolégica esfregacos no diafragma dos estetoscopios de varios setores do hospital em estudo, que foram posteriormente processadas para
identificacao das espécies bacterianas por meio de testes fenotipicos. A verificacao do perfil de resisténcia foi realizada seguindo a difusdao em disco de
Kirby-Bauer. A identificacao da producao e quantificacao do biofilme bacteriano ocorreu seguindo o protocolo descrito por O’toole (2011). Resultados
e discussao: A avaliacdo dos estetoscépios utilizados em setores de um publico do interior de Pernambuco, mostrou que 92,85%% dos estetoscopios
apresentaram diafragmas bactérias potencialmente patogénicas. Verificou-se a prevaléncia de bactérias multirresistentes a diversos antibiéticos e
formadores de biofilme cuja aderéncia é moderada. Sendo as espécies isoladas Citrobacter freundii (30,76%), Staphylococcus aureus (30,76%), Serratia
spp. (15,38%), Enterobacter aerogenes (7,69%), Enterobacter cloacae (7,69%) e Salmonella spp. (7,69%). Conclusdo: Os estetoscopios analisados podem
ser, em potencial, fonte de infeccao cruzada no ambiente hospitalar, sendo um veiculo de espécies resistentes produtoras de biofilme, pertencentes as
Enterobacterales e Staphylococcus.

Palavras-chave: Estetoscépios; Biofilmes; Resisténcia a Medicamentos.

Abstract

Introduction: Several factors have contributed to the increase in cases of Health Care-Related Infections (HAI), including the lack of disinfection of
equipment used in hospitals, which contribute to the spread of potentially pathogenic microorganisms in hospital environments. Objective: To verify the
presence of resistant microorganisms that produce bacterial biofilm present in stethoscopes for continuous use in the hospital environment. Material and
methods: This is a cross-sectional and descriptive study, swabs soaked in saline solution were collected from the diaphragm of stethoscopes from various
sectors of the hospital under study, which were later processed for identification of bacterial species by phenotypic tests. Verification of the resistance
profile was performed following Kirby-Bauer disk diffusion. The identification of bacterial biofilm production and quantification occurred following the
protocol described by O'toole (2011). Results and discussion: The evaluation of the stethoscopes used in sectors of a public hospital in the interior of
Pernambuco showed that 92.85% of the stethoscopes had potentially pathogenic bacteria diaphragms. It was verified the prevalence of multiresistant
bacteria to several antibiotics and biofilm formers whose adherence is moderate. As the isolated species Citrobacter freundii (30.76%), Staphylococcus
aureus (30.76%), Serratia spp. (15.38%), Enterobacter aerogenes (7.69%), Enterobacter cloacae (7.69%) and Salmonella spp. (7.69%). Conclusion: The
analyzed stethoscopes can potentially be a source of cross-infection in the hospital environment, being a vehicle for resistant biofilm-producing species,
belonging to the Enterobacterales and Staphylococcus.

Keywords: Stethoscopes; Biofilms; Drug Resistance.
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INTRODUCAO

O estetoscédpio é uma ferramenta de uso universal,
indispensavel para profissionais de saude como médicos,
enfermeiros e fisioterapeutas. E utilizado tanto no ambiente
hospitalar como ao nivel ambulatorial, entrando em contato
com diversos pacientes, sendo a extremidade circular a parte
que ficaem contato com a pele para auscultar os batimentos
cardiacos. Sendo um dos instrumentos de auxilio mais uti-
lizados durante a assisténcia em saude, a realizacdo de sua
limpeza e desinfeccdo adequados é fundamental, entretanto,
muitas vezes, estas agdes sao esquecidas pela equipe multi-
disciplinar que o utiliza, podendo, desta maneira, fazer com
que os mesmos se tornem uma das maneiras de veiculacao
de disseminacao de microrganismos, sendo capazes de
apresentar algum risco a saude."?

A pele possui uma microbiota prépria que pode ser
transferida de uma pessoa para outra através das maos e
superficies, estando esta transferéncia diretamente envolvida
como um possivel veiculo de transmissdo de microrganis-
mos. Assim, para contribuir com a seguranca dos pacientes
nos servicos de salde, principalmente ao nivel hospitalar, é
fundamental a higienizacdo adequada das maos, objetos e
aparelhos utilizados, uma vez que tal conduta pode influenciar
diretamente na reducdo de quadros infecciosos. A limpeza
correta das méos e objetos é classificada como uma das mais
eficazes maneiras de reducdo da transmissao de infeccoes
nosocomiais, sendo um procedimento de baixo custo, rela-
tivamente simples, e de extrema importancia na prevencéao
de infec¢oes, devendo ser estimulada constantemente.®

Ha poucas evidéncias de outros métodos tao eficazes
como a correta higienizacdo de materiais, superficies e
maos na prevencdo de infec¢des hospitalares, sendo estas
condutas, quando realizadas rotineiramente, fundamentais
na diminuicdo dos microrganismos multirresistentes.”) O
acometimento de infeccdes através de dispositivos médicos
contaminados tem sido evidenciada em instrumentos como
estetoscopios, canetas, crachas, termometros eletronicos,
medidores de pressao arterial, luvas de latex, mascaras,
gravatas e jalecos brancos.®

Os estetoscopios, especificamente, podem transportar
diversas bactérias Gram negativas e Gram positivas produto-
ras de biofilme bacteriano, em especial deste ultimo grupo,
as do género Staphylococcus, que sdo bastante prevalentes
em infeccbes relacionadas a corrente sanguinea, e, quando
resistentes e produtores de biofilme, como uma de suas
espécies, os Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina

(MRSA), estdo relacionadas a grandes dificuldades de erradi-
cacao, podendo as infeccOes persistirem por mais tempo.©”

Uma vez que as bactérias possuam a capacidade de
formar biofilme, ou seja, de interagir entre elas e com as
superficies onde se encontram, deixando de viver na forma
planctonica e passando a existir na forma séssil. Assim, os
exopolissacarideos que compode a forma séssil, através de
canais, irdo facilitar a difusdo de nutrientes entre as células
bacterianas, gerando vantagem por estarem em comuni-
dade. Ademais, esse fato tornando-se as células bacterianas
mais resistentes a desidratacdo e a penetracao de farmacos,
funcionando ainda como reservatoério para uma possivel
recolonizacao e favorecendo a persisténcia da infeccao.®”

O usoindiscriminado de antibiéticos acarretou no surgi-
mento de um grande numero de bactérias multirresistentes
frente a diversos antibidticos, o que constitui uma séria
ameaca a saude publica ao nivel mundial. Sendo estimado
a partir de 2050, que a resisténcia bacteriana sera respon-
savel pela morte de cerca de dez milhdes de pacientes a
cada ano, superando o atual numero de ébitos por cancer
e outras doencas.®

As alternativas encontradas para o controle dessa situa-
cao, principalmente nos ambientes de saude, envolvem a
realizacao e estimulo constante as boas praticas e bons habi-
tos pelos profissionais de satide, pois previnem, minimizam
e até podem eliminar os riscos de contaminacgdes cruzadas,
atuando na atencao e prevencao da saude de todos os
envolvidos.® Diante do exposto, o presente estudo verificou
a presenca de bactérias resistentes produtoras de biofilme
bacteriano presentes em estetoscopios de uso continuo no
ambiente hospitalar.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo transversal e descritivo, com uma
amostra nao probabilistica por conveniéncia, desenvolvido de
julho a outubro de 2021, em um hospital publico do interior
de Pernambuco, incluindo os seguintes setores: emergéncia,
enfermaria e Unidade de Terapia Intensiva (UTI). O estudo
foi desenvolvido apés aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro Universitario Tabosa de Almeida (ASCES-
-UNITA), sob nimero de aprovagao 3.611.344.

Para abordagem dos profissionais que participaram da
pesquisa, os mesmos foram questionados através do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e aqueles que
aceitaram participar do estudo tiveram seus estetoscopios
avaliados quanto ao isolamento e identificacdo bacteriana,
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onde foram realizadas coletas de 14 estetoscépios utilizan-
do-se swab embebido em solucéo fisiolégica estéril que
foi passada no diafragma dos instrumentos, sendo a coleta
realizada uma Unica vez em dias aleatdrios até obter o total
de 14 estetoscédpios. Apos a coleta, o material foi semeado
nos meios de cultura sélidos, agar Sangue de Carneiro
(KASVI®,Sao José dos Pinhais — PR, Brasil) e agar MacConkey
(KASVI®, Sdo José dos Pinhais - PR, Brasil) e subsequente-
mente incubados a 35-37 C° por 18 a 24 horas, seguindo-se
com a avaliacdo do crescimento e posterior isolamento das
colénias bacterianas.

Os isolados foram inicialmente avaliados pela coloracdo
de Gram.® As bactérias classificadas como Gram positivas
foram submetidas ao teste para deteccdo da producao de
catalase e da enzima DNase no dgar de teste DNase (KASVI®,
Sao José dos Pinhais — PR, Brasil), bem como foram analisados
quanto a capacidade de fermentacao do manitol (KASVI®,
Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil) para a diferenciacao de
Staphylococcus aureus de outras espécies.

J4 as bactérias Gram negativas foram avaliadas através
de provas bioquimicas, agar citrato (KASVI®, Sao José dos
Pinhais — PR, Brasil), 4gar Triple Sugar Iron (TSI) (KASVI®, Sdo
José dos Pinhais - PR, Brasil), 4gar Indol Sulfeto Motilidade
(SIM) (KASVI®, Sao José dos Pinhais - PR, Brasil), e agar uréia
(KASVI®, Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil), para verificacdo do
consumo de citrato, bem como a fermentacdo de actcares,
produgao de H_S, motilidade e producao da enzima urease,
sendo observadas apds o periodo de incubacédo de 35-37 C°
por 18 a 24 horas; quanto as reacdes metabolicas que ocor-
reram, havendo ocorrido a interpretacdo dos resultados.”

O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado
de acordo com a metodologia de disco-difusdo de Kirby-
-Bauer,” utilizando dgar Mueller Hinton (KASVI®, Sdo José
dos Pinhais — PR, Brasil) e a escolha dos antibiéticos seguiu
as orientacdes do Brazilian Committee on Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing 2021 (BrCAST),"° utilizando-se 13 antimicro-
bianos (SENSIDISC DME®, Aracatuba- SP, Brasil): Amoxicilina
(AMO - 10ug), ampicilina (AMP - 10ug), aztreonam (ATM
- 30ug), cefotoxina (CFO - 30ug), ceftazidima (CAZ - 10ug),
clindamicina (CLI - 02ug), eritromicina (ERI - 15ug), imipenem
(IMP - 10ug), levofloxacina (LVX- 5 Mcg), meropenem (MER-
10pg), oxacilina (OXA - 01ug), piperacilina e tazobactam
(PIT - 100/10ug) e tetraciclina (TET - 30ug).

Os discos foram inseridos sobre a superficie do agar
Mueller Hinton (KASVI®, Sdo José dos Pinhais — PR, Brasil) com
aajuda de pincas esterilizadas e aplicando uma leve pressao
no disco para obter uma aderéncia sobre a superficie do meio.

Cada um dos discos foi posicionado de forma a manter uma
distancia de 3 cm entre eles. Os resultados foram lidos apos
16 a 20 horas de incubacao a 35-37 C°, medindo os halos com
aajuda de uma régua milimetrada, sendo comparados com
atabela do BrCAST-2021 para a verificacdo da sensibilidade
e resisténcia aos antimicrobianos de acordo com o tamanho
dos halos de inibicdo. Foram classificadas como bactérias
multirresistentes aquelas que apresentaram resisténcia a trés
ou mais classes de antimicrobianos testados."

A capacidade de formacao de biofilme bacteriano pelas
cepas isoladas foi verificada logo apés o isolamento em placa,
uma coldnia foi suspendida em soro fisiolégico de acordo
com a escala 0,5 de McFarland e semeados nos po¢os da
placa de microdiluicao de fundo chato.?

Como controles negativos e positivos do teste, foram
utilizados trés pocos apenas com meio de cultura Tryptic
Soy Broth (TSB) (KASVI®, Sao José dos Pinhais — PR, Brasil) e
como controle positivo uma cepa de Staphylococcus aureus
semeada em triplicata. Inicialmente para a realizagdo do teste
foi adicionado em cada poco da placa de microdiluicao 150pl
de TSB e 100ul da diluicao de 0,5 na escala de McFarland,
todas as amostras foram semeadas em duplicata, e entao
levadas a estufa a 37°C por 18h a 24h, apds o crescimento
o excedente celular foi removido através de inversao, a
coloracgao se deu através de uma solugdo de cristal violeta
a 0,4%, sendo observados na microscopia éptica invertida.
Para a quantificacdo do biofilme, os isolados aderidos nos
pocos da placa de microdiluicdo foram solubilizados com
uma solucdo aquosa de acido acético (30% v/v) e submeti-
das a rotacao de 180 rpm durante 10 minutos em agitador
mecanico, a fim de que as células aderidas se soltassem da
parede do micropogo, sendo posteriormente avaliadas sob
espectrofotometria de luz UV (570nm) para a avaliacdo da
presenca de células bacterianas remanescentes.!'?

Para quantificacdo posterior, o ponto de corte do controle
negativo foi calculado em 0,088 A aderéncia do biofilme foi
classificada da seguinte forma: ndo aderente se < 0,088nm;
fracamente aderente se abs> 0,088 e < 0,176 nm; moderada-
mente aderente se abs> 0,176 nm e < 0,264 nm; e fortemente
aderente se abs> 0,264 nm.(?

RESULTADOS

As coletas realizadas geraram catorze amostras, sendo
(10 isolados) 71,42 % dos estetoscépios pertencentes a
médicos, (02 isolados) 14,28% a enfermeiras, (01 isolado)
7,14% a um fisioterapeuta e (01 isolado) 7,14% a um técnico
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de enfermagem. Foram isoladas bactérias em 92,85% dos
estetoscopios, ou seja, em treze instrumentos, sendo as
bactérias Gram-negativas da ordem Enterobacterales as mais
presentes, representando 69,23% e Staphylococcus aureus,
bactéria Gram-positiva, mostrou-se em 30,76% dos isolados
nos estetoscépios. Destes, os isolados de MRSA (Staphylo-
coccus aureus resistente a meticilina) corresponderam a 50%
dos Staphylococcus aureus isolados.

Dentre as espécies da ordem Enterobacterales encontra-
das, a Citrobacter freundii foi a mais predominante (44,44%),

Perfil de resisténcia de isolados dos estetoscopios.

em seguida a Serratia spp. (22,22%), Enterobacter ssp. (22,22%),
e Salmonella spp. (11,11%).

A maioria dos isolados bacterianos foi de estetoscopios
de profissionais do ambiente de Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), sendo um total de 08 (61,53%). Os demais foram de
profissionais de enfermarias (03 isolados/23,07%) e sala de
emergéncia (02 isolados/15,38%). Assim como a UTl apresentou
o maior nimero deisolados, também foi o setor hospitalar com
0 maior percentual (54,54%) de cepas com capacidades de
formacao de biofilmes bacterianos moderadamente aderentes.

Citrobacter spp. Enterobacter ssp. Serratia ssp. Salmonella spp. S. aureus
Resisténcia (N=4) (N=2) (N=2) (N=1) (N=4)
R S R S R S R S R S

Aztreonam 100% 0% 100% 0% 100% 0% 0% 100% -
Amoxicilina 75% 25% 50% 0% 50% 50% 100% 0% -
Ampicilina 75% 25% 50% 0% 100% 0% 100% % -
Cefotoxina 25% 75% 100% 0% 100% 0% 100% 0% -
Ceftazidima 50% 50% 50% 0% 100% 0% 50% 5% 00 -
Uindamicina - e e e e e e e 100% 0%
Eritromicina e e e e e s 100% 0%
Imipenem 25% 75% 50% 50% 50% 50% 100% % -
Gentamicna - 100% 0% 100% 50% 50% 0% 100% - e
Levofloxagna = - e e e e e e s 25% 75%
Linezoida @ - e e e e e e 0% 100%
Meropenem 0% 100% 50% 50% 50% 50% 0% 100% 25% 75%
*Oxacilina  (MRSA) - e e e e e e e 50% 50%
Piperacilina e tazobactam 25% 75% 50% 50% 50% 50% 0% 100% - -
Tetraciclina - e e e e e e s 50% 50%
Legenda: R= Resistente ao antimicrobiano in vitro testado e S= Sensivel ao antimicrobiano in vitro testado. * Testes de disco-difusao com oxacilina 3o confiéveis para predizer resisténcia a meticilina de MRSA.™

Isolados produtores de biofilme bacteriano.

) (itrobacter spp. Enterobacter ssp. Serratia ssp. Salmonella spp. S. aureus
Blofime (N=4) (N=2) (N=2) (N=1) (N=4)
Naoaderente e e e e
Fracamenteaderente - e
Moderadamente aderente 100% 100% 100% 50% 25%
Fortementeaderente - 50% 75%

Legenda: Para quantificacdo, foi calculado o ponto de corte do controle negativo de 0,088nm. A classificagio de adesdo do biofilme foi calculada da seguinte forma: ndo aderente se abs < 0,088nm; fracamente aderente se abs > 0,088 e <

0,176nm; moderadamente aderente se abs > 0,176nm e < 0,264nm; e fortemente aderente se abs > 0,264nm."?
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DISCUSSAO

Este estudo evidenciou que treze dos estetoscopios
(92,85%%) apresentavam a colonizacao de diferentes micror-
ganismos potencialmente patogénicos, sendo esse resultado
semelhante as taxas de frequéncia de microrganismos poten-
cialmente patogénicos observadas em estudos anteriores
realizados por outros pesquisadores em estetoscopios de
uso hospitalar, com taxa de colonizagdo bacteriana entre
85% a 98%.1319

Dentre os locais coletados, a UTl e a enfermaria foram os
gue apresentaram maior frequéncia de presenca de bactérias
nos estetoscopios. Nesse contexto, ha estudos que corre-
lacionam a taxa de colonizacdo bacteriana em diferentes
locais em ambito hospitalar, sendo a taxa de até 100% para
estetoscépios de UTl e 96% para os mesmos instrumentos
em enfermarias.('>19

A ordem Enterobacterales, composta por bactérias Gram-
-negativas, foi mais prevalente neste trabalho, assim como em
outros estudos envolvendo estetoscopios, com isolamento
das espécies Citrobacter spp., Salmonella spp., Enterobacter
spp., Serratia ssp."*1>'7) A maioria das bactérias Gram-negativas
presentes nesta pesquisa foi resistente a aztreonam, ampi-
cilina, amoxicilina e cefotaxima, apresentando assim esses
antibidticos baixo nivel de sensibilidade frente aos isolados in
vitro, enquanto que a gentamicina, meropenem, piperacilina
e tazobactam foram os mais sensiveis aos isolados, conforme
estudos realizados anteriormente. (17

A existéncia de bactérias gram-negativas multirresisten-
tes produtoras de beta-lactamases e carbapenemases é um
desafio no ambito hospitalar.>'7'® Este perfil de resisténcia
acaba reduzindo as possibilidades de uso de antimicrobia-
nos de amplo espectro, podendo inativar carbapenémicos,
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos, dificultando a
escolha dos antibiéticos em infeccdes graves e, consequen-
temente, aumentando as taxas de mortalidade."®

Embora a espécie Staphylococcus aureus seja um micror-
ganismo comum da microbiota da pele humana, é fato bem
documentado que esta espécie é um agente causador pri-
mario de Infeccbes Associadas a Assisténcia a Saude (IRAS).
19 Além disso, essa espécie de bactéria é um dos microrga-
nismos Gram-positivos potencialmente patogénicos mais
comumente isolados de estetoscopios. 1720

No estudo de Queiroz Junior et al.?"realizado também
em Pernambuco, foi verificado em todos os diafragmas
dos estetoscopios analisados o crescimento da espécie
Staphylococcus aureus, corroborando com os achados do

presente estudo, em que todos os estoscopios analisados
que apresentaram positividade para bactérias Gram-positivas,
Staphylococcus aureus foi a espécie isolada, sugerindo a alta
capacidade dessa bactéria em colonizar esses instrumentos
de utilizacdo em ambito hospitalar.

A maioria dos isolados de Staphylococcus aureus dessa
pesquisa apresentou maior suscetibilidade a antibidticos
das classes das oxazolidinonas (linezolida) e carbapenémi-
cos (imipenem e meropenem) e nenhuma sensibilidade a
eritromicina e clindamicina, além de 50% apresentarem-se
resisténcia a oxacilina, logo sdo classificadas essas espécies
como MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina),
dados estes que se assimilam com os ja existentes na lite-
ratura, nos quais os niveis de resisténcia de [3-lactamicos e
macrolideos sao criticos,”?? sendo até mesmo identificado
resisténcia a meticilina em todas as amostras de estetosco-
pios que apresentavam colonizacdo por bactérias do género
Staphylococcus.??

No estudo brasileiro de Garcia et al. "® também foi
verificado a presenca de bactérias Gram-positivas em este-
toscopios de uso em unidades hospitalares de Minas Gerais,
sendo detectado a presenca de espécies de MRSA em trés
amostras, correspondendo a 13,63% dos estetoscopios
analisados. Desse modo, o percentual de MRSA foi similar ao
encontrado neste estudo, sendo duas amostras positivas para
MRSA, correspondendo a 15,38% do total de estetoscopios
que apresentaram colonizacao bacteriana.

A capacidade de adesao dos isolados aos estetoscépios,
através da producdo de biofilme, apresentou-se moderada
(84,61%). Essas estruturas chamadas de biofilme representam
um modelo de agregacao que caracteriza o crescimento
bacteriano em virtude da exposicdo a ambientes favoraveis
a taxa de crescimento microbiano, além de proporcionar
capacidade de resisténcia a antimicrobianos e aumento da
resisténcia a resposta imunolégica do hospedeiro, devido a
matriz que envolve os microrganismos, dificultando o acesso
aos agentes antimicrobianos.?®

Visto que todas as bactérias desse estudo mostraram
producao de biofilme com moderada a fraca adesao, a for-
macao de biofilmes bacterianos predispde a um maior risco
a saude dos pacientes em ambito hospitalar.?? A colonizacao
bacteriana no diafragma do estetoscopio pode proporcionar
que as células das bactérias Gram-negativas permanecam
vidveis por um periodo maior que o estimado, superior a
oito horas, enquanto que as bactérias Gram-positivas podem
permanecer vidveis por um periodo ainda maior, até meses
com aformacao de biofilmes bacterianos multirresistentes.
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CONCLUSAO

Este estudo verificou uma presenca de bactérias mul-
tirresistentes em 92,85% dos estetoscdpios avaliados, com
uma maior frequéncia de Enterobacterales em relacdo a
Staphylococcus aureus. Foi constatada ainda a presenca de
microrganismos formadores de biofilme bacteriano com
moderada aderéncia. Sendo assim, os estetoscopios analisa-
dos podem ser, em potencial, fonte de infeccdo cruzada no
ambiente hospitalar, indicando aimportancia da realizacao de
desinfeccdo rigorosa dos mesmos, bem como a necessidade
de educacao continuada dos profissionais de saude acerca
da limpeza adequada de tais instrumentos.

AGRADECIMENTOS

Ao Laboratério Escola ASCES-UNITA pela disponibilidade,
no que se refere a infraestrutura e disponibilizacdo de equi-
pamentos que foram essenciais para a realizacao das analises
bacterioldgicas do Laboratério de Bacteriologia Clinica.

REFERENCIAS

1. Dutra LGB, Neto HBN, Nedel FB, Lobo EA. Prevaléncia de contaminagéo
bacteriana em estetoscdpios. Rev Inst Adolfo Lutz. 2013; 72(2):155-60.

2. Longtin Y, Scheneider A, Tschopp C. Contamination of stethoscopes
and physicians hands after a physical examination. Mayo Clinic. 2014;
89(3): 291-299. d0i:10.1016/j.mayocp.2013.11.016

3. Mahomed S, Sturm AW, Knight S, Moodley P. An evaluation of infection
control in private and public sector intensive care units in South Africa. J
Infect Prev. 2018;19(2):87-93. doi:10.1177/1757177417733061

4. Azevedo PMC, SouzaTP, Almeida CPB. Prevengao de infecgao hospitalar
em unidades de internacdo pediatrica: uma revisao da literatura.
Rev. Saude. Com. 2016; 12(3): 656-665. doi: 10.4025/ciencuidsaude.
v20i0.55782

5. Silva GAPF, Santos JL, Oliveira SR. Perfil de sensibilidad y resistencia
de las bacterias aisladas en batas blancas de estudiantes. Revista
Interdisciplinar. 2017;10(1): 156-164.

6. Oliveira CF, Cavanagh JP, Fredheim EG, Reiter KC, Rieger A, Klingenberg
C, et al. Coagulase-negative staphylococci in Southern Brazil: looking
toward its high diversity. Rev Soc Bras Med Trop. 2016;49(3):292-9. doi:
10.1590/0074-0276130644

7. LiuX,Deng S, Huang J,HuangY, ZhangY, Yan Q, et al. Dissemination of
macrolides, fusidic acid and mupirocin resistance among Staphylococcus
aureus clinical isolates. Oncotarget. 2017;8(35):58086-58097.
doi:10.18632/oncotarget.19491

8. O'Neill J. Tackling Drug-Resistant Infections Globally: Final Report and
Recommendations; Review on Antimicrobial Resistance. 2016. Disponivel
em: https://amrreview.org/sites/default/files/160518_Final%20paper_
with%20cover.pdf. Acessado em 15 de outubro de 2022.

9. Koneman EW, Allen SD, Janda WM, Schreckenberger PC, Winn Junior
WC. Diagnéstico Microbiolégico. Texto e Atlas Colorido. 6 ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2016. 1760p.

20.

21.

22.

23.

24,

. BRAZILIAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING

- BrCAST. Tabela-pontos-de-corte-clinicos-BrCAST, v. 1, mar. 2021.
Disponivel em: http://brcast.org.br/documentos/. Acessado em 25 de
outubro de 2022.

. Basak, Singh P, Rajurkar M. Multidrug Resistant and Extensively Drug

Resistant Bacteria: A Study. Journal of Pathogens. 2016; 2016:406560.
doi:10.1155/2016/4065603

. O'Toole GA. Microtiter dish Biofilm formation assay. J Vis Exp.

2011;(47):2437. doi:10.3791/2437

. O'Flaherty N, Fenelon L. The stethoscope and healthcare-associated

infection: a snake in the grass or innocent bystander? J Hosp Infect.
2015 Sep;91(1):1-7. doi:10.1016/j.jhin.2015.04.010

. lan J, Bruce Y. Seguranca do paciente e estetoscopios. J de Seguranca

do Paciente e Controle de Inf. 2014;2(2):47-50. doi: 10.1016/j.
jpsic.2014.06.005

. Shiferaw T, Beyene G, Kassa T, Sewunet T. Bacterial contamination,

bacterial profile and antimicrobial susceptibility pattern of isolates
from stethoscopes at Jimma University Specialized Hospital. Ann Clin
Microbiol Antimicrob. 2013;12:39. doi: 10.1186/1476-0711-12-39.

. Thapa S, Sapkota LB. Avaliacdo bacterioldgica de estetoscdpios usados

por profissionais de saide em um centro de atendimento terciario do
Nepal. BMC Res Notas. 2017;10(1):353. doi: 10.1186/513104-017-2677-7.

. Worku T, Derseh D, Kumalo A. Bacterial Profile and Antimicrobial

Susceptibility Pattern of the Isolates from Stethoscope, Thermometer, and
Inanimate Surfaces of Mizan-Tepi University Teaching Hospital, Southwest
Ethiopia. IntJ Microbiol. 2018;2018:9824251.doi: 10.1155/2018/9824251.

. Garcia PG, Damianse LA, De-Oliveira RVT, Da-Silva VM, Calsavara

RE. Contaminagdo microbiana de estetoscopios em duas unidades
hospitalares do Estado de Minas Gerais. Rev Med Minas Gerais. 2019;29:e-
2008. doi: http://dx.doi. org/10.5935/2238-3182.20190004.

. AliS,Birhane M, Bekele S, Kibru G, Teshager L, YilmaY, Ahmed Y, Fentahun

N, Assefa H, Gashaw M, Gudina EK. Healthcare associated infection
and its risk factors among patients admitted to a tertiary hospital in
Ethiopia: longitudinal study. Antimicrob Resist Infect Control.2018;7:2.
doi: 10.1186/s13756-017-0298-5.

Bansal A, RS S, Bhan BD, Gupta K, Purwar S. To assess the stethoscope
cleaning practices, microbial load and efficacy of cleaning stethoscopes
with alcohol-based disinfectant in a tertiary care hospital. J Infect Prev.
2019;20(1):46-50. doi: 10.1177/1757177418802353.

Junior Queiroz JRA, Maia CS, Tenério FCAM, Jorddo AJJML, Maciel
GES, Sobrinho CRW. Identificacdo bacterioldgica em estetoscépios
e celulares de estudantes de medicina de uma universidade publica
de Recife, Pernambuco. Revista Principia. 2022; 59(2): 401-411. doi:
10.18265/1517-0306a2021id4879

Rao DA, Aman A, Muhammad Mubeen S, Shah A. Bacterial contamination
and stethoscope disinfection practices: a cross-sectional survey of
healthcare workers in Karachi, Pakistan. Trop Doct. 2017;47(3):226-230.
doi: 10.1177/0049475516686543.

Wilkins M, Hall-Stoodley L, Allan RN, Faust SN. New approaches to the
treatment of biofilm-related infections. J Infect. 2014;69 Suppl 1:547-52.
doi: 10.1016/},jinf.2014.07.014.

Bimanand L, Taherikalani M, Jalilian FA, Sadeghifard N, Ghafourian S,
Mahdavi Z, Mohamadi S, Sayehmiri K, Hematian A, Pakzad I. Association
between biofilm production, adhesion genes and drugs resistance in
different SCCmec types of methicillin resistant Staphylococcus aureus
strains isolated from several major hospitals of Iran. Iran J Basic Med
Sci. 2018;21(4):400-403. doi: 10.22038/1JBMS.2018.19378.5132.

RBAC. 2023;55(3):186-191

191



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Analise dos niveis de biomarcadores inflamatorios em pacientes
internados em unidade de terapia intensiva, em diferentes
periodos da pandemia do Covid-19

Analysis of inflammatory biomarker levels in patients hospitalized in an intensive care
unit, in different periods of the Covid-19 pandemic

Ana Paula Sokolowski de Lima', Mateus Foltz Delabeneta?, Veridiana Lenartovicz Boeira®, Paulino Yassuda Filho?

' Universidade Estadual do Oeste do Parana, Residéncia Farmacéutica em Analises Clinicas. Cascavel, PR, Brasil.
2 Universidade Estadual do Oeste do Parand, Especialista em Analises Clinicas. Cascavel, PR, Brasil.

3 Universidade Estadual do Oeste do Parana, Docente do Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas. Cascavel, PR, Brasil.

Resumo

A pandemia da Covid-19 infectou milhares de pessoas, causando um fenémeno advindo do desequilibrio da resposta imune inata, promovendo uma
grande producdo e secregao de citocinas e provocando danos ao organismo do paciente. O presente estudo, teve como objetivo, analisar os niveis de
biomarcadores inflamatérios - Proteina C reativa (PCR), ferritina e procalcitonina (PCT) - em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, internados na Unidade
de Terapia Intensiva no Hospital Universitario do Oeste do Parana e seus desfechos clinicos, em dois periodos distintos da pandemia da Covid-19. Foram
coletados dados de 52 pacientes positivos para Covid-19 de cada periodo, sendo 33 (63,5%) do sexo masculino no ano de 2020. No ano de 2022, foram
analisados 30 (57,7%) pacientes do sexo masculino. Entre os pacientes analisados em 2022, 44 (84,6%) dos pacientes haviam sido vacinados, obtendo
uma taxa de 63,4% de alta comparados com o ano de 2020 que apresentou 61,5%. Foi observado aumento significante nos biomarcadores de ferritina
e PCR no ano de 2020 (1.317,05 ng/mL e 16,65 mg/dL, respectivamente) do que em 2022 (619,01 ng/mL e 8,5 mg/dL, respectivamente). Altos niveis de
biomarcadores inflamatérios como: PCR, ferritina e PCT podem ser um indicador de gravidade da Covid-19, contribuindo no monitoramento clinico
do paciente.

Palavras-chaves: Infeccédo por coronavirus; Sistema imunitério; Progndstico.

Abstract

The Covid-19 pandemic has infected thousands of people, causing a phenomenon arising from an imbalance in the innate immune response, promoting
alarge production and secretion of cytokines that can harm the patient's body. The present study aimed to analyze the levels of inflammatory biomarkers
- C-reactive protein (PCR), ferritin and procalcitonin (PCT) - in patients infected with SARS-CoV-2, hospitalized in the intensive care unit at the University
Hospital of Western Parana and their clinical outcomes, in two different periods of the Covid-19 pandemic. Data were collected from 53 patients positive
for Covid-19 from each period, 33 (63.5%) of whom were male in the year 2020. In the year 2022, 30 (57.7%) male patients were analyzed. Among the
patients analyzed in 2022, 44 (84.6%) of the patients had been vaccinated, obtaining a discharge rate of 63.4% compared to the year 2020 which presented
61.5%. A significant increase in ferritin and CRP biomarkers was observed in the year 2020 (1317.05 ng/mL and 16.65 mg/dL, respectively) than in 2022
(619.01 ng/mL and 8.5 mg/dL, respectively). High levels of inflammatory biomarkers such as: PCR, ferritin and PCT can be an indicator of the severity of
Covid-19, contributing to the clinical monitoring of the patient.

Keywords: Coronavirus Infections; Immune System; Prognosis.
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INTRODUCAO

A Covid-19 é uma doenca emergente, infectocontagiosa,
que surgiu em Wuhan, na China, em dezembro de 2019,
sendo declarada pandémica em 11 de marco de 2020 pela
Organizacdo Mundial da Saude - OMS." E sabido que o virus
se liga a receptores da enzima conversora de angiotensina
2 (ECA-2) através de uma proteina de superficie, que sofreu
diversas mutacdes desde o inicio da pandemia, a proteina
spike, a qual possibilita a sua entrada nas células, com libe-
racdo de fatores inflamatérios e ativacdo de macroéfagos. A
ativacdo imunoldgica desencadeia uma tempestade infla-
matoéria e, consequentemente, destruicdo tecidual, podendo
estar diminuida em individuos que foram vacinados contra
a Covid-19.2 Pacientes infectados com o virus podem ser
assintomaticos ou sintomaticos. Quando cursam quadros
sintomaticos, podem apresentar desde sintomas leves, como
tosse seca, coriza e fadiga, até mais graves, como aqueles
vistos na pneumonia viral, que pode evoluir para a Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS, em inglés) e 6bito.®) Além
da doenca pulmonar isolada, a Covid-19 tem sido associada
a um quadro inflamatério significativo, levando a manifes-
tacdes neuroldgicas, cardiovasculares, de coagulacdo e em
outros 6rgaos alvo.??

Segundo a Organizacdao Mundial da Saude (OMS), apés
a disponibilizacdo de vacinas para a populacao, a taxa de
internamentos e 6bitos de pacientes acometidos pela Covid-
19 diminuiu significativamente, ou seja, a vacinagao tem por
objetivo reduzir a transmissibilidade e, consequentemente,
o internamento.”

A partir de estudos realizados em centros de pesquisas,
em nivel mundial, compreendeu-se que os biomarcadores
inflamatdrios como PC-R, ferritina e PCT sao medidas quan-
titativas que auxiliam no monitoramento, na conduta clinica
e no prognostico do paciente acometido, sendo notério
que a elevacao dos marcadores inflamatdrios na admissao
é preditor de gravidade e pior desfecho da Covid-19.%49

APC-Réuma proteina de fase aguda, ou seja, sua concen-
tracao sérica pode aumentar 25% em pacientes em processo
inflamatorio.”® A secrecao é predominantemente hepatica,
comeca 4 a 6 horas apds estimulo e atinge o pico entre 36
a 50 horas, podendo levar dias para retornar ao nivel basal,
e desta forma é um importante biomarcador realizado na
admissao dos pacientes®. As alteracoes observadas nos
niveis de marcadores de resposta inflamatoria, incluindo a
PC-R, torna-a um possivel preditor de gravidade clinica e de
complicagoes.5419

Outro biomarcador de importancia clinica é a ferritina,
que além da capacidade de armazenar ferro é uma proteina
de fase aguda, ou seja, independentemente das alteracoes na
reserva de ferro, essa proteina pode estar alterada mediante
inflamacodes e infeccoes.?

Em estudo transversal realizado em 2022, foi relatado que
pacientes graves e ndo sobreviventes apresentaram valores
elevados de ferritina, condicédo relacionada a quadros de
hiperinflamacao, ou seja, pacientes que apresentam aumento
das citocinas pré-inflamatérias IL-1, IL-6, TNF-a, quimiocina
IL-8 e a anti-inflamatdria IL-10, tém pior progndstico, sendo,
portanto, um preditor de gravidade e mortalidade." A
ferritina tem sua secrecdo estimulada na presenca destas
citocinas inflamatérias, o que possibilita o seu emprego
como marcador inflamatério e indicador de prognéstico.?
Em andlise retrospectiva realizada em pacientes internados
na UTI com diagnéstico de Covid-19, foi observado que as
caracteristicas clinicas desses pacientes se assemelham as da
sindrome de hiperferritinemia; as consequéncias da gravidade
dependem da resposta imunoinflamatéria desencadeada
pelo hospedeiro."

Estudos indicam que o aumento de PCT foi correlacio-
nado com maior probabilidade de quadro clinico grave e
aumento intra-hospitalar de casos de ébitos,*' pois a PCT,
em condicdes habituais, permanece apenas no interior das
células C da tireoide e, sendo o precursor da calcitonina, sua
elevacao pode estar relacionada em situagdes de estresse,
como durante uma infeccdo.®'

Assim, esse trabalho objetivou analisar os niveis de
biomarcadores inflamatérios — PC-R, ferritina e PCT - em
pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, internados em uma
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) no Hospital Universitario
do Oeste do Parana (HUOP), sul do Brasil, em dois periodos
distintos da pandemia da Covid-19.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo, exploratério dos
niveis de biomarcadores inflamatérios — PC-R, ferritina e
PCT - de pacientes diagnosticados com Covid-19, em dois
periodos distintos da pandemia considerados de maior
quantitativo de casos de internamento na UTI, sendo eles,
de 01 de abril a 31 de outubro de 2020 (primeiro periodo)
e de 01 de janeiro a 30 de abril de 2022 (segundo periodo).

A pesquisa consistiu na busca de dados em arquivos, no
sistema de gerenciamento Tasy®, Philips®, do Hospital Univer-
sitario do Oeste do Parana (HUOP). Foram encontrados dados
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de 52 pacientes diagnosticados com Covid-19 e internados
na UTI Covid, com exames admissionais de PC-R, ferritina e
PCT. Os dados coletados foram idade, sexo, esquema vaci-
nal, desfecho clinico e resultados dos exames laboratoriais
realizados no Laboratério de Analises Clinicas do referido
hospital, conforme as seguintes metodologias: Procalcito-
nina - PCT, método ensaio enzimatico fluorescente ligado a
enzima - ELFA — MiniVidas® (bioMérieux®); Proteina C-Reativa
- PC-R, método Quimica Seca - Vitros® 4600 (Ortho Clinical
Diagnostics®); Ferritina, método ensaio de quimiluminescén-
cia - Architect® i1000SR (Abbott®).

Excluiu-se da pesquisa pacientes sem diagnostico de
Covid-19, sem exames laboratoriais de admissdo de PC-R,
ferritina e PCT e sem dados referentes ao esquema vacinal.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram tabulados em planilhas do
programa Microsoft Excel® e as varidveis quantitativas foram
analisadas quanto ao padrao de distribuicdo dos dados
por meio do teste de Shapiro-Wilk, assim como avaliada a
homocedasticidade por meio do teste F.

As varidveis que tiveram os pressupostos de normalidade
e homocedasticidade aceitos foram comparadas entre dois
periodos por meio do Teste t para amostras independentes;
quando nao aceitos, foram avaliadas por meio do teste nao
paramétrico de Mann-Whitney-U. De igual forma, os desfe-
chos clinicos (alta ou dbito) também foram avaliados em dois
momentos distintos da pandemia e suas frequéncias absolutas
foram alinhadas aos dois periodos por meio de uma tabela
de contingéncia, utilizando-se o teste de Qui-quadrado para
Independéncia, com a aplicacdo do Método de Permutacao
de Monte Carlo, seguido do teste de Residuos Ajustados.

Para avaliar a possivel relacdao entre o estado vacinal dos
pacientes acometidos pela Covid-19 internados em UTls e
os seus desfechos clinicos nos dois periodos distintos, as
frequéncias absolutas de ébitos foram alinhadas em uma
tabela de contingéncia, sendo também aplicado o teste
de Qui-quadrado para Independéncia, seguido do teste de
Residuos Ajustados.

Em seguida, para definir os fatores associados aos gru-
pos de pacientes classificados em funcao do desfecho (alta
e 6bito), relacionados as classes etarias (<36 anos, 36 a 60
anos e >60 anos), sexo feminino (F) e masculino (M) e vacina-
¢ao (sim ou ndo), foi ajustado um modelo matematico pelo
método de Regressao Logistica Bindria. Para a realizacdo da
regressao, algumas etapas foram cumpridas:

Selecao das variaveis preditoras do modelo usando o
critério de p<0,10 da razdo de chance (odds ratio) ser
estatisticamente equivalente a 1;

Obtencao de um modelo com nimero reduzido de
variaveis, selecionadas a partir da aplicacdo do critério de
p<0,05 da razao de chance ajustada ser estatisticamente
equivalentea 1;

Obtencao de um modelo final apés teste para todas as
iteragdes multiplas possiveis, usando a maximizagao da
funcao de Wald;

Para verificar o ajuste dos modelos foi utilizada a esta-
tistica de Hosmer & Lemeshow.

Uma vez decidido o modelo final de regresséo logistica
para cada um dos objetivos citados, as probabilidades foram
calculadas a partir da formula Pr = 1/[1+ e - (a + Z (Bi xi)],
sendo a a constante do modelo.

Foi construida uma curva ROC (receiver operating characte-
ristic) para o modelo, com afinalidade de avaliar a habilidade
do modelo criado em representar a realidade. Nesta curva
foram representados os valores de sensibilidade e especifici-
dade do modelo ajustado. Todos os testes estatisticos foram
realizados no programa XLStat versao 2014, utilizando-se um
nivel de significancia de 0,05.

ETICA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE),
sob Parecer de nimero 5.642.343, aprovado no ano de 2022.

RESULTADOS

Caracterizacao da amostra e comparacao entre os
periodos

Foram coletados dados de 52 pacientes de cada periodo
estudado. Em relacdo a caracterizagdo da amostra para as
varidveis qualitativas, observou-se uma maioria de pacientes
masculinos em ambos os periodos (2020: 63,5% e 2022:
57,7%), porém sem significancia estatistica (p=0,55). Sobre a
vacinacgao contra SARS-CoV-2, houve significancia estatistica,
sendo que, no periodo de 2020, quando ainda nao havia
vacina disponivel, 100% das pessoas ndo haviam tomado
o imunizante, e, no de 2022, ja com a existéncia da vacina,
84,6% haviam tomado o imunizante, sendo esta frequéncia
significativamente maior quando comparada aos que nao
foram vacinados (p<0,01). Em relacdo ao desfecho, néo

RBAC. 2023;55(3):192-199

194



Biomarcadores em pacientes com Covid-19 | Lima APS, Delabeneta MF, Boeira VL, Yassuda Filho P

houve diferenca significativa, mas a maioria dos pacientes
de ambos os periodos apresentaram alta, mesmo com o
advento da vacina (Tabela 1).

Em relacédo a caracterizacao da amostra para as variaveis
quantitativas, a idade frequente no periodo de 2020 foi 62
anos e, no de 2022, foi 69 anos, sem diferenca estatisticamente
significativa. O valor médio de PC-R no periodo de 2020 foi
16,65mg/dL, sendo significativamente maior do que o obser-
vado no de 2022, que foi 8,565mg/dL. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores médios mais
frequentes de PCT nos dois periodos analisados (2020:0,315ng/
mL e 2022: 0,200ng/mL). Para ferritina, verificou-se que o
valor médio foi significativamente maior no periodo de 2020
(1.317,05ng/mL) do que no de 2022 (619,01ng/mL) (Tabela 2).

Empregando-se apenas as varidveis supracitadas que
apresentaram significancia estatistica, e sendo a amostra

utilizada sem a diferenciacdo temporal, mas somente em
relacdo ao fato de os pacientes terem, ou nédo, tomado a
vacina, observou-se um maior valor de PC-R e de ferritina
para os nao vacinados (Figuras 1 e 2).

Relagao entre o estado vacinal dos pacientes acometidos
pela Covid-19, internados em UTls, e o desfecho de dbito

Em relacdo ao estado vacinal dos pacientes, observou-
-se, independente do fator tempo, que os dois grupos, ndo
vacinados (61,7%) e vacinados (65,9%), apresentaram maior
alta hospitalar, sem diferenca estatisticamente significante
(p =0,657) (Tabela 3).

Nesse aspecto, destacamos que a porcentagem de“alta”
(65,9%) foi maior em individuos vacinados, bem como os
casos de dbitos (34,1%) foi menor, porém sem significancia
estatistica.

(aracteristicas dos pacientes com Covid-19, no periodo de 01/04 a 31/10/2020 e de 01/01 a 30/04/2022

Periodo analisado

Varidveis 2020 2022 p-valor*
n (%) n (%)
Sexo: 0,55
Feminino 19 (36,5%) 22 (42,3%)
Masculino 33(63,5%) 30(57,7%)
Vacinagao: <0,01
Sim 0(0%) 44 (84,6%)
Nao 52 (100%) 8(15,4%)
Desfecho: 0,68
Alta 32(61,5%) 34(63,4%)
Obito 20 (38,5%) 18 (34,6%)
*p-valor: teste de Qui-quadrado para Independéncia. Valores em negrito indicam significancia estatistica (p=0,05).
Tabela 2
(aracterizacdo da amostra de pacientes com Covid-19 em 2020 e 2021
Periodo analisado
Varidveis (média e 1Q) p-valor*
2020 2022
Idade (anos) 62[51,5-75,5] 69[52,5-77,25] 0,5987
PCR (mg/dL) 16,65 [8,10 — 25,67] 8,5(3,3-19,07] 0,014
PCT (ng/mL) 0,315[0,051-10,730] 0,200 [0,025 — 1,145] 0,7875
Ferritina (ng/mL) 1317,05 [775,20 — 2425,92] 619,01[261,17 — 1587,72] 0,002

*p-valor: Teste de Mann Whitney-U. |Q: intervalo interquartilico. Valores em negrito indicam significancia estatistica (p=0,05).
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Caracteristicas dos pacientes com Covid-19 que ndo tomaram ou tomaram a vacina e evoluiram para alta hospitalar e dbito.

Vacinagdo Alta Obitos p-valor
n (%) n (%)

Nao 37 (61,7%) 23 (38,3%) 0,657

Sim 29 (65,9%) 15 (34,1%)

p-valor: Teste de Mann Whitney-U.

Relagdo de idade, género e estado vacinal com os
desfechos de pacientes acometidos pela Covid-19

A varidvel considerada significativa pelo método de
regressao logistica foi apenas a classe etaria. Assim, o modelo
para esta varidvel apresenta um ajuste adequado segundo a
estatistica de Hosmer & Lemeshow (Qui-quadrado = 9,462;
GL =8; p=0,305). As demais variaveis (sexo e vacinagao) nao
apresentaram associacao significativa.

A partir do presente modelo, as probabilidades foram
estimadas, ordenadas e plotadas em um grafico, fornecendo
a curva ROC exibida na Figura 3. A area sob a curva ROC
mostra que o modelo de probabilidade estimado consegue
prever aproximadamente 74,31% dos fatores associados ao
desfecho. A sensibilidade do modelo ajustado foi de 84,21%
e a especificidade, de 59,70%.

ROC Curve (AUC=0,7431)

Sensibilidade

)

-
-4
-
<+

0.8 1
1 - Especificidade

Curva ROC para o modelo de regressao logistica bindria com fatores preditivos ao desfecho dos pacientes (alta/6bito).
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DISCUSSAO

Considerando a varidvel sexo e idade em nosso estudo,
independente do periodo analisado, pacientes do sexo femi-
nino foram menos propensas ao internamento em UTI.Isso
pode estar relacionado ao sistema imunoldgico da mulher,
que apresenta maior intensidade para combater infeccoes
virais, pois o0 cromossomo X apresenta maior nimero de genes
que regulam o sistema imunoldgico."® Contudo, acredita-se
gue o sexo feminino possua melhores habitos relacionados ao
estilo de vida, como pratica de atividade fisica, alimentacao
saudavel e maior procura ao tratamento preventivo, fatores
que poderiam explicar a menor taxa de internamento.>'”®

Em andlise retrospectiva em pacientes com Covid-19,
confirmou-se que, independentemente das mutagdes
desencadeadas no coronavirus, pacientes masculinos sao
mais propensos a um desfavoravel desfecho clinico: 63%
dos casos de 6bitos foram correlacionados com algumas
comorbidades,"® por exemplo, doencas preexistentes
como diabetes, hipertensdo, doencas pulmonares cronicas
ou que possuem comportamentos de maior risco como
o alcoolismo e o tabagismo.?® Por intermédio de dados
epidemioldgicos e clinicos, constatou-se que o sexo mas-
culino apresentou até duas vezes mais predisposicao de
desenvolver a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG),
quadro clinico grave da Covid-19.®

Em relacdo ao estado vacinal, observou-se que 84,6%
dos pacientes internados na UTI Covid, referente ao segundo
periodo, foram imunizados com pelo menos uma dose da
vacina contra o coronavirus, apresentando uma tendéncia
de alta, quando comparados com pacientes que nao foram
imunizados no primeiro periodo, fato que pode estar rela-
cionado com a diminuicao dos niveis de biomarcadores
inflamatorios, melhora do tratamento e consequentemente
melhor prognéstico clinico do paciente. Baseando-se nesse
dado, em estudo conduzido por Pizzichini et al. (2020),"®
concluiu que idosos nao vacinados apresentam risco de ébito
trés vezes maior que os pacientes imunizados.

De igual maneira, foi observado que pacientes vacinados
apresentaram sinais leves da doenca ou foram classificados
como assintomaticos, corroborando com a importancia e a
eficacia da vacinagao contra o coronavirus, com a reducao
da gravidade e niumero de casos de internacao.’ Estudo
realizado com 2.485 profissionais da saude no hospital da
Santa Casa da Misericérdia em Juiz de Fora - MG, dentre eles
2.162 (87%) optaram pela vacinagao, que ocorreu entre os
meses de janeiro e fevereiro de 2021, constatando-se uma

reducao na taxa de afastamento por diagnéstico de Covid-19
de 9,4%, antes da vacinacao, para 0,4%, apds a vacinacao."”

Com relagdo aos niveis de biomarcadores inflamatorios,
a PC-Rapresentou valor significativamente maior no primeiro
periodo, o que pode estar relacionado com a falta de vacina-
¢ao e manejo clinico. Resultado semelhante foi encontrado
em estudo que realizou um levantamento no banco de
dados do Laboratério de Analises Clinicas do grupo Fleury
(empresa de saude brasileira), avaliando diversos biomarca-
dores de 7.942 pacientes com diagnéstico de Covid-19 no
ano de 2020, entre eles a PC-R, visto que 51% apresentaram
valores considerados como mau progndstico,acometendo
principalmente individuos que apresentam idade avancada,
doencas cardiovasculares e diabetes.®2%

Em nosso estudo encontramos um aumento significativo
dos niveis de ferritina em pacientes internados no primeiro
periodo (1.317,05 ng/mL), o que pode estar relacionado a
gravidade da doenca. Nesse sentido, um estudo realizado
na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital San Angel Inn
Universidad, no México, que avaliou valores de ferritina na
admissao e a evolugdo dos pacientes durante o internamento
em um estudo transversal e retrospectivo realizado com
48 pacientes internados, em que ficou evidenciado que a
presenca de ferritina acima de 1.100ng/mL é um marcador
de intubacdo e mortalidade em pacientes em UTI, e valores
acima de 2.500ng/mL tém grande capacidade de predizer o
0Obito.?" Isso é explicado em decorréncia da hiperinsuflacdo
desencadeada pela tempestade de citocinas que, em excesso,
pode causar faléncia de multiplos 6rgaos e desencadear o
mau prognostico para os pacientes.22"

Uma metanalise realizada em 2020, avaliando valores de
PCT na admissao de pacientes na UTI com diagndstico de
Covid-19, mostrou que niveis aumentados estao associados
a um risco cinco vezes maior de desenvolver quadro clinico
grave, decorrente da SARS-CoV-2,?? contrapondo o resultado
obtido no presente trabalho, que pode ter sido impactado
pelo baixo nimero amostral.

A curva ROC obtida neste estudo mostrou que o modelo
de probabilidades estimadas consegue prever aproximada-
mente 74,31% dos fatores associados ao desfecho. De forma
geral, valores de AUC (Assets Under Custody) acima de 70%
fornecem uma estimativa da probabilidade de classificacao
correta de um sujeito ao acaso.?® A sensibilidade do modelo
ajustado reflete o quanto ele é eficaz em identificar pacientes
que foram a 6bito, sendo, na presente proposta, equivalente
a 84,21%. Ja a especificidade do modelo ajustado reflete o
quanto este é eficazem identificar corretamente os pacientes
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que tiveram alta, sendo que, no presente estudo, o valor
foi igual a 59,70%. Em outras palavras, o modelo consegue
identificar muito bem os pacientes que possam ir a 6bito, mas
razoavelmente os pacientes que possam ter alta. Ressaltamos
que tal resultado pode decorrer em razao do baixo nimero
amostral do estudo.

CONCLUSOES

O presente estudo fornece evidéncia de que os biomarca-
dores inflamatérios como PC-R e ferritina auxiliam no monito-
ramento clinico do paciente acometido por Covid-19, quando
realizados na admissdo hospitalar. No tocante a vacinacéo,
pacientes imunizados apresentaram tendéncia de diminuicao
nos valores dos exames admissionais, quando comparados
com pacientes ndo imunizados. Entretanto, salienta-se que
estudos com maior nimero amostral e em diferentes esta-
gios temporais, os quais podem apresentar uma variacao
no numero de infectados devido as diferentes estacdes do
ano, podem impactar o nimero de hospitalizagdes, dai ser
necessario fortalecer a importancia dos testes laboratoriais
na admissao do paciente e validar a eficacia da vacinacgao.
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Abstract

Sepsis is characterized as an organic dysfunction with an uncontrolled immune response of the host to a focal infection that can progress to septic shock.
The present study aims to detect predictors of lethality and readmissions in 297 patients hospitalized for sepsis within 365 days, at four different times
(TO, T30, T180, and T365). Cox regression analysis was performed, demonstrating the adjusted hazard ratio (HR) and 95% confidence intervals (95%Cl)
to detect variables associated with lethality and readmissions. The cumulative lethality rate was 43.4% and 27.3% for TO, 10.6% for T30, 15.0% for T180,
and 26.9% for T365. In addition, the cumulative rate of readmissions that resulted in death was 21.6% and 25.0% for T30, 19.3% for T180, and 20.8% for
T365. Patients who died showed a cumulative rate of readmissions of 69.8% and 84.6% for T30, 68.8% for T180, and 57.1% for T365. Multivariate analysis
indicated that variables such as >80 years old (HR:1.98; 95%Cl:1.15-3.39), chronic kidney disease (CKD) (HR:1.85; 95%Cl:1.15-3.74), and neuromuscular
disease (HR:2.17;1.04-4.28) were independently associated with lethality. Length of stay (LOS) (=12 days) and stroke were associated with readmissions
at T180 and T365. These variables are clinically important to predict lethality and readmission in the sepsis hospital context.

Keywords: Sepsis; Lethality; Readmission.

Resumo

A sepse é caracterizada como uma disfuncéo organica com resposta imune descontrolada do hospedeiro a uma infeccao focal que pode evoluir para
choque séptico. O presente estudo visa detectar preditores de letalidade e reinternagées em 297 pacientes internados por sepse em 365 dias, em
quatro momentos diferentes (T0, T30, T180 e T365). A andlise de regressao de Cox foi realizada, demonstrando a taxa de risco ajustada (HR, do inglés
Hazard Ratio) e intervalos de confianca de 95% (IC95%) para detectar varidveis associadas a letalidade e reinternagdes. A taxa de letalidade cumulativa
foi de 43,4% e, em diferentes seguimentos, foi de 27,3% para T0, 10,6% para T30, 15,0% para T180 e 26,9% para T365. Além disso, a taxa cumulativa de
reinternagoes que resultaram em ébito foi de 21,6% e, em diferentes acompanhamentos, foi de 25,0% para T30, 19,3% para T180 e 20,8% para T365. Os
pacientes que faleceram apresentaram uma taxa cumulativa de reinternacées de 69,8% e para os acompanhamentos foi de 84,6% para T30, 68,8% para
T180 e 57,1% para T365. A analise multivariada indicou que variaveis idade >80 anos (HR:1,98; IC 95%:1,15-3,39), doenca renal cronica (DRC) (HR:1,85;
IC 95%:1,15-3,74) e doenga neuromuscular (HR:2,17;1,04-4,28) foram independentemente associados a letalidade. O tempo de internagao (=12 dias) e
o AVC foram associados a reinternacées nos acompanhamentos T180 e T365. Essas varidveis sao clinicamente importantes para predizer letalidade e
reinternagao no contexto hospitalar de sepse.

Palavras-chave: Sepse; Letalidade; Readmisséo.
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INTRODUCTION

Sepsis is characterized as an organic dysfunction with an
uncontrolled immune response of the host to a focal infection
that can progress to septic shock, a subtype of sepsis, which
increases the risk of lethality.” It is known that early recognition
and treatment starting as soon as possible are key points for
a better prognosis in septic patients or septic shock.? Sepsis
can leave long-term sequelae that can increase the risk of
lethality and/or require health care after hospital discharge.
The prognosis of sepsis is multifactorial and individual, varying
according to the clinical history of each patient.5#

Sepsis and the consequences linked to this pathology
are serious problems for health and society, as they represent
a strong economic and social impact, both for patients and
health institutions. In 2016, a meta-analysis showed that
hospital lethality associated with sepsis and severe sepsis
reached 26% of total deaths in the period 1997-2015.?) In
2017, sepsis was defined as a global health problem by the
World Health Organization with 48.9 million cases and 11
million sepsis-related deaths worldwide, which accounted
for almost 20% of all global deaths (https://www.who.int/
news-room/fact-sheets/detail/sepsis).

The main objective of this study was to detect predictors
of lethality and readmissions for sepsis and evaluate the
incidence of lethality within 365 days after hospital admission.
In addition, to detect the readmission rate due to the death
of these patients within one year after hospital discharge.

METHODS
Study Location

The Rio Grande do Sul (RS) has moderately cold winters
with the occurrence of frosts and occasional snow and hot
summers. Currently, the population of RS is approximately
11,5 million, with the city of Porto Alegre being the most
populous (approximately 1,5 million inhabitants) (https://
cidades.ibge.gov.br/brasil/rs).

Study Design and Study Population

This is a prospective observational study to investigate the
epidemiological profile and clinical outcomes of patients over
18 years of age, with a medical diagnosis of sepsis diagnosed
in the internal medicine department of a private hospital in
southern Brazil, in the period December/2019 to August/2021.
All participants signed an informed consent form and this
study was approved by the Institutional Review Board of the
National Health Council of Brazil (approval number 4.268.446).

Data Collection

Criteria for defining sepsis for inclusion in the study were
based on the Q-SOFA score (quick sequential organ failure
assessment score), a tool used at the bedside to identify
adverse outcomes in patients with possible or confirmed
infection,? in addition to including patients who had two
assessed Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)
criteria and/or at least one organ dysfunction and were
admitted to a private hospital in southern Brazil.

Data were collected from hospital medical records and
through telephone interviews after hospital discharge.
Follow-ups are described as TO (admission), T30 (30 days
after discharge), T180 (180 days after discharge), and T365
(365 days after discharge). Follow-up data were considered
for analysis only when the questionnaire was completed.

Statistical analysis

Quialitative variables were represented by absolute and
relative frequencies. Differences between these variables
were verified by Pearson's chi-square or Fisher's exact tests,
as appropriate. The types of distributions of the quantitative
variables were evaluated by the Kolmogorov-Smirnov test
with Lilliefors correction and by the Shapiro-Wilk test. In
addition, the homogeneities of variances were verified
by Levene's test. Medians and interquartile ranges (IQR)
were shown. The Mann-Whitney test was applied to verify
possible significant differences between quantitative
variables. Multivariate analysis was performed using Cox
regression, represented by the adjusted hazard ratio and 95%
confidence intervals (95%Cl) to identify variables possibly
independently associated with cumulative lethality and
readmission at different follow-ups from sepsis. P-values <
0.05 was considered significant for all tests performed. SPSS,
Version 25.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was
used for data analysis.

RESULTS

The sociodemographic and clinical characteristics of the
patients in the present study are described in Table 1. The
median age of patients was 82 (IQR: 72.0 - 89.0) years, body
mass index (BMI) was 25.3 (IQR: 22.8 - 28.7), females were
slightly more frequent (50.5%) and the level of complete
high school was 80.4%. The median length of stay (LOS) was
13.0 (IQR: 7.0 - 20.0). The predominant comorbidities were
hypertension (67.7%), diabetes (27.3%), cancer (23.7%), heart
failure (23.0%), and chronic kidney disease (CKD) (21.0%).
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Description of the sociodemographic and clinical characteristics of the patients
evaluated in the present study.

Variables n %
Sex
Male 150 50.5
Female 147 49.5
Age in years
<49 20 6.7
50-64 24 8.1
65-74 49 16.5
75-84 81 273
>85 123 414
Median age (IQR) 82.0(72.0-89.0)
Median BMI (IQR) 253(22.8-28.7)
Education
No instruction 5 25
Incomplete Elementary school 7 34
Complete Elementary school 20 9.8
Incomplete high school 3 1.5
Complete high school 164 80.4
Bachelor’s degree 5 2.5
Median LOS (IQR) 12.0(7.0-20.0)
Comorbidities
Systemic arterial hypertension 203 67.7
Diabetes 82 273
Cancer 70 23.7
Cardiac insufficiency 67 23.0
Chronic kidney disease 62 21.0
Stroke 51 17.0
Neuromuscular 43 14.7
Immunosuppression 33 1n3
Chronic obstructive pulmonary disease 27 9.0
AIDS 10 33
Alcohol use disorder 8 2.7
Number of comorbidities
Lero 29 10.0
One 57 19.0
Two 99 333
Three 58 19.3
Four 43 14.7
Five 1 3.7

IQR: Interquartile range; BMI: Body mass index; LOS: Length of stay.

The cumulative lethality rate was 43.4% (n=129/297) and
27.3% (n=81/297) for TO, 10.6% (n=15/142) for T30, 15.0%
(n=19/127) forT180 and 26.9% (n=14/52) for T365. In addition,
the cumulative rate of readmissions that resulted in death
was 21.6% (n=27/125) and 25.0% (n=11/44) for T30, 19.3%
(n=11/57) for T180, and 20.8% (n=5/24) for T365. Patients
who died showed a cumulative rate of readmissions of 69.8%
(n=30/43) and 84.6% (n=11/13) for T30, 68.8% (n=11/16) for
T180, and 57.1% (n=8/14) for T365.

In assessing the outcome of death, at TO, sex, age, LOS,
number, and type of comorbidities were analyzed. In cases
of death, there was a higher frequency of males (54.3%), >
85 years old (56.8%), median LOS of 14.0 (IQR: 8.0 - 21.0), >3
comorbidities (45.7%), diabetes (34.6%), cancer (29.6%), CKD
(29.6%), neuromuscular disease (22.2%), immunosuppression
(13.5%) and alcohol use disorder (3.7%). The median age
was higher in cases of death (86.1), and the age group > 85
years old was associated with death (p = 0.03). In addition,
comorbidities such as CKD (p = 0.03) and neuromuscular
disease (p = 0.04) were associated with death (Table 2).

T30, T180, and T365 were investigated. In the T30, the
variables more frequent in deaths compared to survived were:
male (66.7% vs 33.3%), > 85 years old (73.3%vs 31.7%),and >3
comorbidities (46.7% vs 28.2%).The median age was higherin
deaths than for survived (88.3 vs 79.0). In the T180, the variables
that were more frequent in deaths compared to survived were:
male gender (68.4% vs 49.6%), age group = 85 years (47.4%
vs 33.1%), and =3 comorbidities (52.6% vs 35.4%). The median
age was higher in cases of death than for survived (84.5 vs
79.4). Finally, in T365, the most frequent variables in deaths
compared to survived were female sex (64.3% vs 46.2%), age
group = 85 years old (42.9% vs 28.8%), and >3 comorbidities
(50.0% vs 40.4%). The median age was higher for death than
for survived (83.4% vs 77.1%). The age was higher in death
compared to survival patients at T30 and T180 (p < 0.05), but
it was not statistically different at T365 (p = 0.44) (Table 3).

Patients with age >80 years old were 98% more likely to
die (HR: 1.98;95%Cl: 1.15-3.39; p =0.01), CKD 85% (HR: 1.85;
Cl95%: 1.15 -3.74; p=0.03) and with neuromuscular disease
117% (HR: 2.17; 95% Cl: 1.04 - 4.28; p = 0.03) (Table 4). Age,
CKD, and neuromuscular disease are significant predictors
of cumulative lethality for sepsis. Significant predictors for
readmission at T180 were LOS (=12 days) (HR: 2.25; 95%Cl:
1.05-4.79; p =0.03) and stroke (HR: 2.39; 95%Cl: 1.93 - 6.13;
p =0.04). Also, LOS (=12 days) (HR: 8.02; 95%Cl: 1.74 — 36.83;
p <0.01) and stroke (HR: 7.64; 95%Cl: 1.19 - 49.03; p = 0.03)
were predictors for readmission at T365 (Table 5).
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Bivariate analysis between the variables sex, age, and comorbidities with the outcome of death at admission (T0)

Survived (n=216)

Death (n=81)

Variables p-value
n % n %
Sex 0.36
Female 113 51.6 37 45.7
Male 106 48.4 44 543
Age in years 0.03
<49 16 73 4 49
50-64 20 9.1 4 4.9
65-74 40 183 10 123
75-84 64 29.2 17 21.0
>85 79 36.1 46 56.8
Median age (IQR) 80.0(71.1-88.3) 86.1(77.3-92.0) 0.04
Median LOS (IQR) 12(7.0-19.0) 14.0(8.0-21.0) 0.45
Number of comorbidities 0.19
0 24 11.0 6 14
1-2 119 543 38 46.9
>3 76 347 37 457
Type of comorbidity
Systemic arterial hypertension 151 68.9 52 64.2 0.72
Diabetes 54 247 28 34.6 0.19
Cancer 47 215 24 29.6 0.21
Cardiac insufficiency 51 233 18 222 0.84
Chronic kidney disease 39 17.8 24 29.6 0.03
Stroke 40 183 il 13.6 0.25
Neuromuscular 26 1.9 18 222 0.04
Immunosuppression 23 10.5 n 13.6 0.42
Chronic obstructive pulmonary disease 20 9.1 7 8.6 0.72
AIDS 9 4.1 1 1.2 0.74
Alcohol use disorder 5 23 3 37 0.87
IQR: Interquartile range; LOS: Length of stay; In bold, significant p-values are highlighted.
Comparison between the variables sex, age, and comorbidities with the outcome of death at times T30, 7180 and T365
Variables n % n % p-value
T30 Survived (n=142) Death (n=15)
Sex 0.23
Female Ul 50.0 5 333
Male Al 50.0 10 66.7
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Variables n % n % p-value
Age in years 0.02
<49 9 6.3 1 6.7
50 - 64 16 1.3 1 6.7
65-74 29 20.4 0 0
75-84 L] 303 2 133
> 85 45 317 " 733
Median age (IQR) 79.0(70.2-87.8) 88.3(82.7-90.4) 0.03
Number of comorbidities 0.34
0 16 1.3 1 6.7
1-2 86 60.6 7 46.7
>3 40 282 7 46.7
T180 Survived (n=127) Death (n=19) p-value
Sex 0.12
Female 64 50.4 6 316
Male 63 49.6 13 68.4
Age in years 0.04
<49 12 9.4 0 0.0
50-64 11 8.7 0 0.0
65-74 24 18.9 4 21.1
75-84 38 29.9 6 316
> 85 Y] 33.1 9 47.4
Age median (IQR) 79.4(70.3-87.4) 84.5(77.8-91.1) 0.03
Number of comorbidities 0.16
0 15 1.8 0 0.0
1-2 67 52.8 9 47.4
>3 45 354 10 52.6
1365 Survived (n=52) Death (n=14) p-value
Sex 0.13
Female 24 46.2 9 64.3
Male 28 53.8 5 35.7
Age in years 0.44
<49 6 1.5 1 7.1
50- 64 6 11.5 0 0
65-74 9 17.3 1 7.1
75-84 16 30.8 6 2.9
>85 15 28.8 6 4.9
Age median (IQR) 77.1(67.3-87.8) 83.4(78.3-87.9) 0.48
Number of comorbidities 0.54
0 10 19.2 1 7.1
1-2 21 40.4 6 42.9
>3 21 40.4 7 50.0

IQR: Interquartile range; In bold, significant p-values are highlighted.
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Table 4

Multivariate analysis with mortality predictors demonstrating independent associations with the cumulative mortality outcome in patients with sepsis

Variables Coefficient Standard error p-value Hazard Ratio C195%
Age (=80 years) 0.63 0.31 0.01 1.98 (1.15-3.39)
Sex Male 0.22 0.28 0.33 133 (0.77-2.25)
Chronic kidney disease 0.68 0.34 0.03 1.85 (1.15-3.74)
*Neuromuscular disease 0.72 0.46 0.03 2.17 (1.04-4.28)
Number of comorbidities (=3) 0.12 0.31 0.79 0.84 (0.41-1.84)
Length of stay (=12) 0.22 0.33 0.55 1.20 (0.55-3.54)
Diabetes 0.21 0.31 0.1 1.70 (0.86-4.42)
Systemic arterial hypertension 0.33 0.44 0.74 0.95 (0.71-4.58)
Cancer 0.21 0.33 0.24 1.36 (0.88-4.99)
(ardiac insufficiency 0.35 0.28 0.88 0.97 (0.78-4.91)
Stroke 0.31 0.41 0.81 0.91 (0.61-4.12)
Immunosuppression 0.18 0.61 0.79 0.95 (0.55-4.74)
Chronic obstructive pulmonary disease 0.33 0.60 0.87 0.93 (0.74-6.13)
AIDS 0.17 0.84 0.72 0.98 (0.66-6.41)
Alcohol use disorder 0.12 0.91 0.95 1.21 (0.85-6.12)
Constant -1883 0.35 <0.01

*Neuromuscular disease included amyotrophic lateral sclerosis, multiple sclerosis, muscular dystrophy, myasthenia gravis, myopathy, myositis, peripheral neuropathy, and spinal muscular atrophy; C195%: 95% confidence interval; In bold,
significant p-values are highlighted.

Multivariate analysis with readmission at 30 days (T30), at 180 days (T180), and 365 days (T365) predictors in patients with sepsis

Variable (readmission at 30 days) Coefficient Standard Error p-value Hazard Ratio (195%
Age (>80 years) -0.05 0.41 0.89 0.94 (0.41-2.13)
Sex Male 0.04 0.37 0.90 1.04 (0.50-2.17)
Chronic kidney disease 0.10 0.59 0.86 1.10 (0.34-3.56)
Neuromuscular disease 0.13 0.69 0.85 1.14 (0.28-4.48)
Number of comorbidities (>3) -0.31 0.73 0.67 0.73 (0.17-3.11)
Length of stay (=12) 0.26 0.36 0.46 130 (0.63-2.68)
Diabetes 0.29 0.59 0.61 134 (0.42-4.26)
Systemic arterial hypertension 0.09 0.43 0.82 1.10 (0.47-2.57)
Cancer 0.70 0.51 0.16 2.03 (0.74-5.57)
(ardiacinsufficiency 0.09 0.53 0.85 1.10 (0.38-3.13)
Stroke 0.31 0.51 0.54 136 (0.50-3.71)
Immunosuppression -0.04 0.65 0.95 0.95 (0.26 - 3.48)
Chronic obstructive pulmonary disease -0.01 0.73 0.97 0.98 (0.23-4.17)
AIDS 0.85 0.76 0.26 234 (0.52-10.56)
Alcohol use disorder 1230 11.10 0.26 3.45 (0.38-30.69)
Constant -15.394 0.56 <0.01
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Variable (readmission at 180 days) Coefficient Standard Error p-value Hazard Ratio C195%
Age (>80 years) 0.16 0.42 0.69 1.18 (0.51-2.74)
Sex Male 0.09 0.37 0.80 1.09 (0.52-2.27)
Chronic kidney disease 0.05 0.58 0.92 1.05 (0.33-3.31)
Neuromuscular disease 1135 0.68 0.09 3 (0.81-11.91)
Number of comorbidities (=3) -0.18 0.73 0.80 0.83 (0.19-3.54)
Length of stay (=12) 0.81 0.38 0.03 2.25 (1.05-4.79)
Diabetes 0.70 0.62 0.25 2.02 (0.60 - 6.85)
Systemic arterial hypertension 0.06 0.44 0.87 1.07 (0.44-2.57)
Cancer -0.16 0.54 0.76 0.85 (0.29-2.48)
(ardiac insufficiency -0.31 0.55 0.56 0.73 (0.24-2.15)
Stroke 0.87 0.47 0.04 239 (1.93-6.13)
Immunosuppression 0.02 0.62 0.96 1.02 (0.29 -3.50)
Chronic obstructive pulmonary disease -0.06 0.66 0.92 0.93 (0.25-3.42)
AIDS -0.63 0.97 0.51 0.53 (0.07-3.62)
Alcohol use disorder 13.43 10.2 0.29 3.14 (0.45-39.79)
Constant -12.630 0.55 0.01

Variable (readmission at 365 days) Coefficient Standard Error p-value Hazard Ratio C195%
Age (=80 years) 0.44 0.79 0.57 1.55 (0.32-7.31)
Sex Male -0.49 0.66 0.45 0.60 (0.16-2.24)
Chronic kidney disease -0.38 10.0 0.69 0.67 (0.09-4.82)
Neuromuscular disease 11.60 13.7 0.39 3.19 (0.21-46.78)
Number of comorbidities (>3) 0.93 16.01 0.56 2.54 (0.11-58.73)
Length of stay (=12) 20.82 0.77 <0.01 8.02 (1.74-36.83)
Diabetes -0.80 15.05 0.59 0.44 (0.02-8.51)
Systemic arterial hypertension -16.08 0.93 0.08 0.20 (0.03-1.24)
Cancer -0.65 11.56 0.57 0.51 (0.05 - 5.00)
(ardiacinsufficiency -0.10 10.91 0.92 0.90 (0.10-7.68)
Stroke 20.34 0.948 0.03 7.64 (1.19-49.03)
Immunosuppression 0.65 12.04 0.58 1.92 (0.18-20.36)
Chronic obstructive pulmonary disease -20.60 12.89 0.11 0.12 (0.01-1.59)
AIDS 11.22 21.38 0.59 3.07 (0.04-20.31)
Alcohol use disorder 0.57 154 0.70 1.77 (0.08-36.37)
Constant -10.315 0.41 0.01

(195%: 95% confidence interval. In bold, significant p-values are highlighted.
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DISCUSSION

Lethality incidences have varied around the world due to
different definitions of sepsis and criteria that can be used to
diagnose the patient. The incidence of overall lethality in our
study at TO was 27.3%, while in the follow-up we observed
incidences of 10.6% for T30, 15.0% for T180, and 26.9% for
T365.These incidences are in agreement with a global study
of epidemiological data on sepsis that reported a lethality rate
of 17% in cases of sepsis and 26% in cases of severe sepsis.©
On the other hand, our findings for the incidence of lethality
are lower when compared to a study conducted in a hospital
in Pakistan, which identified a lethality rate of 42%,” which
is justified because it is an institution with limited resources
in a country in development, in the institution evaluated in
the present study, which is private, has several resources in
technology and innovation for rapid care and rehabilitation
of these patients.

Comparing the deaths at each follow-up period,
readmission rates were high, 84.6% at 30 days, 68.8% at
180 days, and 57.1% at 365 days, which is justified due to
the reduction in the sample, during this cohort and because
the readmissions were of patients with greater severity in the
post-sepsis health condition. In this context, a study showed
that patients with comorbidities before the diagnosis of
sepsis tend to be readmitted early and their predictive value
of lethality in one year ends up being higher due to the
necessary resources of the health system for their survival.
® A retrospective cohort analysis also reported that 30% of
readmissions observed were due to sepsis again and another
60% were due to other infections, showing that the morbidity
of sepsis is high even after hospital discharge.”

Among septic patients, the presence of comorbidities was
analyzed in the incidence of death. CKD and neuromuscular
disease showed independent associations with the outcome
of death, in addition, the presence of comorbidities was
associated with therisk of lethality for sepsisin a previous study.
19 However, other comorbidities observed in patients, such
asdiabetes (27.3%), cancer (23.7%), and immunosuppression
(11.3%), were not significantly associated with the outcome of
death in the sample evaluated in the present study, however,
other studies have shown that these comorbidities can
interfere with the sepsis recovery process, worsening the
condition of the disease and consequently leading to a
greater probability of death.1"'2

There are no comparative data in the literature regarding
lethality rates in elderly patients with sepsis, due to the

discrepancy of information in existing analyses."® Most of
the existing epidemiological studies concerning lethality
associated with sepsis are carried out in short-term
outcomes, ™ in contrast, in the present study, statistical
significance was detected in the comparison of the age
variable concerning death at all follow-up times in up to
365 days, in addition to age =82 years being a significant
predictor for the death in septic patients, which is consistent
with other studies that show that elderly patients are more
susceptible to infections and require greater care due to the
multifactorial risk associated with age.121319

LOS (=12 days) and stroke were associated with
readmissions at T180 and T365. Longer LOS and vascular
disease associated with readmission for sepsis were reported
in the previous study. 1¢'® This study has some limitations,
such as loss of sample along the time (24.5% for T30, 12.0%
forT180, and, 25.0% forT365) and the absence of survival and
readmission data, which often do not occur in the hospital
institution evaluated.

Predictive variables for lethality were older age (=80
years), CKD, or neuromuscular diseases, in addition to high
lethality incidence values when compared to hospital
readmission. Also, LOS (=12 days) and stroke were associated
with readmissions at T180 and T365. These predictors are
clinically important to predict lethality and readmission in
the sepsis hospital context. As this is one of the few studies to
assess lethality and clinical characteristics of septic patients up
to 365 days after hospital discharge, we show the importance
of maintaining long-term of septic patients to increase
the survival of those who are in the highest-risk group for
evolution to death, bringing value to the institution in the care
of these patients, reducing costs, and optimizing treatments.
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Resumo

Introducéo: A Covid-19 é uma doenca viral causada por uma cepa de coronavirus descoberta em dezembro de 2019 em Wuhan, China. Dentre os
testes laboratoriais, o RT-gPCR é considerado padrao ouro, pois permite a deteccdo de RNA viral mesmo que a carga viral seja baixa. Objetivo: Avaliar a
soroconversao em pacientes que receberam diagnéstico laboratorial de SARS-CoV-2. Métodos: Estudo retrospectivo correlacionando testes sorolégicos
de 143 pacientes com exames de RT-qPCR e/ou teste rapido de antigeno para diagnoéstico laboratorial de Covid-19 realizados entre marco de 2020
a fevereiro de 2021. Resultados: Hd maior nimero de testes de antigenos em que resultados para IgG e IgM se encontram acima de um limiar em
comparagao com testes de RT-gPCR. H4 uma chance maior de niveis de IgG serem considerados reagentes pelo uso de sorologia quantitativa do que
pelo teste rapido, sem diferencas para niveis de IgM. Sexo e idade ndo influenciam os resultados de forma significativa, a excecdo do fato de que homens
apresentaram maior nivel de IgM em comparacéo ao das mulheres por deteccao em sorologia quantitativa. Conclusao: Testes de deteccao de antigenos
positivos séo facilmente correlacionados com soroconversao, possivelmente em razao da estimulacao imunolégica causada pela presenca da particula
viral em maiores quantidades nos individuos infectados.

Palavras-chave: Covid-19. SARS-CoV-2. Soroconverséo. Sorologia. Reagcdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Via Transcriptase Reversa.

Abstract

Introduction: Covid-19 is a viral disease caused by a strain of coronavirus discovered in December 2019 in Wuhan, China. Among laboratory tests, RT-
gPCRis considered the gold standard, as it allows the detection of viral RNA even if present at very small amounts. Objective: To evaluate seroconversion
in patients with laboratory diagnosis of SARS-CoV-2. Methods: Retrospective study correlating serological tests of 143 patients with RT-qPCR exams
and/or rapid antigen test for laboratory diagnosis of Covid-19 carried out between March 2020 and February 2021. Results: We found there is a greater
number of antigen tests where results for IgG and IgM are found above a threshold in comparison to RT-qPCR tests. There is a greater chance for IgG
levels to be considered reagent due to quantitative serology rather than through rapid tests, with no differences for IgM levels. There was no difference
between quantitative serology tests IgG and IgM reagent tests compared to RT-gPCR. Sex and age do not influence the results in a significant manner,
with the exception of the finding where males show higher IgM levels in comparison than females when detection is carried through quantitative
serology. Conclusion: Antigen detection tests have a greater chance to be correlated with seroconversion in patients, likely due to immune stimulation
caused by the presence of the viral particle in larger amounts in infected individuals.

Keywords: Covid-19. SARS-CoV-2. Seroconversion. Serology. Real-Time Polymerase Chain Reaction via Reverse Transcriptase.
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INTRODUCAO

A Covid-19, doenca viral causada por uma cepa de
coronavirus descoberta em dezembro de 2019 na cidade
de Wuhan, China," é responsavel por promover casos de
sindrome respiratéria aguda grave (SRAG), apresentando
rapida disseminacdo e tornando-se pandémica? e um grave
problema de sauide publica mundial.*3 Até o dia 30 de marco
de 2023, foram confirmados 761.402.282 casos de Covid-19
no mundo,” sendo que, até a mesma data, o Brasil ja somou
mais de 37.145.514 casos confirmados e 699.634 dbitos.”

O agente etioldgico é o coronavirus da sindrome respira-
toria aguda grave do tipo 2 (do inglés SARS-CoV-2), perten-
cente a familia Coronaviridae.*® A infeccao pelo SARS-CoV-2
se inicia quando a glicoproteina Spike (S) se liga ao receptor
da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) na superficie
da célula alvo e a protease serina transmembranar do tipo
Il, codificada pelo gene TMPRSS2 cliva a glicoproteina S,
causando uma mudanca conformacional na particula viral
e ocasionando a fusdo com a membrana da célula.”

Dados epidemioldgicos sugerem que o modo de trans-
missao mais comum para o SARS-CoV-2 ocorre por contato
com goticulas expelidas durante a fala, tosse ou espirro,
sendo também possivel a propagacao viral via goticulas de
aerossol presentes em superficies.®’ Os periodos de incuba-
¢ao do Covid-19 diferenciam-se de acordo com a variante
correspondente, sendo 5 dias para Alpha, 4,5 dias para Beta,
4,41 dias para Delta e 3,42 dias para Omicron, apresentando
periodo médio de incubacao de 6,57 dias.”

Pacientes sintomaticos de Covid-19 podem apresentar
manifestacoes clinicas, que variam de brandas a criticas. Os
sinais e sintomas sao diferentes, dependendo do paciente,
mostrando febre, fadiga, tosse, producdo de escarro e falta
de ar como os mais comuns.® Além disso, também foram
observados sintomas menos comuns como dor de garganta,
dor de cabega, fraqueza, confusao e aperto no peito,*® bem
como ndausea, vomitos, diarreia e complicacdo gastrointes-
tinal.®'9 Pacientes com comorbidades, como hipertensao,
diabetes e doenca cardiaca coronariana, apresentam risco
substancialmente maior para desenvolver sindrome respi-
ratéria aguda grave.™

A resposta imunoldgica inicial ao SARS-CoV-2 é depen-
dente do reconhecimento de estruturas virais, como proteinas
do capsideo e RNA viral, por receptores do tipo Toll (TLR)
e receptores do tipo RIG no interior de células infectadas
durante a replicacédo viral."? Com isso, sao gerados fatores

de transcricdo que promovem a producdo de mediadores
inflamatdrios como os interferons (IFN) do tipo | e Il, genes
estimulados por interferon, citocinas inflamatdrias e qui-
miocinas, que desencadeiam a defesa antiviral inicial.(2'¥
Linfocitos TCD4+ e TCD8+ sao ativados, gerando resposta
antiviral mais efetiva e especifica. A resposta funcional de
linfécitos TCD4+ foi identificada como uma resposta classica
T auxiliar 1 (TH1) contra a glicoproteina S, de membrana
e de nucleocapsideo,' além de mediar a produgao de
anticorpos pelas células B e aumentar a resposta efetora das
células TCD8+ e natural killer (NK) durante a infeccao viral.
Essa cadeia de eventos promove a eliminagao e resolucao
da doenca na maior parte dos casos. Nos casos mais graves
pode-se observar uma resposta hiperinflamatéria com a
presenca de alteragbes laboratoriais importantes."®

Com isso, a identificacdo dos pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2, bem como dos pacientes que desenvolveram a
memoria imunoldgica, é essencial paraimpedir a dissemina-
cao dainfeccdo viral, além de facilitar o acompanhamento da
evolucdo da doenca. Desta forma, o diagndstico é composto
pela histdria epidemioldgica, quadro clinico e exames labora-
toriais, como a reacdo em cadeia da polimerase com transcri-
caoreversaem tempo real (RT-qPCR), deteccdo de antigenos
e anticorpos por imunocromatografia, imunofluorescéncia,
imunoabsorcdo enzimatica e quimioluminescéncia.”

Dentre os testes laboratoriais, o RT-qPCR é considerado
padrao ouro, pois permite a deteccao de RNA viral em
amostras de secrecoes de nasofaringe e orofaringe'®'® com
especificidade proxima de 100%.%% A sensibilidade dessa
técnica atinge o pico entre 4 a 5 dias apds a infeccao (92,7%)
e permanece acima de 88% entre o0 5° e 0 14° dia,” variando
segundo a dinamica viral e o tipo de amostra que foi coletada
(nasofaringe, escarro ou lavado bronco-alveolar).?" O teste
rapido de antigeno atualmente é uma excelente alternativa
na rotina diagnodstica da infeccdo por SARS-CoV-2, pois é
facilmente aplicavel e com resultado rapido apresentando
sensibilidade varidvel em pacientes assintomaticos (41,2%)
versus sintomaticos (80,0%), em ambos os casos com alta
especificidade (acima de 98,4%).2?

Os testes soroldgicos sao utilizados para rastreamento
populacional em busca daimunidade de rebanho e para inferir
a probabilidade de uma nova infeccdo. De maneira geral, cerca
de 40% a 50% dos individuos infectados produz anticorpos
ao SARS-CoV-2 apos 7 dias de infeccdo, enquanto a maioria os
desenvolve em 14 dias.?® Entretanto, estudo recente detectou
anticorpos da classe IgM e IgG 5 dias apoés a infec¢do.?+>
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Outro estudo evidencia taxas de soroconversao para IgM e
IgG de 82,7% e 64,7%, respectivamente, com tempo médio de
12 (IgM) e 14 dias (IgG) para que ocorra a soroconversao.? A
utilizacao de testes soroldgicos para triagem ou diagnéstico de
infeccdo recente pode ocasionar resultados falsos negativos,
devido ao periodo de janelaimunoldgica para a produgao de
anticorpos, que pode variar de 5 a 15 dias, dependendo da
concentragdo viral, genétipo viral,imunidade e caracteristicas
genéticas do individuo infectado.

O entendimento da relacédo taxa de soroconversao de
individuos expostos ao virus versus exames para deteccao
de antigenos (RT-qPCR e imunocromatografia), ainda que
ja bastante explorado como descrito na literatura cientifica,
pode ainda ser expandido pela avaliacdo de dados em
populagdes especificas. Com isso, € objetivo deste trabalho
avaliar a taxa de soroconversdo de pacientes diagnostica-
dos com SARS-CoV-2 e correlaciona-la com o tipo de teste
diagnéstico utilizado.

METODOS

Desenho do estudo

Foram analisados, de forma retrospectiva, os resultados
provenientes de individuos que fizeram pesquisa para detec-
¢ao de Covid-19 em um laboratério na cidade de Sorocaba —
SP, que apresentavam exames de RT-qPCR e/ou teste rapido de
antigeno para diagndstico laboratorial de SARS-CoV-2 entre
marco de 2020 a fevereiro de 2021. Os resultados utilizados
nas analises deste estudo sdo provenientes de individuos
ndo vacinados, em que a soroconversao ocorreu por contato
natural com o virus SARS-COV-2. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisas (CEP) sob nimero CAAE
47300621.0.0000.5500.

Procedimento

Para este levantamento, inicialmente os dados de 143
individuos foram analisados tendo como critérios para sele-
cao teste de RT-gPCR e deteccdo de antigenos positivos. Os
dados foram divididos em relacao ao tipo de teste de swab e
a sua positividade ou negatividade. Com isso, os resultados
laboratoriais dos participantes foram utilizados para gerar
uma tabela de dados omitindo sua identidade, para que
a analise fosse realizada de forma cega pelos membros da
pesquisa. Apos a coleta dos dados, analises estatisticas espe-
cificas foram realizadas para correlacionar os dados obtidos.

Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa
GraphPad Prism 7°. A verificacao da distribuicao normal das
variaveis quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-S-
mirnov e Shapiro-Wilk. As variaveis continuas que nao apre-
sentaram distribuicdo normal foram expressas em mediana
junto com intervalo de confianca da mediana e analisadas
pelos testes U de Mann-Whitney para comparacdo de dois
grupos independentes ou Kruskal-Wallis para analise de trés
ou mais grupos. Analises de variaveis categoéricas foram ava-
liadas por teste exato de Fisher e por testes Qui-quadrado. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando p<0,05.

RESULTADOS

Os dados utilizados para analise nesta pesquisa foram
provenientes de testes para diagnéstico de Covid-19 em
individuos submetidos aos exames de RT-qPCR e/ou teste
rapido de antigeno para deteccdo do SARS-CoV-2. Dos 143
individuos testados, 56 pertenciam ao sexo feminino e 87
ao sexo masculino. Com relacao a faixa etaria, 55 indivi-
duos apresentaram idade entre 18 a 35 anos, 67 tinham
idade entre 36 a 55 anos e 21 com idade acima de 56 anos.
Dados provenientes de sujeitos com idade entre 0 e 17 anos
foram descartados, uma vez que a resposta antigénica ao
SARS-CoV-2 em criangas e adolescentes é sabidamente
diferente da presente em adultos.?” Quanto ao tipo de teste
para deteccédo da infeccdo, 24 fizeram o teste para deteccao
de antigeno e 119 o teste de RT-qPCR. Para a deteccao de
imunidade contra o SARS-CoV-2, 115 individuos fizeram o
teste soroldgico quantitativo e 28 o teste rapido (Tabela 1).

Mediante analise dos dados acerca do tipo de teste para
deteccao da infeccao, foi verificado que dentre os 24 indivi-
duos que fizeram o teste de antigeno, 22 foram reagentes e
2 nao reagentes para IgM, ao passo que para IgG, 23 foram
reagentes e 1 ndo reagente. Em relacdo ao teste de RT-qPCR,
dos 119 participantes que fizeram o teste, 52 foram reagentes
e 67 nao reagentes para IgM, ao passo que 45 foram rea-
gentes e 74 nao reagentes para deteccao de IgG. Assim, ha
significativamente 0,07056 mais chances de pacientes que
realizaram RT-qPCR apresentarem IgM reagente em relacao
aos pacientes que realizaram teste de antigeno (Figura 1A);
da mesma forma, a chance para IgG é 0,02644 comparando
0s mesmos grupos de pacientes (Figura 1B).
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Ndmero de pacientes participantes do estudo agrupados por sexo e idade e estratificados conforme tipo de teste de deteccdo da infecgdo e tipo de teste para deteccao

de imunidade.
Dado analisado Ne de individuos Dado analisado Ne de individuos
Sexo Teste de deteccdo da infeccdo
Feminino 56 Teste de antigeno 24
Masculino 87 Teste de rRT-PCR 119
Faixa etdria Teste de deteccdo da imunidade
18 a 35 anos 55 Sorologia quantitativa 15
36a55anos 67 Teste répido 28
>56 anos 21
A B
8014 804

3 604 El Reagente 2 60+

=] = =

S | N&o reagente S

2 404 g 40-

£ £

5 i . — % i .

0' T T 0' T T
PCR Teste de antigeno PCR Teste de antigeno
p <0,0001 p <0,0001
OR =0,07056 OR =0,02644

Cl =10,01602; 0,2936]

Cl =[0,002522; 0,1577]

Andlises de contingéncia comparando pacientes reagentes ou ndo paralgM (A) e IgG (B) estratificados conforme teste de deteccao da infeccao pelo virus SARS-Cov-2 realizado.

Quanto ao tipo de teste para deteccao da imunidade,
115 individuos fizeram o teste de sorologia quantitativa
apresentando 57 resultados reagentes e 58 nao reagentes
para IgM, enquanto paralgG 59 resultados foram reagentes e
56 nao reagentes. Com relacdo ao teste rapido, 28 individuos
fizeram o teste sendo 17 reagentes e 11 ndo reagentes para

IgM. Para IgG, 8 sdo reagentes e 20 nao reagentes. A chance
de IgM ser detectada em individuos que realizaram sorologia
quantitativa ndo é significativamente diferente da chance
em individuos que realizaram teste rapido (Figura 2A), mas
para IgG a chance é significativamente 2,634 vezes maior
(Figura 2B).
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Andlises de contingéncia comparando pacientes reagentes ou ndo para IgM (A) e IgG (B) estratificados conforme teste de deteccdo da imunidade contra o virus SARS-

Cov-2 realizado.

Ao serem avaliados os dados de sexo e idade utili-
zando andlises de contingéncia foi possivel verificar que,
em relacdo ao sexo, dos 56 participantes do sexo feminino
30 foram reagentes e 26 nao reagentes para IgM; para IgG
foram 31 reagentes e 25 nao reagentes. Com relacao ao
sexo masculino, dos 87 individuos analisados, 44 foram
reagentes e 43 ndo reagentes para IgM. Para IgG, 37 foram
reagentes e 50 ndo reagentes. (Figura 3A e 3B). Quanto
a idade, dos 55 individuos entre 18 a 35 anos que foram
testados, 27 eram reagentes e 28 ndo reagentes para IgM
e 26 reagentes e 29 ndo reagentes para IgG. Na faixa etaria
dos 36 aos 55 anos, dos 67 participantes, 38 eram reagentes
e 29 nao reagentes para IgM e 35 reagentes e 32 nao rea-
gentes para IgG. Para os 21 participantes com mais de 56
anos, 9 foram reagentes e 12 nao reagentes para IgM; para
IgG, 7 foram reagentes e 14 nédo reagentes. As chances de

que tanto IgM quanto IgG sejam detectadas em maior ou
menor quantidade em individuos agrupados por sexo ou
poridade é estatisticamente a mesma para todos os grupos
comparados (Figuras 3A a 3D).

Por fim, verificou-se que os valores absolutos de IgM e
IgG detectados mediante sorologia quantitativa sofreriam
alguma influéncia do sexo e da idade nos individuos ana-
lisados. Foram obtidos 20 valores para individuos do sexo
masculino e 19 para individuos do sexo feminino. Os valores
de IgM foram significativamente maiores em homens do que
em mulheres (Figura 4A), mas nao os valores de IgG (Figura
4B). Separando-se os valores poridade, tem-se 15 individuos
até 35 anos, 21 para individuos até 55 anos e 3 para indivi-
duos acima de 55 anos; ndo ha diferenca significativa entre
os valores de IgM e IgG quando os valores sdo agrupados
por idade (Figuras 4C e 4D).
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Andlises de contingéncia comparando pacientes reagentes ou nao para IgM (A e C) e IgG (B e D) anti-SARS-CoV-2 estratificados conforme sexo e idade.

RBAC. 2023;55(3):209-217
214




Incidéncia de soroconversdo em pacientes com diagnostico laboratorial de SARS-CoV-2 | Terciani MLA, Santos GSR, Barros PM,
Carvalho FCC, QOliveira-Filho LA, Barioni ED, Rocha GHO, Nascimento BB, Oliveira RTD

A
20+ *
— 154
d
£
2 10-
=
2 5
—1
Masculino Feminino
C
20+
—_ 154
d
£
2 10-
=
=)
L= 5
0 T
18 -35 35-55 55+

B
1501
) i
§ 100
o
<
S 504
0' T
Masculino Feminino
D
1501
) i
g 100
o
< |
S 504
0_
18 - 35 35-55 55+

Testes de hip6tese comparando mediana dos valores absolutos de IgM (A e C) e de IgG (B e D) anti-SARS-Cov-2 de individuos estratificados conforme sexo e idade.

Resultados mostrados como mediana e seu intervalo de confianca. *p<0,05.

DISCUSSAO

De acordo com os dados analisados por este trabalho,
foi possivel verificar que o teste de antigeno apresentou
maior correlacao para testes reagentes de IgG e IgM quando
comparado as analises de RT-qPCR. Segundo Scohy et al.,®
o teste de antigeno é capaz de detectar o SARS-CoV-2 com
alta sensibilidade em amostras nasofaringeas com alta carga
viral, equivalente a pelo menos 1,7 x 10° cdpias/mL, mas a
sensibilidade diminui quando a carga viral é baixa, equiva-
lente a 9,4 x 10% cépias/mL, que muitas vezes é o caso em
individuos que desenvolvem a Covid-19. Segundo estudos
de Mak et al.,* o teste de antigeno é menos sensivel que o

RT-gPCR. Os resultados negativos do teste de antigeno nédo
podem excluir a infeccdo pelo SARS-CoV-2 com confianca
e devem ser confirmados por teste de RT-qPCR. Segundo o
autor, o teste de antigeno detecta o SARS-CoV-2 com alta
carga viral, porém poucos pacientes possuem esta carga viral
alta, o que pode afetar a performance do teste.

Com relagao a soroconversao, Krittgen et al.®” relataram
que o tempo médio de soroconversdo para IgM e IgG foi de
12 e 14 dias, respectivamente. A presenca de anticorpos foi
<40% entre os pacientes na primeira semana de sintomas,
aumentando rapidamente para 94,3% (IgM) e 79,8% (IgG) 15
dias apos o inicio da sintomatologia. Desta forma, podemos
afirmar que, dependendo do dia em que o teste for realizado,
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pode ser observada maior quantidade de antigeno do que
de anticorpo. Se o teste de RT-qPCR for feito antes do 12° dia
seu resultado néo sera reagente.®"

No presente estudo ndo encontramos diferenca signifi-
cativa entre os testes de sorologia quantitativa e teste rapido
para IgM. Entretanto, ao analisarmos os dados referentes a
IgG, foi verificado que a chance de IgG ser detectada em
testes de sorologia quantitativa é maior do que em testes
rapidos. Segundo estudos, os exames sorolégicos nao sao
recomendados para utilizacdo em diagnostico da infeccao
pelo SARS-CoV-2, pois o tempo de aparecimento de IgM
e IgG é varidvel e também estd relacionado a gravidade
da infeccdo, com maiores niveis de IgG em infeccbes mais
graves.?® Com o teste rapido, a infec¢ao por Covid-19 ndo é
detectada em pacientes na fase inicial ou tardia da infeccao
associada a uma baixa carga viral. Amostras com valores de
carga viral baixa geralmente ndo permitem a cultura do virus,
indicando baixa infectividade.®® Com isso podemos observar
que o teste RT-qPCR e o teste de antigeno continuam sendo
melhores para o diagndstico de Covid-19. Porém, uma das
vantagens de se usar testes sorolégicos é que sao Uteis para
fins de rastreamento epidemioldgico. Estudo de soropre-
valéncia realizado no Brasil com 2.587 voluntarios mostrou
4% de positividade geral de IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 em
que 23,7%, 11,4% e 64,9% foram positivos para IgM, IgG ou
IgM+IgG, respectivamente.®?

As comparagdes da soroconversao com dados relaciona-
dos a sexo e idade mostraram ndo haver diferenca significativa
entre mulheres e homens, bem como para as diferentes faixas
etdrias separadas neste estudo. Além disso, também nao
encontramos diferencas significativas na taxa de soroconver-
sdo entre faixa etaria com o teste de sorologia quantitativa,
mas para o sexo foi encontrado que os homens apresentaram
maior nivel de IgM em comparac¢ao ao das mulheres. Nossos
resultados estdo em linha com o estudo publicado por Amo-
rim Filho et al.,®? no qual também néo foram encontradas
diferencas significativas entre soroconversao de homens e
mulheres. Entretanto, neste mesmo estudo, foi reportado
soroconversao mais rapida paralgM e IgG nos individuos com
idade superiora 65 anos de idade, com presenca dos anticor-
pos citados 6 dias apds o aparecimento dos sintomas, ao passo
que nos individuos com idade inferior a 65 anos de idade a
soroconversao ocorreu em média 8,5 a 11 dias apds inicio da
sintomatologia. Da mesma forma, nos estudos conduzidos
por Klein et al.*® e Gorse et al.,®¥ individuos idosos (60 a 85
anos) apresentaram maiores titulos de anticorpos quando
comparados a individuos jovens (21 a 40 anos), sugerindo

que os primeiros participantes teriam tido um maior nimero
de exposicdes anteriores a coronavirus, 0 que provocaria
uma respostaimune precoce e de maior intensidade quando
comparado com o segundo grupo de participantes.

Como limitacdo do presente estudo, ha menos indivi-
duos que realizaram teste de antigeno do que aqueles que
realizaram teste de RT-qPCR, contudo este fator é contor-
nado pelos testes de odds-ratio realizados naturalmente e
nao compromete a validacdo dos dados. Este fator deve ser
considerado ao se observarem os resultados.

CONCLUSAO

Neste estudo podemos observar que individuos que
apresentaram resultados positivos em testes de deteccao de
antigeno tém maiores chances de apresentarem resultados
reagentes para deteccao de IgM e IgG em comparagao aos
individuos que realizaram testes de RT-qPCR. Além disso,
a probabilidade de resultados reagentes para IgM serem
obtidos a partir de testes rapidos ou de testes de sorologia
quantitativa € a mesma, porém diferente para IgG, em que ha
maior probabilidade de resultados reagentes para IgG serem
detectados via teste rapido quando comparados a sorologia
quantitativa. Desta forma, é possivel observar como resultados
positivos para deteccao de antigenos permitem inferir maior
taxa de soroconversao em pacientes devido, provavelmente,
a maior estimulacdo imunolégica promovida por maiores
cargas de particula viral nos individuos infectados.
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Abstract

Objective: This study aimed to compare two methods of treating drug misuse. Methods: This study compared 2 methods of treatment of crack addiction
available in the public health system in Brazil: [1] Center of Psychosocial Care (CAPS), which is based on harm reduction; and [2] Therapeutic Community
(CT), that is based on total abstinence. Blood samples were collected for dosing Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Nerve Growth Factor (NGF)
and Neuron Specific Enolase (NSE), after 3 months of treatment. Results: CAPS patients had older age and more history of depression and psychosis
than CT patients. BDNF levels were decreased and NGF increased in CAPS group. CT group showed increased NSE levels. Differences in BDNF, and NGF
between CAPS and CT results may have happened due to older age and higher severity of psychiatric conditions among CAPS patients. Increased NSE
levels among CT patients depicts that drugs' detoxification can be a risk factor for this marker. Conclusion: Considering the problematic field of drugs of
abuse, with an emphasis on crack, it was concluded that a methodological proposal of treatment, regardless of its approach, needs to offer care with a
biopsychosocial approach and in the perspective of integrality.

Keywords: Biological Markers; Biochemistry; Biomarkers

Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi comparar dois métodos de tratamento para individuos dependentes de drogas. Métodos: Este estudo comparou dois
métodos de tratamento do vicio em crack disponiveis no sistema publico de satide no Brasil: [1] Centro de Atencao Psicossocial (CAPS), baseado na reducao
de danos; e [2] Comunidade Terapéutica (CT), baseada na abstinéncia total. Foram utilizados a Entrevista Clinica Estruturada para Disttrbios DSM (SCID)
e Teste de Triagem de Envolvimento com Alcool, Fumo e Substancia (ASSIST). Foram coletadas amostras de sangue para dosagem de Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF), Fator de Crescimento Nervoso (NGF) e Enolase de Neuronio Especifico (NSE), apés 3 meses de tratamento. Resultados: Os
pacientes do CAPS tinham idade mais avancada e mais histéria de depresséo e psicose do que os pacientes com TC. Os niveis de BDNF diminuiram e o
NGF aumentou no grupo CAPS. O grupo CT mostrou niveis aumentados de NSE. Diferencas nos resultados BDNF e NGF entre os resultados do CAPS e da
TC podem ter ocorrido devido a idade avancada e maior gravidade das condi¢des psiquidtricas entre os pacientes do CAPS. Niveis aumentados de NSE
entre pacientes com TC mostram que a desintoxicacdo dos medicamentos pode ser um fator de risco para esse marcador. Conclusao: Considerando o
campo problematico das drogas de abuso, com énfase no crack, concluiu-se que uma proposta metodolégica de tratamento, independentemente de
sua abordagem, precisa oferecer cuidados com uma abordagem biopsicossocial e na perspectiva da integralidade.
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INTRODUCTION

In Brazil, as well as many other countries, drug misuse in
general,and also crack addiction, in particular, are expanding
in an alarming rate.’2. All over the world, substance use
disorder remains a condition of difficult approach, with a very
high rate of unsuccessful treatment and severe implications
on the whole Society.® In this context, studying the outcomes
of harm reduction and abstinence approach is of great
value, for improving both methods in the future. The socio-
demographic profile of crack users in Brazil comprises mostly
young adults with an average age of 30 years, unemployed,
with low education and income, from dysfunctional families.
Usually, the patient who is addicted to crack has a history of
multiple substances use disorder.“* The most conventional
treatment for drug usersin abstinence is usually in a psychiatric
sector of a hospital, including all the standard medical and
psychosocial support, both public and private health systems
can hardly provide access for all the population in need.®

The Federal Government has given priority to outpatient
care and reduced the number of hospital beds in psychiatric
sectors all over the country, both for financial and ideologjical
reasons.® OQutpatient care is represented in the public health
system, by the Centers of Psychosocial Care (CAPS). CAPS are
defined as daycare outpatient services and are divided into care
modalities,among them the CAPS ad is intended for the care of
patients with disorders resulting from the use and dependence
of psychoactive substances.” The government has permitted
the existence of Non-Governmental organizations that offer
“inpatient” care an alternative treatment based on total
isolation of the outside world in a clinic, where there is little
or, more frequently, no conventional medical/psychosocial
care and thus, no medication is administered to the patients.
® These places are called Therapeutic Communities (CT).

Research correlating neurobiological factors, chemical
dependence, and changes in that remain scarce, thus,
opening a new investigation field. Itis known that psychiatric
disorders are also associated with the levels of neurotrophins,
afamily of proteins that regulate several aspects of neuronal
development and functions, including the formation of
synapses and synaptic plasticity. The main neurotrophins,
among mammals, are neuronal growth factor (NGF) and
brain-derived neurotrophic factor (BDNF). The present study
aimed to compare two methods of treating drug misuse:
Total Abstinence, offered at a CT versus Harm Reduction,
offered at CAPS.®

MATERIAL AND METHODS

This is an observational case-control study. Patients
were allowed to quit the research at any time, without any
loss in their treatment process or the privacy of their data.
The project was approved by the Ethics Committee of the
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) by protocol
number 208.255-28/02/2013.The groups were: CAPS and CT
(Baseline, 7 days, and 3 months). To the biochemical analyzes
were added the group of healthy controls from the blood
collection laboratory and matched by age and gender.

The subjects of the present research were selected
according to proper inclusion criteria, in two places for
treatment of substance addiction in the city of Criciuma,
State of Santa Catarina, Brazil. The CAPS for Alcohol and Other
Drugs (CAPS-ad) was one of the places, and the other a CT.

The sample of the study was selected according to the
following criteria: age 18 years or over, being in treatmentin
one of the institutions named above, minimum of 5 years of
schooling (thus, illiteracy was a criterion of exclusion), score
Alcohol, Smoking, and Substance Involvement Screening
Test (ASSIST) (measuring drug use) equal or superior to 16,
voluntarily accepting participating the study, and having
the use of crack as the most used substance (in quantity
and frequency); but the use of other substances was not an
exclusion criterion.?

During 18 months, the patients of the present study were
selected and subjected to tests. The present study included
49 patients, being 21 in the CAPS and 28 CT group, and 16
healthy controls. The invitations were done in person by the
researchers in the institutions. The individuals who fit the
inclusion criteria and signed the Informed Consent were
evaluated for substance misuse by applying the ASSIST
(Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening
Test) score, and the patients who reached 16 points or more
were classified as possibly drug-dependent, and eligible for
the study. After the inclusion, the following evaluations were
proposed to the patients:

(1) Evaluation of psychiatric conditions by the Structured
Clinical Interview for DSM Disorders (SCID-I).1"?

ASSIST. A structured questionnaire containing eight
questions on nine classes of psychoactive substances
(tobacco, alcohol, marijuana, cocaine, and others). The
questions address the frequency of use in life and the last
three months, problems related to use, concern about
the use by people close to the user, loss of performance

(2)
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of expected tasks, unsuccessful attempts to cease or
reduce use, feeling of compulsion and use by injection.
Each response corresponds to a score, from 0 to 4, and
the total sum can vary from 0to 20. The score range from
0to 3is considered as indicative of occasional use, from
4 to 15 as indicative of abuse and > 16 as suggestive of
dependence.?

(3) Biochemical analysis: Blood samples were collected after
3 months of treatment, to detect long term alterations
of the treatments (but not short-term effects due to
drug abstinence syndrome). At the end of the interviews
and psychological testing, blood was collected and was
centrifuged at the Laboratory of Translational Psychiatry
(UNESQ). Then, we performed the analysis of plasma
levels of Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Nerve
Growth Factor (NGF) and Neuron Specific Enolase (NSE),
this was done analysis using kits commercially available
forimmunoenzymatic methods (ELISA -enzyme-linked
immunosorbent assay, Bioscience, San Diego, CA, USA).

For biochemical analyzes, the CAPS and CT groups stand
out, had another subdivision, had better results demonstrated,
and, therefore, deepened as discussions about the respect
of the findings of this study. Thus, forming the crack group

(CAPS plus CT) and the control group, without differentiating
as treatment methods in the first stage of this assessment.

RESULTS

In this work, a total sample was 49 men, of these 21 from
CAPS and 28 from CT. The mean age was 35 years, while the
CAPS group had an average of 41.5 years or the CT group was
26 years old (difference p <0.001). The average time of crack
use was 12 years, in the CAPS group or the average time was
17 years and in the CT group 10.5 years, with no statistically
significant difference (p = 0.14). The results of the Scoreno
ASSIST for cocaine remained with an average of 29 in the
general sample, without the CAPS 29 group and the CT 25.5
group (p = 0.32). The average value of the two groups and
isolated from them exceeded 16, indicating dependence.

Results for SCID-I scores are summarized in Table 1. The
present work showed no significant differences between
CAPS and CT groups in time of crack abstinence, alcohol use,
other addictions, current depression, Bipolar Disorder, current
suicidal ideation, and past suicidal ideation. The present work
found, however, that CAPS patients had significantly higher
scores (compared to CT group) of psychosis (p=0,02*) and
previous history of depression (p=0,03*).

Distribution of results regarding the qualitative variables of dependence and comorbidity according to SCID-I, presented in both institutions and the total sample.

e Mepeicommny - Toul chisqare s
Abstinence Time Up to 7 days 9(43%) 16 (57%) 25(51%) =098
Abstinence 3 Months or + 12 (57%) 12 (43%) 24 (49%) p=0,32
Alcohol Dependency Absence 6(29%) 14 (50%) 20 (41%) ¥=228
Present 15 (71%) 14 (50%) 29 (59%) p=0,13
Other dependece Absence 0(0%) 2(7%) 2(4%) ¥=156
Present 21(100%) 26 (93%) 47 (96%) p=0,50
Current Depression Absence 11(52%) 21(75%) 32(65%) ¥=271
Present 10 (48%) 7(25%) 17 (35%) p=0,10
Past Depression Absence 4(19%) 14 (50%) 18 (37%) =495
Present 17 (81%) 14 (50%) 31(63%) p=0,03*
Dysthymia Absence 15(71%) 24 (86%) 39(80%) ¥=022
Present 6 (29%) 4(14%) 10 (20%) p=0,29
Bipolar Disorder Absence 17 (81%) 25 (89%) 41 (86%) =041
Present 4(19%) 3(11%) 7 (14%) p=0,44
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Table 1 (continuagao)

s Teopiconmaiy - Toal chsqare st
Psychosis Absence 3(14%) 13 (46%) 16 (33%) ¥ =564
Present 18 (86%) 15 (54%) 33(67)%) P=0,02*
Current Absence 14.(67%) 20 (71%) 34(69%) ¥=123
Suicide Ideation Present 7 (33%) 8(29%) 15 (31%) p=0,72
Suicidal Absence 8 (38%) 15 (54%) 23 (47%) ¥=115
Past Ideation Present 13 (62%) 13 (46%) 26 (53%) p=0,28

Regarding the evaluation of BDNF, NGF, and NSE levels,
the findings of this study were divided into groups: 1) Control,
2) CAPS-crack group, and 3) CT-crack group. Figure 3A shows
that the reduction of BDNF levels was significantly different
only when compared to the CAPS-crack group (2,211 +0,15)
concerning the control group (2,602 + 0,06). No significant
difference was observed between the CT - crack and control

groups. In Figure 3B, NGF levels demonstrated a significant
increase only in the CAPS-crack group, and the CT-crack group
levels were not altered when compared to the control group.
Figure 3C shows a significant difference in NSE levels since no
difference was previously found.The CT - crack group (2,684
+ 0,14**) showed an increase in NSE levels in relation to the
CAPS - crack (1,895 +0,14) and control (2,103 £ 0,07) groups.
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Figure 1A, B, C

Evaluation of BDNF, NGF, and NSE levels between the control groups, CAPS - “Crack” and Therapeutic Community - “Crack” and Control Group.
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DISCUSSION

CAPS patients had significantly higher scores of previous
depression and psychosis. One important difference was in
the age, being CAPS patients significantly older than their
CT counterparts. Such differences, being CAPS patients older
and previously more affected by psychiatric conditions,
possibly induced long term alterations in their bodily and
neuronal metabolisms, which may no longer be reversed
by any treatment currently available.(>®

Cognitive deficit is related to alterations of neurotrophic
factors level such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
nerve growth factor (NGF). In this sense, we evaluate these
neurotrophins in subjects and our results showed that BDNF
levels were increased in CAPS group compared with the CT
group. BDNF is a peptide whose role is pivotal in neurogenesis
and cell survival. It is altered in conditions related to
psychological trauma,"® major depression disorder,?® and
bipolar disorder.?” Lower BDNF levels among CAPS patients
are likely to have been influenced by previous conditions like
a history of depression, and current higher psychosis scores as
well.?? However, as the amount of occasional use of alcohol,
drugs, and even adhesion to prescribed medications was not
monitored, it is impossible to infer which of these factors
may have influenced over the lower BDNF levels verified
among CAPS patients.

NGF levels were increased among CAPS patients. One
plausible hypothesis is alcohol occasional use,?® which was
presentamong CAPS patients and was impossible among CT
patients, because of the inherent isolation and hard control
of this method of treatment. Another possible cause of the
increased NGF levels is the use of certain antidepressants.?¥

NSE is a marker of neuronal damage since it is not
normally secreted by neurons.”> Our results are divergent
from the results of Kessler et al.,?? who found no differences
among chronic cocaine users and controls, regarding S100B
and NSE serum concentrations. Interestingly, patients from
CAPS did not have alterations in NSE and had higher scores
of psychoses, confirming a study of Schroeter et al.,*® who
found no alteration of NSE (but an increase in S100B protein)
in schizophrenic patients.

Our work has serious limitations, mostly the absence of a
control group of healthy individuals psychiatric evaluations,
and the absence of women in our sample. However, the
treatment of CT in complete isolation lacking any prescribed
orillicit drugs have some of the characteristics of a“positive
control” group. An overview of our results suggests that

most of them reflect, actually, the previous conditions of
our patients, rather than the kind of social or professional
treatment received. Interestingly, low BDNF levels, as found
in the CAPS group, are also a feature of depressed patients,
and patients of CAPS group had higher “past depression”
scores than CT patients. Differences in BDNF, and NGF between
CAPS and CT results may have happened due to older age
and higher severity of psychiatric conditions among CAPS
patients. Increased NSE levels among CT patients support
the hypothesis that total drug abstinence without medical
support is a risk factor for increased NSE levels.

CONCLUSION

In conclusion, both methods may have benefits and
harms according to the patients’ profile, which must be
addressed in futures studies.
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Resumo

Objetivo: Avaliar o perfil bioquimico laboratorial dos distirbios minerais e ésseos (DMO) em pacientes com doenca renal cronica (DRC) em hemodialise
em Belém-PA, em 2019. Métodos: Trata-se de um estudo transversal, retrospectivo, observacional, realizado no Laboratério Ruth Brazéo apds aprovacao
do Comité de Etica em Pesquisa, com coleta de dados referentes ao ano de 2019. Além dos marcadores ja mencionados, foram coletados também
idade, creatinina sérica e produto CaxP, para tracar o perfil dos pacientes. Resultados: 166 pacientes (55%) apresentaram niveis séricos aumentados de
Cal, o qual representa fator de risco independente para desfechos adversos. Niveis de vitamina D, P e PTH também estavam alterados em 85,8%, 56% e
60,6% dos pacientes, respectivamente. O hiperparatireoidismo secundario grave e a diminuicdo da vitamina D contribuem para a isquemia miocardica
e elevam mortalidade. Nesse contexto, o PTH pode ter efeitos diretos e indiretos no sistema cardiovascular, e seus niveis possuem nitida associacao
com calcificagdo vascular. O produto CaxP foi o Unico parametro com maioria dos pacientes dentro da normalidade. Conclusdo: O perfil bioquimico
laboratorial dos DMO-DRC em pacientes em hemodiélise demonstrou pouca adequacao aos valores recomendados pelas Diretrizes, com niveis séricos
alterados de Cal, P, PTH, FA e vitamina D na maioria dos pacientes.

Palavras-chave: Insuficiéncia Renal Crénica; Doenca Cronica; Didlise Renal

Abstract

Objective: To evaluate the biochemical laboratory profile of BMD in patients with CKD undergoing hemodialysis in Belém-PA, in 2019. Methods: This is a
cross-sectional, retrospective, observational study carried out at the Ruth Brazdo Laboratory after approval by the Ethics Committee in Research, with
data from the year 2019. In addition to the markers already mentioned, age, serum creatinine and CaxP product were also collected, to build the patient's
profile. Results: 166 patients (55%) had increased serum levels of Cal, which represents an independent risk factor for adverse outcomes. Levels of vitamin
D, P and PTH were also altered in 85,8%, 56% and 60,6% of patients, respectively. Severe secondary hyperparathyroidism and decreased vitamin D
contribute to myocardial ischemia and increase mortality. In this context, PTH can have direct and indirect effects on the cardiovascular system, and its
levels have a clear association with vascular calcification. The CaxP product was the only parameter with most patients within the normal range. Conclusion:
The biochemical laboratory profile of BMD-CKD in hemodialysis patients demonstrated little adequacy to the levels recommended by Guidelines, with
altered serum levels of Cal, P, PTH, ALP and vitamin D in most patients.
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INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) é considerada uma enfermi-
dade de elevada morbidade e mortalidade, e sua incidéncia
e prevaléncia em estagio avancado tém aumentado no Brasil
e em todo o mundo, sendo considerada atualmente, no
cenario mundial, um dos maiores desafios a saude publica.
1.2 Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, em 2017,
0 pais apresentava uma estimativa de 126.583 pacientes em
dialise.Em 2011, este nimero erade 91.314 e,em 2000, era de
42.695, com o numero de pacientes mantidos em programas
de didlise quase triplicando em menos de 20 anos.??

A associacao entre doenca renal e dssea é conhecida
desde o final do século XIX, porém, passou a ser mais com-
preendida nos tltimos 40, anos quando o tratamento dialitico
e o transplante renal prolongaram a sobrevida dos pacien-
tes com DRC. Este aumento de sobrevida permitiu que se
observassem as caracteristicas e a evolugcao da doenca dssea,
considerada uma das complicacdes que mais aumentam as
morbidades desses pacientes.®

Os disturbios na homeostase do célcio (Ca), do fésforo
(P) e do paratorménio (PTH), atualmente englobados sob a
nomenclatura de distirbio mineral e 6sseo da doenca renal
cronica (DMO-DRC), ocorrem precocemente nos pacientes com
DRC e desempenham papel fundamental na fisiopatologia
das doencas 0sseas que acometem esses pacientes.®® Tais
desordens do metabolismo sao modificaveis e seu controle vai
além da melhora da doenca éssea, reduzindo complicacdes
cardiovasculares secundarias a disfuncdo endotelial e miocar-
dica e a calcificacao vascular, principais causa de morbidade
e mortalidade na populagao com DRC em hemodialise.”

A fosfatase alcalina (FA) é uma proteina secretada por
osteoblastos e em outros tecidos do corpo, podendo ser
utilizada como marcador de remodelagdo éssea, inclusive
com melhor sensibilidade e especificidade da sua fracdo
6ssea em relagao ao paratormonio, segundo alguns estudos.
Também foi descrito que a anélise da FA combinada ao PTH
se mostrou melhor marcador para pacientes com auséncia de
hepatopatia e funcao hepatica normal.”? Conjuntamente, os
niveis séricos de PTH, Ca, P e FA sédo utilizados para orientar
o tratamento da DMO-DRC.®

Com base nisso, o presente estudo se mostra crucial frente
aescassez de pesquisas sobre a prevaléncia de DMO-DRC no
Brasil, especialmente na Regido Norte. Por tratar-se de um
disturbio que acomete diretamente a qualidade de vida dos

pacientes e aumenta o risco cardiovascular, acredita-se que
seja importante detectar o percentual de pacientes acome-
tidos.® Dessa forma, a pesquisa teve como objetivo avaliar o
perfil bioquimico laboratorial dos disturbios minerais e dsseo
em pacientes com doenca renal cronica em hemodialise, em
Belém-PA, no ano de 2019.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal, retrospectivo, observa-
cional, realizado no Laboratério Ruth Brazdo, em Belém - PA,
no periodo de agosto de 2019 a setembro de 2020. Foram
avaliados os laudos dos exames laboratoriais dos pacientes
nefropatas em tratamento hemodialitico no ano de 2019.
Foram incluidos todos os pacientes maiores de 18 anos
nefropatas em tratamento hemodialitico, cujos laudos dos
exames laboratoriais estiveram armazenados nos arquivos do
Laboratério Ruth Brazao. Foram excluidos todos os pacien-
tes que por qualquer razédo (legal ou ética) nao foi possivel
acessar os laudos dos seus exames.

No protocolo de pesquisa, foram coletados os seguintes
dados: aidade, os niveis de creatinina sérica, de calcio idnico
(Cal), de fosfatase alcalina (FA sérica), de 25-hidroxivitamina D
(25-OH-vitamina D), de paratorménio (PTH), de fosfato sérico
(P sérico) e o produto Ca total x Fosforo (para transformar o
Cal em total, se multiplicard o mesmo por 8). Os dados para
o preenchimento do questionario e banco de dados foram
retirados dos laudos dos exames laboratoriais que estavam
completos. Parafins de calculo da taxa de filtracao glomeru-
lar foi utilizada a formula de Cockcroft e Gault, a qual utiliza
como varidveis a creatinina plasmatica, o peso corporal, a
idade e 0 género.

Posteriormente, os dados foram organizados em pla-
nilhas, tabelas e graficos, e, em seguida, foi realizada a sua
analise estatistica.

ETICA

O estudo foi realizado segundo os preceitos da Decla-
racdo de Helsinque e do Cédigo de Nuremberg, respeitadas
as Normas de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Rs. CNS
466/12) do Conselho Nacional de Saude. Foi obtida aprova-
cdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do
Estado do Pard/ Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
sob Parecer de n° 3.766.231.
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DISCUSSAO

A doenca renal cronica é classificada em cinco estagios,
de acordo com a taxa de filtracdao glomerular (TFG), o que
ajuda a guiar as intervencdes terapéuticas e a monitoriza-
¢ao de complicagdes. Conforme esperado, a maioria dos
pacientes avaliados pelo estudo (72,85%) apresentavam-se
no estagio 5 da DRC (Tabela 1), ou seja, com TFG <15 mL/
min/1.73m? nivel em que o tratamento prevé a incluséo da
terapia de substituicao renal, seja na forma de hemodialise,
didlise peritoneal ou transplante renal.”’

Estadiamento, sequndo a taxa de filtragdo glomerular, dos pacientes com doenca
renal cronica em hemodidlise, em Belém — PA, no ano de 2019.

TFG N %

Estdgio 1 29 9,60
Estdgio 2 3 0,99
Estdgio 32 9 2,98
Estégio 3B 5 1,66
Estdgio 4 36 11,92
Estdgio 5 220 72,85

Fonte: Protocolo de pesquisa.

Quanto a idade (Tabela 2), observou-se a maioria dos
pacientes na faixa etéria entre 30 a 59 anos (50,3%) e 60 a 79
anos (36,4%). A idade, por si s6, atua como fator de risco para
doenca mineral 6ssea e ocorréncia de fraturas. Associando
isso a DRC, que traz consigo disturbios metabdlicos, menores
niveis de atividade fisica e diminuicdo da massa muscular,
percebe-se que esses pacientes estao em risco elevado para
o desenvolvimento de complicacées.®

Faixas etdrias dos pacientes com doenca renal cronica em hemodidlise, em Belém
—PA, noano de 2019.

Faixa etaria (anos) N %
18229 31 10,3
30a59 152 50,3
60a79 110 36,4
Acima de 80 9 3

Fonte: Protocolo de pesquisa.

Os niveis plasmaticos de calcio ionico (Cal), fésforo (P) e
paratormonio (PTH) sdo marcadores bioquimicos Uteis para
avaliar orisco de mortalidade na populagao de renais cronicos
e definira melhor abordagem terapéutica desses pacientes.
) Com relacao ao Cal (Tabela 3), 166 (55%) dos pacientes
obtiveram niveis aumentados em relacao ao recomendado
pelas Diretrizes Brasileiras de Pratica Clinica para o DMO-DRC,
com mediana de 1,35 mmol/L (p<0,05) (Tabela 4). Niveis
séricos de Cal acima dos limites normais representam uma
das desordens do DMO-DRC, correlacionadas com aumento
do numero de fraturas e da mortalidade, especialmente
associada a doenca cardiovascular. A exposicao excessiva
ao calcio, seja pela dieta, medicagdes ou dialisado, pode ser
prejudicial para todas os estagios de TFG, atuando como
fator independente da presenca de outros marcadores de
risco, como a calcificacao arterial.(""'?

Achados laboratoriais de pacientes com doenca renal cronica em hemodidlise, em
Belém — PA, no ano de 2019.

Exame laboratorial Normal Alterado
n (%) n (%)
(reatinina 25(8,3) 277(91,7)
Cal 136 (45) 166 (55)
PTH 119(39,4) 183 (60,6)
Fésforo 133 (44) 169 (56)
(Cax Fésforo 215(71,2) 87(28,8)
25-0H-vitamina D 43(14,2) 259(85,8)
FA 89(29,5) 213(70,5)

Fonte: Protocolo de pesquisa.

Tabela 4
Valores médios, medianas e desvio padrao das concentracdes séricas de Clcio,
Fosforo, Paratormdnio, 25-OH-vitamina D e Calcio x Fésforo, dos pacientes com
doenca renal cronica em hemodidlise, em Belém — PA, no ano de 2019.

Medidas (al P PTH 25-0H-vitD  CaxP
Média 1,26 53 4263 28 32
Mediana 1,35 4,6 538 34 44
Desvio padrao 0,17 1,05 502,5 12,1 9,8

Fonte: Protocolo de pesquisa.
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A vitamina D tem papel importante na regulacao do
metabolismo mineral e ésseo, favorecendo a absorcao intes-
tinal de Ca e P, promovendo a mineralizagao 6ssea e inibindo
a sintese e secrecao de PTH. Sua deficiéncia esta implicada
na fisiopatologia do hiperparatireoidismo secundario (HPTS)
e osteomaldcia. No trabalho, notou-se que 259 pacientes
(85,8%) possuiam niveis de 25-hidroxivitamina D abaixo
dos valores de referéncia. Bastos et al.,"¥ em uma pesquisa
realizada em Minas Gerais, encontraram que 75,8% dos
pacientes com DRC avaliados possuiam niveis insuficientes
ou deficientes de vitamina D. Estudo sobre fatores de risco
para isquemia miocardica em pacientes em hemodialise
demonstrou correlagdo entre HPTS grave e niveis séricos
diminuidos de vitamina D com uma baixa razdo de viabi-
lidade subendocardica, o que se traduz como maior risco
cardiovascular para esses pacientes.!"

Quanto ao fésforo sérico, verificou-se que a maioria
apresentou niveis alterados acima de 4,5mg/dL (56%). A
mediana de 4,60mg/dL também esta acima do padrao de
normalidade (p=0,0401). Em estudo com dados do Registo
Brasileiro de Bidpsias Osseas (REBRABO), a hiperfosfatemia
foi encontrada em 55% dos pacientes, valor compativel com
o presente estudo.’ Vale ressaltar que, apesar do ponto de
corte de 4,5mg/dL, em pacientes dialiticos niveis séricos de
fosforo de até 5,5mg/dL séo aceitaveis. A hiperfosfatemia
na DRC resulta de fatores como: reducdo da depuracao de P,
ingesta excessiva e estado da remodelacdo éssea. Esse fato
estd associado com morbidade e mortalidade em pacientes
renais cronicos, principalmente relacionadas aos eventos
cardiovasculares.”” Anormalidades no fésforo sérico, assim
como no célcio e no PTH, foram correlacionadas com menor
sobrevida em pacientes dialiticos."®

Sobre o produto Ca x P, verificou-se que 71,2% dos
pacientes apresentaram niveis adequados (<55). A mediana
foi de 44mg?/dL? dentro do limite de normalidade. Estudo
de Lehmkuhl et al.®’ verificou que os valores elevados de Ca
x P foram uma das caracteristicas dos pacientes que vieram
a 6bito dentro da populacao estudada. Assim, o produto
Ca x P esta associado a progressao e a sobrevida de renais
crénicos e é um fator preditivo de risco de mortalidade
nesses pacientes.

Nos pacientes em didlise, a calcificacdo vascular estd rela-
cionada com hipercalcemia, hiperfosfatemia, Ca x P elevado,
HPTS eingestdo excessiva de Ca e, portanto, associados com
mortalidade cardiovascular.”” No presente estudo, verificou-
-se que 60,6% dos pesquisados apresentaram niveis de PTH

fora do alvo preconizado pelas Diretrizes. A mediana (538mg/
mL) encontra-se acima do padrao de normalidade (p<0,05).

O efeito do PTH no sistema cardiovascular ndo é total-
mente explicado pela potencializacao dos estados de hiper-
calcemia e hiperfosfatemia. Esse horménio provavelmente
atua naremodelacao cardiaca e, portanto, sobre a morfologia
e a funcao deste 6rgao, com efeitos diretos e indiretos em
cardiomiocitos, células endoteliais, células musculares lisas
e fibroblastos.*'” A doenca 6ssea adinamica, que cursa
com PTH baixo, também se associa nitidamente com o
risco de desenvolvimento de calcificacao vascular.? Estudos
indicam que este processo de calcificacdo estd relacionado
ao aumento da rigidez arterial, o que por sua vez eleva a
pos-carga ventricular esquerda, com risco de hipertrofia
de ventriculo esquerdo e menor perfusao coronariana.”
Participa também desse processo o fator de crescimento
de fibroblasto-23 (FGF-23), produzido por células ésseas e
envolvido na DMO-DRC.®

CONCLUSAO

O perfil bioquimico laboratorial dos disturbios minerais
e 0sseo em pacientes com doenca renal cronica em hemo-
didlise demonstra dificuldade na adequacao aos valores de
referéncia propostos pelas Diretrizes para DMO-DRC, com a
maioria dos pacientes estudados apresentando niveis séricos
alterados de calcio idnico, fésforo, paratormonio, fosfatase
alcalina e 25-hidroxivitamina D. Tais achados demonstram a
dificuldade na otimizacdo do tratamento, apesar da fisiopa-
tologia e das alteragdes bioquimicas da doenga serem bem
abordadas na literatura.

O controle do disturbio mineral e 6sseo é fundamental
para minimizar complicagées, prevenir a doenca cardiovas-
cular e reduzir as taxas de mortalidade em pacientes renais
crénicos. Os fatores de risco do DMO sao multiplos, aditivos
e incidem precocemente na evolucao da DRC. Portanto, a
monitoracdao continua e medidas preventivas e terapéuticas
devem ser instituidas na tentativa de minimizar os danos
ao sistema cardiovascular e diminuir a mortalidade dessa
populagao.
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lagdo, quando estudos com seres humanos ou animais forem procedidos. Devera ser
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cabecalho e em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas
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também linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverao ser digitados em
tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras e as
siglas. Nas tabelas, deverd ser empregado espacamento entrelinhas 1,5, sem qualquer
forma de tabulacdo ou recuos de paragrafos. O comprimento da tabela ndo devera
exceder 55 linhas, incluindo titulo, e apresentar largura méxima de 17cm. Os dados
apresentados em tabelas ndo deverao ser repetidos em graficos. As tabelas deverao
ser compostas em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado.

Devera ser evitado um nimero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustracdes que nao se enquadram no conceito de tabela sao
consideradas figuras, portanto: quadros, gréficos, desenhos, imagens e fotografias.
Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua parte inferior. Deverao ainda
sernumeradas 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 deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na
figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverdo ser preparados
nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato “doc’, “docx” ou “xls” e ndo
como imagem. Imagens produzidas em software estatistico devem ser convertidas
para formato MS-Excell, caso néo seja possivel converter para formato“tif". llustracoes
coloridas somente poderao ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados
apresentados nas figuras ndo deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustracdes serdo colocadas deverdo ser determinados no texto.
As figuras deverao ser enviadas em arquivos separados. Nao deverao ser enviados um
numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho cientifico,
deveréo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado em Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals [Normas para Uni-
formizagdo 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 (Verséo em Portugués)
ou em www.icmje.org/urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviacao dos titulos dos
periédicos deverd seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nIm.gov/tsd/serials/lji.html) ou
no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Satude [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 nimero
excessivo de referéncias numa mesma citacao. 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. Deverdo ser listados somente os trabalhos consultados
e citados no texto. Citagdes de “resumo’, “dados nado publicados’, “comunicacbes
pessoais” ou “no prelo” poderdo ser adequadamente mencionados no texto, mas
ndo serdo aceitos como referéncias bibliogréficas. A exatidao das referéncias sera de
responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagdes e menges no texto de informacoes colhidas em outras fontes, bem como
as referéncias bibliograficas deverao seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada Numé-
rico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter numeragao Unica e conse-
cutiva, indicada pelo niimero da referéncia em expoente e entre parénteses. Os autores
serdo numerados por ordem de sua citagdo no texto, independentemente da ordem
alfabética. As referéncias citadas em legendas de tabelas e figuras deverao manter a
sequéncia com as referéncias citadas no texto. O mesmo trabalho mencionado mais
de uma vez devera manter, sempre que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagées Gerais:

«Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e”
nomes;

«Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o primeiro sobre-
nome seguido da expresséo latina “et al’;

«Quando uma entidade, corporagéo, editores ou projetos editoriais assumirem
a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indicados/ tratados
como autores;

« Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o tltimo sobrenome,
sem particulas de ligacdo como “de” ou “da”;

«  Sobrenomes duplos, com hifens ou apdstrofos ou que formem uma expressao
deveréo 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 citagées:

«  Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji® mudaram a denominagao
do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.

« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior prevalén-
cia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto NIC 3 foi mais
frequente em mulheres com mais de 50 anos.

« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes,"” os
sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria, perda de peso, fome

entre os sobre-

exagerada, visdo embacada, infecgdes repetidas na pele e mucosas, dificuldade na

cicatrizagao de ferimentos, fadiga e dores nas pernas (ma circulacao).

» Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionério de Especialidades Far-
macéuticas,” a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas e sua meia-vida
terminal é de 15 dias.

« Semindicacdo de nome de autor: O diagnoéstico 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 mes-
mo é valido para livros), apesar do estilo Vancouver recomendar que apenas sejam
indicados os 6 primeiros autores, quando o nimero de autores for maior. Deverao ser
dados espagos apos as virgulas.

Observagdes Gerais:

« Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compiladores, esta
condicéo devera ser indicada logo apés os nomes dos autores;

« Quando a autoria do documento for de uma organizacao, a referéncia devera ser
iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma entidade com
subordinagdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem 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 ndo possuir autoria, a referéncia devera ser
iniciada por seu titulo;

« Quando o documento consultado for tese, dissertacdo ou monografia devera
ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese: doutorado,
tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertacao: mestrado, monografia: especializacao,
monografia: graduagéo;

« Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituicdo Federal
ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Proviséria, Leis, Decretos, Portarias,
Resolucdes e Coédigos), deverdo ser seguidos os padroes de autoria/ emissao
recomendados pela NBR 6023 da Associa¢do Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT,
2002), com a apresentagao grafica adaptada ao estilo de Vancouver.

« Todainformacao adicionada a referéncia que for encontrada em alguma fonte que
ndo o documento consultado ou informagao complementar a referéncia como
suporte do documento ou traducédo de alguma expressao deve ser adicionada
entre [colchetes].

TITULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos consul-
tados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a primeira palavra
devera seriniciada por letra maitscula. O texto do titulo ndo devera vir nem em negrito
e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TITULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periédicos/ revistas
consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados com ponto. Importante
considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo deveréo ser eliminados, com
excecao 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 utilizagdo de ponto e virgula.

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

EDIGCAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edicées de documentos consultados
deverao ser referenciadas apo6s o titulo, em algarismos arabicos, sequidas de ponto e
da palavra“edicdo” no idioma que figura na publicacdo original e de forma abreviada.
Quando for a primeira edicao, essa ndo devera serindicada. Quando houver a defini¢ao
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 posi¢ao na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

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

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

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui S. Manage-
ment 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, Castainidn-Olivares LR,
Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-Cryptococcus gattii
Species Complex: an International Study of Wild-Type Susceptibility Endpoint Distri-
butions and Epidemiological CutoffValues for Fluconazole, Itraconazole, Posacon-
azole, and Voriconazole. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.
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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 gastrointestinal
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 comindicagao 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 indicacdo 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 trans-
mission [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 methylprednisolone
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. Fiscalizagdo de alimentos por andlise
microscépica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.Vigilancia Sanitaria:
tdpicos sobre legislagdo e analise de alimentos. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan;
2007. p. 72-80.

Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D. Squinca
F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Editora UNB; 2008.
Teses, Dissertagoes e Monografias:

Autor e indicacdo de grau: Maranhédo FCA. Anélise da expressao génica no der-
matdfito Trichophyton rubrum mimetizando a infeccao in vitro: pH e diferentes
fontes de carbono regulando genes. Sdo Paulo. Tese [Doutorado em Genétical
- 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 indicacao 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/ Instituicbes:

Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Manual de diagnéstico e tratamento de doencas falciformes. Brasilia: Ministério
da Saude; 2002.

Mais de um autor corporativo: Fundacao Oswaldo Cruz; Fundacédo Carlos Chagas
de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Relatério 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 condi¢des
para a promogao, protecéo e recuperacdo da saude, a organizagéo e o funciona-
mento dos servigos correspondentes e da outras providéncias. Didrio Oficial da
Unido 20 set 1990; secdo 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 organizacdo do
Sistema Unico de Saude - SUS, o planejamento da salde, a assisténcia a sadde
e a articulacédo interfederativa, e da outras providéncias. Didrio Oficial da Unido
29jun 2011; secdo 1.

Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de maio de 1998.
Expede diretrizes e normas para a prevencao e o controle da infeccdo hospitalar.
Diario Oficial da Unido13 mai 1998; secao 1.

Resolugdes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Brasil). RDC no. 302, de 13
de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funcionamento de
Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; segao 1.

Meios Eletronicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-Nascimento
A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.: manual identification
(reference method) and automated identification (Vitek system platform). JVenom
Anim Toxins incl Trop Dis [periédicos 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. Dispde sobre Regulamento técnico para o
gerenciamento de residuos de satde [resolu¢do RDC na internet]. Diério 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 I. Identification and Characterization of Phase-Specific cDNAs
Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides brasiliensis. In: 4o.
Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patégenos 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 serd feita exclusivamente online pelo GNPapers, no
endereco: www.gnpapers.com.br/rbac/. Outras formas de submissao, ndo serdo aceitas.

Observagoes Gerais:

« Acomunicagdo entre os diferentes participantes do processo editorial de avaliagdo
e publicacdo (autores, revisores e editor) sera feita apenas de forma eletrénica
pelo GNPapers, sendo o autor responsavel pelo manuscrito informado automati-
camente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status;

« Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha de sub-
missao, 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 participacdo
no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua participagao, o
manuscrito serd recusado;

«  OGNPapers atribuird a cada manuscrito um nimero de registro e o autor principal
sera notificado de que o manuscrito esta completo e apropriado para iniciar o
processo de revisao;

« Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justificados e solicit-
ados por orientadores e/ou coordenadores de programas de pds-graduacao 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 deverdo vir enderecados ao editor da RBAC em documento
em papel timbrado da instituicdo e carimbado por seus superiores hierdrquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaracao de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmisséo de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado “Titulo do Artigo”
a apreciacéo do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Andlises Clinicas - RBAC para
sua publicacdo. Nesta oportunidade, declaramos estar de acordo com que os direitos
autorais referentes ao artigo em tela tornem-se propriedade exclusiva da RBAC desde
sua submisséo, sendo vedada a reproducdo total ou parcial, em qualquer meio de
divulgacédo, sem que a prévia e necessaria autorizacdo seja solicitada e concedida
pela editoria da RBAC. Declaramos também que o artigo néo infringe os direitos
autorais ou qualquer outro direito de propriedade de terceiros e que seu contetudo
é de inteira responsabilidade dos autores. Declaramos ainda que este é um trabalho
original e que néo foi publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para
publicagdo em outro periédico, tanto no formato impresso quanto no eletrénico. Os
autores confirmam estar cientes e concordantes com a publicacao do artigo na RBAC
e afirmam nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema abordado no
artigo com pessoas, entidades ou instituicoes.

Nomes dos autores e assinaturas:

1.

2.

Data: / /
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