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Contaminacao por enteropatégenos em pimenta-do-reino moida

s especiarias, produtos de origem

indigena ou exotica, sdo constituidas

por partes de vegetais e sao
tradicionalmente utilizadas para realcar o gosto
dos alimentos agregando-lhes sabores, aromas
e picancia'. Dentre essas, a pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.), originaria das regides tropicais
da India, é considerada como “o rei das especiarias”,
a julgar pelo volume do seu comércio mundial.
No Brasil, as principais areas de cultivo da pimenta-
do-reino estdo localizadas na regido Amazonica,
sendo o estado do Parda o maior produtor nacional.
Os seus frutos sdo comercializados, de acordo com
sua maturagdo, nas cores preta, branca, verde e
vermelha, tanto na forma de grdos ou moida, e
utilizadas para fins alimentares e medicinais®*.

Para o uso alimentar, os frutos devem ser
colhidos, processados, embalados, armazenados,
transportados e conservados de forma que néao
desenvolvam ou agreguem substancias fisicas,
quimicas ou bioldgicas que coloquem em risco
a saude do consumidor’. A pimenta-do-reino,
na forma de fruto, fica mais vulneravel as
contaminag¢ées  microbioldgicas  principalmente
apos a colheita, pois pode entrar em contato com
fezes de animais ao ser exposta ao sol para a
secagem, ou manuseadas por trabalhadores com maos
sujas, ou ser armazenada em locais inadequados,
ficando expostas a roedores e morcegos®. O risco da
contamina¢do microbioldgica de especiarias pode
comprometer o produto final, conforme relatado

Aparecida de Fatima MICHELIN"?, Matheus Janeck
ARAU]JO!, Rosa Sadako KIMURA!, Teresa Marilene
BRONHARO!
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2Universidade Paulista — UNIP - Aragatuba

pelo Centers for Disease Control and Prevention
(2010), onde salames tipo italiano contendo pimenta-
do-reino importada e contaminada por Salmonella
Montevideo causaram infec¢do em 272 pessoas em
44 estados dos Estados Unidos da América’.

Com base na problematica apresentada,
esse estudo objetivou a pesquisa de Salmonella e
coliformes termotolerantes em amostras de pimenta-
do-reino moida. Foram coletadas trés amostras
de pimenta-do-reino moida (Piper nigrum L.), de
acordo com o Programa Paulista de Andlise Fiscal
de Alimentos do ano de 2012, em supermercados da
regido Noroeste do estado de Sdo Paulo, levando em
considera¢ao a produgdo e comercializagao regional.
As amostras estavam armazenadas em embalagem
original, contendo 100 gramas, apresentando bom
estado aparente de conservagao.

Para pesquisa de Salmonella, foram adicionados
25 g de pimenta-do-reino moida, de cada amostra,
em 225 mL de dgua peptonada tamponada (APT)
1 %, e apds serem homogeneizadas foram incubadas
durante 18 a 20 horas a 35 °C. Posteriormente,
0,1 mL do homogeneizado foi incorporado em
10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, e mais 1 mL
em 10 mL de caldo tetrationato. Estas suspensoes
foram incubadas a 42 e 35 °C durante 24 horas,
respectivamente. Apods esse periodo, ambas as
suspensdes foram semeadas em agar de xilose-
lisina-desoxicolato (XLD) e em dagar Salmonella
e Shigella (SS) e incubadas por 24 horas a 35 °C.
Para a identificagio bioquimica presuntiva,
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cada coldnia tipica foi semeada no meio Rugai e
incubada por 24 horas a 35 °C. Posteriormente,
foram aglutinadas com anti-soros olivalentes
somaticos e flagelares especificos e aquelas com
aglutinagdo positiva foram encaminhadas ao
laboratério central do Instituto Adolfo Lutz para
sorotipagem’.

Para a pesquisa de coliformes termotolerantes,
foi realizada uma diluigdo inicial adicionando 25 g
de pimenta-do-reino moida em 225 mL de agua
peptonada tamponada (APT) a 0,1%. A determinagdo
foi realizada de acordo com a diretriz American
Public Health Association” (2001) com dilui¢des
sucessivas em série de trés tubos.

Das trés amostras de pimenta-do-reino moida
analisadas, uma (33,3 %) apresentou > 24x10°NMP/g
de coliformes termotolerantes, com identificagdo
de Escherichia coli, e presenca de Salmonella, esta
identificada como Salmonella Oranienburg.

Os padrdes microbiologicos para alimentos
estabelecido pela Anvisa® (2001) estipula para
especiarias integras ou moidas, em 25 g, que a
tolerancia maxima para coliformes termotolerantes
é de 5x10> NMP/g e a amostra deve ter auséncia
de Salmonella. Segundo estudo realizado por
Moreira e colaboradores (2009), com especiarias
provenientes de mercados na cidade de Botucatu,
a pimenta-do-reino foi a especiaria com maior indice
de contaminantes microbiolégicos, apresentando
18,2 % de positividade para Salmonella; 36,3 % para
coliformes e 60,6% para bactérias mesoéfilas. Outros
dois estudos realizados na regido de Sao José do Rio
Preto’, (S.P.) e de Campina Grande', (Pb), também
relataram a presenga de Salmonella, em 14,67 %
e 44,44 %, e coliformes termotolerantes em 33,33 %
e 54,67 %, respectivamente, nas amostras de
pimenta-do-reino.
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O resultado obtido por esse estudo mostrou
a presenca de Salmonella, coliformes termotolerantes
e E. coli, cuja presen¢a ¢ indicativa de falhas nas
boas praticas de processamento e/ou armazenamento
da pimenta-do-reino moida, colocando, dessa
forma, em risco a saude do consumidor. E necesséria
a conscientizagdo do produtor para com as boas
praticas de produgio da pimenta-do-reino,
principalmente com énfase nas etapas pds colheita,
devido a maior vulnerabilidade as contaminacoes,
para garantir maior seguranca ao produto que chega
a mesa do consumidor.
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Importancia dos fungos no ambiente hospitalar

os anos 70 e 80 , a sepse por Gram

negativos era a principal preocupagdo

dentre as infec¢des hospitalares.
Durante os anos 80 e 90, as bactérias Gram positivas,
particularmente  Staphylococcus e  Enterococcus,
passaram a ser o principal foco de atengdo.
No entanto, os avangos que ocorreram na medicina
contemporanea, ao longo das dltimas décadas,
para prolongar a sobrevida de pacientes,
contribuiram para aumentar a incidéncia de
infec¢des flngicas invasivas de origem hospitalar.
Atualmente, estes micro-organismos ocupam
o terceiro ou quarto lugar como principal causa
de infecgdo hospitalar. Procedimentos cirturgicos
de grande complexidade, perda de integridade
das barreiras naturais, multiplos procedimentos
invasivos e terapia antibidtica prolongada sdo
alguns dos fatores que contribuem para o aumento
alarmante das infecgdes fungicas, principalmente
nas unidades de terapia intensiva (UTIs)".

Em épocas passada, fungos eram,
frequentemente, considerados contaminantes ou
colonizantes, mas passaram a ter caracteristicas
oportunistas, sendo responsaveis por surtos
de infec¢des hospitalares e também por causa de
infeccoes de alta letalidade, particularmente em
pacientes imunossuprimidos, que apresentam
infeccoes invasivas®.

As infec¢des fingicas nosocomiais associam-se
a altas taxas de morbidade e mortalidade, que, na
maioria dos casos, ocorrem pela dificuldade de
se realizar um diagndstico precoce e seguro das
mesmas e, consequentemente, de se iniciar uma
terapia rapida e eficaz’.

Luciana da Silva RUIZ', Virginia Bodelao RICHNI
PEREIRA!

!Niicleo de Ciéncias Biomédicas-Centro de Laboratérios Regionais
de Bauru II- Instituto Adolfo Lutz

Dentre os pacientes hospitalizados com maior
risco para aquisicio de infecgbes fungicas
destacam-se  aqueles:  imunodeprimidos  por
quimioterapia, portadores de tumores solidos ou
cancer hematoldgico, receptores de transplantes,
sob uso por tempo prolongado de corticoides
ou outros imunossupressores, HIV positivos,
submetidos a interven¢ao cirurgica gastrointestinal
ou com pancreatite grave, queimados, com doengas
inflamatdrias cronicas autoimunes, prematuros,
com idade avangada, e pacientes em estado critico’.

Os grupos de micro-organismos causadores
de infec¢bes fungicas invasivas hospitalares
vem aumentando progressivamente, no entanto
Candida spp., Cryptococcus spp. e Pneumocystis
jirovecii  enquadram-se como o0s patogenos
mais habituais entre os fungos leveduriformes.
Outras leveduras emergentes vem sendo isoladas
com maior frequéncia, como Trichosporon spp.,
Saccharomyces spp. e Rhodotorula spp.

Infec¢des por leveduras do género Candida,
correspondem, na atualidade, a cerca de 80 % das
infec¢bes fungicas documentadas em hospitais
terciarios. Esta levedura integra a microbiota
normal do corpo humano, sendo encontrada
colonizando pele e mucosas oral, intestinal e
vaginal®. Infec¢des na corrente sanguinea por
Candida (candidemia) constituem a maioria
das infeccbes fungicas registradas em ambiente
hospitalar. A taxa de mortalidade relacionada a
candidemia ¢ alta (30-50 %), e condutas inadequadas
como, a terapia antifungica e controle da fonte de
infecgdes incorretos, juntamente, com a doenga
constituem determinantes importantes para o
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aumento desta taxa’.

A fonte de infeccdo por esta levedura pode
ser de origem endodgena (microbiota gastrointestinal
ou colonizagdo mucocutidnea) ou exdgena (maos
de profissionais da satde, solugbes contaminadas,
cateteres), podendo acarretar em surtos locais.
No entanto, a maior parte das candidemias ¢é
precedida pelo evento da colonizagdo pela mesma
espécie de levedura, o que é considerado um fator
de risco independente para o seu desenvolvimento®.

Estudos de vigilancia de casos de candidemia
em toda a extensio nacional revelam grande
incidéncia desta infec¢do nos pacientes com taxas
de 2,49 casos/1000 admissoes e 0,39 episddios/1000
pacientes/dia, que equivalem a taxas maiores
que aquelas encontradas em paises do hemisfério
Norte, incluindo Estados Unidos, Canadd, Noruega,
Franga, Hungria, Suica, Italia e Espanha. Acredita-se
que, a alta incidéncia no Brasil, possivelmente,
seja pela combinacao de multiplos fatores, como
deficiéncia diagndstica juntamente com diferentes
formas de assisténcia e programas de treinamento
dos profissionais da sadde, dificuldades de
implantagdo de programas de controle de infecgdo,
falta de recursos humanos em UTIs (unidades de
terapia intensiva), praticas menos eficientes de
terapia antifingica e falta de profilaxia em pacientes
de alto risco’.

Candida albicans é a espécie mais comum
causando candidemia, no entanto, um aumento
gradual na incidéncia de espécies é mundialmente
relatado. Mudangas na epidemiologia desta infec¢do
tem um profundo impacto sobre a escolha da terapia
antifingica empirica, uma vez que as espécies
mostram comportamentos distintos frente aos
diferentes farmacos utilizados, como terapia
antifungica®

Dentre os fungos filamentosos (bolores)
envolvidos com infec¢des invasivas em ambiente
hospitalar destaca-se o género Aspergillus spp.
Outros filamentosos tais como Rhizopus oryzae,
Fusarium spp. e Scedosporium spp. tem emergido
como patogenos importantes de infecgdes fungicas
invasivas nosocomiais. Possiveis fontes de infec¢do
por estes fungos em ambiente nosocomial incluem,
sistemas de ventilagdo com limpeza inadequada,
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sistemas de agua, ou, até mesmo, consoles de
computador®.

Apesar das infeccbes invasivas causadas
por leveduras do género Candida serem mais
comuns que as infec¢des causadas por fungos
filamentosos, o numero de mortes causadas por
estes ultimos mostra-se mais elevado. A taxa de
mortalidade por candidemia em transplantados
autologos de medula 6ssea, por exemplo, varia entre
8 a 53 % enquanto que as infec¢des disseminadas
por fungos filamentosos como Aspergillus spp. e
Fusarium spp. pode variar de 56 % a 95 %. Os fatores
de risco para o desenvolvimento de aspergilose
invasiva, ou outra infec¢do por fungo filamentoso,
tém sido estudados, no entanto apesar de sua
incidéncia e gravidade ainda existem poucos relatos
sobre a epidemiologia contemporanea dessas
infeccoes®.

A caracterizagdo e monitoramento dos
fungos de ambientes internos de dreas criticas
de hospitais e da microbiota fungica das maos
dos profissionais de saide, bem como, dos sitios
de coloniza¢io dos pacientes, é reconhecida
mundialmente como, importante medida visando
reduzir, substancialmente, as taxas de morbidade,
mortalidade e os altos custos hospitalares. Dessa
maneira, sera possivel orientar medidas cabiveis
para o controle desses patogenos, bem como a
terapia mais adequada a ser instituida dentro de
cada instituicao hospitalar.

Além do exposto, as infecgdes flngicas sdo
de interesse especial pelo aumento da ocorréncia de
resisténcia as medicagdes antifingicas, atualmente
disponiveis e utilizadas na rotina médica. Salienta-se
a necessidade da vigilancia continua no que se
refere aos perfis de sensibilidade aos antifiingicos,
ndo somente para se evitar casos de resisténcia
adquirida, mas, também para prevenir e controlar
estas infecgoes.

A Micologia se desenvolveu como um campo
da ciéncia que deve exigir a atengdo de todos os
profissionais que estdo envolvidos com pacientes
hospitalizados. = Como  relatado,  atualmente,
os fungos representam uma propor¢ao significativa
dos  patdgenos responsaveis por infec¢oes
nosocomiais, sendo crucial considerar rapidamente



a possibilidade de infecgdo flngica nestes
pacientes. Assim, faz-se necessario que profissionais
da saude estejam conscientes dos problemas
que as infecgdes hospitalares, principalmete
fungicas, podem ocasionar ao paciente debilitado.
E importante a identificagio do agente causador da
infec¢do, a compreensdo dos tipos de manifestacoes
clinicas que podem ocorrer, os meios ambientes
nos quais esses microorganismos sobrevivem, para,
assim, haver melhor planejamento da assisténcia
ao paciente®.
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Estudo retrospectivo de meningite por Listeria sp ocorridos na
regiao de Ribeirao Preto/SP, Brasil

listeriose ¢ importante zoonose que
ocorre em humanos, particularmente
em pacientes com alguma deficiéncia
imunoldgica. As manifestagdes mais comuns sio
meningite, sepse, gastroenterite, infeccdo disseminada
e raramente infec¢des localizadas como pneumonia,
hepatite, artrite, endoftalmite e abscesso cerebral.

Considerada doenca cosmopolita, a listeriose
humana envolve, principalmente, recém-natos,
idosos e pacientes imunodeprimidos, embora

casos em individuos imunocompetentes também
sejam relatados. Clinicamente, as manifestagdes
apresentam extraordinario polimorfismo com cursos
agudo, subagudo e cronico. Tais circunstancias
resultam da localizacao da Listeria sp em inimeros
sitios anatomicos do hospedeiro, porém, a meningite
e a sepse sdo as manifestagbes mais comumente
relatadas em todos os grupos etarios’. O objetivo
deste estudo foi avaliar retrospectivamente, a
ocorréncia de meningite por Listeria sp na Rede
Regional de Assisténcia a Saude (RRAS) 13, a qual é
composta pelos Departamentos Regionais de Saude
(DRS) de Araraquara, Barretos, Franca e Ribeirao
Preto e estd localizada na macrorregidao Nordeste
do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Avaliou-se no Instituto Adolfo Lutz - Centro
de Laboratério Regional de Ribeirao Preto - VI
(IAL-CLR-RP-VI), 35 casos de meningite por
Listeria sp, no periodo de abril de 1999 a janeiro de
2015. Os pacientes foram atendidos em Unidades
Basicas de Saude e Hospitais dos municipios que
compoem a RRAS 13. Os exames laboratoriais
seguiram metodologias classicas descritas em

Paulo da SILVA!, Jaqueline Otero SILVA!, Ana Maria
Machado CARNEIRO!, Silvia Helena Chinarelli RECHE!,
Marta Inés Cazentini MEDEIROS!

!Centro de Laboratério Regional - Instituto Adolfo Lutz -
Ribeirdo Preto

manuais de bacteriologia®*. Os isolados bacterianos
com caracteristicas fenotipicas de Listeria sp., foram,
a principio, investigados a partir do crescimento
em agar chocolate e agar sangue e caracterizados
como Bacilos Gram-Positivos regulares ndo
esporulados (BGPRNE), utilizando-se coloragdo
de Gram. Posteriormente, as linhagens foram
submetidos a procedimentos de identificagdo
fenotipica, de acordo com Bille et al., 1999°.

A maioria dos casos foi proveniente do DRS
de Ribeirdo Preto (Figura 1), com maior prevaléncia
no ano de 2002 (Figura 3)

O total de 35 linhagens foi diagnosticado
por  diferentes = metodologias  (Tabela  1).
Identificou-se 12 (34,3 %) Listeria monocytogenes
e 23 (65,7 %) Listeria sp. Dos casos estudados
20 corresponderam ao género feminino e 15
masculino. A idade dos pacientes variou de 1 més
a 79 anos (Figura 2).

Reconhecidamente, as espécies de Listeria,
apesar de serem  consideradas largamente
disseminadas na natureza, apresentam ocorréncia
rara no ser humano. Talvez, a escassez de casos
comprovados  bacteriologicamente, decorra de
um conceito muito arraigado nos laboratdrios
clinicos de considerar qualquer bacilo Gram
positivo como contaminante comum. Este estudo
chama a atencdo para o numero de Listeria sp.
isoladas de pacientes com meningite bacteriana
(MB). Destaca-se a necessidade de avaliacdo
criteriosa, quanto ao diagnostico laboratorial de
MB causada por agentes diferentes dos classicos,
sobretudo os bacilo Gram positivos.

Bol Inst Adolfo Lutz. 2016; 26(U): art. 3+ pg. 1de2



Tabela 1. Distribui¢ao das 35 Listeria sp isoladas, no CLR de
Ribeirdo Preto, de casos suspeitos de meningite, 1999 a 2015.

Bacterioscopia +

Cultura Bacterioscopia +
"
de LCR Hemocultura Cultura de LCR Cultura de LCR TOTAL
Hemocultura
% Ne % Ne % Ne % Ne %
60,0 S 14,3 7 20,0 2 57 35 100,0

LCR - Liguor Céfalo Raguidiano

Faixa etdria dos pacientes

“ 1 3 5 7 9 1M1 13 15
Nimero de isolados

Figura 2. Distribuicdo dos 35 isolados de Listeria sp por faixa etaria.

Figura 2. Distribui¢do dos 35 isolados de Listeria sp por faixa

etaria.
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Averiguacao de Cronobacter sakazakii em férmulas lacteas

infantis desidratadas

ronobacter  sakazakii, anteriormente

denominada  Enterobacter  sakazakii,

foi reclassificada e inserida em um
género a parte dentro da familia Enterobacteriacae,
o Cronobacter ~ que tem natureza ubiqua e
cujo habitat natural ainda ndo foi claramente
determinado, mas sugere-se que esses micro-
organismos ndo fagam parte da microbiota natural
dos animais, e que, a agua, o solo e os vegetais sdo
as principais fontes ambientais, sendo que as fontes
de contaminacio e o modo de transmissio ndo
sao muito claros'.

Tal espécie bacteriana é considerada como
patégeno oportunista e esta associada a quadros
infecciosos em neonatos que, embora raros,
sao frequentemente letais. A termotolerdncia de
algumas cepas pode garantir a sua sobrevivéncia
e desse modo promover a contamina¢io de
formulas infantis desidratadas, as quais tém sido
identificadas como potenciais fonte de infec¢ao®.
A contaminagao dessas férmulas infantis pode
ocorrer em algum ponto do seu processo de
fabrica¢do, portanto para diminuir ou eliminar os
riscos, as industrias aplicam o sistema de Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
que prevé os provaveis perigos e como elimina-los
ou diminui-los a um nivel aceitavel durante toda
a produgdo. Contudo, as férmulas infantis
também estdo expostas a fatores extrinsecos
de contaminagdo, que podem ser resultados de
uma ma manipulagdo ou utilizagdo de utensilios
sujos, como colheres, por ocasido da preparagdo
do alimento’. Diante do exposto, recomenda-se
que a agua de reconstitui¢io da férmula lactea

Bruno Daniel Moreno da SILVA?,
Aparecida de Fatima MICHELIN*?

nstituto Adolfo Lutz - Aragatuba
2Universidade Paulista — UNIP - Aragatuba

infantil atinja a temperatura de 70 °C a fim de
garantir a descontamina¢do e desenvolvimento de
Cronobacter sp.*.

Desse modo, tem-se que Cronobacter
sakazakii representa um risco significativo para
a saude de neonatos, uma vez que ¢ um patdgeno
oportunista emergente que pode causar meningite,
enterocolite necrosante, septicemia, infec¢es
sanguineas e também no sistema nervoso central.
Os sintomas relatados sdo sempre graves como
convulsdes, abscessos  cerebrais, hidrocefalia,
atraso no desenvolvimento e morte em muitos casos.
Os recém-nascidos, especialmente os com idade
inferior a 28 dias, fazem parte do grupo de maior
risco em sofrer os danos mais graves™.

Diante do exposto, devido ao grande risco
de C. sakazakii estar presente nas formulas
lacteas infantis desidratadas e poder causar sérios
problemas a saide dos bebés e ainda, pela tendéncia
de crescimento do consumo desses produtos, a
verificagdo da ocorréncia dessa espécie bacteriana
nesse tipo de alimento faz-se necessaria.

Para tanto, realizou-se um estudo de
campo, de natureza transversal descritiva, que
visou verificar a ocorréncia de Cronobacter

sakazakii em férmulas lacteas infantis desidratadas.
Para tanto, foram verificados os resultados das
analises microbioldgicas de lotes de formulas
lacteas infantis desidratadas destinadas a bebés
de 0 a 6 meses de idade, produzidas nos anos
de 2010 a 2012, para isso, o banco de dados da
propria empresa foi consultado. Foram 1.298 lotes
produzidos, totalizando 38.940 amostras analisadas.

A técnica analitica de deteccao de
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C. sakazakii utilizada é baseada na instrugao da
International ~ Organization for  Standardization
ISO/TS 22964:2006. A metodologia consiste em
um pré-enriquecimento da amostra em dgua
peptonada tamponada na propor¢io de 1:10,
incubado a 37 %1 °C por 16 horas. Da amostra
pré-enriquecida, retira-se 0,1 mL e inocula-se em
um meio de enriquecimento seletivo, o caldo lauril
sulfato triptose modificado adicionado de 0,1 mL
de solug¢ao de vancomicina a 1 %, que é incubado
a 44 10,5 °C por 24 horas. Apds o enriquecimento,
o indculo ¢é estriado em uma placa de agar
cromogénico  ESIA® (Enterobacter  sakazakii
Isolation Agar - Biomérieux, Franga) e novamente
incubado a 44 *1 °C por 24 horas. No final
da incubagdo, verifica-se a presenca de colonias
tipicas que sdo de tamanho pequeno a médio
(de 1 a 3 mm) com coloragdo verde a verde-azulada.
Para a confirmacao, transferem-se aproximadamente
cinco colonias tipicas para o agar TSA e incuba-se a
37 °C por 24 horas. Apos esse periodo, verifica-se
a presenca de colonias pigmentadas de amarelo,
que serdo encaminhadas para a realizagio de
provas bioquimicas, utilizando-se para isso o kit
de identificagio Api 32E° (Biomérieux, Franca).
Os resultados obtidos com a galeria Api 32E°® sdo
lancados no software Apiweb® (Biomérieux, Franga)
via Internet, o qual mostra o resultado da
identificagdo.

Apos a pesquisa em bancos de dados,
foi verificado que ndo houve desenvolvimento
de Cronobacter sakazakii nas 38.940 amostras
analisadas, no periodo de 2010 a 2012.

Embora a presenca de tal micro-organismo
ndo tenha sido percebida nos lotes amostrados,
Iversen e Forsythe (2003), Iversen et al. (2004),
Gillio (2006), Bowen e Braden (2006) e Drudy et al
(2006), mostram que C. sakazakii ja foi encontrado
em amostras de féormulas lacteas infantis desidratadas
em varios paises, causando meningite, enterocolite
necrosante, hidrocefalia, abscessos  cerebrais,
infeccdes do sistema nervoso central, atraso no
desenvolvimento mental e morte em 40-80 % dos
neonatos infectados, sendo que com isso, continua
seendo um problema de satde publica’.
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Importancia do ciclo PDCA como ferramenta de melhoria da
gestao da qualidade em Laboratério de Saude Publica

Programa da Qualidade no Instituto

Adolfo Lutz (IAL) - PQIAL teve inicio

em 1996 para atender ao Programa
Permanente da Qualidade e Produtividade no
Servico Publico no Estado de Sdao Paulo conforme
o Decreto n° 40.536', publicado em 12/12/1995.
Para implementar essas agdes, em 2002 foi
instituida a Comissao de Qualidade no IAL que
contou com a participagdo de representantes das
diferentes areas do IAL Central e dos Centros de
Laboratoérios Regionais (CLR) - IAL, sendo um
destes representantes pertencente ao CLR- IAL de
Ribeirdo Preto VI. Portanto, a politica da qualidade
¢ praticada ha aproximadamente 20 anos em
todas as atividades da Instituicdo, cabendo a
Alta Diregdo assegurar e garantir a eficacia dessa
politica. Nesse contexto, faz-se necessario seguir
os critérios estabelecidos por varias normas técnicas
como a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005* que
norteiam laboratdrios que desejam demonstrar que
sdo tecnicamente competentes e que implantaram
um Sistema de Gestao da Qualidade (SGQ), além
de normas complementares como a ABNT NBR
ISO 15189:2008°, a ABNT NBR ISO 17043:2011*,
INMETRO NIT DICLA 083, entre outras.

Através das  auditorias  internas  sdo
realizadas avaliagdes periodicas para verificagdo
da manutengdo e implementa¢io dos requisitos
de qualidade o que possibilita também a Alta
Dire¢do avaliar como a politica da qualidade esta

Cacilda Rosa Cardoso da SILVA, Sonia de Paula Toledo
PRADO, Maria Aparecida de OLIVEIRA, Lia Carmem
Monteiro da Silva ZERBINI, Cristina Eico YOKOSAWA,
Marina Miyuki OKADA, Silvia Helena Chinarelli RECHE,
Marta Inés Cazentini MEDEIROS, Inés Aparecida Michele
NUNES, Jaqueline Otero SILVA

Centro de Laboratério Regional de Ribeirdo Preto-Instituto
Adolfo Lutz

sendo compreendida pelas equipes do IAL. Uma
das primeiras ferramentas de gestdo da qualidade
que permite verificar o controle do processo ¢é
conhecida como Ciclo PDCA ou “Ciclo de Deming”
A sigla das palavras em inglés designam cada
etapa do ciclo - Plan (planejar), Do (fazer ou agir),
Check (checar ou verificar) e Action (corrigir ou
agir de forma corretiva). Foi criado no século
passado, na década de 20 por Walter A. Shewart,
mas foi William Edward Deming quem disseminou
seu uso no mundo, tornando-o conhecido como
Ciclo de Deming. Denominado também como
Método de Melhorias, apresenta uma estrutura
simples e clara de ser compreendida e gerenciada
por qualquer organizagao, sendo utilizado para a
busca da melhoria continua® (Figura 1).

O objetivo deste trabalho foi avaliar por
meio do Ciclo PDCA, os resultados obtidos
nas auditorias internas realizadas no Centro de
Laboratério Regional - Instituto Adolfo Lutz de
Ribeirao Preto VI.

Foram planejadas 28 auditorias para o
periodo compreendido entre 2010 e 2014
sendo utilizados os seguintes documentos como
ferramenta na monitoria e avaliacdo dos resultados
e processos: ASG-076 - Planejamento anual de
auditorias internas; A-SG-091 - Lista de verifica¢do
para auditorias internas conforme requisitos da
norma NBR ISO/IEC 17025; A-SG-044 - Relatorio
de auditoria interna; A-SG-037 - Formuldrio de nédo
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Figura 1. Esquema do Ciclo PDCA

conformidades e ag¢des corretivas e ASG-040 Mapa
de acompanhamento das agdes corretivas.

Das 28 auditorias planejadas, 43 % (12)
foram realizadas sendo aplicadas agbes corretivas
especificas comprovadamente eficazes mediante a
utiliza¢ao dos documentos A-SG-037 - Formulério
de ndo conformidades e a¢des corretivas e ASG-040
Mapa de acompanhamento das agdes corretivas.
O planejamento foi elaborado pelo Representante
da Qualidade com a participagdio do Diretor de
Centro, Diretores dos Nucleos e os Representantes
das Areas para a escolha do escopo e documentos
correspondentes a serem auditados.

Em 2010 foi realizado um treinamento
para auditores no IAL Central sendo capacitadas
duas funcionarias desse CLR, o que possibilitou a
realizacao de cinco auditorias em 2011. No ano de
2012 néo foi realizada nenhuma auditoria devido a
interdicao estrutural do 3° andar do prédio e redugio
no quadro de auditores. A capacitacdo de mais dois
auditores, em 2013, possibilitou a realizacio de trés
auditorias neste ano.

A fim de cumprirmos o minimo estabelecido
anual de uma auditoria no Centro e uma por Nucleo,
checamos o planejamento e corrigimos para quatro
auditorias no ano de 2014, as quais foram realizadas
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em sua totalidade. Vale ressaltar que, apesar de
realizarmos apenas 43 % das auditorias planejadas no
periodo avaliado, este indice sobe para 75 % quando
falamos do minimo estabelecido de quatro auditorias
anuais, o que seriam 16 auditorias no total e ndo 28,
como planejado. Assim, os dados demonstraram a
importancia do planejamento bem fundamentado
para cumprimento das metas estabelecidas.

Conclui-se que o ciclo PDCA auxilia na
investigacao das causas, das falhas ou desvios no
processo, devendo-se repetir o Ciclo periodicamente
de forma a melhorar cada vez mais o sistema e o
método de trabalho.
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A crise hidrica e niveis de nitrato e nitrito em aguas de

pocos, minas e nascentes

Grande Sao Paulo, incluindo a capital,

¢ abastecida  pelos  mananciais

Cantareira, Alto Tieté, Alto Cotia,
Baixo Cotia, Guarapiranga, Rio Grande e Rio
Claro. Destes, o Cantareira era responsavel pelo
abastecimento de mais de 8 milhdes de pessoas;
porém, no inicio de 2014, devido ao prolongado
periodo de seca, seus reservatdrios atingiram
82 % de sua capacidade utilizavel'. Com isso, a
Agéncia Nacional de Aguas (ANA) e o Departamento
de Aguas e Energia Elétrica do Estado de Sdo Paulo
(DAEE) determinaram uma redugdo da vazao
maxima de captagao de agua do sistema Cantareira.
Para tanto, a Sabesp (Companhia de Saneamento
Basico do Estado de Sao Paulo) utilizou agua dos
sistemas Guarapiranga e Alto Tieté para abastecer
estes clientes>. E, para evitar a exaustdo dos
reservatorios e manter o abastecimento até a
normalidade das chuvas, aplicou a redugido de
pressio nas tubulagdes; desta forma, muitas
residéncias passaram a receber agua em apenas
alguns horarios do dia e, muitas vezes, passavam
o dia sem receber agua. Diante desta situagdo,
o Instituto Adolfo Lutz registrou, a partir de
2014, um ndmero maijor de amostras de aguas de
pocos, minas e nascentes para andlise. Segundo
a Sabesp, houve um aumento do uso de agua
subterranea para o abastecimento publico nas
ultimas décadas e uma evolu¢ao das outorgas e
cadastros expedidos para constru¢ao de pogos
nos ultimos anos: em 2010, 2012 e 2014 foram
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Masselli BERNARDO!, Claudete Azevedo NUNES!, Thais
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expedidas 4842, 7492 e 9344 outorgas’,
respectivamente. Alguns desses pogos obtém agua
dos lengdis freaticos (rios subterraneos originados
em profundidades pequenas); por serem rasos,
estao mais sujeitos a contaminagdo por nitrato
e nitrito provenientes de lixiviagdlo ou por
infiltragdes de esgoto. Nitrato e nitrito sdo toxicos a
saude humana®. O nitrato, se ingerido em excesso,
pode provocar a metahemoglobinemia infantil:
quando é reduzido no organismo a nitrito, este ion
compete com o ferro pelo oxigénio livre na corrente
sanguinea®. Outro aspecto a ser considerado sobre
o nitrato/nitrito ¢ que pode participar na formagédo
de nitrosaminas e nitrosamidas no organismo,
que sao carcinogénicas®.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o panorama
das aguas dos pogos (dguas subterrdneas), minas e
nascentes (aguas superficiais) usadas pela populagdo
da Grande Sao Paulo e capital levando-se em
consideracdo os teores de nitrato e nitrito no periodo
de seca hidrica, de agosto de 2014 a maio de 2015.
Foram encaminhadas pela popula¢io ao Instituto
Adolfo Lutz, 454 amostras de aguas para analise
sendo 319 de pogos, 111 de minas e 24 de nascentes.
A metodologia aplicada para as determinagdes de
nitrato e nitrito foi espectrofotométrica (UV/ VIS),
de acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater’. Os limites
de quantificagdo foram 0,11 mgN-NO,/L (nitrato) e
0,002 mgN-NO, /L (nitrito).

Das 319 amostras de pogos analisadas, 70
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(21,9 %) apresentaram niveis de nitrato superiores a
10 mgN-NO, /L e apenas 02 (0,63 %) apresentaram
niveis de nitrito superiores a 1 mgN-NO,/L, ou
seja, superiores aos valores maximos permitidos
(VMP) estabelecidos pela Portaria n°2914/2011
do Ministério da Saide (MS)®, sendo que uma das
amostras de pogos apresentou 1,6 mgN-NO,/L
e 22 mgN-NO,/L, enquanto outra apresentou
1,6 mgN-NO,/L. Das 111 amostras de minas,
43 (38,7 %) apresentaram valores para nitrato
acima do permitido, e das 24 amostras de nascentes
nenhuma delas apresentou nitrato ou nitrito acima
do VMP.

Considerando os resultados levantados neste
estudo, torna-se de grande importancia o
monitoramento de nitrato e nitrito, uma vez que a
agua subterranea estd mais sujeita a contaminagdo
por nitrato, pois esse anion possui mobilidade no
solo podendo migrar para o lencol freatico. Em aguas
de superficie, a concentracdo de nitrato apresenta
grande varia¢do, podendo atingir altos niveis se
a agua é proxima de areas rurais, agricolas e de
despejo de contaminagdo humana e animal. Altos
valores de nitrato e a presenga de nitrito sugerem
condi¢bes higiénico-sanitarias insatisfatérias. Isto
pode significar que a quantidade de matéria orgénica
na agua aumentou, sendo indicio de polui¢dao ou
provavel degradacdo ambiental. Além disso, efluentes
de industrias quimicas, siderurgicas, farmacéuticas,
alimenticias, frigorificas e matadouros podem
contribuir com descargas de nitrogénio organico
e amoniacal’. Com relagdo as aguas de minas,
a presenca destes contaminantes pode ser devida
a propria natureza da dgua superficial que tem
maior exposi¢do aos contaminantes externos*.
A area de minas, nascentes e pocos deve ser protegida
e livre de qualquer fonte de contaminagao.

O monitoramento e vigilincia da qualidade
destas aguas sdo de grande importancia para
um consumo seguro, sendo necessario constante
controle nesses parametros (nitrato e nitrito).
No caso de aguas de minas, sugere-se uma avaliacao
sazonal, e nas de pocos a avaliagdo poderia ser anual.
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Enzimas em biologia molecular. |. Polimerase phi29

xistem inimeras enzimas disponiveis

para serem usadas em biologia molecular.

O conhecimento do modo de acao de
cada uma delas é importante para entendimento
de seu uso na pratica laboratorial, compreensio
de artigos cientificos, desenvolvimento de projetos
de pesquisa e resolu¢do de impasses que surjam
durante experimentos cientificos.

Uma das enzimas desse arsenal é a polimerase
phi29, objeto deste primeiro artigo. Serdo
apontadas as caracteristicas funcionais, aplicacoes
e apresentagdo no mercado.

A enzima phi29 é uma DNA polimerase
codificada pelo bacteriéfago phi29 que infecta
o Bacillus subtilis. In vivo, ela é responsavel pela
sintese do genoma completo do referido
bacteridfago'.

Algumas das caracteristicas da phi29 sao
muito interessantes para uso in vitro*:

e atividade de DNA polimerase, isto é , incorpora
nucleotideos na diregdo 5’-para-3; complementar
a fita molde, apds o anelamento de um
oligonucleotideo iniciador (primer);

e atividade de exonuclease 3’-para-5, ou seja,
atividade de revisao (em inglés, proofreading), que
confere baixa taxa de erro ao DNA amplificado,
aproximadamente 10° a 10° por nucleotideo
incorporado em cada ciclo;

e ndo ha necessidade de ciclagem da temperatura,
ou seja, a amplificagdo é uma reagao isotérmica,
e a temperatura 6tima é de 30 °C;

Silvana Beres CASTRIGNANO

Niicleo de Doengas Respiratérias - Centro de Virologia - Instituto
Adolfo Lutz

e a enzima tem meia-vida longa, que permite
reacdes com duracdo de muitas horas, podendo
levar a produtos com comprimento estimado
de 900 kb em 10 horas;

e ser capaz de deslocar as fitas de DNA ao
encontrar fita dupla durante a polimerizacdo
de DNA, o que leva a possibilidade do uso
de multiplos primers para o mesmo molde,
conhecida como amplificagdo de deslocamentos
multiplos (em inglés, multiple displacement
amplification, MDA) e a atividade de amplificagdo
por circulo rolante (em inglés, rolling-circle
amplification, RCA), que sera descrita a seguir.

Quando a molécula-molde a ser amplificada
por phi29 é um DNA linear, a sintese vai até o fim
da fita. Quando o molde é um DNA circular, ao
alcancgar o sitio de ligacdo do primer novamente,
a polimerase phi29 desloca a fita recém-sintetizada
e continua a sintese de DNA. Isso ocorre por varias
vezes, e é conhecida como amplificagdo por circulo
rolante?. Quanto menor a extensao do DNA circular,
maior o numero de cdpias possiveis de serem
formadas®.

A enzima pode ser utilizada com primers
especificos ou com primers randomicos. Devido
a atividade de exonuclease 3’-para-5, que pode
causar a degradacdo do DNA, os primers devem
ser preferencialmente ligados a tiofosfato na
extremidade 3’ para aumentar a estabilidade®.

Na amplificagdo por circulo rolante, a fita de
DNA deslocada também pode ser alvo da phi29
se houver primers que se anelem a ela. Neste caso,
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os produtos de amplificagio serdo DNA de fita
dupla. Para analisar esse amplificado longo e com
sequéncias repetidas (concatémeros), geralmente se
utiliza enzima de restricdo antes da eletroforese em
gel de agarose.

A enzima phi29 DNA polimerase tem sido
bastante utilizada nos dltimos anos na amplificacao
de genomas de virus conhecidos e de possiveis
novos membros de familias virais**, em estudos
de metagendmica®® e na andlise de transcriptomas
a partir de células’. Os resultados sugerem maior
sucesso de amplifica¢io em genomas circulares ou
circularizados>>"%.

No mercado, a enzima phi29 DNA polimerase
¢ comercializada por diversas empresas (p. ex.,
Applied Biological Materials Inc., Biogen Praha,
Biotechrabbit, = Lucigen, = Molecular  Cloning
Laboratories, New England BioLabs, Thermo
Scientific) e também é possivel a aquisicdo de kits
que contém, além dela, outros insumos como
tampoes de lise,  primers randomicos,
desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs),
ditiotreitol (p. ex., kits Illustra GenomiPhi ou
[lustra TempliPhi da GE Healthcare; kits REPLI-g
da Qiagen).

Pretende-se com esta breve apresentagdo
chamar a atencao para as possibilidades de uso da
enzima phi29 dentro de um laboratério de biologia
molecular, e recomenda-se o aprofundamento do
conhecimento sobre ela antes de sua utilizagao.
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O que sao virus? Um novo conceito

origem e evolugdo dos virus tem sido
objeto de muito debate na literatura
atual'’. Em recente artigo de opiniao,
Koonin e Dolja?, reconhecidos pesquisadores da
area de evolugdo gendmica, fizeram uma extensa
revisdo e mostraram varios indicios de que ha um
entrelagamento entre a evolugdo dos virus com os
elementos genéticos egoistas® sem capside® (em
inglés, capsidless selfish genetic elements), tais como
os plasmideos® e vdrios tipos de transposonsd.
Discutiram também que tanto os virus quanto os
elementos genéticos egoistas sem capside podem
ser considerados parasitas genéticos. A partir dessa
percep¢ao, propuseram um novo conceito de virus®.
Os autores relembraram duas definicoes
ja conhecidas de virus: a primeira baseada em
tamanho, caracterizando-os como agentes infecciosos
suficientemente pequenos para passar por filtros
que retém bactérias, dai apontados como “agentes
filtraveis” causadores de doenga’ ja a segunda,
mais recentemente publicada’, definiu virus como
organismos codificadores de capside, em oposi¢do
aos organismos celulares, que codificam ribossomos®.
A primeira defini¢do citada estd em desuso devido
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a recente descoberta de virus gigantes que infectam
protistas e bactérias, e seriam retidos pelos filtros
de porcelana tradicionais. A segunda defini¢ao, a
teoria “capsidocéntrica’, lhes parece incompleta, pois
numerosos grupos de virus tipicos compartilham
histéria evoluciondria com elementos genéticos que
ndo possuem um gene que codifique uma capside
proteica e nunca sdo encapsidados?.

No estagio pré-celular da evolu¢ao da vida,
¢ quase certo que elementos genéticos sem capside
evoluiram primeiramente e depois deram origem
aos virus. No entanto, os virus ndo sdo monofiléticos
no sentido tradicional, isto ¢, os virus existentes
ndo evoluiram a partir de um unico virus ancestral.
Para tentar facilitar o estudo e compreensdo da
evolugdo viral, os autores esquematizaram o mundo
viral como sendo composto por uma complexa
rede, constituida de mddulos de genomas
virais separados, ligados por algumas linhas as
quais representariam os genes compartilhados
por  diferentes modulos; alguns desses genes
sdo  caracteristicos de virus e codificam
proteinas responsaveis por fungdes-chave’, como
exemplificado a seguir:

* Elementos genéticos egoistas ja foram definidos como elementos que possuem caracteristicas que aumentam sua propria
transmissdo em relagdo ao resto do genoma de um individuo mas sdo neutros ou prejudiciais ao organismo como um todo.
No entanto, evidéncias cada vez mais crescentes, baseadas em gendmica e avancos de genética, indicam que elementos genéticos
egoistas tém grande importancia evolutiva®.

b Capside, também chamada de capsideo, é a capa proteica que protege o 4cido nucleico viral.

¢ Plasmideos sdo pequenas moléculas circulares de DNA, capazes de se replicar independentemente do DNA cromossémico. Ocorrem
geralmente em bactérias®.

4 Transposons ou elementos transponiveis sio sequéncias de DNA que se movem de uma localizagio do genoma para
outra. Sao encontrados em grande quantidade tanto no genoma de procariotos quanto no de eucariotos. Os transposons de
classe 1 ou retrotransposons produzem transcritos de RNA e necessitam da ac¢do de enzima transcriptase reversa para serem
transcritos para DNA, que ¢ depois inserido no sitio alvo. Os de classe 2 ndo possuem intermediarios RNA e, quando auténomos,
codificam a enzima transposase para inser¢ao e excisao®.
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e O gene RNA polimerase RNA-dependente (em
inglés, RNA-dependent RNA polymerase, RARp)
esta presente em virus pela defini¢do classica com
genoma RNA de fita positiva ou RNA de fita dupla
mas também em varios virus RNA sem capside,
como das familias Narnaviridae (encontrados
infectando fungos e protista), Hypoviridae
(infectam fungos), Endornaviridae (infectam
plantas, fungos e oomicetos) e elementos sem
capside da alga verde Bryopsis*;

e O gene da transcriptase reversa (em inglés,
reverse transcriptase, RT) estd presente nos
membros da familia Retroviridae mas também nos
retrotransposons?;

e 0 mecanismo de replicagao por circulo rolante
(em inglés, rolling circle replication, RCR),
depende de enzima que é encontrada em virus de
fita simples de DNA (p.ex. familias Microviridae,
Inoviridae, Pleolipoviridae, Parvoviridae,
Circoviridae, Nanoviridae, Geminiviridae e varios
virus ainda ndo classificados), em genomas de
alguns virus com genoma de fita dupla de DNA
(familia Rudiviridae) e em genomas de alguns
bacteriéfagos, mas também em elementos sem
capside como vérios plasmideos bacterianos e em
RCR replicons?

e conexodes via genes homologos foram detectadas
entre virus de genoma DNA de fita dupla
como virdfagos (virus relativamente pequenos,
que dependem dos virus gigantes da familia
Mimiviridae para se replicar) ou membros da
familia Fuselloviridae e polintons® ou plasmideos,
respectivamente’.

Por meio de dados oriundos (1) de andlises
filogenéticas dos genes citados nos itens acima, que
seriam alguns elos entre diferentes modulos de virus,
e de ainda outros genes encontrados em subgrupos
de organismos, (2) de estudos filogendmicos, (3) de
relagdo com hospedeiro, (4) de conhecimento de virus
que possivelmente sdo intermediarios na evolugdo

€ extensos transposons de DNA®.
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entre virus classicos e virus sem capside, os autores
afirmaram que ha indicios claros de que alguns
elementos sem céapside evoluiram de virus classicos,
e, por outro lado, também ha exemplos em que a
evolucdo parece ter se dado no sentido contrario?.

Por isso, instituiram o conceito de um “grande
mundo dos virus” (traducao livre de greater virus
world), que incluiria tanto os virus classicos quanto os
elementos genéticos egoistas sem capside. Advogam
que esse novo conceito nao ¢ necessario somente por
questdo semantica, mas tem a ver com o entendimento
de dois mundos bioldgicos que interagiram durante
toda a histdria da vida. Esse “grande mundo dos virus”
seria formado por parasitas genéticos, de informagao,
com varios graus de dependéncia dos sistemas
das células do hospedeiro para processamento de
informacoes?.

O novo conceito de virus estd muito bem
embasado nesse artigo. Até 06 de maio de 2016, o
mesmo foi referenciado por outros 32 artigos distintos
e um livro em pesquisa feita nas bases de dados Scopus
(http://www.scopus.com) e PubMed (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), o que mostra o impacto
do tema. Essa proposta de classificagdo de “grande
mundo dos virus” precisa ser difundida e debatida
no nosso meio entre pesquisadores do campo da
microbiologia e de genética evolutiva.
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Prémio de mengao honrosa, recebido pelo trabalho apresentado no Encontro de Pés-Graduagao
da FMB -UNESP 2016, onde um dos integrantes da equipe é a pesquisadora do CLR - Bauru

Virginia Bodelao Richini Pereira.

Identificacao de Theileria spp. em bufalos (Bubalus bubalis)

doadores de soro

m selante de fibrina heterélogo

estd sendo testado em um ensaio

clinico de fase II para o tratamento
de tulceras venosas em humanos pelo Centro de
Estudos de Venenos e Animais Peconhentos -
CEVAP em parceria com a Faculdade de Medicina
da UNESP - Botucatu. Este selante é composto
por uma trombina-like extraido de veneno de
serpente  Crotalus  terrificus  durissus e o
crioprecipitado rico em fibrinogénio é obtido a
partir do plasma sanguineo de bufalos. Entre as
variaveis para a certificacdo de doadores de
sangue de bufalo, um dos principais aspectos
sdo os ensaios parasitologicos. Theileria spp. é
um protozoario parasita de bufalos domésticos e
transmitido por carrapatos do género Hyalomma
que provoca uma doenca chamada teileriose
tropical. Representa uma grande ameaga para
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bafalos em muitos paises, onde causa perdas
econOmicas significativas, bem como a redugdo
da produgdo. Assim, avaliamos 20 bufalos (fémeas
de 24 meses de idade) Murrah de uma propriedade
localizada no interior do Estado de Sao Paulo.
As amostras de sangue foram submetidas aos
exames parasitologicos. Os esfregacos de sangue
foram preparados, fixados em metanol absoluto
(5 min), corados com 10 % (m/v) de solugdo de
Giemsa (30 minutos) e examinados em microscopio
(x 1000). Este estudo foi realizado em cultura
in vitro (LIT), todos os animais foram positivos
tanto no esfregaco como na cultura. A analise de
PCR foi realizada para confirmar o diagnéstico
de Theileria spp. A identificagdo de parasitas é um
passo importante para avaliar a sanidade animal,
uma vez que os bufalos sdo doadores de plasma
sanguineo para o CEVAP.
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Investigacao de Streptococcus pyogenes no Instituto Adolfo

Lutz - Centro de Laboratoério
Sao Paulo - Brasil

nfeccdes causadas por  Streptococcus

pyogenes ou estreptococo beta-hemolitico

do grupo A (EBH-GA) sdo consideradas
problema sério em saude publica. A faringite é a
infeccdo mais comum causada pelo EBH-GA,
apresentando dor, inchago, eritema, febre e
adenopatia cervical anterior'. Mundialmente
reconhecido como um dos agentes patogénicos
mais comuns, o0 EBH-GA possui numerosos fatores
de viruléncia (FV) como a proteina M, o acido
lipoteicdico, enzimas e toxinas. Tais FV permitem
desencadear grande numero de infecgdes sérias
incluindo as respiratorias (faringite e amigdalite),
cutaneas (impetigo e erisipela), dos tecidos
moles (endocardite, meningite, sepse puerperal e
artrite)’2.

As infeccbes por EBH-GA em sequela
supurativa podem disseminar-se para tecidos
contiguos. As sequelas nao supurativas incluem
febre reumadtica e glomerulonefrite aguda.
A glomerulonefrite estda ligada a infec¢des da
pele, as demais podem ser consequéncias da
faringite. Infeccbes por cepas produtoras de
toxinas podem resultar em febre escarlate
(escarlatina) ou formas mais graves como a
sindrome do choque téxico®.

O objetivo deste estudo foi avaliar
retrospectivamente, a ocorréncia de Streptococcus
pyogenes na Rede Regional de Assisténcia a
Saude (RRAS) 13, a qual é composta pelos
Departamentos Regionais de Saude (DRS) de
Araraquara, Barretos, Franca e Ribeirdo Preto e

Regional de Ribeirao Preto -

Paulo da SILVA', Lucyara Souza FERNANDES', Jaqueline Otero
SILVA!, Ana Maria Machado CARNEIRO', Ana Paula Luchetta
PAIS, Marta Inés Cazentini MEDEIROS!

'Centro de Laboratério Regional de Ribeirdo Preto - Instituto Adolfo
Lutz

esta localizada na macrorregiao Nordeste do Estado
de Sao Paulo, Brasil.

No Instituto Adolfo Lutz - Centro de
Laboratério Regional de Ribeirdao Preto (IAL-
CLR-RP-VI) avaliaram-se os casos suspeitos de
infec¢oes por EBH-GA, no periodo de junho de
2005 a junho de 2015, ocorridos em Municipios
abrangidos pela RRAS 13.

Na suspeita de amigdalite ou escarlatina a
secre¢ao de orofaringe foi coletada por profissionais
de Unidades Basicas de Saude, utilizando swab
estéril, introduzido no meio de transporte
Amies com carvao e enviado ao IAL-CLR-RP-
VI. As amostras foram semeadas, em placas de
Muller Hinton Agar acrescido de 5 % de sangue
desfibrinado de carneiro, e incubadas a 35-37 °C
por 24-72 horas, com observagdo diaria. Em outras
situagdes foram enviados isolados bacterianos,
obtidos de amostras clinicas, processadas em
laboratérios municipais. Realizou-se a identificacao
fenotipica de acordo com Ruoft et al, 1999,
utilizando o teste de sensibilidade a bacitracina
para diferenciar o S. pyogenes de outros estreptococos
beta-hemoliticos.

Dos 58 EBH-GA isolados (Tabela 1), 52 %
(n = 30) eram de pacientes do género feminino.
Observou-se maior numero de amostras do DRS
de Ribeirdo Preto (Figura 1) e da faixa etaria entre
1 e 10 anos de idade (Figura 2). Nos anos de 2011
e 2013 destacaram-se respectivamente 8 e 20
isolados, devido a ocorréncia de surtos de escarlatina
(Figura 3).
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Tabela 1. Distribui¢do dos 58 isolados de EBH-GA identificados
no IAL-CLR-RP-VT, 2005 a 2015

Doenca suspeita Material Biologico Nimero de isolados %
Meningite LCR e Sangue (3) 6 10,3
LCR 8 138
Sangue ) 8,6
Amidalite Secregfo de orofarmge 7 12,1
Escarlatina Secregfo de orofarmge 28 48,3
Vaginite Secre¢do vaginal 3 5.2
Sepse Sangue 1 1,7
Total 58 100,0
LCR= Liquido Céfalo Raquidiano
60
47
50
@
..8 40 4
<
_—
[=}
R 30
V
=
g 204
v
g
\= 5
Z. 04 3 3
= = &)
Araraquara Barretos Franca Rib. Preto

Departamentos Regionais de Satide - DSR

Figura 1. Distribuicao dos 58 isolados de EBH-GA por DRS

As infecgdes por EBH-GA causam significante
morbidade e mortalidade com incidéncia e
prevaléncia varidveis entre as instituicdes e paises®.
Antes da Segunda Guerra Mundial, ocorriam
muitas mortes pds-parto e em pacientes queimados.
Na década de 70, ocorreu redugdo dos casos
destas infec¢oes nos paises desenvolvidos. Porém,
nos anos 80 ocorreu reemergéncia das infec¢oes
em diferentes regides, devido a relatos de surtos
de febre reumatica além de casos de doencas
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Figura 2. Distribui¢ao dos 58 isolados de EBH-GA por faixa
etdria.
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Figura 3. Distribui¢do dos 58 isolados de EBH-GA por ano.

sistémicas com severas complicagdes’.

Este estudo chama a atengdo para o isolamento
de EBH-GA ocorrido em cidades da regido nordeste
do Estado de Sao Paulo, principalmente, em
suspeitos de meningite bacteriana e escarlatina.
Enfatizamos a importancia do  diagnostico
bacteriolégico para o tratamento adequado de
doengas estreptococicas, o qual permite a
prevengdo das complicagdes supurativas ou nao,
atribuidas a este agente etioldgico.
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| Workshop de Inovacao Tecnoldgica do Adolfo Lutz, 2016:
criar, recriar, acreditar e experimentar

I Workshop de Inovag¢ao Tecnoldgica

do Instituto Adolfo Lutz foi realizado

no periodo de 21 a 23 de margo de
2016, no Auditério José Ademar Dias, Secretaria
de Estado da Satde de Sao Paulo. O Workshop,
organizado pelo Nucleo de Inovagao Tecnologica
do Instituto Adolfo Lutz (NIT-IAL), teve por
objetivo divulgar, promover e estimular a cultura
inovadora entre o corpo técnico, estagidrios,
bolsistas e pos-graduandos do Instituto Adolfo Lutz
(IAL). Além disso, visou favorecer e incentivar
intercimbio de informagdes e experiéncias entre os
profissionais da Instituicao e o setor produtivo, e
melhor entendimento da importancia do processo
de inovagdo tecnoldgica e suas implicagdes para
o fortalecimento do IAL. O evento contou também
com a participagdio de gestores dos Nucleos de
Inovagdo Tecnologica (NITs) de outros Institutos
de Pesquisa da Secretaria de Estado da Saude,
bem como de renomados profissionais da area

Adriana LUCHS!, Adriana Pardini VICENTINI?, Denise
Hage RUSSO?, Paula Helena Ortiz LIMA®, Hélio Hehl Caiaffa
FILHO?®

*Adriana Palma de Almeida, Elisabete Amorim Lima, Elsone de
Fatima Ferigolo, Andréa Gobetti Coelho Bombonatte, Jaqueline
Kalleian Eserian, Lourdes Aparecida Zampieri D’andrea, Luis
Fernando dos Santos, Luz Marina Trujillo, Marcia Maria Gongalves
Ribeiro, Natalia Coelho Couto de Azevedo Fernandes, Pedro Luiz
Silva Pinto, Regina Célia Moreira, Tania Sueli de Andrade, Virginia
Bodeléo Richini Pereira.

Niicleo de Doengas Entéricas-Centro de Virologia - Instituto Adolfo
Lutz

Laboratorio de Imunodiagndstico das Micoses - Centro de Imunologia
- Instituto Adolfo Lutz

*Centro de Alimentos-Instituto Adolfo Lutz

Niicleo de Inovagio Tecnoldgica e Niicleo de Apoio a Pesquisa -
Instituto Adolfo Lutz

*Diretoria Geral-Instituto Adolfo Lutz

*Grupo Multidisciplinar de Pesquisa em Inovagdo do Instituto
Adolfo Lutz

de Pesquisa e Desenvolvimento com expertise
comprovada nas areas de Propriedade Intelectual
e Gestdo da Inovagdo em Saude. O I Workshop foi
transmitido em tempo real por video conferéncia
para os 12 Centros de Laboratérios Regionais do
IAL, sediados em cidades estratégicas do Estado
de Sao Paulo. Esse novo modelo de transmissdo
adotado permitiu a participagdo simultdnea dos
Laboratorios Regionais, fato inédito e importante
para a integragdo do IAL na promog¢ao da saude
e inovagdo tecnoldgica no Estado de Sao Paulo.
Outra importante inovagdo, foi a disponibilizagdo
do I Workshop via ferramenta de web YouTube
(https://www.youtube.com/watch?v=_sFyAfye]IM),
permitindo acesso irrestrito ao publico geral,
contribuindo consequentemente para uma maior
visibilidade do TAL.

Inicialmente foram abertas 150 vagas,
entretanto, devido ao grande interesse da comunidade
IAL, 50 novas vagas foram oferecidas. Assim, o
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evento contou com a participagdo de 200 inscritos
(superavit de ~33,3 %), um resultado expressivo
e extremamente animador, considerando ser
este o primeiro evento promovido pelo NIT- TAL
direcionado exclusivamente ao tema de Inovagdo
Tecnolégica. O IAL Central contou com a

representatividade de praticamente todos os seus
centros componentes (Tabela 1).

O I Workshop de Inovagao Tecnolégica
do Instituto Adolfo Lutz também contou com
a participagdo de instituicdes externas ao IAL,
entre convidados e inscritos eventuais (Tabela 2).

Tabela 1. Unidades de origem e perfil dos inscritos no I Workshop de Inovagdo Tecnoldgica do Instituto Adolfo Lutz, 2016

IAL Central Funcionarios Bolsistas Total de inscritos

Centro de Virologia 18 4 22
Centro de Contaminantes 3 - 3
Centro de Imunologia 13 6 19
Centro de Procedimentos Interdisciplinares 8 1 9
Centro de Medicamentos, Cosméticos e Saneantes 13 2 15
Centro de Alimentos 15 1 16
Centro de Patologia 8 2 10
Centro de Parasitologia e Micologia 6 - 6
Centro de Bacteriologia 4 - 4
Centro de Recursos Humanos -

Centro de Materiais de Referéncia 3 - 3
Centro de Administragao 5 3 8
Diretoria Geral 13 1 14

IAL Regionais

Presidente Prudente 3 3 6
Rio Claro 9 1 10
Marilia 7 3 10
Santos 5 - 5
Campinas 8 - 8
Ribeirao Preto 16 = 16
Santo André 1 - 1
Sao José do Rio Preto 1 - 1
Taubaté 6 4 10
Sorocaba - = =
Bauru 4 - 4
Aracatuba - - -
Total 169 31 200

Tabela 2. Identificagdo dos 6rgdos ou instituigdes externas ao IAL participantes no I Workshop de Inovagio Tecnologica do Instituto

Adolfo Lutz, 2016.

Orgao ou Instituicdao

Numero de participantes

Instituto Butantan

Biblioteca Virtual em Satide — Rede de Informagdo e Conhecimento (BVS-RIC)

Instituto Lauro de Souza Lima

Hospital das Clinicas — Faculdade de Medina USP - LIM 57
Clarke, Modet & Co

Instituto Florestal

Instituto de Botanica

Coordenadoria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos de Saide (CCTIES)
Coordenacio Geral de Laboratérios de Saude Publica (CGLAB)

1

— N = = W e e

Total

Y
(8]
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Esses dados evidenciam que o evento foi capaz
de sensibilizar a comunidade externa, mesmo
considerando que sua divulgagdo foi estritamente
direcionada para comunidade interna do IAL,
evidenciando o potencial do tema em questdo. As
instituicoes externas participantes sao colaboradores
importantes do IAL no desenvolvimento de projetos
cientificos, no planejamento das a¢des de vigilancia
epidemioldgica, bem como na promogdo da Saude
no Estado de Sao Paulo.

Visando avaliar o I Workshop de Inovagio
Tecnolégica do Instituto Adolfo Lutz, a comissdo
organizadora solicitou que os inscritos respondessem
a um questiondrio. A analise desta ferramenta
importante permitiu a coleta de dados sobre o
desenvolvimento do evento bem como a avaliagdo
do perfil dos inscritos. Nesta avaliacdo, pontos fortes
e fracos puderam ser identificados e certamente
contribuirao para a organiza¢ao da segunda edicdo
do Workshop de Inovagdo Tecnolédgica do Instituto
Adolfo Lutz. Considerou-se por pontos positivos as
respostas qualitativas “bom, muito bom e excelente”
e pontos negativos a “insatisfatéria”; em relagdo a
resposta “regular’, entendeu-se que ndo se trata de
um ponto positivo e nem negativo. Quarenta
participantes responderam ao questiondrio, e entre
os aspectos positivos do evento, destacaram-se:
(i) o esclarecimento da importancia dos NIT(s),
(ii) troca de experiéncias entre comunidade interna
IAL e/ou externa, (iii) qualidade das palestras e
dos palestrantes, (iv) esclarecimento dos principios
bésicos sobre inovagdo tecnologica, (v) abrangéncia
bem explorada do tema, (vi) a diversidade dos
topicos abordados dentro de um mesmo tema e
(vii) a integragdo entre profissionais e os servicos
da instituicdo. Esse sucesso foi possibilitado ndo
s6 pela qualidade dos temas apresentados, mas
também pela ousadia da iniciativa de realizagao do
evento. A extensa carga horaria do workshop (3 dias)
foi o aspecto negativo mais observado na analise
do questiondrio. Estabelecer uma carga horaria
adequada e dimensionada ¢ essencial para o melhor
aproveitamento do aprendizado.

Entre os temas apresentados, “Rede Paulista

de Propriedade Intelectual e  Transferéncia
de Tecnologia® e “Patente como Fonte de
Informagdo  Tecnoldgica” foram  considerados

os mais interessantes. Os temas “Direitos autorais’,
“Estratégias de Marketing” e “Conflito de interesses
nas parcerias publico-publico e publico-privada”
foram propostos para serem abordados na segunda
edicao do evento. Aspectos gerais do evento,
tais como “Coffee-break’, “Transmissdo via canal
do YouTube, “Local do evento” e “Secretaria’
também foram avaliados no questiondrio e
atingiram mais de 45 % de aceitagao.

Diante do exposto, pode-se afirmar que o
I Workshop de Inovagao Tecnoldgica do Instituto
Adolfo Lutz apresenta potencial para se consolidar/
integrar no calendario de eventos promovidos na
instituicdo com perspectivas elevadas de tornar-se
um encontro de propor¢des maiores do que esta
primeira edi¢do. A comissdo organizadora ressalta
como problema o reduzido nimero de inscritos
que responderam o questiondrio (20 % do total
de inscritos). Essa baixa representatividade, ndo
configura uma amostra representativa do universo
populacional dos participantes. Nesse sentido,
sugere-se criar mecanismos internos para incentivar
a participagdo dos inscritos para que os resultados
alcancados espelhem mais fidedignamente as
fragilidades e as potencialidades do evento em
questao.
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Perfil de resisténcia do Complexo Mycobacterium tuberculosis
em pacientes atendidos em municipios do DRS-X

tuberculose (TB) ¢é wuma doenga

infectocontagiosa de evolugdo cronica,

causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(MT) e considerada pela Organizagio Mundial de
Saude (OMS), uma “emergéncia mundial” em Saude
Publica desde 1.993, sendo responsavel pela morte
de 1,4 milhdo de pessoas por ano no mundo'*

O tratamento basico da TB consiste em
uma associagdo de drogas padronizadas que sio:
Isoniazida (INZ), Rifampicina (RFP), Etambutol
(EMB), Estreptomicina(SM), Pirazinamida(PZ).

A resisténcia as drogas utilizadas no tratamento
da TB vem aumentando nos ultimos anos e ¢
um fator preocupante para o Programa Nacional
de Controle da Tuberculose no Brasil que tem como
algumas das principais prioridades a identificagao,
monitoramento e o estudo da tuberculose
multirresistente (MDR-TB)**>,

De acordo com o padrio de resisténcia
do Complexo Mycobacterium tuberculosis
identificado pelo teste de sensibilidade (TS) as drogas
antituberculose, as resisténcias classificam-se em:
Monorresisténcia - resisténcia a um farmaco
antituberculose;  Polirresisténcia - a dois ou
mais farmacos, exceto a associa¢do rifampicina e
isoniazida; e Multirresisténcia (MDR) - resisténcia
a pelo menos rifampicina e isoniazida®.

Com objetivo de conhecer o perfil da
resisténcia aos medicamentos da TB e a ocorréncia
de MDR-TB, foi efetuado um estudo retrospectivo

Dalva C. Girello AILY?, José Antonio Pistarin BERRA!,
Rosangela Siqueira de OLIVEIRA?
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2Niicleo de Tuberculose e Micobacterioses-Centro de Bacteriologia -
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dos exames de baciloscopia e cultura de escarro
para TB realizados no Centro de Laboratério
Regional de Rio Claro, do Instituto Adolfo Lutz
(IAL), de janeiro/2010 a dezembro/2013. Durante
este periodo, foram analisadas amostras de 11.897
pacientes atendidos nas Unidades de Satde dos 26
municipios pertencentes ao Departamento Regional
de Saade de Piracicaba (DRS-X).

Os testes laboratoriais foram realizados de
acordo com as técnicas padronizadas pelo Manual
Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose
e outras Micobactérias. O método utilizado para
a cultura foi o MGIT/BD, onde a amostra
descontaminada pelo Método Petroftf foi semeada
no tubo indicador de crescimento de micobactérias
- cultura liquida, para uso no sistema BACTEC™
MGIT™960 ; suplementado com Suplemento de
crescimento BACTEC™ MGIT™ e mistura de
antibidticos BBL™ MGIT™PANTA, conforme
instrucdes do fabricante (BD). As culturas positivas
foram encaminhadas ao Nucleo de Tuberculose
e Micobacterioses do IAL de Sao Paulo para
identificacao da espécie e realizagdo de TS.

Foram detectados 768 pacientes positivos
para micobactérias, sendo 619 isolados de cepas
do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT),
121 isolados de cepas do MNT/outras micobactérias,
10 culturas mistas, 10 culturas tornaram-se
invidveis apos o cultivo e 8 estavam contaminadas.
Apenas 495 cepas CMT foram submetidas aos
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TS as drogas antituberculose: 458 amostras (92,5 %)
apresentaram-se sensiveis e 37 (7,5 %) resistentes as
drogas, das quais 25 (67,6 %) apresentaram resisténcia
a uma das drogas, 10 (27 %) resistentes a duas
drogas e duas (54 %) as trés drogas padronizadas

no esquema de tratamento (Figura 1).

Os 37 pacientes resistentes as drogas
antituberculose encontrados tinham idades entre 15 a
66 anos, dos quais 78,4 % eram do sexo masculino e
21,6 % do sexo feminino. (Tabela 1)

11.897
Amostras
766 11.131
Positivas MNegativas
—I—/
[ - | | ) | y 1 .
121 | 10 617 10 8
N&o CMT J Mistas CMT Invidveis Contaminadas
S
1 —
122 |
Teste Sensibilidade Mao testadas
PR
)
458 37
Sensiveis Resistentes
25 8
Monorresitentes multirresistentes

Figura 1. Distribuigdo das amostras segundo os resultados dos exames laboratoriais realizados de 2010 a 2013

Tabelal. Distribui¢do dos casos de resiténcias ano/sexo

Sexo
Ano Masculino Feminino Total
2010 04 - 04
2011 01 - 01
2012 07 02 09
2013 17 06 23
Total 29 (78.4 %) 08 (21,6 %) 37

Provavelmente a falha de tratamento e a baixa
adesao sao importantes fatores para o surgimento da
MDR-TB. O diagnostico precoce por meio da realizagao
da cultura e teste de sensibilidade, sdo primordiais
para agilizar o inicio do tratamento, conduzindo a um
tratamento rapido e eficaz, contribuindo para quebrar
a cadeia de transmissao.
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Conclui-se que os perfis de resisténcia as drogas
antituberculose encontrados neste estudo indicam
necessidade de investigacdo ampliada de novos casos
e seguimento dos casos ja existentes, com dados da
histéria terapéutica do paciente para o controle das
MDR-TB, visando evitar a transmissao de TB.
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A biologia molecular como ferramenta para identificacao

fangica em amostras de tecido

s avangos tecnologicos e metodoldgicos

dos ultimos tempos tém ampliado a

utilizagdo da biologia molecular como
resposta a demanda de diagndsticos de infec¢oes
fingicas, em situagdes de resultados discrepantes
em exames histopatoldgicos'. Pode-se enumerar
diversas dificuldades encontradas na identificagdo
pelo exame histopatologico, como: quantidade
limitada de tecido obtido na bidpsia, auséncia
de estruturas caracteristicas de género ou,
ainda, de respostas teciduais inespecificas e, por
fim, alteragdo morfolégica dos agentes fungicos
durante processamento histoldégico da amostra ou
por acao de medicagdo antifingica”. Quanto ao
aspecto morfolégico podemos citar, como exemplo,
Cryptococcus spp. e Paracoccidioides spp., que dada
a variabilidade de tamanho celular, podem ser
confundidos com outros géneros fingicos”.

No wuso de coloragoes diferenciais, ha
limitagdes do diagnostico de infecgao por fungos
melanizados, denominados demaceos que nao podem
ser distinguidos em género, por corantes usuais em
histologia, como ocorre em muitos fungos hialinos.
Alguns fungos demadceos podem apresentar pouca
melanina e, assim, a coloragio de Fontana-Masson
¢ necessaria para destacar esse pigmento. Contudo,
recomenda-se precau¢do ao interpretar este exame,
uma vez que, alguns géneros, como Aspergillus spp.
e alguns Mucorales também podem se apresentar
com a colora¢ao castanho-amaronzada®.

Outra problematica no exame histopatoldogico
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¢ a co-infeccao por diferentes microrganismos,
sendo nesses casos, a complementagio com o
isolamento dos distintos agentes podera esclarecer o
diagndstico. A cultura do agente em meios sintéticos,
nunca deve ser negligenciado, especialmente em se
tratando de infeccdes oportunistas. E importante
ressaltar que a cultura é considerada o padrao-ouro
no diagnoéstico da infecgdo flngica, porém, o sucesso
do isolamento e a correta identificagdo de um fungo,
tanto na cultura como no exame histopatologico,
bem como avaliagio de sua importancia clinica
dependem de varios fatores, como a coleta adequada
do espécime clinico e o correto processamento do
material no laboratério®.

Devido a essas variaveis, um nimero crescente
de técnicas moleculares, mais sensiveis para o
diagndstico de infecgdes fungicas, tem sido
desenvolvidas nos ultimos anos. A Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) é uma das técnicas
mais empregadas, podendo ser realizada em sangue
periférico, fluidos corporais incluindo aqueles
obtidos por puncgio e, tecidos in natura ou fixados em
formalina e embebidos em parafina®. Outra técnica
molecular que pode ser empregada ¢ a hibridizacdo
in situ, que utiliza sondas de dacidos nucleicos
especificos para detectar a presenca de fungos,
diretamente no tecido, preservando a morfologia do
agente e a rea¢do do tecido ao organismo’. As sondas
comumente utilizadas identificam o género do fungo.
Algumas sondas apresentam boa sensibilidade para
os géneros Blastomyces, Coccidioides, Cryptococcus,
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Sporothrix, Pneumocystis, Candida, Fusarium, e
Pseudallescheria”®*'°. A hibridizagdo deve ser realizada
nos casos em que os elementos fungicos ja foram
demonstrados nas coloragdes histopatoldgicas de
rotina®>°,

Os painéis de sondas e primers para os testes
moleculares devem ser construidos levando em conta
tecido e tipo hospedeiro. Apesar de ser mais caro,
0 uso de painéis permitird a deteccdo de infecgbes
simples e co-infecgoes, além de diagndstico mais
preciso, importante para o tratamento adequado do
paciente. Com o aumento de casos avaliados pela
metodologia de PCR, tornou-se evidente que as
infecgdes por multiplos agentes fiingicos sdo bastante
frequentes'.

Apesar dos avangos nas técnicas moleculares,
adversidades como a quantidade limitada de tecido
e microrganismos na biopsia, bem como a presenca
de determinadas substdncias no processamento
histolégico que inibem as reagdes moleculares,
continuam a representar obstaculos significativos
para um diagnostico definitivo.
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Incidéncia de hemoglobinopatias entre pacientes anémicos
nos municipios de Barueri e Registro

s hemoglobinopatias sao causadas

por mutagdes nos genes responsaveis

pela sintese das globinas, geralmente
afetando a sua formacgdo estrutural. Esta alteracdo
faz com que a sobrevida das hemacias seja menor,
acarretando em uma anemia cronica'. Ocorrem por
distarbios hereditarios recessivos e possui alta taxa
de morbidade no mundo®. Aproximadamente 15 %
da populagao é portadora assintomatica de formas
de anemias hereditarias®. No Brasil a miscigenacdo
influenciou na dispersdio dos genes anormais,
acarretando no aumento destas doengas, como
as talassemias e a anemia falciforme®. A anemia
falciforme tem origem africana, jia as talassemias
sao frequentes em locais onde houve colonizagdo
italiana®’. Entre as hemoglobinas variantes, as que
sao mais frequentes na populacdo brasileira sdo a S
(HbS) e a C (HbC), representando um importante
problema na satde publica’®. Considerando o
carater hereditario destas doencas, cabe ressaltar
a importancia de um diagnostico laboratorial
precoce e um aconselhamento genético, que serve
para reduzir a incidéncia destas hemoglobinopatias,
principalmente em homozigose e/ou duplo
heterozigoto, como no caso da hemoglobina SC
(HbSC)**. O grau de anemia causado pela doenca
¢ variavel. Entretanto quando em homozigose,
o fendtipo ¢ clinicamente mais significante e
geralmente cursa com anemia grave, enquanto
na heterozigose, os portadores podem ser
assintomaticos. Dessa forma, o objetivo desse estudo
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foi avaliar a incidéncia de hemoglobinopatias em
pacientes, atendidos pelo Sistema Unico de Satde
(SUS) nos municipios de Barueri e Registro, com
quadro clinico de anemia a esclarecer.

Foram selecionados 685 pacientes entre
1 e 80 anos de ambos os géneros, com quadro
clinico de anemia a esclarecer, cuja amostra de
sangue foi encaminhada para o Nucleo de
Hematologia e Bioquimica do Centro de Patologia
do Instituto Adolfo Lutz, no periodo de janeiro de
2012 a abril de 2015. A metodologia empregada
para o diagndstico de hemoglobinas variantes foi
a eletroforese quantitativa em acetato de celulose,
em pH alcalino, eletroforese qualitativa em dgar, em
pH acido, e testes complementares como falcizagao,
resisténcia globular osmotica e pesquisa de HbH.

Dos 685 casos de anemia a esclarecer,
131 (19 %) foram diagnosticados como portadores
de hemoglobinas variantes. A maioria dos pacientes
(77 %) eram heterozigotos para hemoglobina S
(n=101), enquanto 11 % possuiam o fendtipo SS
(n=15). Este achado corrobora os resultados de
outros estudos epidemioldgicos, mostrando que a HbS
¢ a hemoglobina variante mais incidente no Brasil.
Sua presenca dentre os fendtipos encontrados
foi expressiva, provando a importancia do seu
diagndstico mesmo em portadores assintomaticos.
A hemoglobina C apareceu em 11 % (n=15) dos
pacientes, sendo 8 % (n=11) em heterozigotos
(HbAC), que sd3o normalmente assintomaticos.
A homozigose (HbCC) causa anemia de leve a
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moderada e representou apenas 2 % dos casos (n=2).
O fendtipo HbSC que, apesar de menos incidente,
pode causar anemia de moderada a grave, foi também
identificado em 2 % dos casos (n=2). (Figura 1).

Diante dos dados apresentados e da
expressiva incidéncia de hemoglobinas variantes, o
diagndstico precoce e o aconselhamento genético
mostra-se essencial na abordagem dessas doengas,
pois colaboram para a conscientizagdo dos
heterozigotos, mostrando que eles podem gerar
uma prole homozigética ou até mesmo combinagdes
diferentes de hemoglobinas variantes, ocasionando
um grande impacto clinico na saude publica.

2%

2%

EAS
mSS
=AC
mCC
ESC

Figura 1. Percentual de hemoglobinas variantes
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Politica nacional de atencao integral a saude do homem e

a participacao masculina’

m dos principais objetivos da Politica

Nacional de Atencao Integral a Saude

do Homem (PNAISH) é a promogao de
acdes de saide que contribuam significativamente
para a compreensao da realidade singular masculina
nos seus diversos contextos socioculturais e politico-
econdmicos; outro objetivo é o respeito aos diferentes
niveis de desenvolvimento e organizagao dos sistemas
locais de saude e tipos de gestdo'. De acordo com o
Ministério da Saude, as acdoes da PNAISH buscam
romper obsticulos que impedem os homens de
frequentar os servicos de saide. Na maioria das
vezes, 0s homens recorrem aos servicos de saude
apenas quando a doenca esta mais avangada. A ndo
adesdo as medidas de saude integral por parte dos
homens leva ao aumento da incidéncia de doengas
e dos indicadores de mortalidade®.

Este trabalho tem por objetivo identificar
o conhecimento da populagio masculina da
area central da cidade de Rio Claro/SP a respeito
da Politica de Atencao Integral a Saude do Homem,
descrevendo a importincia desta, e identificar
as principais necessidades de satde referidas
pela populagido entrevistada.

Utilizou-se de um estudo transversal, de
prevaléncia pontual de um dia. Participaram desta
pesquisa 45 homens com idade entre 18 a 59 anos
que estiveram na regido central do municipio de
Rio Claro - SP, passando pela Rua Trés, entre as
Avenidas Dois e Avenida Dez. Os participantes

Nelly Ignes Zando CHANG', Aline Schio de SOUZA?

Instituto  Adolfo Lutz de Rio Claro, Nicleo de Ciéncias
Biomédicas

*Vigilancia Sanitdria - Secretaria de Estado de Saude de Mato
Grosso do Sul

*Trabalho de conclusao de curso de Especializagdo em Saude
Coletiva, apresentado a Faculdade Catdlica Dom Bosco- UCDB

receberam uma orientagio da pesquisadora a
respeito do trabalho e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, ficando com
uma via. Os homens participantes responderem
um questionario de questdes fechadas de multiplas
escolhas. A entrevista foi realizada no dia 13 de
fevereiro de 2014, sendo um dia tipico, no meio da
semana e longe de feriados, durante o periodo das
13:00 horas as 18:00 horas. Os critérios de exclusdo
foram homens com idade fora da faixa etdria
determinada e aqueles que ndo quiserem assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

As questdes 1 e 2 foram relacionadas ao
conhecimento da populagdo com relagdo a PNAISH
e a consideragdo da importincia desta por parte
da populagdo masculina respectivamente. Dos
entrevistados, 20 % afirmaram ter conhecimento
da Politica Nacional de Atencdo Integral a Saude
do Homem e 100 % a consideraram importante.
As questdes 3 refere-se ao tipo de servigo de saude
utilizado, sendo que 51 % afirmam utilizar o servigo
particular, 29 % utilizam a rede publica de servigo
de saude, 18 % utilizam ambos os servicos e 2 %
dizem nao utilizar nenhum tipo de servigo de saide.
A questao numero 4 abordava com que frequéncia
os homens entrevistados procuravam por um
servigo de saude (Tabela 1).

A questao 5 foi referente ao meio de divulgagao
que os participantes considerariam mais eficiente
para o conhecimento da PNAISH (Figura 1).
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Tabela 1. Busca da populagio entrevistada por servigos de saude,
em porcentagem

Procura da Populagdo Entrevistada Por Servicos de Satide

(em %)
Somente quando doente 64,4
Doente e para rotina também 33,3
Nio procura servigo de saude 2,2

Meio de Divulgacdo da PNAISH Considerado Mais
Eficiente pela Populagdo Masculina (em %)

33,3
28,8
17,7
11,1
6,6
I
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Figura 1. Meio de Divulgagio da PNAISH Considerado Mais
Eficiente pela Populagdo Masculina (em %)

Visao Classificatoria Geral e de Cada Item

A questdo 6, trata-se dos itens que devem
ser abordados na PNAISH, conforme a ordem
de importancia dada por cada participante. Todos
os itens foram classificados, ocupando posicoes
diferentes de acordo com a opinido de cada
participante. Os resultados foram expressos na
Figura 2.

A pesquisa revelou que os homens consideram
importante a criagdo da politica, apesar disso,
a grande maioria desconhece a politica criada
para eles mesmos. Esse desconhecimento deve-se
muitas vezes a falta de divulgacdo por parte dos
6rgaos responsaveis e também por falta de interesse
desta populacdo. Em vista de que o homem tende
a buscar mais tratamento do que a prevengdo, os
meios de informac¢ao deveriam abrangem mais do
que as Unidades Basicas de Satde, partindo também
paras os Pronto-atendimentos, farmacias, televisao,
internet e outros meios de comunicacdo, além da
divulgagdo em locais coletivos frequentados pelos
homens como empresas, campos de futebol, bares,
academias dentre outros. Para que esta adesdo ocorra,
¢ de extrema importancia o preparo adequado
dos profissionais de saude que irdo atender a essas
pessoas. Além da divulgagdo da politica, deve-se
também incentivar os homens a estarem buscando

Ordem Classificatoriade
Importancia

W12 W22 m3? m4e

por Ordem de Importancia

30
25 l
20
£ 15 |
=
2
3 10
s 1
; I adlb AN NS o0
Cancerde  Alcoolismo  Tabagismo Hipertens3o
prostata

Em52 m62 m7e mEe

b -J‘._,I
sl

Obesidade DsT

Diabetes Violéncia

Itens Classificados

Figura 2. Visualiza¢do de cada item proposto e suas classificagdes por ordem de importéncia.
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por mais qualidade de vida, quebrando paradigmas
que ainda existem na sociedade, que acabam por
vezes impedindo o acesso da populagdo masculina
aos servicos disponiveis.
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Instituto Adolfo Lutz - Provedor de ensaios de proficiéncia e
produtor de materiais de referéncia

entre as suas diversas atribuicdes,

o Instituto Adolfo Lutz (IAL) tem

assumido a posi¢do de incentivador da
cultura metrolégica no pais, por meio da organizacdo
de programas de comparagdo interlaboratorial
e produ¢ao de materiais de referéncia (MR).
O foco destas atividades concentra-se na qualidade
do servico prestado, menor impacto ambiental,
custo reduzido e no atendimento as necessidades
dos clientes, conforme preconizam as normas e
guias adotados na Instituticao'~.

Segundo a ABNT NBR ISO/IEC 17043°, ensaio
de proficiéncia (EP) é um tipo de comparacgio
interlaboratorial com o objetivo de avaliagdo de
desempenho dos participantes frente a critérios
preestabelecidos; de maneira geral, a participagao
em EP possibilita a avaliagdo da competéncia dos
laboratorios participantes.

De acordo com o guia ABNT ISO GUIA 34%,
MR ¢é um material suficientemente homogéneo e
estavel em relacdo a propriedades especificadas,
preparado para se adequar a uma utilizagao pretendida
numa medi¢do ou num exame de propriedades
qualitativas. Um material de referéncia certificado
(MRC) é um material de referéncia acompanhado
de uma documentagdo emitida por um organismo
com autoridade, a qual fornece um ou mais valores
de propriedades especificadas com incertezas e
rastreabilidade associadas, usando procedimentos
validos. De modo geral, a participagdo em EPs e o
uso de MR/MRC sdo duas ferramentas de um conjunto
de procedimentos utilizados para controle e garantia
da qualidade de laboratdrios; essas ferramentas
podem auxiliar nos processos de validagio de

Camila Cardoso de OLIVEIRA, Miriam Solange Fernandes
CARUSO, Alice Momoyo SAKUMA

Centro de Materiais de Referéncia-Instituto Adolfo Lutz

métodos, em controles internos, na transferéncia
de valores a outros materiais, na rastreabilidade das
medigoes, entre outros.

Quando uma instituicdio se  mostra
comprometida em organizar EPs e produzir MRs,
um dos seus principais desafios é obter recursos
financeiros, uma vez que resultados confiaveis,
em geral, implicam em custos; além disso, estas
atividades exigem esforcos da equipe técnica,
pois ha muitas etapas a serem cumpridas.
Nédo obstante, provavelmente o maior desafio do
IAL seja realizar o planejamento da organizagdo
de um EP ou da produ¢io de MRs, de modo que
sejam contemplados todos os requisitos de cada
atividade, com definicdlo de competéncias e
responsabilidades. Dentre os varios aspectos a
serem planejados, destacam-se: estudo de demanda,
infraestrutura adequada (equipamentos, instalagoes,
condigdes ambientais e biosseguranga), definicdo
da matriz, de mensurandos e faixas de concentragio
compativeis com amostras de rotina, escolha
de embalagens, selecio dos métodos de ensaio
para realizagdo dos testes de homogeneidade e
estabilidade, atribuicao de valores designados ou
de valores de propriedades e incertezas associadas,
estabelecimento dos desvios padrio de proficiéncia
e de rastreabilidade metrologica, tamanho dos
lotes, frequéncia de rodadas, além de servicos de
transporte e distribuicdo dos materiais.

Aliado a execugdo do planejamento, outro
ponto crucial é estabelecer planos de contingéncia
que atendam a solugdo das intercorréncias
que poderiam prejudicar o cumprimento do
cronograma de execug¢ao das tarefas.
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Outro aspecto importante na organiza¢ao de
EPs e produgdo de MRs ¢ a necessidade de manter
o sistema de gestdo da qualidade funcionando como
uma engrenagem, onde cada etapa interage com a
outra de modo harmonioso. Isso  exige
comprometimento institucional para que a
engrenagem ndo pare. Uma vez garantida a
continuidade destes programas, a acreditacgdo,
junto a Coordenagdo Geral de Acreditacdo
(CGCRE), desponta como o proximo desafio.

Superando todos os desafios, em 2014 o
IAL realizou 5 rodadas de EP: determinagido
de agucar em achocolatado em po, iodo em sal,
nitritos e nitratos em salsichdo, diéxido de enxofre
em suco de maracuja e avermectinas em leite
em poé. Em 2015, foram organizadas 2 rodadas de
EP, desoxinivalenol em farinha de trigo e fibra
alimentar em aveia em flocos finos. Estas atividades
foram organizadas em cumprimento as metas de
projetos financiados pelo Ministério de Ciéncia
e Tecnologia e Ministério da Saude.

Além destes EPs, o IAL conta com os seguintes
programas continuos: fluoreto e nitrato em dagua,
chumbo em sangue, cddmio em sangue, hematologia
e bioquimica, colinesterase em soro e HIV em soro.
Destes programas, dois sdo acreditados pela CGCRE:
chumbo em sangue, acreditado desde 2011, e
hematologia e bioquimica, acreditado desde 2014.

Com relagdo a produ¢iao de MRs, encontram-se
em desenvolvimento no IAL os seguintes materiais:
desoxinivalenol em farinha de trigo, iodo em sal,
histamina em pescado, fibra alimentar em cereais,
chumbo em leite, fluoreto e nitrato em agua, metais
em agua, contagem de glébulos brancos e vermelhos
em sangue total, além de acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase em soro.
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CONCLUSAO

A organizagdo de um EP ou a produgdo de um
MR requer um trabalho arduo com envolvimento
de varios setores da Instituigdo, exigindo um bom
planejamento aliado a uma capacidade de superacao
de obstaculos. Este processo ¢ um caminho sem
fim, onde a cada etapa vencida, uma nova meta é
estabelecida, com a perspectiva da melhoria continua.
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Comparacao de métodos analiticos na determinacao

de cloreto de sdodio

cation s6dio e o anion cloreto sao
os ions mais importantes do espago
extracelular, e a manuteng¢do do volume
do liquido extracelular depende do balango de sédio.
A concentragdo na solugdo injetavel de cloreto de
sodio é importante para manutengdo da osmolaridade
no organismo, devido ao sédio ser mantido em niveis
estreitos (Na=136a145mEq/L); osvarios mecanismos
envolvidos no seu controle sdo: osmorreceptores,
barorreceptores, mecanismos extra-renais e sistema
justaglomerular. Pode haver alteragdes no equilibrio
de sdédio plasmatico, aumentando ou diminuindo
sua concentragdo, acarretando na hipernatremia ou
hiponatremia. A importancia clinica do cloreto de
sodio a 0,9 %, se faz a medida que este se encontra na
lista dos 15 medicamentos mais vendidos no Brasil,
além de estar no ranking daqueles com maiores erros
de medicagdo ™*¥. O soro fisioldgico (cloreto de
sodio a 0,9 %) possui diversas aplicagdes como em
uso oral, topico e injetavel. E utilizado no tratamento
ou profilaxia de deficiéncias tanto dos ions sédio
como cloreto, na reposi¢do do fluido em desidratacdo
e veiculo isotdnico ou diluente para administragio
parenteral. Seu uso tdépico é feito por irrigagao em
lesdes da pele ou membranas mucosas, redugdo do
edema cdrneo, alivio da congestdo nasal, nebulizagéo
para asma, bem como na higieniza¢ao das lentes de
contato @,
Para a determinacdo do teor de cloreto de
sodio em solugdo injetavel aplica-se a técnica de
titulagdo por precipitagdo, utilizando a solugao
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Centro de Medicamentos Cosméticos e Saneantes - Instituto
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de nitrato de prata (AgNO,) como titulante e a
eosina (tetrabromofluoresceina) como indicador em
solugao de acido acético (pH < 3), onde se verifica a
mudanga de cor no ponto final mais nitida (rosa) °.

O objetivo deste estudo foi de mudar o método
de determina¢ido de cloreto de sdédio (solugdo
injetavel) por titulagio manual para o automdtico.
A automatizagdo da técnica analitica é importante
devido a sua maior precisdo, rapidez, deteccao do
ponto de equivaléncia (primeira e segunda derivada).
Os dados ficam armazenados no préprio sistema,
eliminando assim os provaveis erros sistematicos
de procedimentos tais como: ajuste inadequado do
menisco, indicador em menor ou maior quantidade
e até mesmo a precisao no ponto de viragem®’.

Para a comparagdo da metodologia utilizou-
se o titulador automatico da Metrohm Pensalab
cujas buretas estavam devidamente calibradas de
acordo com a Rede Brasileira de Calibracao (RBC),
escolheu-se o eletrodo de platina pois este é o mais
frequentemente indicado para as reagbes oOxido
reducao onde o potencial redox mede a posigdo de
equilibrio do par redox. A reagdo, procedeu-se da
mesma maneira que o ensaio oficial exceto por nido
fazer uso do indicador.

O método analitico farmacopeico utilizado
foi o doseamento do teor de cloreto de so6dio por
titulometria. Transferiu-se o equivalente a 90 mg de
cloreto de sédio para um erlenmeyer e adicionou-se
agua para obter um volume de 10 mL. Em seguida,
adicionou-se 10 mL de acido acético glacial e 75 mL
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de metanol. Realizou-se a titulacdo com solucdo de
nitrato de prata 0,1 M e eosina como indicador para
averificacao do ponto final da reagdo que corresponde
ao surgimento da colorag¢ao résea. Em comparagio
a esta técnica, utilizou-se o mesmo método com
substituicao da bureta de vidro pelo titulador
automatico e do indicador pelo eletrodo de platina.
A determinagdo do cloreto de sédio foi realizada 06
(seis) replicatas para ambos os métodos analiticos
para 03 (trés) amostras diferentes (A, B e C). A tabela
1 apresenta os resultados das analises das amostras
A, B e C. Para os dois métodos a repetibilidade foi
realizada em seis replicatas, cujo desvio padrio
relativo se mostrou baixo (Tabela 1). Utilizou-se um
nivel de significancia igual a 0,05 (a = 0,05) nos testes
descritos a seguir.

Considerando a replicata das trés amostras
(n =18), a ANOVA fator duplo com repeticdo revelou

que a interacao entre os fatores ndo foi significativa
(F_ oo = 035/ F_ . = 3,3) assim como também ndo
foi significativa a diferenga entre os métodos (F
=0,42/F_,  =42); porém, as amostras apresentaram
diferenca significativa (F__ . =27,0/F_. = 3,3).
Dessa forma, a compara¢do entre os métodos foi
realizada em cada amostra.

Os testes t pareado (a = 0,05) indicaram que
ndo hd diferenga significativa entre as médias obtidas
pelos dois métodos para as 3 amostras, mas os testes F
mostraram que o método automatico foi mais preciso
para as amostras B e C (Tabela 1).

Conclui-se que os métodos avaliados produzem
resultados (médias) sem diferenca significativa, mas
a titulagdo automatica com uso de eletrodo de platina
mostrou-se uma técnica alternativa mais adequada
para determinagao em solugdes injetaveis de cloreto
de sddio no que tange a precisao.

calculado

Tabela 1. Resultados de analise por titulagio manual e automatica das amostras de solugdo de cloreto de s6dio 0,9 g %

b N Manual Automatico Manual Automatico Manual Automatico
mostra (A) Amostra (A) Amostra (B) Amostra (B) Amostra (C) Amostra (C)
1 0,9305 0,9186 0,8950 0,8962 0,9127 0,9178
2 0,9187 0,9277 0,8950 0,8988 0,9127 0,9185
3 0,9246 0,8950 0,9009 0,8976 0,9127 0,9193
4 0,9246 0,9305 0,9187 0,8978 0,9305 0,9192
0,9127 0,9243 0,8950 0,8996 0,9127 0,9178
6 0,9246 0,9263 0,9068 0,8972 0,9246 0,9206
Média 0,9226 0,9204 0,9019 0,8979 0,9177 0,9189
DP* 0,0061 0,013 0,0095 0,0012 0,0079 0,0011
DPR** 0,66 1,42 1,05 0,13 0,86 0,12
Variancia 0,000038 0,00017 0,000090 0,0000014 0,000062 0,0000011
t calculado 0,34 1,00 - 0,40
t critico 2,57 2,57 2,57
valor - p 0,75 0,36 0,70
F calculado 4,55 62,8 54,3
F critico 7,15 7,15 7,15
valor - p 0,122 0,00033 0,00046

* DP = Desvio padrao, **DPR = Desvio padrio relativo
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Suplementos de Creatina: conhecer para utilizar

nformagdes de anuncios veiculados na

midia sobre o culto do corpo ideal e

os grandes investimentos publicitarios
da industria de suplementos, vém estimulando
a cada ano o uso de suplementagdo. Segundo
Alves e Lima' e Lattavo et al?, na maioria dos casos
a suplementacdo ocorre sem necessidade de
prescricao médica ou orientagdo de nutricionistas,
somente por recomendagoes de pessoas ndo
especializadas. Os suplementos sdo definidos por
alguns autores como substancias utilizadas por
via oral com o objetivo de complementar uma
determinada deficiéncia dietética, sendo os mais

utilizados: proteinas e aminoacidos, creatina,
carnitina, vitaminas, microelementos, cafeina,
betahidroximetilbutirato e bicarbonato. Neste

trabalho abordaremos somente o suplemento de
creatina, substidncia essa que foi encontrada em
carnes e tecidos musculares pelo cientista francés
Michel Eugene Chevreul’, em 1832. A creatina
ganhou destaque nos Jogos Olimpicos de Barcelona
(1990), onde foi relatado o uso da creatina durante
a preparagio dos atletas medalhistas. E um dos
suplementos que vém sendo muito estudado
tanto em modelos experimentais como em estudos
clinicos, devido a diminui¢ao dos niveis teciduais
de creatina que tem sido associados a uma série de
doencgas* e pelo seu potencial efeito no rendimento
tisico de atletas envolvidos em exercicios de alta
intensidade e curta duracao.

A creatina (4cido a-metil guanidino acético)

Emy TAKEMOTO, Mariane Batista Moura FARIAS, Regina S.
MINAZZI RODRIGUES

Niicleo de Quimica, Fisica e Sensorial de Alimentos - Centro
de Alimentos - Instituto Adolfo Lutz

¢ uma amina de ocorréncia natural encontrada
primariamente no musculo esquelético, que
detém aproximadamente 95 %, sendo o restante
distribuido para os diversos tecidos do organismo

através do sangue: coragdo, musculos lisos,
cérebro e  testiculos. Quando  sintetizada
endogenamente, inicia seu ciclo de formacao

nos rins, em uma reagdo envolvendo dois
aminoacidos arginina e glicina, sendo esta
reagdo catalisada pela enzima transaminidase.
Posteriormente, sua sintese é completada pela
adicdo de um grupo metil fornecido a partir
da metionina (S-adenosilmetionina) no figado.
Outra fonte é via alimentag¢do através do consumo
de carne vermelha e peixes. Seu ciclo termina
quando é convertida a creatinina através de uma
reagdo continua e irreversivel de desidratacdo
(nao enzimatica) e excretada pela urina®”.

Segundo Lattavo et al’, Gualano et al’,
o papel da creatina no metabolismo energético,
quando encontrada na forma fosforilada-creatina-
fosfato (CP), constitui uma reserva de energia para
a rapida regeneragio do trifosfato de adenosina
(ATP). Sua principal fungdo é doar fostato para
moléculas de difosfato de adenosina (ADP),
ressintetizando o ATP que é degradado em condigoes
de alta demanda energética dentro da célula.

Apesar da suplementagdo com creatina
apresentar efeitos benéficos quando combinado
com treinamento de resisténcia e melhora da forca
muscular, alguns trabalhos experimentais e clinicos
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tém associado a efeitos colaterais, particularmente
sobre o figado e rins>. Segundo Gualano et al’
estudos envolvendo humanos e modelos animais
apresentaram resultados controversos: em
humanos ndo foi verificada alteracio na fungdo
renal decorrentes da suplementa¢do com creatina,
porém apresentaram limitagdes metodoldgicas
como: falta de aleatoridade amostral e grupo
controle, baixo poder estatistico e auséncia de
marcadores precisos de fun¢do renal, enquanto
com modelos animais apresentaram controle
experimental satisfatorio, utilizando marcadores
precisos de fun¢ao renal.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitaria (ANVISA) regulamentou a utilizagdo
dos suplementos de creatina para atletas por
meio da Resolugdo RDC n° 18, de 27/04/2010°,
que estabelece a classificagdo, a designacdo, os
requisitos de composicdo e de rotulagem dos
alimentos para atletas. Segundo a Resolu¢do, o
suplemento de creatina destina-se exclusivamente
para atletas, ou seja, para “praticantes de exercicio
tisico com especializacdo e desempenho maximos
com o objetivo de participagio em esporte com
esforco muscular intenso” O produto pronto para
o consumo deve conter de 1,5 a 3 g de creatina
na porgio, deve ser utilizada na formulagio
creatina monohidratada com grau de pureza
minima de 99,9 %, podendo ser comercializados
como tablete, comprimido, pd, gel, liquido, capsula,
barra, dentre outras, desde que atendam aos
requisitos especificos conforme estabelecidos.

A suplementacdo para atletas ¢é feita
normalmente na forma de creatina monohidratada
(CM), um pé branco soluvel em agua. Ela ¢
disponivel comercialmente na forma de creatina
monohidratada (C,H,\N,O,), massa molar de
149,15 g/mol, a solubilidade em 4gua ¢ de
1,3 g/100 g a 20 °C e contém 12,1 % de agua de
cristalizagdo”®. A CM pode ser sintetizada a partir
da N-metilglicina (sarcosina) e da cianamida’.
Existem outras formas de apresentacdo de creatina
como citrato de creatina, fosfato de creatina,
piruvato de creatina, malato de creatina, creatina
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monohidratada tamponada e etil éster de creatina
que sdo comercializados na forma pura ou
formulada com outros ingredientes.

Segundo Moret et al a utilizagio de
matérias-primas de  baixa qualidade com
condi¢bes de reagdo ndo otimizadas e a purificagdo
inadequada resultam numa maior quantidade de
impurezas, tais como creatinina, dicianodiamida
e derivados de dihidro-1,3,5-triazina. Utilizando
como alternativas de baixo custo para obtengdo
da CM os reagentes de sintese (sarcosina de
potassio ou sodio e 5-metilisotoiurea) nao produzem
a dicianodiamida, mas podem gerar tiouréia,
substdncia classificada pelo International Agency
for Research on Cancer como possivel carcindgeno
para  humanos. Além disso, pode haver
contamina¢do por metais pesados provenientes
de  matérias-primas,  reagentes,  tubulagdes,
equipamentos e instrumentacdo que podem entrar
em contato com o produto.

Segundo o IDACE (2003)" e parecer do
EFSA (2004)%, a especificagio para a creatina
monohidratada deve ser de alta pureza, minimo
de 99,95-99,99%, com maximo de creatinina
100 mg/kg, dicianodiamida 50 mg/kg, metais
pesados maximo 10 mg/kg para arsénico, Cadmio,
mercurio e 1 mg/kg para chumbo.

Segundo parecer do Scientific Committee On
Food (SFC)', a dosagem sugerida pelos fabricantes
¢ de 20 g/dia por 3-7 dias e, em seguida, 2-5 g/dia
como uma dose de manuten¢do. Doses na faixa
de 10-50 g/dia por 5-7 dias estdo sendo utilizados,
embora se aceite que o mesmo efeito possa ser
conseguido com 3g/dia durante um periodo mais
prolongado (28 dias), sem uma fase de carga.
Altas doses de creatina devem ser evitadas,
seguindo a recomenda¢io de que a CM de alta
pureza seja utilizada para fins nutricionais e
com suplementagio de 3 g/dia a ingestdo ndo
representara riscos a saide humana.

Diante do exposto, ressalta-se a necessidade
de monitoramento da qualidade desse suplemento,
considerando implicagbes a satde relacionadas a
utilizagdo desta substancia.
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Deteccao de contaminacao por nitrato em agua de
abastecimento publico em municipio da regiao nordeste
do Estado de Sao Paulo (Brasil)

interesse da Saude Publica frente

a presenca do nitrato em aguas

destinadas ao consumo humano
deve-se ndo somente a  ocorréncia de
metemoglobinemia, principalmente em criangas
até trés meses de idade, mas também a uma
possivel correlagao entre risco de desenvolvimento
de cancer e nitrosagdo enddgena provocada pela
alta ingestdo de nitrato e de compostos nitrosaveis.
Esse ion é encontrado naturalmente no meio
ambiente, sendo um importante nutriente para
as plantas, mas seus niveis podem ser aumentados
tanto em dguas superficiais como nas subterraneas
como resultado das atividades agricolas (uso de
fertilizantes e adubos), da disposicdo no meio
ambiente de aguas residudrias sem tratamento e
de residuos solidos (lixdes e aterros sanitarios),
e do processo de oxidacdo de excretas animais
e humanos. As concentragdes de nitrato podem
variar de modo rapido em aguas superficiais,
mas nas aguas subterraneas geralmente as
variagcOes sdo lentas; dessa forma, um manancial
subterraneo contaminado pode permanecer nesse
estado por décadas devido a lentiddo da recarga
natural com dgua nao contaminada'?. Em daguas

Sérgio DOVIDAUSKAS', Isaura  Akemi  OKADA
Maria Helena  IHA!, Maria Aparecida de OLIVEIRA!
Alvaro Gennari CAVALLINI?

!Niicleo de Ciéncias Quimicas e Bromatolégicas - Centro de
Laboratorio Regional de Ribeirdo Preto-Instituto Adolfo Lutz

2Bolsista de Treinamento Técnico-Fundagdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sao Paulo

destinadas ao consumo humano, a Organizagdo
Mundial da Saude recomenda niveis de nitrato de
até 50 mgNO, /L' (ou 11 mgN-NO,/L, se expresso
como teor de nitrogénio-nitrato), enquanto a
legislacao brasileira estabelece um valor maximo
permitido (VMP) igual a 10 mgN-NO,/L°.
Recentemente foi descrita a contaminagao
por nitrato em agua subterrdnea do municipio
de Monte Azul Paulista (SP). Nesse trabalho,
constatou-se que a contamina¢ao ocorreu na regiao
central e mais antiga da drea urbana do municipio*.
Com esse precedente, em 2014 o Nucleo de
Ciéncias Quimicas e Bromatoldgicas do Centro
de Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz
de Ribeirao Preto VI (NQB-CLRRP-IAL VI)
iniciou um estudo objetivando o desenvolvimento
de modelos matematico-estatisticos que pudessem
ndo somente descrever situagdes de riscos e agravos
a saide devido ao consumo de agua impropria, mas
também prevenir tais situagdes. No transcorrer do
periodo de 1 ano envolvendo a etapa de aquisi¢do
de dados (entre maio de 2015 e abril de 2016),
o municipio de Severinia (SP) sobressaiu-se dos
outros 87 municipios investigados (todos abrangidos
pela Rede Regional de Atengdo a Saude 13, RRAS 13)
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no que se refere aos niveis relativamente elevados
de nitrato encontrados em suas amostras de
agua de abastecimento. Esse trabalho descreve
resumidamente os resultados desse municipio.

Assim, no periodo maio/2015 a abril/2016
foram analisadas 60 amostras de agua de
abastecimento publico de Severinia, oriundas do
Programa de Vigilancia da Agua para Consumo
Humano do Estado de Sao Paulo (Proagua).
Nitrato foi determinado por cromatografia de
ions em equipamento marca Metrohm, modelo
930 COMPACT IC FLEX OVEN/SES/PP/DEG,
nas seguintes condicOes: eluente, solugio de
Na,CO, 3,6 mmol/L; supressor, solugio de
H, SO, 100 mmol/L; vazdo, 0,8 mL/min; temperatura,
45 °C; coluna marca Metrohm, modelo Metrosep
A Supp 7 250/4.0. Antes da analise cromatografica,
todas as amostras foram filtradas em filtros 0,45 pm.
A quantificagio foi realizada por calibra¢ao externa,
com 5 solugdes padrdo de concentragdes iguais a
1, 5, 10, 15 e 20 mgN-NO,/L. Todos os reagentes
utilizados no laboratério (Sigma-Aldrich e Merck)
eram de grau analitico. Todas as solugdes aquosas
foram preparadas com agua tipo I obtida em um
sistema de purificagdo marca Millipore, modelo
Milli-Q Direct 8.

A Figura 1 exibe o histograma das
concentragdes de nitrato obtidas (expressas como
mgN-NO,/L). Das 60 amostras analisadas, 14 (23 %)
apresentaram teores de nitrato acima do VMP,
e em 20 amostras (33 %) as concentragdes
situaram-se no intervalo entre 5 e 10 mgN-NO,/L
(5 mgN-NO,/L é considerado pela Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo, CETESB, como
um valor de prevencao no intuito de definir agdes
preventivas e regras para aplicac¢io de residuos
em solos agricolas, em processos de licenciamento
e fiscalizagdo ambiental, enquanto o valor
10 mgN-NO,/L ¢ considerado como valor
orientador de intervengdo para o gerenciamento
de 4reas contaminadas®).

Finalmente, com o objetivo de definir agdes
preventivas ou corretivas frente a contaminagao,
reunides técnicas tém sido realizadas naquele
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municipio com a participacdo de representantes
do NQB-CLRRP-IAL VI, da Vigilancia Sanitaria
Municipal, do Grupo de Vigildncia Sanitaria de
Barretos, da Prefeitura, do Servigo Autonomo de
Agua e Esgoto de Severinia (SAAE), da CETESB
e do Departamento de Aguas e Energia Elétrica
do Estado de Sao Paulo (DAEE). Essas reunides
seguem abordagem similar a empregada no
caso de Monte Azul Paulista(SP)!, e as agdes
executadas e suas consequéncias serdo reportadas
futuramente.

20
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Figura 1. Histograma das concentragbes de nitrato
determinadas em 60 amostras de agua de abastecimento
publico do municipio de Severinia (SP), entre maio/2015 e
abril/2016
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Deficiéncias na desinfeccao da agua de abastecimento
publico em um municipio no nordeste do Estado de

Sao Paulo (Brasil)

Programa de Vigilincia da Agua

para Consumo Humano do Estado

de Sao Paulo (Proagua), implantado
em 1992 sob coordenagio do Centro de Vigilancia
Sanitaria da Coordenadoria de Controle de Doencas
(Secretaria de Estado da Saude), objetiva colaborar
na promog¢ao e protecdo da saude da populagdo
garantindo a potabilidade da 4gua destinada
ao consumo humano. Nessa dire¢ao, algumas agoes
sdo previstas: colaboragdo na gestdo integrada
dos recursos hidricos, analisando e interpretando
informacoes de qualidade desses recursos;
cadastro e inspecdo de sistemas e solugdes
alternativas de abastecimento, e avaliacdo dos
relatérios produzidos pelos respectivos responsaveis;
monitoramento da qualidade da agua para consumo
humano por meio da coleta de amostras e analises
laboratoriais de vigildncia em 8 parametros basicos
de rotina - coliformes totais e Escherichia coli,
temperatura, cloro residual livre (CRL), pH, turbidez,
cor e fluoreto; analise do perfil epidemiologico da
populagao, procurando relagdes entre a ocorréncia
de agravos e o consumo de agua'.

Em particular, os mananciais subterraneo e
superficial, utilizados para o abastecimento publico
da Rede Regional de Aten¢ao a Saude 13 (RRAS
13, no nordeste do Estado de Sao Paulo), estdo
atualmente sofrendo um processo de aumento de
pressdo antrdpica pela urbanizacao e pela crescente
industrializa¢ao®>. Tendo em vista esse processo,

Sergio DOVIDAUSKAS, Isaura Akemi OKADA, Maria
Helena THA, Maria Aparecida de OLIVEIRA, Marina Miyuki
OKADA, Rita de Cassia BRIGANTI
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e no intuito de obter-se uma caracterizacao mais
detalhada da qualidade da agua para consumo
humano da regido de modo a contribuir com a
vigilancia na identificagao de situagdes envolvendo
fatores de risco a saude que indicassem agdes
preventivas ou corretivas, em outubro de 2014
iniciou-se em nosso laboratério um projeto
apoiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), que previa a analise
de amostras de agua de abastecimento publico
durante um ano. Para essas amostras, oriundas
do Proagua, ampliou-se o nimero de parametros
investigados de 8 para 23: além daqueles citados
anteriormente, foram incluidas as determinagdes
de concentragbes de 14 ions (Li*, Na*, NH, K,
Ca*, Mg, ClO, BrO,, CI, Br, ClO,, NO, PO *
e SO,*) por cromatografia i6nica, e medidas de
condutividade. A aquisicdo de dados foi iniciada
em maio de 2015 e finalizada em abril de 2016, e
envolveu a andlise de 4347 amostras de aguas de
abastecimento.

Os reagentes utilizados no laboratério
(Sigma-Aldrich e Merck) eram de grau analitico.
As solugoes aquosas foram preparadas com agua
tipo I obtida em um sistema de purificagio marca
Millipore, modelo Milli-Q Direct 8. Cor aparente
foi determinada por espectrometria utilizando
equipamento marca Merck, modelo Spectroquant
NOVA 400. Turbidez foi determinada usando-
se equipamento marca Micronal, modelo B250.
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Condutividade foi determinada em equipamento
marca Metrohm, modelo 912. A cromatografia
dos cations foi realizada em equipamento marca
Metrohm, modelo 930 COMPACT IC FLEX
DEG, nas seguintes condi¢des: eluente, solugdo
de HNO, 1,7 mmol/L contendo 0,7 mmol/L de
acido dipicolinico; vazao, 0,9 mL/min; temperatura
ambiente; coluna marca Metrohm, modelo Metrosep
C4 150/4.0. A cromatografia dos anions, foi
realizada em equipamento marca Metrohm, modelo
930 COMPACT IC FLEX OVEN/SES/PP/DEG,
nas seguintes condicdes: eluente, solucdo de
Na,CO, 3,6 mmol/L; supressor, solugdo de
H, SO, 100 mmol/L; vazdo, 0,8 mL/min; temperatura,
45 °C; coluna marca Metrohm, modelo Metrosep
A Supp 7 250/4.0. Antes da andlise cromatografica,
todas as amostras foram filtradas em filtros 0,45 pm.
A determinacdo da presenca ou auséncia de
coliformes totais e Escherichia coli foi realizada
pelo método cromogénico e fluorogénico (sistema
Colilert, Idexx Laboratories/USA). As medidas de
temperatura, pH e CRL foram realizadas no momento
da coleta das amostras por agentes das vigilancias
sanitarias municipais.

A andlise dos dados por componentes principais
de 12 variaveis fisico-quimicas correlacionadas entre
si (medianas dos pardmetros condutividade, pH
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e concentragdes dos fons Li*, Na*, K*, Ca*, Mg*,
Cl, ClO,, NO,, PO, e SO,) para cada um de 87
municipios indicou Santa Licia como um municipio
cuja agua de abastecimento ndo apresentava variaveis
fisico-quimicas proeminentes, situando-se préximo
a origem do grifico CP1/CP2/CP3 e pertencendo
a um grupo de 58 municipios com caracteristicas
similares que foi denominado grupo “Tipico”
(Figura 1A)’. A posicdo de Santa Lucia no grafico
CP1/CP2/CP3 ¢ salientada na Figura 1B.

Porém, se a analise multivariada nao salientou
nenhuma caracteristica fisico-quimica na agua
de abastecimento publico de Santa Lucia, analises
microbiologicas revelaram que os 16 resultados
indicando presenca de Escherichia coli em amostras
de agua desse municipio correspondiam a 38 %
do total de amostras analisadas (42) para esse
municipio no periodo. O nimero de amostras
positivas para Escherichia coli no periodo de chuvas
(9 positivos, de novembro de 2015 a abril de 2016)
foi maior em comparagdo com o periodo de seca
(7 positivos, de maio a outubro de 2015); esse
numero expressivo de ocorréncias no periodo
de seca sugere que existem dificuldades no
processo de desinfeccdo da agua de abastecimento
do municipio, seja no periodo de seca, seja no
periodo de chuvas.

@ Tipico

Litio e sédio
@ Nitrato
@ Sulfato
@ Cloreto
@ E. coli

(901) €40

anta Lacia

Figura 1. A) Analise de componentes principais de 87 municipios da RRAS 13 e de 12 variaveis fisico-quimicas (medianas)
exibindo a formacao de 5 grupos em funcdo das respectivas varidveis proeminentes (o agrupamento hierarquico pelo método
Ward exibiu a formagao dos mesmos grupos). B) Diferente ponto de observacdo da Figura A, salientando a posi¢cdo do municipio

de Santa Lucia
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A Tabela 1 exibe as médias obtidas para
os parametros fisico-quimicos bésicos do Proagua
nos dois semestres citados (seca e chuvas). Turbidez
foi o uUnico pardmetro a apresentar diferenca
significativa (nivel de significancia a = 0,05) entre os
dois semestres em teste t bilateral, com P = 0,008.

Tabela 1. Compara¢io entre as médias de parametros fisico-
quimicos basicos obtidos em dois semestres consecutivos

Médias
S . Semestre:
emEstre: Maio novembro/2015
Pardmetro a outubro/2015 bril
) a abril/2016

(chuvas)
Temperatura (°C) 25,0 26,4
pH 7,0 7,0
CRL (mg/L) 0,24 0,25
Cor aparente (uH) 3,4 48
Turbidez (uT) 0,3 1,7

Considerando (i) que a turbidez influencia
o valor da cor aparente?, (ii) que microrganismos
podem estar associados as particulas causadoras
da turbidez’, e (iii) que a turbidez pode interferir
na eficiéncia do processo de desinfeccao da agua’,
procurou-se comparar os dados do presente estudo
com as médias obtidas em dois anos anteriores
(subdivididos nos respectivos semestres de seca
e chuvas) e no semestre posterior (maio a outubro
de 2016) para os pardmetros CRL, turbidez e
cor aparente, relacionando-os com o numero de
ocorréncias de Escherichia coli. Para que uma
comparagao grafica pudesse ser feita, as ocorréncias

de E. coli foram transformadas em um indice
NEc definido pela equagdo
nﬁ'
NEc=—=*
1

total

onde:

n', = nimero de amostras com resultado positivo

para E. coli no semestre

n, = numero total de amostras analisadas no

semestre

A Figura 2 exibe as comparagdes efetuadas.
Pode ser notado na Figura 2A um decréscimo nos
teores médios de CRL em fun¢do do tempo até
um valor préximo ao minimo estabelecido pela
Portaria 2914 de 12/12/2011 (0,2 mg/L)® mantido
nos 3 ultimos semestres. Simultaneamente ocorre
uma elevacdo nos niveis médios de turbidez
principalmente nos periodos de chuva e, em
especial, a partir do 4° semestre (novembro de
2014 a abril de 2015) quando o indice NEc inicia
uma tendéncia de aumento, atingindo o mdximo
de 0,43 no 6° semestre (novembro de 2015 a abril
de 2016); nesse mesmo semestre, a turbidez
apresentou também o seu valor médio maximo
(1,94 uT). A cor aparente apresenta 0 mesmo
perfil sazonal exibido pela turbidez, com as maiores
médias coincidindo com os periodos de chuvas
(Figura 2B). E importante ressaltar que a queda
do indice NEc no ultimo semestre é acompanhada
pelas diminui¢cdes nos valores de turbidez e cor
aparente (Figuras 2A e 2B), mas o seu valor é proximo
ao obtido no semestre de seca imediatamente
anterior (5° semestre, de maio a outubro de 2015);
fazendo a comparagdo entre os valores de turbidez
dos semestres de seca (1°, 3°, 5° e 7° semestres)
verifica-se que o maior aumento foi observado
entre 0 5° e 0 7° semestres (de 0,27 para 0,82 uT).

A analise da Figura 2 sugere que, se nenhuma
intervengao for efetuada e se as tendéncias observadas
nos graficos forem mantidas, maiores valores de
turbidez e cor aparente serao obtidos no préximo
semestre (periodo de chuvas, novembro de 2016
a abril de 2017) em relagdo ao 7° semestre; com o
nivel de CRL sendo mantido préximo ao minimo
exigido pela legislagdo vigente, ¢ provavel que o
indice NEc aumente novamente, assim como o
risco de infecgbes gastrointestinaisl. Uma possivel
intervencdo, visando diminuir o indice NEg,
seria promover uma maior eficiéncia no processo
de filtragdo da agua antes de sua desinfecgio,
o que levaria a uma diminui¢do do numero de
particulas dispersas (diminuigdo da turbidez)
capazes de carrear microrganismos - estudos tém
demonstrado que o aumento do risco das infec¢coes
gastrointestinais esta relacionado a valores mais
altos de turbidez nas aguas para consumo humano’.
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Figura 2. (A) Comparagdo do indice NEC com as médias
obtidas nos parametros CRL e turbidez em sete semestres
consecutivos, no periodo de maio de 2013 a outubro de 2016
(semestres impares relacionam-se a periodos de seca, e semestres
pares a periodos de chuvas). (B) Comparacdo entre os valores
médios de cor aparente e turbidez no mesmo periodo
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