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RESUMO

Os avancos cientificos e tecnoldgicos que vem ocorrendo no mundo e no Brasil tém resultado
no aumento significativo do nimero de transplantes, embora estes ainda sejam insuficientes
diante da enorme demanda de 6rgéaos e tecidos do pais. Segundo o Registro Brasileiro de
Transplantes — RBT, foram realizados 14.809 transplantes de cérneas em 2018 no Brasil,
sendo o Rio Grande do Sul responsavel pela realizacdo de 617 transplantes, porém o Estado
soma um total de 49 pacientes em lista de espera. Atualmente temos 53 Bancos de Olhos em
funcionamento no Brasil. Entre os transplantes realizados, o de cérnea é o procedimento de
transplante tecidual de grande sucesso em humanos e o mais realizado. O procedimento de
transplante de cornea consiste em substituir a porcéo debilitada da cdrnea de um paciente por
uma cornea saudavel, oriunda de um doador. Apesar dos meios de conservacgao apresentarem
substancias antimicrobianas na sua composi¢do, trabalhos mostram a permanéncia de
microrganismos resistentes como o Staphylococcus aureus, estreptococos, bacilos gram-
negativos como a Klebsiella que podem ocasionar infeccdes pods transplante. A introducdo do
meio de preservacdo de corneas de médio prazo no Brasil ocorreu ha mais de dez anos. Dois
meios vem sendo utilizados na preservacdo de cdérneas no pais, 0 Optisol-GS ® (Bausch e
Lomb, EUA) e o Eusol-C® (Al.Chi.ltalia). O método MALDI-TOF consiste em um sistema
na qual o material biolégico é colocado em uma placa em que ha uma matriz polimerica. Com
um laser, a amostra é irradiada onde ha ionizacdo de varias moléculas, que sdo aspiradas e
levadas até o detector. A grande vantagem deste método é a identificagdo répida e com o
minimo de preparo da amostra, o que leva a uma grande economia de tempo.

Palavras chave: Banco de tecidos. Transplante de corneas. Meios de preservacdo. MALDI-
TOF. Endoftalmites.



ABSTRACT

The scientific and technologial advances that have been taking place in the world and in
Brazil have a great impact on the number of transplants, although these are insufficient due to
the enormous demand for organs and tissues in the country. According to the Brazilian
Registry of Transplantation — RBT, 14.809 cornea transplants were performed in 2018 in
Brazil, and Rio Grande do Sul is responsible for 617 transplants, but a total of 49 patients in
the waiting list. Currently we have 53 Eye Banks in operation in Brazil. Among the
transplants performed, corneal transplantation is the most successful human transplantation
procedure and the one performed. The corneal transplant procedure consists of replacing the
weakened portion of a patient’s cornea with a healthy cornea from a donor. Although
preservation media are important as antimicrobials in their composition, the studies show a
permanence of resistant microorganisms such as Staphylococcus aureus, streptococci, gram-
negative bacilli such as Klebsiella that are a post-transplant lesion. From the expiration of ten
years. Two averages have been used in the protection of corneas in the country, Optisol-GS ©
(Bausch and Lomb, USA) and Eusol-C® (Al.Chi.ltalia). The MALDI-TOF method consists of
a system in which the biological material is placed on a plate in which theres is a polymer
matrix. With a laser, a sample is irradiated where there is ionization of several molecules,
which are aspirated and taken to the detector. The great advantage of this method is a quick
indentification with minimal preparation of the sample, which leads to a great saving of time.

Keywords: Tissue bank. Transplant of corneas. Means of preservation. MALDI-TOF.
Endophthalmitis.
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1 INTRODUCAO

Os avancos cientificos e tecnolégicos que vem ocorrendo no mundo e no Brasil tém
resultado no aumento significativo do nimero de transplantes, embora estes ainda sejam

insuficientes diante da enorme demanda de 6rgdos e tecidos do pais.

Nos Estados Unidos da América (EUA) em 1944, se estabeleceu o primeiro banco de
tecido ocular (BTO) do mundo, com o objetivo de garantir a qualidade da cérnea doada.
Fundou-se a Eye Bank Association of America - EBAA, em 1961, a fim de estabelecer
normas técnicas para o funcionamento e certificagdo dos bancos de tecidos oculares.
Anualmente, a EBAA divulga um relatorio estatistico detalhado sobre os transplantes de
corneas realizados nos Estados Unidos, com o objetivo de identificar os avangos, sucessos e
reconhecer as falhas no processo de doacdo, captacédo e preservacdo. Os Estados Unidos sdo

referéncia mundial em transplante de cornea. )

Dados da EBAA, demonstram que, em 2018 foram doados 133.576 clrneas para
transplante. Os Estados Unidos € o primeiro pais do mundo em namero absoluto de
transplantes. No entanto, os transplantes sdo pagos pelos préprios pacientes de forma direta ou
por meio de planos de salde, exceto aqueles financiados por programas assistenciais do

governo.

No Brasil, a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgéos — ABTO, fundada em
1987, tem por objetivo promover o desenvolvimento de atividades relacionadas a transplante
de drgaos e tecidos. Anualmente, desde 1997, é divulgado pela ABTO, o Registro Brasileiro
de Transplante — RBT com dados nacionais e regionais de todos o0s tipos de transplantes

realizados no pais, incluindo o transplante de cornea. @

Segundo o Registro Brasileiro de Transplantes — RBT, foram realizados 14.809
transplantes de corneas em 2018 no Brasil, sendo o Rio Grande do Sul responsavel pela
realizacdo de 617 transplantes, porém o Estado soma um total de 49 pacientes em lista de
espera. @ O Brasil é um dos paises que mais possui programas de transplantes de 6rg&os e
tecidos, tornando-se o segundo pais no mundo em numero de transplantes, ficando atras

somente dos Estados Unidos. @



O Sistema Unico de Satde — SUS financia mais de 95% dos transplantes realizados no
pais e também custeia todos os medicamentos imunossupressores para os pacientes, ©
indicando que as politicas publicas contribuem para o acesso de inimeros brasileiros a esta
terapia.

Entre os transplantes realizados, o de cornea é o procedimento de transplante tecidual
de grande sucesso em humanos e o mais realizado. Isto ocorre, devido ao crescimento do
nimero de doadores, baixo indice de rejeicdo neste tipo de transplante e também porque ha
um aumento no nimero de Bancos de Tecidos Oculares Humanos — BTOC, também
conhecidos como Banco de Olhos. -

E evidente o crescimento no numero de transplante de cornea realizados nos Gltimos
anos, devido as novas técnicas operatorias, ampliagcdo da faixa etaria da populagéo, a melhor
selecio de tecido doador e & crescente conscientizagio da populagdo. ® Também cabe
ressaltar que o transplante de cornea vem sendo um dos transplantes de maior sucesso no
Brasil, principalmente devido ao seu menor risco de rejeicdo, por se tratar de um tecido

avascular.

O procedimento de transplante de cornea consiste em substituir a por¢ao debilitada da
cérnea de um paciente por uma cérnea saudavel, oriunda de um doador. Essa substituicdo
pode ser pelo transplante penetrante (total) ou pode ser o transplante lamelar anterior ou
lamelar posterior (parcial).® Os procedimentos sdo agrupados dependendo da finalidade,
finalidade oOptica (melhorar a visao), transplante tecténicos (corrigir perfuragdes oculares),
terapéuticos (tratamento de infecgbes ndo responsivas) ou ainda estético.®

O transplante de cdrnea também se sobressai pelo que representa na recuperacdo da
visdo de um individuo, uma vez que, as doencas da cornea correspondem a segunda causa de
cegueira reversivel no mundo e provocam uma importante perda fisiolégica e social. O
transplante de cdrnea ou ceratoplastia pode ter finalidades diagnoésticas, terapéuticas ou
tectdnicas (corrigir perfuracdes oculares). Por essa razdo, podemos perceber o quanto esta
estrutura € importante para manter a visdo de uma pessoa e 0 que este procedimento pode

significar para o paciente. 419

Porém, os resultados dos transplantes de corneas estdo intimamente relacionados a
qualidade dos tecidos e dos processos nos Bancos de Olhos como captacdo, preservacao,

reavaliacéo e liberacdo destes tecidos.



Apesar dos grandes esforgcos dos Bancos de Tecidos Oculares Humanos para preservar
a qualidade dos tecidos e de seus servigos, infecgdes pos transplante podem ocorrer, sendo por
origem de contaminagdo pré-operatoria, por condicGes assepticas inadequadas durante a
manipulagio da cornea ou por fatores do receptor. V)

A captacdo da cdrnea € realizada ap0s a sele¢do do doador. Existem duas formas para
remocao das corneas, a remocgao pode ser feita diretamente ou apds a enucleacgdo (retirada) do
globo ocular, sendo a enucleagdo o procedimento mais utilizado pela facilidade, o que
possibilita uma melhor avaliagio do tecido doado. 2

Atualmente temos 53 Bancos de Olhos em funcionamento no Brasil. ® Apesar dos
meios de conservacgao apresentarem substancias antimicrobianas na sua composicao, trabalhos
mostram a permanéncia de microrganismos resistentes como o Staphylococcus aureus,
estreptococos, bacilos gram-negativos como a Klebsiella que podem ocasionar infeccdes pos
transplante. Mesmo com esses dados, os Bancos de Olhos geralmente ndo realizam triagem

microbioldgica de seus doadores ou de seus processos.

Para que o transplante de cOrnea ocorra é preciso cumprir uma série de requisitos antes
de ser liberado para o transplante. E preciso assegurar que o tecido doado esta livre de
contaminacdo microbiolégica para evitar o risco de infecgdo pos-cirurgica do receptor,

especialmente a endoftalmite. ¥



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Identificar a presenca de fungos leveduriformes em meios de preservacdo de cornea

provenientes de Bancos de Tecidos.

1.1.2 Objetivos especificos

e ldentificar o crescimento de leveduras presentes em liquidos de preservacdo de

cornea;

e Identificar as possiveis espécies de fungos leveduriformes presentes em liquidos de

preservacdo de cornea a partir da tecnica MALDI-TOF.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE FUNGOS LEVEDURIFORMES EM MEIOS
DE PRESERVACAO PARA TRANSPLANTE DE CORNEA A PARTIR DA
TECNICA DE MALDI-TOF

Tais Soares Martins, Fernando Pagnussato, Mercedes Passos Geimba

1.1 RESUMO

Os avancos cientificos e tecnoldgicos que vem ocorrendo no mundo e no Brasil tém resultado no aumento
significativo do nimero de transplantes, embora estes ainda sejam insuficientes diante da enorme demanda de
orgdos e tecidos do pais. Segundo o Registro Brasileiro de Transplantes — RBT, foram realizados 14.809
transplantes de cérneas em 2018 no Brasil, sendo o Rio Grande do Sul responsavel pela realizagdo de 617
transplantes, porém o Estado soma um total de 49 pacientes em lista de espera. Atualmente temos 53 Bancos de
Olhos em funcionamento no Brasil. Entre os transplantes realizados, o de cornea é o procedimento de transplante
tecidual de grande sucesso em humanos e o mais realizado. O procedimento de transplante de cérnea consiste em
substituir a por¢do debilitada da cornea de um paciente por uma cérnea saudavel, oriunda de um doador. Apesar
dos meios de conservacao apresentarem substancias antimicrobianas na sua composicédo, trabalhos mostram a
permanéncia de microrganismos resistentes como o Staphylococcus aureus, estreptococos, bacilos gram-
negativos como a Klebsiella que podem ocasionar infeccdes pos transplante. A introducdo do meio de
preservacao de corneas de médio prazo no Brasil ocorreu ha mais de dez anos. Dois meios vem sendo utilizados
na preservacao de cdrneas no pais, o Optisol-GS ® (Bausch e Lomb, EUA) e o Eusol-C® (Al.Chi.ltalia). O
método MALDI-TOF consiste em um sistema na qual o material biolégico é colocado em uma placa em que ha
uma matriz polimérica. Com um laser, a amostra é irradiada onde ha ionizacdo de varias moléculas, que sdo
aspiradas e levadas até o detector. A grande vantagem deste método ¢ a identificagdo rapida e com o0 minimo de
preparo da amostra, o que leva a uma grande economia de tempo.

Palavras chave: Banco de tecidos. Transplante de cérneas. Meios de preservacdo. MALDI-TOF. Endoftalmites.
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2.2 INTRODUCAO

Os avancos cientificos e tecnolégicos que vem ocorrendo no mundo e no Brasil tém
resultado no aumento significativo do numero de transplantes, embora estes ainda sejam

insuficientes diante da enorme demanda de érgdos e tecidos do pais.

Nos Estados Unidos da América (EUA) em 1944, se estabeleceu o primeiro banco de
tecido ocular (BTO) do mundo, com o objetivo de garantir a qualidade da cérnea doada.
Fundou-se a Eye Bank Association of America - EBAA, em 1961, a fim de estabelecer
normas técnicas para o funcionamento e certificagdo dos bancos de tecidos oculares.
Anualmente, a EBAA divulga um relatério estatistico detalhado sobre os transplantes de
corneas realizados nos Estados Unidos. Os Estados Unidos séo referéncia mundial em

transplante de cornea.

Dados da EBAA, demonstram que, em 2018 foram doados 133.576 cOrneas para
transplante. Os Estados Unidos € o primeiro pais do mundo em namero absoluto de
transplantes. No entanto, os transplantes sdo pagos pelos préprios pacientes de forma direta ou
por meio de planos de salde, exceto aqueles financiados por programas assistenciais do

governo.

No Brasil, a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgéos — ABTO, fundada em
1987, tem por objetivo promover o desenvolvimento de atividades relacionadas a transplante
de drgdos e tecidos. Anualmente, desde 1997, é divulgado pela ABTO, o Registro Brasileiro
de Transplante — RBT com dados nacionais e regionais de todos os tipos de transplantes

realizados no pais, incluindo o transplante de cérnea. ®

Segundo o Registro Brasileiro de Transplantes — RBT, foram realizados 14.809
transplantes de corneas em 2018 no Brasil, sendo o Rio Grande do Sul responsavel pela
realizacdo de 617 transplantes, porém o Estado soma um total de 49 pacientes em lista de
espera. @ O Brasil ¢ um dos paises que mais possui programas de transplantes de 6rgéos e
tecidos, tornando-se o segundo pais no mundo em numero de transplantes, ficando atras

somente dos Estados Unidos. @

O Sistema Unico de Satde — SUS financia mais de 95% dos transplantes realizados no

pais e também custeia todos os medicamentos imunossupressores para os pacientes,®
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indicando que as politicas publicas contribuem para o acesso de inimeros brasileiros a esta

terapia.

Entre os transplantes realizados, o de cornea é o procedimento de transplante tecidual
de grande sucesso em humanos e o mais realizado. Isto ocorre, devido ao crescimento do
nimero de doadores, baixo indice de rejeicdo neste tipo de transplante e também porque ha
um aumento no nimero de Bancos de Tecidos Oculares Humanos — BTOC, também
conhecidos como Banco de Olhos.

E evidente o crescimento no numero de transplante de cornea realizados nos Gltimos
anos, devido as novas técnicas operatorias, ampliacdo da faixa etéaria da populacdo, a melhor
selecdo de tecido doador e a crescente conscientizacio da populacdo.® Também cabe
ressaltar que o transplante de cornea vem sendo um dos transplantes de maior sucesso no
Brasil, principalmente devido ao seu menor risco de rejeicdo, por se tratar de um tecido

avascular.(”

Essa substituicdo pode ser pelo transplante penetrante (total) ou pode ser o transplante
lamelar anterior ou lamelar posterior (parcial).®) Os procedimentos sio agrupados
dependendo da finalidade, finalidade Optica (melhorar a visdo), transplante tectdnicos
(corrigir perfuracfes oculares), terapéuticos (tratamento de infec¢bes ndo responsivas) ou
ainda estético. ©

O transplante de cdrnea também se sobressai pelo que representa na recuperacéo da
visdo de um individuo, uma vez que, as doencas da cornea correspondem a segunda causa de
cegueira reversivel no mundo e provocam uma importante perda fisiologica, social e
econdbmica. O transplante de cornea ou ceratoplastia pode ter finalidades diagndsticas,
terapéuticas ou tectbnicas. Por essa razdo, podemos perceber o quanto esta estrutura é
importante para manter a visdo de uma pessoa e 0 que este procedimento pode significar para

alguém que esté na fila aguardando um transplante. “-19

Porém, os resultados dos transplantes de cérneas estdo intimamente relacionados a
qualidade dos tecidos e dos processos nos Bancos de Olhos como captagdo, preservacao,

reavaliacdo e liberacdo destes tecidos. 4

Apesar dos grandes esfor¢os dos Bancos de Tecidos Oculares Humanos para preservar

a qualidade dos tecidos e de seus servigos, infec¢des pds transplante podem ocorrer, sendo por



13

origem de contaminagdo pré-operatoria, por condicOes assepticas inadequadas durante a
manipulagio da cornea ou por fatores do receptor. V)

A captacdo da clrnea € realizada ap6s a selecdo do doador. Existem duas formas para
remocao das corneas, a remoc¢do pode ser feita diretamente ou ap6s a enucleacéo (retirada) do
globo ocular, sendo a enucleacdo o procedimento mais utilizado pela facilidade, o que
possibilita uma melhor avaliagio do tecido doado. *?

Atualmente temos 53 Bancos de Olhos em funcionamento no Brasil.*® Apesar dos
meios de conservacgdo apresentarem substancias antimicrobianas na sua composicao, trabalhos
mostram a permanéncia de microrganismos resistentes como o Staphylococcus aureus,
estreptococos, bacilos gram-negativos como a Klebsiella que podem ocasionar infecgdes pos
transplante. Mesmo com esses dados, os Bancos de Olhos geralmente ndo realizam triagem

microbioldgica de seus doadores ou de seus processos.

Para que o transplante de cornea ocorra é preciso cumprir uma série de requisitos antes
de ser liberado para o transplante. E preciso assegurar que o tecido doado esta livre de
contaminacdo microbiolégica para evitar o risco de infecgdo pos-cirurgica do receptor,

especialmente a endoftalmite. ¥

2.3 MEIOS DE PRESERVACAO DA CORNEA

A introducdo do meio de preservacdo de corneas de médio prazo no Brasil ocorreu ha
mais de dez anos. Dois meios vem sendo utilizados na preservacdo de cOrneas no pais, o
Optisol-GS ® (Bausch e Lomb, EUA) e o Eusol-C® (Al.Chi.Italia). O meio de preservacao
Eusol-C ®, contém gentamicina como antimicrobiano e dextran como fator promotor de
deturgescéncia do tecido. Meio Eusol-C ® (Laboratorios Al. Chi. Mia, Italia) é composto de
dextran, piruvato de sdédio, glicose, aminoacidos essenciais e ndo-essenciais, sais minerais e
vitaminas, gentamicina, HEPES, bicarbonato, vermelho fenol. Esses dois meios sdo para
conservacdo a 4°C para periodos de até 14 dias. A conservacao de cornea entre 2°C e 8°C é a
mais utilizada no Brasil. Os dois meios permitem a cornea manter elevado metabolismo.
Agora, ja 0 meio de preservacdo Optisol-GS® (Bausch and Lomb, Irvine, CA, E.U.A) é
composto de sulfato de condroitina, dextran 40, base Optisol, bicarbonato de sddio,
gentamicina, sulfato de estreptomicina, aminoacidos, piruvato de sodio, L-glutamina, 2-

mercaptoetanol, agua purificada. @
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A longa permanéncia da cornea nos meios de preservacdo indica sua pior qualidade e
grande insucesso na preservacdo. Mesmo com 0s meios que possibilitam a preservagdo das
cdrneas por até quatorze dias, estudos mostraram maior perda endotelial e morte do tecido

quando se ultrapassa o periodo de sete dias. 2

2.4 ENDOFTALMITES

A endoftalmite constitui uma das complicagdes mais graves e de pior resultado
funcional entre as afeccBes oftalmoldgicas, a infeccdo pode ser causada por contaminagdo
pré-operatdria do tampdo cirdrgico, condi¢Bes inadequadas de tratamento durante a cirurgia
ou por fatores de risco.*® Endoftalmite é o nome dado a infecgdo fingica ou bacteriana no
interior do olho, que envolve estruturas como o0s humores e/ou aquoso. Podem ser

classificadas como enddgenas ou exdgenas. 7

A endoftalmite endogena é causada por microrganismos provenientes do proprio corpo
e que foram disseminados pela corrente sanguinea até o olho. Os pacientes geralmente
apresentam o0s sintomas de sua infec¢do sistémica subjacente, as vezes podem apresentar
apenas sintomas oculares. Os microrganismos envolvidos sdo o Staphylococcus aureus,
estreptococos, Bacilos gram-negativos como a Klebsiella.*® Ainda assim, a maioria dos casos
de endoftalmites é do tipo exdgenas, sendo causadas por microrganismos oriundos do
ambiente externo. Sendo as principais causas da penetracdo desses microrganismos no interior
do olho: os traumas, cdrnea previamente infectada ou cirurgia prévia. Os principais
microrganismos envolvidos sdo Bacillus cereus e Staphylococcus coagulase-negativos,
Propionibacterium acnes e os fungos como a Candida spp. em especial a Candida

albicans.®”

Os fungos normalmente ndo penetram na coOrnea integra e apesar da presenca de
muitos sapréfitas compondo a microbiota conjuntival normal, existe a necessidade da ruptura
do epitélio corneano para que ocorra a penetracdo dos mesmos. A viruléncia do fungo é
devido a sua capacidade de resistir as defesas do hospedeiro e de penetrar através da
membrana integra, atingindo a camera anterior. Podendo ainda causar necrose tecidual através

da producao de enzima. 9
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Estudos revelam que a infeccdo oftalmoldgica ap6s o transplante de cdrnea indicam
que o risco de transmissdo microbiana do doador para o receptor é infinitamente maior

quando ha cultura positiva da borda do doador. %

Quando se observa sinais de endoftalmite logo ap6s o transplante, os pacientes
precisam ser tratados imediatamente para 0s microrganismos especificos afim de combater a

contaminagao microbiana. *©

No momento do transplante de cérnea, a borda corneosclerética (residual) pode ser
submetida a cultura, principalmente como um marcador de contamina¢do em qualquer etapa
durante o processamento prévio pelo Banco de Olhos. E caracteristica da endoftalmite ocorrer
de forma réapida dentro de 48 horas a 72 horas logo apos transplante.

2.5 METODO CLASSICO DE IDENTIFICACAO DE FUNGOS LEVEDURIFORMES

Existem técnicas convencionais de cultivo e isolamento de microrganismos que sdo
comumente empregadas. Os métodos classicos para identificagdo de microrganismos se
baseiam em caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiologicas. Para cada microrganismo
existem testes bioquimicos e fisiologicos para identificacdo. ?*?2 O cultivo de forma geral é
a técnica mais utilizada para realizar a leitura microbioldgica, € uma técnica simples que
permite identificacdo de microrganismos. A desvantagem que alguns microrganismos podem
ndo estar viaveis e ndo cultivaveis o que acaba ocorrendo € um problema na interpretacdo do

teste.

A identificacdo de leveduras isoladas de espécimes clinicos para o nivel de espécie
tem se tornado cada vez mais importante. Uma ampla gama de patdgenos reconhecidos e a
descoberta de resisténcia a drogas antifungicas sdo fatores que contribuem para essa
necessidade.® O meio CHROMagar Candida pode identificar espécie de Candida com base
na cor e morfologia coloniais. A utilizacdo deste meio facilita a deteccao e a identificacdo
destas leveduras, fornecendo resultados presuntivos em menor tempo que os obtidos pelos
métodos ja padronizados.®” O meio Sabouraud Dextrose (ASD) é utilizado para cultivo de
fungos patogénicos e comensais e leveduras. A alta concentracdo de dextrose pH acido da
formula deste agar permitem a seletividade dos fungos, utilizado para diagndstico de

infeccBes causadas por fungos. Como principio temos a digestdo enzimatica de caseina e
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digestdo enzimatica de tecido animal fornecem nitrogénio e vitaminas necessarias para o

crescimento do organismo no agar. A dextrose serve como fonte de energia. ?®

Os metodos convencionais de identificacdo de leveduras consistem principalmente em
caracteristicas de assimilacdo e fermentacdo. A identificacdo de leveduras requer avaliacdo da

morfologia microscopica e dos estudos bioquimicos. 3

2.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR POR MALDI-TOF

A sigla significa Matrix Associated Laser Desorption-lonization-Time of Flight e
consiste em um sistema na qual o material biolégico é colocado em uma placa em que ha uma
matriz polimérica. Com um laser, a amostra é irradiada onde ha ionizacdo de varias
moléculas, que sdo aspiradas e levadas até o detector. Conforme a molécula, o tempo de
chegada ao detector (time off light) é diferente. Através de um grafico que gera diferentes
picos para cada espécie bacteriana e fungica, obtém-se um grafico especifico. Estes dados
obtidos sdo comparados a uma base de dados computadorizada que interpreta e fornece o

resultado de forma rapida. ®

lon Detector |

/Enur TOF Mass Analyzer

s AA A
s ¥ Electroststic Fiekt
Tonized Proteins S

Mass Analyzer "
% /
A Q Vaporizad, Positively
P *® / ® Charged Cloud of Sample
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- “"'// Laser Beam
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Figura 1: MALDI-TOF: como ocorre a espectrofotometria no aparelho

A grande vantagem deste método ¢ a identificacdo rapida e com o minimo de preparo
da amostra, o que leva a uma grande economia de tempo. O diagnéstico rapido e preciso de
patdgenos € primordial para o tratamento adequado. Com o aumento do uso da técnica 0s

bancos de dados ficaram mais completos e a identificacdo mais acurada. @7



17

2.7 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (DEMIP) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Com amostras cedidas da Unidade de Multitecidos
(UBMT) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Os 11 isolados de fungos foram identificados presuntivamente a partir de 136 botdes
corneoesclerais conforme projeto de pesquisa N° 16-0334, aprovado na Plataforma Brasil sob
0 CAAE 57465416.0.0000.5327 (Pagnussato, F.; Marinho, D. R.; Geimba, P. G., 2016).

O isolamento das culturas fungicas foi observado ap6s a incubacdo de 0,1mL do meio
de conservagdo precipitado no meio de cultura agar Sabouraud dextrose — ASD (Merk,
Darmstardt, Germany), as placas foram incubadas a 37°C por 24 a 72 horas. No prazo de 1 a
3 dias foi identificado macroscopicamente o crescimento de colbnias com caracteristicas e

morfologia de compatibilidade com os aspectos leveduriformes.

As colonias isoladas a partir do meio agar Sabouraud dextrose foram entdo
subcultivadas no meio CHROMagar™ Candida (BD, Sparks, USA) e incubadas a 37°C por
48 horas. A morfologia apenas das colonias pigmentadas foram consideradas na leitura e na

interpretacédo dos resultados. Todas as analises foram feitas em triplicatas.

Apos o periodo de incubacdo e identificacdo macroscépicas das coldnias, foi realizado
a preparacdo das amostras para a técnica de MALDI-TOF. As técnicas utilizadas foram:

transferéncia direta e pelo método de extracdo com etanol absoluto.

Para fazer a leitura por transferéncia direta uma colbnia fungica selecionada foi
aplicada em um spot de uma placa de aco inoxidavel, onde ap6s secagem foi adicionado sobre
a amostra 1pl de matriz. Pela técnica de extracdo, uma colénia fangica foi adicionada a 300ul
de agua milli-Q. Apos esta etapa foi adicionado 900ul de etanol absoluto. As amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 2 minutos e 0 sobrenadante foi desprezado. Foi adicionado
50ul de acido formico 70% e homogeinizado em vortex. Apds foi adicionado 50ul de
acetonitrila. As amostras foram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por 2 minutos e 1ul do
sobrenadante de cada amostra foi pipetado em triplicada em uma placa de aco inoxidavel
deixando secar em temperatura ambiente. Por fim, foi adicionado 1ul de matriz sobre a
amostra e deixado secar em temperatura ambiente para realizagcdo da leitura no equipamento.

A placa carregada foi entdo inserida no Equipamento Bruker, Microplex Biotyper, no
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software MALDI Biotyper 4.0, os espectros foram analisados por padrdo de correspondéncia

com uma configuracdo padrdo.

Tabela 1: Niveis de confianga atribuidos a identificagdo a partir de uma correlagéo dos
scores dos espectros obtidos de uma bactéria de interesse com os do banco de dados
do MALDI-TOF Microflex Biotyper.

Scores Descrigdo Simbolo

Provavel identificacdo a nivel de género

Figura 2: Score de identificacdo obtidos em banco de dados do MALDI-TOF

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 11 isolados de fungos, foram observados em sua maioria espécies de Candida Sp.
(Tabela 1). Na analise macroscépica se verificou a presenca de coldnias de coloracdo clara,
cremosa e brilhantes. Evidéncias essas que foram compativeis com a morfologia

leveduriformes.

Das 11 culturas positivas no meio agar Sabouraud dextrose, apds subcultivo em
CHROMagar Candida™ foram identificados presuntivamente 04 cepas de Candida albicans,
02 cepas de Candida guilhermondii, 01 cepa de Candida lusianiae, 01 cepa de Candida

parapsilosis e 02 cepas de Trichosporum montevideense.

Todos os isolados de leveduras foram identificados pelo método de MALDI-TOF.
Dentre os isolados foi observado bons padrdes de correspondéncia, com alto nivel de

pontuacdo indicando a nivel de espécie.

O método de MALDI-TOF vem se mostrando vantajoso, proporcionando uma maior
agilidade na identificagdo de microrganismos o que permite diagnosticos microbiologicos

mais complexos. ¢®
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Tabela 1. ldentificacdo de espécie de fungos leveduriformes utilizando a técnica de

MALDI-TOF.
Identificacéo Lateralidade Organismo Valor da pontuacéo
5 E Candida albicans 1.835
15 E Candida albicans 2.084
28 E Candida lusitaniae 2.099
52 D Candida guillermondii 2.276
59 D Candida albicans 2.004
62 D Trichosporum 2.056
montevideense
63 E Candida guilermondii 2.135
64 D Candida parapsilosis 1.862
64 E Trichosporum 2.054
montevideense
74 D Candida guillermondii 2.402
83 D Candida albicans 2.197

Neste estudo houve predominio do género Candida, principalmente a espécie de

Candida albicans. A presenca de Candida na maioria dos resultados ja € bem relatado por
outros autores (LINKE et al., 2013; KHOUANI et al., 2014). Ja os autores Cameron et al.

1991; Merchant et al. 2001 e Garg et al. 2013 atribuiram a contaminacéo do doador a infec¢éo

ocular causada por Candida albicans ap6s o transplante de cornea, (29-18-35-36-37)

Khouani et al. (2014) relatou que em seu estudo os dois microrganismos mais

frequentes responsaveis pelas contaminacgdes dos transplantes sdo espécies de Staphylococcus

que foram os microrganismos mais predominantes, representando 62,3% das bactérias

isoladas e as espécies de Candidas foram as mais comuns entre os fungos com 76,9% dos

microrganismos fuingicos totais.*® O que ocorreu com Linke et al. (2013) que encontrou 45%

de espécie de Candida e 12,8% da espécie de Staphylococcus em sua pesquisa.®®
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Os microrganismos mais comuns relatados em estudos anteriores sdo de espécies de
Candida e espécie de Staphylococcus (Patel et al. 2005; Hermel et al. 2010), que pertencem a
flora microbiana normal da pele.®®*3)  Os relatos de Gruenert et al. (2017) que as
contaminacgdes causadas por fungos sdo de 48,9% e bactérias de 73,5% (bactéria gram-
negativa) e 26,5% (bactéria gram-positiva).®? Em concordancia com outros estudos, Candida
e Staphylococcus foram frequentemente isolados (Patel et al. 2005; Linke et al. 2013;
Khouani et al. 2014; Gruenert et al. 2017).0-2%18-32) Ng entanto, a composicao difere entre os
estudos. Enquanto Linke et al. (2013) encontram fungos com 62% das contaminagdes,
Gruenert et al. (2017) encontrou fungos em 38% dos seus isolados com contaminag&o. ?°-32)

Conforme Aldave et al. (2013) em seu estudo as espécies de Candida foram os Unicos
fungos identificados nas culturas de doadores e receptores, sendo as espécies mais comuns a
Candida albicans com 45%, seguido por Candida glabrata 35%, Candida glabrata e

Candida tropicalis 6% e Candida dubliniensis com 3% dos isolados. %)

Foi discutido por Linke et al. (2013) que para reduzir o numero de contaminacdes
fungicas, a suplementacéo de anfotericina B fresca ao meio de cultura seria uma alternativa a

reducéo de crescimento flngico. @9

Ritterband et al. (2007) tambem discutiu sobre a relacdo da suplementacédo antifingica
do meio de armazenamento de cOrnea, mostram que a suplementacdo de Optisol-GS com
voriconazol (100mg/mL) reduz a taxa de culturas com resultados positivos de bordas de
fungos. Estudos da estabilidade do voriconazol adicionado ao Optisol-GS mostrarem que 0
crescimento fangico foi suprimido entre seis a sete dias, indicando que o voriconazol deve ser
adicionado ao meio de armazenamento no momento da captacdo da cérnea. Mesmo com
testes realizados demonstrarem que a suplementacdo de Optisol-GS com voriconazol

(100mg/mL) ndo produziu diminui¢io da viabilidade celular endotelial. ¢%

Nosso trabalho mostrou que o predominio de isolados serem do género Candida
corrobora com varios outros estudos, fato relacionado principalmente com a origem dos
isolados. Quanto a suplementacdo antifungica adicionada ao meio de preservacdo no
momento da captacdo da cdrnea seria uma nova alternativa no controle de crescimento
fungico sendo necessario mais estudos e elaboracdo de protocolos para aumentar a eficiéncia

na descontaminacao.
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3 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A taxa de contaminacdo por fungos em cdrneas conservadas por Bancos de Tecidos
Oculares humanos ja é conhecida e por varios relatos da literatura.

O método MALDI-TOF se mostrou bastante eficaz na identificacdo das coldnias
fungicas e util para resultados rapidos e confirmatérios.

No Brasil, ndo ha padronizacdo de protocolos quanto ao tempo de exposicao da cornea
no liquido de preservacdo. Como também, ndo é exigido pelas regulamentacdes atuais.

A auséncia na divulgacdo de dados dificulta o conhecimento das atuais necessidades
das regides do Brasil. A falta de informacdes sobre pacientes pos-transplante e o sucesso do
procedimento dificulta a analise de dados para acompanhamento das infec¢bes pos-
transplante.

Outros estudos devem ser conduzidos para que se possa acompanhar as infeccbes pos-
transplante e utilizar-se destas informacgdes para aumentar a eficacia dos transplantes e
contribuir para que ocorra uma padronizacdo de protocolos para diminuir o descarte das

cdrneas e aumentar a eficiéncia dos transplantes.
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A Revista Brasileira de Andlises Clinicas [RBAC], criada em 1969, é o 6rgéo oficial de divulgagao cientifica da
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas [SBAC]. A RBAC tem circulagéo trimestral e seus artigos estédo indexados no
LILACS [Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude].

SBAC ’
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Concordancia e Transmissdo de Direitos Autorais mencionada acima.

Os autores deverdo declarar todas as fontes de financiamento ou suporte pablico ou privado recebidas para a
realizacdo do estudo. No caso de estudos realizados sem recursos financeiros, da mesma forma, os autores
deverdo declarar que a pesquisa ndo recebeu financiamento para a sua realizacdo. Quando a investigacdo
envolver seres humanos, a publicagdo do manuscrito estara condicionada ao cumprimento irrestrito das diretrizes
normativas do Conselho Nacional de Saude [CNS] e Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa [CONEP]. A
declaracdo de que os procedimentos seguidos nos experimentos estdo em consonancia com os principios éticos
aceitos pelas normativas nacional (Resolucdo CNS 196/96) e internacional (Declaracdo de Helsinki/ World
Medical Association) devera ser explicitamente firmada no Gltimo paragrafo da secdo Material e Métodos. O
numero do parecer da Comissao de Etica em Pesquisa [CEP] da instituicio responsavel pela investigagdo devera
ser também ai declarado. Uma cdpia em ".pdf" da autorizacdo do CEP devera ser encaminhada juntamente com
0 manuscrito. Quando se tratar de pesquisa com animais, as normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal [CONCEA] e Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal [COBEA], bem como do
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [Institute for Laboratory Animal Research/ National
Academy of Science - USA] deverao ser incondicionalmente respeitadas e seu cumprimento também devera ser
declarado, explicitamente, no ultimo paragrafo da se¢do Material e Métodos. O nimero do parecer da Comisséo
de Etica no Uso de Animais [CEUA] da instituicio responsavel pela pesquisa devera ser igualmente declarado e
uma copia em ".pdf" da autorizacdo do CEUA deverd ser, da mesma forma, encaminhada com o manuscrito.
Quando os autores forem filiados a instituicdes ndo brasileiras, estes deverdo declarar no manuscrito o
cumprimento de diretrizes normativas e remeter documentacédo local de mesmo efeito legal. A Revista Brasileira
de Analises Clinicas apoia as politicas para registro de ensaios clinicos da Organizagdo Mundial de Saude
[OMS], do International Committee of Medical Journal Editor [ICMJE] e do Workshop ICTRP. Desse modo,
somente serdo aceitos para publicacdo os artigos de ensaios clinicolaboratoriais que tenham recebido um ndmero
de identificacdo em um dos registros de ensaios clinicos validados pelos critérios estabelecidos pela OMS e
ICMJE. Entidades que registram ensaios clinicos segundo os critérios do ICMJE sdo: Australian New Zealand
Clinical Trials Registry [ANZCTR], International Standard Randomised Controlled Trail Number [SRCTN],
Nederlands Trial Register [NTR], UMIN Clinical Trials Registry [UMIN-CTR], WHO International Clinical
Trials Registry Platform [ICTRP]. No entanto, o nimero de identificacdo obtido no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos - ReBEC (http://www. ensaiosclinicos.gov.br) do Ministério da Saude [DECIT/MS],
Organizacdo Panamericana de Salde [OPAS] e Fundacdo Oswaldo Cruz [Fiocruz] é igualmente aceito pela
RBAC. O numero de identificacdo/ identificador priméario devera ser declarado ao final da secdo Material e
Métodos. Apenas serdo recebidos manuscritos que estejam rigorosamente de acordo com as normas aqui
especificadas. Os manuscritos serdo avaliados por pareceristas/ revisores indicados pelo Conselho Editorial e/ou,
eventualmente, pelos autores. Quando indicados pelos autores, deverd ser informado nome completo dos
pareceristas/ revisores, e-mail e instituicdo de origem. O Conselho Editorial se reserva o direito, no entanto, de
acatar ou ndo a sugestdo de pareceristas/ revisores por parte dos autores. A aceitacdo dos manuscritos serd feita
em funcdo da originalidade, importancia e contribui¢do cientifica para o desenvolvimento da area. Manuscritos
aprovados poderdo sofrer alteracdes de ordem editorial, desde que ndo alterem o mérito do trabalho. Manuscritos
recusados pelos pareceristas/ revisores serdo informados imediatamente aos autores. A Revista Brasileira de
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Analises Clinicas esta estruturada em 15 secOes ou areas tematicas, cuja indicacdo devera ser feita pelos autores,
no momento da submisséo do manuscrito, sendo elas:

. Bacteriologia Clinica

. Virologia Clinica

. Micologia Clinica

. Parasitologia Clinica

. Imunologia Clinica

. Bioguimica Clinica e Biologia Molecular

. Hematologia Clinica e Imunchematologia

. Citologia Clinica e Anatomia Patoldgica

. Boas Praticas de Laboratdrio Clinico e Biosseguranca

10. Gestédo e Controle da Qualidade no Laboratério Clinico

11. Bioética e Etica em Pesquisa

12. Histéria da Saude e Ensino das Analises Clinicas

13. Microbiologia de Alimentos

14. Patologia Clinica Veterinaria/ Medicina Veterinaria Laboratorial

15. Toxicologia Clinica e Biologia Forense

Os manuscritos poderdo ser submetidos dentro das categoriais de comunicagao cientifica designadas abaixo:
ARTIGOS ORIGINAIS: trabalhos nos quais sdo informados os resultados obtidos em pesquisas de natureza
empirica ou experimental original, cujos resultados possam ser replicados e/ou generalizados. Deverdo atender
aos principios de objetividade e clareza da questdo norteadora. Os artigos originais deverdo ser estruturados de
maneira a conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e
espaco), resumo/abstract estruturado (até 250 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6 termos), introducao,
material e métodos, resultados, discussdo, conclusdo e referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O texto ndo
devera exceder 5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

ARTIGOS DE REVISAO: trabalhos com avaliacBes criticas e sistematizadas da literatura sobre um
determinado assunto que devera dar ao leitor uma cobertura geral acerca do tema apresentado. Os artigos de
revisdo deverdo conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre
letras e espaco), resumo/ abstract ndo estruturado (até 200 palavras), palavraschaves/keywords (3 a 6 termos),
texto ordenado (titulos e subtitulos), opiniBes e conclusdes (quando couber) e referéncias bibliograficas (até 30
referéncias). O trabalho ndo devera exceder 5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.
Estes trabalhos s&o escritos a convite do editor.

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

COMUNICACAO BREVE: trabalhos originais cuja relevancia para o conhecimento de determinado tema
justifica a apresentacdo cientifica de dados iniciais de pequenas séries ou dados parciais de ensaios clinico-
laboratoriais. Sua estruturacdo devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até
40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract estruturado (até 200 palavras), palavras-chaves/ keywords
(3 a 6 termos), introdugdo, material e métodos, resultados, discussdo, concluséo e referéncias bibliogréficas (até
25 referéncias). O texto ndo devera exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.
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RELATO DE CASO: trabalhos com descrigdo detalhada e andlise critica de casos clinico-laboratoriais atipicos
que, pela sua raridade na literatura ou apresentacdo ndo usual, merecem uma divulgagao e discussdo cientifica.
Os relatos de casos deverdo conter: titulo (até 200 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até 40
caracteres entre letras e espaco), resumo/ abstract com contexto e relato contendo descrigdo, discussdo e
conclusdo (até 200 palavras), introdugdo, apresentacdo e relato do caso, discussdo, conclusdo e referéncias
bibliograficas (até 25 referéncias). O texto ndo deverd exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros,
figuras e referéncias.
NOTA TECNICA: Descricio/ validacio de instrumentos, métodos e técnicas. Sua estruturagio devera conter:
titulo (até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espaco), resumo/
abstract estruturado (até 200 palavras), introducdo, metodologia e referéncias bibliograficas (até 30 referéncias).
O texto ordenado (titulos e subtitulos) ndo devera exceder 5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e
referéncias.
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RESENHA: Revisdo critica de obra recém publicada (até 3 anos), orientando o leitor quanto a suas
caracteristicas e usos potenciais. E fundamental que néo se trate apenas de um sumario ou revisio dos capitulos
da obra, mas efetivamente uma critica. Este tipo de contribuigdo esta limitado a 6 paginas, incluindo todos os
seus elementos. N&o hé resumo/ abstract.

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

CARTA AO EDITOR: correspondéncias de contetido cientifico com comentérios, discussdes ou criticas a
artigos recentes (dois nimeros anteriores) publicados na Revista Brasileira de Analises Clinicas ou ainda com
relatos de pesquisas originais, achados técnico-cientificos significativos, opiniGes qualificadas sobre um tema
especifico das analises clinicas, bem como mencGes ou obituarios de personalidades da area da salde e analises
clinicas onde devera ser destacado seu perfil cientifico e sua contribuicdo académica e profissional. Os autores
de artigos originais citados por terceiros serdo convidados a responder aos comentarios e criticas a eles dirigidos.
Nesta categoria, 0 texto tem formato livre, mas ndo devera exceder 500 palavras e 5 referéncias.

EDITORIAIS: escritos a convite do editor, sob tema especifico, mas considerando a area de enfoque da Revista
Brasileira de Analises Clinicas.

Deverdo conter um maximo de 2000 palavras e até 10 referéncias bibliograficas. Nao serdo aceitos editoriais
enviados espontaneamente.

A Revista Brasileira de Andlises Clinicas avalia manuscritos para publicacdo em portugués e inglés. Manuscritos
em portugués devem estar em consonancia com a norma culta. A submissdo de manuscritos em inglés é
enfaticamente estimulada pelo Conselho Editorial. Quando neste idioma, recomenda-se a revisdo por
profissional que tenha o inglés como primeira lingua e que, preferencialmente, esteja familiarizado com a area
do trabalho. O Conselho Editorial, caso considere necessario, podera enviar os manuscritos submetidos em
inglés para um revisor do idioma, repassando 0s custos aos autores, apds a autorizacao expressa dos mesmos em
inglés para um revisor do idioma, repassando 0s custos aos autores, apos a autorizacdo expressa dos mesmos A
estrutura geral do manuscrito devera acompanhar a normalizagao técnica conforme o quadro abaixo.

TITULO COMPLETO: Devera ser breve e indicativo da exata finalidade do trabalho. Recomenda-se iniciar
pelo termo que representa o aspecto mais relevante da pesquisa com os demais termos em ordem decrescente de
importancia. O titulo ndo deverd conter nenhuma abreviatura e 0s nomes das espécies ou palavras em latim
deverdo vir em letras minusculas (excetuandose, quando for o caso, a primeira letra da palavra) e em italico.
TITULO CORRIDO: Devera ser resumido e conter a ideia central do trabalho.

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

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser conciso e claro, pondo em relevo, de forma
precisa, os fatos de maior importancia encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de forma
estruturada, contendo introducdo, objetivos, material e métodos, resultados, discusséo e conclusdes. Referéncias
ndo deverdo ser citadas e o0 emprego de acrénimos e abreviaturas devera ser limitado.

PALAVRAS-CHAVE: Deverdo ser indicados termos que permitam a identificacdo do assunto tratado no
trabalho. As palavras-chaves deverdo ser extraidas do vocabulario DeCS [Descritores em Ciéncias da Saude],
elaborado pela Bireme, e/ou MeSH [Medical Subject Headings], laborado pelo NLM [National Library of
Medicine]. Os vocabularios DeCS (http://decs.bvs.br/) e MeSH (http://www.nlm.nih.gov/mesh/) deverdo ser
consultados, pois nenhuma outra palavrachave sera aceita.

INTRODUCAO: Devera apresentar a justificativa para a realizago do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e

estabelecer sua relacdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto. Nesta se¢do, as citacdes deverdo ser
restringidas ao minimo necessario. A introducdo ndo devera incluir ainda dados ou conclusdes do trabalho em
referéncia. O Ultimo paragrafo deverd expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do
resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverdo ser apresentados de forma breve, porém suficiente para possibilitar a
reproducdo e replicacdo do trabalho. Nesta secdo, deverdo ser informados o desenho experimental e o material
envolvido, bem como devera ser feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos ja publicados, a menos que
tenham sido extensamente modificados, deverdo ser referidos apenas por citacdo. Fontes de reagentes e
equipamentos (empresa, cidade, estado e pais) deverdo ser mencionados. Nomes que sdo marcas registradas
deverdo ser também, claramente, indicados. Para melhor leitura e compreensdo, subtitulos poderdo ser
estabelecidos.

ETICA: Nesta secdo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimento da legislacdo, quando estudos com
seres humanos ou animais forem procedidos. Devera ser mencionado também a aprovacdo do Comité de Etica
correspondente da instituicdo a qual pertencem os autores responsaveis pelos experimentos, inclusive,
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informando, claramente, o nimero do parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que nao
cumpram rigorosamente 0s preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverdo ser apresentados em sequéncia légica e com o minimo possivel de discussdo ou
interpretagdo pessoal e acompanhados de gréficos, tabelas, quadros e ilustragbes. Os dados constantes nesses
elementos graficos, no entanto, ndo deverdo ser repetidos integralmente no texto, evitandose, desse modo,
superposicBes. Apenas as informacdes mais relevantes deverdo ser transcritas e enfatizadas.

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

CONCLUSOES: Deverdo ser concisas, fundamentadas nos resultados e na discussdo, contendo deduces
I6gicas e correspondentes aos objetivos propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discussdo, ndo
havendo necessidade de repeti-la em item a parte.

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

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

AGRADECIMENTOS: Deverdo ser curtos, concisos e restritos aquelas pessoas e/ou instituicGes que
colaboraram com auxilio técnico e/ou recursos. No caso de érgdos de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.
TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira precisa seu contelido e o contexto
(ou amostra) a partir do qual a informacao foi obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracéo
e ser precedido pela palavra "Tabela", seguida por um ndmero identificador em algarismos arabicos. A
numeracao das tabelas devera ser feita consecutivamente, a partir da ordem de citacdo no texto. Serdo permitidas
notas explicativas de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela. Para notas
Instrucbes aos autores/Instructions for authors RBAC. 2016;48(1):85-8 87 de rodapé, devera ser utilizado
algarismos romanos. As tabelas deverdo ser elaboradas com linhas horizontais de separacdo no cabecalho e em
sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverdo ser utilizadas também linhas horizontais internas. Os dados
das tabelas deverdo ser digitados em tamanho 10 e com mindsculas, excetuando-se as letras do inicio das
palavras e as siglas. Nas tabelas, devera ser empregado espacamento entrelinhas 1,5, sem qualquer forma de
tabulacdo ou recuos de pardgrafos. O comprimento da tabela ndo devera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e
apresentar largura méaxima de 17cm. Os dados apresentados em tabelas ndo deverdo ser repetidos em graficos.
As tabelas deverdo ser compostas em programa Word ou MS Excell e enviadas em arquivo separado. Devera ser
evitado um ndmero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragBes que ndo se enquadram no conceito de tabela sdo consideradas figuras, portanto:
quadros, gréficos, desenhos, imagens e fotografias. Deverdo ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua
parte inferior. Deverdo ainda ser numeradas com algarismos ardbicos, consecutivamente, na ordem de
aparecimento no texto e citadas como figuras. As figuras deverdo ter boa resolucdo (minimo de 300 dpi), ser
gravadas em formato ".jpg" ou "tif" e medir no minimo 12 x 17cm e no maximo 20 x 25cm. As escalas deverao
ser indicadas por uma linha ou barra na figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverdo ser
preparados nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato ".doc", ".docx™ ou ".xIs" e ndo como
imagem. Imagens produzidas em software estatistico devem ser convertidas para formato MS-Excell, caso nédo
seja possivel converter para formato ".tif". llustracbes coloridas somente poderdo ser aceitas se 0s autores
assumirem os custos. Os dados apresentados nas figuras ndo deverdo repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os
locais aproximados onde as ilustracfes serdo colocadas deverdo ser determinados no texto. As figuras deverdo
ser enviadas em arquivos separados. Nao deverdo ser enviados um nimero excessivo de figuras.
REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho cientifico, deverdo ser normalizadas de
acordo com o estilo Vancouver publicado em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals [Normas para Uniformizacdo de Manuscritos Submetidos as Revistas Biomédica] pelo International
Committee of Medical Journal Editors [ICMJE] (http://www.icmje.org) e que pode ser consultado em
www.scielo.br/pdf/rcbc/v35n6/v35n6ald.pdf (Versdo em Portugués) ou em www.icmje.org/urm_full.pdf
(Versdo em Inglés). A abreviagdo dos titulos dos periddicos devera seguir o recomendado em List of Journals
Indexed in Index Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nlm.gov/tsd/serials/lji.ntml) ou no
Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Salde [Biblioteca Virtual em  Saulde]
(http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes a
problemética abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagdo. A lista das
referéncias devera ser numerada de acordo com a ordem em que 0s autores foram citados no texto e nao
em ordem alfabética. Deverdo ser listados somente os trabalhos consultados e citados no texto. Citacdes de
"resumo"”, "dados ndo publicados”, "comunicacBes pessoais" ou "no prelo" poderdo ser adequadamente
mencionados no texto, mas ndo serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao das referéncias sera de
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responsabilidade exclusiva dos autores. As citacdes e mencdes no texto de informagfes colhidas em outras
fontes, bem como as referéncias bibliogréficas deverdo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Deverd ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada Numérico. Neste sistema, as
citagBes dos documentos deverdo ter numeracdo Unica e consecutiva, indicada pelo nimero da referéncia em
expoente e entre parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua citagdo no texto, independentemente
da ordem alfabética. As referéncias citadas em legendas de tabelas e figuras deverdo manter a sequéncia com as
referéncias citadas no texto. O mesmo trabalhno mencionado mais de uma vez devera manter, sempre que
aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observacoes Gerais:

* Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e¢” entre os sobrenomes;

* Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o primeiro sobrenome seguido da expresséo
latina "et al.”;

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

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

» Sobrenomes duplos, com hifens ou apdstrofos ou que formem uma expressdo deverdo ser indicados em seu
conjunto;

» Termos relacionados a graus de parentesco (filho, janior, neto, sobrinho), deverdo ser indicados ap6s 0s
sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

e Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji(26) mudaram a denominacdo do fungo para Hortaea
werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.

e Mais de dois autores: Giannopoulos et al.(32) também observaram maior prevaléncia de NIC 1 em mulheres
na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto NIC 3 foi mais frequente em mulheres com mais de 50 anos.

e Autores corporatives: De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes,(17) os sinais e sintomas de
hiperglicemia incluem: polidipsia, polidria,

perda de peso, fome exagerada, visdo embacada, infeccdes repetidas na pele e mucosas, dificuldade na
cicatrizacdo de ferimentos, fadiga e dores nas pernas (mé circulacéo).

* Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionério de Especialidades Farmacéuticas,(5) a meia-vida inicial
da anfotericina B é de 24-48 horas e sua meia-vida terminal é de 15 dias.

e Sem indica¢io de nome de autor: O diagndstico de hipertireoidismo, por sua vez, ¢ dado a partir de
resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.(14)

AUTORES: Os autores deverdo ser referenciados por seu sobrenome, tendo apenas a primeira letra em
maidscula, seguido do(s) nome(s) abreviado(s) e sem virgulas e pontos.

Todos os autores deverao ser referenciados e separados por virgulas (0 mesmo € valido para livros), apesar do
estilo Vancouver recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros autores, quando o nimero de autores
for maior. Deverdo ser dados espagos apds as virgulas.

Observacoes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compiladores, esta condi¢do deverd ser indicada
logo ap6s 0s nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizagdo, a referéncia deverd ser iniciada diretamente pelo
nome da entidade. Se houver mais de uma entidade com subordinacéo entre elas, estas deverdo entrar em ordem
decrescente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades ndo apresentarem subordinacéo, estas
deverdo ser separadas por ponto e virgula;

* Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia devera ser iniciada por seu titulo;

* Quando o documento consultado for tese, dissertagdo ou monografia deverd ser empregada a seguinte
correspondéncia entre tipo e grau: tese:

doutorado, tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertacdo: mestrado, monografia: especializacdo, monografia:
graduacdo;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituigdo Federal ou Estadual, Emenda
Constitucional, Medida Provisdria, Leis, Decretos, Portarias, Resolugdes e Cadigos), deverdo ser seguidos 0s
padrbes de autoria/ emissdo recomendados pela NBR 6023 da Associagdo Brasileira de Normas e Técnicas
(ABNT, 2002), com a apresentacdo gréafica adaptada ao estilo de Vancouver.

* Toda informacao adicionada a referéncia que for encontrada em alguma fonte que ndo o documento consultado
ou informagdo complementar a referéncia como suporte do documento ou traducdo de alguma expressdo deve
ser adicionada entre [colchetes].

TITULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos consultados dever&o ser
referenciados em letras minusculas, no entanto, a primeira palavra devera ser iniciada por letra maitscula. O
texto do titulo ndo deverd vir nem em negrito e nem em itélico e deveré ser finalizado por ponto.
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TITULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periddicos/revistas consultados deverdo ser
referenciados abreviados e finalizados com ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do
titulo deverdo ser eliminados, com excecdo do Ultimo, empregado para separar o titulo do ano. Um espaco
deveré ser dado entre o ponto colocado ao final do titulo e 0 ano. A separacdo entre ano e volume devera ser feita
com a utilizacéo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que os meses sejam referenciados
em inglés e de forma abreviada, independente da lingua do texto: Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep,
Oct, Nov, Dec. No entanto, a RBAC aceita a abreviacdo em portugués daqueles manuscritos nesse idioma.
Quando o periodico apresentar paginacdo continua ao longo de um volume, 0 més e o nimero poderdo ser
omitidos. Ano, volume, nimero e paginas deverdo ser escritos sem qualquer espaco entre eles. Quando as
paginas do artigo consultado exibirem ndmeros coincidentes, deverdo ser eliminados os ndmeros iguais (445-
449, utilizar: 445-9).

EDICAO E LOCAL DE PUBLICACAO: As edigdes de documentos consultados deverdo ser referenciadas
apos o titulo, em algarismos arabicos,

seguidas de ponto e da palavra "edicdo" no idioma que figura na publicacdo original e de forma abreviada.
Quando for a primeira edicdo, essa ndo devera ser indicada. Quando houver a definicdo do local de publicagdo,
este deverd ser indicado em seguida a edigéo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta devera ser reiniciada na primeira posicéo
na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periddicos:

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

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

* Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui S. Management of cytomegalovirus
infection in a patient with malignant glioma treated with temozolomide and steroids. Intern Med.
2012;51(20):2967-71.

* Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castafion-Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba
S, et al. Cryptococcus neoformans-

InstrucBes aos autores/Instructions for authors 88 RBAC. 2016;48(1):85-8 Cryptococcus gattii Species
Complex: an International Study of Wild-Type Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff
Values for Fluconazole, Itraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob Agents Chemother. 2012
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