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Resumo

O despiste de ferropenia pré operatério numa populagio
pediatrica, pode constituir uma oportunidade para detectar
e corrigir estadios deficitdrios de ferro, susceptiveis de
provocar sequelas a médio/longo prazo. Com o objectivo
de detectar estas situagdes, fomos avaliar sistematicamente
em todos os hemogramas, que deram entrada no Servi¢o
de Patologia Clinica do Hospital Maria Pia num periodo
de 6 meses, a presen¢a de indicadores de défice de ferro,
nomeadamente: hemoglobina (Hb), volume globular médio
e RDW (red cell distribution width). Nos casos em que
foi encontrada alteracio em algum destes pardmetros foi
efectuado: protoporfirina eritrocitaria livre (PEL), ferro,
ferritina e transferrina. Nas situa¢des que confirmaram a
presenga de microcitose sem défice de ferro foi efectuado
o doseamento de Hb A2 e Hb F e pesquisa de inclusdes de
Hb H. Das 557 amostras que deram entrada para estudo
de rotina pré-operatéria, nove (1,62%) apresentaram alte-
racdo de pelo menos um dos pardmetros considerados para
despiste de ferropenia. Sete destas amostras revelaram
ferropenia, duas das quais associadas a anemia ¢ as outras
duas apresentavam a pesquisa de inclusdes de Hb H
positivas, sugestivo do diagnéstico de a-talassemia minor.
Com o presente trabalho pensamos ter contribuido, a
diferentes niveis, para o aproveitamento integral de todas as
informagdes analiticas fornecida pelos modernos contadores

hematoldgicos.
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ABSTRACT

Preoperative haematological evaluation could be an
opportunity to detect and correct iron deficiency in
paediatric population. With this objective we screened this
deficiency in a six-month period, searching for alterations
in haemoglobin (Hb), median globular volume and/or red
cell distribution width. In cases in which no alterations were
found additional laboratory test were performed, namely:
zinc protoporphyrin, iron, ferritin and transferrin. Situations
associated with microcytosis without iron deficiency, HbA2,
HbF and HbH inclusions were performed. In a six month
period, 557 blood samples were studied. Nine of them
(1,62%) presented an alteration in at least one parameter.
Seven were associated with iron deficiency, from which two
of them were associated with anaemia. The other two cases
were positive for the presence of HbH inclusions, suggesting
the a-thalassaemia minor diagnosis. With the present
work we think to have contributed, at different levels, for
the integral exploitation of all the analytical information

supplied by the modern haematological counters.
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INTRODUCAO

Odéﬁce de ferro continua a ser actualmente a
causa mais frequente de anemia em todo o
mundo. No entanto, nos paises desenvolvidos e em
vias de desenvolvimento, a melhorias das condig¢des
socio-economicas e dos cuidados primarios de saude,

a promo¢do do aleitamento materno correctamente
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complementado ¢ o recurso a produtos lacteos
enriquecidos em ferro e de fécil acesso, vieram no
entanto melhorar de forma significativa, o problema
da anemia ferripriva na popula¢do pediatrica.
Estudos epidemioldgicos demonstram uma redugéio
da prevaléncia da anemia em geral nas criancas
destes paises em que o défice de ferro deixou de ser
a sua etiologia principal, passando a ser as anemias
ferropénicas graves a ser uma raridade (1,2).

Novas questdes entretanto se levantaram.
Estudos bem controlados demonstraram que
criangas com anemias ferriprivas ligeiras ¢ mesmo
criangas com défices de ferro prévios a instalagio
de anemia podem, de forma irreversivel ver afectado
o seu desenvolvimento geral, nomeadamente o
desenvolvimento intelectual. Este facto conduz a que,
nos dias de hoje, seja dirigido um esfor¢o no sentido
da detecgio precoce de estadios de défice de ferro,
assim como da identificacdo de grupos populacionais
de risco em que, do ponto de vista de satde ptblica
seja importante dirigir uma intervencéo (1,3).

O despiste de ferropenia num estudo analitico
pré-operatorio numa populacdo pediatrica, pode
constituir uma oportunidade para detectar e corrigir
estadios deficitarios de ferro, susceptiveis de provocar
sequelas a médio/longo prazo. Estas situagdes podem
passar despercebidas e serem mesmo agravadas pela
hemorragia operatoria. Neste sentido procuramos
determinar a incidéncia de ferropenia numa populagéo
pedidtrica que iria ser submetida posteriormente a uma

intervencio cirirgica.

MATERIAL E METODOS

Amostra

Neste estudo foram incluidas todas as amostras de criangas
que deram entrada no servigo de Patologia Clinica do
Hospital de Criangas Maria Pia (HMP), num periodo de 6
meses, de diversas especialidades cirirgicas, para o estudo
de rotina pré-operatéria. Em todas elas, foi registado: o
servigo de origem, a idade, o sexo, o valor da hemoglobina
(Hb), assim como o volume globular médio (VGM) e
red cell distribution width (RDW). Nas criancas que
apresentavam alteracdes em pelo menos num destes trés
pardmetros laboratoriais, foi determinada a protoporfirina
eritrocitaria livre (PEL), com o excedente da amostra colhida
para hemograma e do restante soro colhido para as analises
bioquimicas de rotina pré operatéria, foi doseado o ferro, a

ferritina ¢ a transferrina. Nas situagdes em que foi detectada
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microcitose ¢ hipocromia sem défice de ferro, foi efectuada
a electroforese das hemoglobinas, doseamento de Hb A2 ¢
Hb F e pesquisa de inclusdes de Hb H.

Estudo Laboratorial

O hemograma foi efectuado no contador automético Sysmex®
K1000. A determinacio da PEL efectuou-se com eritrocitos
lavados num hematoflurémetro (Aviv Biomedical®). O ferro
foi doseado pelo método colorimétrico (IRN, Dade Behring®)
no analisador automatico multiparamétrico Dimension AR,
Dade Behring®. O doseamento da ferritina foi determinado
por imunoensaio quimioluminiscente no Immulite Automated
Analyser, DPC* Odoseamentodatransferrina, foiefectuadopor
nefelometria cinética no analisador Immage Imunochemistry
System, Beckman Coulter. O doseamento de Hb A2 foi
efectuado em colunas de cromatografia espectrofotométrica
sem interferéncia da Hb S (BioSystems®). O doseamento de
Hb F foi efectuado pelo método de-desnaturagio alcalina de
Betke (3,4). A electroforese das hemoglobinas foi efectuada
em tiras de acetato de celulose em pH alcalino. A pesquisa
de inclusdes de Hb H foi efectuada em esfregaco de sangue
periférico apds incubagdo durante 3 horas a 37°C com azul
brilhante de cresil (3).

Critério de Classificaciio de Ferropenia

Foram classificadas como ferropenias as situagdes que
apresentavam alteragdes em pelo menos dois dos seguintes
parametros: PEL, saturagfio da transferrina [ferro/ 25 X
transferrina (g/1)X100] e ferritina (5).

Valores de Referéncia

Para a Hb e VGM foram considerados anormais os
resultados inferiores 2 DP para a idade referidos por Nathan
and Osky’s (2). O RDW foi considerado anormal quando
superior a 14,5%. A PEL foi considerada anormal quando
superior a 75 pumol/mole de heme. Para a saturagfo da

transferrina e ferritina foram considerados os valores de

referéncia descritos por Tietz (6).

REsuLTADOS

Num periodo de 6 meses deram entrada no
Servigco de Patologia Clinica do HMP, 557 amostras
de criangas para estudo de rotina pré operatoria: 343
eram do sexo masculino e 214 do sexo feminino. A
idade média +/- 2DP foi de 5,63 +/- 6,68 (Fig. 1).
Estas criancas eram provenientes das especialidades
de otorrinolaringologia (58.35%), cirurgia geral
(24.78%), ortopedia (7.18%), estomatologia (3.95%),
oftalmologia (3.59%), urologia (1.62%), neurologia
(0.36%) e nefrologia (0.18%).
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Fig. 1 - Distribui¢éo por idades das 557 criangas.
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Foi encontrada alteragiio de pelo menos um dos
parimetros considerados para despiste de ferropenia
(Hb, VGM e RDW) em 9 criangas (1,62%). O
estudo laboratorial posterior, efectuado no sentido
de determinar a etiologia, permitiu concluir que 7
das amostras (1,26%) apresentavam ferropenia, duas
das quais associadas a anemia. Nestas criancas, todas
do sexo masculino, foi documentada a presenca de
microcitose (VGM baixo), hipocromia (hemoglobina
globular média baixa) e RDW e PEL aumentadas.
Relativamente aos pardmetros do ferro, 5 criancas
apresentavam a ST (saturagfio da transferrina) baixa e
3 apresentavam ferritina igualmente baixa (Tabela I).

As outras duas criancas, embora apresentassem
microcitose e hipocromia tinham os pardmetros
bioquimicos do sfatus de ferro normais. Estudos
adicionais, revelaram doseamento de HbA2 e HbF
normais e electroforese da Hb normal. A pesquisa de
inclusdes de Hb H foi positiva em ambos 0s casos,
permitindo-nos fazer o diagnostico de o-talassemia
minor (Fig. 2). O estudo familiar efectuado possibilitou
concluir que num caso (Fig. 2 A), o pai apresentava
também microcitose ¢ hipocromia, enquanto que no
outro caso (Fig. 2 B), ambos os progenitores eram

normais, do ponto de vista hematologico.

Anemia Ferripriva numa Populacdo Pedidtrica
Discussio

A questo do défice de ferro na crianca tem vindo
a adquirir novos contornos a partir do momento em
que estudos bem delineados demonstraram existir
efeitos negativos da capacidade intelectual de criangas
portadoras de défice de ferro, mesmo que ligeiros e
anteriores a instalac@o de anemia (2).

A prevaléncia do défice de ferro na populagfo
pediatrica em paises com o nosso nivel de desen-
volvimento socio-econdmico, embora tenha diminuido
de forma importante nas ultimas décadas, continua a
ser significativo. Os dois estudos epidemiologicos mais
recentes no nosso pais apontam para uma incidéncia
de 15,8 %, numa populagio de criangas entre os 6 ¢
0s 24 meses de idade, utentes dos servigo$ prestados
pelos dois centros de saude do concelho de Cascais ¢
75% numa populacdo de criangas inferior a 24 meses
de idade de 5 infantarios: 3 localizados em S Jodo da
Madeira e 2 no concelho de Sta. Maria da Feira (7). O
presente trabalho ndo tem a pretensfo de ser um estudo
epidemioldgico, até porque os pardmetros avaliados
(Hb, VGM e RDW), podem ser insuficientes como
sinais de despiste para avaliar a ferropenia na crianga.
Efectivamente é sabido que os diferentes indicadores
de défice de ferro perdem sensibilidade face a défices
ligeiros pelo que € consensual que para a sua detecgdo
¢ necessario a realizacdo de um numero mais alargado
de pardmetros analiticos (ST, ferritina, PEL e receptor
da transferrina), dificeis de justificar no contexto de
um estudo pré-operatdrio. Pensamos no entanto, que
o hemograma que constituiu um exame de rotina pré-
-operatdria pode ser Util na deteccdo de uma deficiéncia

de ferro num numero significativo de criangas.

Tabela I — Resumo dos dados registados e dos valores analiticos obtidos nas situagdes de ferropenia.

PEL
o Hb VGM HCM RDW Ferritina
Idade Sexo Especialidade o (pmol/mole de ST (%)
(€40)] (f) (pg) (%) (ng/ml)
heme)
Caso 1 1 Anos M Neurocirurgia 12,5 71,7 23,2 16,1 113 3,2 9,2
Caso 2 6 Meses M Cirurgia Geral 12,5 69,1 223 15,5 125 13,4 14
Caso 3 11 Meses M Cirurgia Geral 8,0 56,3 20,5 20,0 238 1,7 3
Caso 4 1 Anos M Ortopedia 9,5 68,6 21,1 17,5 203 3,6 49
Caso 5 9 Anos M Oftalmologia 10,8 76,1 24,5 15,4 100 7,0 7,0
Caso 6 8 Anos M Cirurgia Geral 11,9 71,8 22,2 148 157 34,8 6,8
Caso 7 9 Meses M Cirurgia Geral 10,9 73,9 23,3 15,3 120 7,5 19

M - masculino; HCM - Hemoglobina corpuscular média; ST - Saturagdo da transferrina.
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Fig. 2 - Representagdo dos valores analiticos obtidos nas duas criancas com a-talassemia.
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Considerando que a hemorragia pré e pos-operato-
ria por certo agravara um eventual défice preliminar de
ferro, a sua detecgdio pode permitir que estas criancas
sejam referenciadas e que sejam tomadas medidas
correctivas, como sejam a alteracdo de regimes
alimentares incorrectos, ou mesmo a instituicdo de
terapéutica com ferro oral.

No presente estudo prospectivo foram detectadas
7 criangas com ferropenia, duas das quais associadas
a anemia, que beneficiaram das referidas atitudes.
A prevaléncia encontrada (1,62%) € inferior aquela
que se pensa ser a realidade actual no nosso pais.
Este numero podera reflectir por um lado o nimero
reduzido de pardmetros valorizados e por outro lado
o facto de se tratar de uma populacdo ja objecto de
cuidados médicos anteriores, em que o défice de ferro
tenha sido detectado e corrigido. De referir que estas
7 criangas apresentaram uma PEL elevada. Este exame

analitico que foi realizado a posteriori € de execugéo
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Resumo

Foi objectivo deste estudo determinar a frequéncia de
isolados de E. coli produtores de P-lactamases de largo
espectro (ESBLs) tanto em infec¢des nosocomiais como da
comunidade, e avaliar a susceptibilidade aos antibidticos
entre as estirpes produtoras e néio produtoras de ESBLs. Dos
131 isolados investigados apenas 9 (6.8%) se enquadraram
nos critérios definidos pelo CLSI para screening de ESBLs,
¢ a sua presenca foi confirmada por Etest ESBL. Estes
isolados provieram maioritariamente de infecgdes da
comunidade em doentes com idade avancada e historia de
hospitalizaco prévia. A maioria (66.6%) mostrou resisténcia
simultdnea aos B-lactdmicos estudados, &s quinolonas e aos
aminoglicosideos.

Palavras chave: £. coli + ESBL + Etest ESBL
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ABSTRACT

It was the purpose of this study to determine the frequency
of extended-spectrum B-Lactamases (ESBLs) producing
isolates in E. coli, from hospital acquired and community
infections, and to evaluate antibiotic susceptibility between
ESBL producing and non-producing strains. Of 131 isolates
mvestigated only 9 (6.8%) fulfil CLSI screening criteria for
ESBL, and its production was confirmed by ESBL Etest. This
strains were mainly recovered form community infections in
old aged patients, with an history of previous hospitalisation.
The majority (66.6%) showed simultaneous resistance to the
studied B-lactams, the quinolones and aminoglycosides.
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produgio de P-lactamases de largo espectro
ESBLs) ¢ o principal mecanismo de resistén-

cia aos antibidticos entre a familia das-Enterobacte-
riaceae, nomeadamente em E. coli e K. pneumoniae
(1). Estas enzimas tém a particularidade de hidrolizar
as oximinocefalosporinas (cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima, cefepime e cefpiroma) e os
monobactamos. No sdo activas contra as cefamicinas
(cefoxitina e cefotetan) e os carbapenemos, e apre-
sentam como caracteristica serem inibidas pelo 4cido
clavulénico (2). A maioria deriva de mutagdes pontu-
ais das enzimas parentais TEM-1, TEM-2 e SHV-1,
sendo codificadas principalmente em genes de locali-
zacdo plasmidica, mas também cromossémica (3,4).

Actualmente o Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI - anteriormente NCCLS) recomenda
o screening de ESBLs em todos os isolados de
E. coli e K. pneumoniae que apresentem CMIs > 2 pg/mL
frente aos antibidticos cefpodoxima, ceftazidima,
aztreonamo, cefotaxima ou ceftriaxona (5). Dado
ndo existirem dados recentes sobre a ocorréncia de
ESBLs em isolados clinicos de E. coli em hospitais
portugueses, mas apenas a caracterizagdo de enzimas
isoladas em estirpes muito resistentes (6,7), foi
nosso objectivo determinar a frequéncia de estirpes
produtoras de ESBLs tanto em infec¢des nosocomiais
como da comunidade, e avaliar a susceptibilidade
aos antibidticos entre as estirpes produtoras e ndo
produtoras de ESBLs.

Durante um periodo de trés meses (Janeiro a
Marg¢o de 2006) 131 isolados de E. coli foram inves-
tigados no Laboratério de Microbiologia do Hospital

S. Teotdnio, Viseu. Ndo se inclufram isolados duplica-
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dos, sendo todos de pacientes diferentes. A identifica-
¢o das estirpes e os testes de susceptibilidade aos an-
tibidticos (ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico,
aztreonamo, ceftazidima ceftriaxona, ciprofloxacina,
gentamicina, imipenemo, nitrofurantoina, cotrimoxa-
zol) foram realizados no aparelho BD Phoenix® (Bec-
ton Dickinson, Sparks, USA) com recurso a galeria
UNMIC/ID-62 utilizando as guidelines do CLSI. Foi
usada como controlo a estirpe £. coli ATCC 25922.

Para a confirmag¢do da producdo de ESBLs
utilizamos tiras de Etest ESBL® (AB Biodisk, Solna,
Sweden) contendo num dos lados um gradiente
de cefotaxima (0.25-16 pg/mL) e no outro lado
cefotaximatacido clavuldnico (0.016-1.0 ug/mL). A
interpretacdo dos resultados foi efectuada segundo a
relagdo CMI da cefotaxima/CMI cefalosporina+acido
clavulédnico >8, pela aparicdo duma zona “fantasma”
redonda (Fig. 1) ou pela deformagéo da elipse do lado
da cefalosporina. Como controlo positivo e negativo
foram usadas as estirpes H50FFUP (produtora de
TEM-24) e H6FFUP cedidas pela Faculdade de
Farmacia da Universidade do Porto.

Dos 131 isolados investigados apenas 9 se
enquadraram nos critérios definidos pelo CLSI
para screening de ESBLs. Estes isolados provieram
maioritariamente de infec¢cdes da comunidade
em doentes com idade avancada e histéria de
hospitalizacdo prévia (Tabela I). Apds a execugéio do
Etest confirmatério todos se revelaram produtores
de ESBLs, sendo portanto a frequéncia de 6.8%. No

Fig.1 — Exemplo de um Etest ESBL confirmatorio positivo
(notar a zona “fantasma).
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entanto, se considerarmos a frequéncia por origem da
infec¢éo verificamos que, na infecgcdo nosocomial por
E. coli 12.5% (3/24) sdo produtores de ESBLs e na
infeccdo da comunidade 5.6% (6/107). Verificou-se
resisténcia simultdnea aos B-lactdmicos estudados, as
quinolonas (ciprofloxacina) e aos aminoglicosideos
(gentamicina) em 6 (66.6%) dos 9 isolados.

Quanto a susceptibilidade aos antibidticos nas
estirpes ndo produtoras de ESBLs, verificimos que
54.9% (67/122) foram susceptiveis a todos os anti-
bidticos testados, ndo se registando resisténcias ao
aztreonamo, ceftriaxona, ceftazidima e imipenemo. A
susceptibilidade a ampicilina, cotrimoxazol, amoxici-
lina/acido clavulénico, ciprofloxacina, gentamicina e
nitrofurantoina foi respectivamente de 57.4%, 77.9%,
81.1%, 89.4 %, 95.9% e 96.5%.

Recentemente, Winokur ef al. verificaram que
a prevaléncia de ESBLs é maior na América Latina
e predominantemente em K. preumoniae (45.4%).
A prevaléncia em E. coli variava entre 4.2-8.5% em
varios continentes, sendo de 5.3% na Europa (3).
Em Espanha varios estudos reportaram prevaléncias
relativamente baixas, variando de 1.55% a 3%,
verificando-se também um elevado nmero de isolados
produtores de ESBLs na comunidade. A resisténcia
a antibidticos ndo f-lactdmicos (cotrimoxazol,
ciprofloxacina e gentamicina) foi mais prevalente em
isolados resistentes a ampicilina (8-11). Rodriguez-
-Bafio e al. identificaram como factores de risco
da infec¢do na comunidade por E. coli produtora
de ESBLs, a diabetes, o uso de fluoroquinolonas,
infec¢des recorrentes do tracto urindrio, admissdo
hospitalar prévia e idade avangada (12).

Embora no nosso estudo tenhamos sido capazes de
detectar a produgdo de ESBLs em E. coli apenas com
a cefotaxima como teste confirmatorio, relembramos
que nem sempre isso € possivel devido ao diferente
perfil hidrolitico das ESBLs (as familias TEM e
SHV hidrolizam preferencialmente a ceftazidima, e
a familia CTX-M a cefotaxima), a hiperproducéo da
enzima indutivel AmpC cromossOmica ¢ alteracdo
de porinas, especialmente em isolados resistentes a
cefoxitina. A presenca de B-lactamases resistentes
aos inibidores (IRT-B-lactamases) que apresentam
mutagdes na sequéncia codificante ¢ também uma
possibilidade (2,13-16). Dai que o CLSI recomende o
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Tabela I - Caracterizagfo das 9 estirpes produtoras de ESBLs.

Caracterizacio das estirpes CMIs no BD Phoenix (pg/mL) CMiIs Etest (ng/mL)
Estirpe Produto O. L H.P. AZT CAZ CRO FOX CIP GEN CT CT/CTL

0676889 Urina C Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.032
0676949 Urina C Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.064
06139319 Urina C Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.094
06157079 Ex.Vaginal C Nio 16 2 >32 <4 <0.125 <2 >16 0.023
06167119 Sangue C Nzo 8 <1 >32 <4 >2 <2 >16 0.064
06197679 Urina N Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.125
06278439 Pus N Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.064
06287419  Expectoragio N Sim >16 >16 >32 <4 >2 >8 >16 0.094
06361479 Urina C Nao 8 >16 >32 8 >2 <2 >16 0.047

Legenda: O. [. — Origem da Infecgdo; C — Comunidade; N — Nosocomial; H.P. ~Hospitalizagdo Prévia; AZT - Aztreonamo; CAZ — Ceftazidima; CRO — Ceftriaxona;

FOX - Cefoxitina; CIP — Ciprofloxacina; GEN - Gentamicina; CT — Cefotaxima; CT/CTL ~ Cefotaxima/Cefotaxima+Acido Clavulanico.

uso simultidneo de pelo menos duas cefalosporinas, a
cefotaxima e a ceftazidima (5).

Os genes que codificam as ESBLs sdo usualmente
encontrados em plasmideos conjugativos, contudo,
tém também sido descritos em integrdes, que sdo
estruturas genéticas altamente eficientes na captura de
cassetes de genes que conferem resisténcia a vérios
grupos de antibidticos (aminoglicosideos, quinolonas,
tetraciclinas, trimetoprim, sulfonamidas), diminuindo
fortemente as opgdes terapéuticas (17-19).

O controlo e prevengdo da infec¢do (lavagem das
maos) sdo portanto, altamente prioritarios perante

pacientes infectados com £E. coli produtoras de
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