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APRESENTACAO

Nesta obra, visamos por demonstrar alguns temas que sido importantes dentro da area da saude,
em alguns capitulos discutimos pesquisas que tratam de fungos, bactérias, virus e doengas raras com o
intuito de colaborar com a disseminacao de informacao na area das ciéncias médicas, utilizando artigos
atuais e de grande relevancia académica.

Os temas retratam questdes sobre a resisténcia bacteriana, um perigo que assombra a comunidade
académica e hospitalar de um modo geral, ainda tratamos sobre a presenca de fungos patogénicos aos
seres humanos, que podem servir de “calo de tréia” para outros microrganismos e contemplamos através
de uma revisdo da literatura a importancia da biosseguran¢a em biotérios.

No Brasil, temos problemas de satde publica relacionado as mais diversas patologias, enfrentamos
doencas infecto contagiosas, doengas cronicas e também nao podemos esquecer das doengas raras de
causa genética, por este motivo neste exemplar vocé ird encontrar um rico capitulo sobre doencas
metabdlicas oriundas de problemas genéticos.

Em sintese, esperamos que este ebook possa promover a disseminacio de conhecimentos,
estimular aos discentes e pesquisadores a lerem a obra e que ele possa contribuir com a sociedade num
geral.

Cordialmente,

A organizadora.
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CAPITULO I

BIOSSEGURANCA EM BIOTERIOS

Camila Corréa Fernandes

INTRODUCAO

A biosseguranca pode ser definida como um conjunto de normas, procedimentos e especificacoes
que devem ser cumpridas a fim de limitar, prevenir ou até eliminar possiveis riscos existentes nos locais
de trabalho, com o objetivo de nao prejudicar a sadde dos profissionais, dos animais e do meio ambiente,
e os resultados de estudos cientificos (Souza, 2015).

Os biotérios sao laboratérios onde alguns animais sao mantidos para serem usados em estudos e
pesquisas cientificas, esses ambientes sao divididos em macro e micro ambientes, onde, macro ambiente
significa a area externa das gaiolas e micro ambiente significa o ambiente interno destas (Barbosa, 2017).
A Dbiosseguranca dentro dos biotérios deve ser seguida plenamente como disposto na norma
regulamentadora-NR32, onde ha a especificagio de medidas de seguranga e saide dos profissionais e de
programas a serem feitos para controle e minimizagao de riscos, como o programa de prevencao de riscos
ambientais- PPRA, e a resolucdo normativa nimero- RN15, que especifica a organizagdo e estrutura de
biotérios (BRASIL, 2005; CONCEA, 2013).

Dentro dos biotérios podem existir diversos riscos ocupacionais (riscos nos quais os trabalhadores
estdo expostos regularmente), ja que riscos podem surgir de acordo com a saude dos animais, ou acidentes
podem ocorrer quando houver manuseio destes (Souza, 2015). Os riscos sdo as circunstancias que podem
gerar ou aumentar a possibilidade de ocorréncias prejudiciais (BRASIL, 2001).

Como previsto na norma regulamentadora-NR9Y, os riscos ocupacionais sao divididos em cinco
grupos: Grupo 1) riscos fisicos, Grupo 2) riscos quimicos, Grupo 3) riscos biolégicos, Grupo 4) riscos
ergondémicos e grupo 5) riscos de acidentes (BRASIL, 1994). Para analise destes riscos, consideram-se os
procedimentos a serem realizados, a espécie animal e o tempo em que o profissional sera exposto aos
possiveis riscos provenientes das atividades exercidas. As boas praticas de laboratério (BPL) também
devem ser desenvolvidas, elas determinam agOes e orientagoes para o ambiente laboratorial ser mantido

seguro e organizado (BRASIL, 2010; Silva, 2018).
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Essas especificacOes direcionam como o ambiente deve estar preparado para manter os animais de
forma segura e que nao comprometa a saude dos mesmos, a saude dos funcionarios e os resultados de
estudos e procedimentos (BRASIL, 2013; Souza, 2015).

A biosseguranca ¢ importante para assegurar a saide e o bem-estar dos profissionais, do meio
ambiente, dos animais que estao envolvidos em estudos cientificos e em testes e procedimentos realizados
dentro do laboratério de pesquisa.

Nos locais onde se trabalha com animais, os profissionais estao expostos a mais riscos provenientes
desse contato, por isso, fazem-se necessarias medidas para protecao destes animais e de todos que estiao
proximos a eles (Silva, 2018).

Os fatores externos, o ambiente, a forma na qual os animais sao mantidos e a ma estrutura do
biotério pode influenciar de forma significativa nos experimentos, comprometendo os resultados e
podendo gerar riscos de transmissdo de possiveis doencas ao homem, ou, do homem ao animal (Souza,
2015). Por conseguinte, justifica-se a importancia de revisoes e atualizagOes na area para que todos os
profissionais possam agir seguindo as condutas pertinentes ao trabalho em biotérios.

O objetivo deste trabalho consiste em apresentar a importancia da biosseguran¢a e como realiza-
la dentro de biotérios, reunindo medidas e padroes de biosseguranca utilizados pelos principais centros de

pesquisa do pafs, de modo que auxilie profissionais de saude que trabalhem neste ambiente.

METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no perfodo de Abril a Julho de 2020, para busca das referéncias
bibliograficas utilizou-se as seguintes combinagdes de descritores em portugués e inglés: biosseguranca
(biosafety), biotério (bioterium), riscos (risks), saude (health) e laboratérios (laboratories and laboratory).

Apbs a elaboragao da estratégia de pesquisa com os descritores, foram estipulados para busca os
seguintes bancos de dados, Google Académico, Scielo e National Center for Biotechnology Information (NCBI),
além de artigos cientificos foram pesquisados capitulos de livros que contivessem os descritores e assuntos
pertinentes a pesquisa.

Para condugao do estudo foram utilizados guias elaborados pelo Conselho Nacional de Controle
e Experimentagao Animal (CONCEA) e Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de
Laboratério do Biotério de Produgio e Experimentacao da FCF-IQ/USP (2013).

Ainda foram consultadas as normas regulamentadoras NR-07 que trata do programa de controle
médico de saude ocupacional (PCMSO), NR-09 que dispéem sobre a avaliagdo e controle das exposigoes
ocupacionais a agentes fisicos, quimicos e biolégicos e NR-32 que discorre sobre a seguranga e saude no

trabalho em servicos de saude, estando disponiveis através do site: https://enit.trabalho.gov.bt/.
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RESULTADOS
Experimentagiao Animal e Pesquisa Humana

A utilizacdo de animais em pesquisas cientificas ¢ de grande importancia para a medicina, visto que
gragas a testes em animais, ¢ possivel a producao de medicamentos e vacinas. Isso ocorre porque existem
algumas semelhancas genéticas entre os seres humanos e os animais de laboratério, principalmente entre
os ratos e camundongos, onde, respectivamente, 80% e 90% possuem genes homologos aos humanos.

O uso de animais na experimentagao cientifica ¢ algo que ocorre desde a antiguidade. Os animais
eram usados para experimentagdo de medicamentos e para realizacio de ensaios de procedimentos
médicos. Para os cientistas da época, os animais eram incapazes de sentir dor. Conforme o campo da
ciéncia foi evoluindo, entendeu-se que os animais também sido sensiveis a dor, assim como os seres
humanos, tornando-se exigéncia o uso de medidas que diminuam qualquer dor ou desconforto ao animal.
Existem diversas discussOes acerca da vivissecgao de animais (que ¢ a utilizagdo de um animal vivo para
estudos cientificos) devido as situa¢des nas quais eles sdo obrigados a serem submetidos: a dor, o
sofrimento e a morte.

Por isso cada vez mais tem se buscado métodos alternativos a experimenta¢ao animal, o uso de
testes in vitro ¢ um método bastante empregado, por exemplo, ele consiste na produgio de células ou
tecidos em meios de cultura, isso diminui o uso de animais e gera resultados mais satisfatorios.

A realidade de grande parte das universidades e centros de pesquisa demonstra que mudar a
experimentag¢ao animal para métodos alternativos ¢ dificil devido a estrutura e insumos. Porém, a ciéncia
esta em constante evolugdo, com o tempo todos conseguirdo se adaptar a novas praticas, podendo diminuir
a realizacdo de vivissec¢do de animais ou até mesmo extinguir essa pratica (Neves et al., 2013; Souza, 2015;

Chaplinski, 2016; Disner, 2019).

Regularizagio do uso de animais no Brasil

No Brasil, a primeira lei voltada para uso de animais em centros de pesquisa, foi publicada em
1979. A lei 6.638 determinou normas para dissecagdao de animais vivos, os biotérios e os outros centros de
experiéncia deveriam ser cadastrados, porém, infelizmente essa regulamenta¢dao nao ocorreu.

A CRFFB (Constitui¢ao Federal da Republica Federativa do Brasil) de 1988, diz que é fundamental
a dignidade humana, tendo direito a um meio ambiente ecologicamente equilibrado e pra isso, o governo
deve respaldar a fauna e a flora, proibindo qualquer situagao que possa submeter os animais a crueldade

ou que possa extinguir qualquer espécie.
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Dez anos ap6s essa lei, foi publicada uma lei de crime ambiental, a lei 9.605/98 onde é considerado
crime, levando a pena, se um animal for capturado ou morto de forma cruel, mesmo sendo para fins
educativos, quando existirem subsidios alternativos. A lei que regulamenta o uso de animais para fins
cientificos e de estudo foi sancionada em 2008, a lei Arouca 11.794/2008. A pattir disso, foram criadas
entidades que prescrevem como deve ser realizado o uso de animais de forma correta, sem que aja abuso
dos homens sobre os animais, sendo elas: Comissées de Fticas em Uso Animal (CEUAS), Conselho
Nacional de Experimentacio Animal (CONCEA) e a Sistema de Cadastro das Instituicoes de Uso
Cientifico de Animais (CIUCA) (Neves et al., 2013).

Além de trabalhar de forma ética e respeitosa com os animais, é necessaria uma organizacao fisica
adequada para o local, entdo, os biotérios devem se organizar de acordo com as normas vigentes (Moroni;
Loebel, 2017; Mota, 2018).

O biotério pode ser definido como uma instalagao fisica, onde sao mantidos e reproduzidos alguns
animais para uso na experimentacao cientifica. Historicamente, essas instalagdes obtiveram um inicio de
forma irregular, sem normas de biosseguranca e cuidados éticos para com os animais, 0 que gerava risco
a saide dos funcionarios e sofrimento aos animais estudados. Aos poucos, houve mudangas e as estruturas
foram organizadas de maneira que todos presentes no local, inclusive o meio ambiente, fossem

preservados (Gongalves et al., 2016; Andrade, 2002).

Estrutura fisica de Biotérios

A estrutura dos ambientes onde os animais sao mantidos deve ser organizada de maneira que nao
haja estresse para os mesmos, fatores externos, como por exemplo, a temperatura do ambiente e a
luminosidade, podem influenciar diretamente na saide e no bem-estar desses animais. Essa influéncia
pode alterar os resultados de pesquisas que usem esses animais e até mesmo, causar riscos a saide do
profissional que esta em contato diariamente com eles. Os animais destinados a estudos precisam ser
considerados potencialmente contaminados com patdgenos, pois alguns podem nao ter sintomas de

doencas, gerando risco de infecgdo e acidentes para os profissionais.

Tabela 1. Principais animais utilizados em laboratorio; retirado de Neves et al (2013).

PRINCIPAIS ANIMAIS UTILIZADOS BIOTERIOS

CAMUNDONGOS Mus musculus
RATOS Rattus norvegicus
COBAIAS Cavia porcellus
HAMSTERS Mesocrisetus anratus
LAGOMORFOS (COELHOS) Oryctolagus cuniculus
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Os biotérios sdao os espagos fisicos onde os animais sao mantidos para experimentagao cientifica e
foram criados para facilitar o acesso e a reproducao desses animais de forma ética e segura. Sendo assim,
¢ onde ha suporte para o estudo cientifico em universidades e centros de pesquisa. A localiza¢ao do
biotério também ¢ importante e deve considerar uma regido onde ha baixo fluxo de veiculos e pessoas.
Dentro dos biotérios, deve haver separagao de todos os ambientes existentes e um ambiente separado e
definido para cada fungao. Todas as normas estao descritas detalhadamente na Resolu¢gao Normativa N 15,
de dezembro de 2013 (Silva et al., 2012; Gongalves et al., 2016; Andrade et al., 2018).

Dentro dos biotérios ha a divisio entre micro e macro ambientes. No microambiente, os animais
sao mantidos dentro das gaiolas. Esse ambiente deve ser conservado de modo que a temperatura, a
umidade, a alimenta¢io e a 4gua ¢ a cama (material usado no fundo das gaiolas com objetivo de aquecer
os animais, conter urina e servir de ninho para as fémeas) sejam adequados para espécie residente ali.

Os animais de laboratério necessitam do odor para reconhecimento do local e dos outros animais,
porém, deve ser removido de forma que ndo afete o bem-estar deles. Esse odor ¢ retirado através de
exaustores e ventilagio e da higienizagdo dos equipamentos.

O macro ambiente refere-se a area externa as gaiolas, onde toda ilumina¢do, umidade ou
temperatura e qualquer agente externo influencia diretamente no metabolismo dos animais, por isso a
temperatura deve ser em torno de 22 graus, que ¢ o aconselhavel para maior parte dos roedores e tratando-
se da umidade, deve haver um sistema que retire todo o excesso de agua produzido nesse local de acordo
com o necessario para cada espécie, assim como a luminosidade deve ser de acordo com as espécies
presentes. Ja no caso de roedores, que possuem habitos noturnos, é necessario que haja um periodo
especifico de tempo de luz para os mesmos, sendo indicada a luz fria, pois essa é menos irritante para eles.

A ventilacdo do ar deve permitir trocas de ar frequentes, isso faz com que a temperatura e a
umidade sejam controladas e os componentes quimicos sejam diluidos e eliminados. Os ruidos ou outros
sons ambientes também devem ser controlados, pois causam estresse aos animais. Toda manutengio
desses ambientes ira interferir diretamente na vida dos animais, podendo deixa-los saudaveis ou causando

algum dano a eles (Barbosa, 2017).

o

h
-
-
-
-
-
-

—
b
-

Figura 1. Imagem ilustrativa da estrutura do Biotério.
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Biosseguranga em Biotérios

Dentro dos biotérios, os profissionais estao expostos a diversos riscos, em sua maioria sao 1iscos
biolégicos, mas também ha a presenca de riscos fisicos, quimicos, organizacionais, ergonoémicos e de
acidentes, oriundos do manuseio de animais e para minimizar esses riscos e evitar acidentes, todos os
funcionarios devem estar familiarizados com as normas e legislagoes, receberem treinamentos, fazerem
uso de equipamentos de protec¢ao individual e possuirem conhecimento cientifico referente as fungdes que
realizardo, além de haver uma boa administracio de biosseguranga, para um funcionamento seguro e
saudavel do biotério.

Outros fatores importantes na biosseguranca sio os equipamentos de prote¢ao individual e
coletiva. Os equipamentos de protecao individual (EPI’s) sio reutilizaveis ou nao, e devem ser
disponibilizados para todos os funcionarios, conforme o tipo de atividade a ser realizada. Em sua maioria,
para trabalhos em laboratorio, sao utilizadas luvas, jaleco ou avental, 6culos de protecao e mascaras. Os
equipamentos de protecao coletiva (EPC’s) protegem os profissionais como um todo. Alguns dos grandes
exemplos disso sdo a existéncia de extintores de incéndio dentro das localidades, a caixa de
perforucortantes e as cabines de seguranca biologica. Os profissionais devem possuir treinamento e
conhecimento quanto ao uso dos EPI’s e EPC’s e necessitam ter nog¢oes de primeiros socorros.

De acordo com o CONCEA (2013), a biosseguranga nos biotérios deve ser definida conforme os
exatos procedimentos que serdo realizados nesse local em especifico levando em conta a estrutura do
espaco, a quantidade de animais que serdo mantidos ali e todas as salas devem ser delimitadas para cada

funcao especifica (Souza et al., 2017; Lima et al., 2017; Mota, 2018; Carpenter, 2018).

Niveis de biosseguranga em Biotérios

O nivel de biosseguranca de determinadas instalagdes ¢é baseada no tipo de experimento,
classificagao de risco e o procedimento que sera realizado ali naquele local, a partir disso serdo definidos
os procedimentos de biosseguran¢a a serem realizados, bem como o tipo de protegao especifica para
aquela instalacao. Nos biotérios voltados para a experimentagao, é aconselhavel que sua localizacdo seja
proxima aos laboratorios de pesquisa e é importante que haja barreiras de contengao, visando proteger a
saude do profissional e do meio ambiente. Ja nos biotérios voltados para a criagao, é indicado que estejam
localizados de forma afastada dos centros urbanos, mantendo os animais isolados para nio serem
contaminados por nenhum patégeno.

As barreiras de conteng¢do sio muito importantes nos biotérios para preservar a saude e o bem
estar, as barreiras primarias sao voltadas para a prote¢ao pessoal e incluem os equipamentos de prote¢ao

individual, as barreiras de contengdo secundarias sao estabelecidas na prépria instalagao do prédio, ou seja,
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na sua produc¢ao. Também se relacionam com os equipamentos usados para manutengao do ar e limpeza
dos objetos, assim, envolvendo os equipamentos de prote¢ao coletiva.

Os biotérios devem funcionar somente com o controle de autoridades: O Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis- IBAMA, recomenda o uso de boas praticas
laboratoriais e o Conselho Nacional de Controle de experimentacao Animal- CONCEA, regulamenta o
uso correto de animais para experimentagao. Deve haver manuais denominados de procedimentos
operacionais padrao (POP) que estejam em dia com testes e que tenham aprovagao de responsaveis
técnicos. Para definir como devera ser a biosseguran¢a em biotérios, é importante levantar diversas
questoes durante a projecao do biotério, para que apds a construgao o mesmo esteja preparado para todo
e qualquer trabalho a ser realizado no local.

Deve se considerar todos os riscos a saude do profissional e do ambiente, o espago para manter
os animais e quais espécies animais serao utilizadas, é preciso definir a classe de risco, entdo, a partir daf
sera definido o nivel de biosseguranca e¢ os EPI’s e EPC’s que serao necessirios para um bom

funcionamento do biotério (Chaplinski, 2016; Carpenter, 2018; Silva, 2018; Andrade et al, 2018).

Tabela 2. Niveis de biosseguranca (NBA); retirado de Andrade et al (2018).

NIVEIS DE BIOSSEGURANCA (NB)

Nivel de Biosseguranca 1 Laboratérios de ensino basico que nao exigem cuidados
especiais e estdo em contato somente com agentes
biolégicos de classe de risco 1.

Nivel de Biosseguranca 2 Laboratérios onde ha a manipulacio de animais
contaminados com microrganismos de classe 2, deve
haver estruturagio fisica para realizagdao das atividades.

Nivel de Biosseguranca 3 Laboratérios que devem ter uma estrutura fisica com
barreiras, e os funcionarios devem estar mais bem
preparados para realizaciao de qualquer atividade.

Nivel de Biossegurancga 4 Laboratérios de experimentagao com controle maximo,
para realizagdo de atividades, deve haver liberagio de
profissionais autorizados.

DISCUSSAO

Com base nas informagdes adquiridas através da revisao de bibliografia, a biosseguranca em
biotérios apresenta normas e procedimentos que unidos preservam a saude dos profissionais envolvidos.
Cada medida direciona o caminho a se seguir para prevencao de riscos e acidentes, gerando bons resultados

para as pesquisas cientificas, uma manutengao ética dos animais e seguranga nas praticas laboratoriais.
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Nascimento e Neves (2009), Souza (2015) e Mota (2018) mencionam sobre o histérico do uso de
animais em laboratério, afirmando que ha séculos atras ja realizavam procedimentos de testes em animais,
para se conhecer a fisiologia e produzirem as primeiras vacinas, mas, infelizmente, nao se havia cuidado
com eles, os animais eram considerados seres sem alma e por isso os cientistas da época, utilizavam esse
animais sem se preocuparem quanto ao seu sofrimento e como a utilizagdo desenfreada deles poderia
afetar o meio ambiente, o que foi mudado com o passar dos anos e avango da ciéncia.

Em concordancia com Neves et al (2013), a “ciéncia em animais de laboratério” como passou a
ser chamada, trouxe mudangas em padroes usados anteriormente, visando o bem estar animal, onde ¢é
obrigatoria a ética em relacao aos procedimentos realizados com animais e ¢ exigida a minimizaciao ou
extingao de qualquer sofrimento do animal. Apds essas mudanga e evolugdes os biotérios passaram a
serem os locais onde existem altos padrdes de qualidade e cumprem exigéncias acerca do conforto animal.
Com isso, busca-se cada vez mais, alternativas para a experimentagao animal, através de desenvolvimento
de novos recursos.

Magalhaes (2019) cita alguns exemplos de alternativas a vivissec¢ao animal, sendo eles a utilizagao
de meios baseados em organismos in vitro (onde se utiliza células animais, vegetais, micro-organismos e
tecidos solados). Dependendo do estudo, também ha a opcao de utilizar espécies vegetais, estudos nao
invasivos em voluntarios entre outros.

Uma matéria publicada no site do Wyss Insitute de Harvd fala sobre chips de 6rgaos que imitam
as células e tecidos humanos, sendo possivel usar esses chips para tratamento de doengas e para producao
de medicamentos, descartando assim, os testes em animais. Cientistas de Havard, mais precisamente do
instituto Wyss, utilizaram microchips de computador e os adaptaram, criando dispositivos de cultura
microfluidica, o nome dado a esses dispositivos foi: Organs-on-Chips. Esses microchips podem imitar
pulmaes, rins, medula 6ssea e etc.

Segundo Souza (2015), o emprego de alternativas a experimentagdo animal é uma realidade
existente em muitos paises inclusive no Brasil, entretanto, a transi¢io completa de animais para métodos
alternativos de estudo ¢é algo que emana cautela e preparagao, pois deve haver reconhecimento e
confirmagao de sua eficacia, algo que leva um tempo.

De acordo com Mota (2018) a legislacio acerca da regularizagao do uso de animais no Brasil,
demorou um pouco para chegar, com sua lei surgindo apenas em 1979. Segundo Souza (2015) a lei n°
6.638 de 1979 determinava as primeiras normas a serem seguidas para a pratica do uso e animais em ensino
e pesquisa. Mota (2018) e Souza (2015) apontam que essa lei exigia que os biotérios e centros de pesquisa
estivessem regulamentados, o que niao ocorreu, fazendo com que a lei acabasse niao sendo regulamentada,

entdao nao gerava penalizagio caso os procedimentos de ética com os animais nao fossem respeitadas.
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Andrade et al (2018) relatam que em 1991, foram criados os principios éticos na Experimenta¢ao
Animal, através da atual Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e
tiliada ao International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS), hoje composta por 12 artigos, que
auxiliam nas praticas de experimentacao animal de forma segura e confortavel e em 1998 foi criada a lei
de crimes ambientais (Lei n® 9.605), ela adotou a pratica dos 3R’s.

Neves et al (2013) mencionam o quanto a regulamentagdo para experimenta¢ao animal é recente
no Brasil, a let AROUCA N° 11.794 que regulamenta a ctriagdo e o uso de animais para ensino e pesquisa
Nno Nosso pais.

A partir dessa lei passou- se a ser exigido que todos os centros de pesquisa e universidades
possuam pelo menos uma Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) e toda pesquisa e estudo que
envolver experimentacao animal, deve ser avaliada por ela, de acordo com os principios éticos elaborados
pelo CONCEA (Conselho Nacional de Experimentacao Animal). Moroni e Loebel (2017) dizem ainda
que a lei 11.794 foi regulamentada pelo decreto 8.699 de novembro de 2010 do artigo 255 da Constitui¢ao
Federal Brasileira.

E, por fim, Silva (2018) cita as resolu¢ées normativas indicadas para experimentagao animal. Essas
resolugdes definem como devem ser realizados os procedimentos que envolvam uso de animais para
experimentagao, os conselhos de ética, as estruturas que os locais de experimentac¢ao animal devem possuir
e etc.

Com relagdo a estrutura fisica dos biotérios, Mota (2018) comenta que a legislacio de cada
municipio ird definir a permissao, ou nao, de um biotério. Para abertura de um biotério, deve haver uma
observag¢ao acerca do zoneamento urbano, ou seja, o municipio deve autorizar de acordo com normas de
preservacao ambiental. Tem que ser considerado onde sera o espaco e como ele refletira no aspecto
sanitario daquela localidade. O CONCEA ainda define que esses locais devem ser preparados de acordo
com a espécie animal que sera criada e/ou mantida naquele ambiente. Os autores Moroni e Loebel (2017),
definem os biotérios como instalagdes onde animais usados para experimentagao cientifica sao mantidos
e reproduzidos. Esses autores mencionam também que para a gestao correta de um biotério, devem-se
considerar todos os principios éticos vigentes em relagido a animais de laboratério, e a partir disso, a
estrutura fisica sera organizada.

De acordo com Silva (2018) e Andrade et al (2018), os ambientes onde sio mantidos os animais
para experimentagao cientifica, sdio chamados de instalagdes animais. Esses locais devem ser organizados
de maneira que atenda a todas as espécies a serem estudadas, mantendo-as bem e com atendimento
veterinario, que evite todo e qualquer estresse ou desconforto para o animal, de forma que os principios
éticos de experimentagao animal sejam seguidos. Silva (2018) afirma ainda que as instalagdes animais

devem ser organizadas em concordancia com as atividades a serem realizadas e ainda devem possuir um
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tratamento adequado para os residuos. Andrade et al (2018) argumenta que o tipo de estruturacao de um
biotério, varia de acordo com a sua finalidade, e, para elaboragio deste, deve ser levado em consideragao
para a escolha do local uma area pouco movimentada, com poucos carros e que seja de facil acesso para a
transitacao de insumos, equipamentos e até mesmo transporte dos animais. Toda a instalagao deve ser
organizada de acordo com as especificagbes do CONCEA.

De acordo com Barbosa (2017) e Silva et al (2012), os Macroambientes e Microambientes estio
ligados diretamente aos resultados de pesquisa, pois, a manutengao desses espagos ira conferir o bem-estar
dos animais, influenciando diretamente nos resultados de estudos cientificos.

Segundo Silva et al (2012) em relacdo a biosseguranca em biotérios, a existéncia de animais no
ambiente fechado pode ampliar provaveis riscos a saude do trabalhador. Desde as infec¢des adquiridas
através de acidentes no momento do manuseio, como mordidas e/ou arranhdes a contaminacao com
possiveis patbgenos presentes em algum dos animais.

A biosseguranca, de acordo com Souza (2015), visa proteger e evitar agravos a saude do
profissional, a0 meio ambiente e aos animais, para ele, a biosseguranca relaciona-se com danos a saude do
trabalhador, advindos de riscos quimicos, fisicos, ergonoémicos e de acidentes.

De acordo com Silva (2018) a biosseguran¢a em um biotério se torna bastante ampla, devido aos
profissionais estarem em contato com possiveis agentes patogénicos na maior parte do tempo, entao, para
minimizag¢ao de riscos e acidentes, ela se relaciona com as medidas preventivas e de conteng¢ao (as barreiras
de contengdo sao formas de se evitar que a contaminagao e patégenos se espalhem pelo laboratério). Silva
et al (2012) e Chaplinski (2016) apontam grande preocupagdo com a satde do profissional de biotério, os
autores justificam que o trabalho em contato com animais pode ocasionar lesdes, como citado
anteriormente, e alergias.

De acordo com Nascimento e Neves (2009) para assegurar a saide dos profissionais de biotério,
em todas as atividades devem ser seguidos procedimentos operacionais padrao (POPs), boas praticas em
laboratério (BPL), os animais devem ser padronizados e as normas do CNTbio (Comissao Técnica
Nacional de Biosseguranga) devem ser aplicadas.

De acordo com Andrade et al (2018) a biosseguranga é demonstrada através de medidas de
contengao de riscos, equipamentos de protecao e planejamento estrutural do biotério. Com base nessa
afirmacao, Lima et al (2017), exemplifica que os equipamentos de prote¢ao individual e coletivos siao
indispensaveis para assegurar a saude dos profissionais.

Os EPI’s sao usados durante as atividades do profissional, visando protege-lo de possiveis
acidentes e riscos, os EPC’s protegem o ambiente, os profissionais ao seu redor e até mesmo as pesquisas
realizadas. Silva (2018) especifica que para realizacdo de praticas nos biotérios e definir quais sao as classes

de riscos, niveis de biosseguranca e barreiras sanitarias, primeiramente se deve conhecer a instalacdo e
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todos os processos que serdo realizados, a partir disso, a biosseguranc¢a podera ser executada e com ela, os
equipamentos de seguranca e procedimentos padrdes poderao ser definidos.

De acordo com Souza (2015) para a realizagao de praticas em biotérios, deve haver classificacao
dos riscos e niveis de biosseguranca de acordo com as atividades exercidas. Os nfveis de biosseguranca
s40 baseados nos riscos ao individuo e a comunidade a0 redor do laboratério, eles sio definidos de acordo
com as classificagoes de risco, essas, sao divididas em quatro: na classe de risco um, estdo os agentes que
apresentam baixo risco, normalmente sao aqueles patogenos que nao causam doengas; na classe de risco
dois, estao os agentes que apresentam risco moderado, os patégenos apresentam risco de infecgao; na
classe de risco trés, estdo os agentes que apresentam alto risco, os patdogenos podem causar infec¢oes
graves; e por fim, a classe de risco quatro apresenta risco alto para todos, nele estdo os patdgenos de alta
periculosidade.

Segundo Silva (2018), antes da determinacdo dos niveis de biosseguranca e de biocontencio deve
haver uma avaliacao dos riscos, essa avaliacao deve considerar a espécie animal, os possiveis riscos dos
patégenos e as atividades a serem exercidas, para caracterizacao da patogenicidade dos agentes biolégicos.
E necessirio ter conhecimento em relacio a viruléncia, forma de contagio, tratamento e forma de
eliminagao do patégeno.

De acordo com Carpenter (2018) as barreiras de biocontengao sio necessarias para conter agentes
infecciosos, essa ¢ uma maneira de denominar as medidas de biosseguranc¢a contra acidentes e infecgoes.
Dentro dessa prerrogativa, além dos riscos pré-definidos, os animais potencialmente contaminados

também se encontram dentro das medidas de biocontencao.

CONCLUSAO E CONTRIBUICOES

Em suma, podemos observar que para assegurar a saide do profissional, o bem estar dos animais
a serem utilizados nas pesquisas e para manter a preservagao do meio ambiente, é imprescindivel que as
medidas de biosseguranga sejam definidas e seguidas de acordo com as atividades de cada biotério, visto
que cada estabelecimento possui uma finalidade distinta.

Se faz necessario que os profissionais estejam sempre atualizados em relagio as normas de
biossegurancga, certamente é uma preocupagao das instituicGes que os profissionais estejam seguros para
exercerem suas atividades, buscando melhorias como a diminuicao do uso de animais, intercalando as
atividades com outras alternativas, mantendo o emprego dos funcionarios. Portanto, com base nas
atividades realizadas, as legislagbes e normas brasileiras baseadas para esta area, designarao quais serdo as
medidas de seguranga cabiveis para assegurar a saude do profissional, o respeito aos animais e a qualidade

dos resultados de estudos.
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CAPITULO I1

DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DE
ACANTHAMOEBA CASTELLANII

Larissa Maria Batista de Jesus

INTRODUCAO

A ameba ¢ um dos principais componentes dos eucariotos, abrangendo taxons de importancia
biomédica e evolutiva, mas sua diversidade genémica ainda nao foi totalmente estudada e datada. A
Acanthamoeba castellanii é o primeiro representante da espécie a ser isolado e classificado como amebas de
vida livre (Clarke et al, 2013). Além da sua diversidade de espécies, as amebas sao encontradas em diversos
meios e superficies, sendo elas aquaticas ou terrestres (Neves, 2005).

Nos meados do século XVIII foram descobertos e catalogados os primeiros individuos
classificados como amebas e desde entdo elas tém sido o alvo de varios estudos ao redor do mundo,
principalmente por suas espécies que causam patologias ao ser humano, o que proporciona uma vasta
quantidade de estudos sobre as amebas e as suas subclassificaces (Alves, 2001).

Ao passar dos anos, foram reveladas inumeras espécies de protozoarios que foram classificados
como parasitas, com defini¢do descrita pelo dicionario como “organismo que vive em outro organismo,
dele obtendo alimento e, nao raro, causando-lhe dano”, ou seja, aqueles que irdo causar doengas na
populacao humana, e os de vida livre, que até entdo nao eram capazes de causar doengas ao ser humano.
No entanto, obtiveram-se os primeiros casos de infec¢do por amebas de vida livre (AVL) em seres
humanos no Brasil relatados em 1971 (Foronlda, 1971) e a primeira morte confirmada pela AVL em 1983
(Carvalho et al, 1983).

Quando olhamos para a etimologia da palavra oportunista obtemos o seu significado em
imunologia, “capaz de infectar quando a resisténcia do hospedeiro se encontra diminuida (diz-se de
microrganismo); oportunistico”.

Acanthamoebas spp sio ameboides de vida livre que podem se tornar parasitas em humanos,
decorrente da sua evolugdo e elas sdo classificadas como amebas parasitas facultativas (Neves, 2005), ou
seja, podem estar presentes no meio externo, como exemplo no ar, na agua ou até mesmo no solo e podem

ser encontradas em estado de parasitose dentro de um ser vivo, como os seres humanos (Neves, 2005).

| 20|



Ciéncias biolégicas - Thiely Rodrigues Ott (organizadora)

No decorrer do tempo, foram desenvolvidas algumas pesquisas sobre as doengas causadas por
invertebrados, ja que antes nao se sabia da possibilidade desses seres causarem patogénias em humanos.
E a partir dessas pesquisas, pode-se perceber a evolugao das situagdes que levam os organismos a se
modificarem para a sua sobrevivéncia. Essa evolucdo se da pela modificagao genética, podendo ser por
um fator externo ou interno (Morales et al, 2015).

No Brasil, essas patologias oportunistas ganharam notoriedade pela falta de informagoes da
maioria da populagao brasileira, despreparo dos agentes de saude, pela sua forma evolutiva e pela
capacidade de sobrevivéncia desses seres em diversos ambientes (Santos et al, 2018).

Durante muitos anos foi pensado que os seres vivos de vida livre eram capazes de viver em paralelo
com os seres humanos, sem ter interferéncia entre as espécies. Ao longo de varios estudos, foi observado
que alguns protozoarios ameboides, que antes eram considerados de vida livre, sao na verdade amebas
parasitarias facultativas, ou seja, amebas oportunistas. Se tratando de amebas patogénicas aos seres
humanos, se faz necessario uma revisao atualizada e detalhada sobre os aspectos clinicos e laboratoriais de
diagnostico de A. castellanii, para auxiliar os profissionais da area da sadde na identificagdo e conduta
terapcutica da doenga.

O diagnostico precoce da doenga por AVL ¢ um dos mais importantes quando falamos de ceratite
amebiana por Acanthamoeba castellaniz, pois quanto maior for a demora no diagnoéstico definitivo da doenga,
maior sera o tempo para o tratamento e para o corpo voltar ao seu estado de homeostase. Assim o presente

estudo sera uma atualizagao bibliografica sobre a importancia do diagnéstico de Acanthamoeba castellanii.

METODOLOGIA

O presente estudo é uma revisao da literatura, onde foram pesquisados aspectos sobre a vida,
sintomatologia e diagnéstico laboratorial da patologia proveniente de infec¢des por A. castellanii.

Foram utilizados artigos e livros, selecionados através de bancos de dados como: Scielo e Google
Académico, utilizando os idiomas portugues, inglés e espanhol, e sendo utilizadas como descritores para
a busca as palavras: Acanthamoebas spp, Acanthamoeba castellanii, ciclos bioldgicos de Acanthamoeba, ceratite
amebiana por Acanthamoeba castellanii, testes de diagnosticos, testes especificos para ceratite amebiana por
A. castellanii formas de diagndstico e tratamento para a ceratite.

O seu periodo de busca e desenvolvimento do estudo foi de junho de 2020 a outubro de 2020. A
partir das variaveis selecionadas foram identificados quinze estudos, utilizados para elaboracio desta

revisio.
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RESULTADOS
Acantamoeba spp.

As Acantanoebas spp. sio amebas de vida livre, seres unicelulares anfizoico, caracterizados pela sua
morfologia corporal e metabdlica, que permite ao protozoario invadir e parasitar o seu hospedeiro, e
podem ser encontradas em diversos habitats, sao protozoarios que assumem duas formas corporais, forma
de cisto ou trofozoito (Alves, 2001).

Por serem microrganismos de vida livre e sendo encontrados em diversas superficies podemos
considerar esses ameboides como seres vivos oportunistas, ou seja, além de estarem vivendo no ambiente
20 nosso redor, 20 entrarem em contato com o interior de um individuo encontrando um ambiente
propicio ao se desenvolverem eles acabam por se instalarem e se reproduzirem, causando patologias e em
seu estagio mais avanc¢ado, provocando o ébito do seu hospedeiro (Siddqui, 2012).

Acanthamoeba castellanii ¢ uma das varias espécies de amebas que fazem parte do grupo de patégenos
dos seres humanos, podemos citar outras espécies como as .A. Naegleria, A. Balamubia e A. Sappina. As
Acantamoebas sao o género causador de encefalite amebiana granulomatosa, lesdes na pele e ceratite na
regido ocular. Acomete principalmente em individuos imunocomprometido (Ferreira et al, 2019).

Dentre as espécies de Acantamoebas spp que sao associadas a infeccdes humanas temos as: A.
castellanii, A. culbertsoni, A. griffini, A. hatchetti, A. bealyi, A. lugdunensis, A. polyphaga, A.quina e a A. rhysodes
(Santos et al, 2017).

Acanthamoeba castellanii

Sua primeira classificagao foi datada no ano de 1930 descrito pelo patologista e bacteriologista
Aldo Castellanii, durante a observagdao de uma cultura de bactérias do género Cryptococcus pararoseus, onde
foi encontrada a entdo ameba, e sendo classificada como uma Acanthanoeba. Desde entio, a classificacao
desses individuos esta em constante revisao.

Foram encontrados na A. castellanii duas formas corporais, apresentadas na figura 1, o cisto que
possui um tamanho de 10-25 pm e parede dupla (ectocisto e endocisto), que representa a forma de
resisténcia a ambientes extremos, como a falta de alimento, diferencas de temperaturas e pH, dissecagao,
uso de desinfetantes, a a¢ao de antibiéticos, e pode sobreviver por varios anos em temperaturas abaixo de
20 C°. Quando a A. castellanii se encontra em um ambiente favoravel ela se transforma em trofozoitos e
da continuidade com o seu desenvolvimento e reproducao (Santos et al, 2018).

Os trofozoitos sio a forma ativa e infectante da espécie, que mede entre 15-45 um, apresenta
projecoes citoplasmaticas (acantopddios) na sua superficie que auxilia na locomogao, sio protozoarios

monomucleados, representa a forma contraria do cisto e tem a fun¢iao de desenvolvimento e reprodug¢ao
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da espécie que ocorre por difusao binaria. Sua alimentagao se baseia na ingestao de particulas organicas

ambientais e ceratdcitos na coérnea, pseudopodes de bactérias, algas e leveduras (Santos et al, 2018).

Figura 1. Acanthamoeba castellanii. Legenda. Trofozofito (a) e cistos (b): (n), nucleo; (cv), vaciolo contratil.
Fonte: Visvesvara et al (2007).

Classificagdo taxondémica

Com relagio a classificagdo taxondmica, percebemos que existem algumas caracteristicas
compartilhadas e algumas que sdo unicas que passam desde as primeiras espécies do grupo até os
individuos atuais. Nessa classificagdo que engloba os protozoarios podemos observar algumas
caracteristicas especificas como forma corporal, tipo de locomogao, entre outros (Merino et al, 2019)

Dessa forma, classificamos a taxonomia desse protozoario, principalmente como o resultado de
observacoes corporais de seus individuos comparando com seus ancestrais. L.ogo, a classificacdo definitiva

mostrada na tabela 1, a_A. castellanii se apresenta:

Tabela 1. Classificacao taxonémica da A. castellanii. Fonte: Merino et al, 2019.

Tabela taxonémica da Acanthamoeba

Reino Protozoa

Subreino Sarcomastigota

Filo Amoebozoa

Subfilo Lobosea (LC): Amoebaea
Ordem Centramoebidae

Familia Acanthamoebidae

Género Acanthamoeba

Espécie Acanthamoeba castellanii

Ciclo biologico da A. castellanii

O ciclo de vida da ameba possui a forma infectante e a forma de resisténcia, distribuidas pelos

meios. Suas caracteristicas morfologicas apresentam adaptagdes para o seu desenvolvimento e sua
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multiplicagao, que envolve mecanismo de metamorfose quando for propicio para a A. castellanii (CDC,
2019).

Os trofozoitos, que definimos como forma ativa da AVL, em condi¢bes favoraveis de meio como
fartura de nutrientes, disponibilidade hidrica, boas condi¢oes de osmolaridade, pH e temperatura faz com
que essas amebas consigam se alimentar e multiplicar no ambiente onde estejam. No caso dos cistos, para
eles ¢ necessario um meio com condi¢des desfavoraveis, ou seja, com a falta ou deficiéncia dos fatores
citados acima faz com que os trofozoitos alterem sua forma corporal para a sua forma de resisténcia,

podendo ser observado na Figura 2 (Kahan, 2003; Finco, 2012).

Trofozoito Cisto

Condicoes
desfavoraveis

—’
«

Condicoes
favoraveis

5um

5um

Figura 2. O ciclo de vida de Acanthamoeba. Legenda: Cistos e trozofoitos quando em condi¢des adversas
como a falta de alimentos, extremos de temperatura, pH e osmolaridade, ou dessecacio, se diferenciam
em cistos de parede dupla, como indicado pela seta. Barra = 5 micréometros. Fonte: Kahan, 2003.

Infecgoes de hospedeiros humanos:

As infecgdes em seres humanos ocorrem de forma variada, como observamos na figura 3, onde a
cada local que se aloja comega o seu desenvolvimento e multiplicag¢do celular, e entdao, como consequéncia
o hospedeiro desenvolvera uma doenca, que foi provocada pela presenca da AVL em seu corpo (CDC,
2019).

Segundo MORALES et al (2013 e 2015), a infeccdao por Acathamoeba em humanos ocorre com
sucesso por conta de trés fatores principais: a adesdo, a secre¢ao de proteases extracelulares e a fagocitose
e/ou a apoptose da célula hospedeira.

A adesdo ocorre com a aproximac¢ao da ameba fazendo a comunica¢io com a membrana celular
do hospedeiro, isso ocorre com a a¢gio da manose na membrana dando a possibilidade de adesao a essas
células. Essa comunicagdo permite que a AVL se aproxime da célula e se ligue a membrana do hospedeiro,
fazendo assim, o primeiro passo para a infec¢ao. Com a secregio de proteases, como a manose € a laminina,
os trofozoitas conseguem degradar a membrana, camada por camada liberando essas proteases como um

sinal quimico para invadir a célula-alvo e poder se instalar no local, sendo essa a segunda etapa da infecgao
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ao hospedeiro. A ultima etapa seria a fagocitose e apoptose celular, que se da pela morte celular, podendo

gerar necrose na regiao, causada pela ameba.

Acanthamoeba spp.

Através dos olhosq

das vias
respiratori
e As ameéhas (cistos e elou pela
trofozoitas) podem entrar

no ser humano de varias

maneiras \_—/ |
b .’.. / —0 \ | 'ﬂ,
‘J{‘ F o Trofozoitos ulceradaon ) [*
1' rachada "3 | |
A
Cistos e trofozoitos nos tecidos
1 Ceratite severa
2 Encefalite amebiana granulosa
]\.]_m]s es elou doencas dissemonadas em pessoas
imunocomprometidas
A Forma infectante 3 Encefalite amebiana granulosa, lesdes na pele
A Forma diasnéstica diszeminada em individuos
gno: imunocomprometido.

Figura 3. Infeccdo por Acanthamoeba em humanos. Legenda: (1) Cistos, (2) Trozofoitos, (3) Mitose, (4)
Ingresso de cistos e trofozoitos nos humanos, (5) Através dos olhos, (6) Vias respiratorias (7) Lesoes na
pele. Fonte: Adaptado- Centers for disease control and prevention (CDC) - Imagem do ciclo de vida e informagies cortesia
de DPDx, 2019.

Patologia

Uma das patologias mais comuns relacionadas a Acanthamoeba em humanos é a ceratite amebiana,
e as principais amebas que estdo relacionadas com a doenca sao as Acanthamoeba castellanii e Acanthamoeba
polyphaga.

A doenga de ceratite amebiana por .A.castellanii foi descrita pela primeira vez na Inglaterra em 1973,
sendo seguidos posteriormente por casos pelos Estados Unidos da América (USA) e Brasil, e vem
aumentando os numeros de casos da doenca pela expansiao do uso de lentes de contatos usados de forma
incorreta pelos seus usuarios.

A ceratite amebiana ocorre quando a ameba consegue ultrapassar a camada membranosa da cornea,
Figura 4, provocando respostas inflamatérias severas e, em seu estagio final, causando a necrose tecidual
local. A A. castellanii nao possui a capacidade de invadir a cérnea humana ou causar a patogenicidade se a

mesma nao estiver com trauma no tecido (Santos et al, 2018).
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Figura 4. Patofisiologia da ceratite amebiana. L.egenda: (1) Adesao celular; (2) Produgao de proteinase; (3)
Rompimento da membrana e invasio do estroma; (4) Producdo de proteases; (5) Ataque aos nervos
corneos; (6) Raramente evolui para endoftalmites. Fonte: Adaptado de Clarke e Niederkorn 2006.

Com uma sequéncia de fatores quimicos e fisicos a Acathamoeba spp consegue romper a barreira
epitelial, através de lesoes, invadir o estroma e se fixar no tecido, induzir respostas inflamatérias com
grande intensidade, com a¢oes de proteinas como a manose e a laminina, se reproduzir por meio da mitose
e, por fim, necrosar o estroma, como mostra a Figura 4.

Um dos fatores predisponentes da doenca ¢ o trauma ocular com contaminacio por Acanthamoeba
castellanii, e podendo ocorrer em diversos meios e lugares, como acidentes em ambientes onde existam
cistos e/ou trofozoitos do protozoitio.

Atualmente podemos dizer que o principal motivo de uma contaminagdo por ceratite amebiana
por A. castellanii é o crescente uso de lente de contato (LLC), sendo a mais frequente a de origem gelatinosa,
mas nao de forma exclusiva. O uso generalizado ou o seu manuseio de forma errada e a sua ma
armazenagao, vem gerando o aumento de casos de ceratite por Acanthamoeba nas lentes de uso diario e o
de uso prolongado, quando comparamos com as lentes de contato de carater rigidas e as rigidas gas-
permeaveis, pois elas podem causar o rompimento da membrana ocular facilitando o acesso da AVL a
coérnea (Santos, 2017).

Esse aumento, no principio, foi associado ao uso de lentes de contatos com o contato com aguas
contaminadas de origem duvidosas, como lagoas, lagos e 4gua de rede doméstica, mais tarde esse aumento

foi associado ao uso de solugdes caseiras diluidas para a sua assepsia e armazenamento (Contarine, 2018).
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Diagnostico

De acordo com o dicionario online de portugués (Dicio), o diagnéstico para a medicina é o
procedimento através do qual o médico faz e analisa exames, durante a consulta e na leitura de resultados,
buscando encontrar a razao e a natureza de uma anormalidade, de uma doenga. Assim podemos afirmar

que existe dois tipos de diagnostico, o clinico e o laboratorial.

Diagnostico clinico

O diagnéstico clinico de ceratine por A. castellanii ocorre quando o paciente a0 comparecer a uma
consulta com o médico relata os sintomas que estd sentindo e/ou que foi observado em seu corpo durante
um periodo de tempo. No caso de ceratite amebiana os sintomas mais frequentes relatados pelos pacientes
estao relacionados com a fotofobia, lacrimejamento e dor na regiao ocular, nao existem predominancia de
sexo ou idade, porém ha mais casos entre jovens adultos, por sua maioria serem usudrios de lentes de
contato (Morales et al, 2015).

Na fase inicial da infeccdo, podem se apresentar como pequenas erosdes epiteliais, edema
microcistico, lesdes na forma de um dendrito (pseudodendrito), ceratite ponteada ou defeito epitelial
verdadeiro, um achado comum nessa fase da infec¢do ¢ a limbite (Santos et al, 2018).

Na fase tardia, apresenta o defeito epitelial e a opacidade do estroma, Figura 5, os de pouca
frequéncia sio as neovascularizagdes e cataratas, quando apresentada no individuo ¢ decorrente de fatores
quimicos ou agentes associados como bactérias e/ou o uso corticoides proveniente de inflamagdes ou
medicamentos pré e/ou pds-cirurgicos. Em casos mais raros temos a presenca de hipopio, por toxicidade
de medicamentos e em casos graves e mais avangados, o acometimento do segmento superior, pelo

processo de inflamacoes com cistos e/ou trofozoitos (Santos et al, 2018).
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Figura 5. Patofisiologia da ceratite amebiana. Legenda: Lesao caracteristica em forma de halo. Fonte:
Figura reproduzida de Srinivasan et al (2008).

Geralmente os usudrios de lentes de contato demoram a procurar ajuda médica por nao saberem
dos tiscos e/ou nio terem conhecimento de patologias geradas pelas amebas e suas consequéncias para o
ser humano, sendo facilmente confundidas com pequenas irritacbes na regido ocular ocorridas
ocasionalmente. Esse diagndstico muitas das vezes consegue ser realizado por microscopia convocal 7

vivo IVCM), pois os cistos sao, geralmente, bem definidos e hiper-reflexivos (Morales et al, 2015).

Diagndstico laboratorial

Os diagnésticos de A. castellanii sio baseados em achado clinico laboratoriais, estudos
imunolégicos e diagndsticos pés-morte. A cada etapa de diagndstico possui seu tempo e importancia para
a conclusio do diagnéstico final. Devem-se investigar os sinais nos casos de ulceragdes da cornea
infecciosas, ulceragcdes em pele e ulceragdes no trato respiratorio, em particular nos casos de usuarios de
lentes de contatos, pacientes imunocomprometidos e aqueles com sintomas semelhantes aos gerados pela
AVL. Investigar se ha sintomas preexistentes da ceratite por Acanthamoeba, pois os mesmos podem nio
ser relatados durante a consulta com o paciente e serem retratados em resultados de exames ou observados
durante a consulta com o paciente (Morales et al, 2015).

Os microrganismos geralmente encontrados em bidpsias sio coletados e levados para serem
realizados testes quimicos e bioquimicos como coloracdo, culturas celulares, entre outros para o
reconhecimento e diferenciagao da AVL (Kahan, 2003). A detec¢ao direta do agente causador em uma
amostra de raspagem da cornea para cultura celular é a mais confiavel para o diagnéstico laboratorial de

ceratite amebiana, chegando a ser considerado como o padrao ouro de diagnéstico (Morales et al, 2015).
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Hoje em dia temos o uso de testes e ensaios imunoldgicos com grandes avangos tecnologicos,
baseados em Reagao em Cadeira da Polimerase em tempo real (QPCR), o que sio bem fundamentadas e podem
aumentar a sensibilidade e a deteccao desses testes. Esses se utilizam da parte bioquimica dessas AVL’s
para a diferenciacdo e diagndstico da patologia. Em fases graves da infecgao é possivel o diagndstico em
microscopia direta sem o enriquecimento, pois ha um aumento significativo de cistos e trofozoitos da
ameba na amostra clinica (Morales et al, 2015; Szentmary et al, 2018).

Os testes com a maior porcentagem de sensibilidade garantem um melhor diagnéstico, e com isso
o tratamento também sera bem eficaz e diminuto, entretanto, esses testes possuem limitagdes e é
necessario serem feitos no momento certo e oportuno, temos teste que sio eficazes para o diagndstico
precoce, como a microscopia confocal que conseguem identificar os cistos da ameba, por conta da sua
alta definicdo e refracio no teste, e o de diagnostico de fase grave e avancgados, que sao utilizados os testes
qPCR, que buscam bioquimicamente o material genético ou restos metabodlicos dos cistos e trofozoitos, e
temos também os testes de imunofluorescéncias direto, que buscam os anticorpos contra os protozoarios,

esses ultimos sendo mais especificos e diretos.

Tabela 2. Diagnostico in vitro reagao em cadeia da polimerase (PCR), exame histopatologico ou cultura
microbiolégica em ceratite por acanthamoeba. Fonte: Szentmary et al (2018).

Método de diagnostico Material analisado Sensibilidade
Microscopia confocal in Exame corneano in vivo Acima de 90% com
VIVO examinador experiente
Reagdo em cadeia da Raspagem da cornea (epitélio) ou bidpsia da 84-100%
polimerase (PCR) coérnea + estojo de lente de contato e solugdo
de limpeza

Cultura in vitro Raspagem da cornea (epitélio) ou bidpsia da 0-77%
coérnea + estojo de lente de contato e solugdo
de limpeza

Analise histopatolégica Raspagem da cérnea ou excisiao ou tecido 31-65%
explantado de ceratoplastia

Primeiramente é necessario reconhecer os sinais clinicos da A. castellanii e detectar em qual fase
clinica que esteja para escolha apropriada de método de diagnostico, como apresentada na tabela 2, para a
AVL, em resumo, em maos experientes e habilidosas, a microscopia confocal possui uma sensibilidade de
90%, porém so6 é possivel para diagnosticar os cistos no estrato corneo. Ja as qPCR’s de raspagem tem
uma variavel de 84-100% de sensibilidade, entretanto podem dar um resultado falso positivo com o
genoma nao vivo da Acanthamoeba, que pode se encontrar no meio da amostra coletada. Por ultimo temos

os métodos de cultura in vitro e a analise histopatolégica, que tem uma variavel de até 77% de sensibilidade,
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contudo esses podem ter uma duragao de semanas para apresentar um resultado por precisarem colonizar

uma placa de cultura (Szentmary et al, 2018).

Testes laboratoriais especificos

A obten¢ao de materiais para a realizacdo dos testes de laboratério é realizada através de
fluorocromos, raspagem ou coleta tecidual da regidao em que se procura pelo protozoario de vida livre.
Para ser um teste especifico de A. castellanii é necessario o uso de testes laboratoriais especificos e com
pesquisa direta para a Acantamoeba castellanii. Essas pesquisas devem ser solicitadas pelo médico responsavel
quando o mesmo possui um grau de suspeita ou gostaria de descartar hipoteses sobre o causador da doenca

ao paciente ser uma AVL.

Teste de coloragio por H&KE

O primeiro teste € a coloragao por H&E (Hematoxilina e Eosina) tem como objetivo pesquisar e
analisar a presenca ou auséncia de trofozoitas ou cistos da ameba presentes no tecido ou amostra retirada
do paciente que foi coletado, preparado e colorido anteriormente, como na figura 6. E um método
bastante comum para pesquisas de varias espécies causadoras de doengas, como bactérias, virus e outros
tipos de protozoarios, ou seja, ¢ um teste abrangente e pouco especifico (Lopes, 2016).

Podem-se visualizar varios componentes celulares, nomeadamente o nucleo, citoplasma e tecido
conjuntivo. A hematoxilina é responsavel pela parte basal celular, ou seja, tinge os nucleos das células de
azul, que sio consideradas como a parte basofila, e a eosina ¢é responsavel pela parte acida da célula, que
tinge o tecido conjuntivo e o citoplasma de vermelho, também chamadas como a parte acidofila celular,
podendo apresentar diferentes tons de rosa ou laranja (Lopes, 2010).

A vantagem desse teste ocorre pela rapidez e eficacia na coloragao da amostra celular, permitindo
uma boa visualizagdo do corte histolégico, entretanto sua desvantagem se da pela ineficicia na
diferenciagdo entre espécies e precisa de um complemento para concluir um diagnéstico patolédgico. E um

teste de grande amplitude e de baixa especificidade (Lopes, 2016).
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Figura 6. Acanthamoeba castellanii em bidpsia cerebral. Legenda: coloragao por hematoxilina e eosina de
biépsia cerebral. Fonte: Emicrobes digital (2002).

Teste de Imunofluorescéncia direta

O proximo teste a ser apresentado também esta relacionado com coloragao, entretanto, esse utiliza
a fluorescéncia direta, esse teste ¢ chamado de imunofluorescéncia, pois permite a visualizacio em um
comprimento de onda, com coloracao fluorescente, para a pesquisa anticorpos presentes no paciente que
reagem ao protozoario causador da doenga, Figura 7. Para detecta-lo, ele deve ter grandes quantidades de
microrganismos da A. castellanii no tecido. Os fluocromos usados com frequéncia nesses testes de
imunofluorescéncias sio os FITC (fluoresceina isocianetada) e as rodaminas.

Para esse teste nao precisa realizar uma raspagem ou retirada de tecido do paciente, como
obrigatério, podem-se realizados direto no corpo do paciente. Possui como alternativa as suspensoes
celulares, que sdo culturas de células e sio utilizadas para o mesmo fim de pesquisa. As vantagens desse
teste ¢ a rapidez em que ele ¢ realizado, no periodo de 2-3 horas, e podem ser realizados em pacientes
internados. E um método direto e preciso, pois marcara os anticorpos contra o parasita produzido pelo
corpo, entretanto as suas desvantagens estao nos altos precos de realizagdio do exame e na demora em

liberagao de resultados para o paciente ou solicitante (CITOLAB, 2020).
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Figura 7. Acanthamoeba castellanii mostrado por coloragao imunofluorescente. Legenda: Anticorpos
mostrado por coloracao imunofluorescente no cérebro. Fonte: Emicrobes digital, 2002

Teste de PCR e LAMP

O ultimo teste apresentado neste artigo relata a utilizacdo da reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (qQPCR) e a amplificagao isotérmica mediada por loop (LAMP), em real time e em microscopia
eletronica, Figura 8, com o intuito de se pesquisar a presenga ou nao de restos metabodlicos do protozoario
de Acanthamoeba, esses testes consistem na amplificagio do DNA em busca de acidos nucleicos (material
genético) para pesquisas genéticas e/ou testes bioquimicos. Como falamos de Parasitose, nesse caso em
particular é usado para a detec¢ao de Acanthamoeba spp. e de suas espécies.

A gPCR ¢é uma técnica de biologia molecular usada para amplificar um ou varios fragmentos de
DNA com base no processo de replicagio do DNA que ocorre no corpo. Durante a PCR, a alta
temperatura divide a molécula de DNA em duas fitas simples, de forma que os primers também siao
combinados em uma fita simples, geralmente composta de 15 a 30 nucleotideos, e esses primers sio
obtidos por sintese quimica. Em seguida, dois pares de primers sio adicionados a reagdao. Se uma
determinada sequéncia estiver presente na amostra, sera dezenas de milhares de vezes, o que pode
constituir uma reagao positiva relatada pelo teste (Jornal UFG, 2014).

O LAMP ¢ uma variante da PCR convencional, a enzima utilizada pode realizar uma amplificagao
isotérmica, tem alta especificidade, sensibilidade, velocidade e custo reduzido, e pode ser usada para a
deteccao de uma variedade de patdgenos. Essa tecnologia utiliza de 4 a 6 primers e DNA polimerase Bst.
Além da atividade de sintese, também atua abrindo as fitas duplas de DNA. O resultado ampliado pode
ser visto no proprio tubo de ensaio a olho nu (Nunes, 2013).

Como vantagens desses testes, a qPCR que pode detectar a infecgdo da doenga atual, para que a
equipe médica possa determinar o que ou quem esta infectado e o nio infectado. LAMP ¢é uma técnica

rapida que pode produzir resultados de 2 a 3 horas. E os seus resultados podem ser visto a olho nu. Esse
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¢ um método simples e barato que pode ser realizado em um laboratério hospitalar, diminuindo o intervalo
de tempo entre a coleta da amostra e o diagnéstico. Ja como desvantagens, a qPCR possui um alto custo
de equipamentos, em contrapartida os testes feito no equipamento nao sao caros, ¢ precisa ser feito em
fase aguda da doenga, ou seja, no estagio mais grave. A LAMP é uma tecnologia mais recente do que qPCR
e nao ha muito histérico de pesquisa por tras dela. A ciéncia de estabelecer esses testes é¢ mais complicada

do que a qPCR (Nunes, 2013; Jornal UFG, 2014).

Turbidity

10 20 30 40 50 60 70 80 90

005 Reaction time (min)

Figura 8. Deteccao de Acanthamoeba em amostras clinicas. Legenda: Eletroforese de produtos de ensaio
PCR (A) e LAMP (B) amplificados a partir de amostras clinicas oculares tratadas com calor de um paciente
com suspeita de ceratite (C) Ensaio LAMP de turbidez em tempo real da amostra em (B), (D) Fotografias
de trofozoitos de Acanthamoeba sp. detectado por culturas de raspagem de cornea e uma solugio de lente
de contato das mesmas amostras mencionadas em (B). Fonte: Visvesvara et al (2007).

Tratamentos de ceratite

O tratamento de ceratite amebiana é necessario ter o seu inicio quando diagnosticado com o
intuido de retardar ou inibir a acio amebiana. Se diagnosticado precocemente apresenta grandes chances
de se ter bons resultados e seu tratamento e ser de curta duragdo, se comparados com pacientes
diagnosticados em fase tardia, o local e a presenca de cistos do protozoario, pode deixar o seu tratamento
mais longo e complicado.

Hoje em dia o tratamento para a ceratite amebiana prescreve o uso de antisséptico catidnico topico
que consiste na agdo contra os cistos amebianos sendo em altas concentragdoes para afeta-los
quantitativamente, degradando a Acanthamoeba castellanii e metabolicamente, inibindo a sua proliferacao no
hospedeiro.

O PHMB (Polihexametileno biguanida) pode ser usado como desinfetante e como um antisséptico

em ag¢ao contra microrganismos e por isso se tornou a primeira op¢ao de tratamento de ceratite amebiana
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pot A. castellanii, seguidas pelo antisséptico gluconato de clorexidina e o antibiético sulfato de neomicina,
fora o uso complementar de outros farmacos (Clarke et al. 2013; Morales et al. 2015).

O uso de farmacos para mediac¢ao da dor ¢é disponibilizado através de colirios, como o cicloplégico,
e o uso medicamentoso de nao esteroides orais (anti-flamatérios). A ceratoplastia também ¢é uma forma
de tratamento, um processo cirurgico que consiste em um enxerto da cérnea inconsistente por uma de um
individuo da mesma semelhanca génica (Morales et al. 2015).

A prevencao dessas patologias por ameboides facultativas esta relacionada com cuidados que
devemos ter com 0 nosso corpo, evitando lesoes, ingestao de agua de origem duvidosa ou contaminada,
o banho em rios e lagos que tenham suspeitas da presenca do protozoario e o uso correto de lentes de

contato, com os seus cuidados necessarios.

DISCUSSAO

Os resultados coletados nesse estudo tém como proposta atualizar contextos e conceitos
existentes, e novos conhecimentos sobte a 4. castellanii, resultantes de trabalhos realizados recentemente.
Voltando-se para os seus testes e diagndstico que auxiliam ao profissional da satde na hora de concluir
um diagnostico e, ajudar aos pacientes a conseguirem um bom tratamento e recuperagao da doenca.

Os estudos apontam testes e métodos de diagnodsticos que sao usados em fases especificas da
doenga que melhor auxiliam e caracterizam a AVL para o reconhecimento e diagnéstico promovendo um
melhor tratamento recuperacdo do paciente.

Em analise podemos descrever que a A. castellanii é um microrganismo diversificado, pois se
apresenta em formas corporais e ambientes variados, o que facilita o seu desenvolvimento e permite
observar a sua evolugdo desde que foi catalogada. Para muitos autores a 4. castellanii é um protozoario que
esta em constante evolugdo, pois consegue se manter estavel e saudavel em ambientes inospitos até
conseguirem uma oportunidade de contato e assim se desenvolverem como parasitas ou serem levadas a
outros ambientes.

A sintomatologia da ceratite amebiana possui uma variavel quando se trata de organismos
humanos, relatos mais frequentes de pacientes apontam sintomas como coceira, fotofobia, lacrimejamento
e dor na regido ocular, que quando procuram por orientacio médica a doenga ja se encontra em grande
avango na sua infec¢do, o que dificulta o tratamento da patologia e aumenta a duragdo do mesmo. No
diagnostico para a cerartite, se faz necessario, para uma boa recuperagao, o diagnostico precoce. Em cada
fase ou estagio da infeccdo podemos utilizar métodos diferentes ou correlaciona-los para uma melhor
decisdo de tratamento mostrada ao paciente.

Quando ¢ abordada a fun¢ao médica, o profissional sera responsavel por buscar e direcionar o

melhor caminho para tratar e orientar os pacientes acometidos pela doenga, o seu conhecimento e a sua
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experiéncia sera levada em conta e é de comum acordo que esses profissionais devem ser orientados e
treinados para entender, através dos histéricos clinicos e laboratoriais, as possivels causas e tratamentos
que sa0 necessarios.

Em discussao com os autores como Alves (2001) e Clarke et al (2013) podemos observar
biologicamente e geneticamente a ac¢ao de AVL’s como a A. castellanii, com o demonstrativo de
sobrevivéncia no meio ambiente externo e em um meio parasitario, assim podendo saber como evoluiram
e até que ponto chegou essa evolugao, como obtém sucessos ao adentrar no hospedeiro e quais reagoes
elas provocam como respostas no individuo parasitado.

Segundo Morales et al (2015) e Szentmary et al (2018) a melhor utilizacao de cada um dos testes
envolvidos no processo de diagnostico da patologia, possui relagao ao tempo da infecgao pelo protozoario
no homem e os sinais das primeiras sintomatologias até o seu diagndstico, corroborando com os achados
da literatura de Contarine (2018) e Santos (2018) que apontam, que para cada fase ou etapa que a AVL
conseguiu se parasitar existe um teste de deteccao que podem estar sendo utilizados por esses profissionais.

Desse modo, Lopes (2016) e NUNES (2013) fizeram o primeiro teste que demostramos ¢é o de
coloracao de HE que visa analisar a presenga ou nao de trofozofoitas ou cistos do protozoario utilizando
como material o tecido coletado do paciente, como vantagem da coloracdo eu tenho por meio desse teste
uma boa visualizagao da ameba disposto no tecido coletado e como desvantagem pode ocorrer a auséncia
do mesmo no tecido coletado, causando o negativo-positivo.

Ja o teste de imunofluorescéncia permite a observacao de anticorpos produzidos no corpo do
hospedeiro pela fluorescéncia direta no paciente como uma das vantagens, uma das desvantagens ¢ o seu
alto custo para a realizacao.

E por dltimo temos os testes PCR e LAMP, por microscopia eletronica e em tempo real, é
considerado como padrido ouro, pois pesquisa e detecta o material genético de uma pequena amostra,
conseguindo assim ser muito preciso de qual patologia é proveniente, entretanto para realiza-lo se faz
necessario esta na fase aguda da doenca.

Ao notar a utilizagio de alguns testes podemos perceber que todos possuem os seus pontos
positivos e negativos, mas a importancia evidente entre eles sao a eficacia de resultados especificos para
cada uma vertente de fonte de pesquisa, e por isso devem ser usadas como a plena certeza que é o caminho
correto a seguir em busca de resolugoes e tratamentos da doenca.

Autores como Szentmary et al (2018) e Morales et al (2015) apontam fatores importantes
relacionados aos métodos e/ou testes necessarios para o diagndstico e tratamento desses pacientes
adoecidos com o patdégeno oportunista e mostram que ¢é indispensavel o conhecimento prévio de
microrganismos que podem ser patologico quando ha a possibilidade, seus trabalhos colaboram com

atualizacGes de conceitos e novos conhecimentos sobre as AVL’s e possuem carater informativo, que
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podemos utilizar no dia a dia de profissionais de saude que lidam com doengas causadas pelo protozoario.
Além disso, podem ser utilizados para a formagao educacional de novos profissionais e assim podem
trabalhar com informagbes baseadas em fatos comprovados e com os resultados e tratamentos que estiao
voltados para as a¢Oes de precisio e rapidez nos diagnésticos da infecgdo pelo microrganismo e suas

consequeéncias para o paciente com a doenga.

CONCLUSAO

A Acanthamoeba castellanii apresenta-se, entre individuos a quem entraram em contato, seja por meio
educacional, como estudos e aprofundamentos, ou por parasitose, como sendo uma AVL altamente
diversificada e oportunista, que estd presente em varios ambientes e superficies.

A A. castellanii é um protozoario de vida livre e esta sempre ao nosso redor e, eles sao espécies
nativas de diversos ambientes e seres vivos de vida livre, nao possuem a inten¢ao de causar danos ou
doencas ao ser humano, originalmente. Nao devemos ter medo desse protozoario, apenas cuidados
corretos sA0 necessarios para evitar o contagio e a obten¢ao da doenga, como exemplo uma boa higiene
pessoal e evitar lugares insalubres, caso tenha entrado em contato com essa ameba, ndo procrastinar a ida
ao servico de saude mais proximo.

O diagnoéstico pode ser complicado e incerto, principalmente pela falta de atualizagdes dos
profissionais da satde que estdo em servigo, mas existem dire¢oes e mecanismos que devem ser seguidas
corretamente para a obtenc¢ao desse diagnostico. A existéncia de testes especificos nao garante ao paciente
a prescricao desses recursos, pois alguns deles possuem alto valor monetario no mercado e de dificil acesso
aos individuos com uma baixa fonte de renda ou local sem esses recursos, tornado o diagnodstico mais
demorado e de fase tardia, assim podendo ser mais complexo no tratamento da doenga e na recuperagao

do paciente.
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CAPITULO I11

EIM - ACIDEMIAS ORGANICAS: ACIDEMIA
METILMALONICA (AMM)

Mariana Alves da Silva do Couto

INTRODUCAO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sao alteragoes de origem genética que geralmente surgem
a partir de um defeito enzimatico, o qual é capaz de provocar a interrup¢do de uma via metabodlica
ocasionando, por conseguinte, o acimulo de substincias prejudiciais, ou a falta de alguma substancia
necessaria a0 bom funcionamento do organismo.

Dentre estas patologias (EIM) sera abordado como tema deste trabalho o grupo das acidemias
organicas, mais especificamente falando sobre a Acidemia Metilmalonica (AMM) e a importancia da
Espectrometria de Massa para obten¢ao de um adequado diagnostico desta patologia.

A AMM ¢ uma alteracao no metabolismo, que surge a partir de defeitos hereditarios, afetando de
modo caracteristico as vias metabolicas relacionadas a degradacdo de acidos organicos especificos,
acarretando o acimulo de acidos graxos e/ ou seus derivados, o que pode ocasionar o comprometimento
do sistema nervoso central e em casos extremos levar o paciente a morte.

E extensa a lista de exames que podem ser solicitadas perante a suspeita de EIM, dependendo dos
sintomas apresentados e da analise do histérico clinico do paciente. Como ponto de partida, e de forma
geral, sdo solicitados exames como hemograma, glicemia, acido urico e colesterol. E em seqiiéncia,
dependendo dos resultados, exames mais especificos a cada uma das EIM.

Com o avango tecnoldgico de analises e a utilizagio da espectrometria de massa (MS) tornou-se
de forma rapida e viavel a defini¢do de uma grande variedade de patologias, dentre as quais a AMM.

Este trabalho apresenta relevancia no intuito de ampliar e difundir o conhecimento inerente sobre
as Patologias do grupo dos EIM, ja que provocam sérios problemas neurolégicos nos acometidos pela
doenga, que por sua vez se tornam pessoas improdutivas acarretando um onus para a sociedade. Diante
da quantidade de EIM e da especificidade no tratamento de cada uma, e também da necessidade de um

rapido diagnostico é que surge a importancia da utilizagao da espectrometria de massa no diagnoéstico.
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Portanto, este trabalho possui o objetivo de contribuir para uma melhor compreensao sobre
Acidemia Metilmalnica e disseminar aprendizagem a respeito destas doengas de origem genética. Bem

como apresentar a utilizagao da Espectrometria de massas como ferramenta para o diagndstico.

METODOLOGIA

Com o intuito de se alcangar o objeto proposto, foi realizada uma revisao bibliografica integrativa
na busca pela informagao de interesse, na literatura académica cientifica disponivel, da qual foram extraidas
informagoes pertinentes de pesquisas, na forma qualitativa e quantitativa, integrando assim todas as
informagdes necessarias para uma boa compreensio do tema. Conduzindo assim o estudo descritivo
proposto, ampliando a compreensao e conhecimento a despeito do processo de funcionamento das
acidemias organicas em especifico a acidemia Metil Malonica (AMM). Nessa revisao abordamos: suas
causas; seus sintomas; seu diagnostico; seu tratamento; e a utilizagao da tecnologia de Espectrometria de
massa.

Para o desenvolvimento da base textual optou-se pela busca de artigos, trabalhos cientificos,
revistas sobre o tema, publicagdes disponiveis na internet, dentre as quais podemos mencionar:
DGITS/SCTIE Ministério da Saide, Google académico. Por meio da utiliza¢ao de palavras chaves como
“Acidemia, acidemia Metilmalonica, espectrometria de massa”. O periodo da pesquisa esta compreendido

em cerca de oito meses e os dados encontrados datam do ano de 2001 até 2020.

RESULTADOS
Erros Inatos do Metabolismo (EIM)

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sao alteragoes de origem genética, que geralmente surgem
a partir de um defeito enzimatico, o qual é capaz de provocar a interrup¢ao de uma via metabdlica
ocasionando, por conseguinte, o acimulo ou falta de alguma substancia necessaria a0 bom funcionamento
do organismo (Barshack apud. Scriver et al., 2001).

Segundo Nolasco (2017) podemos classificar os EIM, sobre a perspectiva fisiopatologica, estas
alteragdes do metabolismo podem ser divididas em trés grupos, com base nos fenétipos clinicos destas
doencas:

Grupo 1: Distarbios que ddo origem a intoxicagao

Aminoacidopatias, Acidemias organicas, Alterages do ciclo da ureia, Intolerancias ao agucar.

Grupo 2: Disturbios no metabolismo energético
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Acidemias lacticas congénitas, Doencas das cadeias respiratorias mitocondriais, Defeitos de
oxidagao dos acidos graxos e metabolismo de corpos cetonicos, Distarbios relacionados a energia
citoplasmatica.

Grupo 3: Distarbios envolvendo moléculas complexas

Doencas lisossomais; Disturbios peroxissomais; Disturbios congénitos da glicosilagio (CDGs);
Erros inatos da sintese do colesterol.

Neste estudo daremos énfase a Aciemia Metilmalonica no rol das Acidemias Organicas que se

enquadram no Grupo 1 dos disturbios que dao origem a intoxicagao.

Acidemias orgdnicas

As alteracOes relacionadas ao metabolismo das aciddrias organicas, também denominadas
acidemias organicas, pertencem a um grupo de patologias metabdlicas adquiridas por hereditariedade e
que afetam de modo caracteristico as vias metabdlicas relacionadas a degradacao dos carboidratos,
aminoacidos e acidos graxos. As acidemias sao doencas hereditarias autossomaticas recessivas € possuem
como caracteristica principal o acimulo de acidos organicos e seus respectivos derivados na urina, no
sangue, nos tecidos e em outros fluidos corporais (Barschak apud Chalmers; Lawson, 1982; Scriver et al.,
2001).

Normalmente os sintomas apresentados pelos lactantes e recém-nascidos sao vomito, convulsio e
coma, apresentando ainda anomalias nos exames laboratoriais, como acidez excessiva, cetonemia, baixa
concentragao de glicose no sangue e excesso de amoénia no organismo.

Segundo Barschak (2003) se o diagnéstico e o tratamento nido forem conduzidos de forma
adequada, os distirbios relacionados aos acidos organicos costumam ser fatais e os pacientes que
conseguem sobreviver ficam com sequelas graves. E essas ocorréncias podem ser facilmente confundidas
com septicemia, ja que ambos 0s casos se caracterizam por acidose e encefalopatia aguda.

As acidemias organicas sio consideradas as mais frequentes doengas metabodlicas em criangas
severamente doentes e dos mais frequentes grupos de enfermidades hereditarias do metabolismo,
sendo a deficiéncia da acil-CoA desidrogenase dos acidos graxos de cadeia média (MCAD), a

acidemia propionica e a acidemia metilmalonica as mais frequentes na populagio Wajner et al

(2001).
Acidemia Metilmalénica
Via Metabolica e Alteragoes

As alteracOes enzimaticas atribuidas a Acidemia Propionica (AP) e a Acidemia Metilmalonica

(AMM) estao interligadas.
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Por causa da caréncia de propionil-CoA carboxilase, enzima mitocondrial que precisa de biotina,
¢ provocada a acidemia propidnica. Enquanto que na acidemia metilmalonica existe uma caréncia de
metilmalonil-CoA mutase, enzima que depende de vitamina B12.

Durante o catabolismo (fase metabdlica do organismo onde ocorre a degradacao das
macromoléculas nutritivas) dos aminodcidos treonina, valina, isoleucina, e metionina, dos acidos graxos
de numero impar de carbonos, e da cadeia lateral do colesterol, resultando na formacao de propionil-CoA,
o qual ¢ convertido a metilmalonil-CoA, entrando seus produtos no ciclo de Krebs e fosforila¢iao oxidativa.
Porém, na AP e AMM, ha grande concentragao, destes e outros compostos correlacionados, no sangue e
tecidos e também sao em grandes quantidades eliminados pela urina.

Segundo Trindade (2009) a Acidemia Metilmalonica é uma desordem metabdlica com um defeito
bioquimico que se apresenta no metabolismo do proprianato durante a conversao do acido metilmal6nico
para o acido succinnio. Ha 2 tipos de anomalias principais: o defeito das coenzimas (metil B-12 e 5-
desoxiadenosil -B12) e na apoenzima (metilmalonil-mutase).

Nesta doenca ¢ o metabolito que apresenta acumulo predominante, entretanto, nao raro pode-se

encontrar também o acimulo de metabdlicos secundarios (Pont, 2011).

VIA METABOLICA

Acidos Graxos da cadeia impar
Aminoacidos da cadeia ramificad
Valina
Isoleucina
Treonina
Timina
Uracila
Metionina
Colesterol

PCC Metilmalonil—-CoA Mutase
Propionil coA

\ Metimalonil - CoA (MCM)

Biotina ‘
&~ N\ SuccinilCoA

AdoCbl

TCA
Acido Metilmalénico
0,1-29 mM
Plasmae LCR

Figura 1. Esquematiza¢ao de rota metabolica deficiente na acidemia metilmalonica. Fonte: (Gabbi, 2017).
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Ocorréncias e principais impactos no organismo do paciente

A tabela 1 apresenta a ocorréncia de casos de Acidemias, diagnosticadas entre a populacio
pediatrica no Brasil, referenciada no periodo compreendido entre janeiro de 1994 a julho de 2008 (Gabbi,
2017).

Os impactos desta anomalia congénita no organismo podem variar de forma ampla entre os
afetados. Na forma mais grave a acidemia metilmalonica causa acidose metabdlica com comprometimento
do sistema nervoso central, podendo levar a morte, ja no que se refere a forma cronica, ocasiona retardo
no desenvolvimento e lesdes neurolégicas focais sequelares (Dalbelo, 2017 apud. Schwartz et al., 2008).

Geralmente na primeira semana de vida e que aparecem os primeiros sinais clinicos principalmente
os relacionados ao sistema neurolégico. O paciente pode apresentar letargia, hipotonia, retardo mental e
psicomotor, alteracoes comportamentais e neuropsiquiatricas (déficit de atencao, quadros de agressividade
e comportamento autista), atrofia cerebral, apatia, coma, anormalidades no eletroencefalograma e

convulsoes, entre outros sintomas (Pont, 2011).

Tabela 1. Acidemias diagnosticadas no Brasil, 1994 a 2008. Fonte: (Gabbi, 2017).

Doengas Numero de pacientes (%)
NUmera de pacientes analisados fB66

NUmera de pacientes diagnosticados 218 (3.17%)

Acidemias laticas 97 (26.1%)

Acidemia metiimalonica A (15.6%)

Acidemia glutarica tipo| 33 (15.1%)

Acicemia propidnica 18 (8.26%)

Aciddria 3-hidroxi-3-mefilglutarica 17 (7.80%)

3
8
7
Aciduria L-2-hidraxi-glutérica 9(4.13%)
Deficiéncia de mdltiplas carbaxilases 9(4.13%)
Acidemia glutarica tipo |l 8(367%)
Acidemia isovalérica 7(3.21%)
Alcaptonunia 5(2.29%)
Deficiéncia de 3-hidrdxi-acil-CoA-desidrogenase | 5(2.29%)
Doenga de Canavan 4(1.83%)
Acidiria 3-metilglutacdnica 4(1.83%)
2(0.92%)
(046%)
(046%)
(046%)
(046%)
(046%)

Deficiéncia de 3-meti-crotonilgicina-CoA 0.92%
Acidiria D-2-hicrtxi-glutarica 1(046%
Aciddria D-glicérica 1(046%
Deficiéncia de glutationa sintetase 1(0.46%
Deficiéncia de 3-cetotiolase 1 (046%
Deficiéncia de carnitina palmitoil transferase 1(0.46%
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Tratamento

O tratamento para a acidemia metilmalonica a principio consiste em uma dieta restritiva com
relagao a quantidade de proteinas ingeridas e em alguns casos administra¢ao de suplementos dietéticos. A
remocao de acil-CoA, cujo acumulo acontece nas dietas com restricao de proteinas, é promovida pela
carnitina. O acil-CoA ¢ convertido em acil-cartinina, podendo ser excretado pela urina. Como tratamento
de primeira linha também pode ser utilizado os suplementos de cianocobalamina, caso o paciente seja
sensivel aos suplementos de carnitina e cobalamina, o tratamento pode ser efetuado por meio da
administracio de quantidades pequenas de aminoacidos como treonina, isoleucina, valina e metionina
(Nora et al., 2017).

Em geral o tratamento consiste em: Dieta com restricio Proteica; Suplementagao de Cobalamina;
Suplementac¢ao de Calcio e Multivitaminico; Hidratacao; e facilitar a eliminagao das toxinas do organismo.

Nas acidemias metilmalonicas por deficiéncia de cofator enzimatico L-metilmalonil-CoA mutase,
pode-se utilizar método terapéutico alternativo administrando por outra via, doses de vitamina B12,
concomitantemente a administracdo de L-carnitina, propiciando a excre¢dao de proprionil-carnitina pela
urinaria contribuindo para reducdo da toxidade do proprianato (Gabbi apud. Burns, 1996; Oggier de

Baulny; Saudubray, 2002).

Aciduria metilmalonica em tratamento

Carnitina

‘ M[vitB12

' |ac. Metimalsnico— —Energia
.v/‘ /‘/ \‘n

//" iaménia llactato

l/"

Colesterol
Ac. gordos de
cadeia impar

Figura 2. Esquematizag¢ao de tratamento com a dieta para reducio do Acido Metilmalonico (AMM);
Administragao de Carnitina que converte o AMM em produto nio téxico e favorece a excregao deste, a
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fim de reduzir a toxidade, administracao de vitamina B12 para suprir a falta no organismo. Fonte: (Aciduria
Metilmalonica, Guia Metabolico, 2015).

Diagnostico

Ainda hoje em nosso pais o diagnostico de doengas raras ¢ lento e dificil. Levando meses ou até
anos, com inumeras visitas do paciente ao sistema de saude, sendo submetidos a varios tratamentos
inadequados até se encontrar o diagnostico correto. Com relagao a saude do paciente os prejuizos
causados por este fato sao irreversiveis, causando sofrimento para sua familia e para ele préprio, além de
gerar gastos altos e desnecessarios ao sistema de saude (DGITS/SCTIE, 2014).

Sio inimeros os exames que podem ser utilizados para a avaliagao de suspeita de EIM, devido a
este fato, deve-se considerar como critério para a escolha, uma analise detalhada do histérico do paciente
bem como dos respectivos sintomas clinicos apresentados. Entretanto existem alguns exames com uma
amplitude maior sendo entao escolhidos quando a analise clinica e o histérico nao forem indicadores para
auxilio no diagnéstico.

Geralmente inicia-se o diagnostico com exames mais gerais como a dosagem de: acido urico,
colesterol, glicemia e andlise do hemograma. Para posteriormente serem solicitados outros exames mais
especificos para o diagnostico inicial na suspeita de EIM’s como: a) Triagem para EIM no sangue e na
urina; b) Dosagem de 4dcidos organicos na urina; ¢) Dosagem de lactato e piruvato plasmatico; d) Dosagem
de amonia plasmatica; e) Dosagem de beta hidroxi-butirato plasmatico; e f) Dosagem de carnitina

plasmatica total e livre.

Espectrometria de Massa e sua Importincia no Diagnostico

A espectrometria de massa é uma ferramenta analitica laboratorial para separar componentes de
uma amostra coletada com base em sua carga elétrica e massa, determinando a composi¢do e peso das
moléculas.

Em medicina laboratorial, ja é amplamente empregado na quantificagio de metabolitos por ESI-
MS/MS em plasma, urina, liquido amnidtico ou dried blood spot; na anélise de produtos de

amplificacio de DNA através da reagdo em cadeia de polimerase (PCR), por mass array para
identificagdo de mutagdes génicas... Fonseca (2000).

A Espectrometria de Massa em Tandem (MS/MS ou MS2) é uma técnica em que dois
espectrometros de massa sao utilizados em sequéncia, onde sao separados por uma camara de colisao.
Sendo a amostra injetada, eluida e ionizada. No processo os {ons sao inicialmente separados por uma carga
no primeiro espectrometro, separados por um software computacional, posteriormente seguem para uma
camara de colisio, para serem fragmentados. Formados tais fragmentos passam ao segundo

espectrometro, onde passarao por analise e identificagao com base em sua massa molecular, podemos ver
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esse processo de forma mais simplificado no esquema apresentado na Figura 3. Este sistema ¢é especifico
e sensivel, e possui uma taxa baixa de falsos negativos e positivos, possibilitando uma avaliagio quantitativa
de acilcarnitinas individuais e suas relagdes além da pesquisa de vasta quantidade de patologias metabdlicas

(EIM) (DGITS/SCTIE, 2014).

Fonte Analisador
» »
A ‘
« Sistema de
Aquisi¢io de Dados

e

P

m/z

Espectro de Massa

Bomba

de Vicuo El

Figura 3. Esquematizacdo do processo de MS. Fonte: (Cunha, 2014)

As acidurias organicas diagnosticadas com maior frequéncia sao a acidemia propionica, a acidemia
metilmalonica e a acidemia glutarica. O diagnéstico se da por meio da cromatografia gasosa na urina
(Exemplificado na Tabela 2 que correlaciona o aumento de 4dcidos organicos e as respectivas acidemias)
ou por perfil de acilcarnitinas (AC) especificas no sangue que podem ser identificadas pela espectrometria

de massas e perfil Tandem (Nolasco apud Karam, 2001, Saudubray et al., 2016).
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Tabela 2. Correlagao entre o aumento de acidos organicos e respectivas acidemias. Fonte: Barshak (2003).

Exemplo de acidemias organicas diagnosticadas pelo aumento dos niveis
de dcidos organicos.
DOENGA ACIDOS ORGANICOS AUMENTADOS NA URINA
Acidemia Propidnica Acida 3-hidraxipropibnico, 4cido metilcitrico,
acido 3-hidroxivalérica, propionilglicina
| Acidemia Metilmalonica Acido metilmaldnico e metabalitos da acidemia .
| , propidnica
Acidernia Latica Acido 14tico, 4cido pirlvico, acida 2-
hidroxibutirico, acido 4-hidroxifenillatico
Acidemia lsovalérica Isovalerilglicina, acido 3-hidraxiisovalérico, acido
4-hidroxiisovalérico

Segundo Siebel (2009) a medicio das acilcarnitinas (AC) e dos aminoacidos (AA) pela
Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS) nos permite com maior precisao a descoberta precoce
no que se refere aos erros inatos do metabolismo (EIM), sendo hoje considerada uma ferramenta para o
diagnéstico fundamental na medicina.

A utilizagao da espectrometria de massa em Tandem no diagnéstico neonatal proporciona a
possibilidade de um prognostico excelente com a descoberta precoce de patologias graves do grupo das
EIM, em sua fase assintomatica e inicial minimizando os riscos e sequelas no tratamento.

As técnicas de cromatografia gasosa ou liquida, associadas ou nio, a espectrometria de massa
permitem a separagao, identificagdo e quantificagdo de constituintes em misturas complexas. No
caso dos erros inatos do metabolismo, visam a quantificacio de metabdlitos potencialmente

toxicos para o organismo gerados por um defeito genético (deficiéncia de uma enzima)
DGITS/SCTIE (2014).

A dosimetria do acido metilmalonico no soro ¢ realizada pela cromatografia liquida vinculada a
espectrometria de massa em tandem (LC/MS-MS), sistema de grande sensibilidade e precisio. Este exame
possui a sensibilidade necessaria para realizacio de um diagndstico mais preciso. O material biologico
necessario para realizagio deste exame sao amostras de soro, plasma ou urina. A amostra entdo é
submetida 2 Cromatografia / Espectrometria de Tandem (LC/MS-MS), ap6s andlise por esse sistema e
determinado o perfil metabdlico com a quantificagio dos metabolitos, sendo de interesse para
determinagao da acidemia metilmalonica, as concentragoes do acido metilmalonico que serdo comparadas

com os valores de referéncias normais chegando-se assim ao diagnostico.
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Espectrometrias de Massa
Defini¢ao de Espectrometria de Massa.

E uma técnica utilizada para analisar e identificar a composicio quimica de um determinado
composto isolado, ou de compostos diferentes em complexas misturas diferentes com base na constitui¢ao
atomica de cada amostra de moléculas e também com relagao ao seu estado i6nico (ou seja, com carga
liquida, positiva ou negativa), em relagdo a sua movimentagao através de campo magnético ou elétrico.
Esse procedimento permite a analise, sem nenhum conhecimento prévio, da composi¢ao de uma amostra
desconhecida (Souza, 2008 @pud Van Bramer, 1998).

Devido a alta capacidade analitica esta técnica se tornou um equipamento essencial no que diz
respeito ao estudo quantitativo e qualitativo. Esse avanco na tecnologia foi decisivo para a aplicagao na
analise de proteinas, peptideos, acidos nucléicos, hidratos de carbono, drogas dentre outras moléculas

biologicas.

Principios de Espectrometria em Massa.

Basicamente o principio da espectrometria em massa ¢ a ionizagao dos diversos compostos
quimicos com a finalidade de produzir moléculas fragmentadas e de estabelecer a relagdo entre as massas

e cargas (ou propriedade relacionada a ela).

A anilise de dados oferecidos pela espectrometria em massa esta fortemente relacionada ao
método utilizado em para sua produgao. Existem varias subdivisdes de dados fundamentais para uma
compreensio adequada, além disso, é muito importante saber se os fons observados estio com carga

positiva ou negativa

A espectrometria de massa pode ser utilizada tanto para avaliar a pureza da amostra, a estrutura da
molécula ou a massa do molar. Pois qualquer uma destas indagacbes precisa de uma aproximagao
experimental prépria, ou seja, a definicdo pertinente do objetivo experimental é uma regra prévia para se

obter os dados assim como para analisa-los.

Espectrometro em Massa

Inicialmente o espectrometro em massa analisava unicamente moléculas inorganicas pequenas,
desenvolvido em 1918, Arthur J. Dempster desenvolveu o primeiro espectrometro moderno. Contudo
atualmente os espectrometros em massa sio utilizados perfeitamente na analise de macromoléculas
bioldgicas sem limitagio de massa pertinente. A informacao adquirida de um espectrometro em massa ¢

baseada no resultado da analise de fons durante a fase gasosa (Souza, 2008).
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O espectrometro de massas é formado por 3 partes fundamentais, sao elas: a Fonte da ionizagao -
promove a ionizagao convertendo as moléculas neutras em fons;

Analisador de massas - tem por funcao a separacgao e classificagao dos fons de acordo com suas
massas processado por meio da utilizacio de campos magnéticos e elétricos;

Detector - ultima parte de um espectrometro de massa, detecta a amplificacio dos fons medindo
o valor de um indicador, calculando a plenitude dos fons e fornecendo dados.

A capacidade de um espectrometro de massas se da pelo analisador em massa parte do processo
onde ocorre a separacao dos fons. Dessa forma associando dois ou mais espectrOmetros em massa,

conseguimos aumentar consideravelmente o poder de defini¢ao e desempenho.

Figura 4. Exemplo de Espectrometro. Fonte: (Departamento de Quimica USP, Laboratério de
Espectrometria de Massas, 2018).

Principais Tipos de Espectrometria em Massa

Espectrometria em massa em tandem (MS/MS) — espectrometria de modo sequencial de pelo
menos trés estagios selecdo dos fons, ruptura dos fons particulares para gerar fragmentos e por dltimo
deteccdo e analise destes fragmentos

Encontrou aplicagao na analise do peptideo, bem como na identificagdo estrutural de oligo-
nucleotides, de lipideos pequenos e de hidratos de carbono.

Espectrometria liquida da cromatografia—massa (LC/MS) — inicialmente é realizada a separagio
dos compostos cromatograficos para depois serem expostos a fonte de fons e posteriormente ao
espectrometro em massa. Nesta técnica sao empregadas geralmente a fase mével do liquido e uma fonte

electrospray.

“Cromatografia ¢ um método de separacio fisica na qual os componentes que serdo separados
sdo distribuidos entre duas fases, uma das quais ¢ estacionaria (fase estacionaria), enquanto a outra
(fase mével) se move em uma dire¢do definida” (Souza, 2008 gpud TUPAC, 2006).
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Avancgos na Utilizagdo da Espectrometria de Massa no diagndstico de Patologias

Atualmente a medicina vem avangando rapidamente no uso da tecnologia relacionada a
Espectrometria de massa, a qual vem sendo utilizada em diversos tipos de analises como, por exemplo, no
exame de nédulos de tiredide, servindo como triagem para possiveis cirurgias, ja que é capaz de ampliar e
detectar com extrema rapidez e precisao a diferenca entre um tecido saudavel e doente. Outros pacientes
que também estao se beneficiando desta tecnologia (Espectrometria de Massa), sao os pacientes
acometidos por doencas onco-hematologicas, sendo utilizada com eficacia nos diagnésticos de tumores
cerebrais malignos a niveis moleculares, sendo inclusive utilizado também durante a cirurgia oncologica
com o objetivo principal de constatar a remocao de todo o tecido tumoral.

“Agora, com esta técnica, serd possivel fazer um diagnéstico diferencial mais exato e completo,

no nivel molecular somando ao diagnéstico convencional ja existente” (Dr?. Izilda Cardinalli -
Doutora pela Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp e patologista do Centro Infantil Boldrini).

DISCUSSAO

Através da revisao literaria, compreendido no espago de tempo de aproximadamente oito meses,
encontramos artigos e trabalhos publicados desde 1982 até o mais recente em 2017, retirados do banco de
dados Google académico no idioma em portugués, foram encontrados os seguintes trabalhos enumerados

a seguir:

TRABALHOS ENCONTRADOS

. TIPO DE INSTITUICA
TITULO ESTUDO AUTORES o
Trabalho de
conclusio de
cutso
(dissertacio de

Efeito In Vitro dos Acidos Etilmalonicos e Metilsucinico mes’tr ado para
titulo de

sobre as atividades enzimaticas dos Complexos da cadeia Mestre em
S . ) . . B estre €
1 | respiratéria mitocondrial e da creatina quinase em cortex Barschak AG UREFS 2003

, - , . Ciéncias
cerebral, musculo esquelético e muisculo cardiaco de ratos R
. Biolégicas —

jovens. Bioquimica na
Universidade
Federal do Rio
Grande do
Sul)
(Dissertagao
de mestrado Universidade de
Espectrometria de massa por tempo de véo com fonte | para obten¢do Cunha JA Sio Paulo. 2014
MALDI acoplada a um acelerador de particulas. 2014. 80f. do titulo de

ANO

Instituto de
mestre em Fisica).
Ciéncias —
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Trabalho de
conclusio de
curso para
obtencao de .
ditalo de Unicesumar —
Acidemia Metilmalonica: Um estudo de caso. 2017. 20f. bacharel em Dalbeuo; . Cer.m’ro. 2017
Nuticio, Nogueira. Umvers.ltar{o de
Centro de Maringd.
Ciéncias
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Saude.
Ministério da
Saude -
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de Gestdo e
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Procedimentos Laboratoriais para Diagndstico de Doengas | Relatério n® | E. Ministério | Tecnologias em 2014
Raras associadas a Anomalias Congénitas na Tabela SUS - 109; da Saude; Saude da
Carlos, 2014. Secretaria de
Ciéncia,
Tecnologia e
Insumos no SUS
(CONITEC)
Publicacio no Dirio Oficial da Unido: D.O.U. N° 22, de 31 é‘f‘giﬁ 014
de janeiro de 2014, pag. 70. Gadelha;
Jornal Brasileiro
de Patologia e
Espectrémetrf).de massa: um novo instrumento analitico Editorial Fonseca AA Medicing 2006
para o laboratério clinico Laboratorial;
Volume 42,
numero 0.
Neurotoxidade Neonatal do Metilmalonato ¢ suficiente para Tese de ngzlr:r;;dgfgm
iniciar déficit de memoéria em camundongos: envolvimento Doutorado Gabbi P Maria. Rio 2014
de marcadores inflamatérios e apoptéticos. 2017. 92f.. )
Grande do Sul.
O papel da amoénia sobre as alteragGes comportamentais, T Universidade
! N . ese de . Federal de Santa
neuroinflamacido e apoptose em um modelo experimental Doutorado Gabbi P Maria. Rio 2017
de acidemia metilmalonica. 2017. 133f. ’
Grande do Sul.
Trabalho de
conclusao de
( diss(e:;ltzsgcs;lo de Universidade do
Efeito genotdxico in vivo do acido metilmalonico em trad Pont HISD Extremo Sul 2011
cérebro e rim de ratos. 2011. 69f. metsin?loo d};ara on Catarinense —
Mestre em UNESC.
Ciéncias da
Saude) —
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Trabalho de
Anilise quantitativa de aminoacidos por HPLC em sangue e | conclusdo de
1 urina coletados em papel-filtro no petiodo neonatal: curso UFMG. Belo
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, . Novidades
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No inicio do estudo abordamos de uma forma geral os Erros Inatos do Metabolismo, que de
acordo com Nolasco (2017) podem ser classificados, sobre a perspectiva fisiopatologica, sendo estas
alteracdes do metabolismo divididas em trés grupos, com base nos seus fenotipos clinicos: Disturbios que
dao origem a intoxicagao; Distiurbios no metabolismo energético; e Disturbios envolvendo moléculas
complexas. Sendo que os impactos causados no organismo por estas anomalias podem variar de forma
ampla entre os afetados.

A pesquisa demonstrou que as acidemias organicas que ¢ uma EIM, exemplificada no estudo pela
metilmalonica (AMM), podem causar doencgas graves se nio tiver um diagndstico e um tratamento
precoce.

Trindade (2009) nos diz que a Acidemia Metilmalonica é uma desordem metabdlica com um
defeito bioquimico que se apresenta no metabolismo do proprianato durante a conversio do acido
metilmal6nico para o acido succinnio. Ha 2 tipos de anomalias principais: o defeito das coenzimas (metil
B-12 e 5-desoxiadenosil —B12) e na apoenzima (metilmalonil-mutase).

Barschak (2003) complementa alertando que se o diagnéstico e o tratamento ndo forem
conduzidos de forma adequada, os distarbios relacionados aos acidos organicos costumam ser fatais e os
pacientes que conseguem sobreviver ficam com seqjielas graves. E essas ocorréncias podem ser facilmente
confundidas com septicemia, ja que ambos os casos se caracterizam por acidose e encefalopatia aguda.

Segundo Pont (2011) é geralmente na primeira semana de vida que aparecem os primeiros sinais
clinicos, principalmente os relacionados ao sistema neurolégico. O paciente pode apresentar letargia,
hipotonia, retardo mental e psicomotor, alteragdes comportamentais e neuropsiquiatricas (déficit de
atencdo, quadros de agressividade e comportamento autista), atrofia cerebral, apatia, coma, anormalidades
no eletroencefalograma e convulsées, dentre outros sintomas.

Nas observagdes referentes ao presente trabalho temos como destaque a concordancia dos autores

correlacionados a importancia do diagnostico precoce ao inicio imediato do tratamento nas acidemia.
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Utilizando como ferramenta para este diagndstico a espectrometria de massa, que conforme Siebel
(2009) realiza a medicao das acilcarnitinas (AC) e dos aminoacidos (AA) pela Espectrometria de Massas
em Tandem (MS/MS) permitindo com maior precisdo a descoberta precoce no que se refere aos etros
inatos do metabolismo (EIM), sendo entao considerada na medicina como uma ferramenta fundamental
para o diagnostico.

Sendo assim, a revisao da literatura demonstrou que os autores estao de acordo com o diagndstico
precoce e o inicio imediato do tratamento da acidemia, e utilizagao da tecnologia de Espectrometria de
massa nos diagnoésticos. Concluimos também que a cromatografia é uma técnica que trabalha junto com
a espectrometria de massa tanden, mas nao nos aprofundamos nessa técnica, restando como indicagao
para estudos futuros.

Nao foram encontrados trabalhos contrarios a utilizacao de espectrometria de massa Tande no
diagnostico das EIM- Acidemias organicas ou de qualquer outra doenga. Portanto julgamos que o trabalho
alcancou o objetivo especifico de correlacionar a utilizacio da espectrometria em tandem para obten¢ao
de um diagnéstico mais rapido com precisao, a fim de tornar célere o processo e conseqlientemente o

inicio do tratamento.

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo da espectrometria de massa se mostra como uma ferramenta fundamental para o
diagnostico laboratorial das patologias pertencentes ao grupo EIM, dentre outras, devido a sua alta
sensibilidade que permite a analise de compostos individuais inserido em estruturas complexas e pela
utilizacdo de amostras simples. Sua utilizagdo no diagndstico neonatal e pré-natal proporciona a
possibilidade de um melhor prognéstico, minimizando os riscos e sequelas devido ao inicio mais rapido
do tratamento. Sendo fundamental no diagnéstico das acidemias organicas, entre estas a Acidemia
Metilmalonica, pois o tempo é fundamental na descoberta e tratamento destas patologias que podem ser

fatais.
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CAPITULO IV

INFECCOES HOSPITALARES CORRELACIONADAS
AS PRINCIPAIS BACTERIAS
MULTIRRESISTENTES

Vagner Braz dos Santos
Danielle Alves Ferraz dos Santos Albernaz

INTRODUCAO

As infec¢des hospitalares certamente representam um problema grave de saide puablica no Brasil,
bem como no resto do mundo. Observa-se que tais infecgdes sao uma das grandes causas da mortalidade
e morbidade relativa aos pacientes que passaram por cirurgias na qualidade de tratamento (Anvisa, 2010).

A infecgao hospitalar engloba qualquer que seja o processo infeccioso posterior a admissao do
paciente no hospital e que se manifeste ao longo de sua estadia e, em certos casos, alguns processos
infecciosos que se manifestem ap6s a alta do paciente (Anvisa, 2010).

Em geral, as infecgdes hospitalares resultam de microrganismos de baixa viruléncia, presentes tanto
nos ambientes hospitalares quanto na microbiota bacteriana normal do hospedeiro (Anvisa, 2007).

Pesquisas indicam que determinadas bactérias em pacientes que se encontrem vulneraveis podem
causar infecOes graves, bem como elevar muito o coeficiente de mortalidade e a média de permanéncia
dos pacientes no hospital (Anvisa, 2013).

Verificou-se ao redor do mundo que uma grande parte dos casos de 6bito, a morte do paciente
ocorre justamente como consequéncia de infecges por bactérias multirresistentes, sobretudo em nagoes
subdesenvolvidas. E a razao disso é que em muitos desses paises ndo existem técnicas apropriadas para a
identificagdo precoce desses organismos, bem como nao possuem muitos antibioticos alternativos para
tratar de bactérias multirresistentes (Anvisa, 2013).

O surgimento desses microrganismos multirresistentes no geral, decorre da utilizagao
indiscriminada de quantidades muito grandes de antibidticos sem que estes sejam de fato necessarios,
muitas vezes também empregados incorretamente, o que seleciona e promove as bactérias mais resistentes.
As bactérias multirresistente, além de mais resistentes a diversos antibiéticos, também podem desenvolver
colonias em instrumentos médicos, estas coldnias formam biofilmes bacteriano nos instrumentos médicos

e aparelhos hospitalares. Por esta razio, se faz necessario programas de promogao a saude visando o uso
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racional dos antibidticos e a presenga do farmacéutico é sem duvida muito relevante, pois este profissional
possui a chave que pode minimizar drasticamente esse tipo de problema (Anvisa, 2013).

Controlar as infecgdes hospitalares junto com médicos, construindo uma equipe multidisciplinar
em acdo a uso indiscriminado dos antibidticos e orientar os pacientes ao uso correto de antimicrobianos.
Debater com as equipes multidisciplinar das interagdes medicamentosas pelo uso em altas doses de alguns
antimicrobianos.

O principal objetivo deste trabalho ¢ revisar critérios de utilizagdo adequada de antimicrobianos
para os pacientes hospitalizados e da comunidade, bem como estimular a criagio de protocolos de
rastreabilidade para bactérias multirresistentes e avaliar a prescricao dos medicamentos durante todo o

periodo de internacao dos pacientes (Anvisa, 2013).

REVISAO DA LITERATURA
Infecgio relacionada a assisténcias a saiide (IRAS)

As Infec¢oes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo um grave problema de saude publica
em todo o mundo, pois sao os eventos adversos associados a assisténcia a saide mais frequentes e
apresentam uma alta morbidade e mortalidade repercutindo diretamente na seguranca do paciente e por
sua vez na qualidade dos servigos de saide (Anvisa, 20106).

A defini¢ao dos critérios diagnoésticos de infec¢ao para a vigilancia epidemioldgica das IRAS em
servicos de saude permite a harmonizagdo necessaria para identificar o caso, coletar e interpretar as
informagoes de modo sistematizado pelos profissionais e gestores do sistema de satde. Sdo esses critérios
que possibilitam a identificagdo do perfil endémico da instituiciao e a ocorréncia de eventos, assim como
as situagoes infecciosas de interesse para o monitoramento dos riscos, a partir de informagées de qualidade,
fidedignas e representativas da realidade nacional (Anvisa, 2017).

As IRAS consistem em eventos adversos que ainda persistem nos servicos de saude. Essas
infecgoes levam a consideraveis elevagoes dos custos no cuidado do paciente, além de aumentar o tempo
de internagao, a morbidade e a mortalidade nos servigos de saide do pais (Anvisa, 2017).

Segundo a literatura, existem varias Infec¢bes Relacionadas a Assisténcia a Saude, assim como a
pneumonia, infec¢oes do trato urinario, infecgdes da corrente sanguinea, infec¢des de sitio cirurgico,

Infeccdo do trato respiratorio, entre outras (Anvisa, 2013; 2016; 2017).

Uso inadequado de antimicrobianos

O uso indiscriminado e incorreto dos antimicrobianos na comunidade e no ambiente hospitalar é
reconhecidamente um importante fator de risco para o aparecimento e a disseminagao da resisténcia

microbiana. A resisténcia microbiana é um grave problema mundial, estando associada ao aumento do
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tempo de internagao, dos custos do tratamento e das taxas de morbidade e mortalidade dos pacientes. A
dificuldade de se escolher uma terapia apropriada pode levar a uma terapéutica empirica de largo espectro
(uso de carbapenemas, glicopeptideos, entre outros), e a cobertura bacteriana, excessivamente ampla,
também pode estimular o desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos (Anvisa, 2013; Ribeiro et
al., 2015).

Segundo Wannmacher (2004) mais de 50% das prescricoes médicas se mostram inapropriadas,
dois tercos dos antibidticos sao usados sem prescricao médicas em muitos paises, 50% dos consumidores
compram medicamento para um dia e 90% compram para um periodo igual ou inferior a 3 dias e mais de
50% do or¢amento com medicamentos sio destinados aos antimicrobianos. A Diretoria Colegiada da
Anvisa, através da RDC n° 44, de 26 de outubro de 2010 em seu Art. 2° determinou que a dispensacio de
medicamentos a base de antimicrobianos de venda sob prescri¢ao, somente podera ser efetuada mediante
receita de controle especial, esta conduta visa minimizar o livre acesso a essas drogas para que de forma
indireta possa reduzir a resisténcia microbiana (Anvisa, 2010).

Para o Uso Racional de Medicamentos através da terapéutica, a prescricio ou receita médica
constitui um instrumento essencial, pois deve conter as informacdes necessarias sobre o medicamento:
doses, frequéncia e duracao do tratamento adequado para o problema do paciente. Trata-se, portanto, de
um importante fator que possibilita avaliar a qualidade e quantidade do consumo de medicamentos,
embora o ato da prescri¢do sofra influéncias de fatores diversos que vdo desde o conhecimento do
prescrito e das expectativas do paciente a industria farmacéutica (Oliveira et al., 2011).

Aproximadamente 50% das prescricdes médicas de antimicrobianos sio feitas de forma
inadequada e o uso excessivo destes farmacos estao associados a emergéncia e selecao de cepas de bactérias
resistentes e um alto custo hospitalar concomitantemente com altos percentuais da morbi-mortalidade
(Anvisa, 2010).

No ambito hospitalar, médicos com menor experiéncia clinica tomam com mais frequéncia as
decisOes terapéuticas e se sentem pressionados por casos agudos de alta complexidade. E para evitar o
desastre nas 24 horas seguintes, fazem uso de antibiéticos de amplo espectro ou uso de varios antibioticos
de pequeno espectro em associacdo. Identifica-se também uma grande repeticdo automatica das
prescricoes, fazendo com que a duragao de um curso de antibiéticos se prolongue além do racional. Fatores
como a gravidade das infec¢oes favorece a utilizagao de terapia empirica que pode levar a selecao de cepas
resistentes, tanto de microrganismos bacterianos quanto de microrganismos fungicos (Rodrigues; Bertoldi,
2010; Oliveira et al., 2011).

De acordo com Ribeiro et al (2015) no ambito da terapia antimicrobiana, a identificagao do foco
infeccioso, a correta coleta do material biolégico e o isolamento e o perfil de sensibilidade do

microrganismo fornecem informagdoes valiosas para a institui¢ao do regime terapéutico. E segundo ele,
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torna-se cada vez mais importante a presen¢a de uma equipe interdisciplinar trabalhando na promogao do

uso racional de antimicrobianos.

Principais bactérias multirresistentes

Os microrganismos multirresistentes de importancia epidemiolégica mais comumente considerado
em cultura em vigilancia sao: Enferococcus resistentes a vancomicina (VRE), Staphylococcus anrens resistentes
a oxacilina/meticilina (MRSA), enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (CRE) Klebsiella pnenmoniae
Carbapenemase (KPC), Pseudomonasaernginosa e Acinetobacter bammannii MDR (“Multidrug- resistant’) Outros
agentes podem ser monitorados em outros ambientes e situaces epidemiolégicas que justifiquem culturas
de vigilancia, como pneumococos resistentes a penicilina (Oplustil et al., 2012).

As bactérias multirresistentes (BMR) normalmente sao encontradas em ambiente hospitalar devido
a pressao seletiva dos antimicrobianos utilizados em larga escala, mas também podem ocorrer em servigos
de saude extra-hospitalares. A existéncia destes patogenos siao capazes de fazer parte da flora entérica e
cutanea, associada a procedimentos utilizados para assisténcia e promogao da sadde, como cateteres,
aumentando risco da ocorréncia de infec¢des por BMR. Além disso, fatores como longa permanéncia em
servicos de saide, complexidade da assisténcia e maior longevidade da populagao também contribuem
para a ocorréncia de infec¢do e coloniza¢ao por BMR. Dessa forma, a ocorréncia de BMR em IRAS
representa um problema de saude publica, com peculiaridades no seu diagndstico, controle da transmissao
e tratamento adequado (SAUDE, 2016).

A resisténcia microbiana ¢ um fenéomeno mundial, que ocorre de forma natural, aonde os
microrganismos vém desenvolvendo resisténcia a maior parte dos antimicrobianos indicados para o seu
tratamento. As bactérias sio consideradas Multirresistentes (MR) observando critérios epidemiolégicos,
clinicos e laboratoriais. Atualmente, as BMR estdo classificadas em trés categorias: MDR (“Multidrug-
resistan?”), XDR (“Extensivelydrug-resistant”) e PDR (“Pandrug-resistant”’) (Hospital Universatario Regional De
Maringa-Ccih Microrganismo Multirresistente 2013-2014). Tabela 1 Resistencia dos Antimicrobianos,
encontra-se uma lista com as bactérias gram-negativas e na Tabela 2, uma lista com as bactérias gram-

positivas.

Tabela 1. Resistencia Dos Antimicrobianos Gram-Negativos. Fonte: Guia de Antimicrobianos —
Unimed Londrina 2016.

GRAM NEGATIVO ANTIMICROBIANOS RESISTENTES

ENTEROBACTERIAS

MULTIRRESISTENTES

Kilebsiella spp,Escherrichia coli,Proteus -Carbapenes (Imipenem ,Meropenen e Ertapenem),Ou

mirabillis,Citrobacter spp, Enterobeater Cefalosporinas de 3"ou 4geracao ou Monobactamicos
-Carbapenem ou Cefalosporina de 4’geracao
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spp,Serratia spp,Providencia

spp,Morganella spp

Pseudomonas spp e Acinetobacter spp com | -Carbapenens (Imipenem ,Meropenem e Ertapenem

multidrogarresisténcia (MR)

Pseudomonas spp e Acinetobacter com -Carbapenens (Imipenem, Meropenem e

Extensiva Resistencia Ertapenem,Ceftazidima ,Cefepime Piperaciclina
/tazobactam,Ciprofloxacina e Levofloxacina

Pseundomonas spp e Acinetobacter PAIN- -Carbapenens (Imipenem, Meropenem e

resiténcia Ertapenem,Ceftazidima ,Cefepime Piperaciclina

/tazobactam,Ciprofloxacina e
Levofloxacina,Aminoglicosideos,Polimixinas,Ampicilina
Sulbactam(sé Acinetobacter) Tigeciclina (sé Acinetobacter e

Enterobactérias)
Nao fermentadores: Burkholderia spp e | Todos sio considerados naturalmente
Stenotrophomonas spp Multirresitentes.Independente de antibiograma
Salmonella | Shigella Quinolona

Tabela 2. Resistencia dos Antimicrobianos Gram-Positivos. Fonte: Guia de Antimicrobianos — Unimed
Londrina 20.

GRAM POSITIVO ANTIMICROBIANOS RESISTENTES

Staphylococcus anreus -Oxacilina (MRSA), glicopeptideos: Vancomicina
(VRSA)

Estafilococos coagulase negativa Oxacilina /glicopeptideos

Enterococcus ssp Glicopeptideos (VRE)

Streptococcus pnenmoniae Penicilina /cefotaxima
/levofloxacina/meropenem

Streptococcus nao pnenmoniae Penicilina /glicopeptideos /macrolideo

A Organizacaio Mundial de Sadde (OMS) veio a publico para chamar a atengdo do mundo a
respeito da ameaga causada pelas bactérias multresistentes a acado dos antibioticos. A entidade divulgou
uma lista com doze familias de microrganismos considerados de alto risco e contra os quais as opgoes
terapéuticas estao se esgotando.

Os critérios para a sele¢do dos patégenos na lista foram: letalidade as infecgdes que causam; se o
seu tratamento requer longa estada hospitalar; com que frequéncia eles sio resistentes aos antibiéticos
existentes quando em casos de infecgdes comunitarias; como eles se espalham facilmente entre os animais,
aos seres humanos, e de pessoa para pessoa; se eles podem ser prevenidos através de uma boa higiene
(IBSP, 2017).

Em geral as bactérias classificam-se como resistentes as que crescem “in vitro”, nas concentragoes

médias que os antimicrobianos atingem no sangue, quando administrados por via oral. A resisténcia
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bacteriana pode ser de forma natural ou adquirida. A natural corresponde a uma caracteristica de espécie
bacteriana, quando estes microrganismos sao naturalmente resistentes a certo tipo de antibiético. Este
processo ¢ decorrente da auséncia de estruturas de atuagao de antimicrobianos ou a impermeabilidade, por
parte de estruturas periféricas das bactérias. A resisténcia adquirida ocorre por mecanismos genéticos
diversos, tais como: producao de enzimas inativadoras, interferéncia com a entrada e acamulo de droga
na bactéria, alteracio do receptor para acio da droga, via metabdlica alternativa. E originada através de
uma alteracio a nivel genético da célula, de natureza cromossémica pelos processos de mutagao,
transducao e transformacgao ou extracromossomica (plasmidial) (FIO, Fernando de Sa Del. Resisténcia

bacteriana. Disponivel em: Acesso em: 02 nov. 2011.)

Bactérias gram-negativas

Esta familia engloba varios géneros e espécies de bastonetes Gram-negativos. Embora possam ser
encontrados amplamente na natureza, a maioria ¢ habitante do intestino de animais e dos homens. Seu
diagnostico ¢ pautado na coprocultura, identificacio bioquimica e sorolégica de modo geral. Sua
prevencdo esta na manipulagdo e preparo correto de alimentos, bem como a ingestio de agua fervida e
filtrada (Molinaro et al., 2009).

A familia Enterobacteriaceae estia envolvida em quase todas as infecgoes adquiridas em Unidade
de Tratamento intensivo (UTT), particularmente infecgdes respiratorias e infecgoes urinarias. Sao relatadas
em muitos hospitais taxas de resisténcia elevada a quinolonas, beta-lactamicos e aminoglicosideos, em
geral, por produc¢iao de enzimas beta-lactamases. Os principais agentes deste grupo sao: Enterobacter spp,
Escherichia coli, Klebsiella spp, Serratia spp., Citrobacter spp., Shignella, Salmonella,Y ersiniae Proteus spp (Anvisa,,
2007).

Tém particular importancia os agentes que produzem beta-lactamases de espectro ampliado ESBL,
principalmente Kkebsiella spp., e E. coli - 40% a 50% e 10%, respectivamente em cepas isoladas de hospitais
brasileiros (Anvisa, 2007).

Carbapenema ou Carbapenem sao classe de Antibidtico beta-lactamicos com um espectro
bactericida muito amplo e uma estrutura a qual propicia uma alta resisténcia a beta-lactamases (enzima
produzida por bactérias que podem inibir a a¢ao das penicilinas). Sdo farmacos cruciais no tratamento de
infecgdes potencialmente fatais que sio geralmente associadas a medicina mais atual, tais como,
transplantes de 6rgaos, hospitalizagoes em unidade de terapia intensiva (UTT) e procedimentos cirdrgicos
complexos. Esta classe de antimicrobiano possui um espectro de agao ampliado, demonstrando atividade
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo espécies bacterianas anaerébias. Devido a sua

estabilidade frente as [-lactamases, enzimas frequentemente detectadas em enterobactérias, os
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carbapenémicos apresentam alta eficicia no controle de infecgdes causadas por enterobactérias quando

comparados a outros B-lactamicos (Nicolau, 2008; Nordmann et al., 2012).

Escherichia coli

E. coli taz parte da microbiota do intestino em humanos e animais. No entanto, ¢ a causa mais
frequente de infec¢bes comunitarias e hospitalares e envolve diversas infecgdes como: infecgdes do trato
urinario, infec¢do da corrente sanguinea, infec¢des intra-abdominais, como peritonite e com infecgoes
cutaneas ¢ de tecidos moles, meningite em neonatos, septicemia e outras. Sua presen¢a em agua pode
indicar contaminacio fecal (Molinaro et al., 2009).

Escherichia coli pode apresentar resisténcia a varias drogas antimicrobianas tais como: Cefalosporinas
de terceira geragao, Penicilinas (ampicilina ou amoxicilina) e fluoroquinolonas. Essa resisténcia pode ser
devida a varios mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, principalmente a produgdo de enzimas
como a beta-lactamases que estido envolvidas em um dos mais comuns mecanismos de hidrolises aos
antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos em bactérias Gram-negativo clinicamente importante
(Anvisa, 2007; Oplustil et al., 2012).

A resisténcia as cefalosporinas de terceira geragao é conferida, principalmente, por uma enzima
conhecida como beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs). Estas enzimas sdo capazes de destruir
muitos antimicrobianos beta-lactamicos. ESBLs sao transmissiveis entre bactérias das mesmas espécies e
até, entre espécies bacterianas distintas. E. Co/i que possuem esta enzima sao geralmente mais resistentes
a varios medicamentos antibacterianos (Anvisa, 2007; WHO, 2014).

Segundo com a World Health Organization (2014), os carbapenemos geralmente permanecem a inica
op¢ao de tratamento disponivel para Infecgdes. Uma ameaga recentemente emergente é a resisténcia ao
carbapenem produzidas por algumas cepas de E. /i mediada por metallo-betalactamases, o que pode

conferir resisténcia a praticamente todos os medicamentos antibacterianos beta-lactamicos disponiveis.

Klebsiella pneumoniae

Kilebsiella pnenmoniae e uma espécie de bactéria gram-negativa, encapsulada, anaerdbia facultativa em
forma de bastonete. E o mais importante membro do género Klebsiella e importante membro da Familia
das enterobactérias. Pode causar pneumonia embora seja mais comum a sua implicagdo em infecgdes
hospitalares em particular em doente imunologicamente deprimidos como portadores do virus HIV
(Portal Educacao, 2012).

Assim como E. c/z, as bactérias do género Klebsiella sao frequentes colonizadores do intestino em
humanos e em outros vertebrados. As infeccdes por K. pmeumoniae sao particularmente comuns em

hospitais entre individuos vulneraveis, como lactentes, pacientes com sistemas imunolégicos debilitado,
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diabetes ou transtornos do uso de alcool e processos invasivos. As infec¢des mais comuns sao: infecgoes
no trato urinario, corrente sanguinea e pneumonia (WHO, 2014).

K. pneumoniae pode produzir uma enzima chamada de Klebsiella pnenmoniae carbapenemase, sendo
popularmente conhecida como KPC. Essa enzima pode conferir resisténcia a varios tipos de
antimicrobianos e foi descrita pela primeira vez na Carolina do Norte (EUA), em 1996, sendo
posteriormente identificada em varios outros bacilos Gram-negativos, tais como Citrobacter freudii,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter gergoviae, E. coli, K. oxytoca, P. aeruginosa, Salmonella entérica
e Serratia marcescens (Oplustil et al., 2012).

O primeiro caso de K. pneumoniae produtora de KPC, no Brasil, foi publicado em 2009, descrevendo
quatro cepas recuperadas em 2006 de pacientes hospitalizados em UTI de um hospital em Recife. Embora
os primeiros relatos brasileiros de cepas produtoras de KPC datem desta época, ha evidéncias de que K.
pneumoniae produtoras de KPC foram inicialmente isoladas no Brasil em 2005, em Sao Paulo, como
sugere um relatorio de vigilancia de bactérias Gram negativas resistentes aos carbapenémicos realizada na
regiao sudeste do Brasil (Pavez et al., 2009).

K. pnenmoniae pode apresentar multipla resisténcia aos diversos tipos de antimicrobianos, tais como
os beta-lactamicos (penicilinas - ampicilina e amoxicilina, Cefalosporinas e Carbapenémicos) e
fluoroquinolonas (ciprofloxacina). Essa resisténcia pode ser principalmente através de Transferéncia de
elementos genéticos moveis como transporte de plasmideos e produgao de beta-lactamases localizada na

regido cromossomica (Anvisa, 2007; WHO, 2014).

Salmonella

Os microrganismos do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae, sio moveis, nao
esporulados e aerébios facultativos. Estes microrganismos possuem a capacidade de infectar diversas
espécies, inclusive o homem, sendo considerada uma das causas mais importantes de toxinfecgoes
alimentares em todo o mundo. Este género apresenta mais de 2.500 sorotipos e pertence a duas espécies,
Salmonella enterica e Salmonella bongori, que podem ser diferenciadas com base em séries bioquimicas e
sorolégicas. As salmonelas sio isoladas mundialmente, podendo infectar uma grande variedade de
hospedeiros, incluindo animais selvagens, domésticos e humanos. A contaminagdo pela Salmonella sp.,
normalmente, acontece por via oral. Existem também suspeitas de infec¢dao via conjuntivas e pelo trato
respiratorio superior e membranas mucosas. A doenga entérica pode acontecer com a propagac¢ao pelo
intestino delgado distal e o inicio do célon. Um dos fatores que contribuem para a colonizagao pela
Salmonella é o desequilibrio do peristaltismo e da microbiota intestinal (Molinaro et al., 2009; Santos et al.,

2015).
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A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos varia entre diferentes sorotipos de Salmonella. Durante
o final da década de 90 e o inicio dos anos 2000 varios clones de Sa/nonella multirresistentes surgiram e se
expandiram em todo o mundo.

Salmonella entérica com o sorotipo Typhimurium, possui resisténcia a cinco amtimicrobianos como
a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina, podem espalhar para os outros
sorotipos e adquirir resisténcia.  Salmonella  entérica multirresistente, sorotipo Dyphimurinm, foi associado
a um maior risco de infec¢ao invasiva, maior frequéncia e duragao da hospitalizagao, doenga mais longa e
aumento do risco de morte em compara¢ao com infec¢oes causadas por cepas susceptiveis. A Redugao da
susceptibilidade as drogas oral como ciprofloxacina (fluoquinolonas) e nimeros crescentes de falhas de
tratamento, sio motivo de preocupacio (WHO, 2014).

S. Typhimurium é o sorotipo mais comum em amostras de aves e suinos, ¢ também o que apresenta
maior frequéncia de resisténcia, nomeadamente a tetraciclina (83%) e ampicilina (76%), assim como, o
maior nimero de isolados multirresistentes. A multirresisténcia é um problema emergente. A aquisi¢ao de
resisténcia a agentes antimicrobianos de varias classes garante a estirpe bacteriana uma elevada capacidade
de sobrevivéncia frente a diferentes terapéuticas, possibilitando a disseminacdo destas estirpes entre

animais, ¢ animais e humanos (Figueiredo et al., 2013).

Shigella

As bactérias desse género causam a disenteria bacilar ou shiguelose a partir da ingestao de agua ou
alimentos contaminados. Tem quatro espécies importantes para o homem: Shigella dysenteriae, S. boyda, S.
flenerie S. sonnei. Todas sdo gram-negativas, iméveis, nao capsuladas, aerdbias, nao fermentam lactose e
possuem metabolismo facultativo. Devido a invasdo e destrui¢ao da mucosa, o paciente pode apresentar
disenteria de inicio subito, espasmos abdominais seguidos de diarreia e febre, com sangue e muco nas
fezes (Molinaro et al., 2009; Portal Educagao, 2012).

Anteriormente, as cepas de Shigella eram suscetiveis ao cotrimoxazol. No entanto, com o
surgimento de cepas resistentes para os antimicrobianos, levou uma mudanga nas recomendagdes de
tratamento das doengas causadas por esse microrganismo, principalmente para ciprofloxacina e
azitromicina. Unidades genéticas moveis, tais como, plasmideos, cassetes de genes em integrons e
Transposons, sao importantes na propagac¢ao da resisténcia aos antimicrobianos como fluoquinolonas que
sao determinantes entre isolados de Shige/la, bem como em outras enterobactérias, como Kilebsiella e E. coli

(WHO, 2014).
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Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é um bacilo gram-negativo nio fermentador de glicose, estritamente aerébio, nao
forma esporos e é mével devido a presenca de um unico flagelo. E uma bactéria ubiqua que sobrevive sob
condi¢des nutricionais minimas e toleram grandes variagoes de temperatura, sendo encontrada com
frequéncia em ambientes naturais (solo, plantas, frutas e vegetais) e hospitalares (agua, desinfetantes,
equipamentos e utensilios).

Esta bactéria faz parte da microbiota do trato gastrointestinal e da pele humana. Embora raramente
possa causar patologias em individuos sadios, pode comporta-se como patégeno oportunista em
individuos imunocomprometidos, sendo um problema em ambientes hospitalares. P. aeruginosa ¢ uma
bactéria altamente oportunista, invasiva e toxigénica, apresentando fatores de viruléncia capazes de
dominar o sistema imune.

Outra caracteristica marcante desta espécie ¢ sua capacidade de persistir por longos periodos em
ambientes adversos e desenvolver resisténcia aos antimicrobianos. P.aeruginosa esta sob continua pressao
seletiva em ambientes hospitalares e é considerada pela comunidade cientifica internacional um patégeno
multirresistente. O desenvolvimento de diferentes mecanismos de resisténcia tem um impacto clinico
consideravel ja que compromete a eficacia de quase todas as drogas utilizadas como tratamento contra P.
aernginosa, acarretando um alto custo da terapéutica dos pacientes infectados, além do aumento da duracao
da hospitaliza¢ao e da mortalidade (Almeida et al., 2012; Sargi et al., 2013; Santos et al., 2015).

P. aeruginosa podem expressar multiplos mecanismos de resisténcia simultaneamente. Dentre os
mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos, o mais importante é a produgdo de enzimas 3-lactamases, no
entanto, a resisténcia também pode ser ocasionada pela hiperexpressio de sistemas de efluxo, pela
alteragao da permeabilidade da membrana e pela sintese de proteinas de liga¢ao a penicilina (PBPs) com
baixa afinidade por B-lactamicos. Atualmente, varios grupos e classes de 3-lactamases vém sendo descritos
e um numero significativo das diversas classes é encontrado em P. aeruginosa (Santos et al., 2015).

P. aeruginosa podem apresentar resisténcia a varios antimicrobianos, tais como: Beta-lactamicos,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e polimixinas. As [-lactamases sio capazes de inativar os
antimicrobianos 3-lactamicos pela quebra do anel 3-lactamico, rompendo sua ligagao amida, de forma que
os produtos obtidos deixam de possuir atividade antibacteriana. A hidrélise dos antibiéticos 3-lactamicos
ocorre pela formagao de uma ligagao éster entre o sitio ativo de serina (ou com ions de zinco, no caso das
metalo-B3-lactamases) da enzima 3-lactamase e o anel - lactamico do antimicrobiano. Os mecanismos mais
comuns de resisténcia adquirida pelos aminoglicosideos sao a atividade de enzimas modificadoras, sistemas
de e fluxo ativo e redugdo da permeabilidade da célula bacteriana. Pode ocorrer, ainda, alteragdo dos

ribossomos por mutagao, que reduz sua afinidade para esses antibiéticos, e prote¢ao ribossomal pela
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metilagdo sitio-especifica da subunidade 16S do rRNA (RNA ribossomico), realizada por enzimas
metilases 16S rRNA.

Os principais mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas em P. aeruginosa se baseiam em
alteracdes na DNA-girase e/ou na topoisomerase IV (alvos das fluoroquinolonas), provocadas por
mutacoes cromossomicas nos genes que as codificam, e em mutacGes nos genes que regulam a expressio
dos sistemas de efluxo. A resisténcia as polimixinas pode ser provocada por mutagdes que alteram a
constituicao da membrana externa da bactéria, através de reducdo de proteinas especificas da membrana
externa, reducdo do conteido de fons de magnésio e calcio e alteragoes lipidicas (Anvisa, 2007; Almeida

et al., 2012; Oplustil et al., 2012; Sargi et al., 2013; Santos et al., 2015).

Acinetobacter spp

Acinetobacter spp. sao cocobacilo gram-negativo, aerébio restrito, ndio moével e um importante
patégeno nosocomial oportunista que acomete pacientes imunocomprometidos. F capaz de resistir ao
dessecamento e a amplas faixas de temperatura ¢ pH (Gusatti et al., 2009). A habilidade do A. baunmannii
de sobreviver em superficies secas e inanimadas aliada a capacidade em adquirir multirresisténcia aos
antimicrobianos contribui para o tempo de sobrevivéncia no ambiente hospitalar (Ayan et al., 2003). Estes
organismos estdo particularmente associados a pneumonia, a septicemia, a meningite e a infec¢ao do trato
urinario (Gaynes et al., 2005). Acinetobacter banmannii é a espécie mais comum do género isolada de amostras
clinicas e de ambiente hospitalar. No passado foi considerado de baixa viruléncia, mas agora é reconhecido
como um importante patégeno hospitalar, afetando, mais frequentemente, pacientes criticamente doentes

em unidades de tratamento intensivo (Carvalho et al., 2009).

Bactérias gram-positivas
As bactérias Gram-positivas, especialmente os cocos, estdo entre 0OS Mmicrorganismos mais

frequentemente isolados de amostras biol6gicas humanas em laboratérios de microbiologia (Anvisa, 2007,

2010).

Staphylococcus

O geénero Staphylococcus é composto de 37 espécies, 17 delas podem ser isoladas de amostras
biolégicas humanas (Anvisa, 2007).

Os estafilococos sao geralmente encontrados na pele e mucosas do homem e de outros animais.
Muitas espécies sao isoladas de partes especificas do corpo humano ou de certos animais, por exemplo: S.

anricularis encontrado como parte da microbiota humana do conduto auditivo e S. Ayicus causando
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dermatite infecciosa em suinos. Os estafilococos sao cocos Gram-positivos, podem se apresentar isolados
ou aos pares, em cadeias curtas ou agrupados. O aspecto macroscépico da colonia em meio sélido,
presenca de pigmento e hemolise em 4gar sangue de carneiro sao caracteristicas auxiliares na identificagao
destes microrganismos. Sao imodveis, anaerdbios facultativos, nao formadores de esporos e produtores de
catalase (Koneman EW, Allen SD, Janda WM, Schreckenberger PC, Winn WC. In: Diagndstico
microbiolégico. 5* ed. Medst Editora; 2001).

Os Estafilococos sao cocos Gram-positivos nao esporulados que mais resistem no meio ambiente.
Podem sobreviver por meses em amostras clinicas secas, sio relativamente resistentes ao calor e podem
tolerar uma concentragao aumentada de sal. Sdo esféricos, imdveis, a sua morfologia predominante é em
cachos irregulares, algumas espécies fazem parte da flora normal da pele e das mucosas dos homens. S.
aureus pode causar uma variedade de infecgoes, principalmente na pele, tecido mole, osso e infecgdes
sanguineas. E ¢ a causa mais comum de Infec¢des pos-operatoria Infeccdes. Algumas cepas de S. aureus
produzem téxicos fatores que podem causar uma variedade de sintomas especificos; incluindo sindrome
de choque téxico e intoxicagao alimentar (Molinaro et al., 2009; WHO, 2014; Tavares, 2000).

Individuos sadios siao colonizados intermitentemente por Staphylococcus anreus desde a
amamentagao, e podem albergar o micro-organismo na nasofaringe, ocasionalmente na pele e raramente
na vagina. A partir desses sitios, o S. aureus pode contaminar a pele e membranas mucosas do paciente,
objetos inanimados ou outros pacientes por contato direto ou por aerossol, ocasionando infecgdes letais
por conta dos fatores de viruléncia ou através de resisténcia aos antimicrobianos atualmente utilizados
(BRASIL, 2013).

Quando a penicilina foi introduzida pela primeira vez teve um bom efeito no tratamento de
infecgoes causadas por S. aureus, porém ja existiam alguns relatos de cepas resisténcia a penicilina durante
a década de 40. Essa resisténcia foi mediada pela producio de uma enzima chamada betalactamase,
inicialmente conhecidas como penicilinases, que inativa drogas como penicilina, ampicilina e amoxicilina.
Na década de 1950, a producao de betalactamases pelos . aureus passou a predominar nas cepas isoladas
de pacientes hospitalizados. Em 1960, a meticilina foi langada no mercado como alternativa terapéutica
para cepas produtoras de betalactamases, uma vez que essa droga nao sofre agao dessa enzima. Porém, ja
em 1961, relatos de cepas também resistentes a meticilina passaram a ser descritos como Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina/oxacilina (MRSA) (Hum, 2012; WHO, 2014).

Para o ultimo, o tratamento de ultimo recurso foi glicopeptideos como a vancomicina (Desde a
década de 1950) e teicoplanina, que s6 pode ser dado por injecdo e também precisa de monitoramento
cuidadoso para evitar efeitos colaterais adversos (WHO, 2014).

Ja foram descritos no Brasil casos de infecg¢oes causadas por Staphylococcus aurens com sensibilidade

reduzida aos antibiéticos mais potentes como a Vancomicina, e relatos da capacidade que os Staphylococcus
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coagulase negativa tém de desenvolver resisténcia. Recentemente tem sido relatada a emergéncia de
Staphylococcus anrens associado a infecgdes na comunidade com resisténcia a oxacilina, (ORSA-AC), porém
sensivel a maioria das classes de antibiéticos, exceto a beta-lactamicos, representados por penicilinas e
cefalosporinas, contrapondo ao ORSA hospitalar que é multirresistente (BRASIL, 2013).

Staphylococcus anreus esta na lista da OMS entre as 12 bactérias com grandes necessidades de
producao de novos antibiéticos. Em trés categorias de acordo com a urgéncia da necessidade de novos
antibioticos, Staphylococcus anrens é prioridade alta, apresenta resisténcia parcial ou total a Vancomicina
(IBSP, 2017.1; Istoé, 2017).

Rotineiramente, o teste da catalase ¢ utilizado para diferenciar os estafilococos (catalase positiva)
dos estreptococos (catalase negativa). Entretanto, existem relatos na literatura de Staphylococcus
anrens catalase negativa relacionados a processos infecciosos, embora raros, descritos em varios paises,
inclusive no Brasil. A catalase constitui um mecanismo de defesa para a bactéria contra células fagocitarias,
porém nao ¢ um fator essencial para a sobrevivéncia do S. aurews. A identificacao da espécie de
estafilococos é baseada em uma variedade de caracteristicas fenotipicas convencionais. As espécies mais
importantes do ponto de vista clinico podem ser identificadas com algumas provas especificas, como
pigmentacao da colonia, estafilo-coagulase, “fator clumping” ou “fator de agregacao”, prova da
desoxiribonuclease, resisténcia a novobiocina, fermentacio do manitol, entre outras. A habilidade de
coagular o plasma continua sendo o critério mais aceito e utilizado para identificar estafilococos
patogenicos associados com infecgdes agudas, em geral, S. aurens em humanos e animais e S. intermedius e
S. hyicus em animais. Identificagdo em nivel de espécie no grupo dos estafilococos coagulase negativa nao
¢ realizada rotineiramente no laboratério clinico devido as dificuldades metodolégicas e alto custo, sendo
sua importancia relacionada principalmente com dados epidemioldgicos e suspeita de resisténcia aos
glicopeptideos. Situagao especial ocorre com o . lugdunensis, que esta associado com endocardite grave e
alta mortalidade; neste caso, a identificacao da espécie é fundamental para a interpretagao do teste de disco
difusdo para sensibilidade a oxacilina, que ¢é diferente daquela preconizada para os outros estafilococos
coagulase negativa (Koneman EW, Allen SD, Janda WM, Schreckenberg Pc, WinnWC.IN Diagnostico
Microbiologico. 5°ed. Medsi Editora; 2001).

Streptococcus

As bactérias do género Streptococcus sao capazes de causar diversas doengas nos seres humanos.
Dentre as mais frequentes estao as infecgdes do trato respiratorio, pele e tecidos moles, endocardites, sepse
meningites. Steptococcus pnenmoniae, 0 pneumococo, é um dos agentes que mais frequentemente causam
doengas invasivas graves, como meningite e bacteremia. Os estreptococos, da familia Streptococcaceae sio

caracterizados como cocos Gram-positivos, anaerébios facultativos, ndo produtores de catalase e de
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citocromo-oxidase. Os estreptococos com relevancia clinica sio homofermentadores e um processo
metabolico constituido por uma série de reagdes quimicas sendo o acido latico o produto final da
fermentacao da glicose. Podem produzir hemolisinas, e os tipos de reacdo hemolitica em meio sélido
contendo 5% de sangue de carneiro, descritos a seguir, tém sido utilizados na classifica¢ao de estreptococos
(Anvisa, 2007).

Streptococcus pnenmoniae é conhecida, também, como pneumococcos é o principal agente etioldgico
de infecgoes respiratorias adquiridas da comunidade (otite média, sinusites e pneumonias). As pneumonias
podem ser acompanhadas de bacteremias, principalmente em pessoas idosas ou muito jovens. Outras
infecgdes graves como meningite, endocardite, peritonites, osteomielite, artrite séptica sao também
associadas a esse agente. Produtores de alfa-hemolise, apresentam capsula, em esfregaco corado pelo
método de gram podem aparecer de forma agrupada aos pares, sao habitante normal do trato respiratorio
(Anvisa, 2007)

Pneumococos nao possuem a enzima catalase a autélise pode ser aumentada pela adigao de sais
biliares a0 meio de cultura. Como sao lisados facilmente por detergentes fracos, como a bile, desoxicolato
de sédio e optoquina, esta caracteristica ¢ util para distingui-los de outras bactérias. As colonias
de Streptococcus B-hemoliticos dos grupos A, C e G sio relativamente grandes quando comparadas com as
colonias pontuais de outras cepas B-hemoliticas (grupo S.miller)). Eventualmente colonias do S.
pyogenes podem ser mucdides. Quanto as caracteristicas das células, os pneumococos sio Gram-positivos,
com morfologia de diplococos lanceolados, ou seja, com as extremidades em ponta de langa ou em chama
de vela. Medem 0,5 a 1,25 pm de diametro e dispoem-se aos pares (diplococos), em razao de sua divisao
em apenas um plano, ou em cadeias curtas. Sao iméveis (sem flagelos), ndo formam esporos e podem
possuir capsula, o seu principal fator de patogenicidade. Podem perder a caracteristica de Gram-positivos
quando o cultivo ultrapassa a fase logaritmica, periodo mais ativo do crescimento bacteriano. A capsula
de polissacarideo que envolve externamente o pneumococo ¢ seu constituinte mais importante, sob varios
aspectos. O polissacarideo capsular (PS) é um determinante essencial para a antigenicidade do
pneumococo, e sua diversidade bioquimica induz respostas imunoldgicas especificas, nas quais se baseia a
classificagdo dos pneumococos em tipos. A diversidade antigénica do PS de S. preumoniae é responsavel
pela diferenciagao desta tnica espécie em pelo menos 91 sorotipos. A capsula é o principal fator de
viruléncia destas bactérias, protegendo-as da fagocitose e do reconhecimento pelo sistema imunoldgico,
assim permitindo a sua sobrevivéncia, multiplicagao e disseminagdo para varios 6rgaos. A viruléncia e o
poder de invasio do pneumococo variam entre os sorotipos e entre cepas de um mesmo sorotipo,
dependendo da quantidade de PS produzido. Apesar do grande nimero de sorotipos, cerca de 23 deles

sa0 os responsaveis pela maioria das doengas pneumococicas em todo o mundo (Anvisa, 2007)
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O primeiro relato de diminui¢ao de sensibilidade do Streprococcus pnenmoniae a penicilina (PRSP),
ocorreu em 1967. Ja na Década de 90 alguns paises apresentam altas taxas de aumento da resisténcia aos
antimicrobianos, tais como: México, Franga, Espanha, EUA e China. No Brasil, as taxas de resisténcia
intermediaria estao em torno de 20% e de alta resisténcia, inferior a 5%. A resisténcia a penicilina resulta
de alteracdes das PBPs, responsaveis pelo alongamento dos fragmentos de peptideoglicano, que
estruturam a parede celular bacteriana. Sao definidos dois grupos dos estreptococos resistentes as drogas;
PRSP (Penicilin resistant Streptococcus pnenmoniae) resistente a penicilina e DRSP (Drug resistant Streptococcus
pnenmoniae) que é resistente a multiplas classes, com resisténcia total ou intermediaria a penicilina associada
a pelo menos um agente antimicrobiano de outra classe (Anvisa, 2007; WHO, 2014).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2007) 8.  prenmoniae apresenta
resisténcia frente a diferentes classes de antimicrobianos, como a penicilina, macrolideos, tetraciclina,sulfa,

fluoroquinolonas, vancomicina e Cloranfenicol.

Enterococcus spp

Enterococcus sao cocos gram-positivos, anaerobios facultativos, que crescem como diplococos de
cadeia curta. Causam graus variaveis de hemolise no agar-sangue. Na sua maioria sao sensiveis a penicilina,
ampicilina, amoxicilina, e quando resistestes a estes, s6 sdo sensiveis aos glicopeptideos: vancomicina e
teicoplanina. E peculiar a situacio dos carbapenémicos, meropenem e imipenem, porque os
enterococosfaecium podem ser resistentes a eles. Sao naturalmente resistentes a todas as cefalosporinas, a
quinolonas e aos aminoglicosideos, sio sensiveis apenas quando associados a outras drogas. Apresentam
resisténcia natural a clindamicina e a sulfametoxazol + trimetoprim. Sio colonizantes do trato
gastrintestinal e quando causam doengas sdo frequentes em urina e eventualmente hemoculturas, podendo
sempre ser valorizado este achado. Dificilmente sao contaminantes (Anvisa, 2007).

Podem apresentar diferentes tipos de hemolises (alfa, beta e gama) e sdo considerados
microrganismos extremamente resistentes, podendo crescer em condi¢des de alta salinidade (pH 9,6) e
temperaturas de 10 a 45 graus, bem como detergentes e bile. Sio patégenos de baixa viruléncia, mas
possuem capacidade de transferir sua resisténcia através de plasmideos para outros géneros bacterianos
como S. anrens (Molinaro et al., 2009).

A emergéncia desse patégeno nas ultimas duas décadas, entre muitos fatores, se deve em parte a
sua resisténcia intrinseca aos antimicrobianos comumente utilizados, como: aminoglicosideos, aztreonam,
cefalosporinas, clindamicina, oxacilina. E. faecinm é menos sensivel aos antimicrobianos beta-lactamicos do
que E. faecalis devido a baixa afinidade das PBPs (proteinas de ligacao da penicilina) a esses compostos

(Anvisa, 2007, Molinaro et al., 2009).
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A resisténcia dos Enterococcus a vancomicina (VRE) esta associada as alteragdes na parede celular
(modificagao dos precursores de parede bacteriana impedindo a ligagao da droga em seu sitio de agao),
pode ser mediada por plasmideos ou cromossomos (Tavares, 2000).

O VRE teve seu primeiro isolamento na década de 80 e foi responsavel por mais de 20% das
infec¢oes enterococicas nos EUA. No Brasil, foi descrito pela primeira vez em 1996, em Curitiba. Estudos
mostram mais de 15% de resisténcia a vancomicina em alguns hospitais brasileiros (Anvisa, 2007).

De acordo com a Portaria Anvisa 2.616/98, as unidades que mais apresentam casos de VRE, sdo
unidades de transplantes, oncologia e UTTs. No Brasil, temos casos comprovados de VRE em pacientes
de UTTs que coletaram swab retal que foi relacionado a longa permanéncia na internagao e uso prévio de
Vancomicina.

Os principais fenétipos de resisténcia encontrados em VRE sao mediados pelos genes VanA,
VanB, VanC e os menos frequentes, VanD e VanE (Anvisa,2007).

Segundo Oplustil, Zoccoli e Barberino(2012)a resisténcia dos Emnterococcns aos glicopeptideos
(Vancomicina e teicoplamina) ocorre pela substituicao do grupo terminal D-ala-D-ala dos precursores do
peptideoglicano por D-alanil- D-lactato (D-ala- D-lac) ou D-alanil- D-serina (D-ala- D-ser), produzindo
respectivamente, altos e baixas niveis de resisténcia. A resisténcia a baixos niveis de aminoglicosideos é
observada em todas as espécies de enterococcus e decorrente do transporte ineficiente do antibidtico através
da membrana celular. Os fatores de risco para infeccao e colonizagao por Enterococcus sio: hospitaliza¢ao
prolongada, uso de antibiéticos de amplo espectro, uso de antiacidos, uso de corticoides, gravidade da
doenga, procedimentos cirdrgicos prévios e baixos niveis de albumina (Hospital Universitario Regional

De Maringa Microrganismos Multirresistentes, 2012).

Antimicrobianos

As penicilinas (exceto oxacilina e penicilinas associadas a inibidores da betalactamase) niao dao
cobertura contra Staphylococcus (nem aureus, nem epidermidis) (Harbarth et al., 2003).

Cobrem estreptococos do grupo A (faringite, impetigo, erisipela), pneumococos e a maioria dos
organismos que causam infecgdes odontogénicas. Podem ser usados para tratar meningite causada por
Mmeningococos ou pneumococos.

Fascifte necrotizante / sindrome do choque toxico: usar clindamicina (penicilina menos eficaz
devido ao efeito inéculo)

Pneumococos com resisténcia plena as penicilinas no Brasil (multirresistentes) Projeto SENTRY:
2,3%; Projeto SIREVA: 1%; Tratamento: vancomicina com ou sem cefotaxima ou ceftriaxona

Os enterococos (Streptococcus faecium, Streptococcus faecalis) usualmente sdo sensiveis a combinagao

penicilina-aminoglicosidio (por exemplo, ampicilina-gentamicina).
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A ampicilina/amoxicilina sozinha pode curar uma infec¢io uriniria enterocécica leve, mas para
infecgoes sérias, adicione o aminoglicosidio (Tavares W. Antibidticos e quimioterapicos para o clinico. Rio
de Janeiro: Atheneu, 2° ed., 2009. 20; Anvisa 2007)

Alguns enterococos sao resistentes a varios antimicrobianos (cheque o resultado do antibiograma).

Ampicilina/amoxicilina sdo usadas para bronquite, sinusite e otite (Haemophilusinfluenzae,
pneumococos, Moraxellacatarrhalis, Klebsiellapneumoniae). A cobertura  gram-negativa da
ampicilina/amoxicilina ¢é limitada. Muitas cepas de E. coli sdo resistentes. Portanto, ndo use estas drogas
como primeira escolha empirica para I'TU (ao invés, considere SMZ/TMP).

A oxacilina ¢ usada apenas para tratar infecgdes causadas por Staphylococcus aureus.

A acdo da oxacilina contra os estreptococos do grupo A é menor quando comparada com a
penicilina G (MIC 0,05ug/mL e 0,001pg/mlL, respectivamente). Nem todo S. aureus é sensivel a oxacilina.
As cepas resistentes sao chamadas MRSA (Staphylococcus anreus resistente a meticilina).

SARM sao resistentes a todas as penicilinas e cefalosporinas. Ignore qualquer antibiograma em
contrario.

Infecgoes sérias por SARM requerem vancomicina (Tavares W. Manual de antibidticos e
quimioterapicos anti-infecciosos. Rio de Janeiro: Atheneu 3%ed., 2001; Guia De Antimicrobianos —

Unimed Londrina, 2016).

Cefalosporinas

Nenhuma cefalosporina cobre enterococcos, SARM ou Staphylococcus epidermidis.

Cefalosporinas de Primeira Geragao

Orais: Cefalexina, cefadroxil, cefradina.

Parenterais: cefalotina, cefazolina, cefradina. Ativas contra bactérias gram-positivas como
Staphylococcus anreus, estreptococos do grupo A e pneumococos. Faga a escolha por uma cefalosporina oral
de primeira geragao e utilize em infecgoes leves a moderadas de partes moles (celulite). As infecgoes por
estreptococos sao melhor tratadas com penicilina. Atividade variavel contra bactérias gram-negativas
como Klebsiella, Escherichia coli, Protens (necessario conferir o antibiograma).

Indicagbes: infec¢oes leves a moderadas adquiridas na comunidade de partes moles ou trato
urinario por germes sensiveis. Nao oferece cobertura contra Pseusdononas. Nunca utilize para meningite:
ndo cruza a barreira hematoencefalica.

A cefazolina é preferivel a cefalotina para antibioticoprofilaxia cirargica devido a maior meia-vida
da cefazolina. Neste caso, a mesma deve ser restrita para esta indicacdo (ndo se deve usar uma mesma

droga para profilaxia e tratamento, com fins a preservar a droga e nao selecionar resistentes) (Amato Neto
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V, Nicodemo AC, Lopes HV. Antibiéticos na pratica clinica. 6* ed. Sio Paulo: Sarvier Editora; 2007; Guia
De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016; Anvisa, 2007).

Cefalosporinas de Segunda Geragio

Cefaclor, cefamandol, cefprozil, cefuroxima, cefoxitina, cefonicida. Melhor espectro para gram-
negativos que as cefalosporinas de primeira geragao, incluindo os patdgenos respiratorios (Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, K. pneumoniae), mas também nao possuem acao contra Pseudomonas. Siao
eficazes na sinusite, bronquite e otite (dar preferéncia ao SMZ/TMP).

Utilizar em caso de intolerancia, alergia, reacoes toxicas ou resisténcia a0 SMZ/TMP (Guia De
Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016; Anvisa, 2007; 2010).

Segunda escolha também na faringite aguda estreptococica (primeira escolha penicilina) e
infeccOes de partes moles (cefalosporina de primeira geracdo ou ampicilina/amoxicilina, respectivamente
para etiologia estafilocécica ou estreptococica) (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016;

Anvisa, 2007).

Cefalosporinas de Terceira Geragao
Parenterais

Cefotaxima, ceftriaxona, ceftizoxima, ceftazidima, cefoperazona. Se seu paciente precisar usar estas
medicagoes, ele deve estar seriamente doente. Orais: cefixima, cefetamet-pivoxil e cefpodoxima-proxetil.
Nio se demonstrou vantagens com estes agentes em infec¢oes do trato respiratorio, nariz, ouvido e
garganta quando comparados aos agentes convencionais. Espectro ampliado contra bactérias gram-
negativas e melhor penetragio no SNC em comparagdo com as cefalosporinas de geracGes anteriores.
Nao atuam contra. Bacteroidesfragilis (anaerébio). Sio sensivelmente menos potentes contra bactérias
gram-positivas que cefotaxima e ceftriaxona.

Ceftriaxona e cefotaxima tém ag¢ao igual ou menor que as cefalosporinas de primeira geragao contra
estafilococos e estreptococos. A Ceftriaxona e cefotaxima sio também usadas para meningite por
cobrirem pneumococos, meningococos ¢ Haemophilusinfluenzae (Guia De Antimicrobianos —Unimed

Londrina, 2016; Anvisa, 2007).

Cefalosporinas de Quarta Geragdo Cefepima e Cefpiroma

A atividade para bactérias gram-positivas comparavel as cefalosporinas de primeira geragao e
atividade para bactérias gram-negativas comparavel a ceftazidima (incluindo Psexdomonasaeruginosa). Nao

sao eficazes para SARM, enterococos ou anaerébios. Como antibiéticos de amplo espectro, devem ser
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reservados para infecgbes graves cujo perfil do antibiograma nao revele sensibilidade a outras drogas de

geragoes anteriores (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016; Anvisa, 2007).

Penicilinas Com Inibidores de Betalactamase

Os inibidores das betalactamases (clavulanato, sulbactam, tazobactam) sio adicionados as
penicilinas para melhorarem a cobertura para Staphylococcus aurens. Melhora também a cobertura para
Haemophilusinfluenzae.

Contudo, a atividade contra enterococos, pseudomonas ¢ BGN ainda sao limitadas as dos

componentes antibioticos respectivos (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016).

Amoxicilina-Clavulanato

Causa diarréia com freqiéncia. Além de cobrir tudo que a amoxicilina cobre, serve para
Staphylococcus aureus e. Bacteroidesfragilis. Atividade anaerdbia é semelhante a do metronidazol,
imipenem-cilastatina e clindamicina. Nao oferece cobertura contra SARM e Pseudomonas aeruginosa e tem
atividade variavel contra enterobactérias. Pode exercer efeito acentuado sobre a flora oral, levando 2
colonizagdo por bacilos gram-negativos ou fungos. Serve para a maioria dos casos de infec¢oes de pele e
partes moles de gravidade leve a moderada. Melhor agdo na sinusite, otite e bronquite agudas (mas
SMZ/TMP é uma primeira escolha por ser a mais barata) (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina,

2016).

Ampicilina-Sulbactam

Tratamento empirico de infec¢des moderadas ou graves. Por via oral, suas indicagbes sido
semelhantes as da amoxicilina-clavulanato. Indicada em infecgdes hospitalares abdominais, pélvicas,
respiratorias, urinarias, de pele e partes moles ou generalizadas, com etiologia mista (agentes aerobios

associados a anaer6bios).

Ticarcilina-Clavulanato / Piperacilina-Tazobactam

Ticarcilina e piperacilina sao penicilinas antipseudomonicas cujo espectro inclui também as
enterobactérias. A adicao do inibidor da betalactamase a estes antibidticosextende sua cobertura contra
Staphylococcus aureus, H. influenzae, Moraxella catarrhalis e mais algumas bactérias gram-negativas e
anaerobios. Sao, portanto, antibidticos de amplo espectro e, como tal, devem ser usados muito
judiciosamente (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2010).

A adi¢ao do inibidor da betalactamase nao oferece cobertura contra cepas de Pseudomonas que

sao resistentes a piperacilina ou ticarcilina isoladamente. Suas indicagdes incluem infecgdes
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polimicrobianas graves (gram-positivos, gramnegativos, anaerobios), como sepse abdominal, infec¢oes de
partes moles (pé diabético, tlceras de decubito, fasciite necrotizante), pneumonia hospitalar, infecgoes em
imunossuprimidos, infecgdes cronicas de ossos e articulagoes, etc. (Guia De Antimicrobianos —Unimed

Londrina, 2010).

Carbapenémicos

Bactérias resistentes a carbapenémicos sao um desafio na pratica diaria, uma vez que
frequentemente sao agentes de infecgbes graves e com poucas opgdes terapéuticas. Entretanto, algumas
estratégias podem ser utilizadas no combate a esses microrganismos. Terapéuticas. Entretanto, algumas
estratégias podem ser utilizadas no combate a esses microrganismos (Anvisa, 2007).

Existem pelo menos trés mecanismos que conferem resisténcia a carbapenémicos em

enterobactérias:
e Producio de enzimas;

e Presenca de bombas de efluxo, que ativamente transportam os carbapenémicos para fora
do espaco periplasmatico, impedindo sua agao;

e Mutacoes ou delecao de porinas, que impedem que os carbapenémicos penetrem na célula.
Enquanto o primeiro confere resisténcia aos betalactimicos, os segundos e terceiros
mecanismos podem estar associados a resisténcia a outras classes.

A producao de enzimas beta-lactamases é o principal mecanismo de resisténcia encontrada em
enterobactérias resistentes a carbapenémicos (ERC). Embora chamadas em conjunto de carbapenemases,
essas enzimas podem ser divididas em diversas classes, as quais apresentam diferentes suscetibilidades a
antimicrobianos. E que s6 podem ser corretamente identificadas por meio de analise molécular (E.

Durante-Mangoni; R-Andini;R.Zampino-Clinical Microbiology and Infection-2019).

Novos antibioticos

Nos ultimos anos, novos antibiéticos foram desenvolvidos visando restaurar a suscetibilidade aos
carbapenémicos por meio de inibidores de betalactamases. A maioria ainda nao esta disponivel no Brasil
e nenhum dos citados apresenta atividade contra enzimas do tipo metalo-betalactamases.

Avibactam: um inibidor de betalactamase que ¢é  utilizado em conjunto com o
betalactamicoceftazidima, com excelente agdo zz vitro contra enterobactérias produtoras de KPC ou de
OXA-48. A associagdo esta aprovada para tratamento de infec¢des intra-abdominais complicadas,
infec¢des do trato urinario complicadas e pneumonias associadas aos cuidados da satude, incluindo

pneumonias associadas a ventilagdio mecanica (E. Durante-Mangoni; R-Andini; R. Zampino-Clinical

Microbiology and Infection-2019).
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Varbobactam: inibidor de carbapenemases do tipo KPC e que ¢ utilizado em conjunto com
meropenem. Em ensaios clinicos, mostrou-se nao inferior a piperacilina/tazobactam no tratamento de
infec¢oes do trato urinario, sendo essa a unica indicagao aprovada em bula pelo FDA até o momento.
Ainda nio esta disponivel no Brasil (E. Durante-Mangoni; R-Andini; R. Zampino-Clinical Microbiology
and Infection-2019).

Relebactam: inibidor de betalactamase estruturalmente semelhante ao avibactam. Que, em
combinagao com imipenem, apresenta atividade contra carbapenemasesdo tipo KPC. A atividade contra
enzimas do tipo OXA-48 ¢ mais inconsistente. A associagao imipenem-relebactam foi recentemente
aprovada pelo FDA como opg¢ao para infecgdes intra-abdominais e infecgbes do trato urinario
complicadas causadas por ERC (E. Durante-Mangoni; R-Andini; R. Zampino-Clinical Microbiology and
Infection-2019).

Nio betalactimicos

Outras op¢oes comumente utilizadas consistem de antibidticos de outras classes, que atuam por
outros mecanismos. E, portanto, ndo sio afetados pela producao de betalactamases. Entretanto, podem
estar sujeitos a a¢ao de outros mecanismos de resisténcia (E. Durante-Mangoni; R-Andini; R. Zampino-
Clinical Microbiology and Infection-2019).

Aminoglicosideos: gentamicina e amicacina podem ser utilizadas no tratamento de ERC,
dependendo do perfil de suscetibilidade. Plazomicina é um novo antimicrobiano aprovado pelo FDA em
2018, com maior estabilidade a enzimas modificadoras de aminoglicosideos e com atividade contra a maior
parte das ERCs, exceto as produtoras de metalo-betalactamases NDM. Ainda ndo esta disponivel no Brasil
e aprovagao pelo FDA é somente para o tratamento de infec¢oes complicadas do trato urinario (E.
Durante-Mangoni; R-Andini; R. Zampino-Clinical Microbiology and Infection-2019).

Polimixinas: sio consideradas opg¢des importantes no tratamento de infecgoes causadas por ERC
e por outros microrganismos resistentes. Porém, vem sendo observado um aumento na prevaléncia de
enterobactérias resistentes a esses antimicrobianos (E. Durante-Mangoni; R-Andini; R. Zampino-Clinical
Microbiology and Infection-2019).

Tigeciclina: é uma opgao para pacientes estaveis com infec¢oes de pele e partes moles. Nao é
adequada para tratamentos de bacteremia, ja que apresenta niveis séricos insuficientes (E. Durante-
Mangoni; R-Andini; R. Zampino-Clinical Microbiology and Infection-2019).

Fosfomicina: apresenta boa atividade z wvitro contra ERC, principalmente contra cepas
de Klebsiellapnenmoniae produtoras de KPC, incluindo algumas também resistentes a colistina. Entretanto,

pode ocorrer discordancia entre a atividade 7z vitro e a in vivo. Mais estudos demonstrando seu real papel
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no tratamento de infec¢des por ERC ainda sao necessarios (E. Durante-Mangoni; R-Andini; R. Zampino-

Clinical Microbiology and Infection-2019).

METODOLOGIA DE TRABALHO

Foi realizada uma busca na bibliografia através dos bancos de dados eletronicos: PubMed (Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online), Scielo (Scientific Eletronic Library OnLine), capitulo de Livros e
otientagdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa,).

Para pesquisa nestes bancos de dados, utilizou-se as seguintes palavras-chave:

e Infeccdo hospitalar;

Antibioticos;

e Resisténcia bacteriana;

Bactérias gram-positivas;

Bactérias gram-negativas;
e Atuacido farmacéutica.
Diante do objetivo deste trabalho, foram incluidos como critério de inclusio:
e O papel do farmacéutico na Comissao de Infeccao Hospitalar;
e Prescricao Correta,
e Dispensacgio de drogas;
e Automedicacio

O critério de exclusio, consiste em todas as variaveis que nao contemplem o critério de inclusao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Apbs a coleta e analise dos estudos, foi possivel verificar que entre os médicos, é pratica comum
a prescri¢ao de associagoes de antimicrobianos, com os seguintes objetivos (Anvisa, 2008):
e Alargar o espectro antimicrobiano;
e Reduzir ou impedir a selecao de germes multirresistentes;

e Melhorar o resultado clinico por meio de possivel sinergismo.
De forma geral, a associagao de antimicrobianos é pratica redundante. Esta pratica ndo impede a
evolucao da resisténcia, nem melhora a resposta terapéutica, servindo, com frequéncia, para trafara
inseguranga e a ansiedade do prescritor. Esta atitude podera piorar o curso clinico pelo antagonismo

antibacteriano, além de elevar custos, resisténcia e toxicidade (Anvisa, 2008)
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E frequente o debate sobre o papel da terapia combinada nas infeccdes graves por Gram-
negativos, especialmente, Psexdomonas aernginosa e Acinetobacter spp, mas evidéncias suportando beneficios
sobre a resposta terapéutica ou sobre a resisténcia sao escassos e estudos atuais nao mostram beneficios
(Anvisa, 2008).

Em algumas situagbes, entretanto, a associagao podera ser efetiva, como:

e Nareducao da selecdo de resisténcia em situagoes de elevada carga microbiana e alto poder
de mutacdo dos patogenos (ex: tuberculose e AIDS);

e Na producao de sinergismo antibacteriano contra determinados microrganismos (ex:
enterococo), especialmente em sitios extra-urinarios;

e No alargamento do espectro terapéutico, na possibilidade de flora mista ou
multirresistente, até que os resultados de cultura estejam disponiveis (Anvisa, 2008)

Estudos retrospectivos avaliando o desfecho de pacientes com bacteriemia por Klebsiella pneunoniae
produtora de carbapenemicos (KPC-KP) demonstraram menor mortalidade para pacientes tratados com
associacdo de antimicrobianos do que para aqueles tratados com monoterapia. As associagcdes de
antimicrobianos mais utilizadas e avaliadas retrospectivamente foram polimixinas com tigeciclina,
tigeciclina com aminoglicosideos, tigeciclina com carbapenémicos e polimixinas com carbapenémicos,
mesmo nao estando estabelecido o beneficio de manter o uso de carbapenémicos para o tratamento destas
infecgdes (Hirsch; Tam, 2010; Daikos et al., 2011; Qureshi et al., 2012; Tumbarello et al., 2012; Daikos et
al., 2014; Oliva et al., 2014).

Tanto estudos in vitro, como os in vivo descritos apresentaram resultados conflitantes e nenhum
experimento de sepse urinaria através de injegao intraperitoneal de KPC-KP até o momento estudou
monoterapias em compara¢do com terapia combinada. Desta forma, optou-se pela realizacgio de um
modelo experimental para avaliar a eficacia de diferentes terapias contra Enterobacterias Resistentes a
Carbapenemicos (ERC), visto que o melhor tratamento para infecgdes por estes micro-organismos ainda
nao esta estabelecido (Toledo et al., 2012).

A alta mortalidade atribuida a infecgdes causadas por estas bactérias torna este aumento de casos
um problema de saude publica, sobretudo nos pafses em desenvolvimento, como o Brasil em que o
numero e a qualidade de leitos hospitalares e pré-hospitalares muitas vezes nao oferecem condigoes
adequadas de 17 precaugdes de contato. O aprimoramento das praticas sanitarias e o uso correto e pelo
minimo tempo necessario sao ferramentas essenciais para o controle desta epidemia (Akova et al., 2012)

Possivelmente a terapia combinada apresente melhor resposta terapéutica do que monoterapias
para micro-organismos resistentes, sobretudo em infec¢Oes sistémicas e com critérios de gravidade. A
terapia combinada pode teoricamente suprimir a emergéncia de resisténcia e proporcionar efeito sinérgico

(Mouton et al., 1999).
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Zusman (2013) observou sinergismo e prevencao de resisténcia com o uso de terapia combinada
em uma metanalise de estudos in vitro que combinavam polimixinas com carbapenémicos.

Com base nestes dados tedricos e in vitro, varios pacientes sao tratados com terapia combinada e
coortes observacionais retrospectivas realmente demonstram este beneficio, porém a combinacdo ideal
ainda nao foi definida.

Oliva (2014) relatou trés casos de terapia com associagao de ertapenem e meropenem, em infecgdes
por cepas com Concentracio Inibitéria Minina (CIM) para meropenem bastante elevadas. Um dos
pacientes foi a 6bito, mas todos tiveram resposta microbiolégica.

Tumbarello (2015) compilou infec¢des de varios centros entre 2010 e 2013, entre as quais 68%
eram bacteriemias e observou que a mortalidade geral em 14 dias foi de 34,1%. Além dos fatores que ja
havia demonstrado anteriormente como 21 preditores de mortalidade (choque séptico, terapia empirica
inadequada e escore elevado no APACHE III) relatou insuficiéncia renal cronica e resisténcia a colistina
como fatores de mau prognoéstico. Terapia combinada (com pelo menos dois antibidticos ativos in vitro)
foi relacionada a menor mortalidade, sobretudo nos pacientes com bacteriemia. Para o tratamento das
cepas com Concentragao inibitéria minima (CIM)< 8 mg/L para meropenem, incluir este agente na terapia
combinada foi significativamente associado com maior sobrevida. Desfecho favoravel em terapia
combinada também foi observado em estudos que avaliaram associagoes em infec¢des do trato urinario
(Satlin et al., 2011 e Alexander et al., 2012)

O uso excessivo de antibidticos pode provocar maior resisténcia bacteriana (Del Arco et al., 2015).
Desta forma, avaliarem duoterapias e terapia tripla a fim de averiguar se este acimulo de antimicrobianos
prescritos é realmente necessario para o tratamento eficaz contra estes patogenos resistente.

Em termos de sobrevida as monoterapias nao garantiram a mesma eficicia que as terapias

combinadas (Tumbarello et al., 2012; Qureshi et al., 2012 e Daikos et al., 2014).

Monoterapia vs. terapia combinada

Nesta revisio foram observados X estudos, dentre eles podemos verificar que 10 artigos,68
livros,41 manuais estudos observacionais vém demonstrado beneficio do uso de terapia combinada em
relagdo a monoterapia no tratamento de infecgdes por agentes produtores de carbapenemases. Apesar da
heterogeneidade de esquemas utilizados, o que prejudica comparagoes, a terapia combinada esta associada
a menor mortalidade hospitalar.

Estudos recentes com ceftazidima-avibactam sugerem que a monoterapia com essa combinagao
pode ser uma op¢ao adequada. Estudos observacionais mostram beneficio de ceftazidima-avibactam em

diferentes infecgoes por ERC, incluindo infecgoes de corrente sanguinea, quando comparada com outros
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esquemas. Os dados sugerem menor efetividade em cepas produtoras de OXA-48 e em pacientes com
pneumonia ou em dialise.

Poucos estudos controlados avaliaram o tratamento de infecgdes por ERC. E a maioria nio
apresenta poder estatistico o suficiente para que conclusoes soélidas possam ser feitas (E. Durante-

Mangoni; R-Andini; R. Zampino-Clinical Microbiology and Infection, 2019).

Estratégias preventivas de rastreabilidade dos multiressitentes

Sio fundamentais na prevenc¢ao de disseminac¢ao de resisténcia e devem ser aplicadas em todos os
hospitais e servicos de saude. Destacam-se:
1- A vigilancia e isolamento de pacientes com cepas multirresistentes (identificacao de portadores
ou infectados).
2- O uso de estratégias para diminuir a mutagdo e a transferéncia genética (erradicagao de
reservatorios — limpeza e desinfec¢ao adequadas).
3- O uso de medidas para diminuir a pressao seletiva (uso correto de antimicrobianos).
4- Evitar a dissemina¢do — uso correto das precaugoes e higienizagdo correta e frequente das
maos.
Baseando-se na revisao de Harbarth et al (2003), 20% de todas as IH sdo provavelmente evitaveis.
Prevenir é sempre melhor do que curar e a melhor estratégia esta em nossas maos! A seguir, os cinco

momentos preconizados para higienizac¢ao das maos, de acordo com a OMS:

Figura 1. Os cincos momentos para higienizagao das maos. Fonte: Organizacio Mundial de Saide.
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Rastreabilidade Para Multirrestentes

Antes de comegar a escrever o passo-a-passo, colocar um paragrafo sobre a importancia desta

rastreabilidade.

Quando colher cultura para identificar MR

As culturas devem ser colhidas de rotina quando houver suspeita de infecgdo ou em populacSes
de risco, quando houver suspeita de infec¢ido/colonizacio por MR.
Sio sitios de pesquisa de colonizacio por MR: retal, nasal, feridas/lesoes e secrecao traqueal (Guia

De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 20106).

Pacientes de risco

Pacientes cirurgicos; queimados; traumatizados; com dulceras de pressio/lesao de pele;
traqueostomizados; internados em UTI; em uso de antibiéticos; com internacao maior que sete dias; com

internagao prévia recente; em tratamento dialitico (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016).

Coleta de swab de vigilincia para multirresistente

Na admissao (swab nasal, oral, axilar, inguinal e retal).

Historia de internagdo anterior, durante no minimo 48 horas, nos ultimos 6 meses, quando em
situagdao de surto; e nos ultimos 3 meses, quando a situagdo estiver controlada (Guia De Antimicrobianos
— Unimed Londrina, 2016).

Historia de internagao anterior em UTI, durante no minimo 48 horas, nos ultimos 6 meses (Guia
De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016).

Paciente transferido de outro servico, com histéria de mais de 48 horas de internacao; (Guia De
Antimicrobianos — Unimed Londrina, 2016).

Tratamento prolongado com antibiéticos de amplo espectro nos ultimos 6 meses, principalmente
cefalosporinas de 3" geragao e carbapenens (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016)

Pessoas que tiveram contato com pacientes MR (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina,
2016).

RN cuja mae tenha passagem pela UTI durante a gestacio e/ou tenha utilizado antibiético de
amplo espectro durante a gestacao. Durante a internacdo (swab nasal, de orofaringe e retal) (Guia De
Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016).

Semanal de pacientes nas UTIs que ainda nido sejam MR positivo e enquanto houver pacientes MR

na unidade (Guia De Antimicrobianos — Unimed Londrina, 2016).
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Quinzenal de pacientes em uso de antibidtico de amplo espectro e com interna¢io prolongada,
conforme orientacao da CCIH (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2016).

Semanal de RN cuja mae tenha diagndstico de infecgdo ou colonizagdo com MR durante a
gestacdo (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2010).

Quinzenal de RN cuja mie tenha passagem pela UTI durante a gestagdo ou tenha utilizado
antibi6tico de amplo espectro durante a gestagao e nao tenha coletado o swab de vigilancia. Em casos de
surtos, conforme orientacdo da CCIH (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2010).

Todos os pacientes devem permanecer em precaucao de contato até a defini¢ao das culturas (Guia
De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2010).

Quando nio for possivel a coleta de swabs, os pacientes suspeitos de MR devem permanecer sob
precaucio de contato (avental de mangas longas e luvas) até a alta. Pacientes MR positivo devem
permanecer em precau¢ao de contato até que tenham trés swabs negativos (coletados com intervalo de 5
a 7 dias entre eles), corte de profissionais e equipamentos individuais (Guia De Antimicrobianos —Unimed
Londrina, 2010).

Pacientes contatantes de MR (KPC) devem permanecer em precaugdo de contato até que tenham
dois swabs negativos (colhidos com intervalo minimo de 48 horas entre eles) apds retirada a exposi¢ao ao
caso positivo (Amato Neto V, Nicodemo AC, Lopes HV. Antibiéticos na pratica clinica. 6* ed. Sao Paulo:

Sarvier Editora; 2007; Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina, 2010).

Uso otimizado de antimicrobianos (Antimicrobia ISteward ship Program)

Esta é uma estratégia recomendada desde 2007, atualizada por um grupo de experts em 2016.
Baseia-se no melhor uso dos antimicrobianos disponiveis, pois convivemos com patégenos altamente
resistentes. Ndo esta prevista a descoberta de novas drogas contra esses patégenos e o problema da
resisténcia é crescente e alarmante. Essa estratégia baseia-se nos seguintes pontos (Guia De
Antimicrobianos — Unimed Londrina, 2016):

Melhor indicacao do antimicrobiano: ter certeza da infeccao bacteriana, ndo tratar com antibiéticos
as infecgdes virais, ndo tratar colonizagdes, coletar culturas nas infecgdes graves e escolher a melhor opgao
para cada infecgao.

Melhor dose, que deve ser baseada no peso e ajustada pelo clearance de creatinina na disfun¢ao
renal. Nao esquecer da dose de ataque em diversos antimicrobianos.

Melhot/menor duragio: nio manter antimicrobianos por tempo prolongado e desnecessario.
Hoje, muitos tratamentos se completam em 5-7 dias de antibidticos, com exce¢ao dos bacilos gram-

negativos nao fermentadores (Psexdomonasaeruginosa, Acinetobacterspp).
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Transi¢do endovenoso para via oral tao logo seja possivel. Se possivel com a mesma droga ou
semelhante. Isto reduz o tempo de internagao, reduz complicacdes com acesso venoso e gastos com
hospitalizacio.

De-escalonar as drogas desnecessarias/redundantes apds os tesultados microbiolégicos, que
devem ser revelados em 48-72h. Toda terapia antimicrobiana deve ser reavaliada em 48 horas, se ha
realmente necessidade em manter ou alterar ou suspender (Guia De Antimicrobianos —Unimed Londrina,

2016).

Papel do Farmacéutico em uma Comissao de Controle de Infec¢io Hospitalar (CCIH) no
Controle do Uso Racional de Antimicrobianos

No Brasil, estima-se que 3% a 15% dos pacientes desenvolvem alguma infecgao hospitalar,
tornando-se um grave problema na saude publica. Portanto em 06 de janeiro de 1997 entrou em vigor a
Lei Federal 9431 a qual previa a obrigatoriedade da existéncia de uma Comissao de Controle de Infecgao
Hospitalar (CCIH), com objetivo de desenvolver a¢oes para a redugao maxima da incidéncia e da gravidade
das infecgbes hospitalares. A CCIH ¢ indispensavel na prevencdo da resisténcia bacteriana, pois sao
desenvolvidas a¢oes com fun¢do de minimizar as infecgdes no ambiente hospitalar e consequentemente
as resisténcias bacterianas.

O farmacéutico como componente da CCIH ¢é o profissional capacitado para avaliar as prescri¢oes
hospitalares, propor o uso racional dos antimicrobianos, elaborar juntamente com uma equipe
multidisciplinar o Guia Farmacéutico, patronizado assim os antimicrobianos utilizados no hospital, realizar
exames de identificacdo do agente infecioso e sensibilidade dos antimicrobianos para a correta selegao do
farmaco, praticar a aten¢ao farmacéutica, oferecendo informagdes sobre a utilizagio dos medicamentos,
estimular a terapia sequencial, elaborar relatérios de consumo e realizar treinamentos sistematicos na
prevencdo da propagaciao do patégeno e sua correta eliminagao do ambiente a equipe de satde.(OPAS.
Coordenacio Geral de Laboratérios de Saide Publica — CGLAB/SVS/MS e Disciplina de Infectologia da
Universidade Federal de Sao Paulo. Brasilia: Organizagdo Pan-Americana da Saude. 2008; BRASIL.
Presidéncia da Republica. Lei 9.431, de 6 de janeiro de 1997. Dispoe sobre a obrigatoriedade da
manutengao de programa de controle de infecgdes hospitalares pelos hospitais do pais (Brasilia, 1997).

As infec¢Oes causadas por bactérias resistentes tém um impacto negativo nas finangas dos
hospitais, pois eleva o tempo de internacao, necessidade de antimicrobianos de ultima gerac¢ao que sao
mais caros e consequentemente aumenta o risco de mortalidade. Na Europa, por exemplo, as resisténcias
bacterianas aos antimicrobianos custam 9 bilhoes de euros por ano e nos Estados Unidos (EUA) 4 a 5
bilhées de dolares (Gottlieb T, Nimmo GR. Antibiotic resistance is an emerging threat to public health:

an urgent call to action at the Antimicrobial Resistance Summit. Med ] Aust. 2011).
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Papel do Farmacéutico em Farmdcias e Drogarias no Controle do Uso Racional de
Antimicrobianos.

O farmacéutico ¢ um profissional diretamente envolvido na politica do uso racional de
medicamentos. Portanto, para que o farmacéutico moderno esteja preparado ¢ fundamental ter atitudes e
habilidades que permitam agregar-se a equipe de saide e interagir com o paciente e a comunidade, de
forma a educar sobre o uso adequado dos antimicrobianos, contribuindo para a melhoria da qualidade de
vida, em especial no éxito farmacoterapéutico.

Dentre as diversas atribui¢oes do farmacéutico que atuam em farmacias e drogarias, destacam-se
na prevencao do uso inadequado de antimicrobianos, avaliagao da prescricio quando a ocorréncia de erros
e interagdes medicamentos, prestar assisténcia farmacéutica através de agdes de educagao continuada,
informando quanto a0 modo de uso dos antimicrobianos, sobretudo alertando sobre a importancia de sua
administracio no horario prescrito e condi¢cdes de armazenamento adequado, informa ao Sistema
Nacional de Notificagdes para a Vigilancia Sanitaria NOTIVISA) em casos de eventos adversos e queixas
técnicas que comprometam o tratamento farmacoterapéutico e realizar treinamento continuo aos
funcionarios sobre a dispensacdo de antimicrobianos somente com prescricio e de forma adequada
(Scarcela et al., 2008).

O farmacéutico estando presente nas farmacias e drogarias tém a capacidade e o dever em informar
e tomar decisOes pautadas no conhecimento técnico-cientifico e na legislagio vigente e assumir uma
postura proativa na pratica da dispensagao, sem esperar sinais do paciente quanto a compreensio do seu

tratamento (Declour, 2009).

Prescri¢ao de Antimicrobianos

A utilizagio correta de antimicrobiano envolve a avaliacio criteriosa sobre sua necessidade de uso,
a escolha de um farmaco eficaz, seguro, com custo equilibrado e que seja administrado por tempo, dose e
intervalos posolégicos apropriados (Anvisa, 2017).
As agdes voltadas para a melhoria do uso de antimicrobianos vao desde abordagens educativas até
medidas restritivas, entre as quais podemos citar:
e Utilizagdo de protocolos clinicos para as principais sindromes clinicas;
e Adocao das boas praticas de prescri¢ao, como documentagao de dose, duragao e indicagao
do antimicrobiano;
e Auditoria prospectiva de prescricao com intervencao e divulgacao dos dados;
e Readequagdo da terapia, conforme resultados microbiolégicos; Analise técnica das

prescrigoes pela farmacia;
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e Restricaio com uso de formulario terapéutico e pré-autoriza¢ao de antimicrobianos (Anvisa,

2017).

Elaboragio de Protocolos clinicos

A elaboragio de protocolos clinicos com base em evidéncias cientificas e em praticas de consensos
¢ de fundamental importancia para orientar as agdes dos profissionais de saude, tanto de técnicos quanto
de gestores (Anvisa, 2017).

Foi demonstrado que a ado¢do de protocolos de uso de antimicrobianos ¢ efetiva na promog¢ao
do uso correto desses farmacos e, por isso, tal estratégia tem sido adotada por varios paises (Anvisa, 2017).

Os servigos de saude devem elaborar ou adaptar seus proprios protocolos, de acordo com as
caracteristicas clinicas e com os perfis epidemiolégico e microbiolégico locais (Anvisa, 2017)

Para isso, ¢ importante analisar se existem guias regionais ou nacionais para adapta-los as condi¢oes
epidemioldgicas (prevaléncia de principais patégenos e seus respectivos antimicrobianos), recursos de
diagnostico e arsenais terapéuticos institucionais (Anvisa, 2017).

E necessério que os protocolos sejam objetivos, para que na pratica clinica seu uso seja simples e
rapido, e que incorporem o perfil microbiolégico do setor no qual serdo usados, ja que a epidemiologia
pode variar entre setores de uma mesma instituicao. Além disso, devem ser atualizados periodicamente
(Anvisa, 2017).

A atuagao da farmadcia clinica junto ao Programa de Gerenciamento do Uso de Antimicrobianos é
primordial para melhorar os resultados em saide do paciente e os indicadores propostos no Programa
(Anvisa, 2017).

Para seu desenvolvimento, é importante a presenca de um farmaceéutico clinico dedicado, com
formagao adequada e conhecimento nessa area. Algumas das atividades voltadas ao uso de antimicrobianos
desenvolvidas pela farmacia clinica, sdo citadas a seguir (Anvisa, 2017).

e Participagdo no desenvolvimento e atualizagao de protocolos de indicagao e uso;

e Auditoria prospectiva da prescricao apos a dispensagao inicial pela farmacia;

e Auxilio na detecgdo e prevencio de interagoes indesejaveis tais como medicamento-
medicamento, medicamento-alimento, medicamento nutricio enteral;

e Auxilio na detecgao e prevengio de reagdes adversas e erros de medicagio;

e Auxilio na otimizagio da posologia conforme caracteristicas clinicas do paciente (peso,
funcdo e hepatica, hemodialise, dialise peritoneal), agente etioldgico, sitio infeccioso e

caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas do medicamento;
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e Otimizagao da forma de preparo (ex.: reconstitui¢ao, dilui¢ao, forma de administragdo via
sondas, equipo adequado, velocidade de infusao, tempo total de infusdo para manutengao
de estabilidade da solu¢ao, compatibilidade);

e Auxilio na monitorizagao terapéutica e ajuste de dose, de acordo com concentragao
plasmatica (ex.: vancomicina, aminoglicosideos);

e Auxilio no processo de descalonamento, ajuste da terapia, terapia sequencial (conversio de
terapia parenteral para oral) e suspensao de tratamento;

e Educacao dos profissionais de saude;

e Notifica¢do de suspeita de reacdo adversa a medicamentos, erro de medicacio, suspeita de

desvio de qualidade ou ineficacia terapéutica;

e Orientacao do paciente, especialmente no momento da alta (Anvisa, 2017).

Importincia dos laboratorios de microbiologia e clinico para a prescri¢ao correta de
antimicrobianos

O laboratério de microbiologia clinica tem papel importante para a prescricdio correta de
antimicrobianos pois isola, identifica e determina o perfil de sensibilidade a antimicrobianos dos patégenos
causadores de infecgdes (Anvisa, 2017).

Esses resultados viabilizam a reavaliagio e a readequagdo da terapia antimicrobiana prescrita
empiricamente (Anvisa, 2017).

Além disto, os antibiogramas sido utilizados na elaboracdo de guias terapéuticos locais pelos
programas de gerenciamento do uso racional de antimicrobianos.

Tem sido discutido se o laboratério de microbiologia deveria emitir laudos de antibiogramas
seletivamente (“em cascata”), ou seja, reportar a sensibilidade a antimicrobianos de amplo espectro ou
mais caros somente quando houvesse resisténcia aos antimicrobianos de menor espectro (Anvisa, 2017)..

Porém, até o momento nao ha evidéncia que esta seja uma medida efetiva que leve definitivamente
a reducdo do uso de antimicrobianos ou das porcentagens de resisténcia antimicrobiana (Anvisa, 2017).

Dessa maneira, cada programa de gerenciamento do uso de antimicrobianos deve decidir em
conjunto com a equipe do laboratério de microbiologia a respeito da implantagio desta medida e,
posteriormente, quanto a avaliacdo da ado¢dao da mesma (Anvisa, 2017).

A parceria forte entre os laboratérios microbioldgico e clinico e o Programa de Gerenciamento do
Uso de Antimicrobianos resulta na melhoria da qualidade da assisténcia oferecida ao paciente e maior

chance de sucesso terapéutico (Anvisa, 2017).
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A prescri¢ao de antimicrobianos em servigos de saude tem sido uma preocupagao, especialmente
pela dificuldade em garantir a sua utilizagio correta (dose e duracio do tratamento) pelos pacientes
(Anvisa, 2017).

Os protocolos sio diretrizes embasadas em evidéncias cientificas e praticas de consensos, cuja
implantacdo demonstrou ser efetiva e fundamental para promover o uso correto de antimicrobianos,
padronizando as condutas e prescri¢ao, sendo uma estratégia efetiva adotada em diversos pafses e em

todos os niveis de atencdo, desde a atenc¢ao basica até os servigos mais complexos (Anvisa,2017).

CONCLUSAO

Farmacéutico tem a capacidade de desenvolver medidas, com o objetivo principal de prevenir a
propagacio do patogeno resistente, evitando desta forma o uso inadequado dos antimicrobianos, altas
taxas de infec¢oes hospitalares, mortalidades e aumento no tempo de internagao, situagdes essas que
podem vir a agravar a situagao financeira dos hospitais ¢ a todo sistema de satde publica do pais.

Conclui-se que sao diversas as bactérias presentes no planeta e que todas elas representam um
problema gravissimo para ambientes hospitalares, tendo em vista que acometem pacientes ja debilitados
por patologias graves, desencadeando infeccbes que muitas vezes podem evoluir ao 6bito. Cabe aos
profissionais de satde refletirem sobre as graves consequéncias do uso indiscriminado de antibidticos e da
importancia da necessidade de se adotar, rigorosamente, as medidas de assepsia para o controle de infec¢ao
hospitalar.

Niao havendo, pois, casos de infeccdo hospitalar, nio ha necessidade do uso de antibiéticos para
trata-la, diminuindo a pressao seletiva sobre as bactérias do ambiente hospitalar e dos pacientes.

Os importantes avangos, conhecidos até hoje, para o controle total de doengas infeciosas tém sido
através de imunizagdes, dos cuidados de higiene ou de medidas de assepsia, particularmente, a lavagem
das maos.

Logo, é necessario conscientizar os profissionais de saude para que os mesmos venham adotar,
com responsabilidade, na sua pratica assistencial, as principais medidas basicas para o controle das
infecgoes hospitalares e também, quando for o caso, estimular a pratica do uso prudente de antibidticos.

Entao, ha uma necessidade de que ocorra, urgentemente, uma mudanga consciente e radical no
comportamento e de atitudes de todos os profissionais de saude, do consumidor (paciente), dos
pesquisadores, dos empresarios das industrias farmacéuticas, da administracio hospitalar e do proprio
governo e de muitos outros envolvidos no processo do controle da resisténcia bacteriana no contexto da
infec¢ao hospitalar.

O fenémeno da resisténcia bacteriana nao ¢ um problema individual, mas coletivo e mundial.
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O impacto da resisténcia bacteriana aos antibidticos representa uma ameaga para a continuidade
da vida humana no planeta terra.

Infeccdo hospitalar controlada, resisténcia bacteriana diminuidal
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