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There are no diagnostic magic bullets, nor are there “magic methods”.

There are, however, better methods.

Gabriel J. Escobar
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O objetivo do estudo foi avaliar as propriedades diagndsticas de quatro exames
laboratoriais na sepse neonatal tardia: leucograma, proteina C-reativa (PCR),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Analisaram-se 82 recém-
nascidos com idade entre trés e 30 dias, em um periodo de 20 meses. Nos quadros suspeitos
de sepse foram colhidas trés amostras de sangue: a suspeita, 24 e 48 horas depois.
O leucograma foi avaliado no dia da suspeita clinica e foi considerado alterado quando o
indice neutrofilico e o numero total de neutréfilos estivessem alterados. Os marcadores
séricos foram dosados por quimioluminescéncia e o limite de corte obtido pela construgdo
da curva ROC. De acordo com a evolugdo clinica, os recém-nascidos foram classificados
em trés grupos: sepse comprovada por cultura, sepse clinica (culturas negativas e quadro
clinico muito sugestivo de infecc@o) e ndo infectados. Os grupos foram comparaveis quanto
ao peso ao nascer, idade gestacional, sexo, idade cronoldgica e indice de Apgar. Nos grupos
sépticos, choque ocorreu em 36,2% e 6bito em 8,6% das criangas. O leucograma alterou-se
em 64,3% naqueles com sepse comprovada, 68,8% naqueles com sepse clinica e 25,0% nos
ndo infectados. A mediana da PCR mostrou-se mais elevada nos grupos sépticos em relagao
ao ndo infectado, em todos os momentos, com diferenca estatisticamente significativa.
A IL-6 alterou-se nos trés momentos, com diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos sépticos e o de criancas nao infectadas. Nos grupos sépticos, a mediana da IL-6
mostrou-se mais elevada na primeira afericdo, caindo a seguir. No grupo sem infecgdo,
a mediana da IL-6 permaneceu inalterada. A mediana do TNF-a alterou-se nos trés
momentos no grupo com sepse comprovada, com diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao grupo nio infectado, mas ndo entre este e aquele com sepse clinica.
O leucograma revelou a acurdcia mais baixa dos quatro exames (68,2%). A PCR mostrou a
acuricia mais elevada dos testes, especialmente na segunda medida (89,4%).
A 11-6 mostrou-se mais util na primeira aferi¢do, com acuricia de 81,0% (préxima aquela
da PCR na primeira medida — 81,8%) e sua acurdcia caiu a seguir (71,2% e 68,2%).
O TNF-o manteve uma acurécia praticamente constante (77,2 — 77,0 — 74,1%). Quando os
marcadores foram associados, a acurdcia aumentou significativamente: leucograma e
segunda medida da PCR - 97,5%, segunda medida da PCR e primeira IL-6 - 92,3% e
segunda medida da PCR e segunda do TNF-a - 95,1%. Para a associagdo leucograma e

segunda medida da PCR, a sensibilidade e o valor preditivo negativo atingiram 100%.
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Na ocorréncia de choque ndo houve diferenca nas medianas dos exames. Quanto ao dbito,
houve diferenca significativa na terceira medida dos trés marcadores séricos e na primeira
da IL-6. Em conclusdo, observou-se que a PCR mostrou a melhor acurdcia dos quatro
testes, com desempenho superior ao da IL-6 e TNF-a, e o leucograma mostrou a pior
performance. A associacdo dos exames aumenta consideravelmente a precisdo diagndstica
na sepse neonatal tardia. A manutencdo dos niveis séricos elevados dos trés marcadores

alerta para a possibilidade de evolugdo para 6bito.
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This study evaluated the diagnostic properties of four laboratorial tests used in late neonatal
sepsis. The tests were: white blood cell count (WBC), C-reactive protein (CRP),
interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a). It analyzed 82 newborns
aged 3 and 30 days in 20 months. Three blood samples were obtained, at three moments:
at clinical suspicion, 24 hour and 48 hour after. WBC was evaluated once a time,
at the clinical suspicion. Sera markers were made by chemiluminescence’s essay and the
cut-off values were obtained by ROC curve. WBC was considered altered when
neutrophilic index and total neutrophilic, both, were abnormal. In according to clinical
evolution, newborns were classified in three groups: definite sepsis (comproved by culture),
clinical sepsis (suggestive clinical aspect but negative cultures), and non-infected infants.
Groups were comparable in relation to birth weight, gestational age, gender or Apgar score
and age at clinical suspicion. Shock and infection-related death happened in 32,6% and
8,6% in septic groups, respectively. WBC was abnormal in 64,3% in proved septic group,
68,8% in clinical sepsis group, and in 25% non-infected infants. CRP medians were more
elevated in both septic groups than in non-infected infants, in all the moments
(statistically significant difference). CRP was abnormal since the first measurement.
In the non-infected group, CRP median presented low and quite constant values. IL-6 was
abnormal at the three moments, and there was statistically significant difference between
septic and non-infected groups. Septic group IL-6 medians were more elevated at the first
measurement and then it felt progressively. In the non-infected group, IL-6 median
presented with no elevation. TNF-o was elevated at the three measurements in the definite
septic group, and there was statistically difference for non-infected group medians. For the
clinical septic group and the non-infected one there was no significant difference.
WBC showed the lowest diagnostic accuracy of the four tests (68,2%). CRP presented the
most elevated accuracy, especially for the second measurement (89,4%). IL-6 obtained its
best performance at the first determination (81,0% - quite equal to first CRP accuracy —
81,8%). Then, its accuracy felt to 71,2% and 68,2%. TNF-a presented accuracy constant
(77,2% — 77,0% — 74,1%). When the four markers were associated, accuracy elevated
markedly, and the best values were obtained for: WBC + second CRP (97,5%), second
CRP and first IL-6 (92,3%) and second CRP and TNF-a (95,1%). For WBC and second

CRP association, sensibility and negative predictive values reached 100%.
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In relationship to shock, there were no significant differences in the medians of no markers.
To death, it was shown that it was accompanied by high medians of the third measurements
of the three markers, an in the first median of IL-6. In summary, it was found that WBC
showed regular accuracy, and it was overcome by CRP (measured serially), by IL-6 (when
it was measured at the moment of clinical suspicion) and by TNF-a. Tests association
increased diagnostic accuracy markedly in the late neonatal sepsis. Sustained high blood

levels of such markers may be a prognostic indicator (death).
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A sepse continua a ser uma das doencas mais freqiientes no periodo neonatal,
apesar do desenvolvimento extraordindrio da Neonatologia nos ultimos anos e permanece
como uma importante causa de mortalidade e morbidade (KLEIN e MARCY, 1991;
MESSER et al.,, 1996; STOLL et al.,, 1998; LEMONS et al.,, 2001). As taxas de
sobrevivéncia de recém-nascidos prematuros, especialmente daqueles com muito baixo
peso ao nascer, tém se elevado consideravelmente nas ultimas décadas.
Como conseqiiéncia, em vista de suas necessidades especiais, muitas destas criangas sao
submetidas a tratamentos e dispositivos invasivos, os quais, associados a imaturidade
relativa do sistema imune, favorecem o aparecimento de quadros infecciosos
(KALLMAN et al., 1999; CALIL et al., 2001; ZAFAR et al., 2001; ADAMS-CHAPMAN
e STOLL, 2002; BALTIMORE, 2003).

De acordo com a Organizacdio Mundial de Sadde, ocorrem cerca de
cinco milhdes de 6bitos neonatais por ano no mundo, dos quais 98% acontecem nos paises
subdesenvolvidos e naqueles em desenvolvimento. Na América Latina e Caribe,
estima-se a incidéncia da doenca entre 3,5 a 8,9/1000 nascidos-vivos e a infec¢do foi
responsavel por cerca de 32% das mortes neonatais no periodo de 2000-2003 (WHO, 2005;
VERGNANO et al., 2005). Nos Estados Unidos, de 1992 a 1994, 7,2% dos ébitos neonatais
foram relacionados a sepse, e a incidéncia da doenga tem variado de
1-8/1000 nascidos-vivos, sendo que as maiores taxas sdo encontradas para os prematuros de
muito baixo peso ao nascer e inversamente relacionada com a idade gestacional e ao peso

ao nascer(STOLL et al.,1998; LEMONS, 2001; STOLL et al., 2002; ESCOBAR, 2003).

No Brasil, a taxa de mortalidade infantil foi estimada em 25,0 por
1000 nascidos vivos no ano de 2002 e a taxa de mortalidade neonatal representa cerca de
66% das mortes entre criancas no primeiro ano de vida (BRASIL, 2004).
PESSOA-SILVA et al. (2004) relataram que 22% dos pacientes de um estudo multicéntrico
com 4878 recém-nascidos apresentaram pelo menos um episédio de infec¢do associada a
cuidados hospitalares (incluindo aquelas de origem materna), com uma densidade de
incidéncia global de 24,9/1000 pacientes-dia. As infec¢des nosocomiais responderam por
72% dos quadros e as taxas foram inversamente proporcionais ao peso de nascimento
(51,9% naqueles com peso menor ou igual a 1000g e 12,3% naqueles com peso maior que

2500g). A taxa de morte relacionada a infeccao foi de 40%.
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Uma das explicacdes para as taxas elevadas de infec¢do nos recém-nascidos,
além da exposicdo a fatores de risco, € que o RN tem sido considerado como
imunodeficiente relativo. Os processos de desenvolvimento do sistema imune estio em
andamento (imaturidade funcional) e sdo descritos niveis baixos de componentes do
sistema complemento e de imunoglobulinas, além de alteracdes na fungdo leucocitéria.
A producio de leucdcitos inicia-se por volta de 14-16 semanas de gestacdo e no segundo
trimestre o tamanho da reserva de neutréfilos € extremamente pequena e vai aumentando
gradativamente. No entanto, quando solicitada por estimulo infeccioso, essa reserva se
esgota rapidamente e parece haver uma deficiéncia de producdo de fator estimulante de
formacdo de coldnia granulocitica. Defeitos funcionais nos leucécitos polimorfonucleares
como alteracdes na aderéncia, agregacdo, fagocitose € mecanismo de morte intracelular,
tém sido relatados em prematuros e criancas de termo (HILL, 1987; MAHESSHWARI e
CHRISTENSEN, 2004).

Classicamente, a sepse neonatal tem sido classificada em quadros precoces e
tardios, de acordo com a época de aparecimento dos sintomas e relacionada com os fatores

de risco maternos e ambientais.

Os quadros precoces sdo aqueles adquiridos por transmissdo vertical ou por
disseminagdo hematogénica a partir de uma infeccdo materna, imediatamente antes ou
durante o nascimento. Em geral, elas t€ém relacio com complicag¢des obstétricas como bolsa
rota prolongada, corioamnionite, infec¢do urindria ou colonizacao materna por estreptococo
do grupo B. Os agentes mais freqiientemente encontrados costumam ser aqueles do trato
genital feminino como Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Klebsiella sp e Enterococcus sp. Em geral os sintomas aparecem em até 72 horas de vida,
sendo que 80 a 90% tém seu inicio nos primeiros dois dias de vida e, a menos que
evidéncias importantes sugiram o contrario, infec¢des que surgem antes de 48 horas de vida
sdo consideradas como de origem materna (GAYNES, 1996; RUGOLO, 2000;
BALTIMORE, 2003; KAUFMAN e FAIRCHILD, 2004; HAQUE, 2005).

A sepse neonatal de aparecimento tardio relaciona-se com o ambiente pds-natal
e os procedimentos invasivos, adquiridos por transmissdo horizontal nas unidades de

internag¢do, sendo, portanto, infeccdes nosocomiais. Os agentes infecciosos variam de
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acordo com as condi¢des locais de cada unidade e sdo comuns: estafilococos
coagulase-negativos (especialmente o S. epidermidis), S. aureus, Klebsiella sp,
Enterobacter sp e outros Gram-negativos entéricos, e Candida sp. Normalmente,
sdo consideradas tardias aquelas que aparecem a partir de 48 horas de vida, embora haja
discordancia quanto a isso na Literatura (RUGOLO, 2000; BALTIMORE, 2003;
KAUFMAN e FAIRCHILD, 2004).

A medida que as medidas de suporte de vida e cuidados gerais do
recém-nascido melhoram, cresce o nimero de criangas prematuras e de baixo peso e elas
acabam por serem submetidas a indmeros tratamentos e dispositivos 1nvasivos.
Sdo considerados como fatores de risco para infeccdo neonatal tardia: prematuridade,
baixo peso ao nascer, ventilacio mecanica, cateteres intravasculares, nutricdo parenteral
total, retardo na introdugdo da alimentac@o enteral, uso de antibidticos de largo espectro,
displasia broncopulmonar, uso de corticoesterdide pos-natal, enterocolite necrosante,
permanéncia hospitalar prolongada e procedimentos cirdrgicos (CALIL et al., 2001;

ZAFAR et al.,, 2001; STOLL et al., 2002; BALTIMORE, 2003; STOLL e HANSEN, 2003)

A sepse neonatal apresenta em geral um inicio insidioso, com sinais e sintomas
na maioria das vezes bastante inespecificos e confundidos com condi¢des proprias da idade,
como taquipnéia transitéria do recém-nascido, distermias ambientais, apnéia de
prematuridade e exacerbacdes agudas da displasia broncopulmonar (SILVA, et al., 1995;

BALTIMORE, 2003; JACKSON et al., 2004; NG, 2004).

Observa-se que, para cada recém-nascido verdadeiramente séptico, um grande
nimero deles € tratado por suspeita clinica presumida e ndo confirmada de infeccdo
(SILVA, et al., 1995; GERDES, 1991). Na realidade, quando a doenga se instala de um
modo mais evidente, ela j4 pode estar em uma fase bastante avangada e freqiientemente
fatal (ESCOBAR, 2003; NG, 2004). Deste modo, a condi¢do exige um diagndstico e um
tratamento precoces uma vez que estes sdo criticos para melhorar o progndstico

(GERDES, 1991; MESSER et al., 1996; GONZALES et al., 2003).

Apesar de a observagio clinica ser bastante subjetiva, uma vez que ela depende
basicamente do julgamento clinico do observador, ela ainda continua ser um importante

ponto de referéncia na suspeita da doenga. FISCHER et al. (2004), ao analisar o julgamento

Introdugdo

39



clinico de médicos de Unidades de Terapia Intensiva Pediatricas e Neonatais nos
Estados Unidos e na Suicga, observaram que os médicos estavam suficientemente alertas
para sinais inespecificos de sepse, embora esse julgamento isoladamente tenha sido incapaz
de identificar aquelas criancas que posteriormente se mostraram verdadeiramente
infectadas. Quando esse julgamento é associado a um marcador biolégico, a probabilidade
de acerto aumenta e traz mais seguranca ao médico em iniciar, retardar ou suspender o uso
de antimicrobianos. Isso se é um fato importante na pratica clinica pois iniciar um
tratamento antibiético com base apenas em base clinicas e andlise de fatores de risco
resultard provavelmente em um ndmero grande de tratamentos desnecessarios

(PANERO, et al., 1997; NG, 2004; VOLANTE et al., 2004).

Além disso, o uso de antimicrobianos de amplo espectro de forma
indiscriminada, ao interferir com a flora normal residente, tem sido implicado no risco de
desenvolvimento de patégenos multi-resistentes, bem como contribui para o aumento dos
custos e da permanéncia hospitalares e propiciar o aparecimento de efeitos colaterais que
podem gerar problemas outros além da infec¢do (CALIL, 2001; STOVER, et al. 2001;
STOLL e HANSEN, 2003; BALTIMORE, 2003).

Com a finalidade de auxiliar no diagnéstico da condi¢do, varios exames
laboratoriais foram propostos. Preconiza-se que algumas caracteristicas sejam levadas em
conta para que um exame laboratorial seja considerado como um marcador de infec¢ao
ideal (MESSER et al., 1996; FLETCHER et al., 1996; SILVEIRA e PROCIANOY, 1999;
MEHR e DOYLE, 2000; D@LLNER et al, 2001; NG 2004; GERDES, 2004).

Entre elas estio:

I- Um valor de corte 6timo que seja comparavel entre diferentes unidades de terapias
intensivas. Tais limites deveriam ser obtidos através da constru¢do da curva
ROC (receiver operator characteristic). Ela € um meio particularmente valioso de
comparar testes para o mesmo diagndstico e acurécia total de um teste pode ser descrita

percentualmente como a drea sob a curva e quanto maior esta drea, melhor o teste;

2- Capaz de diferenciar patégenos (virus x bactérias);
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3- Indices de sensibilidade e de valor preditivo negativo os mais altos possiveis,
para garantir que as criancas verdadeiramente infectadas sejam identificadas e tratadas e
permitir que o médico esteja suficientemente seguro de que o tratamento antibidtico de

uma crianca com um teste negativo seja realmente desnecessario;
4- Especificidade e valor preditivo negativo maiores que 85%;

5- E imprescindivel que estes marcadores bioldgicos aparecam rapidamente no curso da

doenca, e assim, permitam um diagndstico mais precoce;
6- Guiar a duracao do tratamento antibidtico;

7- Monitorizar o tratamento, visando detectar complicagdes (como formacdo de abcessos e

colecdes);
8- Ter algum aspecto progndstico;

9- Em relacdo as caracteristicas laboratoriais: composto estdvel, relacdo temporal estdvel
para permitir a coleta adequada (aumento ou decréscimo mantido por pelo menos
48 horas apds o inicio das manifestagdes clinicas), medidas quantitativas, requerer
pequeno volume de sangue para dosagem, método de dosagem fécil, tempo de execucdo

rapido, resultados compardveis entre laboratorios e baixo custo.

O isolamento de microrganismos em liquidos organicos normalmente estéreis é
considerado o teste mais apropriado para o diagnodstico da sepse neonatal, especialmente a
hemocultura, a qual é considerada o padrdo-ouro. No entanto, algumas consideragcdes
podem ser feitas sobre o método. Primeiramente, ¢ importante que duas amostras sejam
colhidas (desde que isso nao implique em retardo importante no tratamento) a fim de que
resultados positivos concordantes indiquem uma maior probabilidade de sepse, ja que o
isolamento de um agente em apenas uma amostra poderia ser sugestivo de um
contaminante de flora cutdnea no momento da coleta. Além disso, existe um intervalo de
tempo para que as culturas estejam disponiveis, 0 que mesmo nos sistemas modernos de
culturas demanda cerca de 48 horas para o isolamento da maioria dos patdgenos

(HURST e YODER, 1995; SCHELONKA e MOSER, 2003; GONZALES et al., 2003;
GERDES, 2004).
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E apesar da hemocultura ser considerado padrdao-ouro dos quadros septicos,
o indice de positividade do exame varia amplamente, de 50 a 87%. No Servigo estudado,
a taxa de positividade da hemocultura nos quadros de sepse neonatal tardia foi de 63,4% e
63,9% nos anos de 2001 e 2002, respectivamente. Ressalta-se ainda que as culturas de
sangue podem ser negativas mesmo em presenca de pneumonia, meningite ou quadros
sépticos comprovados por necropsia (GERDES 1991; GAYNES, 1996; MESSER et al.,
1996; PANERO et al., 1997; KUSTER et al., 1998; RUGOLO, 2000; BALTIMORE, 2003;
KAUFMAN e FAIRCHILD, 2004; GERDES, 2004).

A obtenc¢do de liquido cefalorraquidiano para anélise citobioquimica e cultura
também € importante na avaliacdo de um recém-nascido séptico devido a possibilidade de
invasdo do sistema nervoso central a partir de um ponto de bacteremia. A coleta é
considerada obrigatéria nos casos de sepse tardia, mesmo sem sinais neuroldgicos
evidentes. Caso a condic@o clinica da crianca ndo permita, a coleta deve ser realizada
posteriormente, apds a melhora clinica e sem implicar em atraso no inicio do uso de
antimicrobianos (permitindo ao menos a andlise citobioquimica neste caso). O isolamento
de um microrganismo no liquido cefalorraquidiano € considerado como evidéncia de
meningite, independente de alteragdo citobioquimica e um nimero significativo (até 30%)
de recém-nascidos prematuros e de muito baixo peso podem ter sepse com cultura de liquor
positiva, apesar da hemocultura negativa (RUGOLO, 2000; BALTIMORE, 2003;
KAUFMAN e FAIRCHILD, 2004; GERDES, 2004; STOLL et al., 2004).

A cultura de urina ndo tem indicacdo nos casos de sepse precoce, porém, é
muito importante nos casos de sepse tardia, uma vez que a apresentacao de sepse e infec¢ao
urindria sdo similares e a manifestacdo inicial de um quadro de malformacdo de vias
urindrias pode ser a de infeccdo. A amostra deve ser obtida por pungdo supraptibica ou por
cateterizacdo uretral, j& que o espécime colhido por saco coletor pode apresentar
contaminagdo de coleta. Como a amostra percutanea nao € facil de ser obtida devido ao
tamanho pequeno da bexiga e auséncia de diurese nos casos graves de sepse, o tratamento
ndo pode ser adiado até que se obtenha a amostra (BALTIMORE, 2003; GERDES, 2004;
KAUFMAN e FAIRCHILD, 2004).
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Em virtude do tempo de espera dos resultados das culturas, houve continuo
interesse em se encontrar um teste diagnostico que auxilie na deteccao de recém-nascidos

sépticos, até que se espere o resultado das culturas.

No entanto, alguns exames como alfal-antitripsina, fibronectina, haptoglobina,
lactoferrina, neopterina, velocidade de hemossedimentacio e orosomucdide,
foram suplantados por outros exames melhores e mais sofisticados ou abandonados por
apresentarem uma série de inconvenientes, tais como acurdcia diagnodstica limitada,
exigirem manuseio especial € ndo poderem ser encontrados nos laboratdrios clinicos

rotineiros (BALTIMORE 2003; NG 2004; GERDES, 2004).

Dos exames acima merece destaque a velocidade de hemossedimentacdo,
a qual € uma medida indireta da quantidade de fibrinogénio sérico, uma das proteinas que
aumentam durante a reacdo de fase aguda. O exame € usado desde a década de 1920 como
um indicador de reacdo inflamatéria. Ele apresenta uma série de desvantagens que o
afastam do marcador ideal: exige sangue recentemente colhido (ndo pode ser armazenado);
a elevagdo € lenta (ndo é marcador precoce); o retorno ao valor de normalidade € lento
mesmo com melhora clinica evidente e o valor do teste é bastante influenciado pelo
tamanho, forma e nimero de hemaceas como um falso aumento na anemia e um falso valor

menor na policitemia (JAYE e WAITES, 1997; GABAY e KUSHNER, 1999).

Como a sepse induz potente reacdo inflamatéria, alguns dos mediadores
presentes, no fendmeno, sejam humorais ou celulares, sdo utilizados como marcadores
diagnodsticos. Podem ser citados, entre outros, a interleucina-8, o leucograma,
a proteina C-reativa, a interleucina-1f, a interleucina-6, o fator de necrose tumoral-a e a

procalcitonina.

A interleucina-8 € uma citocina pro-inflamatéria produzida por mondcitos,
macréfagos e células endoteliais e esta envolvida no recrutamento e ativacdo de leucécitos
nos sitios de inflamacao. Ela foi avaliada em alguns estudos de sepse tardia, e apesar de seu
importante papel na fisiopatologia da doenga, a citocina ndo tem se mostrado um bom

marcador diagndstico.
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CECCON (2002) demonstrou que a citocina apresentou os menores valores de
sensibilidade e especificidade em quadros de sepse tardia neonatal quando comparada
aqueles apresentados pela IL-6 e PCR. GONZALES et al. (2003) demonstraram que o0s
niveis da IL-8 em pacientes com sepse neonatal confirmada por cultura ndo diferiram

daqueles apresentados pelos recém-nascidos ndo infectados, em dois momentos de coleta.

BENTLIN (2003) avaliou o uso da II-8 sérica e urindria em quadros de sepse
tardia e a mediana dos valores sangiiineos do marcador ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos séptico e ndo infectado. Ao contrério,

a [1-8 urindria mostrou-se altamente sensivel e especifica.

O leucograma foi o primeiro exame e ainda € o mais largamente utilizado para
o diagnostico de sepse neonatal. Nos Estados Unidos, cerca de 400000 a
600000 recém-nascidos sdo avaliados anualmente devido a suspeita de sepse, através de
coleta de hemograma e hemocultura (ESCOBAR, 2003; GERDES, 2004). No entanto,
sua avaliagdo correta esbarra em dois pontos principais: a defini¢do dos valores de

normalidade e problemas em relacdo a leitura das ldminas.

A defini¢@o dos valores de normalidade do leucograma para o periodo neonatal
ainda ndo foi perfeitamente definida. Os valores estabelecidos por MANROE et al. (1979)
sdao os mais utilizados mundialmente, embora criticas possam ser feitas pois a populacao
hoje atendida nas unidades de terapias intensivas € bastante diversa a daquela época.
Outros autores estabeleceram outros padrdes de contagem neutrofilica, notando-se uma
tendéncia normal dos recém-nascidos de muito baixo peso ao nascer, ‘“normais” e
“sauddveis” sob outros aspectos, a se mostrarem ‘“neutropénicos”, isto é, com valores de
neutréfilos totais menores que os apresentados pelo trabalho citado acima

(LLOYD e OTO, 1982; MOUZINHO et al., 1984).

A prépria obtencio de uma populacio ‘“‘sauddvel” e “normal”’ de
recém-nascidos, especialmente entre os prematuros, ja é uma situacdo clinica dificil,
uma vez que a propria prematuridade ja traz em si alguma complicagdo que levou a
interrupgdo da gestagdo. Deste modo, indmeros disturbios da gravidez, do trabalho de parto

e complicagdes neonatais alteram a dindmica leucocitiria em maior ou menor extensao,
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especialmente nos primeiros dias de vida. Sdo citados como modificadores da dinamica e
contagem leucocitdria:  hipertensdo materna, trabalho de parto prolongado,
ruptura prolongada de membranas, febre materna, asfixia perinatal, pneumotorax, crises de
apnéia, hemorragia intracraniana e estado pds-operatério (MANROE et al.,, 1979;
LLOYD e OTO, 1982; RODWELL et al., 1993; MOUZINHO et al., 1984; SILVA, et al.,
1995; GERDES, 2004).

A leitura da lamina do leucograma também pode apresentar uma ampla
variabilidade interpessoal na avaliagdo do esfregaco sangiiineo e estd sujeita assim a
subjetividade do examinador, uma vez que a prépria definicdo do que seja um neutréfilo
maduro ou imaturo € artificial e sujeito a confundimento (SILVA, et al., 1995;

SCHELONKA et al., 1995; GRACIA et al., 2003; GERDES, 2004).

Os indices de acurdcia do teste variam amplamente nos trabalhos, uma vez que
a cinética leucocitdria no periodo neonatal ainda ndo estd perfeitamente esclarecida e
varia¢des normais dos indices leucocitarios ocorrem amplamente, de acordo com a idade do
recém-nascido, local de coleta da amostra e inclusio de sepse provavel (ndo confirmada por

cultura) nos trabalhos, entre outros fatores confundidores (GERDES, 2004).

A proteina C-reativa € uma proteina da fase aguda produzida no figado e cuja
sintese € estimulada por vérios fatores, principalmente a interleucina-1, a interleucina-6 e o
fator de necrose tumoral alfa. Ela tem fun¢do importante na defesa contra patdgenos
bacterianos e flingicos, e na remog¢do de células necréticas e apoptéticas (PIZZINI, 2000;
VOLANAKIS, 2001). Sua meia-vida em recém-nascidos é de 21 horas, a qual € muito
proxima ao valor encontrado em adultos -19 horas (EHL et., 1999). Como nao ocorre
passagem transplacentdria da proteina, a elevacdo dos niveis séricos no recém-nascido
representa sintese enddgena (AIBENDER et al.,, 1982; JAYE e WAITES, 1997;
CHIESA et al., 2001).

Os valores séricos iniciais da proteina sdo normalmente baixos na suspeita do
quadro séptico, o que faz com que ela ndo seja considerada um marcador precoce da
doenca. No entanto, a ascensdo que se segue em 12-24 horas é caracteristica e a proteina

atinge valores séricos bem elevados no transcorrer da sepse, decaindo os niveis com a cura
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do processo, e normalizagdo a partir do terceiro ao quinto dia, quando a evolugdo ¢é
satisfatoria. A manutencdo de niveis séricos elevados indica complicagdo ou falha
terapéutica. Assim, a coleta seriada tem sido utilizada tanto para se firmar o diagndstico
como para monitorar o tratamento e indicar a suspensdo de antimicrobianos quando a
avaliacdo seriada mostra-se seguidamente normal (MATHERS e POHLANDT, 1987
POURCYROS, 1993; BERGER 1995; KAWAMURA e NISHIDA, 1995;
JAYE e WAITES, 1997; EHL et al., 1997; NG 1997; EHL, 1999; RONNESTAD et al.,
1999; PHILIP e MILLS, 2000; GERDES, 2001; GRACIA, 2003; ALBERTONI, 2004).

Seus niveis séricos se alteram durante fendmenos inflamatérios e sepse e,
em relacdo ao leucograma, ela se mostrou um exame mais util, principalmente depois do
desenvolvimento de técnicas quantitativas precisas para sua medi¢do. Porém, ela também
sofre influéncias importantes de condi¢des proprias da idade como parto normal
complicado, asfixia perinatal grave, pneumonite por aspiracdo meconial, hemorragia peri e

intraventricular, ruptura prolongada de membranas e sofrimento fetal agudo.

Em visto disso, ha dificuldade em se determinar um valor de normalidade mais
preciso para o exame, especialmente nos trés primeiros dias de vida (SILVA et al., 1995;
JAYE e WAITES, 1997; CHIESA et al., 2001). Os niveis séricos ascendem logo apds o
nascimento, atingem um pico entre 24 e 36 horas de vida e normalizam em 48 horas.
Isso presumivelmente exprime algum mecanismo fisiologico de adaptacdo, uma vez que as
alteracOes sdo mais pronunciadas no parto normais do que nos cesarianos eletivos
(AIBENDER et al., 1982; SCHOUTEN-VAN MEETEREN et al, 1992; BERGER, 1995;
KAWAMURA e NISHIDA, 1995; MARCHINI et al., 2000; CHIESA, 2001; ISHIBASHI,
2002).

Apo6s o terceiro dia de vida, o valor habitualmente aceito como “normal” tem
sido 1,0 mg/dl. SHINE et al. (1985), ao acompanharem 16 recém-nascidos sem sinais
infecciosos durante os primeiros dias de vida, ndo observaram nenhum valor acima de
1,0 mg/dl e o percentil 95 foi proximo a 0,6 mg/dl. ISHIBASHI et al. (2002) analisaram
amostras seriadas, entre zero ¢ 120 horas de vida, de 88 recém-nascidos (71 deles com
idade gestacional maior ou igual a 38 semanas de gestacdo), sauddveis e sem sinais

infecciosos, e demonstraram um valor méximo de PCR de 1,37 mg/dl por volta de 36 horas
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de vida. As medianas variaram entre 0,052 mg/dl e 0,563 mg/dl. Em estudo extenso
envolvendo 1002 episddios de suspeita de infec¢do precoce e 184 de quadros tardios,
BENITZ et al. (1998) mediram a concentragdo de PCR por nefelometria e construiram uma
curva ROC para o marcador. O ponto de corte de 1,0 mg/dl foi o que apresentou a

sensibilidade mais elevada.

Na literatura, os valores dos indices diagndsticos variam amplamente também,
oscilando a sensibilidade entre 39 e 97,5%, a especificidade entre 47 e 100%, o valor

preditivo positivo entre 6,7 € 100% e o valor preditivo negativo entre 80 e 99%.

A interleucina-6 € uma citocina envolvida no processo séptico. Ela é produzida
por fibroblastos, mondcitos, macréfagos, linfécitos T e B, células endoteliais, e por outros
tipos celulares. Tem acdo multifuncional e interativa e envolvida em uma série de eventos
fisiolégicos e fisiopatoldgicos, tais como estimulacdo da hematopoiese, ativacdo e
diferenciacdo de linfécitos T, maturacdo de linfécitos B em plasmécitos e possui ainda
atuacdo importante nos processos inflamatdrios. Sua sintese € estimulada pelo TNF-a,
IL-1, IL-3, lipopolissacarideo bacteriano, interferon-3, fatores estimuladores de formacgao
de colonias granulociticas, RNA, virus e bactérias (LE e VILCEK, 19809;
GROLL et al. 1992).

7z

A citocina € a principal indutora da sintese de proteinas da fase aguda nos
hepatdcitos, agindo em sinergismo com TNF-a, IL-1 e glicorticéides. Exerce um efeito
importante na contra-regulacido inflamatéria por inibir a sintese de TNF-a (seu indutor),
e age também na inducdo da febre, em agdo conjunta com IL-1 e TNF-a (LE e VILCEK,
1989; GROLL et al.,1992; NESIN e CUNNINGHAN-RUNDLES, 2000).

Ela tem sido referida como um marcador precoce de sepse uma vez que 0s
niveis séricos da citocina encontram-se mais alterados no inicio dos sintomas e essa seria a
sua grande vantagem como marcador diagnéstico. Porém, ao contrdrio do comportamento
da PCR, os niveis plasmdticos caem rapidamente para a normalidade em 24-48 horas
devido a sua meia-vida curta e eles podem n3o ser mais detectdveis entdo, gerando
resultados falsos-negativos (BUCK et al., 1994; PANERO et al., 1997, GRACIA et al.,
2003; NG, 2003).
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Em vista disso, a acuracia da citocina tem sido considerada alta no momento da
suspeita clinica e mais elevada que a apresentada pelo leucograma. NG et al. (1997),
apontam uma sensibilidade de 89% e especificidade de 96% e GRACIA et al. (2003)

demonstraram valores de 91,6% e 77,2%, respectivamente.

7z

O fator de necrose tumoral-alfa é uma citocina secretada por mondcitos e
macrofagos em resposta a estimulos inflamatdrios, com receptores presentes virtualmente
em todos os tipos celulares do corpo e sendo considerado um mediador importante na sepse

(BEUTLER e CERAMI, 1987; MICHIE et al., 1988; POLL et al., 1990).

Em estudos realizados com injecdo experimental do mediador em humanos
observa-se que ele € responsdvel (ou co-responsdvel) por grande parte dos sintomas
associados a infecgcdo: piloerecdo, cefaléia, nduseas, vOmitos, febre, calafrios,
“aspecto de doente”, mialgia, taquicardia. A depender da dose o mediador leva a instalagdao
de quadro semelhante ao do choque séptico: hipotensdo, depressio miocdrdica,
dano vascular generalizado, lesdo tissular extensa, estimulo da cascata da coagulagdo,
pneumonite intersticial, necrose tubular aguda e hemorragia gastrointestinal, adrenal e
pancredtica (BEUTLER e CERAMI, 1987; MICHIE et al., 1988; POLL et al., 1990;
PFEFFER, 2003).

Os efeitos hemodinamicos da citocina podem ser pronunciados uma vez que o
miocdrdio possui grandes macréfagos teciduais e os midcitos podem secretar TNF-a em
resposta a isquemia. Entre estes efeitos cardiovasculares estdo a diminui¢do da fracdo de
ejecdo ventricular, déficit contrétil, hipotensdo, diminui¢io da resisténcia vascular

periférica e dilatacdo biventricular (MELDRUN, 1998).

Apos inje¢do unica de endotoxina em voluntdrios humanos, a citocina atinge
um pico em 90 minutos e perdura por cerca de 180 minutos. A sintomatologia aparece
depois do pico e os niveis caem a seguir, 2 medida que os sintomas se tornam mais
exuberantes (BEUTLER e CERAMI, 1987; MICHIE et al., 1988). Em coletas seriadas em
recém-nascidos sépticos, ROMAN et al. (1993) demonstraram a normalizacdo dos niveis

séricos em menos de 51 h.
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Embora inicialmente relacionado aos quadros de sepse por bactérias
gram-negativas, trabalhos posteriores mostraram que a citocina também apresenta niveis
séricos elevados durante a sepse por bactérias gram-positivas, fungos ou infeccdes
polimicrobianas (ROMAN et al., 1993; HARRIS et al, 1994; NG et al.,, 2003;
KINASEWITZ et al. 2004).

Os niveis séricos da citocina também apresentam uma relagdo temporal
importante e eles se encontram mais alterados no inicio do quadro, momento este em que o
desempenho diagndstico do marcador tem sido referido como bom e com valores de
sensibilidade elevados, variando de 82 a 98%, e com especificidade varidvel - 43 a 100%

(ROMAN et al., 1993; SILVEIRA e PROCIANQY, 1999; NG et al., 2003).

Como o desempenho de cada marcador individualmente pode sofrer limitagdes
em seu poder discriminatdrio, cada vez mais tem sido preconizado a associacdo de
marcadores a fim de que se possa garantir uma acurdcia diagndstica mais elevada.
Por exemplo, como a PCR apresenta sua melhor acuricia apds 12-24 horas de iniciado o
processo séptico, e a IL-6 e o TNF-a s@o mais tteis no momento do inicio dos sintomas,
a associacdo dos exames nesses momentos poderia fortalecer (ou afastar) com mais
seguranca e fidedignidade o diagnéstico (NG et al., 1997; SILVEIRA e PROCIANOY,
1999; GRACIA et al., 2003; NG, 2004; VOLANTE et al., 2004).

Além da busca de melhores marcadores diagndsticos para a sepse, os trabalhos
mais recentes, tanto em populacio adulta como pedidtrica, t€m procurado mostrar se tais
testes laboratoriais possuem a capacidade de determinar o estadiamento evolutivo da
doenca de modo a serem utilizados como indicadores de complicacdes como choque,
coagulagdo intravascular disseminada, disfuncdo organica multipla e 6bito. Tais estudos
esbarram na dificuldade de padronizagdo dos métodos de dosagem dos testes e também na
falta de estandardizagdo dos escores de gravidade na faixa etaria pedidtrica, especialmente a

neonatal (LEVY et al., 2003; CHIESA et al., 2004; GOLDSTEIN et al., 2005).

Entre os possiveis candidatos de serem considerados como indicadores
progndsticos na sepse estdo a IL-6, o TNF-a e procalcitonina. Esta dltima tem se mostrado

util no diagndstico pois seus niveis ascendem-se rapidamente no curso da doenga,
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atingem um pico precocemente em 6 horas, mantém niveis elevados por 24 horas e a seguir
caem. Em dois trabalhos com sepse tardia, a sensibilidade do teste foi de 92,6 e 97%
(CHIESA et al., 1998; VAZZALWAR et al., 2005). Niveis séricos muito elevados de
procalcitonina  t€ém  sido  correlacionados com a gravidade da doencga

(ROSSUM et al., 2004).

O Servigo de Neonatologia do CAISM-UNICAMP tem 19 anos de atendimento
tercidrio a uma regido de cerca de trés milhdes de habitantes e a sepse neonatal constitui-se
uma ocorréncia freqiiente na Unidade. No ano de 2002, a densidade de incidéncia global de
infeccdo (critérios NNIS) foi de 23,1/1000 pacientes-dia, a de infec¢do adquirida foi de
19,4/1000 pacientes/dia e a densidade de incidéncia de infec¢do da corrente sangiiinea foi
de 4,29/1000 pacientes-dia (Dados do Centro de Controle de Infec¢do Hospitalar do
CAISM-UNICAMP). A doenca ja foi mais incidente e com taxas elevadas de infeccido por
bactérias multi-resistentes, especialmente Enterobacter cloacae. Porém, gragas a um
programa educativo de toda equipe médica e de enfermagem, busca por diagndsticos
clinicos e laboratoriais mais precisos e uso racional de antimicrobianos, obteve-se um bom

controle da doenga (CALIL et al., 2001).

Na triagem infecciosa dos recém-nascidos, diante de uma suspeita clinica de
sepse neonatal tardia, o Servigo rotineiramente realiza a coleta de sangue para o leucograma
e PCR e, apds coletas de duas amostras de hemoculturas, liquor e urina, se possivel,
inicia-se o tratamento antibidtico, além dos cuidados gerais com o recém-nascido.
Enquanto se aguarda os resultados das culturas, mantém-se a observacdo clinica e
reavaliacdes rigorosas a fim de se confirmar ou afastar a doenca. Embora tal conduta seja
usada correntemente e a equipe esteja bastante habituada com sua interpretacdo,
ndo havia uma andlise mais objetiva desse processo e o trabalho em questdo se prestou a

isso, adicionando mais dois exames laboratoriais para a avaliacio da sepse neonatal tardia.
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2.1- Objetivo Geral

Avaliar o uso do leucograma e de marcadores inflamatorios séricos,

isoladamente e em combinag¢do, no diagndstico da sepse neonatal tardia.

2.2- Objetivos Especificos
2.2.1- Avaliar o uso do leucograma para o diagnodstico da sepse neonatal tardia.
2.2.2- Avaliar o uso da proteina C-reativa para o diagndstico da sepse neonatal tardia.
2.2.3- Avaliar o uso da interleucina-6 para o diagndstico da sepse neonatal tardia.

2.2.4- Avaliar o uso do fator de necrose tumoral-alfa para o diagnéstico da sepse

neonatal tardia.
2.2.5- Avaliar a associac¢do dos marcadores para o diagndstico da sepse neonatal tardia.

2.2.6- Avaliar a relacdo dos marcadores com evolu¢do complicada por choque e 6bito.
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3.1- Desenho do Estudo

O estudo foi de validacdo diagndstica

3.2- Tamanho amostral

A determinacdo do tamanho amostral se baseou em encontrar intervalos de
confianca exatos de 95%, para a sensibilidade de cada teste diagndstico, com uma precisao
satisfatéria. Baseado no trabalho de SILVEIRA e PROCIANOQOY (1999), em que se obteve
uma taxa de sensibilidade de 90% e 87,9%, para a IL-6 e TNF-a, respectivamente,
esperou-se encontrar taxas de sensibilidade semelhantes. Considerando-se encontrar no
estudo um tamanho amostral de 30 casos de cultura positiva, isso permitiu estimar a
sensibilidade para os testes com uma precisdo de 12,5% e 14,0%, respectivamente,
e considerando a taxa de positividade da hemocultura em 44 %, o tamanho amostral final foi
estimado de 69 pacientes, sendo 30 casos com cultura positiva € 39 casos com cultura

negativa.

3.3- Casuistica

Os sujeitos deste estudo foram recém-nascidos com suspeita clinica de sepse,
internados no Setor de Neonatologia do Centro de Aten¢do Integral a Saude da Mulher
(CAISM), no periodo de setembro de 2001 a maio de 2003, com idade entre trés e trinta
dias de vida, no momento da suspeita clinica. Além disso, foram obrigatdrios para inclusao:
autorizacdo dos pais para a coleta dos exames e a obtencdo seriada dos exames

(pelo menos as primeiras e segundas amostras).
Foram critérios de exclusao:
- Criancas com infecc¢do crOnica congénita, suspeita ou confirmada;

- Uso prévio de imunoglobulina humana e/ou de fator estimulante de formacdo de coldonia

granulocitica;
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Observacao: o uso prévio de antimicrobianos nao foi motivo de exclusio pois,
embora as culturas fossem negativas por esse motivo, as criangas foram agrupadas como

“ndo infectadas” ou *“ com infec¢ao provavel”, na defini¢do dos grupos estudados.

3.4- Metodologia
3.4.1- Selecdo dos sujeitos

A selecao inicial dos sujeitos foi feita com base na suspeita clinica de sepse pela
equipe assistencial, evidenciada pela presenca de sinais e sintomas sugestivos de quadro
séptico. Nestes recém-nascidos, de acordo com a rotina do servico, foram colhidas amostras
de sangue para hemograma, PCR e hemocultura, e coletas de liquor e urina. Apds coleta de

culturas, a antibioticoterapia foi iniciada em todos eles.

Foram considerados como indicativos de sepse os seguintes sinais € sintomas,
em combinagdes varidveis: distermia, apnéia ou piora dos padrdes de apnéia, bradicardia,
taquicardia, hipoatividade e altera¢do do estado geral, rendilhado cutaneo, palidez cutanea,
alteracdo da perfusdo periférica, taquipnéia, piora do padrio respiratdrio prévio, crises de
cianose, vOomitos, residuos géstricos, distensdo abdominal, enterorragia, sangramentos em
geral, geméncia, alteracdo aguda do tonus ou comportamento (hipotonia ou hipertonia,

irritabilidade, letargia, convulsdo) e “o recém-nascido que nao parece bem”.

Esses sujeitos com suspeita de quadro séptico foram os escolhidos para o

estudo, e deles foram colhidas amostras seriadas de sangue para dosagem dos marcadores.

Todas as decisdes clinicas tomadas em relagdo ao tratamento do RN, tais como
continuidade ou interrup¢ao, foram efetuadas pela equipe assistente, baseadas nos exames

rotineiros e na avaliacdo clinica.

Ap6s revisdo do prontudrio médico desses recém-nascidos foi possivel

classificar os sujeitos em trés grupos, de acordo com a evolucao que tiveram:
1- Sepse comprovada por cultura, nos quais o tratamento foi mantido;

2- Infecgdo provavel, nos quais o tratamento também foi mantido;

3- Nao infectados, nos quais os antibiéticos foram suspensos em até 72 horas.
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3.4.2- Métodos de obten¢ao das amostras e dosagens dos marcadores

Os sujeitos com suspeita de quadro séptico foram os escolhidos para o estudo,
e deles foram colhidas trés amostras seriadas de sangue para dosagem da PCR, IL-6 e
TNF-a nos seguintes tempos: no momento da suspeita clinica, 24 horas e 48 horas apos.

Em cada momento foram colhidos dois ml de sangue.

O hemograma avaliado no estudo foi o utilizado pela equipe assistencial na

avaliacdo do recém-nascido.

As dosagens de proteina C-reativa utilizadas pela equipe atendente foram

realizadas pelo método de nefelometria e ndo foram avaliadas no trabalho em questao.

As amostras de sangue para dosagem de PCR, IL-6 e TNF-a foram obtidas por
puncdo venosa ou de calcanhar, e encaminhadas ao Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital das Clinicas, onde foram processadas e congeladas a — 20° C. A realizacdo dos
exames da pesquisa foi efetuada posteriormente, em momento Unico, por um técnico
especializado e que desconhecia os dados clinicos das criangas. A equipe assistencial ndo

foi informada a respeito do resultado dos mesmos.

As dosagens dos trés marcadores humorais foram determinadas em analisador
automético IMMULITE® - Euro/DPC Ltd PILK6P-4) por ensaio enzima-imunométrico -
quimioluminescéncia. A técnica consiste em um ensaio imunoenzimdtico no qual
primeiramente a amostra de soro € pipetada diretamente na unidade de teste,
juntamente com o tampdo de reacdo (matriz protéica) e com o conjugado (anti-PCR ou
anti-IL-6 ou anti-TNF-a, conforme o caso), acoplados a enzima fosfatase alcalina.
No interior da unidade de teste existe uma pérola recoberta de anticorpos monoclonais
especificos, € na qual irdo se ligar a substincia a ser testada presente na amostra € o
anticorpo marcado com fosfatase alcalina (sanduiche). Apds incubagdo a 37°C sob agitacao
intermitente, a unidade de teste é centrifugada em seu eixo vertical em alta velocidade.
Nesta etapa, todo material que ndo se ligou a pérola é forcado a subir pelas paredes da
unidade, capturado em um reservatorio e descartado. Uma série de lavagens posteriores

remove eficientemente o material remanescente e o substrato quimioluminescente ¢é
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adicionado. A enzima fosfatase alcalina hidrolisa o substrato e gera um produto instavel,
o qual gera continuamente emissao de fotons de luz (amplificados). Estes sdo medidos por
um fotomultiplicador (lumindmetro) e os impulsos elétricos sdo lidos em “contagens” de
luz por segundo (cps). O sistema computadorizado em anexo realiza os cdlculos,

emite os resultados dos testes e gera um relatério impresso.

A sensibilidade analitica do método para a PCR € de 0,01 mg/dl, para a IL-6 de
5 pg/ml e para o TNF-a de 1,7 pg/ml. A faixa de calibracdo é de 15 mg/dl para o PCR,
até 1000 pg/ml para a IL-6 e até 1000 pg/ml para o TNF-a. Os valores menores e maiores
que esses sdo obtidos por extrapolacdo baseados nos testes de linearidade descritos pelo

fabricante dos reagentes.

Optou-se por este método pelo fato do aparelho ter acesso randomico
(vérios exames podem ser feitos simultaneamente na mesma corrida) e em um curto espago
de tempo (tempo de reacdo de 30 minutos). A Unica parte manual € a pipetacao inicial e o
restante da operacdo € automatizada, evitando-se manipulacdo e perda de material,
importante no caso de recém-nascidos devido ao pequeno volume de sangue disponivel
para andlise. O método tem sido usado em outros trabalhos descritos e com resultados
superponiveis ao de técnicas mais complexas e mais caras (MARTIN et al, 2001;

VIEIRA, 2001; GRACIA et al, 2003).

As amostras de soro foram testadas em monoplicatas devido a pequena

quantidade de soro.

A hemocultura foi obtida por meio da coleta asséptica de duas amostras de
sangue periférico (1ml em cada amostra). O sangue foi inoculado em frasco especifico,
cujo sistema de leitura € automatizado (BacT/ALERT®PF - BioMérieux, Inc, Durham,
NC,USA). O Bact/Alert® € um sistema totalmente automatizado, nio invasivo para teste de
hemocultura. Ele utiliza um avangado sistema de detec¢do colorimétrico para a deteccdo da
producdo do diéxido de carbono bacteriano. As amostras dos pacientes foram inoculadas
nos frascos de cultura BacT/Alert® , sendo continuamente agitados numa temperatura de
35 - 37° C e cada frasco € monitorado 144 vezes ao dia, em intervalos de 10 minutos,

para a deteccdo de microrganismos. At€é o momento que o equipamento emite alertas
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visuais e sonoros avisando sobre a possibilidade de crescimento bacteriano,

nenhum manuseio dos frascos é necessario.

A obteng¢do de urina para analise de sedimento e cultura foi por pun¢do vesical
suprapubica ou por sondagem vesical. Se a amostra ndo foi conseguida rapidamente,

o tratamento antibidtico foi iniciado para nao haver atraso em demasiado.

A coleta de liquido cefalorraquidiano também foi realizada sempre que possivel

a depender das condig¢des clinicas da crianca.

3.4.3- Variaveis e conceitos

Sepse: Reacdo inflamatoria sistémica a infeccao, comprovada por cultura ou clinicamente

suspeita.

Sepse neonatal tardia: aquela de aparecimento apds as primeiras 48 horas de vida

(GAYNES et al. 1996).

Sepse comprovada por cultura: quadro séptico com comprovagdo microbioldgica em

liquido normalmente estéril.

Infeccdo provavel: Quadro clinico compativel com sepse, mas cujas culturas foram

negativas.

Grupo nao infectado: Pacientes cuja evolucdo e exames laboratoriais permitiram afastar
um quadro infeccioso e permitiu-se a suspensdo da antibioticoterapia em até

72 horas.

Critérios NNIS: Sistema colaborativo de vigilancia epidemiolégica por busca ativa,
estabelecido pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) americano,
com a finalidade de monitorar as tendéncias da infeccdo associada a cuidados
hospitalares (nosocomial), seus fatores de risco e patégenos associados

(EMORI et al., 1991).
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Leucograma: A interpretacdo do leucograma baseou-se nas tabelas de nimero de
neutrofilos totais e da relacio de neutrdfilos imaturos/neutréfilos totais
(indice neutrofilico), de acordo com MANROE et al. (1979). Ele foi considerado

alterado quando os dois parametros eram anormais.

Hemocultura positiva: O resultado da hemocultura foi considerado positivo quando houve
crescimento de um ou mais agentes nas duas amostras € com 0 mesmo padrao de

antibiograma.

Urocultura positiva: considerou-se positivo o isolamento de um agente tinico o btido por
puncdo supradbica, com qualquer nimero de coldnias, ou por sondagem vesical e
com contagem de colonias superior ou igual a 100000 unidades formadoras de

coldnias.

Choque séptico: Definido como a ocorréncia de sepse com disfungdo cardiovascular -
hipotensdo de acordo com a idade; necessidade de expansdo volumétrica e droga
vasoativa para manter pressdo arterial normal, oligiria, acidose metabdlica,

enchimento capilar prolongado (LEVY et al., 2001; GOLDSTEIN et al., 2005).

Obito: aquele que ocorreu durante um episédio ativo de infeccdo

(PESSOA-SILVA et al. 2004).

Enterocolite necrosante: critérios clinicos e radiologicos de estagiamento de Bell

(WALSH, 1986).

Pneumonia: Critérios diagndsticos baseados nas definicoes do CDC - HORAN e

GAYNES, 2004.

1- Piora de troca gasosa (dessaturagao de oxigénio, aumento da necessidade de oxigénio ou

da necessidade de ventilacdo), e
2- Pelo menos trés dos seguintes achados:

- instabilidade térmica sem outra causa aparente
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- alteracdo no leucograma

- aparecimento de catarro purulento, ou alteracdo de seu aspecto, ou aumento em sua

quantidade ou aumento da necessidade de aspirag¢ao

- apnéia, taquipnéia, batimento de asa nasal e retracdo de parede tordcica, ou gemido;

sibilos, estertores ou roncos
- tosse.
- bradicardia ou taquicardia.
3- Duas ou mais radiografias de térax seriadas com pelo menos um dos achados:
- Infiltrado novo
- Infiltrado anterior persistente
- Consolidagao
- Cavitacdo

- Pneumatocele

Meningite: Além do quadro clinico de sugestivo de infec¢do, com ou sem sinais e sintomas
neuroldgicos, foi considerado meningite quando a cultura de liquido
cefalorraquidiano foi positiva e/ou havia anormalidades da avaliacdo citobioquimica

do liquor (SARF et al., 1976; HORAN e GAYNES, 2004).

Infeccio do trato urindrio: caracterizada pela urocultura positiva (HORAN e GAYNES,

2004).

Peso ao nascer: E o primeiro peso de um nascido vivo ou feto nascido morto obtido dentro

de 24 horas do nascimento (WHO, 1987).

Idade gestacional: medida em semanas inteiras, e obtida a partir da data da dltima
menstruacdo materna, ecografia e métodos estimativos de Capurro (CAPURRO et

al. 1978) e New Ballard (BALLARD et al.1981).
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Idade a suspeita: Idade do recém-nascido em dias quando houve a suspeita clinica de

sepse.

Apgar de primeiro minuto: corresponde ao valor do boletim de Apgar, dado com um

minuto de vida (APGAR, 1953).

Apgar de quinto minuto: corresponde ao valor do boletim de Apgar, dado com cinco

minutos de vida (APGAR, 1953).

Estado nutricional: Corresponde a classificagdo do peso do recém-nascido de acordo com
a idade gestacional, usando como padrao a curva de Colorado (LUBCHENCO et al.
1972), sendo cada RN classificado em adequado para idade gestacional (AIG),

pequeno para idade gestacional (PIG) ou grande para idade gestacional (GIG).

Sexo: corresponde ao sexo do recém-nascido, determinado por ocasido do nascimento,

masculino ou feminino.
Baixo peso ao nascer: Peso menor que 2500g (WHO, 1987).
Muito baixo peso ao nascer: Peso menor que 1500g (WHO, 1987).

Recém-nascido prematuro: Crianca nascida com menos de 37 semanas completas de

gestacdo -menos de 259 dias completos (WHO, 1987).

Recém-nascido de termo: Crianga nascida entre 37 semanas e 42 semanas completas -

259 a 293 dias completos (WHO, 1987).

Apnéia: interrupcdo dos movimentos respiratérios por pelo menos vinte segundos,
ou duragdo menor mas associada a queda de saturacdo de oxigénio, bradicardia e/ou

a cianose.
Taquicardia: freqiiéncia cardiaca maior ou igual a 180 batimentos por minutos.
Bradicardia: freqiiéncia cardiaca menos ou igual a 80 batimentos por minutos.

Taquipnéia: freqii€ncia respiratdria maior ou igual a 80 incursdes por minutos.
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Hipotensao: valores de pressao arterial medidos por método oscilométrico e analisados de

acordo com ZUBROWN et al. (1995).

3.4.4- Coleta de dados e instrumentos

Os dados foram coletados do prontudrio médico usado no Servico de
Neonatologia do CAISM e posteriormente transferido para uma ficha pré-codificada

(ANEXO I).

3.4.5- Processamento dos Dados

Os dados contidos na ficha pré-codificada foram revisados manualmente para
se detectar erros de selecdo ou preenchimento. Posteriormente, eles foram digitados e
codificados em um arquivo, em microcomputador, utilizando-se o padrdo disponivel no
programa estatistico SPSS 7.5 for Windows. Apés digitacdo dos casos, fez-se verificagao
manual dos dados confrontando-os com aqueles presentes na ficha original, a fim de se

evitar erros.

3.4.6- Analise dos Dados

7z

Como a distribuicdo dos niveis séricos dos marcadores ndo € normal,

eles foram apresentados como mediana.

O teste de qui-quadrado foi utilizado para comparacdo dos grupos quanto ao
peso de nascimento, sexo, idade gestacional, idade a época da suspeita da infeccdo e
agrupamento de peso menor de 1500 g. Para andlise de associacdo referente a estado
nutricional, Apgar del°e 5° minuto e agrupamento de peso menor de 2500g foi utilizado o

teste exato de Fisher.

Para comparagdo dos valores de PCR, IL-6 e TNF-a entre os grupos e entre os

tempos de afericdo utilizou-se a andlise de variincia de Friedman e teste de Wilcoxon.
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Na comparagdo entre os grupos com evolucdo para ébito e/ou choque e os
niveis dos marcadores séricos, utilizou-se o teste de analise de variancia de

Kruskall-Wallis.

Como ndo hd uma defini¢do clara na literatura médica a respeito dos valores
normais das duas citocinas e da PCR, construiu-se uma curva ROC (receiver operator
characteristic) e os dados foram obtidos a partir da andlise dos valores encontrados no
grupo de recém-nascidos com sepse comprovada por cultura (os ‘“‘verdadeiramente”
sépticos) e no grupo de recém-nascidos ndo infectados. A curva € elaborada a partir de
cruzamento das taxas de positivos verdadeiros (sensibilidade) nas ordenadas de um grafico
contra a taxa de falsos positivos (1-especificidade) a partir de varios pontos de corte.
Testes com bom poder discriminatdério tem suas curvas com desvio no canto esquerdo,
onde o aumento da sensibilidade acarreta pouca diminui¢do da especificidade Os limites de
corte foram obtidos pelo ponto de maximizacao da curva, permitindo a deteccdo do ponto
da melhor combinacdo de sensibilidade e especificidade. Tal ponto corresponde a mais alta

taxa de acuracia do teste.

Para o célculo dos indices de sensibilidade, especificidade e valores preditivo
positivo e negativo utilizou-se os limites de corte obtidos pela curva ROC e os célculos

obtidos pelo teste de qui-quadrado ou Fisher.

O nivel de significancia aceito foi p<0,05 (intervalo de confianca de 95%).

3.5- Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Estadual de Campinas, e foram seguidos os principios enunciados na
DECLARACAO DE HELSINKI (1990). Foi obtida a aprovagio dos pais para a coleta de
sangue dos recém-nascidos por meio do modelo do consentimento livre e esclarecido

(ANEXO II).
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4- RESULTADOS
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Foram observados no periodo do estudo 42 criangas com episddios de sepse

comprovada por cultura, 16 com infeccdo provével e 24 criangas ndo infectadas.

Quando comparados os grupos de sepse comprovada e com infec¢do provavel
com aquele de recém-nascidos ndo infectados, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre eles no tocante ao peso ao nascer, idade gestacional, idade de
aparecimento dos sintomas, indice de Apgar de quinto minuto e sexo. Os recém-nascidos
com infeccdo provdvel apresentaram significativamente um valor de Apgar de primeiro

minuto mais baixo que os do grupo de criancas nao infectadas.

Foi observado que os recém-nascidos desnutridos foram associados
significativamente com os quadros infecciosos (tanto nos comprovados por cultura como
nos quadros provéveis) em relacio as criangas de peso de nascimento adequado para idade
gestacional, embora a proporc¢do de recém-nascidos de baixo peso e de muito baixo peso ao

nascer fosse semelhante nos trés grupos.

A populagdo estudada foi constituida basicamente de prematuros.
Eles constituiram aproximadamente 81% dos recém-nascidos com sepse em ambos 0s

grupos, € 75% daqueles do grupo ndo infectado.

As criancas com baixo peso ao nascer também predominaram na amostra € nao

houve diferenca estatistica entre os grupos.

Os dados com as caracteristicas gerais desses recém-nascidos estdo expostos

nas tabelas 1,2 e 3.

Resultados
69



Tabela 1- Caracteristicas gerais dos recém-nascidos dos grupos com infeccao comprovada

e nao infectados

Sepse Comprovada Nao infectados p#
(42) 24)
Peso ao nascer (g)* 1292,5 (470-4100) 1627,5 (830-3770)  0,1247
Idade gestacional (semanas)* 31 (25-41) 32 (24-41) 0,2792
Idade a suspeita (dias)* 14,50 (3 =30) 10,0(4-29) 0,3830
Apgar 1o minuto > 7 (%) 24 (57,1) 18 (75) 0,1469
Apgar 50 minuto >7 (%) 37 (88,1) 23 (95,8) 0,4023
PIG (%) 15 (35,7) 0 <0,0001
Sexo masculino (%) 20 (47,6) 13 (54,2) 0,0688

* Valores de mediana. Nas caracteristicas: entre parénteses valores de minimo e maximo. Nos grupos:

entre parénteses nimero de criancas. # Teste de Fisher ou qui-quadrado

Tabela 2- Caracteristicas gerais dos recém-nascidos dos grupos com infec¢do provavel e

ndo infectados

Infeccao provavel Nao infectados p#
(16) 24
Peso ao nascer (g)* 1490,0 (520-3585) 1627,5 (830-3770) 0,4334
Idade gestacional (semanas)* 33 (26-40) 32 (24-41) 0,4321
Idade a suspeita (dias)* 12,50 (3-30) 10,0(4-29) 0,7992
Apgar 1o minuto > 7 (%) 5@31,3) 18 (75) 0,0061
Apgar 50 minuto >7 (%) 16 (100) 23 (95.,8) 1,0000
PIG (%) 6 (37.5) 0 0,0021
Sexo masculino (%) 13 (81,3) 13 (54,2) 0,0785

* Valores de mediana. Caracteristicas gerais: entre parénteses valores de minimo e méaximo. Nos grupos:

entre parénteses niimero de criancas. # Teste de Fisher ou qui-quadrado
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Tabela 3- Maturidade e classifica¢do por grupos de peso dos recém-nascidos estudados

Sepse comprovada Infeccao provavel Nao infectados Total

42) (16) 24) (82)
RN de termo 8 (19) 3(18,8) 6 (25) 17 (20,7)
RN prematuro 34 (81) 13 (81,2) 18 (75) 65 (79,3)
RN < 2500¢g 36 (85,7)* 13 (81,3)** 17 (70,8) 66 (80,5)
RN < 1500¢g 24 (57,1)# 8 (50,0)## 9 (37,5) 41 (50,0)
Nimero de casos (percentagem). * Sem diferenca estatistica em relagdo ao grupo ndo infectado

(p=0,1998).

**Sem diferenga estatistica em relag@o ao grupo ndo infectado (p=0,7110). # Sem diferenca estatistica em
relacdo ao grupo ndo infectado (p=0,1247). ##Sem diferenca estatistica em relacdo ao grupo nao
infectado (p=0,1433).

A sintomatologia foi agrupada nos seguintes modos de apresentacio:
gerais, respiratorias, cardiovasculares, gastrointestinais e neuroldgicas. Os sinais e sintomas
gerais (hipoatividade, palidez cutanea, distermia, sangramentos em geral, rendilhado
cutaneo, geméncia) foram os mais freqiientemente encontrados (170 ocorréncias).
A hipoatividade foi o principal sintoma encontrado nos trés grupos estudados, e esteve
presente em 85,7% das criangas com sepse comprovada, em 81,3% daquelas com infec¢ao
provavel e em 62,5% dos recém-nascidos sem infeccdo. As manisfestacOes respiratdrias
(apnéia, taquipnéia, cianose, piora respiratoria) aconteceram em 91 ocorréncias.
Sintomatologia hemodindmica (alteracdo da perfusdo, taquicardia, bradicardia, oliguria,
hipotensdo, alteracdo da amplitude de pulso, escleredema) esteve presente em 82 vezes.
Manifestagdes gastrointestinais (residuo gastrico, ictericia, distensdo abdominal, dor a
palpacdo, vOmitos) estiveram presentes em 46 ocasidoes. As alteracdes neuroldgicas
(irritabilidade, coma, convulsdo) foram poucos freqiientes e em apenas 11 momentos.

A ocorréncia dos sinais e sintomas nos grupos encontra-se resumida na tabela 4.
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Tabela 4- Sintomatologia encontrada nos grupos com sepse comprovada, clinica e nao

infectados.
Sepse comprovada Infeccio provavel Nao infectados

Hipoatividade 36(85,7) 13 (81,3) 15 (62,5)
Palidez 32 (76,2) 9(56,3) 4(16,7)
Apnéia 27 (64,3) 4 (25) 5(20,8)
Taquipnéia 16(38,1) 4 (25,0) 6 (25,0)
Perfusao alterada 15 (35,7) 6 (37,5 2(8,3)
Hipertermia 12 (28,6) 2(12,5) 7(29,2)
Hipotermia 11(26,2) 2 (12,5) 3(12,5)
Bradicardia 11 (26,2) 1(6,3) 3(12,5)
Cianose 11 (26,2) 3(18,8) 0
Residuo géstrico 10 (23,8) 3(18,8) 0
Oligiria 10 (23,8) 1(6,3) 0
Ictericia 7 (16,7) 4(25) 2 (8,3)
Hipotensao 6 (14,3) 3(18,8) 0
Piora respiratdria 5(11,9) 5(31,3) 5 (20,8)
Alteragao de pulso 5(11,9) 2 (12,5) 0
Sangramentos em geral 5(11,9) 1(6,3) 2 (8,3)
Recusa alimentar 4(9,5) 1(6,3) 2 (8,3)
Irritabilidade 4(9,5) 1(6,3) 4(16,7)
Rendilhado cutaneo 4(9,5) 4 (25) 1(4,2)
Geméncia 4(9,5) 0 4 (16,7)
Escleredema 4(9,5) 2 (12,5) 0
Distensdo abdominal 4(9,5) 7 (43,8) 3(12,5)
Dor abdominal 2 (4,8) 5(31,3) 0
Taquicardia 2 (4,8) 7(43,8) 14,2)
Vomitos 2 (4,8) 1(6,3) 3(12,5)
Coma 12,4) 0 0
Convulsio 12,4) 0 0

Numero de casos (percentagem)
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No grupo com sepse comprovada, a maioria dos casos (24/42 - 67%) foi
classificada como infec¢do primdria da corrente sangiiinea e em 18 casos (43%) houve
localizagdo, sendo oito casos com pneumonia, trés com meningite, cinco com infec¢do do
trato urindrio, e dois com enterocolite necrosante. Neste mesmo grupo, a cultura de sangue
foi positiva em 38 casos (90%), e em apenas quatro casos o agente foi isolado somente em
outro material (urina obtida por pungdo suprapubica). Em todos os casos de meningite,
a cultura de sangue também foi positiva e em um caso de infec¢do sist€mica grave por
fungo, tanto a cultura de sangue como a de urina foram positivas para 0 mesmo agente

(Candida albicans).

No grupo de infec¢do provdvel a predominancia foi de quadros localizados
(12/16 — 75%), sendo cinco casos de pneumonia, cinco de enterocolite necrosante,
um de adenite submandibular € um caso de meningite com cultura negativa, porém com
citologia liquoérica alterada (leucécitos 532/ml com predominio de neutréfilos — 94%)
e evolugdo fulminante com choque e dbito. Apenas quatro casos foram considerados como

infeccao de corrente sangiiinea ( compativel com o diagndstico de “sepse clinica” do CDC).

Os diagnosticos do grupo controle foram os mais variados, porém de ocorréncia

comum no periodo neonatal e estdo resumidos na tabela 5.
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Tabela 5- Diagnésticos encontrados nos recém-nascidos do grupo de criangas nao

infectadas
Diagnéstico Freqiiéncia
Estado pds-operatério 4 (16,0)
Doenca de membrana hialina 3(12,5)
Apnéia primdria 3(12,5)
Suspeita de enterocolite necrosante 3(12,5)
Hipertermia 3(12,5)
Atelectasia 3(12,5)
Sangramento do sistema nervoso central 2 (8,0)
Displasia broncopulmonar 2 (8,0)
Insuficiéncia cardiaca 1(4,0)

ndmero de casos (percentagem)

Os cocos gram-positivos foram as bactérias mais freqiientemente encontradas
nas culturas, correspondendo a 78,5% dos isolados sangiiineos, principalmente
S. epidermidis (16 -38,1%) e S. aureus (12 —28,6%). Houve apenas uma sepse fungica,
apesar do predominio de recém-nascidos de muito baixo peso. Infeccdo por bactérias
gram-negativas ocorreu em 7 (16,6%) e sepse por duplo agente aconteceu em dois casos.

Os agentes isolados nas culturas encontram-se resumidos na tabela 6.

As hemoculturas levaram até 72 horas para identificacdo do agente, sendo que
em 17 casos (40,4%) em até 24 horas, 21 (50%) entre 24 e 48 horas e em apenas quatro

ocasides (9,6%) obteve-se o resultado entre 48 e 72 horas apds a coleta.
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Tabela 6- Agentes microbioldgicos isolados nas culturas

Agente n (%)
Staphylococcus epidermidis 16 (38,1)
Staphylococcus aureus 12 (28,6)
Escherichia coli 2 (4,8)
Staphylococcus warneri 1(24)
Micrococcus Sp 1(2,4)
Staphylococcus simulans 124
Pseudomonas aeruginosa 1(2,4)
Acinetobacter calcoaceticus 1(2,4)
Klebsiella pneumoniae 1(2,4)
Pantoea agglomerans 1(2,4)
Enterobacter cloacae 124
Serratia marcescens 1(2,4)
S. aureus e P.aeruginosa 1(24)
S. aureus e S. hominis 1(2,4)
Candida albicans 1(2,4)

nidmero de casos (percentagem)

No grupo sepse comprovada por cultura, o leucograma foi considerado alterado
em 27 casos (64,3%) e normal em 15 (35,7%). No grupo de infeccao provével, o padrao foi
semelhante, estando o exame alterado em 11/16 dos sujeitos (68,8%) e normal em 31,2%.
Por outro lado, no grupo de criancas ndo infectadas, ele esteve anormal em apenas

seis casos (25,0%) e normal nos 18 casos restantes (75,0%). Tabela 7.
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Tabela 7- Leucograma nos grupos com sepse comprovada, infeccdo provavel e

recém-nascidos nao infectados

Sepse Comprovada Infeccao provavel Nao Infectados
(42) (16) (24)
Normal (%) 15 (35,7) 5@31,3) 18 (75,0)
Alterado (%) 27 (64,3) 11 (68,8) 6 (25,0)

Numero de casos (percentagem)

A mediana da PCR mostrou-se elevada nos trés tempos de afericio nos
dois grupos sépticos, com diferenga estatisticamente significativa em todos os momentos
em relacio ao grupo de recém-nascidos ndo infectados (p<0,0001). Nos grupos de
recém-nascidos com sepse comprovada, foi verificada uma ascensado significativa do valor
da mediana da primeira medida para a segunda aferi¢cao (p=0,0019) e uma queda no valor
da mediana da segunda para a terceira medida. Essa queda, porém, ndo teve valor
estatisticamente significativo (p= 0,2449). Nos recém-nascidos com infec¢do provdvel tal
fato se repetiu, com ascensdo estatisticamente significativa da mediana do primeiro para o
segundo valor (p=0,0155) e queda ndo significativa da segunda para a terceira afericdao
(p=0,1876). Nos recém-nascidos controles, a leve ascensao do valor da segunda mediana da
PCR ndo teve valor estatistico (p= 0,4120). Os valores da mediana da PCR encontradas nos
trés tempos de medida e para cada grupo estdo demonstradas nas tabela 8 e 9 e nos

gréficos 1 e 2.
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Tabela 8- Valores de mediana da PCR nos grupos de sepse comprovada e de

recém-nascidos nao infectados

Sepse Comprovada (42) Nao Infectados (24) p*

PCR 1" medida 5,09 (0,56-30,60) 0,28 (0,01-3,61) <0,0001
PCR 2° medida 9,90 (0,29-83,20) 0,51 (0,01-2,38) <0,0001
PCR 3" medida 5,74 (0,11-144,00) 0,33 (0,02-3,20) <0,0001

Valores expressos em mg/dl. Valores minimos e maximos entre parénteses. *Teste de Wilcoxon

Tabela 9- Valores de mediana da PCR nos grupos de infeccdo provavel e de

recém-nascidos nao infectados

Infeccao provavel (16) Nao Infectados (24) p*

PCR 1" medida 4,14 (0,19-31,30) 0,28 (0,01-3,61) <0,0001
PCR 2% medida 9,93 (0,70-31,90) 0,51 (0,01-2,38) <0,0001
PCR 3" medida 6,21 (0,46-60,90) 0,33 (0,02-3,20) <0,0001

Valores expressos em mg/dl. Valores minimos e maximos entre parénteses. *Teste de Wilcoxon
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*Diferenca estatisticamente significativa entre a 2* ¢ a primeira mediana (p=0,0019)

** Sem diferenca estatistica entre a segunda e terceira medianas (p=0,2449)

# Sem diferenga estatisticamente significativa entre a 2* e a primeira medianas (p=0,4120) e entre a
segunda e a terceira medianas (p=0,2355).

(Teste de Wilcoxon)

Grafico 1- Valores de mediana da PCR nos grupos de sepse comprovada e de

recém-nascidos nao infectados
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*Diferenca estatisticamente significativa entre a primeira e a segunda mediana (p=0,0155)

** Sem diferenca estatistica entre a segunda e terceira medianas (p=0,1876)

# Sem diferenca estatisticamente significativa entre a primeira e a segunda medianas (p=0,4120)
nem entre a segunda e a terceira (p=0,2355).

(Teste de Wilcoxon)

Grafico 2- Valores de mediana da PCR nos grupos de infec¢do provavel e de

recém-nascidos nao infectados

Os valores de mediana de IL-6 de ambos os grupos sépticos foram
estatisticamente superiores aos do grupo ndo infectado em todos os momentos. No grupo
com sepse comprovada ocorreu queda progressiva e significativa na mediana ao longo do
tempo (p=0,0036 da primeira para segunda medida e p=0,0174 da segunda para terceira
afericao). No grupo de infecc@o provavel, a mediana também apresentou queda progressiva
nos valores ao longo do tempo, principalmente da primeira para a segunda medida
(p=0,0052). Porém, essa queda ndo se acentuou da segunda para a terceira afericdo
(p=0,0906). No grupo nao infectado, as medianas permaneceram constantes ao longo do
tempo. Os valores encontrados para a interleucina-6 estdo resumidos nas tabelas 10 e 11

e graficos 3 e 4
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Tabela 10- Valores de mediana da IL-6 nos grupos de sepse comprovada e de

recém-nascidos nao infectados

Sepse Comprovada (42) Nao Infectados (24) p*
IL-6 1° medida 63,15 (3,00-29079,00) 5,00 (2,10-69,50) <0,0001
IL-6 2* medida 27,00 (1,60- 23818,00) 5,00 (1,30-52,30) 0,0024
IL-6 3" medida 9,05 (0,00-19998,0) 5,00(1,00-40,10) 0,0317

Valores expressos em pg/ml. Valores minimos e maximos entre parénteses. * Teste de Wilcoxon

Tabela 11- Valores de mediana da IL-6 nos grupos de infec¢do provavel e de recém-

nascidos nao infectados

Infeccao provavel (16) Nao Infectados (24) p*
IL-6 1° medida 133,50 (0,99 — 8746,00) 5,00 (2,10-69,50) 0,0016
IL-6 2% medida 14,70 (1,40- 1047,00) 5,00 (1,30-52,30) 0,0219
IL-6 3" medida 6,30 (2,40-139,0) 5,00(1,00-40,10) 0,0373

Valores expressos em pg/ml. Valores minimos e maximos entre parénteses. Teste de Wilcoxon

160 -
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0 - | E—__ —
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* Diferenca estatisticamente significativa entre a primeira e a segunda medianas (p=0,0036).
** Diferenca estatisticamente significativa entre a segunda e a primeira medianas (p=0,0174).

Grafico 3- Valores de mediana da IL-6 nos grupos de sepse comprovada e de

recém-nascidos nao infectados
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*Diferenca estatisticamente significativa entre a primeira e a segunda medianas (p=0,0052).
**Sem diferenca estatisticamente significativa entre a segunda e a terceira medianas (p=0,09006).

Grafico 4- Valores de mediana da IL-6 nos grupos de infeccdo provavel e de

recém-nascidos nao infectados

Em relacdo ao TNF-a, os valores de mediana do grupo de sepse comprovada
foram mais elevados que aqueles do grupo de recém-nascidos ndo infectados em todos os
momentos de coleta, e sempre com diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001 na
primeira mediana, p=0,0002 para a segunda e p=0,0038 na terceira mediana). As medianas
também mostraram queda significativa ao longo do tempo (p= 0,0145 da primeira para
segunda e p= 0,0320 da segunda para a terceira medida). No grupo ndo infectado,
a mediana permaneceu praticamente sem alteracOes estatisticamente significativas nos
trés tempos de medida. No grupo de infeccdo provdvel a queda nos valores ndo foi
significativa temporalmente (p=0,0830 da primeira para segunda mediana e p=0,1465 da
segunda para terceira). Além disso, as diferencas nas medianas entre esse grupo e o de
recém-nascidos ndo infectados ndo foram significativas em nenhum momento de coleta
(valores de p iguais a 0,1668; 0,5209; 0,9019). Os achados encontram-se nas
tabelas 12 e 13 e graficos 5 e 6.
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Tabela 12- Valores de mediana do TNF-a nos grupos de sepse comprovada e de

recém-nascidos nao infectados

Sepse Comprovada (42) Nao Infectados (24) p*
TNF 1° medida 24,70 (4,80-397,00) 6,40 (2,10-29,70) <0,0001
TNF 2% medida 19,20 (4,30-376,00) 6,60 (0,75- 30,40) 0,0002
TNF 3" medida 15,00 (1,40 —238,00) 7,00 (3,70-17,30) 0,0038

Valores expressos em pg/ml. Valores minimos e maximos entre parénteses. * Teste de Wilcoxon

Tabela 13- Valores de mediana do TNF-a nos grupos de infec¢do provavel e de

recém-nascidos nao infectados

Infeccao provavel (16) Nao Infectados (24) p*

TNF 1° medida 10,05 (0,02-47,70) 6,40 (2,10-29,70) 0,1668
TNF 2° medida 8,10 (2,00 -37,20) 6,60 (0,75- 30,40) 0,5209
TNF 3" medida 6,7 (2,30 -28,50) 7,00 (3,70-17,30) 0,9019

Valores expressos em pg/ml. Valores minimos e maximos entre parénteses. * Teste de Wilcoxon
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* Diferenca estatisticamente significativa entre a primeira e a segunda medianas (p=0,0145).
** Diferenca estatisticamente significativa entre a segunda e a terceira medianas medianas

(p=0,0320). # Sem diferenca estatistica entre os trés tempos. (Teste de Wilcoxon)

Grafico 5- Valores de mediana do TNF-a nos grupos de sepse comprovada e de
recém-nascidos nao infectados
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* Sem diferenca estatisticamente significativa entre a primeira e a segunda medianas (p=0,0830).

** Sem diferenca estatisticamente significativa entre a segunda e a terceira medianas medianas (p=0,1465).
# Sem diferenca estatistica entre os trés tempos

(Teste de Wilcoxon)

Grafico 6- Valores de mediana do TNF-a nos grupos de recém nascidos com infec¢do

provdvel e ndo infectados
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Alguns recém-nascidos tiveram sua evolu¢do complicada por choque ou 6bito
(Tabela 14). O choque foi um evento freqiiente em ambos os grupos sépticos, ocorrendo em
15 recém-nascidos do grupo comprovado por cultura (35,7%) e em seis criancas do grupo
com infeccdo provavel (37,5%). Ele ndo ocorreu no grupo ndo infectado. Naqueles
recém-nascidos com sepse monomicrobiana, o choque ocorreu em 11/31 casos (35,5%)
quando a sepse foi produzida por bactérias gram-positivas e 4/6 casos (66,7%) na sepse por

bactérias gram-negativas.

O 6bito ocorreu em quatro (9,5%) pacientes do grupo com sepse € em um
paciente (6,3%) no grupo de infeccdo provavel e ndo ocorreu no grupo ndo infectado.
Apesar de S. epidermidis ser o agente mais freqiientemente isolado nos quadros de infec¢ao
da corrente sangiiinea no grupo de sepse comprovada, ndo houve nenhum 6bito entre as
criancas acometidas. Todos os quatro casos de 6bito no grupo com sepse comprovada
foram quadros de infec¢do da corrente sangiiinea e trés deles foram determinados por
bactérias gram-negativas (P. aeruginosa; Serratia narcescens; Pantoea aglomerans) e um
caso por S.aureus. Todos eram prematuros e de baixo peso ao nascer (peso variando entre
1610 e 2155 g), sendo duas criangas com peso adequado para idade gestacional e duas com

desnutri¢do intra-uterina.

No grupo de criancas com sepse comprovada verificou-se que as medianas dos
marcadores séricos apresentaram-se mais elevadas naqueles com evolugdo complicada
(choque e/ou 6bito). Porém, diferenca estatisticamente significativa foi notada na primeira e

terceira afericdes da IL-6 e na terceira medida do PCR e do TNF-a (Tabela 14 e 15).

Tabela 14- Ocorréncia de choque e 6bito nos grupos estudados

Sepse Comprovada (42) Infeccao provavel (16) Nao Infectados (24)

Choque 15(35,7) 6 (37.5) 0
Obito 4(9,5) 1(6,3) 0

Numero de casos (percentagem)
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Tabela 15- Valores de mediana dos marcadores séricos e ocorréncia de choque e 6bito no

grupo de recém-nascidos com sepse comprovada

Obito @) Choque (11) Sem choque ou 6bito (27) p*
PCR1 20,3 5,2 4,2 0,1068
PCR2 18,5 12,6 8,3 0,0793
PCR3 43,5 6,3 4,8 0,0197
IL1 4861,0 73,5 38,8 0,0118
L2 396,5 36,2 14,5 0,0505
IL3 3048,5 9,2 6,0 0,0090
TNF1 259,0 14,1 242 0,0814
TNF2 115,9 25,6 17,5 0,0767
TNF3 156,0 19,5 12,5 0,0132

Valores de mediana — PCR em mg/dl eIL-6 e TNF-a em pg/ml
* Andlise de variancia de Kruskall-Wallis

Alguns recém-nascidos com sepse comprovada apresentaram valores séricos
dos marcadores normais.Tais criancas serdo avaliadas no item “Discussdao”. Todos os
valores individuais dos marcadores séricos — proteina C-reativa, interleucina-6 e fator de

necrose tumoral-alfa, estdo dispostos no anexo I'V.

Para avaliar a precisdo diagndstica desses marcadores nos quadros de sepse,
o célculo da sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo € negativo e a
acuricia de cada exame foi realizado para cada momento de coleta e os limites de corte
foram obtidos por pontos de inflexdio com alta sensibilidade da curva ROC
(receiver operator characteristic). Para o leucograma o calculo foi feito por medida direta

de freqiiéncia. Os limites de corte obtidos encontram-se resumidos na tabela 16.
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Tabela 16- Limites de corte para os trés marcadores sérios

PCR IL-6 TNF-a
1° medida 1,73 25,8 12,5
2" medida 1,16 14,0 11,0
3" medida 1,32 5,6 12,5

Limites obtidos por ponto de maximizagdo pela curva ROC
Valores de PCR em mg/dl e de IL-6 e TNF-a. em pg/ml

Os valores dessesindices para a PCR mostraram-se elevados, com a
especificidade e o valor preditivo positivo ascendendo-se com o tempo. A sensibilidade e o
valor preditivo negativo apresentaram queda nos valores da segunda para terceira medida.

A acuricia diagndstica mostrou-se elevada em todos os momentos (Tabela 17).

Tabela 17- Valores de Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo € negativo

e acuracia — PCR

Sens Esp VPP VPN Acur
1 medida 78,6 87,5 91,7 70,0 81,8
2° medida 90,5 87,5 92,7 84,0 89,4
3* medida 85,7 91,7 94,7 78,6 87,9

Valores em percentagem

A interleucina-6 apresentou indices progressivamente menores com o tempo e,
do mesmo modo que a primeira medida (a suspeita do quadro) foi a mais alterada,
os indices tém seus valores mais elevados na primeira aferi¢do (compardveis a da primeira
medida da PCR), com queda importante na acurdcia da primeira para a terceira aferi¢ao

(Tabela 18).
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Tabela 18- Valores de Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo

e acuracia — IL-6

Sens Esp VPP VPN Acur
1 medida 77,5 87,0 91,2 69,0 81,0
2° medida 64,3 83,3 87,1 57,1 71,2
3? medida 64,3 75,0 81,8 54,5 68,2

Valores em percentagem

Os indices do fator de necrose tumoral-alfa foram menores que os apresentados
pela PCR e IL-6, mas a acurdcia manteve-se praticamente constante ao longo do tempo

(Tabela 19).

Tabela 19- Valores de Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo

e acuracia — TNF-a

Sens Esp VPP VPN Acur
1" medida 74,3 81,8 86,7 66,7 77,2
2" medida 71,8 86,4 90,3 63,3 77,0
3" medida 62,2 95,2 95,8 58,8 74,1

Valores em percentagem

O leucograma apresentou o pior desempenho dos quatro marcadores,

quando comparado com o perfil apresentado por eles na primeira aferi¢dao (Tabela 20).
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Tabela 20- Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo

e acurdcia — Leucograma.

Sens Esp VPP VPN Acur
Leucograma 64,3 75,0 81,8 54,5 68,2

Valores em percentagem

A associagdo de testes foi realizada e ao se combinar a proteina C-reativa,
a interleucina-6 e o fator de necrose tumoral-alfa, em suas primeiras medidas, todos os
indices, de um modo geral, sofreram um aumento significativo de valor e a acuricia

alcangou seu mdximo com a combinacdo PCR1 x TNF1, atingindo 94,7% (Tabela 21).

Tabela 21- Associagdo de marcadores e valores de sensibilidade, especificidade,

valores preditivos positivo e negativo e acurécia - Primeiras medidas da PCR,

[1-6 e TNF-a
Sens Esp VPP VPN Acur
IL1+PCR1 88,0 90,0 91,7 85,7 88,9
IL1+TNF1 87,0 94,1 95,2 84,2 90,0
PCR 1 + TNF1 95,2 94,1 95,2 94,1 94,7

O numero a frente do marcador representa o tempo de coleta
Valores em percentagem

O leucograma, o exame com pior desempenho dos quatros exames estudados,

apresenta também melhora na sua performance quando associado aos outros marcadores

(Tabela 22).
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Tabela 22- Associacdo de marcadores e valores de sensibilidade, especificidade, valores

preditivos positivo e negativo e acurdcia — leucograma e marcadores séricos

Sens Esp VPP VPN Acur
Leuc + PCR1 88,0 94,1 95,6 84,0 90,4
Leuc + IL1 85,0 94,0 94,4 84,2 89,0
Leuc + TNF1 68,0 94,4 95,0 71,0 81,3

O nuimero a frente do marcador representa o tempo de coleta

Valores em percentagem

O estudo utilizou um limite de corte para a PCR diferente aquele utilizado da

pratica clinica (1mg/dl). Ao se considerar este limite, a acurdcia do marcador nos

dois primeiros momentos de dosagem, isoladamente e em combinag¢do, ainda permanece

elevada (Tabela 23).

Tabela 23- Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo

e acurdcia da PCR com o limite de corte de 1,0 mg/dl

Sens Esp VPP VPN Acur
PCR1 92,9 70,8 84,8 85,0 84,8
PCR2 92,9 83,3 90,7 87.0 89,4
PCR3 85,7 83,3 90,0 76,9 84,5
PCR1 x PCR2 95,0 84,2 92,7 88,9 91,5

Os valores a frente do marcador representam o momento de coleta

Valores em percentagem

Como a PCR apresenta seu melhor desempenho 24-48 horas apds o inicio do

quadro e a IL-6 e o TNF-a apresentam suas melhores performances diagndstico no

momento da suspeita clinica, avaliamos também a combinacdo dos marcadores nessas
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situagdes. Observa-se um aumento de todos os valores estudados e a associagdo do

leucograma e da PCR2 apresentou o melhor desempenho, com acurécia de 97,5% e valor

preditivo e sensibilidade de 100% (Tabela 24).

Tabela 24- Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo

e acurdcia da associa¢do de marcadores em outros momentos

Sens Esp VPP VPN Acur
Leuc x PCR2 100 94,1 95,8 100 97,5
PCR2 x IL1 93,5 90,5 93,5 90,5 92,3
PCR2 x TNF2 95,8 94,1 95,8 94,1 95,1

Os valores a frente do marcador representam o momento de coleta

Valores em percentagem

Uma vez que a populacdo de criancas foi de prematuros e de recém-nascidos de

termo, compararam-se os valores de medianas dos trés marcadores séricos nas

trés afericOes para verificar se havia diferenca entre ambos na producdo das citocinas.

N3ao houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores de PCR, IL-6 e TNF-a

em nenhum momento da dosagem (Tabela 25).
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Tabela 25- Comparacao entre a mediana dos marcadores entre grupos de recém-nascidos

de termo e pré-termo

Termo (17) Pré-termo (65) p*
PCR1 4,9 2,3 0,2754
PCR2 7.5 33 0,5024
PCR3 3,6 1,9 0,7241
IL1 59,8 32,0 0,6966
112 13,4 12,6 0,85983
IL3 5.5 6,3 0,2747
TNF1 8,4 13,0 0,2493
TNF2 7,3 11,8 0,1410
TNF3 8,4 9,3 0,3394

Valores de PCR em mg/dl e de IL-6 e de TNF-a. em pg/ml, expressos como mediana
Os valores a frente do marcador representam o momento de coleta
* Teste de Wilcoxon

Os grupos de recém-nascidos com sepse comprovada e infeccdo provavel
apresentaram um comportamento bastante semelhante tanto nas caracteristicas da
populacdo como no comportamento dos marcadores laboratoriais. Assim, eles foram
reunidos em um grupo Unico e comparados com o grupo nao infectado. Os resultados da

avaliac@o conjunta estdo colocados no “Apéndice II1”.
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5- DISCUSSAO
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A sepse neonatal constitui-se ainda um grande desafio diagndstico em virtude
das particularidades da faixa etdria e do alto indice de morbi-letalidade associada a doenca.
H4 a necessidade de se estabelecer o diagndstico o mais preciso possivel, de modo a se
iniciar o tratamento rapidamente e a0 mesmo tempo, € necessario evitar que as criangas nao
infectadas recebam tratamento desnecessario € sejam expostos aos efeitos indesejaveis dos
antimicrobianos. (KLEIN e MARCY, 1991; SILVA et al., 1995; STOLL et al., 1998;
GERDES, 2004; JACKSON et al.2004).

A doenga ainda é bastante prevalente mundialmente e os recém-nascidos
prematuros, os de baixo peso e de muito baixo peso ao nascer sdo os principais acometidos.
Uma vez que esse grupo de criangas representa uma parcela significativa dos
recém-nascidos atendidos nas unidades de cuidados neonatais, esforcos no sentido de
aprimorar o diagndstico e tratamento dos quadros infecciosos terdo grande impacto em sua
sobrevivéncia e na prevencdo de seqiielas importantes associadas a prematuridade e ao
baixo peso (GAYNES et al., 1996; KARLOWCIZ et al., 2000; ADAMS-CHAPMAN e
STOLL, 2002; VERGNANO et al, 2002; STOLL e HANSEN, 2003;
PESSOA-SILVA, 2004).

Optou-se por estudar a sepse tardia pelo fato de as alteracdes gestacionais e
perinatais ja estarem praticamente ausentes a partir de 72 horas de vida, nao servindo assim
como fatores de confundimento na avaliagio dos quatro marcadores estudados. E bem
estabelecido que tanto o leucograma como os trés marcadores humorais tém seus valores de
normalidade bastante diferente nos primeiros trés dias de vida, decorrentes da prépria
adaptacdo ao final da gestacdo, a parturicio e a adaptacdo neonatal imediata
(MANROE et al., 1979; LLOYD e OTO, 1982; MOUZINHO et al., 1994;
SILVA et al., 1995; JAYES e WAITES, 1997; CHIESA et al., 2001).

O trabalho obteve uma amostra significativa de recém-nascidos comumente
internados em unidades de terapia intensiva neonatal. Em 2002, no CAISM -UNICAMP,
a taxa de recém-nascidos de baixo peso ao nascer foi 16,6/1000 nascidos-vivos e a de muito
baixo peso foi de 4,0/1000 nascidos-vivos. Os trés grupos foram bastante compardveis entre

si quanto as caracteristicas gerais.
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Como o trabalho ndo obteve todos os casos de sepse ocorrida no servigo,
ele ndo serve como estimativa da prevaléncia da doenca. Algumas criangas ndo foram
incluidas devido a ndo obtencdo da coleta seriada ou a falta de autorizacdo para a coleta e
limitou-se a incluir apenas os recém-nascidos com idade médxima de quatro semanas,

pois tradicionalmente esse € o limite definido para “recém-nascidos”.

A sintomatologia da sepse neonatal é bastante variavel e inespecifica, como foi
observado pela predominancia dos sinais e sintomas gerais, o que pode ser confundido com
outras doengas do periodo neonatal e mesmo da evolucdo por vezes instivel do RN de
muito baixo peso (NG et al., 1997; STOLL et al., 2003; GERDES, 2004; PUOPOLO,
2005). A dificuldade de distingdo entre essas situagdes clinicas explica em parte a
freqiiéncia de avaliacdes de sepse. No estudo de STOLL et al. (2002), 62% das criangas
tiveram pelo menos uma coleta de hemocultura por suspeita de sepse tardia.
A hipoatividade foi o principal sinal clinico encontrado, porém, este sintoma é bastante
dificil até de ser definido, pois depende de uma observacdo continua e ainda sofre efeito
direto de drogas depressoras do sistema nervosas central, comumente usadas nas unidades

de terapias intensivas.

No trabalho de GONZALEZ et al. (2003) os modos de apresentacdo foram
semelhantes, com dessaturagcao (50%), residuos géstricos (33%), apnéia (33%), bradicardia
(22%), necessidade de suporte ventilatério (17%) e taquipnéia (10%) os mais freqiientes
sinais e sintomas, e com excec¢do dos episddios de apnéia/bradicardia, os critérios clinicos
foram incapazes de distingiliir os recém-nascidos infectados dos ndo sépticos.
Em um estudo multicéntrico, extenso, FANAROFF et al. (1998) encontraram os seguintes
quadros de apresentacdo da sepse em 395 recém-nascidos de muito baixo peso ao nascer:
piora dos episddios de apnéia (55%), intolerancia alimentar, distensdo abdominal ou teste
de gudiaco positivo (43%), aumento da necessidade de suporte ventilatério e/ou aumento da
necessidade de oxigénio (29%), letargia e hipotonia (23%). O valor preditivo positivo

desses sinais na sepse comprovada por cultura foi baixo, variando de 14 a 20%.

As manifestacOes respiratorias € hemodinamicas também foram de ocorréncia
freqiiente no estudo, embora elas também ndo sejam especificas de sepse. Outras situacoes

clinicas comuns no periodo neonatal foram encontradas no trabalho e mimetizaram a
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sintomatologia que ocorre em vigéncia de um quadro infeccioso. Entre elas se destacaram
hemorragia grave do sistema nervoso central, displasia broncopulmonar, estado
pOs-operatodrio, insuficiéncia cardiaca e, anemia grave, como também descrito por

NG et al. 2003.

Nos casos de sepse comprovada por cultura, houve predominio dos quadros de
infeccdo primdria da corrente sangiiinea, € mesmo nos episodios sépticos com localizacao,
a hemocultura também foi positiva na grande maioria dos casos. No Servico de
Neonatologia do CAISM-UNICAMP, nos anos de 2001 e 2002, a densidade de incidéncia
de infec¢do da corrente sangiiinea foi de 5,08 e 4,29/1000 pacientes-dia, respectivamente
(Dados do Centro de Controle de Infeccao Hospitalar do CAISM-UNICAMP - relatério
2002), o que estd de acordo com densidades encontradas em outros servicos que usam O
mesmo instrumento de medi¢cdo (metodologia NISS). PESSOA-SILVA et al. (2004),
em estudo multicéntrico brasileiro, relataram uma taxa de infec¢do nosocomial da corrente
sangiiinea de 7,6/1000 pacientes-dia e STOVER et al. (2001) de 8,9/1000 pacientes-dia

(variagdo de 4,6 a 18,1 nos 19 centros de estudos americanos).

De um modo geral, a infec¢do da corrente sangiiinea tem sido relatada como a
forma mais comum de sepse nosocomial entre recém-nascidos, seguido por pneumonia e
infeccoes do grupo olhos-nariz-ouvido-garganta (representado principalmente por
conjuntivite e candidiase mucosa). A enterocolite necrosante costuma acometer prematuros
de muito baixo peso (GAYNES et al. 1996; KARLOWICZ et al, 2000;
ADAMS-CHAPMAN e STOLL, 2000; LEMMONS et al, 2001; STOVER et al, 2001;
BALTIMORE, 2003; PESSOA-SILVA, 2004).

No grupo de infecc¢io provavel, como por defini¢io as culturas foram negativas,
a localizagdo dos quadros infecciosos ajudou na identificacio dos doentes. As taxas de
recuperagdo sangiiinea em culturas nos casos de pneumonia ndo sdo elevadas. Deste modo,
o diagnostico € feito por critérios clinicos de insuficiéncia respiratéria aguda ou cronica

reagudizada, sintomas gerais de infec¢do e imagem radiologica compativel em radiografias

seriadas (HORAN e GAYNES, 2004).
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Nos casos de enterocolite necrosante, além do quadro abdominal e sist€émico
definidos, havia alteracoes radiolégicas compativeis. No unico caso de adenite
submandibular, a presenca da nodulagcdo inflamatéria e saida de pus na cavidade oral,
tornou o diagnostico exeqiiivel. No caso de meningite com cultura liquérica e sangiiinea
negativas, o quadro sistémico, a alteracdo citoldgica do liquido cefalorraquidiano e a
evolucdo para choque e Obito também deixaram em evidéncia a natureza infecciosa da
doenca. Apenas quatro casos foram definidos como sendo de infec¢do da corrente

sangiifnea, baseados nas manifestagcdes sistémicas, apesar das culturas negativas.

O CDC americano também incluiu o termo ‘“‘sepse clinica” em suas defini¢des
em 1986, como aquela em que estdo presentes pelo menos um dos seguintes sinais e
sintomas, sem outra causa reconhecida: febre, hipotermia, apnéia ou bradicardia.
Acrescenta-se a isso o fato de ndo haver crescimento de microrganismos em hemocultura e
ndo haver outro sitio aparente de infeccio (GARNER et al., 1988; HORAN e GAYNES,
2004). GAYNES et al. (1996) encontraram uma taxa de infec¢do primaria da corrente
sangiifnea associada a sepse clinica de 13 a 21%, inversamente relacionada ao peso ao
nascer. PESSOA-SILVA et al. referiram uma taxa mais elevada, de cerca de 50%.
No CAISM-UNICAMP, no ano de 2002, a incidéncia de infeccdo da corrente sangiiinea foi
de 12% e, destes casos, 32% foram de sepse clinica (Dados do Centro de Controle de

Infec¢ao Hospitalar do CAISM-UNICAMP - relatorio 2002).

Alguns trabalhos de avaliagdo diagnostica t€ém incluido recém-nascidos com
sepse clinica em suas casuistica. Nestes estudos, a sintomatologia é mais extensa que os
definidos pelo CDC, e definida pela presenga de sintomatologia compativel com quadro
séptico e culturas negativas, podendo incluir casos de pneumonia (PANERO et al, 1997;
SILVEIRA e PROCIANOY, 1997; DOLLNER et al., 2001; VIEIRA, 2001). Tal conceito

se aproxima com o que definimos por “infeccdo provével”. Tal categoria de sujeitos €

(€N

importante, pois, por um lado, tais pacientes de fato existem na pratica clinica e
necessario saber o comportamento dos testes nesse tipo de recém-nascidos, uma vez que as
culturas serdo negativas e o diagnostico terd de ser feito pela avaliacdo clinica e exames
indiretos. Por outro lado, ndo hd como saber qual a porcentagem dessas criancas realmente

estavam infectadas “verdadeiramente” e isso, de certo modo, pode interferir na avaliagao
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mais precisa da acurdcia do teste, bem como ter impacto epidemioldgico importante

(HUGONNET et al., 2004).

Os agentes isolados nas culturas foram aqueles mais comumente encontrados na
sepse neonatal tardia. Houve predominio dos cocos gram-positivos, especialmente
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus, compativeis com a populagdo de
recém-nascidos internados e com acesso venoso prolongado (GAYNES et al. 1996;
ADAMS-CHAPMAN e STOLL, 2000; PESSOA-SILVA, 2004). Em estudo multicéntrico
extenso, avaliando 6215 recém-nascidos, STOLL e HANSEN (2002), avaliaram
1313 episddios de sepse tardia e relataram que os cocos gram-positivos foram responsaveis
por 70,2% dos casos de sepse tardia neonatal, e estafilococos coagulase-negativos foram os
agentes em isolados em 47,9% do total de casos. FANAROFF et al. (1998) relataram que
em sua casuistica de 395 episodios de sepse tardia, os cocos gram-positivos foram

responsaveis por 53% dos quadros.

Os sete casos de infeccdo por bactérias gram-negativas foram associados a
infeccao do trato urindrio em quatro ocasides e em trés o quadro foi de infeccao de corrente
sangiiinea. Um fato surpreendente é que houve apenas um caso de infeccdo flngica
sistémica, apesar da populacdo ser composta basicamente por recém-nascidos prematuros e
com fatores de risco para aquisi¢do de doenga flingica sist€mica como muito baixo peso ao
nascer, uso prolongado de cateter venoso central e utilizacio de nutricio parenteral
(KAUFMAN & FAIRCHILD, 2004). O fato ndo se constitui apenas um mero acaso da
pesquisa em si, mas a realidade do Servi¢o onde se constataram apenas 20 casos de micose
sisttmica em 10 anos (Dados do Centro de Controle de Infeccio Hospitalar do

CAISM-UNICAMP).

As hemoculturas levaram, na maioria das vezes, cerca de 48 horas para
evidenciar o agente, embora em algumas situacdes a identificacdo fosse incompleta nesse
periodo, com defini¢do apenas do tipo de estrutura (coco, bacilo, levedura) e coloracdo pelo
método de Gram. Comumente, até 72 horas apds a coleta, ji estavam disponiveis a
informagdo do agente microbiano e padrdo de sensibilidade do antibiograma. Isso vem de
encontro ao relatado na literatura médica. GONZALEZ et al. (2003) em estudo de sepse

tardia relataram um indice de positividade de 88% em até 48 horas apds a coleta.
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SCHELONKA e MOSER (2003) em estudo sobre sepse neonatal por Candida sp
demonstraram um tempo de positividade de 37+14 horas e 97% dos recém-nascidos

doentes foram detectados por volta de 72 horas apds a coleta da cultura.

O trabalho demonstrou que o leucograma possui uma acurdcia diagndstica
apenas regular, com um indice melhor em relacao ao valor preditivo positivo. Os valores de
sensibilidade e especificidade encontrados na literatura variam amplamente, uma vez que
cada trabalho avalia varidveis ndo compardveis de contagem neutrofilica total e suas
subdivisdes, com uma heterogeneidade importante entre os varios estudos e os indices de
sensibilidade apontados variam entre 17% e 100% e a especificidade entre 31% e 100% nos
casos de sepse precoce (RODWELL et al, 1988; RODWELL et al, 1993;
GUILLOIS et al., 1994; BERGER et al., 1995; SILVA et al., 1995; FANAROFF et al.,
1998; PHILIP e MILLS, 2000).

O trabalho de BENUCK e DAVID (1983) usou os mesmos critérios usados por
nés para definicio de leucograma alterado: dois pardmetros hematolégicos anormais e
valores leucocitdrios de acordo com MANROE et al. (1979). Tal definicdo identificou
21/30 recém-nascidos sépticos com quadro precoce e tr€s em quatro criangas com quadro

tardio.

Em trabalhos com sepse tardia comprovada por cultura, BERGER et al., (1995)
mostraram que a contagem leucocitdria total, a relagdo de neutréfilos imaturos/total e o
nimero de neutréfilos totais aumentados, foram pouco especificos (56%, 66%, 65%,
respectivamente), com valores preditivos positivos muito baixos (13%, 14% e 18%,
respectivamente), porém com valores preditivos negativos altos (96%, 96% e 98%,
respectivamente). O desempenho da proteina C-reativa, analisada conjuntamente foi muito
superior (sensibilidade de 88%, especificidade de 87%, valor preditivo positivo de 37% e

valor preditivo negativo de 99%).

GONZALEZ et al. (2003) em estudo de 48 episddios de sepse neonatal tardia,
também encontraram valores baixos de sensibilidade para os paradmetros neutrofilicos,
a saber: neutréfilos totais alterados (< 7500/ml ou >15000/ml) 63%, imaturos totais

aumentados (>1500/ml) 44% e relacio de neutréfilos imaturos/totais aumentada

(>0,16) 38%.
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VIEIRA (2001), em trabalho com grupo de recém-nascidos com sepse
comprovada e clinica e quadros precoces e tardios, também demonstrou que o desempenho
diagnéstico da contagem leucocitaria total, indice neutrofilico e plaquetometria,

avaliados em varios limites, eram inferiores ao da PCR.

RODWELL et al., (1988) para melhorar o desempenho diagndstico do
hemograma, propds a utilizagdo de escores hematoldgicos para a deteccdo de sepse
neonatal. Os parametros usados foram sete e a cada um se atribuiu o valor de um ponto.
Séo eles: indice neutrofilico aumentado (de acordo com MANROE et al., 1979); neutrofilia
ou neutropenia (MANROE et al., 1979); relacdo neutrofilos imaturos/neutrofilos maduros
> 0,3; nimero absoluto de neutréfilos imaturos (MANROE et al.,1979); leucometria total
< 5000/ml ou > 25000 -30000 e 21000/ml ao nascer, 12-24 horas e segundo dia de vida em
diante, respectivamente); alteragdes degenerativas em neutrofilos e contagem plaquetdria
< 150000/ml. Quanto maior o numero de alteragdes, maior a possibilidade de infecgao.
Uma pontuagdo > 3 apresentou uma sensibilidade de 96% e especificidade de 78% e valor

preditivo negativo de 99%.

ALBERTONI (2004) avaliou 25 episodios de sepse comprovada por cultura
(sendo 23 deles de aparecimento tardio) e usando os critérios de RODWELL et al. (1988),
considerou o hemograma alterado quando o escore era maior ou igual a trés e assim
encontrou uma sensibilidade do exame em 72%. Indices isolados como neutropenia esteve
presente em apenas 8% dos casos, neutrofilia em 56% e indice neutrofilico aumentado em
68%. Nos casos de sepse precoce por ela avaliada, em casos de infec¢do comprovada e

clinica, o indice esteve alterado em apenas 17% das ocasides.

Os padrdes de alteragdo do leucograma foram bastante semelhantes entre os
dois grupos sépticos, servindo de indicativo de que muito provavelmente as criangas do

grupo com infecc@o provavel realmente estavam infectadas, apesar das culturas negativas.

Em sintese, a contagem leucocitdria total, o nimero total de neutréfilos e a
relacdo de neutrdfilos imaturos/total estdo longe de serem os testes complementares
perfeitos no diagndstico de sepse neonatal. No entanto, os valores preditivos negativos
elevados destes testes podem ajudar a afastar um quadro suspeito (BERGER et al., 1995;
GERDES, 2004).
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Em relacdo a proteina C-reativa, o estudo demonstrou niveis elevados do
marcador ja na primeira avaliagdo, e que se manteve nos dois outros momentos de aferi¢ao.
Nao hd uma explicacdo para esse fendOmeno de ascensiao precoce, uma vez que nao parece
ter havido retardo no diagndstico dessas criangas e a IL-6 também se apresentava no pico
de nivel sérico, o que sugeriu se tratar de quadro séptico inicial (explicacdo adiante no

texto).

ALBERTONI (2004) no seu trabalho de 25 casos de sepse (23 tardios)
demonstrou que a PCR também ja estava alterada na primeira avaliagio em
22 dos episodios (sensibilidade de 88%) e os trés casos com exame normal

(abaixo de 1,0 mg/dl) se alteraram 24-36 horas apos.

EHL et al (1999) encontraram trés padroes do marcador em coletas seriadas.
No primeiro, ocorre o padrdo “habitual”, com valor normal na primeira medida e ascensao
em 24 a 48 horas e queda dos valores nos dias seguintes. No segundo padrdo, a medida
inicial foi a mais alta vista nas afericdes. No terceiro padrdo, a primeira medida também ja
foi elevada, aumentou mais ainda e caiu posteriormente. Atribuem esse fato a um processo
infeccioso mais avancado. Além disso, apontam que existe uma variabilidade individual no
espaco de tempo entre o estimulo infeccioso e a sintese de PCR, bem como na taxa de

sintese e de depuracdo plasmaética da proteina.

Como resultado desses valores séricos elevados, o estudo obteve valores
significativamente altos de sensibilidade, especificidade e valores preditivos negativo e
positivo em todos os momentos da afericdo. A PCR apresentou o melhor indice de valor
preditivo negativo dos quatro exames testados, especialmente na sua segunda aferi¢do
(84%), mostrando que a dosagem sérica seriada da proteina continuamente normal pode

indicar com seguranca razodvel que a crianca nao esteja séptica.

Na literatura, os valores dos indices diagndsticos variam amplamente também,
oscilando a sensibilidade entre 39 e 97,5%, a especificidade entre 47 e 100%, o valor
preditivo positivo entre 6,7 € 100% e o valor preditivo negativo entre 80 e 99%.
Tais variagdes podem ser explicadas pelo momento da coleta (Unica ou seriada),

pelo método de dosagem da substincia (métodos ultra-sensiveis sdo os utilizados
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atualmente), pela determinacdo varidvel dos limites de corte, pela prépria definicdo de
sepse (nem sempre comprovada por cultura) e pelos pacientes estudados - sepse tardia ou
precoce (BERGER 1995; SILVA et al, 1995; EHL 1997; BENITZ et al., 1998;
CHIESA et al., 2003, FRANZ et al., 2004). Estudos com amostras seriadas demonstraram
indices significativamente maiores entre as medidas iniciais e as posteriores

(MATHERS e POHLANDT, 1987; BENITZ et al., 1998; LABORADA et al., 2003).

Considerando apenas quadros de sepse tardia, com 184 episédios e
54 comprovados por cultura, BENITZ et al. (1998) encontraram os seguintes indices no
momento da suspeita clinica e 24 horas depois: sensibilidade de 61,5% e 84,4%,
especificidade de 68,9% e 74,6%, valor preditivo positivo de 43,8% e 47,4% e valor
preditivo negativo de 82,0% e 94,6%. BERGER at al (1995) encontraram valores de
sensibilidade de 88% e 97% apds 12 a 24 horas, especificidade de 87%, valor preditivo
positivo de 37% e valor preditivo negativo de 99%. VIEIRA (2001) encontrou, com um
limite de corte de 0,6 mg/dl, taxas de sensibilidade de 70%, especificidade de 91,3%,

valor preditivo positivo de 77,8% e valor preditivo negativo de 87,5%.

O valor de corte utilizado no estudo foi mais alto que o habitualmente utilizado
na pratica clinica didria (1,0 mg/dl), porém o método de dosagem ndo € o mesmo
(usualmente a dosagem no Laboratério local é feita por nefelometria). De qualquer modo,
considerando como esse o limite de corte, o marcador ainda mantém uma acuracia
diagndstica importante: sensibilidade de 92,9%; 92,9% e 85,7%, e especificidade de 70,8%,

83,3% e 83,3%, para os trés momentos de dosagem, respectivamente.

Quatro criangas com quadro séptico comprovado por cultura apresentaram
niveis séricos baixos de PCR nas trés ocasides de dosagem. Todas apresentaram infec¢ao
da corrente  sangiiinea, sendo trés por estafilococos coagulase-negativo
(duas por S. epidermidis e uma por S.warneri) € um recém-nascido com sepse por S.aureus.
Todos eram prematuros (26-31 semanas) e de muito baixo peso ao nascer (peso ao nascer
entre 835 a 1280 g). Nenhum deles morreu e aquele com sepse por S.aureus apresentou

choque. Todas as quatro criangas apresentavam hemograma alterado.
Como explicagdo para a primeira medida da PCR, admite-se que isto pode vir a

ocorrer devido ao intervalo de tempo minimo para haver acimulo progressivo da proteina

no soro para niveis detectdveis, o que pode levar cerca de 12 a 48 horas apds o estimulo
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inicial (BUCK e POHLANDT, 1995; BENITZ et al., 1998; CHIESA, et al., 2001;).
Para a ndo ascensdo posterior ndo ha explica¢do convincente, uma vez que prematuridade e
a desnutri¢do intra-uterina desses recém-nascidos ndo justificam o fato (KAWAMURA e

NISHIDA, 1995; EHL et al., 1997).

Uma hipétese atribuida seria devido as proprias caracteristicas microbioldgicas
dos estafilococos coagulase-negativos, tais como a produgdo de biofilmes, adesinas de
superficie e outras exoproteinas, os quais estariam associados a uma patogenicidade lenta e
produziriam uma resposta de fase aguda menos intensa durante a infeccdo
(BENITZ et al, 1998; RONNESTAD, 1999; LABORADA et al, 2003).
PORCYROUS et al. (1993) em 187 casos de sepse com hemocultura positiva e coleta
seriada de PCR, observaram que a proteina estava alterada de modo ndo homogéneo de
acordo com o microrganismo isolado. Bacilos gram-negativos e estreptococo do grupo B
estavam associados com PCR aumentada em 92%, S. aureus em 89%, estreptococo do

grupo D em 71%, S. viridans em 60 e S. epidermidis em apenas 55% dos casos.

Outros dois motivos apontados para explicar esse fato é que infeccOes
localizadas como as do trato urindrio poderiam induzir pouca resposta sistémica e pacientes
gravemente granulocitopénicos poderiam exibir pouco ou nenhum aumento nos niveis
séricos da PCR durante episédios sépticos, mesmo nos casos mais graves
(BENITZ, et al. 1998). Alguns trabalhos mais recentes t€m alertado quanto a possibilidade
de alguns individuos apresentarem polimorfismo génico para a PCR, de modo que estes
individuos produzam menos quantidade da substancia e sejam mais susceptiveis a quadros
infecciosos (ROY et al., 2002; SZALAI e MCCRORY, 2002). Isso, porém, nao foi testado

em recém-nascidos.

O grupo de infeccdo provdvel mostrou niveis de PCR muito semelhante ao
apresentado pelo grupo de sepse comprovada por cultura, sendo encontrado niveis elevados
do marcador jd na primeira avaliacdo e ascensdo e queda posteriormente. Isso mostra que
tais casos, muito provavelmente, eram de sepse “verdadeira”. Alguns trabalhos também
mostraram fatos semelhantes e, por vezes, incluiam essas criangas no grupo daquelas com

sepse comprovada (BERGER et al., 1995, EHL et al., 1997; BENITZ et al., 1998).
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No tocante aos valores de IL-6, eles se encontraram elevados em todos os
momentos de coleta, em ambos os grupos de recém-nascidos sépticos, com diferenca
estatisticamente significativa em relacdo as medianas do grupo ndo infectado.
Observou-se ainda queda importante nos niveis séricos nas duas medidas subseqiientes.
BONT et al. (1993) estimaram o retorno dos niveis séricos a normalidade em torno de
30 horas. NG et al. (2003) observaram queda de 83% nos niveis da citocina 48 horas apds o
inicio do tratamento e BUCK et al. (1994) demonstraram que 75% dos recém-nascidos

sépticos tinham niveis indectdveis da citocina 24 horas apds a primeira medida.

Esse padrao também foi observado em outros trabalhos com medicdo seriada da
citocina em quadros sépticos neonatais. Caracteristicamente, uma vez que a citocina esta
presente em niveis elevados no momento da suspeita clinica e rapidamente tem seus niveis
decaindo para a normalidade, ela é considerada um marcador sérico precoce da sepse
(BUCK et al., 1994; HARRIS et al., 1994; PANERO et al., 1997, GRACIA et al., 2003;
NG et al, 1997; KALLMAN et al., 1999; ROMAGNOLI et al., 2001 GRACIA et al., 2003;
NG et al., 2003). KUSTER et al. (1998) demonstraram na verdade, niveis elevados da
citocina 24-48 horas antes do aparecimento dos sintomas nos casos de sepse tardia e
BHARTYIA et al. (2000) mostraram também esse fendmeno em sangue de cordio em

recém-nascidos assintomaticos aos nascer e que posteriormente desenvolveram sepse.

A explicagdo fisiopatoldgica para a ocorréncia € a de que a citocina € principal
indutora da reacdo pré-inflamatdria que se segue ao estimulo inicial da sepse e seus niveis
caem rapidamente, a medida que outros mediadores, como IL-4 e IL-10 vao se tornando
ativos, iniciando-se mecanismos de contra-regulacio (BHARTIYA et al., 2000;

NG et al., 2003).

Em vista desse comportamento, a sua acurdcia diagndstica cai com o tempo,
e € mais elevada no primeiro momento, no momento da suspeita clinica. No trabalho em
questdo, os indices de sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo
da IL-6 foram bastante compardveis aqueles apresentados pela PCR em sua primeira
aferi¢do. Esta tultima superou a IL-6 em termos de acurdcia nas medidas posteriores como

foi observado também por NG et al. (1997).
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Na literatura médica os indices de sensibilidade e especificidade também
variam uma vez que os métodos de dosagem e os limites de corte ndo sdo 0s mesmos
utilizados no estudo em questdo e ndo ha uma defini¢do uniforme de sepse. Em estudos de
sepse tardia, a sensibilidade variou de 67 a 100% (GROLL, et al., 1992; NG et al., 1997,
PANERO et al., 1997; KUSTER et al., 1998).

NG et al (1997), em estudo avaliando 101 episédios de sepse tardia em
68 recém-nascidos de muito baixo peso ao nascer, demonstraram que a IL-6 tem uma
acuricia diagnéstica alta no momento da suspeita clinica, com sensibilidade de 89%,
especificidade de 96%, valor preditivo positivo de 95% e valor preditivo negativo de 91%.
Tais indices foram semelhantes ao do TNF-a (82,86%, 82% e 85%, respectivamente) e
maiores que os da PCR (sensibilidade de 60% e valor preditivo negativo de 75%).
Depois de 24-48 horas, a sensibilidade da IL-6 caiu para 67%, a do TNF-o se manteve
(82%) e a da PCR aumentou para 82%.

SILVEIRA e PROCIANOY (1999), em uma populacdo de recém-nascidos de
até cinco dias de vida, demonstraram uma sensibilidade de 90%, especificidade de 43%,
valor preditivo positivo de 67,4% e valor preditivo negativo de 78,6%.
GRACIA et al. (2003), em um estudo sobre sepse neonatal precoce, demonstraram
sensibilidade de 91,6%, especificidade de 77,2% valor preditivo positivo de 64,7% e valor
preditivo negativo de 94,1%.

VIEIRA (2001) em um estudo avaliando uma populacdo de recém-nascidos
com sepse tardia e precoce, tanto clinica como comprovada por cultura, encontrou,
para um limite de corte de 30 pg/ml, valores elevados de sensibilidade e valor preditivo

negativo de 100%, especificidade de 93,5% e valor preditivo positivo de 82,4%.

A defini¢ao dos valores normais da citocina ainda € controversa. Dois trabalhos
com recém-nascidos saudaveis procuraram determinar os niveis normais da substincia nas

primeiras 48 horas de vida.

ULRICH et al. (2001) avaliaram amostras de sangue de cordao de
25 recém-nascidos de termo sauddveis, ndo asfixiados, sem risco infeccioso aparente e com

evolucdo pds-natal sem intercorréncias, e encontraram um valor de 7,52+5,17pg/ml para a
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citocina, e consideraram valores acima do segundo desvio-padrao de 17,86pg/ml como
suspeito de sepse. CHIESA et al. (2003) avaliou 113 recém-nascidos de termo e 35 criangas
proximas ao termo (35-36 semanas de gestacdo), com amostras de sangue de cordao,
24 e 48 horas de vida. Para os recém-nascidos de termo os valores de IL-6 apresentaram
média geométrica de 1,69, 4,09 e 3,45 ng/l, para esses tempos de coleta. Para as criancas
proximas ao termo, o percentil 95 foi de 24,8, 40,9 e 27,0 ng/l nos mesmos tempos de

coleta.

Nos trabalhos envolvendo  recém-nascidos com sepse tardia,
GROLL et al. (1992) em 10 pacientes com sepse tardia (comprovada + sepse clinca)
encontraram valor de corte de 20 pg/ml. PANERO et al. (1997), em avaliacio de
17 pacientes com sepse comprovada por cultura encontraram um limite de corte de
15 pg/ml. KUSTER (1998), em 28 criancas com sepse comprovada, determinaram um

valor de 25,7 pg/ml como o limite de corte.

Os métodos de dosagem nos trés trabalhos acima descritos com sepse tardia sao
diferentes do estudo em questdo, e isso poderia justificar a diferenca encontrada entre eles

nos valores.

As criangas com infec¢do provdvel apresentaram um desempenho semelhante
nos niveis séricos da citocina, também demonstrando que provavelmente estavam
infectados. Outros estudos sobre o marcador tém associado os casos de sepse “verdadeira”
com infeccdo provdvel e tém encontrado resultados semelhantes (BUCK et al., 1994;

KALMAN et al., 1999; SILVEIRA e PROCIANOQOY, 1999; ROMAGNOLI et al., 2001).

Doze recém-nascidos apresentaram niveis séricos de IL-6 abaixo da linha de
corte na primeira avaliagdo, quando o poder discriminatério € maior. Todos eram
prematuros (entre 28 e 32 semanas de idade gestacional) exceto uma crianca (38 semanas).
Nove recém-nascidos eram de muito baixo peso ao nascer. Sete deles apresentaram sepse
sangiliinea por estafilococos coagulase-negativos (seis causadas por S. epidermidis e
uma por S. simulans), dois casos de sepse por duplo agente (S.aureus e S.hominis; S.aureus

e P. aeruginosa) e dois casos de sepse por gram-negativo (uma por E.coli e uma por

P. aglomerans). Houve apenas um caso de choque (sepse por S.aureus) e nenhum ébito.
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Uma hipdtese para explicar isso seria a relagdo temporal entre o inicio dos
sintomas € a coleta, j4 que a meia-vida da citocina € curta (BONT et al., 1993;
NG et al., 2003). Isso, porém, ndo parece ser o caso uma vez que a primeira amostra foi

colhida no momento da suspeita clinica.

GROLL et al. (1992) citam dois casos (gémeos) em seu trabalho que nao
apresentaram nenhuma resposta de IL-6, com PCR alterada e hemocultura positiva para
S. epidermidis. HARDING et al (2003) aventam a hipétese de que recém-nascidos
prematuros com uma variagdo funcional do gene da IL-6 (IL-6 — 174GG) estdo associados
a um risco duas vezes maior de desenvolver sepse uma vez que o aumento da produgdo de

I1-6 em resposta a sepse parece estar relacionado fortemente ao alelo C.

Em suma, evidencia-se que a principal utilidade da citocina € no momento do
inicio dos sintomas (marcador precoce) e medidas posteriores ndo teriam valor diagndstico
e na verdade poderiam ser dispensdveis pois poderiam ser confundidoras

(PANERO et al., 1997; KALLMAN et al., 1999; SILVEIRA e PROCIANOY,1999).

Em relacio ao TNF-a, seus niveis séricos nos pacientes nao infectados
permaneceram baixos e estaveis durante as trés coletas. No grupo com sepse comprovada,
as medianas do marcador apresentaram diferencas estatisticamente significativas em
relacdo ao grupo ndo infectado. Os niveis séricos das medianas foram decrescentes ao
longo do tempo, o que é concordante com o perfil dindmico da citocina, como explicado
anteriormente e ja demonstrado em outros estudos (ROMAN et al., 1993 SILVEIRA e
PROCIANOY, 1999; NG et al., 2003).

Houve queda nos parametros de sensibilidade, especificidade e valor preditivo
negativo ao longo do tempo, com acurdcia praticamente mantida. Tais indices diagndsticos
foram inferiores ao da PCR e da IL-6 e melhores que o do leucograma.
GIRARDINI et al. (1990) e ROMAN et al. (1993) encontraram valores mais elevados de
sensibilidade e especificidade (88 € 91,3% e 98 e 100%). Porém, a populacdo estudada foi
bem menor que o estudo em questdo e com propor¢do maior de criangas com evolugdo
desfavoravel para choque e 6bito. NG et al. (1997), em um estudo de sepse tardia em

68 recém-nascidos de muito baixo peso ao nascer demonstraram valores elevados de
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sensibilidade (82%), especificidade (86%), valor preditivo positivo (82%) e valor preditivo
negativo (85%), mantendo-se um indice de sensibilidade elevado mesmo depois de

24-48horas da primeira amostragem (82%).

HARRIS et al. (1994) ndo observaram diferenca nos niveis séricos da
substancia em recém-nascidos com sepse comprovada, naqueles com enterocolite

necrosante € nos controles.

Além das diferencas metodolégicas existentes entres os vdrios trabalhos,
especialmente o método de dosagem, o nimero de pacientes estudados e a definicdo de
sepse, € possivel explicar as grandes diferencas na avaliacdo do marcador devido a relagcdo
temporal entre o inicio do quadro séptico, a ascensdo da citocina e o aparecimento dos
sintomas. Como o TNF-a eleva-se precocemente na infeccao, porém de modo transitério e
rapido, o intervalo entre o inicio dos sintomas e a coleta da primeira amostra € variavel,
de modo que poderia haver falha em demonstrar niveis mais elevados do marcador

(HARRIS et al., 1994; KINASEWITZ et al., 2004).

A defini¢do dos valores de normalidade do teste também € controversa devido a
diferencas metodolégicas entre os trabalhos. ULRICH et al. (2001) encontraram uma média
de 13,014£9,57 pg/ml e sugeriram que um valor superior a 32,14 pg/ml deveria ser

considerado como suspeitos de sepse.

Em trabalhos com sepse tardia, GIRARDINI et al. (1990), em trabalho com
nove recém-nascidos com sepse comprovada, encontraram um valor de corte de 15 pg/ml.
SILVEIRA & PROCIANOY (1999) encontraram um limite de corte de 12 pg/ml, obtido
pela andlise da curva ROC e proveniente de um estudo de 66 recém-nascidos,
sendo 13 com infec¢do comprovada por cultura, e com idade até cinco dias a suspeita do

quadro de sepse.

Resumidamente, o marcador mostrou-se superior ao leucograma, comparével a
IL-6 no primeiro momento e superior nas outras afericdes, e inferior a PCR. No entanto,
no grupo de infec¢do provdavel, o marcador ndo demonstrou tem um bom poder

discriminatério em relagdo as criancgas ndo infectadas.
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Embora o nimero de criangas seja pequeno para se avaliar, o choque e o 6bito
foram mais freqiientes nos casos de sepse por gram-negativos. STOLL e HANSEN (2003)
em estudo com 1313 episddios de sepse tardia, também demonstraram que, apesar de os
cocos gram-positivos serem responsaveis por 70,2% dos casos de sepse, a taxa de 6bito
relacionado a esses agentes foi de 11,2%. Por outro lado, os quadros determinados por
bactérias gram-negativas e fungos, apresentaram-se de forma fulminante e foram
responsaveis por 36,2% e 31,8% dos 6bitos, respectivamente. KARLOWICZ et al. (2000)
avaliaram que em casos fulminantes de sepse tardia, os bacilos gram-negativos foram os
agentes preponderantes, respondendo por 69% dos casos, especialmente Pseudomonas

aeruginosa.

Uma vez que os quadros sépticos podem estar associados a evolucdo
desfavordvel como choque, disfuncdo organica miultipla, coagulacdo intravascular
disseminada e 6bito, o estudo avaliou os trés marcadores séricos em relacdo ao choque e

obito.

N3ao se observou nenhuma anormalidade nas medianas dos marcadores quando
a evolucdo foi complicada apenas por choque, sem evolucdo para 6bito. Porém, quando a
evolucdo foi complicada por 6bito relacionado a sepse, a interleucina-6 mostrou niveis bem
elevados j4 na primeira avaliacdo, ndo ocorrendo com os dois outros marcadores.
Na terceira medida, os trés exames se mostraram bastante alterados, demonstrando que a

manutenc¢do de niveis elevados dos testes seria uma indicag¢do de evolugao para 6bito.

Alguns trabalhos também procuraram correlacionar os niveis desses marcadores
com a evolucdo desfavordvel. GIRARDINI et al. (1990) ¢ ROMAN et al. (1993)
demonstraram niveis elevados de TNF-a naqueles sujeitos com evolugdo para choque e
6bito. HARRIS et al. (1994) ndo encontraram essa alteragdo para o TNF-a e evidenciando
concentracdes elevadas de IL-6 na primeira e terceira medidas nos ndo sobreviventes.
ROMAGNOLI et al. (2001) ndo evidenciaram alteracdo nas concentracdes de IL-6 nos
sujeitos que ndo sobreviveram, porém com valores elevados de PCR nos recém-nascidos
que evoluiram para 6bito. KURTOGLU et al. (2003) ndo demonstraram diferengas nas

concentragdes de IL-6 e de TNF-o nos ndo-sobreviventes € nos sobreviventes.
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Em adultos, niveis altos de IL-6 tém sido correlacionados como um indicativo de evolugao

desfavoravel (OBERHOLZER, et al., 2005, ODA et al., 2005).

Na literatura, apesar das evidéncias das citocinas serem indicadores de ma
evolucdo, ndo ha um limite de corte estabelecido no qual se consideraria como indicador
prognoéstico. Uma consideracdo que se faz € que o numero de criancas com evolucao
complicada por choque e 6bito é pequeno para poder se extrapolar de forma segura sobre o

papel desses marcadores nesse sentido.

Com a finalidade de melhorar a precisdo diagndstica na suspeita de sepse
estudou-se a associacdo dos exames, para verificar se haveria melhora da performance
individual. Como a IL-6 e o TNF-a apresentaram seus melhores desempenhos na primeira
afericdo, a combinagdo de seus desempenhos com aquele da primeira medida da PCR,
produziu um aumento significativo dos seus pardmetros, e a acurdcia diagndstica mixima

foi alcangada pela associacdo de PCR e TNF-a (94,7%).

NG et al. (1997) mostraram que em casos de sepse tardia em prematuros de
muito baixo peso ao nascer, a associagdo dos trés marcadores também foi util, e
melhorando o desempenho individual. A combinacdo da PCR com IL-6 ou TNF-a no
momento da suspeita clinica mostrou indices de sensibilidade e valor preditivo negativo
altos, respectivamente, 93% e 95% para a primeira associacido e 91% e 92% na segunda.
A sensibilidade se mantém elevada 24-48 horas depois, sendo de 93% e 97%,

respectivamente.

SILVEIRA e PROCIANOY (1999) encontraram um aumento na sensibilidade
da IL-6 e TNF-a quando os dois exames foram analisados em associa¢do, atingindo uma
sensibilidade de 98,5% e valor preditivo negativo de 90%. GRACIA et al. (2003),
em estudo sobre sepse neonatal precoce, obtiveram indice de quase 100% de sensibilidade

na combinagdo IL-6 e PCR ou IL-6 e TNF-a.

DO@LLNER et al. (2001), em estudo de sepse na primeira semana de vida
demonstrou que a PCR apresentava um desempenho diagndstico melhor que a IL-6 e

associacdo de PCR = 1,0 mg/dl e/ou IL-6 > 20 pg/ml identificou praticamente todos os
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recém-nascidos verdadeiramente infectados (sensibilidade de 96%), e quando agrupou as

criancas com sepse comprovada por cultura e aquelas com infec¢do provéavel,

a sensibilidade foi de 85%.

SANTANA REYES et al. (2003) também encontraram que a PCR apresentou
taxas de sensibilidade e especificidade melhores que a da IL-6 (80% - 92% contra
61% - 80%, respectivamente) e acurdcia diagndstica também melhorou com a associagdo.
A especificidade das associacdes nos dois trabalhos foi considerada limitada (58-62%), mas
os autores argumentam que a identificacdo dos recém-nascidos infectados deva ser a
prioridade e assim tais resultados positivos de sensibilidade dariam um suporte laboratorial

para indicar o inicio do tratamento.

No trabalho em discussdo, observou-se ainda que a combinacdo dos dois
primeiros desempenhos da PCR também melhorou a acurdcia, a qual atingiu 91,5%.
A associacdo dessa primeira afericio com a primeira medida da IL-6 e do TNF-a também

foi significativa na melhora dos indices.

A combinacio do desempenho da segunda medida da PCR com o leucograma,
o qual constituiu um marcador apenas regular de sepse neonatal, melhorou sobremaneira a
performance diagnéstica deste dltimo, com a sensibilidade e o valor preditivo negativo
atingindo 100% e a acuracia de 97,5%, o mais alto indice obtido no estudo. Como estes
dois exames sd@o 0s mais rotineiramente usados na pratica clinica, esses achados tornam-se
relevantes. Alem disso, a medi¢do da IL-6 e do TNF-o no momento da suspeita clinica,
associada aos dois exames mais rotineiros, também seria de grande valia no diagnostico da

doenca.

Novos estudos com uma casuistica maior seriam necessdrios para a
confirmacdo dos dados obtidos, mas jd hd evidéncias suficientes para que esses novos

exames pudessem ser incorporados a pratica clinica didria.

Discussdo
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O estudo demonstrou que:
1- O leucograma teve uma acuricia apenas regular.

2- A proteina C-reativa mostrou a acurécia diagndstica elevada, a maior dos quatro exames,

principalmente se avaliada na forma seriada.

3- A IL-6 e o TNF-a apresentaram uma boa performance diagnéstica, melhor que o

leucograma e inferior ao exibido pela PCR.

4- A associacdo dos exames melhora significativamente o desempenho individual de cada

exame.

5- A manutencao de niveis elevados dos trés marcadores séricos poderia ser um indicador

de evolucao desfavordvel (6bito)

Conclusdes
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NOME: HC:

SINAIS DE SUSPEICAO:

palidez cutdnea ( ) enchimento capilar alterado ( ) hipoatividade ( ) bradicardia ( ) taquicardia( ) apnéia( )
taquipnéia ( ) piora respiratéria ( ) hipotermia ( ) hipertermia ( ) crises de cianose ( ) residuo gastrico ( )
oligiria ( ) ictericia ( ) distensdo abdominal ( ) vOmitos( ) sufusdes hemorrdgicas ( ) hipotensido ( )
alteracdo de pulso ( ) irritabilidade ( ) rendilhado cutaneo ( ) geméncia ( ) escleredema ( ) distensdo

abdominal ( ) dor abdominal ( ) vomitos ( ) coma ( ) convulsido ( )

HEMOGRAMA: Neutréfilos Totais....../ml normal ( ) alterada ( )
Relagao I/T...... normal ( ) alterada ( )

PROTEINA C-REATIVA:

Dia O................ mg/dl
Dia 1................ mg/dl
Dia 5. mg/dl

RX térax normal () pneumonia ( ) DMH ( ) TTRN ( ) pneumotérax ( ) ECN ( )

Choque: sim ( ) ndo ( ) Obito: sim ( ) ndo ( )
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OUTROS DIAGNOSTICOS:

DIAGNOSTICO FINAL:

RN COM SEPSE COM CULTURA POSITIVA [ ]
RN COM SEPSE COM CULTURA NEGATIVA [ ]

RN NAO INFECTADO [ ]
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA: O USO DE PROTEINA C-REATIVA, INTERLEUCINA-6 E FATOR
DE NECROSE TUMORAL -a COMO MARCADORES DE SEPSE NEONATAL

Eu, Sra eou Sr

mae e pai do menor , HC n° ,

que estd internado no Centro de Atencdo A Satdde da Mulher (CAISM), no Setor de
Neonatologia ( Bercario) fui informada de que meu filho(a) participard desta pesquisa em
que serdao colhidos 6 ml de sangue de veia ou do pezinho para ver se ele possui alguma
infeccdo. As informagdes sobre meu filho(a) permanecerdo no anonimato e somente o
médico pesquisador saberd de quem se trata aquelas amostras de sangue e as fichas ficarao

de posse do Dr Jamil Pedro de Siqueira Caldas, que manteré sigilo das informacdes.

Sei que este estudo tem como objetivo procurar encontrar no sangue das
criancgas substancias que podem indicar se ela estd com infec¢do. Mas esses exames serdo
feitos depois e nao interferirdo com a conduta a ser tomada com o meu flho(a), que

continuard a receber os cuidados normalmente na internagao.

Fui esclarecida quanto ao meu direito de nio participar da pesquisa e de meu
filho(a) continuar a ser atendido(a) no Ber¢édrio sem prejuizo de sua assisténcia médica. Em
caso de ddvidas ou esclarecimento, tenho o direito d e telefonar para o doutor Jamil Pedro
de Siqueira Caldas nos numeros 788-9344 ou 788-7412. Este estudo ndo implica em

remuneracdo financeira.

Campinas, de de

Assinatura da mae e/ou pai Jamil Pedro de Siqueira Caldas
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Grupos com sepse comprovada e com infeccao provavel associados

Tabela 26- Caracteristicas gerais dos recém-nascidos dos grupos com infec¢do comprovada

e provavel, associados, e dos recém-nascidos ndo infectados

Sepse comprovada + provavel  Nao infectados p
(58) 24)
Peso ao nascer (g)* 1340 (470-4100) 1627,5 (830-3770) 0,2426%**
Idade gestacional (semanas)* 31 (25-41) 32 (24-41) 0,5626%*
Idade a suspeita (dias)* 14 (3-30) 10,0(4-29) 0,1968%**
Apgar 1o minuto > 7 (%) 29 (50,0) 18 (75) 0,0373#
Apgar 50 minuto >7(%) 53 (91.4) 23 (95,8) 0,6656#
PIG (%) 21 (36,2) 0 <0,0001x
Sexo masculino (%) 33 (56,9) 13 (54,2) 0,8207#

* Valores de mediana. **Teste de Wilcoxon. # Teste de qui-quadrado. & Teste exato de Fischer
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Tabela 27- Sintomatologia mais freqiiente encontrada nos grupos de recém-nascidos com

infeccdo comprovada e provavel, associados, € nos recém-nascidos nao

infectados
Sepse comprovada + infec¢ao provavel Nao infectado

Hipoatividade 49 (84,5) 15 (62,5)
Palidez 41 (70,7) 4 (16,7)
Apnéia 31(53,4) 5(20,8)
Perfusao alterada 21 (36,2) 2 (8,3)
Taquipnéia 20 (34,5) 6 (25,0
Hipertermia 14(24,1) 7 (29,2)
Cianose 14(24,1) 0
Residuo gastrico 13 (22,4) 0
Bradicardia 12 (20,7) 3(12,5)
Hipotermia 12 (20,7) 3(12,5)
Distensao abdominal 11(19,0) 3(12,5)
Ictericia 11(19,0) 2 (8,3)
Oligaria 11(19,0) 0
Piora respiratéria 10 (17,2) 5(20,8)
Recusa alimentar 10 (17,2) 2 (8,3)
Hipotensao 9 (15,5) 0
Taquicardia 9 (15,5) 14,2)
Rendilhado cutaneo 8 (13,8) 1(4.,2)
Alteracao de pulso 7 (12,1) 0
Escleredema 6 (10,3) 0
Sangramentos 6 (10,3) 0
Outros 21(36,2) 7(29,2)

Numero de ocorréncias (percentagem)
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Tabela 28- Leucograma nos grupos com sepse comprovada e infeccdo provavel,

associados, e nos recém-nascidos nao infectados

Infeccao comprovada + provavel Nao infectados
(58) (24)
Normal 20 (34.,5) 18 (75,0)
Alterado 38 (65,5) 6 (25,0)

Numero de casos (percentagem)

Tabela 29- Valores de mediana da PCR, IL-6 e TNF-a nos grupos com sepse comprovada

e infec¢do provavel, associados, e nos recém-nascidos nao infectados

Infeccao comprovada e provavel Nao infectados p*
(58) 24)
PCR 1" medida 4,66 (0,19 - 31,30) 0,28 (0,01-3,61) <0,0001
PCR 2* medida 9,93 (0,29 - 83,20) 0,51 (0,01-2,38) <0,0001
PCR 3" medida 6,00 (0,11 — 144,00) 0,33 (0,02-3,20) <0,0001
IL-6 1° medida 67,75 (0,99 — 29079,00) 5,00 (2,10 — 69,50) <0,0001
IL-6 2° medida 18,25 (1,40 — 23818,00) 5,00 (1,30 — 52,30) 0,0015
IL-6 3" medida 8,90 (0,00 — 19998,00) 5,00 (1,00 —40,10) 0,0163
TNF-a 1* medida 20,10 (0,02 -397,00) 6,40 (2,10 — 29,70) 0,0002
TNF-a 2* medida 17,15 (2,00 — 376,00) 6,60 (0,75 — 30,40) 0,0011
TNF-a 3" medida 12,30 (1,40 — 238,00) 7,00 (3,70 — 17,30) 0,0245

* Teste de Wilcoxon
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Tabela 30- Ocorréncia de choque e 6bito nos grupos de recém-nascidos com infecg¢ao

comprovada e provdvel e nao infectados

Infeccao comprovada + provavel  Nao infectados p*
(58) (24)
Choque 21 (36,2) 0 <0,0001
Obito 5 (8,60) 0 0,3147

Nuimero de ocorréncias (percentagem)
* Teste de associagdo: exato de Fisher

Tabela 31- Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e

negativos e acuricia para os quatro exames estudados

Sens Esp VPP VPN Acuracia
Leucograma 65,5 75,0 86,4 47,4 68,3
PCR 1? medida 81,0 87,5 94,0 65,6 82,9
PCR 2* medida 89,7 87,5 94,5 77,8 89,0
PCR 3* medida 84,5 91,7 96,1 71,0 86,0
IL-6 1* medida 76,8 87,0 93,5 60,6 79,7
IL-6 2* medida 70,7 70,8 85,4 50,0 70,7
IL-6 3* medida 63,2 66,7 85,7 46,2 66,7
TNF-o 1* medida 69,4 77,3 87,2 53,1 71,8
TNF-o 2* medida 71,2 72,7 86,0 51,6 71,6
TNF-a 3* medida 53,8 95,2 96,6 45,5 65,8

Limites de cortes obtidos pelo ponto de maximizagdo - curva ROC
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Valores de PCR, IL-6 e TNF-o em todos os sujeitos estudados

Sujeito [ PCR PCR PCR IL-6 IL-6 IL-6 TNF TNF TNF
1° 2? 3 1? 2? 3 1? 2? 3
medida medida medida | medida medida medida | medida medida medida
1 0,56 3,47 1,32 13,50 1,60 5,00 7,10 6,00 7,30
2 0,64 0,64 0,31 5,00 5,00 5,00 19,5 24,1 22,0
3 1,00 1,20 1,60 28,50 36,20 8,90 12,5 51,8 19,5
4 1,00 13,4 16,8 117,0 111,00 7,60 -- 75,8 23,7
5 1,03 1,00 4,29 73,50 71,60 9,20 34,4 33,2 35,0
6 1,22 1,50 74 38,80 5,00 6,80 63,7 26,0 34,4
7 1,28 11,4 7,75 69,00 31,60 35,50 -- 15,6 18,0
8 1,73 6,24 4,72 153,0 16,20 8,90 40,9 21,3 14,6
9 2,09 3,82 1,88 185,0 39,80 5,60 -- -- --
10 2,98 1,95 ,90 8,00 5,00 5,00 24,7 16,8 9,20
11 2,99 6,92 4,85 44,20 33,70 24,60 29,9 52,6 4,40
12 3,31 24,7 38,6 1940,0 218,00 425,00 36,7 62,3 68,2
13 3,54 7,61 3,72 -- 64,70 16,90 -- 35,2 27,1
14 3,72 7,57 12,3 16,90 114,00 14,70 27,1 17,5 7,30
15 4,22 5,89 2,39 9,80 5,00 5,00 29,7 10,2 8,50
16 4,39 12,4 51,2 2958.,0 719,00 19998 397 376 101
17 5,00 10,2 5,51 6,40 15,10 4,70 7,70 -- 8,40
18 5,18 5,52 2,45 59,80 3,10 1,20 8,10 5,30 1,40
19 5,18 6,68 4,64 26,10 17,10 4,60 4,80 5,20 2,00
20 5,19 9,59 3,64 273,00 3,60 ,00 7,30 5,60 13,6
21 6,30 15,2 7,57 -- 77,0 24,00 -- 22,5 16,7
22 7,64 8,46 1,99 32,00 4,00 6,00 7,10 6,00 7,30
23 8,69 8,32 5,97 193,00 4,30 52,70 41,5 11,0 8,40
24 9,60 16,5 25,8 30,80 168,00 111,00 13,7 29,8 27,0
25 10,1 83,2 144 29079 23818 4830,0 -- 55,8 --
26 11,9 242 6,33 3288,0 10,30 0,85 14,5 14,2 13,1
27 14,1 7,91 4,40 29,00 14,00 5,00 35,0 38,5 23,6
28 16,0 12,7 7,17 25,80 14,50 2,30 32,0 19,2 5,60
29 16,0 14,5 23,7 66,50 89,90 109,00 25,6 18,4 20,6
30 19,7 13,5 7,62 11,90 5,30 28 9,70 5,30 --
31 30,4 20,2 13,7 6764,0 74,00 82,00 259 176 156
32 30,6 16,7 35,7 78,80 22,40 1267,0 31,5 17,5 238
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Sujeito | PCR PCR PCR IL-6 IL-6 IL-6 TNF TNF TNF
1° 2* 3 1° 2° 3 1° 2* 3
medida medida medida | medida medida medida | medida medida medida
33 12,6 14,7 4,83 117,00 8,60 1,90 13,1 4,30 4,20
34 15,7 27,1 42,4 29,20 1210,0 298,00 50,8 64,0 28,5
35 3,71 14,4 15,9 1001,0 1234,0 32,50 62,2 35,1 21,1
36 11,9 23,6 17,1 545,00 79,00 40,20 42,3 5,40 3,80
37 0,64 0,29 0,11 3,00 1,60 1,40 20,1 10,0 12,5
38 7,30 12,6 14,5 1001,0 1001,0  1001,0 - 452 44,1
39 8,29 10,3 8,18 85,30 36,40 16,00 9,70 4,30 3,70
40 7,56 55,0 53,1 119,00 225,00 99,90 13,0 11,8 15,0
41 2,27 1,16 0,49 7,40 3,60 3,20 5,70 4,90 4,00
42 1,04 0,29 0,72 32,10 5,80 19,80 10,9 - -
43 0,01 0,01 0,14 5,00 5,00 5,00 5,10 1,60 6,90
44 0,01 0,20 0,10 5,00 5,00 5,00 13,5 13,3 10,9
45 0,01 0,71 0,80 5,00 5,00 5,00 4,50 6,40 5,90
46 0,01 1,14 0,52 5,00 5,00 5,00 6,50 4,60 5,30
47 0,03 0,18 0,64 3,60 18,60 1,00 12,9 10,8 8,70
48 0,03 0,92 0,36 2,90 5,00 5,00 - 5,80 3,70
49 0,04 0,02 0,03 5,00 5,00 2,10 5,10 8,00 -
50 0,06 0,03 0,02 3,60 5,70 7,50 7,50 - 5,30
51 0,10 0,06 0,06 5,00 5,00 5,00 2,10 - -
52 0,14 0,08 0,02 18,00 3,00 5,00 29,10 15,8 10,00
53 0,18 0,17 0,28 16,40 11,20 5,00 12,30 10,70 10,40
54 0,22 0,25 0,17 5,00 5,00 3,00 3,90 4,00 4,20
55 0,33 0,53 0,28 5,00 6,40 5,00 2,50 2,90 8,30
56 0,40 0,29 0,21 2,10 5,00 5,00 9,90 9,40 7,00
57 0,45 0,33 0,19 5,00 5,00 5,00 5,70 4,70 3,90
58 0,58 0,48 0,29 5,60 9,00 1,80 8,70 7,30 9,40
59 1,21 0,75 0,54 19,50 28,00 29,90 9,90 7,80 8,60
60 1,33 0,56 0,66 4,70 52,30 40,10 3,60 3,70 6,30
61 1,36 0,69 0,39 5,30 1,30 5,00 5,40 6,50 4,70
62 2,38 1,31 0,73 3,30 5,00 5,00 12,0 9,00 7,80
63 2,52 1,81 1,09 34,40 12,60 9,00 29,70 30,40 17,30
64 2,65 2,20 3,20 69,50 5,80 35,60 6,30 6,70 7,40
65 3,61 2,38 1,92 5,00 5,00 5,00 5,00 0,75 4,00
65 1,10 0,90 0,88 40,40 1,50 3,40 9,90 7,80 7,60
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Sujeito | PCR PCR PCR IL-6 IL-6 IL-6 TNF TNF TNF
1° 2* 3 1° 2° 3 1° 2* 3
medida medida medida | medida medida medida | medida medida medida
66 0,36 0,54 1,12 - 16,00 9,40 - 2,60 -
67 1,12 1,14 0,64 43,60 1,40 5,00 - 2,00 3,80
68 1,70 14,60 14,80 | 1916,0 80,00 139,0 47,70 37,20 28,50
69 2,27 3,29 3,94 129,0 4,20 18,10 7,60 6,10 6,70
70 2,27 30,6 18,80 3,80 2940 44,70 9,70 - -
71 2,72 10,10 14,00 | 2219,00 16,00 5,00 13,30 - 11,10
72 3,83 29,10 60,90 | 8746,00 1047,00 80,60 42,20 20,50 13,70
73 4,44 2,18 1,01 20,80 5,00 6,30 9,80 8,10 9,10
74 4,72 6,71 - 63,80  26415,00 - 15,90 13,70 -
75 4,87 4,90 6,39 5,0 8,90 6,70 3,00 3,90 3,10
76 4,89 13,80 12,20 | 1600,00 110,00 24,60 - 15,30 13,70
77 6,47 3,42 1,77 43,20 11,70 5,90 23,30 22,40 12,10
78 7,79 11,3 5,00 329,00 7,90 5,00 2,40 2,90 2,30
79 13,70 9,67 5,29 8,00 5,00 5,00 41,10 5,10 4,10
80 18,30 23,9 2390 | 294,00 42,00 38,00 7,00 2,50 4,20
81 31,30 31,9 8,00 138,00 13,40 2,40 24,20 - 5,20
82 2,94 9,76 6,02 ,99,00 25,80 - 0,02 8,80 5,00

Sujeitos de 1 a 42 — Sepse comprovada por cultura
Sujeitos de 43 a 66 — Nao infectados

Sujeitos de 67 a 82 — Infecgdo provavel

-- = amostra insuficiente para dosagem
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