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Early-onset neonatal sepsis:
cord blood cytokine levels at diagnosis and during treatment

Sepse neonatal precoce: niveis de citocinas no sangue de corddo umbilical
no diagndstico e durante o tratamento

Dulcimar P. Campos!, Marcos V. Silva2, Juliana R. Machado3,
Lacio R. Castellano?, Virmondes RodriguesS, Cristina H. C. Barata®

Resumo Abstract

Objetivo: Avaliar parametros clinicos, laboratoriais e citocinas séricas Objective: To assess clinical and laboratory parameters and serum
em 55 neonatos que desenvolveram sepse precoce. cytokine levels in 55 neonates who developed early-onset sepsis.

Métodos: Avaliamos os parametros clinicos dos neonatos relacionados Methods: Clinical parameters associated with early-onset neonatal
com sepse precoce. No dia do diagnéstico de sepse e 48 horas apés, foram sepsis were assessed. White blood cell differential and serum C-reactive
realizados o leucograma diferencial e a dosagem de proteina C reativa e protein and glucose levels were measured upon diagnosis of sepsis and
glicemia. As citocinas IL-1B, IL-10, IL-6 e TNF-o foram determinadas no 48 hours later. IL-1B, IL-10, IL-6, and TNF-a levels were measured in
sangue do corddo, no dia do diagndstico de sepse, 48 e 96 horas apos cord blood samples obtained on the day of diagnosis and from samples
o inicio do tratamento. collected 48 and 96 hours after treatment onset.

Resultados: O tempo de internagcdo dos neonatos foi inversamente Results: Among newborns with early-onset sepsis, the length
proporcional ao peso no nascimento. Os parametros clinicos foram varia- of hospital stay was inversely correlated with birth weight. Clinical
dos, especialmente a temperatura corpdrea. Alteragdes de glicemia foram parameters varied widely, especially body temperature. Blood glucose
frequentes, principalmente a hipoglicemia. A alteragdo de hemograma changes - particularly hypoglycemia - were common. Leukopenia, usually
mais prevalente foi a leucopenia, devido principalmente a neutropenia. due to neutropenia, was the most prevalent change in blood cell count.
Os niveis de proteina C reativa se mostraram correlacionados com o C-reactive protein levels correlated with the immature-to-total neutrophil
indice neutrofilico. Observamos uma correlagéo positiva entre os niveis ratio. Serum TNF-o.and IL-10 levels measured early in the course of sepsis
de TNF-a e IL-10 entre o curso da sepse precoce e os niveis observados were positively correlated with those detected in cord blood.
no corddo umbilical. Conclusions: Clinical and laboratory parameters varied widely among

Conclusdes: As alteragdes clinicas e laboratoriais entre os neonatos neonates with sepsis in this sample. In neonates who presented with
com sepse sdo variadas. Neonatos que apresentam elevagdes no padrao increased cytokine levels at birth, this abnormality persisted throughout
de citocinas no momento do parto permanecem com seus niveis elevados the infectious process.
durante o processo infeccioso.
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Introducao

A sepse € um dos quadros infecciosos mais frequentes
no periodo neonatal, permanecendo como uma importante
causa de morbimortalidade apesar do extraordinario desen-
volvimento da neonatologia nos ultimos anos. A Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) reporta que ha cerca de 5 milhGes
de 6bitos neonatais por ano no mundo, sendo, destes, 98%
nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento!.

A sepse neonatal precoce se manifesta, geralmente, até
72 horas de vida, sendo que 80 a 90% tém seu inicio nas
primeiras 48 horas de vida e, ao menos que evidéncias impor-
tantes sugiram o contrario, essas infecgdes sdo consideradas
como de origem materna2. Apresenta, em geral, um inicio
silencioso cujos sinais e sintomas permanecem bastante
inespecificos e confundem-se com condigGes préprias da
idade, tais quais: taquipneia transitéria do recém-nascido,
distermias ambientais, apneia de prematuridade e exacerba-
cOes agudas da displasia broncopulmonar. Observa-se, ainda,
que para cada recém-nascido verdadeiramente séptico, um
grande numero deles é tratado apenas por suspeita clinica
presumida e ndo confirmada de infecgdo34.

O diagndstico preferencial de sepse é a hemocultura
(padrdo-ouro), entretanto seu indice de positividade varia
amplamente, de 30 a 87%>. Nesse contexto, para auxiliar e
possivelmente acelerar o diagndstico da sepse, o profissional
meédico deve lancar mdo de testes inespecificos e complemen-
tares de diagndstico. A elevacdo da proteina C reativa (PCR)
também tem sido um marcador Gtil para sepse em muitos
estudos, apesar de seu valor preditivo negativo e sensibilidade
nao serem suficientemente elevados para que ela, unicamente,
se constitua no teste diagndstico definitivo®.7.

Nos ultimos anos, as citocinas tém sido amplamente es-
tudadas como marcadores fidedignos de infeccdo neonatal. A
IL-6 tem sido associada com corioamnionite materna e usada
no diagndstico inicial de sepse neonatal precoce quando de-
tectada em niveis elevados no sangue de corddo umbilical®.
Niveis elevados de TNF-0 e IL-1B parecem estar relacionados
com amaior gravidade da doenga, embora alguns estudos nao
confirmem essa relagao?®10. Quando utilizados em combinacdo
com IL-6, podem apresentar sensibilidade de até 98,5%?11.
Isoladamente, a IL-1B tem sido descrita como marcador de
sepse neonatal, embora sua eficacia diagnoéstica seja inferior
a da IL-6 e TNF-012. A IL-10 também tem sido associada ao
choque séptico, tanto em adultos quanto em criangas, e altos
niveis tém sido correlacionados com pior progndstico na sep-
se, podendo ser um preditor de gravidade no choque séptico
e de 6bito!3; na vigéncia de processos inflamatorios, atua
inibindo a agdo do TNF-0 e na restauracdo da homeostase!?.
A normalizagdo dos niveis de IL-10 é importante, pois seu
aumento propicia o desenvolvimento de faléncia multipla dos
6rgaos!s. Ja foi demonstrado que a resposta adequada de
IL-10 pode ser um efeito protetor a Sindrome da Resposta
Inflamatoria Sistémica (SIRS) e que a relacdo IL-6/IL-10
elevada esté associada com pior prognosticot6.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar os niveis de citocinas no sangue de corddo umbilical
no momento do diagndstico e apds o inicio do tratamento
de recém-nascidos com sepse neonatal.
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Materiais e métodos
Pacientes

Os neonatos foram oriundos da Unidade de Terapia
Intensiva Pediatrica e Neonatal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), no periodo
de margo de 2008 a janeiro de 2009. Foram incluidos todos
0s 55 neonatos com evidéncia clinica ou laboratorial de sepse
nas primeiras 72 horas de vida, que sobreviveram por no
minimo 7 dias e que ndo apresentavam qualquer dos critérios
de exclusdo. Utilizamos os seguintes critérios definidores de
sepse: para nascidos a termo, SIRS na presenca de infeccao
suspeita ou comprovadal’; para os nascidos prematuros,
fatores de risco como sinais clinicos e analise laboratoriall8.
O diagndstico de sepse foi seguido pelo inicio da antibio-
ticoterapia, suspensa apds melhora clinica dos neonatos
acompanhada de normalizacdo dos exames laboratoriais.
Embora nas amostras do dia do diagnostico os neonatos
nao estivessem sob uso de antimicrobianos, em todas as
avaliacOes realizadas 48 e 96 horas apds o diagnostico, os
neonatos estavam sob antibioticoterapia. Os critérios de
exclusdo foram aqueles que podiam interferir nos exames
clinicos e laboratoriais, principalmente os relacionados com a
SIRS: asfixia perinatal, Apgar menor que 5, sinais de hipoxia
nas primeiras 72 horas, infecgdo materna, sorologias positivas
da mae, uso de corticoide pela mée, bolsa rota mais que 6
horas e recém-nascidos com malformagdes congénitas.

Foram avaliados paréametros clinicos como: género, peso
ao nascimento, tipo de parto, frequéncia cardiaca e respira-
toria, perfusdo periférica, temperatura corporal, saturacdo
de oxigénio e atividade do recém-nascido. Além disso, foram
avaliados glicemia, PCR, leucograma diferencial, hemocultura
e concentracdo sérica de citocinas.

Métodos

As coletas de sangue foram realizadas no momento do
parto de todos os recém-nascidos no periodo, via corddo
umbilical, no momento do diagndstico de sepse e apos 48 e
96 horas. As amostras de sangue foram coletadas em tubo
com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e utilizadas
parcialmente para realizacdo do hemograma; o plasma foi
separado e utilizado para determinagao da concentracao de
PCR, por método quantitativo, seguindo as instrugbes do
fabricante de kit bioquimico (Human do Brasil, Itabira, MG)
e de glicemia através de Glicoteste (Roche, EUA). O restante
da amostra foi congelado em freezer a -70 °C para utilizagao
posterior na dosagem de citocinas.

O hemograma foi realizado nas amostras coletadas no
dia do diagndstico e 48 horas po6s-diagndstico, por método
automatizado. Também foi determinada a concentragdo da
PCR e glicemia por método quantitativo. As hemoculturas
foram realizadas em meio liquido brain heart infusion (BHI),
a partir de uma amostra de sangue do recém-nascido colhida
no dia do diagnéstico de sepse de no minimo 1 mL.

As citocinas foram quantificadas pelo método de ELISA,
IL-6, IL-10, IL-1B, TNF-0. (BD Pharmingen, EUA), conforme
Pissetti et al.19,
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Analise estatistica

Foi realizada por meio dos programas Excel 2007 for Win-
dows (Microsoft, EUA) e Statview (Abaccus, EUA). As variaveis
nominais foram analisadas, quando necessario, pelo teste do
qui-quadrado. As variaveis continuas foram analisadas pelos
testes de Mann-Whitney e ANOVA para medidas repetidas,
conforme necessario. As correlagdes foram avaliadas pelo
teste de Spearman. Diferengas foram consideradas estatis-
ticamente significativas quando p < 0,05.

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da UFTM, sob o protocolo 1146. Todos os responsaveis
pelos neonatos avaliados neste estudo assinaram o termo
de consentimento livre apds esclarecimento.

Resultados

Dos 55 neonatos, 28 eram do sexo masculino (51%). A
idade materna apresentou uma média de 23,7 anos. Com
relagdo ao tempo de internagdo dos recém-nascidos, o peri-
odo variou de 5 a 285 dias, com um tempo de permanéncia
médio de 39,9 dias [desvio padrdo (DP) = 5,4].

A maioria dos neonatos, 85,3%, nasceu prematura (< 37
semanas de gestacdo). Em relacdo ao peso no nascimento,
14% dos neonatos tiveram peso normal (acima de 2.500 g),
22% apresentaram baixo peso (entre 1.500 e 2.500 g), 51%
foram classificados como apresentando muito baixo peso
(entre 1.000 e 1.500 g), e 14% apresentaram extremo baixo
peso (abaixo de 1.000 g).

No dia do diagndstico, os parédmetros clinicos se apre-
sentaram variados entre os neonatos. A hipotermia e a hi-
pertermia estiveram presentes em 33 e 31% dos neonatos,
respectivamente. Foram considerados bradicardicos 5% e
taquicardicos 11% dos neonatos. A perfusdo periférica e a
saturagdo de O, estavam normais em 67 e 78% dos pacien-
tes, respectivamente, enquanto que o nivel de atividade dos
recém-nascidos esteve diminuido em 94% destes.

Com relacao aos exames laboratoriais, observamos altera-
cOes na glicemia em 99% dos neonatos, sendo a hipoglicemia
0 achado mais comum (58%). No caso da hemocultura, esta
se mostrou positiva apenas em seis recém-nascidos (10,9%),
sendo que em quatro foi isolada Klebsiela pneumoniae, em
um foi isolado Enterobacter cloacae, e em um foi isolado
Staphylococcus sp.

Aintercorréncia mais comum no leucograma realizado no
dia do diagnostico foi a leucopenia (54,5%). Dentre a conta-
gem diferencial, a neutropenia foi o achado mais relevante
(52%). Apos 48 horas do inicio do tratamento, observamos
um padrao muito similar no leucograma, havendo apenas
uma elevagao no percentual de neonatos apresentando leu-
copenia (69%), provavelmente indicando uma progressao do
quadro séptico nestes. Apontamos, ainda, uma associagao
entre a alteracdo da contagem total de leucdcitos e a neutro-
penia; os pacientes leucopénicos apresentam contagem de
neutroéfilos estatisticamente menor que os demais no dia do
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diagndstico e 48 horas apds inicio do tratamento (p < 0,0001
e p = 0,0009, respectivamente).

Embora apenas 12,7% dos neonatos tenham apresentado
indice neutrofilico (IN) aumentado, observamos que a altera-
cdo desse indice foi acompanhada por aumento nos valores
de PCR (Figura 1). Observamos, ainda, que os resultados
dos referidos exames se correlacionaram positivamente no
dia do diagndstico de sepse (Spearman rank test; p = 0,029;
r = 0,3) e 48 horas apds o inicio do tratamento (Spearman
rank test; p = 0,022; r = 0,31).

60 *

50

7 IN alterado
40 |:| IN normal

mg/L

30

20 1

] L

PCR
Dia do diagndstico

IN = indice neutrofilico; PCR = proteina C reativa.
* Teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Figura 1 - Relagdo entre os niveis de proteina C reativa e indice
neutrofilico. Concentragdo de proteina C reativa
entre neonatos com indice neutrofilico normal e
aumentado

Avaliamos os niveis de citocinas séricas em diferentes
momentos nos recém-nascidos que desenvolveram quadro
de sepse. Nossa avaliagao foi realizada no momento do parto,
com a coleta de amostra de sangue fetal, via corddo umbilical,
bem como através de amostra de sangue periférico, na data
do diagnodstico de sepse e depois de passados os periodos
de 48 e 96 horas ap0s inicio de tratamento. Ndo observa-
mos diferencgas estatisticamente significativas nos niveis de
citocinas no decorrer do tempo em nenhuma das citocinas
analisadas, embora para IL-10 e TNF-Ol tenhamos observado
um comportamento semelhante, com pouca variagao na con-
centracdo média entre os diferentes dias (Figuras 2A e 2B);
da mesma forma, IL-1B e IL-6 apresentaram uma tendéncia
de queda até 48 horas, seguida por elevagdo 96 horas pds-
inicio de tratamento (Figuras 2C e 2D). Interessantemente,
observamos correlagdo positiva entre os niveis de TNF-Ol e
IL-10 detectados no corddao umbilical e no dia do diagndstico
(p <0,001; r=0,71; p < 0,001; r = 0,55; respectivamen-
te), 48 horas (p < 0,001; r = 0,55; p = 0,026; r = 0,42;
respectivamente) e 96 horas apds o inicio do tratamento
(p =0,004;r=0,5; p=0,006; r = 0,48; respectivamente).
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Figura 2 - Niveis séricos de citocinas: A) TNF-qa, B) IL-10, C) IL-1B e D) IL-6 no momento do nascimento,
no dia do diagndstico de sepse, 48 e 96 horas apds o inicio do tratamento. Os simbolos indi-
cam a média e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Teste ANOVA para medidas

repetidas

Ndo observamos diferengas estatisticamente significativas
entre os niveis de citocinas entre os nascidos prematuros
e os nascidos a termo, assim como entre aqueles nascidos
de parto cesariano ou parto normal. Também de maneira
importante, ndo observamos diferengas nos niveis de cito-
cinas de acordo com o peso ao nascimento em quaisquer
dos momentos analisados.

Discussao

No presente estudo, observamos um equilibrio na dis-
tribuicdo dos recém-nascidos sépticos em relagdo ao sexo.
Estudos na literatura sugerem uma predisposicdo ao desen-
volvimento de sepse neonatal em criangas do sexo mascu-
lino20. A média da idade materna mostrou-se por volta dos
23 anos em nosso estudo. Estudo de Goulart et al.2! apontou
um aumento de 1,5 vezes no risco de desenvolver sepse em
neonatos de maes com menos que 25 anos. Previamente, foi
demonstrada maior suscetibilidade para o desenvolvimento

de sepse em neonatos de muito baixo peso??, reforcando o
potencial agravante dessa condigao no desenvolvimento da
sepse. Estudos apontam um risco 25 vezes maior de recém-
nascidos com muito baixo peso desenvolver sepse em relagdo
aqueles com peso normal23.

Apesar dos grandes esforgos no sentido de isolar os mi-
crorganismos, em média, as culturas de sangue sdo positivas
em 34% dos pacientes “sépticos”, variando entre 9 e 64%324.
Como em nossa unidade faz parte do protocolo a adminis-
tracao de terapia antimicrobiana em neonatos prematuros
ou com sepse clinica, isso pode ter influido em nossa baixa
positividade na hemocultura.

A maioria de nossos neonatos apresentou alteragbes
na glicemia, sendo mais comum a hipoglicemia. Waeschle
et al. deram importante contribuicdo na associagdao entre o
mau progndstico do quadro de sepse e alteragbes do nivel
glicémico, assim como variagdes entre hipoglicemia e hiper-
glicemia durante o quadro séptico como predisponente ao
0bito25. Dentre as fragBes do leucograma, a neutropenia é
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a preditora mais fidedigna de sepse neonatal, refletindo a
gravidade da sepse neonatal, representando uma deplegao
da reserva medular de neutrdéfilos e requerendo medidas
terapéuticas especificas26.

A PCR tem sido utilizada como um importante indicador
precoce do desenvolvimento de sepse, e uma diminuigdo
dos niveis de PCR, aliada a indicativos de melhora clinica,
é utilizada como parametro para suspender a administra-
c¢do de antibidticos em nossa unidade, como ja descrito
na literatura??. Sabel & Wasworth28 observaram que 85%
dos recém-nascidos com diagnostico de sepse e meningite
tinham proteina C reativa positiva durante as primeiras horas
apos o inicio dos sinais clinicos da infecgdo, sugerindo forte
correlagdo entre presenca dessa proteina e infeccdo, como
também sua rapida producdo. Observaram ainda que 16
de 18 recém-nascidos (89%) com idade gestacional entre
27 e 36 semanas, portadores de sepse, tinham proteina C
reativa positiva2s.

Da mesma forma que a PCR, o IN tem sido apontado
como um bom parametro do desenvolvimento de sepse ne-
onatal!8. Encontramos uma interessante associagdo entre a
determinacgdo da PCR e do IN, onde os valores da primeira se
encontram estatisticamente mais elevados naqueles neonatos
com alteracdo do IN, seja no dia do diagnostico ou 48 horas
apos. Se, por um lado, isso nos indica que as alteragGes em
alguns neonatos sépticos afetam ambos os indices, também
podemos perceber que naqueles onde o IN ndo se encontra
alterado os valores de PCR sdao mais baixos, prejudicando,
assim, a utilizacdo de ambos os indices nesses neonatos.

As citocinas tém sido estudadas como marcadores fidedig-
nos de infecgdo neonatal, particularmente IL-6, TNF-0te IL-18.
Devido a sua natureza inflamatoria sistémica, tem-se tentado
correlacionar o aumento de citocinas pro-inflamatorias ou a
diminuigdo das citocinas anti-inflamatérias com o desenvol-
vimento da sepse. Em nosso estudo, embora ndao tenhamos
observado variagdo nos niveis de citocinas nos momentos
analisados, aqueles neonatos que apresentavam os maiores
niveis séricos de citocinas durante o quadro infeccioso ja o
apresentavam no sangue do corddo, persistindo até 96 horas
apds o diagnostico de sepse para IL-10 e TNF-QL.

Em um estudo multicéntrico realizado por Kuster et al.29
avaliando marcadores inflamatérios na sepse neonatal, estes
concluiram que os niveis das citocinas ja se encontravam
elevados 2 dias antes de ser feito o diagnostico de sepse;
foi observado que ocorriam elevagdes nos niveis de IL-1RA
e IL-6 e que essas elevagbes ja podiam ser percebidas 48
horas antes do diagndstico. Estudo realizado por Silveira &
Procianoy!! mostrou que uma combinagdo de IL-6 e TNF-OU
forneceu sensibilidade de 98,5% e valor preditivo negativo
de 90%, havendo, portanto, boas probabilidades de diag-
noéstico e de exclusdo de infecgdo. Ceccon3? apontou a IL-6
em vantagem sobre os demais marcadores, PCR e IL-8, no
dia do diagndstico, enquanto que 24 horas pds-diagndstico
a PCR demonstrou melhor acuracia.

A maioria dos estudos objetiva acessar sinais cada vez
mais precoces da instalagdo do quadro de sepse, embora ainda
ndo se tenha um consenso quanto a aplicabilidade real dessas
determinagbes. Além disso, a dosagem de citocinas como
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rotina envolve um custo elevado e ainda ha uma auséncia
de valores de referéncia confidveis, sendo sua concentragao
muito varidvel de pessoa a pessoa e muito influenciada por
fenOmenos externos.

Em nosso estudo, a elevada heterogeneidade na produgao
de citocinas em neonatos sépticos no momento do parto pode
representar uma importante dificuldade no uso das citocinas
como marcadores diagndsticos fidedignos, indicando que nem
todos os neonatos sépticos se comportam com um padrdo
definido de baixa ou alta produgdo de citocinas. Por outro
lado, a determinacgdo de citocinas circulantes no sangue do
corddo umbilical indica que o comportamento imunoldgico
do recém-nascido na sepse precoce ja se direciona desde
o momento do parto e sugere que o processo infeccioso ja
possa estar em curso.
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