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EDITORIAL/EDITORIAL

RBAC: ha 55 anos divulgando ciéncia

RBAC: 55 years of disseminating science
Mauren Isfer Anghebem | Editora Chefe da RBAC

A missdo da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas — SBAC é estimular o crescimento
e a constante atualizacdo do setor de Andlises Clinicas em suas competéncias técnicas,
gestao e tecnologia, buscando a melhoria dos processos e a seguranca do paciente.

Um dos principios que direcionam as a¢des da SBAC é difundir informacao a popu-
lacdo. E, com a visao de ser referéncia nacional para o desenvolvimento continuo do
setor de Analises Clinicas, em 1969 a SBAC lancou o seu periddico cientifico, a Revista
Brasileira de Andlises Clinicas — RBAC.

A RBAC é publicada trimestralmente, de forma exclusivamente eletrénica. A versao
digital das edi¢oes de 1997 até o presente esta disponivel no site da RBAC (https://www.
rbac.org.br/a-sbac/). Atualmente, a RBAC esta indexada em repositérios de publicacdes
cientificas de acesso aberto, como o CrossRef Search, Diretdrio de Politicas Editoriais das
Revistas Cientificas Brasileiras (Diadorim - IBICT), Eletronic Journals Library — University
Library of Regensburg (EZ3), Google Scholar, Latindex, LILACS (Literatura Latino/ameri-
cana e do Caribe em Ciéncias da Satide), Miguilin, Qualis Periédicos (CAPES), Repositério
da Producao Intelectual da USP (ABCD USP), e Sumarios.org.

Em consonancia com os valores da SBAC, a RBAC divulga conhecimento diversificado
buscando a promocgao de aprendizagem continua, transversal, multidisciplinar, multi-
profissional e relevante para o segmento laboratorial e para a sociedade. O escopo da
RBAC abrange o campo da medicina laboratorial e analises clinicas, incluindo Bacterio-
logia Clinica, Biologia Molecular, Bioquimica Clinica, Citologia Clinica, Gestao e Controle
da Qualidade, Hematologia Clinica, Imunologia e Virologia Clinica, Micologia Clinica,
Parasitologia Clinica, Patologia Clinica Veterinaria e Uroanalise e Liquidos Bioldgicos.

Os manuscritos podem ser submetidos dentro das seguintes categoriais de comu-
nicacdo cientifica: Artigo de Revisdo, Artigo Original, Carta ao Editor, Comunicacao
Breve, Editorial, Imagens em Analises Clinicas, Nota Técnica, Posicionamento da SBAC,
Relato de Caso.

A RBAC foi gerenciada pelos editores-chefes, Dr. Mateus Mandu de Souza (in memo-
riam) e Dr. Paulo Murillo Neufeld. Em 2023, o Conselho Editorial da RBAC passou a ser
coordenado por mim, Mauren Isfer Anghebem.

O processo de editoracdo de um periddico cientifico é desafiador. Para dialogar
com a sociedade civil e cientifica e manter a periodicidade da publicacdo, a RBAC deve
contar com editores e revisores comprometidos e com a contribuicdo dos autores no
envio de artigos de qualidade.

O papel do editor-chefe e dos editores associados em selecionar os manuscritos
com potencial para publicacdo se baseia em critérios editoriais como originalidade,

Recebido em 05/03/2024 | Aprovado em 29/04/2024| DOI: 10.21877/2448-3877.202400172
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RBAC: ha 55 anos divulgando ciéncia | Anghebem Ml

escopo, solidez, tamanho amostral, impacto dos resultados na area laboratorial, questoes
estruturais, e o equilibrio da cobertura temética da RBAC.

Todas as contribuicdes enviadas para publicacdo na RBAC sdo revisadas as cegas
por, ao menos, dois especialistas na drea, denominados revisores. Os revisores julgam
o mérito cientifico dos manuscritos submetidos ao periédico, no que chamamos de
revisdo por pares, ou peer-review. Este processo objetiva a melhoria do manuscrito e a
garantia de que seja publicada informacao cientifica relevante e qualificada.

Em 2024, a SBAC comemora os 55 anos da RBAC. Ao longo destes anos, a RBAC
se posiciona como um dos principais veiculos nacionais de divulgagao de informacéo
cientifica na area laboratorial. Para celebrar o aniversario do seu periddico cientifico, a
SBAC selecionard, a cada edicao, a partir da préxima, o melhor artigo cientifico aprovado
pelo Corpo Editorial da RBAC. Este artigo selecionado serd publicado na sua lingua nativa
e em inglés. A traducao do artigo serd custeada pela SBAC.

Além disso, este ano teremos uma edicdo especial temdatica em comemoragao aos
55 anos de RBAC!

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

RBAC. 2024;56(1):3-4
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ARTIGO DE REVISAO/REVIEW ARTICLE

Disseminacao da resisténcia aos antimicrobianos no contexto de
saude Unica: uma breve revisao

Dissemination of resistance to antimicrobials in the unique health context: a brief
review

Lillian Oliveira Pereira da Silva’, Leticia Brasil Estevam?, Joseli Maria da Rocha Nogueira®

! Escola Nacional de Saude Publica Sérgio Arouca, Doutorado em Satde Publica e Meio Ambiente. Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
2 Fundagao Técnico-Educacional Souza Marques, Especializacdo em Anadlises Clinicas. Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
3 Escola Nacional de Saude Publica Sérgio Arouca, Departamento de Ciéncias Bioldgicas. Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Resumo

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é responsavel por mais de 700 mil mortes anuais, estando relacionada a processos comuns de um mundo
globalizado e impactando diretamente na saide humana, animal e ambiental, uma vez que sua disseminagao pode ocorrer a partir de diferentes fontes
ereservatdrios, através da contaminacao ambiental, contato com animais infectados e, principalmente, através da alimentacao, onde os antimicrobianos
sdo utilizados nao sé para a prevencao e/ou tratamento de infec¢des, mas também para a promocdo do crescimento dos animais. Visto isso, o presente
trabalho teve como objetivo discorrer sobre as vias de disseminacao dos genes de resisténcia aos antimicrobianos e das bactérias resistentes aos
antimicrobianos, explorando as possibilidades de uma nova pandemia causada por bactérias resistentes. Muitos farmacos utilizados no ambito veterinario
ou agropecudrio também podem ser empregados no tratamento de infeccées em humanos, favorecendo a resisténcia cruzada e, consequentemente,
a disseminacdo de microrganismos resistentes e seus genes relacionados. Com base nos resultados levantados, urge a necessidade de aprimorar a
vigilancia ambiental, além de estabelecer um controle mais rigoroso quanto ao uso de antimicrobianos, a fim de tentar mitigar o avanco da resisténcia
bacteriana, tendo em vista o risco para a saude publica mundial.

Palavras-chave: Resisténcia aos antimicrobianos; Satde Unica; Uso indiscriminado de antimicrobianos.

Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) is responsible for more than 700,000 deaths annually, being related to common processes in a globalized world and
directly impacting human, animal and environmental health, since its spread can occur from different sources and reservoirs, through environmental
contamination, contact with infected animals and, mainly, through food, where antimicrobials are used not only to prevent and/or treat infections, but also
to promote animal growth. Given this, the present work aimed to discuss the dissemination pathways of antimicrobial resistance genes and antimicrobial-
resistant bacteria, exploring the possibilities of a new pandemic caused by resistant bacteria. Many drugs used in the veterinary or agricultural sector
can also be used to treat infections in humans, favoring cross-resistance and, consequently, the spread of resistant microorganisms and their related
genes. Based on the results obtained, there is an urgent need to improve environmental surveillance, in addition to establishing more rigorous control
over the use of antimicrobials, in order to try to mitigate the advancement of bacterial resistance, taking into account the risk to global public health.

Keywords: Antimicrobial resistance; Indiscriminate use of antimicrobials; One Health.

Correspondéncia
Lillian Oliveira Pereira da Silva
E-mail: silvalop95@gmail.com

Recebido em 03/10/2023 | Aprovado em 23/01/2024 | DOI: 10.21877/2448-3877.202400149
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Disseminacao da resisténcia aos antimicrobianos no contexto de satide Unica | Silva LOP, Estevam LB, Nogueira IMR

INTRODUCAO

Infecgdes por bactérias resistentes sdo uma das maiores
preocupacgoes de saude publica mundial, haja vista o aumento
dos custos dos pacientes, uma vez que os farmacos comer-
cializados atualmente passam a ser considerados ineficazes.
1.2 Ainda que a antibioticoterapia tenha sido revolucionaria,
a pressao seletiva causada pela utilizacdo incorreta desses
farmacos acaba favorecendo o surgimento de mutacoes e,
consequentemente, o avanco da resisténcia aos antimicro-
bianos (RAM).G4

De acordo com o ultimo relatério da Organizagao Mun-
dial de Saude (OMS), o Brasil esta entre os 20 paises que
mais consomem antibidticos em todo o mundo, com uma
média de 22 doses por cada mil habitantes, em que ao menos
50% dos antimicrobianos prescritos sao dispensados e/ou
utilizados de maneira incorreta.®>”

Por sua vez, a RAM causa cerca de 700 mil mortes anuais,
cuja previsao era de mais de 10 milhdes de mortes até 2050.
® Contudo, ressalta-se que estes dados foram publicados
antes da pandemia da Covid-19, a qual elevou o consumo de
antimicrobianos no pais.® E a partir dessa premissa que ha
uma grande preocupacdo com o agravamento da resisténcia
bacteriana em todo o mundo e, por consequéncia, uma futura
pandemia causada por microrganismos pan-resistentes.

Ainda que haja um estimulo crescente ao estudo e
desenvolvimento de novos antimicrobianos, trata-se de
um processo lento, necessitando de diversas etapas para
se obter algum resultado conclusivo e de grande valia para
a comunidade.” De acordo com a OMS, os antimicrobianos
que estdao sendo desenvolvidos ainda ndo sao capazes de
contornar a problematica relacionada as familias bacterianas
mais perigosas do mundo, que podem ser identificadas no
Quadro 1.

Nao obstante, a RAM pode impactar diretamente na
saude humana, animal e ambiental, conforme o conceito de
Saude Unica, uma vez que sua disseminagao ocorre a partir de
diferentes fontes e reservatorios, como a agricultura, principal
area consumidora de antimicrobianos, e a pecudria, onde
estes farmacos sao utilizados ndo sé para a prevencao e/ou
tratamento de infec¢des, mas também para a promocao do
crescimento dos animais.""'?

A partir disso, o presente trabalho tem como objetivo dis-
correr sobre as vias de disseminacdo dos genes de resisténcia
aos antimicrobianos (ARG, do inglés antimicrobial resistant

gene) e das bactérias resistentes aos antimicrobianos (ARB,
do inglés antimicrobial resistant bacteria), explorando as
possibilidades de uma nova pandemia causada por bactérias
resistentes aos antimicrobianos, uma vez que a propagacao
destes microrganismos é facilitada pela globalizagao.

METODOLOGIA

A metodologia se baseou em uma revisao da literatura,
por meio da busca de artigos e trabalhos académicos que
abordassem a relacao entre a resisténcia aos antimicrobianos
e as diferentes vias de dissemina¢ao dos genes de resistén-
cia. O levantamento foi realizado no PubMed e no Google
Académico, utilizando a seguinte estratégia de busca:

(Resisténcia Bacteriana) OR (Bacterial resistance)
AND (Zoonose) OR (Zoonosis) AND (Disseminagao) OR
(Dissemination) AND (Saude unica) OR (One Health) AND
(Peixes) OR (Fishes) OR (Aquacultura) OR (Aquaculture) OR
(Piscicultura) OR (Pisciculture) AND (Animais domésticos) OR
(Domestic animals) AND (Agricultura) OR (Agriculture) AND
(Resistoma) OR (Resistome) AND (Efluentes) OR (Effluents)
AND (Alimentos) OR (Foods)

Para abreviar o processo de busca e selecdo dos arti-
gos, foram estipulados atalhos metodoldgicos, conforme
o Quadro 2.

Para a selecdo dos artigos, optou-se pela presenca das
palavras-chave, leitura dos titulos, seguida da leitura dos
resumos e leitura na integra, onde os trabalhos que apre-
sentavam relacdo com a pergunta de pesquisa do presente
estudo; 35 artigos foram selecionados para compor os resul-
tados desta revisao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A resisténcia bacteriana é responsavel por milhares
de mortes em todo o mundo, onde o avanco de linhagens
resistentes acaba por diminuir a eficacia da antibioticotera-
pia disponivel atualmente."® No que tange a saude Unica, é
importante instigar a atuagao multissetorial e multidisciplinar
frente a RAM, uma vez que sua disseminacao esta diretamente
relacionada a processos comuns de uma cadeia globalizada,
como o transito de pessoas, comércio de animais vivos e
de produtos alimentares, bem como por contato direto e/
ou indireto, cadeia alimentar, 4gua ou a partir do estrume
utilizado na agricultura, conforme a Figura 1.03'9

RBAC. 2024;56(1):5-11
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Agentes patogénicos prioritdrios para o desenvolvimento de novos antibiéticos.

Prioridade 01: Critica Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenémicos

Pseudomonas aeruginosa, resistentes a carbapenémicos

Enterobacterales, resistente a carbapenémicos, produtoras de ESBL (beta-lactamases de espectro estendido)

Prioridade 02: Alta Enterococcus faecium, resistente a vancomicina

Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, com sensibilidade intermedidria e resisténcia a vancomicina

Helicobacter pylori, resistente a claritromicina

Campylobacter spp., resistente as fluoroquinolonas

Salmonella, resistente as fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporina e as fluoroquinolonas

Prioridade 03: Média Streptococcus pneumoniae, sem sensibilidade a penicilina.

Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina

Shigella spp., resistente as fluoroquinolonas

Adaptado de WHO, 2017.1%

Atalhos metodoldgicos

Atalho metodoldgico

Descri¢ao

Limitacao

Tempo de publicacao

Trabalhos publicados nos dltimos 5 anos

Exclusdo de artigos relevantes publicados hd mais de 5 anos.

Consulta de literatura cinzenta

Sim

Baixo rigor metodoldgico

Idiomas de publicacdo

Portugués e inglés

Exclusdo de artigos relevantes que foram publicados em outros idiomas.

Quantidade de repositdrios cientificos utilizados na busca

Dois repositérios

Exclusao de artigos relevantes publicados em outros repositdrios.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Vias de disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos

Fonte: Amaro; Correia; Clemente, 2020. (14)

RBAC. 2024;56(1):5-11
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Disseminacdao ambiental

Quando presentes no ambiente, os antimicrobianos mais
persistentes, considerados estaveis, nao sao degradados pelos
microrganismos presentes no solo, causando um desequi-
librio no ecossistema, e consequentemente contaminando
o ambiente, fazendo com que tanto os ARG quanto as ARB
sejam considerados poluentes emergentes.” '

Diante da problematica da resisténcia bacteriana no
ambiente, diversos fatores podem propiciar a disseminacdo
desses genes e microrganismos, como a pobreza, controle
ineficiente de infec¢des, escoamento de residuos, auséncia
de saneamento basico e o tratamento inadequado - ou
inexistente — da dgua, onde o lancamento de efluentes, bem
como o lixo comum, aliado ao descarte incorreto dos medi-
camentos, pode contaminar nao sé o solo, mas também as
aguas de rios, lagos, oceanos e lencgois fredticos.>19

As estagdes de tratamento de esgoto (ETE) recebem
uma diversidade de residuos, tendo em vista a composicao
das dguas residuais, que podem ser oriundas do ambiente
doméstico, clinico ou industrial, acumulando microrganismos
e, consequentemente, seus genes de resisténcia.'” Contudo,
os tratamentos convencionais nao permitem a remocgao
destes poluentes, favorecendo, assim, a disseminacao da
resisténcia aos antimicrobianos.(®'?)

Em consonancia com essa informacao, Abrantes e sua
equipe (2022) realizaram um estudo em estacdes de trata-
mento de esgoto (ETE), onde detectaram bactérias tanto na
entrada como na saida das estacoes, identificando 28 isolados
de Aeromonas, incluindo as espécies A. hydrophila (16), A.
caviae (9) e A. sobria (3), sendo resistentes a cefotaxima (100%),
ciprofloxacino (75%), ceftriaxona (71%), ceftazidima (57%),
cefoxitina (46%), cefepime (36%), piperacilina+tazobactam
(28%) e gentamicina (11%).?%

Ainda considerando os corpos aquaticos como impor-
tantes veiculos, Scaccia e colaboradores (2022) coletaram
a dgua da comunidade de Sao Remo, em Sao Paulo, para
avaliar a presenca de bactérias resistentes e seus genes
correlacionados. Dos 67 isolados, 33 cepas foram positi-
vas para os genes blaKPC (18,8%) e blaVIM (24,6%), sendo
relacionados aos géneros Aeromonas sp., Chryseobacterium
sp., Elizabethkingia sp., Comamonas sp., Citrobacter sp.,
Escherichia sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Klebsiella
sp., Kluyvera sp. e Serratia sp., apresentando resisténcia a
cefotaxima (73%), amoxicilina (70%), aztreonam (54,5%) e
ertapeném (51,5%).@"

No estudo realizado pela equipe de Silva, em 2022, cepas
deE. coliforam isoladas em diferentes pontos do Rio Carioca,

as quais apresentaram altera¢ées no perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos, principalmente em coletas posteriores
a passagem do rio por unidades hospitalares. Neste traba-
Iho, foram encontradas quatro cepas MDR, cuja resisténcia
estava associada a ampicilina, ciprofloxacino, levofloxacino
e sulfametoxazol-trimetoprim.??

Por fim, ressalta-se a possibilidade de a disseminacao
ambiental estar atrelada, ainda que indiretamente, a disse-
minag¢ao animal, uma vez que o uso de esterco animal na
agricultura pode favorecer a propagacao da resisténcia aos
antimicrobianos, incluindo os genes de resisténcia a colistina
(mcr-1) e sulfonamidas (sul1 e suf2).?

Disseminacdo animal

Como sugerido no estudo de Oliveira (2019),?® animais
também podem ser associados a disseminagao de microrga-
nismos e genes de resisténcia. Dentre os principais patégenos
multirresistentes (MDR, do inglés, Multidrug resistant) que
podem ser disseminados por animais, a Klebsiella pneumoniae
tem sido citada como microrganismo de grande importan-
cia. Sousa e sua equipe (2019) identificaram 67 cepas de
K. pneumoniae em animais domésticos (58,2%) e silvestres
(41,8%), em que todos os isolados foram considerados mul-
tirresistentes, reforcando a ideia de que os animais podem
ser considerados reservatoérios de ARB."

Todavia, outros microrganismos bacterianos também
devem ser considerados de grande importancia nesses
estudos. Mariotini e Carvalho, em 2020, identificaram niveis
elevados de resisténcia em isolados de caes, incluindo cepas
de Staphylococcus spp. (44%), Bacillus spp. (8%), bactérias
da ordem Enterobacterales (6%) e Pseudomonas spp. (3%).
Além disso, os autores destacaram a presenca de uma cepa
de S. aureus resistente a todos os antibiéticos testados,
aumentando a preocupacao quanto a disseminacao destes
microrganismos para o homem.?¥

Em 2022, Oliveira isolou cepas de E. coli produtoras de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL, do inglés,
Extended Spectrum Beta-Lactamase), oriundas de infeccdo do
trato urindrio em caes e gatos que foram atendidos no hospital
veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco.®)

Calbnico (2023), em sua revisao da literatura, discutiu a
predominancia de cepas de Staphylococcus sp. resistentes
a meticilina, isolados de diferentes animais, como coelhos
e lebres (64,52%), caes e gatos (30,62%), aves (22,41%), roe-
dores (12,5%), suinos (5,55%), ruminantes (5%) e equinos
(0,93%). Dentre as espécies isoladas, houve predominancia
de S. intermedius/pseudintermedius, S. aureus e S. schleiferi.?®
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Por sua vez, no estudo realizado por Melo (2023), 32
isolados de bactérias Gram-negativas oriundos de cdes, gatos
e coelhos foram testados, incluindo cepas de Escherichia
coli (65,6%), Klebsiella pneumoniae (9,3%), Acinetobacter
baumannii (6,3%), Pseudomonas aeruginosa (6,3%), Stenotro-
phomonas maltophilia (3,12%), Pseudomonas putida (3,12%),
Acinetobacter pitti (3,12%) e Enterobacter hormaechei (3,12%),
em que 62,5% foram ESBL positivos, além de serem resisten-
tes a ceftriaxona (88%), ceftazidima (84%), cefepime (72%),
ciprofloxacino (56%), tetraciclina (44%), cefoxitina (28%),
amicacina (28%) e gentamicina (28%). Destes, 22 isolados
foram considerados multirresistentes.®”

Conforme supracitado, a poluicdo ambiental também
pode estar diretamente relacionada a contaminacdo animal,
como mostra o estudo de Castro (2023), onde sururus e ostras
isolados de um mangue estavam contaminados com bacté-
rias resistentes aos antimicrobianos. Dos 12 isolados, 8 foram
considerados ESBL positivos e 4 apresentaram resisténcia aos
aminoglicosideos. ?® Além disso, a fim de manter a saude
do trato gastrointestinal de animais, como frangos de corte
e suinos, a industria agropecuaria langa mao da adicao de
antibidticos na composicdo de racoes, fato relatado desde
a década de 1940.%%39

Muitos destes antimicrobianos, como a eritromicina,
podem ser utilizados no tratamento humano, fazendo com
que a resisténcia cruzada seja um perigo iminente. Bactérias
resistentes, como Campylobacter jejuni e Campylobacter coli,
podem ser facilmente transmitidos aos humanos a partir do
consumo de carne contaminada, como mostra o estudo de
Dias e colaboradores (2020), onde amostras do intestino de
frangos de corte e de suinos foram utilizadas para investigar
aresisténcia a eritromicina das estirpes de Campylobacter sp.
isoladas. Todas as estirpes de C. coli de suinos (n=14) foram
identificadas como resistentes e trés, das 18 estirpes de C.
jejuniisoladas de frangos, foram classificadas com resisténcia
intermediaria."

Mendonca e sua equipe, em 2020, avaliaram o perfil de
resisténcia de 51 isolados de Salmonella infantis, oriundos
de amostras de frangos de corte. Cerca de onze perfis de
resisténcia foram identificados, destacando-se amoxacilina
(35,3%) e sulfonamida (15,7%), ainda que nenhum tenha
sido considerado multirresistente.®?

Por sua vez, Schmiedt (2021) caracterizou o perfil de
resisténcia de isolados de Escherichia coli obtidos de amostras
da cadeia produtiva de frangos de corte. Dos 701 isolados,
578 foram considerados MDR e apenas 15 (2,2%) foram
ESBL positivo. Destes, foram detectadas taxas elevadas de

resisténcia a ciprofloxacina (94,1%), tetraciclina (56,3%), sul-
fametoxazol+trimetroprim (54,3%) e amoxacilina (48,1%).5

Tais resultados sao extremamente preocupantes, uma
vez que tais antimicrobianos podem ser utilizados para
tratamento de infeccdes em humanos, trazendo um alerta
quanto ao perigo para infec¢des alimentares, visto que estes
animais podem ser consumidos, originando uma nova via
de disseminacao da RAM.

Disseminacao alimentar

Ha uma preocupacao constante com as doencas transmi-
tidas por alimentos, uma vez que diversos agentes biolégicos
podem ser veiculados desta forma. Um dos maiores exem-
plos é a Salmonelose, comumente associada ao consumo
de carne de frango, ovos e derivados.®** Por conseguinte,
foram identificados 23 sorotipos de Salmonella resistentes aos
antimicrobianos, incluindo o Florfenicol, um dos principais
antibioticos utilizados na producdo animal.c®

Embutidos carneos, como salames e linguicas coloniais,
também podem ser grandes fontes de contaminac¢ao, como
mostra o estudo de Henning (2019), onde embutidos carneos
fermentados produzidos em Francisco Beltrao, no Parang,
estavam contaminados por E. coli (39%), Salmonella spp. (61%)
e Staphylococcus coagulase positiva (39%). Destes isolados,
cerca de 16% nao apresentaram resisténcia aos antimicro-
bianos testados, enquanto os demais (84%) apresentaram
resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos, incluindo
cepas multirresistentes de Salmonella spp.®”

Sousa, em 2020, isolou e identificou o perfil de resisténcia
de microrganismos provenientes de ovos de galinha caipira
comercializados em feiras livres no semiarido brasileiro.
Neste estudo, 31,3% dos ovos apresentaram crescimento
bacteriano, com isolados de Staphylococcus spp. (27,5%),
Bacillus spp. (15%), Pseudomonas aeruginosa (7,5%), Klebsiella
spp. (7,5%), Salmonella spp. (7,5%), Proteus mirabilis (7,5%),
Citrobacter spp. (7,5%), Escherichia coli (7,5%), Providencia
spp. (5%), Corynebacterium spp. (2,5%), Enterobacter spp.
(2,5%) e Alcaligens spp. (2,5%).5%

Além disso, mais da metade das cepas Gram-negativas
foram positivas para ESBL, em que genes de beta-lactama-
ses, como o CTX-M, foram detectados em quatro isolados,
sendo um isolado de Klebsiella spp. apresentando o grupo
blaCTX-M2-like e trés cepas (Klebsiella spp., Salmonella spp. e
Citrobacter spp.) que apresentaram o gene blaCTX-M8-like.®®

Isolados de Salmonella spp. também foram identificados
em amostras de filé de tilapia fresca comercializadas no
Distrito Federal. Os genes de resisténcia blaCTX (64,9%), tetB
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(54,4%), floR (50,9%) e sul2 (49,1%) foram identificados, corro-
borando para com as taxas de resisténcia identificadas para
amoxicilina/acido clavulanico (87,7%), tetraciclina (82,5%),
sulfonamidas (57,9%) e cloranfenicol (26,3%), em que 56,1%
das cepas isoladas foram consideradas multirresistentes.®”

Contudo, tais microrganismos também podem ser encon-
trados como parte da microbiota intestinal dos animais, como
mostra o estudo realizado por Sampaio e Motta (2021), onde
50 peixes da espécie Oncorhynchus mykiss foram coletados,
assim como 9 amostras de 4gua dos tanques ativos, obtendo
222 isolados bacterianos, incluindo espécies da Ordem Ente-
robacterales, familias Aeromonaceae e Pseudomonadaceae;
além de bactérias Gram positivas, como os géneros Staphy-
lococcus sp., Enterococcus sp., Lactococcus sp., Streptococcus
sp., Kocuria spp. e Gemella spp.“®

Os autores relatam que o perfil de resisténcia a, pelo
menos, um antimicrobiano foi observado em 65,3% (n=79)
das bactérias Gram-negativas e 82,2% (n=83) das Gram-po-
sitivas, enquanto o perfil multirresistente foi observado em
7,4% (n=9) e 36,6% (n=37), respectivamente.“

Por sua vez, no estudo realizado por Oliveira e sua equipe
(2021), cepas de Salmonella sp. e de E. coli foram isoladas de
agua de coco comercializada no norte mato-grossense, em
que todas as cepas de E. coli foram resistentes a cefalotina,
norfloxacina e ciprofloxacina. Dessas, duas foram resisten-
tes a amoxicilina e ao 4cido clavulanico e uma a ampicilina,
sendo consideradas multirresistentes. Em contrapartida,
apenas uma cepa de Salmonella foi considerada MDR, apre-
sentando resisténcia a ampicilina, cefalotina e amoxicilina +
acido clavulanico.“?

Outro ponto que merece destaque é a possibilidade
de contaminacéo cruzada, onde ocorre a transferéncia de
microrganismos de um material ou alimento contaminado
para outro, como é o caso das superficies de cortes, uten-
silios amplamente utilizados no preparo e manipulacao de
alimentos crus ou prontos para o consumo.“?

Os achados de Teodoro (2021) corroboram para com a
afirmacéo supracitada, uma vez que espécies de A. hydrophila
(20,83%), A. caviae (26,39%) e A. veronii (44,44%) foram iden-
tificadas em amostras de temakis. Cerca de 90% dos isolados
apresentaram resisténcia a amoxicilina-acido clavulanico,
17% a tetraciclina, 10% ao imipeném e 3% ao aztreonam.“?

Por fim, ressalta-se que a utilizacao de antibioticos para
fins profilaticos, terapéuticos e agropecudrios avanga em ritmo
constante, e que muitos fdrmacos utilizados no ambito vete-
rinario ou agropecuario também podem ser empregados no
tratamento de infeccdes em humanos, favorecendo ainda mais

a resisténcia cruzada e, consequentemente, a disseminagao
de microrganismos resistentes e seus genes relacionados.

CONSIDERAGOES FINAIS

A disseminacdo de ARG e ARB se torna cada vez mais
frequente em diferentes vias, estando intimamente relacio-
nada a Saude Unica, facilitando a troca de material genético
entre bactérias ditas ambientais para com as patogénicas e,
consequentemente, permitindo a disseminacao desses genes
de resisténcia. Dessa maneira, os resultados apresentados
apontam o potencial risco de disseminacdo da RAM por
diferentes fontes.

Com base em tudo que foi descrito no estudo, acredi-
ta-se que existe uma necessidade de aprimorar a vigilancia
ambiental, além de estabelecer um controle mais rigoroso
quanto ao uso de antimicrobianos, a fim de tentar mitigar
0 avanco da resisténcia bacteriana, tendo em vista o risco
elevado para a saude publica mundial.
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Resumo

Objetivo: Determinar o perfil de pacientes com anemia associada a parasitoses, além de aspectos sociodemogréficos e laboratoriais, e identificar os parasitas
mais encontrados na populacdo do municipio de Tomé-Acu, estado do Para. Métodos: Trata-se de um estudo baseado em abordagem quantitativa e
qualitativa, em que foi feito um levantamento de prontuarios de pacientes residentes do municipio de Tomé-Acu, que realizaram hemograma e exame
parasitolégico de fezes entre agosto de 2019 a julho de 2020. Resultados: Do quantitativo de 2.292 exames, constatou-se uma maior prevaléncia de anemia
associada a infeccao parasitaria na faixa etaria de 51 a 70 anos do sexo masculino (34,84%), e a menor prevaléncia sendo em pacientes de 51 a 70 anos do
sexo feminino (12,61%). Dentre os parasitas, o de maior frequéncia foi a Endolimax nana com 25,96%, seguido pelo Blastocystis hominis com 22,65%, e ndo
deixando de destacar a prevaléncia elevada do parasita Entamoeba coli com 14,29%, seguido do Ascaris lumbricoides com 12,37%. Conclusdo: O estudo
constatou uma alta prevaléncia de anemia associada a Endolimax nana, Blastocystis hominis e Entamoeba coli nos individuos residentes de Tomé-Acu.

Palavras-chave: Epidemiologia; Anemia; Doencas parasitdrias.

Abstract

Objective: To determine the profile of patients with anemia associated with parasitic diseases, in addition to socio-demographic, laboratory aspects
and identification of the parasites most found in the population of the municipality of Tomé-Acu, State of Para. Methods: This is a study based on a
quantitative and qualitative approach, in which a survey of 2,292 (two thousand two hundred and ninety-two) medical records of patients residing in
the municipality of Tomé-Acu, in the interior of the State of Pard, was carried out in the laboratory, at the Hemoclin Clinic, between August 2019 and
July 2020, aiming to assess the prevalence of anemia associated with parasites. Results: From the amount of 2,292 exams, a higher parasitic prevalence
was found in the age group of 51 to 70 years old (34,84%) of the male gender, and the lowest prevalence being in patients in the age group of 51 to 70
years of age. female (12,61%). Among the parasites, the most frequent was Endolimax nana with 25.96%, followed by Blastocystis hominis with 22,65%,
and the high prevalence of the parasite Entamoeba coli with 14,29%, followed by Ascaris lumbricoides with 12.37%. Conclusion: The study found a high
prevalence of anemia associated with Endolimax nana, Blastocysti shominis and Entamoeba coli in individual's resident in Tomé-Agu.
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INTRODUCAO

A anemia é um problema de saude publica considerado
como fator de risco para uma série de doencas.” Segundo a
Organiza¢ao Mundial de Saude,? aanemia é um estado em que
a concentracao de hemoglobina do sangue é anormalmente
baixa em consequéncia da caréncia de um ou mais nutrientes
essenciais, qualquer que seja a origem dessa caréncia.”’

Quando os niveis de hemoglobina (Hb) presentes no
sangue periférico dos individuos encontram-se abaixo de
13g/dL para homens, 12g/dL para mulheres e 11g/dL em
criangas ou gestantes, devem ser considerados fora do
normal. Para o diagndstico é necessario a confirmacao feita
por meio de exames laboratoriais, o qual definira o nivel de
hemoglobina presente no sangue.®

A manifestacao desta sindrome pode ser resultante de
multiplas causas, como a baixa ingesta de ferro, as condicdes
de vida e o surgimento de doencas infecto-parasitarias, que
podem ser consideradas como causas da anemia.“’ Embora
seja um problema de saude publica preocupante, ainda ndo
héa dados que apontem a extensao deste problema no Brasil.*

Estudos indicam que o aspecto econdmico esta direta-
mente ligado a casos de anemia associada a parasitoses, ocor-
rendo principalmente em regides cujo nivel socioeconémico
é baixo, ou seja, onde as condi¢cdes de saneamento e infraes-
trutura sdo precdrias e, neste caso, a populacao acaba por se
tornar mais suscetivel a exposicdo de agentes parasitarios.”

No Brasil, a frequéncia do aparecimento de doencas
parasitarias € comum em criancas, de modo que estudos
demonstram uma correlagao forte entre o surgimento de
parasitoses as condi¢des de saneamento bdsico em que se
encontram®. Sendo assim, podemos concluir que doencas
parasitarias como, por exemplo, Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura e Schistosoma mansoni apresentam relacao direta
ao surgimento da anemia.

Aanemia associada a parasitoses é um relevante problema
de saude com alto grau de seriedade no Brasil e no mundo.
Dentre as principais consequéncias prejudiciais a saude e bem-
-estar dos acometidos, podemos destacar fraqueza, atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor e diminuicao da capacidade
intelectual dos individuos.®” Os casos de anemia relacionados a
parasitoses intestinais tém sido considerados importantes obje-
tos de estudos, entretanto ainda se faz necessario compreender
as dimensoes exatas deste problema em saude publica.®

Saneamento basico envolve servicos de limpeza, infraes-
trutura e instalagdes urbanas que visam promover salde a
populacao, entretanto estudos afirmam que grande parte

da populacdo mundial ainda vive em condi¢des de extrema
precariedade sanitéria, e tal condicao facilita a disseminacao
de infeccdes parasitarias que contribuem para o desenvolvi-
mento da anemia. Dentre os principais agentes parasitarios
associados a anemia, Menezes et al.”’ citam os ancilostomi-
deos (Ancylostoma duodenale e Necator americanus), Trichuris
trichiura, Strongyloides stercoralis, Entamoeba histolytica e,
em menor grau, a Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia.”?

A associagao de anemia a parasitoses intestinais constitui
um tema de crescente interesse no ambito da saude publica,
principalmente em criancas em idade escolar. Nesta faixa
etdria, a presenca de alguns parasitas costuma determinar
o aparecimento de anemia."” Portanto, o objetivo deste
estudo foi determinar a prevaléncia de anemia associada
a parasitoses, além de identificar os parasitas mais comuns
e o perfil sociodemogréfico dos individuos acometidos no
municipio de Tomé-Acu.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo baseado em abordagem quan-
titativa e qualitativa, em que foi feito um levantamento de
prontuadrios de pacientes, os quais realizaram seus exames
no laboratério da Clinica Hemoclin, localizada no municipio
de Tomé-Acu, interior do estado do Para.

A amostra da pesquisa foi construida por exames clinicos
de hemograma e parasitolégico de fezes, através de dados
obtidos nos registros da Clinica Hemoclin, onde foram sele-
cionados resultados dos exames de moradores e pacientes
da clinica, de ambos os sexos e com faixa etaria de 0 a 100
anos. O periodo de realizacao foi de agosto de 2019 a julho
de 2020. Os dados obtidos foram armazenados em planilhas
do programa Microsoft Excel 2016, sendo considerados
percentuais do total de pacientes parasitados, protozoarios,
inclusive por espécie e por faixa etaria.

Como critérios adotados para selecao dos pacientes foram
considerados: ter realizado exame de hemograma e o para-
sitolégico de fezes no periodo de agosto de 2019 a julho de
2020 no laboratério da Clinica Hemoclin, ter residéncia fixaem
Tomé-Acu, idade compreendida entre 0 a 100 anos, podendo
ser de ambos os sexos. Todos os individuos que estavam dentro
dos critérios de inclusao fizeram parte da pesquisa.

Foram excluidos da pesquisa individuos que realizaram
apenas um dos exames (hemograma ou parasitolégico de
fezes). Foi realizada a analise estatistica de variancia (ANOVA)
através do software Past 3.2 com intervalo de confianca de
95%, considerando o p-valor<0,05.
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Este trabalho seguiu as normas de pesquisa envolvendo
seres humanos (RES. CNS 466/2012) do Conselho Nacional
de Saude, conforme os preceitos da Declaracdo de Helsinque
e do Cédigo de Nuremberg e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade da
Amazonia (UNAMA) (CAEE: 37634820.4.0000.5173).

RESULTADOS

Do total de 2.292 exames de pacientes que foram inclusos
na pesquisa no periodo de agosto de 2019 a julho de 2020,
812 (35,43%) eram do sexo masculino, sendo 267 (11,65%)
com aidade de 13 a 30 anos; ja no sexo feminino foram 1.075
pacientes, desses 391 (17,06%) com a idade de 13 a 30 anos
e 405 (17,67%) representam-se na faixa etaria entre 0 (zero)
e 12 anos (Tabela 1).

Do total de amostras, 574 (25,04%) apresentaram parasi-
toses intestinais e hemoglobina abaixo do valor de referéncia.
Constatou-se uma maior prevaléncia parasitaria na faixa
etariade 51 a 70 anos (34,84%) do sexo masculino, sendo a
menor prevaléncia em pacientes na faixa etaria de 51 a 70
anos sexo feminino (12,61%). Os resultados obtidos podem
ser observados na Tabela 1.

ATabela 2 mostra que o parasita com maior prevaléncia
entre as 574 amostras com parasitoses intestinais analisadas
foi a Endolimax nana com 25,96%, seguido pelo Blastocystis
hominis com 22,65%, e ndo deixando de destacar a prevalén-
cia elevada do parasita Entamoeba colicom 14,29%, seguido
do Ascaris lumbricoides com 12,37%. A Endolimax nana foi a
parasitose mais prevalente na faixa etaria acima de 71 anos
do sexo feminino representando o percentual de 54,55% e a
menor na faixa etariade 51 a 70 do sexo feminino com 17,56%.

Valores absolutos e percentuais da presenca ou auséncia de parasitas intestinais de acordo com a faixa etdria.

FAIXA ETARIA E SEXO Ne DE AMOSTRA PARASITADOS ANEMICOS | NAO PARASITADOS ANEMICOS | PARASITADOS/ NAQ PARASITADOS COM HMG /NORMAL
Crianga0a 12 405 74 18,27% 17 4.20% 314 77,53%
Masc. 13230 267 79 29,59% 30 11,24% 158 59,18%
Masc.31a50 260 62 23,85% 12 4,73% 186 71,42%
Masc.51a70 21 77 34,84% 26 11,81% 118 53,35%
Masc. > 71 64 20 31,25% 10 15,63% 34 53,13%
Fem.13a30 391 115 29,41% 20 512% 256 65,47%
Fem.31a50 392 97 24,74% 17 4,34% 278 70,92%
Fem.51a70 222 28 12,61% 14 6,31% 180 81,08%
Fem.>71 70 22 31,43% n 15,71% 37 52,86%
TOTAL 2.292 574 157 1.561
Parasitas intestinais de acordo com a faixa etdria
PARASITAS Crianca0 | Masc.13 | Masc.31 | Masc.51 | Masc. > | Fem.13 Fem. 31 Fem. 51 Fem. TOTAL
al2 al3o a50 a70 n a30 a50 a70 >71
Ascaris lumbricoides 4,05% 10,13% 27,42% 12,99% 30,00% 7,83% 6,19% 35,71% 9,09% 12,37%
Entamoeba histolytica 10,81% 12,66% 1,61% 7,79% 10,00% 5,22% 16,49% 21,43% 4,55% 9,76%
Endolimax nana 31,08% 37,97% 27,42% 19,48% 20,00% 21,74% 18,56% 17,86% 54,55% 25,96%
Entamoeba coli 14,86% 12,66% 3,23% 14,29% 5,00% 15,65% 21,65% 10,71% 22,73% 14,29%
lodamoeba butschlii 0,00% 10,13% 14,52% 3,90% 0,00% 7,83% 10,31% 0,00% 4,55% 6,97%
Blastocystis hominis 36,49% 5,06% 12,90% 32,47% 35,00% 30,43% 19,59% 14,29% 4,55% 22,65%
Giardia lamblia 2,70% 10,13% 12,90% 7,79% 0,00% 10,43% 5,15% 0,00% 0,00% 7,14%
Ancilostomideos 0,00% 1,27% 0,00% 1,30% 0,00% 0,87% 2,06% 0,00% 0,00% 0,87%
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Nao houve diferenca estatistica significante na Tabela 2
referente a ndo relacao da faixa etdria associada as infec¢coes
parasitarias (p-valor=0,1726).

A analise do Gréfico 1 permite avaliar os resultados em
relacdo a prevaléncia de pacientes parasitados com anemia
associada ou nao a parasitoses intestinais. Foi observado que
individuos do sexo masculino com a faixa etdria de 51 a 70
foram os mais acometidos, representando um percentual
de 34,84% entre os parasitados. Para os pacientes do sexo
feminino, a faixa etaria acima de 70 anos foi a que apresen-
tou o indice mais alto de parasitados, quantificando um
total de 31,43%. As criangas tiveram menor indice entre os
pacientes parasitados.

Apesar de poucos estudos existentes sobre a prevaléncia
de anemia parasitaria no Brasil, este estudo teve como pro-
posta analisar a prevaléncia dessa associacao na regido de
Tomé-Acu/PA. No presente estudo a prevaléncia de parasitas
foi relativamente alta, conforme exposto no Grafico 1.

Dentre os 2.292 exames analisados, pode-se observar
que o més com maior prevaléncia de parasitas é agosto
de 2019, representando o percentual de 4,36%, enquanto
0 més de menor prevaléncia foi maio de 2020, com 0,17%.
Uma das possiveis relagdes de declinio se deve ao aumento
da pandemia Covid-19, que consequentemente causou
uma diminuicdo da demanda dos exames analisados neste
estudo (Grafico 2).

0al2
ANOS

13230 31a50 51a70

= Parasitado Anémico
¥ Nio Parasitado Anémico
" y . 81.08%
o N
77.5306 Parasitado e ndo Parasitado com HG Normal
71.42%
5335% 53.13% 52.86%
34.84%
31.25% 31.43%
23.85%
63 71
1
3

CRIANCA Masculino Masculino Masculino Masculino Femmino Femimino Feminino Femimino >
> 71 anos

13230 31a50 51a70 71 anos

Distribuicdo de pacientes por faixa etéria e classificacao.
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Percentuais dos exames de pacientes parasitados de acordo com o més diagndsticos.

DISCUSSAO

As infecgdes parasitarias intestinais estdo associadas as
condicdes sanitarias e representam um problema de saude
nos paises subdesenvolvidos, e um dos principais motivos de
alta prevaléncia se deve a poluicdo ambiental, que depende
urgentemente de campanhas voltadas as condi¢des basicas
de educacdo e higiene."”

Embora a E. nana e a E. colindo sejam consideradas pato-
génicas, sendo comensais no intestino humano, é importante
atentar para os indices encontrados, pois este é um para-
metro para medir o grau de contaminacao fecal aos quais
os individuos estdo expostos.’” A Organizacao Mundial de
Saude defende que a deficiéncia de ferro deve ser comba-
tida através de educacdo alimentar associada a medidas de
aumento do consumo de minerais, controle das infeccoes
parasitdrias, suplementacdo medicamentosa e fortificacdo
de alimentos com ferro.1?

Ainda ha controvérsias quanto a patogenicidade do
B. hominis. Alguns autores constatam que esse parasita
pode causar diarreia em pacientes, independentemente

de seu estado imunoldgico."*'* Acrescente-se que a infeccao
por esse protozodrio é bastante comum e em pacientes com
comprometimento imunoldgico pode ser bastante grave.'¢'®

Nos ultimos anos, algumas investigacdes foram con-
duzidas para determinar niveis mais precisos da ocorrén-
cia em humanos, sendo encontrados indices de grande
importancia nas regides brasileiras estudadas.!">?" Pesquisas
recentes mostram que este é o mais frequente protozoario
encontrado nos exames parasitologicos de fezes humanas,
com uma prevaléncia de 30% a 50% em paises em desen-
volvimento.®

Parasitas intestinais podem causar danos aos seus por-
tadores, incluindo obstrucao intestinal, que pode estimular
condicdes clinicas, essencialmente por uma obstrucao (Ascaris
lumbricoides), aanemia por deficiéncia de ferro (ancilostomi-
deos), adesnutricao (Ascaris lumbricoides, Thichuris trichiura),
quadros de diarreia e mé absorcao (Entamoeba histolytica e
Giardia duodenalis), no entanto a estimativa é de que cerca
de 1 bilhdo de pessoas estejam infectadas por Ascaris lum-
bricoides, e uma quantidade menor esteja infectada por T.
trichiura e por ancilostomideos.?”
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As enteroparasitoses provocam alteragdes na quantidade
dos leucécitos, com maior caracterizacdo nos eosindfilos, por
estarem relacionados a participacdo da resposta imune as
parasitoses intestinais estimuladas pelas substancias quimicas
produzidas pelos parasitas, as quais podem levar o individuo
auma anemia, visto que absorvem nutrientes essenciais para
o organismo e sangue da mucosa intestinal, eventualmente
diminuindo a taxa de hemoglobina.®”

Uma pesquisa feita em um laboratério de andlises clinicas
no municipio de Juazeiro do Norte constatou como resultado
uma associacao significativa entre anemia e as parasitoses
intestinais. A pesquisa tomou como critério para a selecao
pacientes cujos valores obtidos no exame de hemograma
apresentem niveis de hemoglobina abaixo dos valores conside-
rados normais para idade e sexo, que apresentem juntamente
um quadro anémico, em conjunto com o exame de patoldgico
de fezes. O resultado obtido foi que 39,2% da amostra tém
anemia associada com parasitose e destaca criancas, idosos
e gestantes como principais grupos de risco.®

Segundo estudo realizado por Santos et al.,”’ a prepon-
derancia de casos de enteroparasitoses em criangas ocorre
principalmente devido ao alto contato com as formas infec-
tantes dos parasitas. Devido a imunidade de criangas ainda
ser deficiente para eliminacao destes parasitos, elas se tornam
mais suscetiveis a infeccoes. Nesta pesquisa, foi avaliada a pre-
valéncia de parasitas intestinais e a associacao entre anemia e
parasitose em criancas e idosos em Santo Angelo, no estado
do Rio Grande do Sul. Foram avaliados 2.470 pacientes, e,
desses, 19,3% eram positivos para alguns parasitas intestinais,
entretanto apenas 112 pacientes estavam com infeccéo por
parasitos patogénicos, e entre estes ultimos, 25,0% (28/112)
apresentaram parasitose e anemia. Assim como no estudo
de Miotto et al.*® os parasitos mais comuns foram os ndo
patogénicos E. nana e E. coli, seguidos do parasito patogénico
G. lamblia, o que reflete a via de contaminacdo fecal-oral. As
criancas foram as mais afetadas, o que pode ser explicado
pelas atividades recreativas em ambientes ao ar livre e por
apresentarem o sistema imunoldégico em desenvolvimento.
Ainda foi destacado o papel do G. lamblia no desenvolvimento
de quadros anémicos, visto que o parasita reduz a capacidade
do organismo de absorver nutrientes.

Conforme Mahan e Stump,?¥ a anemia pode ser consi-
derada a manifestacao final da deficiéncia de ferro crénica
e de longa duracao, refletindo na disfuncao do sistema do
corpo. A funcdo muscular insuficiente se manifesta através
da diminuicdo do desempenho no trabalho e resisténcia ao

exercicio. O comprometimento neurolégico é caracterizado
por alteragées comportamentais, como fadiga e anorexia.
Um possivel sinal da deficiéncia de ferro é a diminuicdo da
imunidade e, sobretudo, em termos de deficiénciaimunolé-
gica celular e na atividade fagocitaria dos neutrdéfilos, podem
aumentar a infeccao.

CONCLUSOES

Diante dos resultados analisados, os parasitos mais fre-
guentemente encontrados foram: Endolimax nana, Blastocystis
hominis e Entamoeba coli. Com isso, acentua-se o papel da
educagao no controle e prevencao deste problema em saude.
Dessaforma, destaca-se aimportancia da educacao sanitaria,
educagao em saude, como também do debate sobre o acesso
a bens e servicos da populacdo afetada.

Portanto, devem ser priorizadas medidas de atencéo
integral a saude da populacao, através da pratica de uma
medicina curativa e preventiva, visando acima de tudo o
acesso universal e respeito a equidade dos individuos, visando
obter avancos inerentes a melhoria da qualidade de vida da
comunidade em Tomé-Acu/Pa.
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Resumo

Objetivo: Essa pesquisa objetiva verificar a prevaléncia de mulheres portadoras de processos inflamatérios benignos, como a vaginite e vaginose,
atendidas via Sistema Unico de Saude (SUS) no municipio de Salvador - Bahia, no periodo de janeiro a setembro dos anos de 2014 e 2015. Métodos:
Estudo epidemioldgico com base populacional e de carater seccional relatando casos de processos inflamatérios benignos, em mulheres do grupo etario
dos 15 aos 59 anos, registradas no banco de dados do SISCOLO. Resultados: Em todos os casos positivos de agentes patogénicos houve a presenca de
dois grupos que prevaleceram nos resultados: as bactérias como os cocos e bacilos em geral com 2.182 casos, a Gardnerella vaginalis com 523 casos e o
protozodrio Trichomonas vaginalis com 30 casos. Observou-se em menor nimero a Chlamydia trachomatis com 1 Unico caso e Herpes simplex com 3 casos
notificados, ndo sendo encontrado nenhum caso de Actinomyces sp. Casos de cocos e bacilos e Gardnerella vaginalis foram encontrados em sua maior
parte em mulheres pertencentes ao grupo de 20 a 39 anos de idade, com 1.339 e 320 casos, respectivamente. Ja o protozoario Trichomonas vaginalis
apareceu em 13 casos tanto nas mulheres de 20 a 39 como nas de 40 a 59 anos de idade. Conclusdo: E de extrema importancia o conhecimento de como
0s processos inflamatorios benignos no trato vaginal se comportam na populacao feminina, sendo possivel criar medidas especificas através do perfil
epidemiolégico de mulheres acometidas por essas patologias, tornando as acdes mais eficazes para uma detecgao precoce, tratamentos adequados e
diagndsticos satisfatorios.

Palavras-chave: Vaginite; Vaginose Bacteriana; Teste de Papanicolaou.

Abstract

Objective: The objective of this study was to verify the prevalence of women with benign inflammatory processes, such as vaginitis and vaginosis, where
they were treated through the Unified Health System (SUS) in the city of Salvador, Bahia, from January to September 2014 and 2015. Methods: Study is
a population-based epidemiological study with a sectional character reporting of benign inflammatory processes in a women group and a group from
15 to 59 years old, in the municipality of Salvador-Bahia, registered in the SISCOLO database. Results: All positive cases of pathogens in the research,
there were the presence of two groups that prevailed the results, bacterias such as Cocos and bacilli in general with 2182 cases, a Gardnerella vaginalis
with 523 cases and protozoa Trichomonas vaginalis with 30 cases. Observing in least incidences the Chlamydia trachomatis with only 1 case and Herpes
simplex with 3 reported cases, with no Actinomyces sp. cases reported. Cases of Cocos and Bacilli and Gardnerella vaginalis were found mostly in women
belonging to the 20-39-year-old group with 1339 and 320 cases respectively, the protozoan Trichomonas vaginalis appeared in 13 cases in both women
20 to 39 and in those aged 40 to 59 years. Conclusion: Considered extremely important the knowledge of how benign inflammatory processes in the
vaginal tract behave in the female population, and it is possible to create specific measures through the epidemiological profile of women affected by
these pathologies, becoming the most effective actions for an early detection, appropriate treatments and satisfactory diagnoses.

Keywords: Vaginitis; Vaginosis Bacterial; Papanicolaou Test.
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INTRODUCAO

A microbiota oferece protecdo contra a aderéncia e o
crescimento desordenado de patdgenos através da produ-
cao de bacteriocinas. Das diversas microbiotas existentes no
corpo, uma das mais estudadas é a microbiota vaginal (MV),
composta predominantemente de Lactobacillus spp., que
tem como funcéo principal manter o pH acido (3,5 a 4,5), o
que impede o crescimento desordenado de microrganismos,
formando uma barreira protetora na mucosa vaginal.”

O equilibrio entre a MV e o estado hormonal atua na
producao da secrecao vaginal, um processo fisioldgico nor-
mal do organismo que dificulta o surgimento de infeccoes
e se apresenta de cor clara ou esbranquicada quando nao
estd acompanhada de patégenos, variando no aspecto e na
quantidade de acordo com o periodo do ciclo menstrual.?)

Se ocorre infeccao ou inflamacéo, as caracteristicas da
secrecdo vaginal modificam-se, ocasionando um corrimento
abundante, de odor fétido, que pode estar associado a quadro
de vaginite e cervicite. Aparece frequentemente em mulheres
que iniciaram sua vida sexual antes dos 16 anos, utilizam anti-
concepcionais orais sem o acompanhamento médico, usam
o dispositivo intrauterino (DIU), possuem muitos parceiros
sexuais, ndo tém uma boa pratica de higiene local e fazem
uso de duchas vaginais de modo incorreto."?

Qualquer oscilagdo da microbiota favorece que microrga-
nismos se infiltrem no meio, provocando quadros de vaginite,
vaginose e cervicite. Entre os agentes causadores mais comuns
tém-se as bactérias como cocos e bacilos, o Actinomyces sp.,
Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma
hominis e espécies de Mobiluncus e bacteroides.

Dentre as bactérias anaerébias que provocam vaginose e
levam a processos inflamatérios pélvicos estao cocos Gram-
-positivos como Streptococcus agalactiae, estreptococos do
grupo A, Sthaphylococus sp. e também algumas Enterobac-
teriaceas.” Também destaca-se a presenca da Candida spp. e
Trichomonas vaginalis, respectivamente um agente fingico
e um parasita que podem causar quadros inflamatorios.®©

A Gardnerellavaginalis € um dos principais agentes bac-
terianos responsaveis por infeccao em mulheres em idade
reprodutiva, sequida pela Chlamydia trachomatis. Quando
infiltram na MV, elas produzem uma resposta inflamatdria
com a liberacao de citocinas e aminas volateis que, em
ambientes mais alcalinos, causam um “odor de peixe”, ocor-
rendo com mais intensidade depois do ciclo menstrual e em
relacdes sexuais pela presenca do esperma de pH basico no
ambiente vaginal.”®

Processos infecciosos na MV também podem ser desen-
cadeados por agentes fungicos, destacando-se entre eles
a Candida spp. que tem como principal sintoma o prurido
vulvovaginal, uma secrecao branca, granulosa e indolor
com aspecto caseoso, sendo uns dos principais agentes
causadores das vulvovaginites,® a qual pode ser causada
também pela presenca do Trichomonas vaginalis, um parasita
de transmissao sexual.”’

Avaginose, a candidiase e a tricomoniase, em conjunto,
sao responsaveis por 90% dos corrimentos vaginais."?
Quando diagnosticada, a mulher deve iniciar o tratamento
para restauracao da sua microbiota vaginal normal, com a
reducao do patégenos através da utilizacdo de antibidticos
da familia dos imidazodlicos e a reposicao dos lactobacilos
perdidos."Se ndo tratadas e detectadas com antecedéncia,
essas enfermidades aumentam o risco de complicacbes
ginecoldgicas, como a doenca inflamatdria pélvica e a sus-
cetibilidade de adquirir o virus daimunodeficiéncia humana
(HIV) e outras doencas sexualmente transmissiveis. 2%

O exame citoldégico de Papanicolaou é um dos principais
exames mais utilizados para o diagnostico de vaginite e vagi-
nose, sendo empregado para pesquisa de lesdes precursoras
do cancer do colo do utero, podendo também ser aplicado
para identificacdo de alteragao na microbiota vaginal.?

A vaginite e a vaginose causam alteracdes na mucosa
vaginal,aumentando o risco de promover complicagdes gine-
coldgicas, podendo estar associadas a infertilidade e ao parto
prematuro. Conhecer a prevaléncia dessas infeccbes pode
se tornar uma ferramenta importante no auxilio da criacao
de programas de prevencao e estratégias de tratamento.

Diante do exposto, o presente trabalho objetiva verificar a
prevaléncia de mulheres portadoras de processos inflamaté-
rios benignos, como a vaginite e a vaginose, e que estas foram
atendidas via Sistema Unico de Saude (SUS) no municipio
de Salvador — Bahia, no periodo de janeiro a setembro dos
anos de 2014 e 2015.

METODOLOGIA

Realizou-se um estudo epidemiolédgico do tipo seccional
no municipio de Salvador, capital do estado da Bahia, que
possui 2.675.656 habitantes, sendo 1.426.759 (53%) mulheres.
Desse percentual de mulheres, 109.282 (7,66%) pertence a
faixa etariade 15a 19 anos de idade, 540.913 (38%) compete
as mulheres de 20 a 39 e 351.154 (24,61%) as mulheres de
40 a 59 anos de idade, de acordo com o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), senso de 2010. Trata-se do
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municipio mais populoso do Nordeste e o terceiro do Brasil.

Relatando todos os casos notificados no Sistema de Infor-
macao do Cancer do Colo do Utero (SISCOLO) de mulheres
residentes na referida capital, atendidas pelo Sistema Unico
de Saude (SUS), com processos inflamatérios benignos do
trato vaginal, como as vaginites e vaginose, no periodo de
janeiro a setembro dos anos de 2014 e 2015. Serao incluidas
no estudo apenas os casos em mulheres com idade de 15
aos 59 anos.

Os dados obtidos foram extraidos do SISCOLO, disponi-
vel no site do Departamento de Informatica do SUS (www.
datasus.saude.gov.br). Trata-se de um sistema informatizado
desenvolvido em parceria com o Instituto Nacional do Cancer
(INCA), estabelecido pelo Ministério da Saide como uma
ferramenta para o acompanhamento de acdes de deteccao
precoce dos processos inflamatorio benignos como também
para o cancer no colo do utero, auxiliando na obtencéo de
informacodes destes casos na populacdo em questao.

As variaveis utilizadas nesse trabalho foram: idade, ade-
quabilidade do material (satisfatdrio) e os agentes patogéni-
cos (cocos e bacilos, Actinomyces sp., Chlamydia trachomatis,
Gardnerellavaginalis, Trichomonas vaginalis e Herpes simplex).

As informacodes coletadas no SISCOLO foram analisadas
por meio dos programas TabNet e Excel® 2016, mediante
os quais calculou-se a estatistica descritiva (frequéncia e
proporcao) e coeficiente de prevaléncia (CP).

Essa pesquisa ndo infringe nenhumallei ética, pois todos
os dados estdo disponiveis na internet.

RESULTADO E DISCUSSAO

No municipio de Salvador, no periodo de janeiro a setem-
bro dosanosde 2014 e 2015, foram realizados 13.121 exames
citopatoldgico cérvico-vaginal. Destes, 10.652 foram diag-
nosticados em mulheres pertencentes ao grupo etario de
15 a 59 anos de idade. De janeiro a setembro de 2014 foram
realizados 7.818 exames nessa mesma faixa etaria, enquanto
em 2015 apresentou o numero de 2.834 exames, mostrando
uma reducdo de 63,76% de 2014 para 2015.

Ainda ha barreiras nas realizacbes do exame preventivo,
tanto pela falta de informacao da importancia do exame,
como por pudor, medo, falta de interesse, impedimento por
parte do conjuge, como também as dificuldades encontradas
nos locais de realizac6es de coleta, que algumas vezes nao
conseguem cobrir a demanda do municipio.>1”

Na andlise das altera¢des proliferativas benignas como a
vaginite e vaginose, destaca-se que no ano de 2014 obteve-se
o resultado positivo de 1.456 (13,78%) casos, observando o
maior indice no més de janeiro, com 14,63% de casos. J4, em
2015, a quantidade de casos positivos foi de 1.283 (12,04%),
enfatizando o maior valor no més de marco com 22,31%
casos (Figura 1).
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O termo vaginite ou vulvovaginite é usado para descrever
qualquer infeccao ou inflamacéo na vagina, desencadeado
quando hd o desnivelamento entre o nimero de lactobacilos
e 0s microrganismos existentes. Esse aumento dos agentes
patogénicos, ou seja, a vaginose, causa um desconforto
em mulheres portadoras, sendo apontado como um dos
sintomas principais que levam as mulheres a procurar o
servico de saude.”

Dependendo de qual inflamagao proliferativa benigna
seja, vaginite ou vaginose, existem diversos agentes patogé-
nicos para cada forma da doenca, e de acordo com os dados
do SISCOLO os principais microrganismos causadores destas
doencas sao os cocos e bacilos, Actinomyces sp., Chlamydia
trachomatis, Gardnerella vaginalis, Trichomonas vaginalis e
Herpes simplex.

A Gardnerella vaginalis é indicada na literatura como
um dos agentes patogénicos responsaveis pela maioria
dos casos de vaginose encontrados nos laudos dos exames
preventivos, acometendo mulheres na maioria das vezes
nas idades de 21 a 30 anos e menos frequente naquelas

de 15 a 19 anos, tendo uma importancia clinica por poder
induzir a doenca inflamatéria pélvica.®10111819)

Um estudo realizado no municipio de Vitéria de Santo
Antao - PE para verificar a prevaléncia e os fatores de risco da
tricomoniase em mulheres obteve que a maioria dos casos foi
diagnosticada em mulheres adultas de 26 a 59 anos de idade
e que estavam associados a fatores socioculturais, como baixa
escolaridade, multiplos parceiros sexuais, falta de educacao
sexual e ocupacao.”” Em outro estudo realizado em Goiania - GO
os dados obtidos diferem entre si, 0 grupo de idade mais aco-
metida foi o dde adolescente, pois ha um aumento de nimero
de adolescentes que estao iniciando sua vida sexual muito
cedo e nao utilizam nenhum método contraconceptivo.™®

De todos os casos positivos de agentes patogénicos
nessa pesquisa, destacou-se a presenca de dois grupos que
prevaleceram nos resultados: as bactérias como os cocos
e bacilos em geral, a Gardnerella vaginalis e o protozodrio
Trichomonas vaginalis. Verificou-se em menor niumero a
presenca do Actinomyces sp., Herpes simplex e a Chlamydia
trachomatis (Tabela 1).

Nimeros de casos, percentual e coeficiente de prevaléncia (CP) dos casos de processos inflamatdrios benignos, de acordo com os agentes patogénicos e asidades estudadas,
no municipio de Salvador — Bahia no periodo de janeiro a setembro dos anos de 2014 e 2015.

15a19 20a39 40a59
2014
Espécies Patogénicas N°de casos | % (44 N°de casos | % P N°de casos | % P
Cocos e bacilos 89 7,97 81,44 688 61,59 127 340 30,44 96,82
Gardnerella vaginalis 32 10,03 29,28 193 60,50 54,16 9% 29,47 26,77
Trichomonas vaginalis = = = 9 50,00 1,66 9 50,00 2,56
Actinomyces sp. - - - - - - - - -
Herpes simplex = = = 2 66,67 0,37 1 33,33 0,28
Chlamydia trachomatis - - - - - - - - -
2015
Espécies Patogénicas N°de casos | % (4 N°de casos | % (3 N°de casos | % (4
Cocos e bacilos 103 9,67 94,25 651 61,13 120 3N 29,20 88,56
Gardnerella vaginalis 23 11,27 21,04 127 62,25 23,47 54 26,47 15,37
Trichomonas vaginalis 4 33,33 3,66 4 33,33 0,73 4 33,33 1,34
Actinomyces sp. - - - - - - - - -
Herpes simplex - - - - - - - - -
Chlamydia trachomatis - - - 1 100,00 0,18 - - -
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Dos casos envolvendo cocos e bacilos, tem-se que no
periodo dos anos estudados foram realizados cerca de 2.182
diagnésticos, sendo que, destes, o maior valor de casos
positivos foi de 1.339 (61,36%) encontrados em mulheres na
faixa etéria de 20 a 39 anos de idade e o menor valor foi de
192 (8,80%) em meninasde 15a 19 anos de idade (Figura 2).

Dos bacilos sugestivos de Gardnerella vaginalis, o qual
se torna o principal responsével pelos quadros de vaginoses
bacterianas, observou-se que no periodo em questao foram
diagnosticados 523 casos, dentre eles 320 (61,19%) foram
apenas em mulheres de 20 a 30 anos de idade (Figura 2).

O protozodario flagelado Trichomonas vaginalis aparece
em terceiro lugar entre os patégenos mais observados nos
resultados de processo inflamatério nas mulheres de 15 a 59
anos de idade. Encontrado em 30 casos no periodo de janeiro
asetembro dosanos de 2014 e 2015, sendo deste 13 (43,33%)
casos foram diagnosticados em mulheres pertencentes ao
grupo de 20 a 39 anos e 13 (também 43,3%) em mulheres
de 40 a 59 de idade (Figura 2).

As infeccdes por bactérias como cocos e bacilos,
Chlamydia trachomatis, Actinomyces sp. ou pelo virus Herpes
simplextambém sao associadas a fatores socioculturais, como
multiplos parceiros sexuais. Duchas vaginais, uso do DIU,
inicio da atividade sexual precocemente, como também o
nao uso de preservativos aumentam a incidéncia de nimeros
de casos dessas infec¢des, que podem agravar para quadros
irreversiveis se nao diagnosticados precocemente.?3520

Compondo o grupo dos agentes patogénicos que menos
apareceram nos resultados dessa pesquisa, temos Chlamydia
trachomatis com apenas 1 caso, o Herpes simplex com 3 casos
diagnosticados e o Actinomyces sp. que ndo teve nenhum
caso notificado no periodo de janeiro a setembro dos anos
de 2014 e 2015.

Os resultados podem ser analisados com mais eficacia
quando avaliados pelo coeficiente de prevaléncia, obser-
vando-se que ao passar dos periodos o numero de mulheres
dos grupos de 20 a 39 anos e 40 a 59 anos diagnosticadas
com cocos e bacilos, Gardnerella vaginalis e Trichomonas
vaginalis diminuiram. As mulheres pertencentes ao grupo de
15 a 19 anos também tiveram uma reducao no numero de
resultados positivos para Gardnerella vaginalis, observando
um aumento no numero de casos de cocos e bacilos com o
aparecimento de caso de Trichomonas vaginalis.

Pelo coeficiente de prevaléncia, observou-se que as
mulheres de 15 a 19 anos de idade representaram uma
diminuicao de casos do grupo de maiores contaminagdes
apenas da Gardnerella vaginalis que de 29,28 passou a
21,04. No caso de cocos e bacilos houve um aumento de
81,44 para 94,25, e de Trichomonas vaginalis, que nao teve
nenhum caso, acusou aumento para 3,66. Para o grupo de
menor risco de contaminacao ndo houve casos de infeccao
por Actinomyces sp., Chlamydia trachomatis e Herpes simplex
(Figura 3).

Casos de vaginite e vaginose vém sendo observados
cada vez mais entre adolescentes, podendo estar associados
ao aumento do nimero de jovens que estdo iniciando sua
vida sexual precocemente."¥Em um estudo realizado em Sao
Paulo para investigar o perfil epidemiolégico de mulheres
com vaginose, atendidas em um ambulatério de doencas
sexualmente transmissiveis, foi averiguado que 41,1% de
casos de vaginose foram observados na faixa etaria de 15 a
19 anos de idade, o que poderia também estar relacionado
ao inicio precoce da vida sexual.?”

Foi notado que as mulheres pertencentes a faixa etaria
de 20 a 39 anos obtiveram reducdo no nimero de casos dos
grupos de maiores contaminag¢des que foram os cocos e
bacilos que tiveram uma queda de 127 para 120, a Gardne-
rella vaginalis que teve uma reducéo de 54,16 para 23,47, e
Trichomonas vaginalis que passou de 1,66 para 0,73. J4 para
os de menor risco de contaminacgao, as mulheres tiveram
uma queda de apenas um agente que foi o Herpes simplex,
que de 0,37 foi reduzido para nenhum caso, porém surgiram
casos de Chlamydia trachomatis. Para o Actinomyces sp., nao
houve nenhum caso notificado (Figura 4).

As mulheres do grupo etério de 20 a 39 anos sao apon-
tadas como as que mais realizam o exame citolégico de
Papanicolaou, dai ser esse grupo em que mais se encontram
casos positivos para agentes infecciosos no trato genital.
(202223 O agente patogénico e de importancia clinica, mais
prevalente nessa faixa etaria, é a Gardnerella vaginalis, nao
caracterizado como uma DST, porém tendo conotacdo
sexual por ser encontrada em grande numero de mulheres
que tém varios parceiros sexuais. A secrecao abundante e
comumente com odor fétido é um dos principais motivos
que levam essas mulheres a realizar o exame citolégico de
Papanicolaou.®*?¥
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distribuida no periodo de janeiro a setembro dos anos de 2014 e 2015.

As mulheres de 40 a 59 anos similarmente tiveram
reducdo nos nimeros de casos do grupo de maiores conta-
minagdes: o cocos e bacilos, de 96,82 teve uma queda para
88,56; Gardnerella vaginalis, de 26,77 caiu para 15,37; e o
Trichomonas vaginalis, de 2,56 teve uma reducdo para 1,34.
O mesmo aconteceu com o grupo de menores contamina-
¢oes, que teve a reducao do Herpes simplex de 0,28 para 0.
Ja para o Actinomyces sp. e a Chlamydia trachomatis nao foi
constatado nenhum caso notificado (Figura 5).

Infeccdes no trato genital em mulheres acima dos 40 anos
podem ser explicadas pela reducdo no numero de células
epiteliais escamosas intermediarias ricas em glicogénio,
polissacarideo que é essencial na formacdo do acido latico
produzido pelos Lactobacillus spp. e que tém como funcdo
impedir o crescimento desordenado de microrganismos. Tal
processo apresenta-se deficiente nesse grupo de mulheres,
causando assim a suscetibilidade em apresentar quadros de
infeccoes e inflamagdes na mucosa vaginal.!-242%

CONCLUSAO

Considera-se de extrema importancia o conhecimento
de como os processos inflamatérios benignos no trato vagi-
nal se comportam na populacao feminina, sendo possivel
criar medidas especificas através do perfil epidemioldgico
de mulheres acometidas por essas patologias, tornando as
acoes mais eficazes para uma deteccdo precoce, tratamentos
adequados e diagndsticos satisfatorios.

O estudo observou a particularidade de cada micror-
ganismo precursor de processos inflamatérios vaginais de
acordo com trés grupos divididos por faixas etarias, justi-
ficando a inclusdo de mulheres de 15 a 59 anos de idade
no programa de rastreio, a fim de diminuir a prevaléncia
de casos de vaginite e vaginose através do diagndstico
precoce, notando-se que o indice de prevaléncia dessas
doencas esta aumentando.
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Abstract

Background: Healthcare-associated infections increase the risk of colonisation by multidrug-resistant microorganisms (MDR). Fungal infections are
more prevalent in immunocompromised patients and carriers of underlying diseases. Covid-19 infection increased hospitalisation in intensive care
units (ICU), which contributed to the increase in fungal co-infections and aggravated the morbidity and mortality of patients. Objectives: This study
aimed to describe the occurrence of Candida spp. in patients with severe Covid-19 and to measure the association of risk factors for these co-infections.
Methods: This article presents a retrospective cohort study conducted at a reference hospital in the state of Pernambuco. The medical records of 102
patients admitted to the ICU from June to August 2020, diagnosed with severe Covid-19 upon confirmation of the result by RT-PCR, were evaluated. The
relationship between patients with fungal infections and the control group was observed by analysing the laboratory parameters. Results: Of the 102
patients evaluated, eight developed co-infections with Candida spp.. Among the eight cases, there were three deaths. Compared with a control group,
patients co-infected with Candida spp. and Covid-19 had a higher number of total leukocytes, neutrophilia and higher plasma urea. Conclusion: Some
biochemical and hematological changes were associated with the Candida spp. Infection. We did not detect resistance to the use of antifungal agents such
as Fluconazole, Voriconazole, Caspofungin, Micafungin, Amphotericin B, and Fluocytosine. Relationship among Acinetobacter baumannii with two of the
three deaths of individuals diagnosed with fungal infection, suggests an important morbidity of polymicrobial infections in patients with severe Covid-19.

Keywords: Covid-19. SARS-CoV-2. Candida. Infections.

Resumo

Introducao: As infecgoes relacionadas a assisténcia a satide aumentam o risco de colonizagao por microrganismos multirresistentes (MIDR). As infeccoes
fungicas sdo mais prevalentes em pacientesimunocomprometidos e portadores de doencas de base. A infeccao por Covid-19 aumentou as internagdes em
unidades de terapia intensiva (UTI), o que contribuiu para o aumento das coinfec¢des fungicas e agravou a morbimortalidade dos pacientes. Objetivos:
Este estudo teve como objetivo descrever a ocorréncia de Candida spp. em pacientes com Covid-19 grave e medir a associacao de fatores de risco para
essas coinfeccoes. Métodos: Este artigo apresenta um estudo de coorte retrospectivo realizado em um hospital de referéncia no estado de Pernambuco.
Foram avaliados os prontuarios de 102 pacientes internados na UTI no periodo de junho a agosto de 2020, com diagnéstico de Covid-19 grave. A relacdo
entre pacientes com infecg¢oes fungicas e o grupo controle foi observada pela analise dos parametros laboratoriais. Resultados: Dos 102 pacientes
avaliados, oito desenvolveram coinfec¢ées por Candida spp.. Entre os oito casos, ocorreram trés 6bitos. Comparados com um grupo controle, os pacientes
coinfectados com Candida spp. e a Covid-19 apresentou maior nimero de leucécitos totais, neutrofilia e maior uréia plasmatica. Conclusao: Algumas
alteracoes bioquimicas e hematoldgicas foram associadas a infeccdo por Candida spp.. Nao detectamos resisténcia ao uso de antifingicos como
Fluconazol, Voriconazol, Caspofungina, Micafungina, Anfotericina B e Fluocitosina. A relacédo entre Acinetobacter baumannii com duas das trés mortes
de individuos diagnosticados com infeccao flngica sugere uma importante morbidade de infeccdes polimicrobianas em pacientes com Covid-19 grave.

Palavras-chave: Covid-19. SARS-CoV-2. Candida. Infecgao Hospitalar.
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INTRODUCTION

Healthcare-associated infections (HAIs) are responsible
for prolonging patients' hospital stay, increasing antimicrobial
consumption, and consequently, colonisation and/or infection
by multidrug-resistant microorganisms. Systemic fungal
infections mainly affect immunocompromised patients
and those with underlying diseases who require intensive
care. Among the main risk factors for the occurrence of
these infections is the performance of invasive procedures,
such as surgery, mechanical ventilation, implantation of a
central venous catheter, and haemodialysis, in addition to
corticosteroid and prolonged antibiotic therapy. In recent
years, there has been an increase in infections by Candida
auris, a yeast that has gained prominence because of its
antimicrobial resistance, and an increase in cases of non-
albicans Candida.t™

During the Covid-19 pandemic, triggered by SARS-
CoV-2, healthcare professionals faced new challenges. Many
patients with Covid-19 require hospitalisation, and in the
most severe cases, many developed severe acute respiratory
syndrome (SARS), requiring transfer to the Intensive Care
Unit (ICU). They received corticosteroid therapy to reduce
the inflammatory process and broad-spectrum antimicrobials
to prevent bacterial co-infections, favouring the occurrence
of fungal co-infections and increasing the risk of morbidity
and mortality."47,

Several studies have demonstrated the occurrence of
invasive fungal co-infections in patients with severe Covid-
19%9 and Candida spp. was the most frequently isolated
fungusin 24.1% of 253 critically ill Covid-19 patients.® It has
also been reported that patients hospitalized for Covid-19 are
at risk for healthcare-associated infections (HAI), including
candidemia.” In Brazil, Riche, Cassol and Pasqualotto!?
demonstrated an increase in frequency of candidemia in
hospitalized patients with Covid-19 receiving corticosteroids
with a high mortality rate. Aditionally, it has been showed
that patients with Covid-19 who are immunosuppressed or
have other pre-existing comorbidities are at a significantly
higher risk of acquiring invasive fungal infections.®"

It must be emphasised that few studies have demonstrated
the main risk factors that justify the increase in the incidence
of systemic infections by Candida ssp. in patients with Covid-
19.Therefore, the objective of this study was to describe the
occurrence of infections by Candida spp. in patients with
severe Covid-19 and the associated risk factors for these
co-infections.

METHODS

Population and place of study

This is a retrospective cohort study carried out at the
Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco
(HC-UFPE), located in the State of Pernambuco, Brazil. The
medical records of 102 patients admitted to the ICU for
Covid-19 (ICU-Covid) from June to August 2020 diagnosed
with severe Covid-19 confirmed by RT-PCR for SARS- CoV-2
were analyzed. Patients were evaluated from admission to the
ICU-Covid until discharge from this unit to the hospital ward
ordeath. ICU admitted patients diagnosed with candidaemia
or infection by Candida spp. in other biological materials (n
= 08) had their clinical and laboratory data compared to the
control group, characterized by patients also diagnosed with
severe covid-19 and admitted to the same ICU, however,
without infection by Candida spp. (n = 94). Thus, the study
corresponded to a cohort of patients admitted to the ICU
diagnosed with severe Covid-19.The results of the laboratory
tests were collected daily or at the discretion of the ICU team,
depending on the type of test and its applicability for the
therapeutic management of the patient. Both individuals
diagnosed with co-infection (fungal infection and SARS-
CoV-2), and those who were not co-infected, had their exams
collected following the same criteria of therapeutic care
and diagnosis as the ICU team. Thus, the medians of each
patient and the total number of patients were compared
for each assay (between individuals with and without fungal
infection). The following laboratory data were evaluated:
antifungigram, haemoglobin concentration, total leukocytes,
neutrophil count, lymphocyte count, platelets, D-dimer,
lactate dehydrogenase (DHL), C-reactive protein (CRP), urea,
and creatinine.

Laboratory diagnosis of infection by Candida spp.
Microbial growth of candidaemia was detected in
blood culture samples using BACTEC FX (Becton Dickinson,
New Jersey, USA), followed by microbial identification and
resistance tests (antifungigram) using the VITEK 2 System
(BioMérieux, Marcy-I' Etoile, France). The identification
and antifungal activity of Candida spp. of other biological
samples (tracheal secretion and urine) were performed
directly using the VITEK 2 System. The antifungal agents tested
were fluconazole, voriconazole, caspofungin, micafungin,
amphotericin B, and flucytosine. Nosocomial infections
associated with invasive devices by Candida spp. were defined
as the laboratory detection of the microorganism after at least

RBAC. 2024;56(1):28-33

29



Haematological and biochemical parameters associated with Candida spp. | Lima K, Silva AMB, Santos ITS, Soares GHS,
Araujo RBG, Leal GRA, Silva VR, Silva WRC, Silva AP, Diniz MV, Lima JLC

48 hours of using devices such as mechanical ventilation,
central catheters, or indwelling urinary catheters.'?

Ethical Considerations

This researchis in line with the ethical principles accepted
by national (Resolution CNS 466/2012) and international
(Declaration of Helsinki / World Medical Association)
regulations. This study was approved by the Research Ethics
Committee of the Hospital das Clinicas of (HC-UFPE) with an
opinion number 4,579,183.

Statistical analyses

Clinical and laboratory data are presented using
descriptive statistics, with continuous variables as means and
interquartile ranges, and categorical variables as frequencies
and percentages. We used the Mann-Whitney test to compare
the differences between patients with Candida spp. and
controls. Statistical significance was set at P < 0.05. Statistical
analyses were performed using the STATA software (StataCorp
LLC, Texas, USA).

RESULTS

Eight patients (7.8%) diagnosed with severe Covid-19
in the ICU developed fungal infections caused by Candida
spp.. The median age of these co-infected patients was 58.5
years (49.3-70.8). The incidence of Candida spp. in men
and women was the same; however, deaths occurred in
female patients. Most patients received antibiotic therapy
(n = 8; 100%), corticosteroid therapy (n = 6, 85.7%), and
antifungal therapy (n = 6; 85.7%). Regarding the analysed
comorbidities, only diabetes (n = 2; 25%) and renal failure
(n = 2; 25%) were included in the patient history, affecting
different individuals. No individuals had infections caused by
Human Immunodeficiency Virus, Hepatitis B, Hepatitis C, or
malignant neoplasms. Regarding the three deaths, Candida
spp. was diagnosed based on candidemia (n = 2; 25%) and
tracheal secretions (n = 1; 12.5%). In addition, two of these
individuals had co-infections with Acinetobacter baumannii.
Additionally, most individuals with Candida spp. and Covid-19
had associated bacterial infections (n =05; 62.5%). Clinical data
and therapies used were not available for one patient (Table 1).

The main identified species of the genus Candida
were C. albicans (n = 3; 37.5%), C. tropicalis (n = 3; 37.5%),
and C. parapsilosis (n = 2; 25%). All species were sensitive
to Fluconazole, Voriconazole, Caspofungin, Micafungin,
Amphotericin B, and Fluocytosine. Additionally,

haematological parameters, renal function, D-dimer, CRP, and
LDH levels were compared among patients diagnosed with
Covid-19, with and without Candida spp. (8 and 94 patients,
respectively). Among the analytes evaluated, individuals with
severe Covid-19 who developed Candida spp. infections had
higher leukocyte and neutrophil counts and higher urea levels
than those who did not develop the fungal infection (Table 2).

Clinical and laboratory aspects addressed in individuals diagnosed with severe
Covid-19 and co-infected with Candida spp.

Variables Coinfected patients (N = 8) %
Mean time to diagnose candidiasis 144+ 6.45 —
(days) (mean = SD)

Genre (n=8)

Male 4 50
Female 4 50
Deaths (n=8) 3 375
Deaths in females 3 37.5
Deaths in males - -
Comorbidities (n=8) 4 50
Diabetes 2 25
Renal insufficiency 2 25
Drug treatment (n=7) 7 100
Corticosteroid Therapy 6 85.7
Antibiotic Therapy 7 100
Antifungal Therapy 6 85.7
Candida infection isolation site

(n=8)

Blood 4 50
Urine 2 25
Tracheal secretion 2 25
Candida spp.

Candida albicans 3 37.5
(andida parapsilosis 2 25
(andida tropicalis 3 375
Bacterial coinfection*

Acinetobacter baumannii 02 25
Entreococcus faecalis 01 125
Pseudomonas aeruginosa 01 12,5
Klebsiella pneumonia 01 12,5
Enterobacter cloacae 01 125

*Some individuals had polymicrobial infections, while others did not have bacterial infections associated with
(Candida spp. co-infections and Covid-19.

RBAC. 2024;56(1):28-33

30



Haematological and biochemical parameters associated with Candida spp. | Lima K, Silva AMB, Santos ITS, Soares GHS,
Araujo RBG, Leal GRA, Silva VR, Silva WRC, Silva AP, Diniz MV, Lima JLC

Table 2

Comparison between laboratory parameters of patients admitted to the Intensive Care Unit (ICU) Covid-19 co-infected with Candida spp. vs. controls with Covid-19 without

co-infection with Candida spp.

Variable* Candida spp. coinfection Controls P- value**
(n=8) (n=94)
Haemoglobin (g/dL) 11.30(9.00; 14.13) 11.30(9.03; 13.48) 0.995
Total leukocytes (cells/mm?’) 15945 (10485; 19928) 9970 (6060; 14170) 0.015
Neutrophils (cells/mm?®) 11785 (7475; 14400) 7120 (4000; 10860) 0.036
Lymphocytes (cells/mm?) 1200 (686; 1450) 850 (600; 1500) 0.500
Platelets (mm?) 258000 (171250; 328000) 231000 (151000; 323000) 0.763
D-dimer (ng/mL) 2150.0 (1762.5; 3415.0) 1798.4 (1420.0; 3850.0) 0.667
DHL (UI/L) 858.95 (500.90; 1522.48) 743.35(524.13; 1103.63) 0.721
PR (mg/dL) 9.00 (5.00; 28.60) 14.35(6.03; 24.75) 0.710
Urea (mg/dL) 107.55 (82.48;152.33) 47.45 (32.05; 93.73) 0.010
Creatinine (mg/dL) 2.9(0.9;5.5) 1.2(0.7;2.2) 0.095

*Results are presented as a median (Q1;Q3) **Mann-Whitney test for independent samples

DISCUSSION

Coinfection with Candida spp. and SARS-CoV-2 affected
eight individuals (7.8%). Among those co-infected, there
were three deaths (37.5%). A higher white blood cell count,
neutrophilia, and higher plasma urea concentration were
associated with infection by Candida spp. in patients with
severe Covid-19 compared with a control group of patients
diagnosed with severe Covid-19 without Candida spp. infection.

Opportunistic fungal infections are recurrent in ICUs,
especially in immunocompromised systems, through
superficial site infections, such as mucous membranes and
invasive devices."? Several pathologies, such as Covid-19,
can compromise the immune system, making it favourable
for systemic fungal infections. In addition, extended hospital
stays are associated with infections.">'” With the Covid-
19 pandemic, an increased frequency of Candida spp. has
become evident in intensive care units, especially in critically
ill patients, owing to the immunocompromise caused by the
viral infection.">"The first case of invasive candidaemia and
co-infection with Covid-19 was described at the beginning
of the SARS-CoV-2 pandemic, in 2020 in Wuhan, China."® In
Brazil, co-infections with Candida spp. and Covid-19 have
gained notoriety due to the increase in cases of candidaemia
in ICUs and the dissemination of the multidrug-resistant
species C. auris, which has affected the prognosis of patients
infected with SARS-CoV 2.7

In the present study, among the isolated species, the
non-albicans Candida group represented five positive
cultures (62.5%), with C. tropicalis and C. parapsilosis, while C.
albicans represented three cases (37.5%). Other studies have
revealed a higher frequency of C. albicans in co-infections with
Covid-19.1820, Despite the increasing frequency of C. auris in
Brazil and co-infections with Covid-19,"*2V infections by this
species were not found in the group of patients analysed.
Some Brazilian studies have shown a decreased sensitivity
of Candida spp. to azole antifungals.?*>2 However, the species
foundin this study were analysed using antifungigrams, which
did not detect resistance to the use of antifungal agents
such as Fluconazole, Voriconazole, Caspofungin, Micafungin,
Amphotericin B, and Fluocytosine.

As previously mentioned, patients co-infected
with Candida spp. and Covid-19 exhibited leukocytosis,
neutrophilia, and higher urea levels than the control
group (without fungal infection), confirming the findings
of Kayaaslan et al. (2021).24 This study showed neutrophilia
and increased serum CRP and urea concentrations in
patients with candidaemia and Covid-19 compared with
the data from patients before the emergence of the
SARS-CoV-2 pandemic. However, when evaluating all the
patients in our research, with and without co-infection
by Candida spp., both groups showed a decrease in
haemoglobin concentration, lymphopenia, and an
increase in serum concentrations of D-dimer, CRP, and DHL.
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These data are pertinent since Abolfotouh et al. (2022)?
demonstrated higher mortality in hospitalised patients with
Covid-19 associated with lymphopenia, neutrophilia, and
elevated CRP. Although four patients had comorbidities, such
as diabetes (n = 2) and renal failure (n = 2), Omrani et al.
(2021)@9 did not show a correlation between these variables
and Candida spp. co-infection. A significant increase in urea
was reported in Candida spp. and Covid-19 co-infected
patients, although there was no significant difference
between creatinine values. Brookes & Power (2022)®?"
discussed that increases in plasma urea concentration may
be associated, among other factors, with cardiovascular
system failure, hypovolaemia, and catabolism, in addition
to reflecting a critical health condition.

This study identified that the co-infected patients had
undergone drug treatment with corticosteroids, antibiotics,
and antifungals, which corroborates the possibility of the
risk of infection by Candida spp. Additionally, some studies
have revealed that infections with other pathogenic agents
increase the treatment period and mortality.® We observed
that in two of the three identified deaths, there was an
associated infection with Acinetobacter baumannii,a common
bacterium in HAls.

The number of Candida spp. infections has increased
in hospitalised patients since the Covid-19 pandemic.“*?
Thereis a relationship between invasive medical procedures,
corticosteroid therapy, and immunocompromised patients
as risk factors for fungal co-infections.?® Thus, biomarkers
related to a worse prognosis for patients admitted with severe
Covid-19 are essential for the early identification of possible
clinical worsening and the adoption of adequate medical
care.The findings are based on a single- center retrospective
cohort study with a relatively small sample size, which may
not fully represent the broader population. Additionally,
while the study identified risk factors for fungal co-infections,
causation cannot be definitively established. Further research
with larger and more diverse cohorts is needed to confirm
these findings and explore additional factors contributing
to fungal co-infections in Covid-19 patients.

CONCLUSIONS

Higher white blood cell count, neutrophilia, and higher
plasma urea concentration were associated with infection
by Candida spp. in patients with severe Covid-19. We did
not detect resistance to the use of antifungal agents such
as Fluconazole, Voriconazole, Caspofungin, Micafungin,

Amphotericin B, and Fluocytosine. Two of the three identified
deaths, there was an associated infection with Acinetobacter
baumannii, a common bacterium in Healthcare-associated
infections (HAI).

ACKNOWLEDGEMENTS

Thanks to the Hospital das Clinicas - Federal University
of Pernambuco for the permission to access data from the
medical records of the research patients.

REFERENCES

1. Arastehfar A, Carvalho A, Nguyen MH, Hedayati MT, Netea MG, Perlin
DS, et al. Covid-19-Associated Candidiasis (CAC): An Underestimated
Complication in the Absence of Immunological Predispositions. J Fungi
(Basel). 2020;6(4):211. doi: 10.3390/jof6040211.

2. Magnasco L, Mikulska M, Giacobbe DR, Taramasso L, Vena A, Dentone
C, etal. Spread of Carbapenem-Resistant Gram-Negatives and Candida
auris during the Covid-19 Pandemic in Critically lll Patients: One Step
Back in Antimicrobial Stewardship. Microorganisms. 2021;9(1):95. doi:
10.3390/microorganisms9010095.

3. MoinS, FarooqiJ, Rattani S, Nasir N, Zaka S, Jabeen K. C. auris and non-C.
auris candidemia in hospitalized adult and pediatric Covid-19 patients;
single center data from Pakistan. Med Mycol. 2021;59(12):1238-1242.
doi: 10.1093/mmy/myab057.

4. Nucci M, Barreiros G, Guimaraes LF, Deriquehem VAS, Castifieiras AC,
Nouér SA. Increased incidence of candidemia in a tertiary care hospital
with the Covid-19 pandemic. Mycoses. 2021;64(2):152-156.doi: 10.1111/
myc.13225. Epub 2020 Dec 10.

5. Riche CVW, Cassol R, Pasqualotto AC. Is the Frequency of Candidemia
Increasing in Covid-19 Patients Receiving Corticosteroids? J Fungi (Basel).
2020;6(4):286. doi: 10.3390/j0f6040286.

6. Yang S, Hua M, Liu X, Du C, Pu L, Xiang P, et al J. Bacterial and fungal
co-infections among Covid-19 patients in intensive care unit. Microbes
Infect. 2021;23(4-5):104806. doi: 10.1016/j.micinf.2021.104806.

7. Thomaz DY, Del Negro GMB, Ribeiro LB, da Silva M, Carvalho GOMH,
Camargo CH, et al. A Brazilian Inter-Hospital Candidemia Outbreak
Caused by Fluconazole-Resistant Candida parapsilosis in the Covid-19
Era. J Fungi (Basel). 2022;8(2):100. doi: 10.3390/jof8020100.

8. Negm, EM, Mohamed, MS, Rabie, RA. et al. Fungal infection profile in
critically ill Covid-19 patients: a prospective study at a large teaching
hospital in a middle-income country. BMC Infect Dis 23, 246 (2023).
https://doi.org/10.1186/512879-023-08226-8.

9. Song G, Liang G, Liu W. Fungal Co-infections Associated with Global
Covid-19 Pandemic: A Clinical and Diagnostic Perspective from China.
Mycopathologia. 2020 Aug;185(4):599-606. doi: 10.1007/s11046-020-
00462-9.

. Riche CVW, Cassol R, Pasqualotto AC. Is the Frequency of Candidemia
Increasing in Covid-19 Patients Receiving Corticosteroids? Journal of
Fungi. 2020; 6(4):286. https://doi.org/10.3390/jof6040286

11. Oh K-H, Lee S-H. Covid-19 and Fungal Diseases. Antibiotics. 2022;
11(6):803. https://doi.org/10.3390/antibiotics11060803

. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa. Nota técnica no 02/2021
GVIMS/GGTES/ANVISA - REVISADA - Critérios Diagnosticos de IRAS
[Internet]. Brasilia: Anvisa; 2021 [updated 2022 sep 30; cited 2023 jun 19].
Availabe from: https://www.gov.br/anvisa/pt-br/centraisdeconteudo/
publicacoes/servicosdesaude/notas-tecnicas/2021/nt-022021-revisada-
criterios-diagnosticos-de-iras-050521.pdf/view.

RBAC. 2024;56(1):28-33

32



20.

21.

Haematological and biochemical parameters associated with Candida spp. | Lima K, Silva AMB, Santos ITS, Soares GHS,
Araujo RBG, Leal GRA, Silva VR, Silva WRC, Silva AP, Diniz MV, Lima JLC

. Hoenigl M, Seidel D, Sprute R, Cunha C, Oliverio M, Goldman GH, et al.

Covid-19-associated fungal infections. Nat Microbiol. 2022;7(8):1127-
1140. doi: 14.1038/541564-022-01172-2.

. Leoncio, JM, de Almeida VF, Ferrari RAP, Capobiango JD, Kerbauy G,

Tacla MT. Impacto das infeccdes relacionadas a assisténcia a saude nos
custos da hospitalizagao de criangas. Revista da Escola de Enfermagem
da USP.2019;53:e03486. Available from: https://doi.org/10.1590/51980-
220X2018016303486.

. ChenN, Zhou M, Dong X, Qu J, Gong F, HanY, et al. Epidemiological and

clinical characteristics of 99 cases of 2019 novel coronavirus pneumonia
in Wuhan, China: a descriptive study. Lancet. 2020;395(10223):507 -513.
doi: 10.1016/50140-6736(20)30211-7.

. de Almeida JN Jr, Francisco EC, Hagen F, Brandao IB, Pereira FM, Presta

Dias PH, et al. Emergence of Candida auris in Brazil in a Covid-19 Intensive
Care Unit. J Fungi (Basel). 2021;7(3):220. doi: 10.3390/jof7030220.

. Peman J, Ruiz-Gaitan A, Garcia-Vidal C, Salavert M, Ramirez P, Puchades F,

etal. Fungal co-infection in Covid-19 patients: Should we be concerned?
Rev Iberoam Micol. 2020;37(2):41-46. doi: 10.1016/j.riam.2020.07.001

. Seagle EE, Jackson BR, Lockhart SR, Georgacopoulos O, Nunnally NS,

Roland J, et al. The Landscape of Candidemia During the Coronavirus
Disease 2019 (Covid-19) Pandemic. Clin Infect Dis. 2022;74(5):802-811.
doi: 10.1093/cid/ciab562.

Seyedjavadi SS, Bagheri P, Nasiri MJ, Razzaghi-Abyaneh M, Goudarzi M.
Fungal Infection in Co-infected Patients With Covid-19: An Overview
of Case Reports/Case Series and Systematic Review. Front Microbiol.
2022;13:€888452. doi: 10.3389/fmicb.2022.888452.

Segrelles-Calvo G, de S Araujo GR, Llopis-Pastor E, Carrillo J, Hernandez-
Hernandez M, Rey L, et al. Candida spp. co-infection in Covid-19
patients with severe pneumonia: Prevalence study and associated risk
factors. Respir Med. 2021;188:106619. doi: 10.1016/j.rmed.2021.106619.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Pinto ACC, Rocha DAS, Moraes DC, Junqueira ML, Ferreira-Pereira
A. Candida albicans Clinical Isolates from a Southwest Brazilian
Tertiary Hospital Exhibit MFS-mediated Azole Resistance Profile. An
Acad Bras Cienc. 2019;91(3):e20180654. doi.org/10.1590/0001-
3765201920180654

Botelho TK, Danielli LJ, Seide M, Borges PP, Cruz AB. Distribution and
antifungal susceptibility of Candida species isolated from clinical samples
in southern Brazil. Brazilian J. Pharm. Sci. 2022;58:20727. doi: 10.1590/
s1413-86702005000500009

Kayaaslan B, Eser F, Kaya Kalem A, Bilgic Z, Asilturk D, Hasanoglu |, et al.
Characteristics of candidemia in Covid-19 patients; increased incidence,
earlier occurrence and higher mortality rates compared to non-Covid-19
patients. Mycoses. 2021;64(9):1083--1091. doi: 10.1111/myc.13332.
Abolfotouh MA, Musattat A, Alanazi M, Alghnam S, Bosaeed M. Clinical
characteristics and outcome of Covid-19 illness and predictors of in-
hospital mortality in Saudi Arabia. BMC Infect Dis. 2022;22(1):950. doi:
10.1186/512879-022-07945-8.

Omrani AS, Koleri J, Ben Abid F, Daghfel J, Odaippurath T, Peediyakkal
MZ, et al. Clinical characteristics and risk factors for Covid-19-associated
Candidemia. Med Mycol. 2021;59(12):1262-1266. doi: 10.1093/mmy/
myab071.

Brookes EM, Power DA. Elevated serum urea-to-creatinine ratio is
associated with adverse inpatient clinical outcomes in non-end stage
chronickidney disease. Sci Rep. 2022;12(1):20827. doi: 10.1038/s41598-
022-25254-7.

Macauley P, Epelbaum O. Epidemiology and Mycology of Candidaemia
in non-oncological medical intensive care unit patients in a tertiary
center in the United States: Overall analysis and comparison between
non-Covid-19 and Covid-19 cases. Mycoses. 2021;64(6):634-640. doi:
10.1111/myc.13258.

RBAC. 2024;56(1):28-33

33



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Estudo preliminar de um modelo em Excel para auxiliar na
identificacao de Enterobacterales para usuarios de provas
bioquimicas manuais

Preliminary study of an Excel model to assist in the identification of Enterobacterales
for users of manual biochemical tests
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Resumo

Laboratérios de pequeno e médio portes que ndo possuem métodos automatizados identificam Enterobacterales através de testes bioquimicos manuais.
Desenvolvemos e avaliamos uma planilha Excel para auxiliar os usudrios desta metodologia na realizacdo da identificacao bacteriana. A planilha também
foi organizada para fornecer as identificacoes em ordem de probabilidade e sua validagao foi realizada comparando os resultados obtidos com o
método de referéncia e o MALDI-TOF MS. Em resumo, quando preenchida com os resultados esperados pela literatura, a planilha Excel correspondeu
ao microrganismo correto, o que demonstrou que eventuais limitacdes decorrem de fatores externos a ela. Ao comparar os resultados da planilha Excel
com os resultados indicados pelo MALDI-TOF MS, apenas quatro isolados da mesma espécie apresentaram divergéncia, identificados como Klebsiella
oxytoca pelo método classico e como Klebsiella varicola pelo MALDI-TOF MS, microrganismo recentemente identificado apenas por métodos genémicos,
protednicos ou moleculares.

Palavras-chaves: Enterobacterales; Testes bioquimicos; Excel; MALDI-TOF MS.

Abstract

Small and medium-sized laboratories that do not have automated methods identify Enterobacterales through manual biochemical testing. We developed
and evaluated an Excel spreadsheet to assist users of this methodology in carrying out bacterial identification. The spreadsheet was also organized to
provide the identifications in order of probability and its validation was performed by comparing the results obtained with the reference and MALDI-TOF
MS methods. In summary, when filled with the results expected from the literature, the Excel spreadsheet corresponded to the correct microorganism,
which demonstrated that any limitations arise from factors external to it. When comparing the results of the Excel spreadsheet with the results indicated
by MALDI-TOF MS, only four isolates of the same species showed divergence, identified as Klebsiella oxytoca by the classical method and as Klebsiella
variicola by MALDI-TOF MS, a microorganism recently identified only by genomic, proteonic or molecular methods.
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INTRODUCAO

Os bacilos Gram-negativos pertencentes a ordem Entero-
bacterales sao os isolados mais frequentemente encontrados
em espécimes clinicos analisados no setor de microbiologia
de um laboratério de analises clinicas. Para sua identificacdo
sao utilizados métodos convencionais (manuais), automa-
tizados e, mais atualmente, a espectrometria de massa por
ionizacao/dessorcao a laser auxiliada por matriz (MALDI-TOF
MS). Os métodos automatizados oferecem muitas vantagens
como, por exemplo, a reprodutibilidade e a disponibilidade
de fornecer resultados dentro de 24 horas. Além disso, esses
métodos apresentam um sistema de interfaceamento que
facilita ao médico obter resultados parciais ou integrais do
exame de seu paciente.”’ As desvantagens, porém, sdo o custo
elevado e a dependéncia de um sistema fechado, que exige
manutencao e renovacao de seus softwares.?

Atecnologia protedmica, com a utilizagao da metodolo-
gia de MALDI-TOF MS, deu inicio a uma nova era, de modo
que novos géneros foram validados e muitas novas espécies
foram descritas.”” No entanto, os custos da implementacao
da tecnologia de espectrofotometria de massas ainda estao
além das possibilidades financeiras de muitos laboratérios.

Os laboratérios de pequeno e médio portes que nao
contam com métodos automatizados fazem a identificacdo de
Enterobacterales através de testes bioquimicos manuais, nos
quais caracteristicas metabolicas especificas sao detectadas
nos microrganismos. Apds a leitura dos testes, os resultados
sdo interpretados através de consulta em tabelas. Tais tabelas
sdo fornecidas pelas principais literaturas de referéncia em
microbiologia e possuem a caracterizacdo bioquimica dos
principais microrganismos, o que permite a identificacdo
da bactéria a partir da coincidéncia do resultado com o
perfil fornecido para espécie/género. Com este método,
é possivel realizar a identificacdo dos principais géneros
bacterianos de interesse clinico” a um custo mais acessivel
para os laboratérios com menos recursos, embora tal rotina
seja problemética em razdo da falta de praticidade, prin-
cipalmente para os profissionais com menor experiéncia,
pois é necessario o manuseio fisico de tabelas extensas,
demandando demasiado tempo.

E relevante observar que os métodos fenotipicos de iden-
tificacdo microbiana, como os testes bioquimicos manuais,
ainda sao os métodos de primeira escolha para a realizacao
do diagnéstico microbiolégico na maioria dos laboratérios
dos paises em desenvolvimento.®’ Dados do PNCQ - Programa
Nacional de Controle de Qualidade da Sociedade Brasileira de

Andlises Clinicas, referentes ao ano de 2022, apontam paraa
mesma realidade: aproximadamente 87% das identificacoes
encaminhadas para o Programa utilizaram métodos manuais,
ou seja, foram 23.037 cepas identificadas pelo método manual
versus 3.405 pelo método automatizado.®

OBJETIVO

Elaborar um modelo informatizado em planilha Excel,
como alternativa dinamica de identificacao bacteriana para
uso em laboratérios de pequeno e médio portes que utilizam
os testes bioquimicos Citrato, Ureia, Ornitina, Lisina, TSI, SIM,
para identificacao de Enterobacterales de forma manual.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foi desenvolvida uma planilha no modelo
Excel 2016 em que os testes bioquimicos (Citrato, Ureia,
Ornitina, Motilidade, H,S, Lisina, Lactose, Indol, Gas) foram
organizados em colunas. Para cada teste foram atribuidas
possibilidades de resultado positivo ou negativo usando a
funcao SE do Excel como condicionante (SE(teste_ldgico;[-
valor_se_verdadeiro]; [valor_se falso]).”

Um banco de dados com 512 possibilidades de perfis
para as diferentes familias e géneros bacterianos de maior
probabilidade de isolamento em laboratérios de menor
porte foi inserido conforme literatura especializada.“® A
planilha foi desenvolvida também com a capacidade de
calcular a probabilidade conforme frequéncia de ocorréncia
nos testes de identificacdo dos microrganismos. Para este
calculo foi necessario, além da tabela de resultado dos perfis
para cada familia e género bacteriano, fornecer ao modelo
em Excel, a tabela com os perfis de positividade para cada
teste bioquimico.“®

A identificacdo de uma bactéria desconhecida foi
baseada, entdo, no calculo da probabilidade entre o perfil
desconhecido e o perfil de cada espécie de microrganismo
armazenada no banco de dados da planilha Excel 2016.% Os
cdlculos seguiram o modelo exemplificado por Koneman et
al, 2001,® em que somente a probabilidade de reacao positiva
da prova listada na base de dados é utilizada para célculo. A
probabilidade dareagao negativa é 1 menos a probabilidade
da reacao positiva. A frequéncia de ocorréncia é calculada
por multiplicagdo conjunta de todas as frequéncias de ocor-
réncia das reagoes. Por fim, para obtencao da porcentagem
de identificacdo, cada frequéncia é dividida pela soma de
todas as frequéncias, e o resultado é multiplicado por 100.
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As identificacbes que atingiram uma probabilidade de
90% ou mais foram consideradas excelentes identificacdes,
enquanto aquelas que se aproximaram de 90% foram con-
sideradas satisfatorias, porém com a recomendacao de que
fossem submetidas a melhor identificacdo por meios de
provas adicionais ou liberacdo da identificacdo somente em
nivel de género. Por fim, foram desconsideradas aquelas com
probabilidade muito baixa.®

Apos concluida a etapa do desenvolvimento da planilha,
esta foi validada comparando os resultados encontrados com
aqueles obtidos pelo método referéncia de interpretacao.
Neste método, os testes sdo lidos e comparados visualmente
com os resultados constantes em uma tabela de reacdes
bioquimicas conhecidas para cada familia e/ou género.

As amostras utilizadas para validacdo da planilha foram
deisolados clinicos (urinas) e isolados provenientes do Con-
trole Externo de Qualidade (PNCQ). Os resultados obtidos
com a rotina classica e com o modelo Excel foram também
comparados com resultados obtidos por MALDI-TOF MS.

Os testes bioquimicos manuais e as placas com meio
de cultivo primario utilizados para cultura e identificacdo
de Enterobacterales foram aqueles utilizados na rotina do
Laboratério Nucleo Andlises Clinicas/Gravatai e adquiridos da
marca Laborclin®. Sao eles: Citrato de Simmons, Triple Sugar
Iron (TSI), Lisina Descarboxilase (LIA), Ornitina Descarboxilase
(MIO), Agar Ureia, SIM, Agar Mueller Hinton, assim como placa
de Agar MacConkey.

As respostas bioquimicas proporcionadas pelo conjunto
de meios identificatérios foram:®
- Citrato de Simmons: utilizagao do citrato de s6édio como

Unica fonte de carbono;

+  Meio SIM: produgao de H_S, produgéo de indol (ap6s
adicao de reativo de Kovacs), motilidade;

«  Meio de MIO: descarboxilacdo da ornitina, producdo de
indol (apos adicao de reativo de Kovacs) e motilidade;

«  Meiode LIA: descarboxilagao da lisina, desaminagao da
lisina, producao de H.S;

«  Meio de TSI: fermentacdo da glicose, fermentacao da
lactose, produgdo de H,S e gas (quanto a esta prova, em
especial, deve ser registrado o fato de que o TSI detecta
lactose e sacarose, de forma que podera ocorrer positivi-
dade na superficie do meio de organismos fermentadores
da sacarose e ndo fermentadores da lactose, sendo que
se faz necessdria a confirmacao da fermentacao ou ndo
da lactose através de meios seletivos como o Mac Conkey

ou, ainda, a utilizacdo da Prova de Kliger Iron Agar, em
que o diferencial para o Triple Sugar Iron Agar - TSI é a
auséncia da sacarose).

«  Urease (Meio de Christensen): producao de urease (nesta
prova, deve ser destacada aimportancia de se usar o Meio
de Christensen, em vez da Ureia em caldo, visto que esta
ultima sé detecta microrganismos fortes produtores de
urease, como o género Proteus sp., por exemplo, e ndo
consegue detectar fracos produtores, como, por exemplo,
0 género Klebsiella sp.).

A semeadura, temperatura e tempo de incubacao, ante-
riores a leitura dos resultados, seguiram a orientagao presente
na bula do fornecedor e também presente no Procedimento
Operacional Padrao do Laboratério (POP).

Cabe ressaltar que boas praticas em laboratério de
microbiologia sdo importantes e foram seguidas, como por
exemplo: ndo foram usadas col6nias isoladas em um periodo
superior a 24 horas, pois, a partir deste periodo, o metabolismo
bacteriano pode ficar comprometido e a leitura de alguns
parametros pode consequentemente ficar prejudicada ou até
mesmo nao ocorrer; assim como nao foram usadas coldnias
muito recentes (inferior ao periodo de 18 horas), pois nao
se encontram com o metabolismo bem definido e algumas
provas podem ter seus resultados alterados; a leitura das
provas foi realizada dentro de um periodo de 18 a 24 horas;
aguardou-se que os meios de cultura de identificacao bac-
teriana estivessem em temperatura ambiente para entdo
se realizar os testes; assim como nao foi usado sobrecarga
de in6culo.®19

As identificacOes bacterianas obtidas através da meto-
dologia de MALDI-TOF MS foram realizadas de acordo com
instrucdes do fabricante, no Laboratério de Pesquisa em
Resisténcia Bacteriana (LABRESIS-HCPA). O software utilizado
para a identificacao foi o MBT Compass 4.1 (Bruker).

As cepas foram acondicionadas em eppendorf com caldo
TSB (Laborclin®) com 16% de glicerol e armazenadas em free-
zer no periodo de margo de 2023 até junho do mesmo ano.

RESULTADOS

As funcbes implementadas na planilha conseguiram
associar, apos a introducédo dos resultados encontrados no
bioquimismo bacteriano, a identificacdo automatizada de
microrganismo nos isolados testados (Figura 1).
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fx  =SE(C6>="Sim";"Positivo";"Negativo")

B = D E F G H I J K
Gds H2s URE IND Mot ORN ar LIA LACTOSE
Resultados sim nao nao sim sim nao nao sim nao
Interpretagdo Positivo | Negativo | Negativo | Positivo | Positivo | Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
Regras para Todos os Testes
Gds H25 URE IND Mot ORN ar LIA LACTOSE
Yositivo
Positivo Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
\egativo
Negativo| Nao Nao Nio N&o Nao Nao Nao Néo Nao

Tabela Excel — Exemplo de atribuicdo de resultados positivos ou negativos aos testes bioquimicos e fungdo SE.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Comaimplementacdo do banco de dados com as tabelas positividade frente aos testes e os calculos de probabilidade,
com todos os perfis de resultados para os testes bioquimicos a planilha conseguiu identificar o microrganismo e fazé-lo
da ordem Enterobacterales, além da tabela com o perfil de em ordem de probabilidade (Figuras 2, 3, 4).

Iden bacteriana e probabilidades

Teste Laboratorial Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo  Positivo 1 1
Gds KX  URE IND  MOT  ORN  CT LA  LACTOSE  Escherichi col Shigella dysenterioe
N

205 Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo  Positivo 100,00% 0,00%

Tabela Excel- Exemplo de identificacao bacteriana e probabilidade.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Banco de Dados — Exemplo de tabela de perfil de positividade frente aos testes bioquimicos dos géneros e espécies bacterianas.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Escherichia Coli
Gés H25 URE IND MOT
'rob. Positiva ==> 95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 2% 95%
95% 1% 1% 2% 95%
5% 1% 1% 2% 95%

ORN ar LA LACTOSE  Probabilidade  Resultado
65% 1% 90% 95%
65% 1% 90% 95% 0,00% 1
65% 1% 90% 5% 0,00% 2
65% 1% 10% 95% 0,00% 3
65% 1% 10% 5% 0,00% 4
65% 99% 90% 95% 0,00% 5
65% 99% 90% 5% 0,00% 6
65% 99% 10% 95% 0,00% 7
65% 99% 10% 5% 0,00% 8
35% 1% 90% 95% 0,00% 9
35% 1% 90% 5% 0,00% 10
35% 1% 10% 95% 0,00% 11
35% 1% 10% 5% 0,00% 12
35% 99% 90% 95% 0,00% 13
35% 99% 90% 5% 0,00% 14
35% 99% 10% 95% 0,00% 15
35% 99% 10% 5% 0,00% 16
65% 1% 90% 95% 0,00% 17
65% 1% 90% 5% 0,00% 18
65% 1% 10% 95% 0,00% 19
65% 1% 10% 5% 0,00% 20
65% 99% 90% 95% 0,00% 21
65% 99% 90% 5% 0,00% 22
65% 99% 10% 95% 0,00% 23
65% 99% 10% 5% 0,00% 24
35% 1% 90% 95% 0,00% 25
35% 1% 90% 5% 0,00% 26
35% 1% 10% 95% 0,00% 27
35% 1% 10% 5% 0,00% 28
35% 99% 90% 95% 0,00% 29
35% 99% 90% 5% 0,00% 30
35% 99% 10% 95% 0,00% ) ]
35% 99% 10% 5% 0,00% 32
65% 1% 90% 95% 0,00% 33
65% 1% 90% 5% 0,00% 34
65% 1% 10% 95% 0.00% 35

Banco de dados — Exemplo de tabela de frequéncia de positividade perante os testes bioquimicos de cada género e espécie bacteriana.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Avalidacdo da planilha Excel foi feita mediante compara-
¢ao com os resultados obtidos através do método referéncia
deinterpretacao, bem como, igualmente, com os resultados
obtidos por MALDI-TOF MS, utilizando isolados de amostras
clinicas de urina e cepas provenientes do Controle Externo
de Qualidade (PNCQ).

Foram 32 amostras que apresentaram identidade com
alto indice de probabilidade (superior a 90%). Duas amostras
(21 e 22) de Escherichia colinao apresentaram resultado espe-
rado para sua espécie, ou seja, ndo foram capazes de utilizar
o carboidrato lactose presente no meio, como caracteristico,
sendo desta forma somente possivel a identificacdo com o
uso da tabela Excel ou pelo MALDI-TOF MS.

De outra parte, quando testadas as 6 bactérias prove-
nientes do Programa Nacional de Controle de Qualidade
(PNCQ), 2 destes microrganismos (Escherichia coli Tem-1
e Klebsiella pneumoniae) foram identificados conforme o
método referéncia, sendo que tais identificacdes atingiram
um bom indice de probabilidade (superior a 90%). As outras
3 bactérias (Salmonella enteritidis; Serratia marcescens e
Serratia liquefaciens) foram identificadas com mais de uma
possibilidade de identificacao bacteriana, o que também
se verificou tanto no método classico como no método de
leitora em planilha Excel, porém a identificacdo mediante
leitura na tabela Excel possibilitou concluir pela necessidade
de execucdo de mais provas bioquimicas para determinacao
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da bactéria (dada a baixa probabilidade) ou liberacdo do
resultado apenas pelo género bacteriano.

A amostra fornecida pelo Controle Externo de Qualidade
(PNCQ) lote 03512020/ATCC 13047 de Enterobacter cloacae nao
apresentou resultado esperado para sua espécie, ou seja, nao foi
capaz de hidrolisar a ureia presente no meio através da enzima
urease, como caracteristico, sendo, assim, somente possivel a
identificacdo pelo MALDI-TOF MS. Com o uso da tabela Excel,
o Enterobacter cloacae foi identificado com um percentual de
27,87%, enquanto o Enterobacter sakasakii obteve 70,12%.

Registra-se, como premissa, o fato de que a tabela,
quando preenchida com os resultados esperados pela litera-
tura, guardou correspondéncia com o microrganismo correto,
0 que evidencia que as eventuais limitacdes decorrem de
fatores que lhe sao externos.

Por fim, quando comparados os resultados obtidos na
identificacdo pelo método classico com os resultados da
planilha Excel e com os resultados obtidos no MALDI-TOF
MS, verificou-se que somente 4 amostras (11, 12, 25 e 26)
de Klebsiella variicola foram identificadas equivocadamente
como Klebsiella oxytoca, tanto pelo método referéncia como
pelaleitura com a planilha Excel. O microrganismo em questao
faz parte do Complexo Klebsiella pneumoniae, o qual teve sua
taxonomia expandida recentemente e que somente pode
ser identificado com o auxilio dos métodos moleculares,
gendmicos, protednicos ou pela atualizacdo dos protocolos
desenvolvidos para aumentar a precisdo na identificacdo de
novas espécies de tal Complexo.

NasTabelas 1 e 2, seguem os resultados encontrados para
asamostrasisoladas e identificadas de urinas da rotina do labo-
ratério e de cepas do Controle Externo de Qualidade (PNCQ).

DISCUSSAO

Segundo o Programa Nacional de Controle de Qualidade
da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas,® a maioria dos
laboratérios que participam do controle externo utiliza
métodos manuais de identificacdo para Enterobacterales. O
objetivo deste trabalho foi proporcionar, aos microbiologistas
que utilizam tais métodos, uma alternativa mais dinamica
para realizar a identificacdo bacteriana a partir dos resulta-
dos obtidos nos testes, mediante simples lancamento dos
mesmos em planilha Excel que fara a identificacao, inclusive
com os percentuais correspondentes, reduzindo o tempo
necessario para realizacao da tarefa.

O objetivo do trabalho foi alcancado, embora seja neces-
sario registrar que o método proposto néo afasta a influéncia

de fatores externos e independentes da planilha Excel, que
ocorreriam igualmente sem a sua utilizacao, bem como,
ainda, que os resultados encontrados foram de um niimero
relativamente pequeno de isolados, quando a familia Ente-
robacterales possui inimeros géneros e espécies, algumas
humanas e muitas ambientais, sendo a tabela proposta
somente de utilizacdo em isolados clinicos.

Dentre tais fatores externos, podemos mencionar os
meios identificatérios para bacilos Gram-negativos perten-
centes a familia das Enterobacterales, que possuem limitacoes
inerentes ao método, como, por exemplo, o fato de que a
positividade de 90% de algumas bactérias a determinado
teste exige umaincubacdo em até 48 horas, que nem sempre
é cumprida. E o caso do meio citrato, por exemplo, no qual
os produtos metabolicos decorrentes da reagao provocam
alcalinizacdo do meio de cultura, que é detectado pelo
indicador de pH incluido na formulagcdo em até 48 horas.”

Na execucao deste trabalho, em caso de reacao negativa
nas primeiras 24 horas, principalmente em identificacbes
indeterminadas, os tubos foram mantidos em incubacéo
por 24 horas adicionais, tendo sido considerado positivo
quando o meio citrato mudou de cor para azul (originalmente
verde) ou foi observado crescimento na linha de semeadura,
demonstrando que a bactéria foi capaz de utilizar o citrato
como Unica fonte de carbono.”

Adificuldade de observacao daresposta frente a motili-
dade bacteriana é outro complicador que pode ser melhorado
com o entendimento sobre o movimento bacteriano, que é
demonstrado através da turvacdo dos meios semissélidos
SIM ou MIO a partir da localizagao do inéculo (Figura 5).

Motilidade bacteriana negativa e positiva no meio de SIM.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Resultados comparativos das identificacdes em isolados urindrios feitas por metodologia referéncia, planilha Excel (objeto do trabalho) e MALDI-TOF MS.

o
;lA ME;I(;DO RESULTADOS DOS TESTES BIOQUIMICOS TAIIBIZLA PROBAIIBI:I.IDADE M ALDII-I1)'0F Ms

AMOSTRA REFERENCIA EXCEL (%)

LAC CIT ORN GAS UREIA LIA HS INDOL MOT

1 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
2 Pmirabilis -+ + + + - o+ - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
3 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
4 K.aerogenes + + + + - + - -+ K.aerogenes 95,96 K.aerogenes
5 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
6 K.pneumoniae P oar o A oar SEI = = K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
7 Pmirabilis - + + - - Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
8 Pmirabilis - + + + -+ - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
9 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
10 Pmirabilis -+ + + o+ - o+ - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
N K.oxytoca + + - + + - - K.oxytoca 100 K.variicola
12 K.oxytoca + + - + + - - K.oxytoca 100 K.variicola
13 K.pneumoniae + + - + o+ + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
14 Pmirabilis -+ + + + -+ - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
15 K.pneumoniae + + - + o+ + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
16 M.morganii - -+ + + - - + + M.morganii 95,53 M.morganii
17 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
18 M.morganii - -+ + + - - + + M.morganii 95,53 M.morganii
19 K.pneumoniae -+ o+ + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
20 K.pneumoniae + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
21 Ndo identificada - - + - - + + E.coli lactose- 98,62 E.coli
22 Nao identificada - - + - - + + E.coli lactose- 98,62 E.coli
23 K.pneumoniae + + - + o+ + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
24 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
25 K.oxytoca + + - + + + - - K.oxytoca 100 K.variicola
26 K.oxytoca + + - + + + - - K.oxytoca 100 K.variicola
27 K.aerogenes + + + + - + - -+ K.aerogenes 95,96 K.aerogenes
28 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
29 Pmirabilis -+ + o+ + - - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
30 Pmirabilis -+ o+ + o+ - - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
31 M.morganii - -+ + + - - + + M.morganii 95,53 M.morganii
32 K.aerogenes + + + + - + - -+ K.aerogenes 95,96 K.aerogenes
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Resultados comparativos das identificaces em cepas CEQ-PNCQ feitas por metodologia referéncia, planilha Excel (objeto do trabalho) e MALDI-TOF MS.

0 ’
N II'chEE/:NO 1D METODO RESULTADOS BIOQUIMISMO 1D TABELA T::CEEIE_A D MALDI-TOE MS
AMOSTRA REFERENCIA BACTERIANO EXCEL %)
LAC CIT ORN GAS UREIA LIA HS INDOL MOT
462/23
S.enteritidis S.enteritidis -+ o+ + - + - + S.enteritidis 50,25 Salmonella sp.
S.thiphimurium -+ o+ o+ - + - + S.thiphimurium 49,75
463/23
E.coli TEM-1 E.coli + - + + - + + + E.coli 100,00 E.coli
464/23
S.marcescens S.liquefaciens -+ + o+ - + - - + S.liquefaciens 4391 S.marcescens
S.marcescens -+ + o+ - + - - + S.marcescens 36,72
465/23
K.pneumoniae K.pneumoniae + + - + + + - - K.pneumoniae 98,31 K.pneumoniae
03512020
ATCC13047
E.sakasakii E.sakasakii
E.cloacae
+ + + + - - - - + E.cloacae 70,12 E. cloacae
+ + + + - - - + 27,87
467/23
S.liquefaciens -+ + o+ - + - + S.liquefaciens 4391 S.liquefaciens
-+ + + - + - - + S.marcescens 36,72

Igualmente, o meio de identificacdo urease, que é um
importante diferenciador entre a familia dos Proteus e dos
demais géneros de Enterobacterales, também é um fator
complicador, pois algumas Enterobacterales podem apresentar
lenta atividade de urease, ou seja, sao positivos tardios.”

E relevante salientar, acerca da validacio realizada, que o
Manual de Procedimentos Basicos em Microbiologia Clinica
para o Controle de Infeccdo Hospitalar da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (2002) registra
que qualquer sistema de testes existentes no comércio, com
leitura manual ou automatizada, apresenta limitacdes no
numero de provas e na discriminagao dos diferentes géneros
e espécies de enterobactérias, de modo que a maioria dos
esquemas trabalha com um méaximo de 80% de acerto. E
importante destacar que mesmo os sistemas semiautoma-
tizados e automatizados nao oferecem 100% de acerto para
a caracterizacdo das espécies de enterobactérias, mas repre-
sentam o principal comportamento descrito na literatura.®

O mesmo Manual também registra que para as espécies
dos géneros Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e Serratia os
testes mais utilizados apresentam baixo poder de discrimi-
nacao, sendo a identificacdo feita pelo maior percentual de
probabilidade.™

CONCLUSAO

As funcdes implementadas na planilha conseguiram
associar, apos a introducao dos resultados encontrados no
bioquimismo bacteriano, a identificacdo automatizada de
microrganismo nos isolados testados.

Comaimplementacao do banco de dados com as tabelas
com todos os perfis de resultados para os testes bioquimicos
da ordem Enterobacterales, além da tabela com o perfil de
positividade frente aos testes e os calculos de probabilidade,
a planilha conseguiu identificar o microrganismo e fazé-lo
em ordem de probabilidade.
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A validacdo levada a termo na execucao do presente
trabalho permite a conclusao de que a planilha em Excel
desenvolvida apresenta indices de conformidade com o
método classico, sobressaindo-se pela maior dinamica e
facilidade de acesso aos resultados, com inegavel ganho em
termos de otimizacao das rotinas de trabalho.

Quando comparada com o método MALDI-TOF MS, a
identificacdo pela tabela Excel apresentou discriminacdo
inferior. Porém, a superioridade do método protedmico em
termos de agilidade e acuracia, como alternativa para os
laboratérios que possuem maior capacidade orcamentaria,
nunca foi alvo de questionamento no presente trabalho.
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Resumo

Ao final de 2022, a pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2 chegou a marca de 36 milhdes de casos, e com mais de 600 mil 6bitos no Brasil. Os casos
mais graves requerem manejo em UTI com intubacgao orotraqueal e possivel evolucao para pneumonia associada a ventilagéo (PAV), resultando no vasto
uso de antimicrobianos, incrementando o numero de bactérias multirresistentes no cenario pds-pandemia. O presente estudo relata o caso de sucesso
farmacoterapéutico da associacéo de ceftazidima/avibactam com aztreonam e polimixina no tratamento de coinfeccao por bactérias pan-resistentes,
com fenétipo NDM e KPC, em um paciente com multiplas comorbidades, admitido no HU-UFPI para tratamento de Covid-19. Corrobora-se aimportancia
da elucidagao microbioldgica e fenotipica para direcionamento terapéutico, a padronizacao de antibidticos de reserva para o tratamento de infec¢bes
por microrganismos multirresistentes e pan-resistentes e o gerenciamento de programas como stewardship de antimicrobianos envolvendo equipe
multiprofissional para um efetivo sucesso terapéutico.

Palavras-chave: Covid-19, Unidade de Terapia Intensiva, Infeccdes bacterianas, antibacterianos.

Abstract

At the end of 2022, the pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus reached the mark of 36 million cases, and with more than 600 thousand deaths in Brazil.
The most severe cases require ICU management with orotracheal intubation and possible evolution to Ventilation Associated Pneumonia (VAP), resulting
in the extensive use of antimicrobials, increasing the number of multidrug-resistant bacteria in the post pandemic scenario. The present study reports
a case of pharmacotherapeutic success in the association of ceftazidime/avibactam with aztreonam and polymyxin in the treatment of co-infection by
pan-resistant bacteria, with NDM and KPC phenotype, in a patient with multiple comorbidities, admitted to the HU-UFPI for the treatment of Covid-19.
The importance of microbiological and phenotypic elucidation for therapeutic guidance, the standardization of reserve antibiotics for the treatment of
infections by multidrug-resistant and pan-resistant microorganisms and the management of programs such as antimicrobial stewardship involving a
multidisciplinary team for an effective therapeutic success are corroborated.

Keywords: Covid-19, Intensive Care Unit, Bacterial infections, antibacterials.
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INTRODUCAO

Em margo de 2020, a OMS declarou a pandemia de
Covid-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, chegando aos
36.331.281 casos confirmados no Brasil, com 413.535 casos
€ 8.027 6bitos em 2022 no Piaui."? Enquanto a maioria dos
casos requerem apenas tratamento sintomatico, os quadros
mais graves, sobretudo de pacientes com comorbidades,
requerem manejo em UTI com intubacdo orotraqueal
(I0T), comrisco de evolugdo para pneumonia associada a
ventilador. A internacdo em UTl com IOT apresentou alta
taxa de mortalidade no Brasil, oscilando na faixa de 80%
durante o pico da pandemia, e esteve associada a muitos
casos de coinfeccdes por bactérias multirresistentes no
mundo todo.® Somado a antibioticoterapia empirica
pelos pacientes intubados pela infeccao do novo corona-
virus, cerca de 33% das pessoas diagnosticadas com Covid
fizeram uso de algum antibiético por automedicacdo antes
de procurar o servico hospitalar, fatos que contribuiram
para o crescente nimero de bactérias multirresistentes
durante a pandemia.®” Dentre as bactérias isoladas em
pacientes internados por SARS-CoV-2, a Klebsiella pneu-
moniae e Acinetobacter baumanii estao entre as mais
recorrentes.® O presente trabalho objetiva relatar o caso
de um paciente internado no Hospital Universitario da Uni-
versidade Federal do Piaui (HU-UFPI), em Teresina — Piaui,

para tratamento de Covid-19, que evoluira com coinfeccdo
por Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase
e da metalo-beta-lactamase de Nova Deli (fenétipo KPC
e NDM) e Acinetobacter baumanii, também produtora de
carbapenemase.

RELATO DE CASO

Paciente admitido no HU-UFPI em 27/08/2020, por-
tador de hipertensao e obesidade grau lll, com Covid-19,
apresentando sindrome respiratdria aguda grave (SRAG),
choque séptico e febre, com leucécitos de 16,28x10°/mm?,
PCR de 146,5mg/L e dimero D de 634,8ng/mL, ocasido em
que os parametros clinicos e laboratoriais convergiram para
prontamente ser submetido a intubacao e sedacao. Ainda
na admissdo, foram prescritos empiricamente meropeném
endovenoso (EV) 2000mg, 3 vezes ao dia, e vancomicina
EV 1000mg, 2 vezes ao dia, e ambos antimicrobianos foram
prescritos por 16 dias.

No terceiro dia de internacdo, o paciente teve o clearance
de creatinina (CICr) mais baixo registrado, de 18,8ml/min/1,73
m?, com melhora progressiva sem hemodiélise, voltando a
apresentar queda constante do CICr a partir de D17, iniciando
hemodidlise em D25. Além disso, o paciente evoluira com
dimero D permanentemente elevado, com pico de 3.839,4ng/
dL. A Figura 1 apresenta um resumo da evolucéo.

Admisséo
hospitalar

Identificagao de
A. baumanii.

ceftazidima/avibactam
com aztreonam

Inicio de
Alta da UTI

Inicio de
polimixina

Isolamento de K.
pnheumoniae

Alta
hospitalar

Interrupgao de sedoanalgesia
e farmacos vasoativos

Evolugdo cronoldgica da internagdo.
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No 35°dia, em cateter de nasofaringe, isolou-se Klebsiella
pneumoniae fenétipo KPC (do inglés Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) e com gene de resisténcia NDM (metalo
B-lactamase de Nova Deli) ambos identificados em teste
NG-carba 5 (Laborclin®). Em D38, identificou-se Acinetobacter
baumanii em hemocultura, produtora de carbapenemase,
pan-resistente, sensivel somente a colistina, que fora tes-
tada posteriormente. As espécies foram identificadas via
Vitek-MS (BioMérieux Brasil), e os testes de sensibilidade
aos antimicrobianos foram realizados de acordo com o
preconizado Brazilian Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing (BrCast). A padronizacdo de antimicrobianos
(ATM) do HU-UFPI segue a classificacao AWaRe (do inglés
Access, Watch, Reserve), proposta pela OMS. Diante disso,
as bactérias supracitadas eram resistentes a todos os ATM
padronizados no Hospital. O perfil de sensibilidade das
bactérias esta descrito na Tabela 1.

O programa de stewardship de antimicrobianos (PSA)
do HU-UFPI é composto por farmacéutico clinico, médico
infectologista, microbiologista clinico e enfermeiro. Diante
dos resultados dos antibiogramas e da comprovacao fenoti-
pica das bactérias pan-resistentes, o referido PSA, por meio

Antibiograma das bactérias isoladas.

ATB TESTADO
AMICACINA R
AMPICILINA
AMPICILINA-SULBACTAM
CEFEPIMA

CEFOXITINA

CEFTAZIDIMA

CEFTRIAXONA

CEFUROXIMA
CIPROFLOXACINA
ERTAPENEM

GENTAMICINA

IMIPENEM

MERPENEM
PIPERACILINA-TAZOBACTAM
TIGECICLINA

K. pneumoniae A.baumanii

= X =X X = =™ =

Néo testado
R

Néo testado
R

= X =X XX =X XX X X X ™ =™ =™ =™ =™

R
R
R
R

de uma pesquisa bibliogréfica, buscou por evidéncias de
suscetibilidade das bactérias supracitadas a outros ATM.
A busca foi realizada nas plataformas PubMed, SciELO e
ScienceDirect, utilizando os descritores Gram-negative,
NDM e KPC, buscando revisdes bibliograficas, revisdes
sistematicas e relatos de casos publicados no periodo de
2015 a 2020.

Portanto, foram encontradas evidéncias que embasaram
os testes in vitro. Neste sentido, testou-se, em ensaio in vitro
por semeio de cultura com K. pneumoniae, a associacao de
ceftazidima/avibactam com aztreonam, que apresentou
halo de inibicdo (Figura 2) e possivel alternativa para o
tratamento.

Dessa forma, a antibioticoterapia incluiu polimixina B,
iniciada em D42, e em D46 a associacao ceftazidima/avi-
bactam com aztreonam, administrados em “Y” na tentativa
de reproduzir o mais préximo do observado in vitro. A partir
de entdo, houve reducéo dos parametros de infeccdo como
febre, além PCR e leucdcitos (Figura 3), com melhora clinica
progressiva, interrompendo a administracdo de farmacos
vasoativos e sedoanalgesia em D47, melhora da funcéo renal
em D51, com alta da UTl em D52 e alta hospitalar em D55.

Cultura para K. pneumoniae. Notar halo de inibicdo por amicacina (seta amarela),
colistina (seta azul) e pela associacdo ceftazidima/avibactam (seta verde) com
aztreonam (seta vermelha).
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Evolugdo dos parametros laboratoriais.

Ao longo da internacdo outras infeccdes bacterianas
foram diagnosticadas (Tabela 2), que ndo foram discutidas
no trabalho porapresentarem sensibilidade aos antibiéticos
padronizados pelo hospital.

Os dados aqui mencionados foram retirados do

Demonstrativo das culturas positivas.

prontuario eletrénico do paciente, com informagdes cole-
tadas em conformidade com a Resolucao n° 466/12, do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), e com a
Declaracao de Helsinki/World Medical Association, sob o
CAE n° 70407623.8.0000.8050.

Dia da coleta Tipo de exame Resultado Observacoes

D5 Hemocultura de cateter Staphylococcus haemolyticus Multirresistente, sensivel a vancomicina

D23 Lavado brancoalveolar K. pneumoniae Resisténcia intermedidria a amicacina (MIC 32pg/mL)
D35 Ponta de cateter - nasofaringe K. pneumoniae Pan-resistente. Fendtipo KPCe NDM

D35 Hemocultura periférica S. haemolyticus Sensivel a vancomicina

D38 Ponta de cateter endovenoso K. pneumoniae Resisténcia intermedidria a amicacina (MIC 32pg/mL)
D38 Hemocultura de cateter Acinetobacter baumanii Fenétipo KPC
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DISCUSSAO

Zeng et al.® (2020) relata uma correlagdo positiva dos
valores de PCR com a gravidade da Covid-19. Nao obstante,
Zhan et al." (2021) ressaltam que a gravidade da Covid-19
também estd relacionada aos eventos cardiovasculares ine-
rentes a infeccéo viral, sobretudo o alto risco de trombose
venosa (TV), e portanto os biomarcadores de coagulacao,
principalmente dimero D, se mostram como marcadores de
gravidade da Covid. Somado a isso, o0 SARS-CoV-2 provoca
lesdo renal aguda (LRA) de forma direta e indireta, sobre-
tudo em pacientes crénicos, tendo a LRA como indicador
de prognéstico ruim da doenca, que somado ao uso de
antimicrobianos nefrotéxicos levara o paciente a terapia
substitutiva renal . Diante dessa perspectiva, dados os
parametros laboratoriais expressos na Figura 3 nota-se que
o paciente foi admitido em estado grave, evoluindo com
piora ao longo da internagao.

As bactérias Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter
baumanii produtoras de carbapenemase estdo entre as
bactérias multirresistentes mais recorrentes em casos de
coinfeccao hospitalar associada a Covid."? Segundo Dias
et al.’®(2021), durante a pandemia houve um importante
aumento de K. pneumoniae e A. baumanii multirresistentes,
fato corroborado por um estudo realizado no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, no
qual Gaspar et al."™ (2021) relatam que a ocorréncia de K.
pneumoniae KPC aumentou em 62,1% durante a pandemia,
e que A. baumanii resistente a carbapenemase aumentou
em 78,6% no mesmo periodo.

A respeito do tratamento das bactérias isoladas, Baravo
et al.”® (2022) elencam uma série de relatos de casos que
mostram a combinacao ceftazidima/avibactam como opcao
de tratamento viavel contra K. pneumoniae KPC, bem como
anecessidade de outras combinagdes para tratar o fenétipo
NDM. Outros estudos sugerem a combinacao de ceftazidima/
avibactam com aztreonam, ou até mesmo a associacdo de
aztreonam com meropeném/vavorbactam, como opgdes
eficazes contra K. pneumoniae KPC e NDM.!''® Quanto ao A.
baumanii KPC, um estudo multicéntrico conduzido por Boral
etal." (2019) mostrou alta suscetibilidade a polimixina Eem
infecgdes de trato urinério.

Portanto, uma abordagem terapéutica baseada em cul-
turas microbiolégicas evita a administracao desnecesséria de
medicamentos ineficazes,*® o que corrobora a importancia
do programa de Stewardship de antimicrobianos (PSA) do

HU-UFPI, ja que os testes in vitro, bem como a decisao das
prescricdes foram baseados em evidéncias. Diante disso, é
notorio o impacto da atuacao do PSA sobre o desfecho do
paciente, pois é fato que as intervencdes, alteragdes, sugestoes
e decisdes baseadas em evidéncias sdo pecas-chave para
eficacia terapéutica, evitar reacdes adversas e o desenvolvi-
mento de resisténcia antimicrobiana.®”

Ademais, o estudo mostrou a importancia da padroni-
zacdo de antimicrobianos de reserva. A combinacéo cefta-
zidima/avibactam, comercialmente denominada Torgena®
(Pfizer), e o aztreonam foram prescritas como“medicamento
préprio do paciente”. Durante o presente relato, a padro-
nizacdo de antibacterianos de reserva AWaRe néo incluia
os antimicrobianos supracitados. O aztreonam, outrora
padronizado, foi novamente incluido na padronizagdo em
outubro de 2020, e a combinacao ceftazidima/avibactam
incluida em junho de 2021.%

CONCLUSAO

A combinacao de ceftazidima/avibactam e aztreonam
deve ser considerada uma opcao de tratamento vidvel para
pacientes com infeccdes por K. pneumoniae produtoras de
carbapenemase do tipo NDM. Por isso, nota-se aimportancia
daelucidacdo microbiolégica e dos mecanismos de resistén-
cia, assim como a interacdo do time de Stewardship, com
médico infectologista, farmacéutico clinico e microbiologista,
e a padronizacdo de antibioticos de reserva terapéutica, para
o tratamento de infeccdes por microrganismos multirresis-
tentes e pan-resistentes.
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instituicdes nado brasileiras, estes deverdo declarar no manuscrito o cumprimento de
diretrizes normativas e remeter documentacéo local de mesmo efeito legal.

A Revista Brasileira de Analises Clinicas apoia as politicas para registro de ensaios
clinicos da Organizagdo Mundial de Satide [OMS], do International Committee of Medical
Journal Editor [ICMJE] e do Workshop ICTRP. Desse modo, somente serdo aceitos para
publicacao os artigos de ensaios clinico-laboratoriais que tenham recebido um nime-
ro de identificacdo em um dos registros de ensaios clinicos validados pelos critérios
estabelecidos pela OMS e ICMJE. Entidades que registram ensaios clinicos segundo
os critérios do ICMJE s&o: Australian New Zealand Clinical Trials Registry [ANZCTR],
International Standard Randomised Controlled Trail Number [SRCTN], Nederlands Trial
Register [NTR], UMIN Clinical Trials Registry [UMIN-CTR], WHO International Clinical Trials
Registry Platform [ICTRP]. No entanto, o nimero de identificacdo obtido no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC (http://www. ensaiosclinicos.gov.br) do Ministério
da Saude [DECIT/MS], Organizacdo Panamericana de Satide [OPAS] e Fundagao Oswaldo
Cruz [Fiocruz] é igualmente aceito pela RBAC. O nimero de identificagao/ identificador
primario devera ser declarado ao final da secdo Material e Métodos.

Apenas serdo recebidos manuscritos que estejam rigorosamente de acordo com as
normas aqui especificadas. Os manuscritos serdo avaliados por pareceristas/ revisores
indicados pelo Conselho Editorial e/ou, eventualmente, pelos autores. Quando indica-
dos pelos autores, deverd ser informado nome completo dos pareceristas/ revisores,
e-mail e instituicdo de origem. O Conselho Editorial se reserva o direito, no entanto, de
acatar ou ndo a sugestao de pareceristas/ revisores por parte dos autores. A aceitagdo
dos manuscritos sera feita em funcdo da originalidade, importancia e contribuicao
cientifica para o desenvolvimento da area. Manuscritos aprovados poderao sofrer
alteragdes de ordem editorial, desde que ndo alterem o mérito do trabalho. Manuscritos
recusados pelos pareceristas/ revisores serao informados imediatamente aos autores.

A Revista Brasileira de Analises Clinicas esta estruturada em 15 se¢des ou areas
tematicas, cuja indicacdo devera ser feita pelos autores, no momento da submissao
do manuscrito, sendo elas:

1. Bacteriologia Clinica

2.Virologia Clinica

3. Micologia Clinica

4. Parasitologia Clinica

5. Imunologia Clinica

6. Bioquimica Clinica e Biologia Molecular

7. Hematologia Clinica e Imunohematologia

8. Citologia Clinica e Anatomia Patoldgica

9. Boas Praticas de Laboratério Clinico e Biosseguranca

10. Gestao e Controle da Qualidade no Laboratério Clinico

11. Bioética e Etica em Pesquisa

12. Histéria da Saude e Ensino das Andlises Clinicas

13. Microbiologia de Alimentos

14. Patologia Clinica Veterinaria/ Medicina Veterinaria Laboratorial

15. Toxicologia Clinica e Biologia Forense

Os manuscritos poderéo ser submetidos dentro das categoriais de comunica¢ao
cientifica designadas abaixo:

ARTIGOS ORIGINAIS: trabalhos nos quais sao informados os resultados obtidos
em pesquisas de natureza empirica ou experimental original, cujos resultados possam
ser replicados e/ou generalizados. Deverao atender aos principios de objetividade
e clareza da questdo norteadora. Os artigos originais deverdo ser estruturados de
maneira a conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até
40 caracteres entre letras e espaco), resumo/ abstract estruturado (até 250 palavras),
palavras-chaves/ keywords (3 a 6 termos), introducdo, material e métodos, resultados,
discussao, conclusao e referéncias bibliogréficas (até 30 referéncias). O texto ndo devera
exceder 5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

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

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

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

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

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

RESENHA: Revisao critica de obra recém publicada (até 3 anos), orientando o leitor
quanto a suas caracteristicas e usos potenciais. E fundamental que néo se trate apenas
de um sumadrio ou revisao dos capitulos da obra, mas efetivamente uma critica. Este
tipo de contribuicdo estd limitado a 6 paginas, incluindo todos os seus elementos.
Nao ha resumo/abstract.

IMAGENS EM ANALISES CLINICAS: méaximo de duas figuras com qualidade
de 300 dpi gravadas em “jpg", “tif” ou “png"” e até 3 autores e trés referéncias que nao
deverdo ser citadas no texto. As imagens deverado conter titulo descritivo. O texto
devera conter um maximo de 300 palavras com énfase na caracterizagdo das figuras.
Agradecimentos nao deverdo ser declarados.

CARTA AO EDITOR: correspondéncias de contetdo cientifico com comentérios,
discussdes ou criticas a artigos recentes (dois nimeros anteriores) publicados na Revis-
ta Brasileira de Analises Clinicas ou ainda com relatos de pesquisas originais, achados
técnico-cientificos significativos, opinides qualificadas sobre um tema especifico das
analises clinicas, bem como mengdes ou obitudrios de personalidades da drea da satide
e analises clinicas onde deveré ser destacado seu perfil cientifico e sua contribuicao
académica e profissional. Os autores de artigos originais citados por terceiros serao
convidados a responder aos comentarios e criticas a eles dirigidos. Nesta categoria, o
texto tem formato livre, mas nao devera exceder 500 palavras e 5 referéncias.

EDITORIAIS: escritos a convite do editor, sob tema especifico, mas considerando
a area de enfoque da Revista Brasileira de Andlises Clinicas. Deverao conter um max-
imo de 2000 palavras e até 10 referéncias bibliogréficas. Nao serdo aceitos editoriais
enviados espontaneamente.

A Revista Brasileira de Analises Clinicas avalia manuscritos para publicacdo em
portugués e inglés. Manuscritos em portugués devem estar em consonancia com
a norma culta. A submissdo de manuscritos em inglés é enfaticamente estimulada
pelo Conselho Editorial. Quando neste idioma, recomenda-se a revisdo por profis-
sional que tenha o inglés como primeira lingua e de preferéncia, familiarizado com
a area do trabalho. O Conselho Editorial, caso considere necessério, podera enviar os
manuscritos submetidos em inglés para um revisor do idioma, repassando os custos
aos autores, apos a autorizacao expressa dos mesmos. em inglés para um revisor do
idioma, repassando os custos aos autores, apos a autorizagao expressa dos mesmos.

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

Portugués Inglés
Titulo Completo Complete Title
Incluir verséo em Inglés Incluir verséo em Portugués
Titulo Corrido Running Title
Incluir verséo em Inglés Incluir verséo em Portugués

Autores Authors
Resumo Abstract
Incluir versdo em Inglés Incluir verséo em Portugués
Palavras-chave Keywords
Incluir versdo em Inglés Incluir verséo em Portugués
Introducao Introduction
Material e Métodos Material and Methods
Etica Ethics
Resultados Results
Discussao Discussion
Conclusédo Conclusion

Conflicts of Interests
Funding Sources
Ackouledgements

Conflito de interesse
Suporte Financeiro
Agradecimentos

Referéncias References

TITULO COMPLETO: Devers ser breve e indicativo da exata finalidade do traba-
lho. Recomenda-se iniciar pelo termo que representa o aspecto mais relevante da
pesquisa com os demais termos em ordem decrescente de importancia. O titulo ndo
devera conter nenhuma abreviatura e os nomes das espécies ou palavras em latim
deverdo vir em letras minusculas (excetuando-se, quando for o caso, a primeira letra
da palavra) e em itélico.

TITULO CORRIDO: Dever3 ser resumido e conter a ideia central do trabalho.

AUTORES: Os nomes completos dos autores por extenso, graus académicos e
filiacdo institucional deverdo ser mencionados. O nome completo, endereco profissio-
nal, telefone e e-mail do autor responsavel pelo manuscrito devera ser especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser conciso e claro,
pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importancia encontrados e as
conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de forma estruturada, contendo intro-
dugdo, objetivos, material e métodos, resultados, discussao e conclusdes. Referéncias
nao deverdo ser citadas e o emprego de acronimos e abreviaturas devera ser limitado.

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

INTRODUGAO: Deverd apresentar a justificativa para a realizacio do trabalho,
situar aimportancia do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagao
com outros trabalhos publicados sobre o assunto. Nesta secéo, as citacbes deverdo
ser restringidas ao minimo necessario. A introdu¢ao nao deverd incluir ainda dados
ou conclusdes do trabalho em referéncia. O Ultimo paradgrafo devera expressar o
objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverio ser apresentados de forma breve, porém sufi-
ciente para possibilitar a reproducdo e replicacéo do trabalho. Nesta secédo, deverdao
serinformados o desenho experimental e o material envolvido, bem como deverd ser
feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos ja publicados, amenos que tenham
sido extensamente modificados, deverao ser referidos apenas por citagdo. Fontes de
reagentes e equipamentos (empresa, cidade, estado e pais) deverdo ser mencionados.
Nomes que sdo marcas registradas deverao ser também, claramente, indicados. Para
melhor leitura e compreenséo, subtitulos poderao ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secdo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimento da legis-
lagéo, quando estudos com seres humanos ou animais forem procedidos. Devera ser
mencionado também a aprovagio do Comité de Etica correspondente da instituicao
aqual pertencem os autores responsaveis pelos experimentos, inclusive, informando,
claramente, o nimero do parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos
que ndo cumpram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com o minimo
possivel de discussao ou interpretacao pessoal e acompanhados de gréficos, tabelas,
quadros eilustragdes. Os dados constantes nesses elementos gréficos, no entanto, ndo
deverdo ser repetidos integralmente no texto, evitando-se, desse modo, superposicoes.
Apenas as informagbes mais relevantes deverdo ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e resultados
alcangados, procurando, sempre que possivel, uma correlagado com a literatura da area.
N&o deverd ser incluida uma revisdo geral sobre o assunto. A repeticao de resultados
ou informagdes ja apresentadas em outras se¢des, bem como especulagdes que nao
encontram justificativa para os dados obtidos deverao ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverao ser concisas, fundamentadas nos resultados e na dis-
cussao, contendo dedugdes ldgicas e correspondentes aos objetivos propostos. Em
alguns casos, poderd ser incluida no item discussao, ndo havendo necessidade de
repeti-la em item a parte.

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

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

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas pessoas e/
ou institui¢des que colaboraram com auxilio técnico e/ou recursos. No caso de 6rgaos
de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo deveré ser breve e descritivo, apresentando de maneira precisa
seu conteudo e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informacao foi obtida. De-
verd estar ainda inserido na parte superior da ilustracao e ser precedido pela palavra
“Tabela’, seguida por um ntimero identificador em algarismos arabicos. A numeragao
das tabelas devera ser feita consecutivamente, a partir da ordem de citagdo no texto.
Serdo permitidas notas explicativas de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos
e dispostas ao final da tabela. Para notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos
romanos. As tabelas deverdo ser elaboradas com linhas horizontais de separacdo no
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.M
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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Instrucdes aos autores/Instructions for authors

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]. Didrio Oficial
da Uniao 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 sera feita exclusivamente online pelo GNPapers, no
endereco: www.gnpapers.com.br/rbac/. Outras formas de submissao, ndo serdo aceitas.

Observacgoes 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 conteudo
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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Pro-IN em Tempo Real: Ferramenta GRATUITA para os laboratérios que adquirem amostras do
PRO-IN e auxilia na elaboracao e na avaliagao de seu controle interno, com:
@ Grafico de Levey Jennings automatico; @ Comparagdo com laboratdrios que utilizam mesma metodologia;
© Composicao de Valores proprios, com Média, DP e CV; @) Regras de Westgard personalizadas.

Acesse pelo QR Code, na etiqueta dos
armazenamento, estabilidade, valores r

. (21) 3172-7100 | 2569-6867

PNCQ ®

Programa Nacional
de Controle de Qualidade ‘

pncq@pncg.org.br

Rua Vicente Licinio, 193
Tijuca - Rio de Janeiro/RJ
CEP: 20270-340

Patrocinado pela Sociedade Brasileira de Anélises Clinicas



