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Resumo

Objetivo: Avaliar o valor do leucograma, proteina C-reativa
(PCR), interleucina-6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-0), isoladamente e em conjunto, na detecgdo da sepse neonatal
tardia.

Métodos: Estudo de validagdo diagndstica. A PCR, IL-6 e TNF-o.
foram dosados por quimioluminescéncia a suspeita clinica, 24 e 48
horas depois, e o leucograma unicamente a suspeita. De acordo com
evolugdo clinica e resultados de culturas, trés grupos foram definidos:
sepse comprovada (SC), sepse provavel (SP) e ndo infectados (NI).
Os testes estatisticos utilizados foram os de Wilcoxon, qui-quadrado
e analise de variancia de Friedman e os limites de corte foram obtidos
pela construgdo da curva ROC.

Resultados: Estudaram-se 82 criangas, sendo 42 no grupo SC,
16 no SP e 24 NI. Nos trés momentos, as medianas da PCR e da IL-6
mostraram-se significativamente mais elevadas nos grupos SC e SP,
e as do TNF-o alteraram-se apenas no grupo SC. Os indices
diagnosticos da PCR foram elevados nos trés momentos e com
acuracia superior a do leucograma e semelhante a da IL-6 e a do
TNF-o. em suas primeiras medidas. Entre as citocinas, ndo houve
diferenca estatistica entre elas, nem em relagéo ao leucograma. A
associagao dos testes ndo aumentou a capacidade diagndstica,
exceto na combinagdo entre leucograma e PCR2 e na dosagem
seriada de PCR.

Conclusdes: A PCR e o leucograma mostram-se Uteis no
diagnostico de sepse neonatal tardia e comparaveis a IL-6 e ao TNF-aL.
Aacuracia aumentou com a associacdo PCR-leucograma e a dosagem
seriada da PCR.

J Pediatr (Rio J). 2008,;84(6):536-542: Recém-nascido, sepse,
proteina C-reativa, interleucina-6, fator de necrose tumoral, citocina,
mediadores da inflamagao.

Abstract

Objective: To evaluate the diagnostic value for late neonatal
sepsis of white blood cell count (WBC) and assays for C-reactive
protein (CRP), interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha
(TNF-o), in isolation and in conjunction.

Methods: This was a diagnostic test validation study.
Chemiluminescence was used to assay CRP, IL-6 and TNF-q at the
time of clinical suspicion and again after 24 and 48 hours, whereas
the WBC was performed only once, at the time of suspicion. Patients
were classified into three groups based on clinical progress and
culture results: confirmed sepsis (CS), probable sepsis (PS), and not
infected (NI). Statistical analysis was performed using the Wilcoxon
and chi-square tests and Friedman analysis of variance; cutoffs were
defined by plotting receiver operator characteristic curves.

Results: The total study sample comprised 82 children, 42 of
whom were classed as CS, 16 as PS and 24 as NI. At all three test
times, the medians for CRP and IL-6 were significantly more elevated
inthe CS and PS groups, while the medians for TNF-o. were abnormal
only in the CS group. The CRP test had elevated indices of diagnostic
utility at all three test times, better accuracy than the WBC and similar
accuracy to the first IL-6 and TNF-o, assays. There was no statistical
difference between the cytokines, nor between them and the WBC.
Combining tests did notincrease diagnostic power, with the exception
of the combination of WBC with CRP2 and when the sequential CRP
assays were combined.

Conclusions: Both CRP and WBC were useful for the diagnosis
of late neonatal sepsis and comparable with IL-6 and TNF-o.. Accuracy
increased when CRP and WBC were combined and when sequential
CRP assay results were used.

J Pediatr (Rio J). 2008,;84(6):536-542: Neonate, sepsis, C-reactive

protein, interleukin-6, tumor necrosis factor, cytokine, inflammatory
mediators.

1. Mestre, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP. Médico assistente, Centro de Atencgdo Integral a

Saude da Mulher, UNICAMP, Campinas, SP.

2. Professor livre-docente, Departamento de Pediatria, Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP, Campinas, SP.
3. Doutora. Professora assistente, Departamento de Patologia Clinica, Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP, Campinas, SP.
4. Doutora, Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP, Campinas, SP. Médica assistente, Centro de Atengao Integral a Saude da Mulher, UNICAMP, Campinas,

SP.

5. Estatistica, Centro de Ateng&o Integral a Saude da Mulher, UNICAMP, Campinas, SP.
6. Bidlogo. Mestre, Ciéncias Médicas, Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP, Campinas, SP.

Artigo elaborado a partir da dissertagcdo de mestrado defendida em 21 de fevereiro de 2006 na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas
(SP), intitulada ‘A utilidade do leucograma, proteina C-reativa, interleucina-6 e fator de necrose tumoral-alfa no diagnéstico da sepse neonatal tardia’; por Jamil

P. S. Caldas.

Apoio financeiro: Fundo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), processo n° 01/028361.

Nao foram declarados conflitos de interesse associados a publicagao deste artigo.

Como citar este artigo: Caldas JP, Marba ST, Blotta MH, Calil R, Morais SS, Oliveira RT. Accuracy of white blood cell count, C-reactive protein, interleukin-6
and tumor necrosis factor alpha for diagnosing late neonatal sepsis. J Pediatr (Rio J). 2008;84(6):536-542.

Artigo submetido em 16.05.08, aceito em 11.08.08.
doi:10.2223/JPED.1838

536



Marcadores diagndsticos na sepse neonatal tardia - Caldas JP et al.

Introducao

A sepse continua a ser uma das doengas mais freqlentes
no periodo neonatal, permanecendo como uma importante
causa de mortalidade e morbidade®-2. Os fatores relaciona-
dos ao seu aparecimento no recém-nascido (RN), especial-
mente no pré-termo, sdao a necessidade de utilizagdo de
procedimentos invasivos, associados a imaturidade
imunoldgica®>.

A sepse neonatal apresenta em geral um inicio insidioso,
com sinais e sintomas na maioria das vezes bastante inespe-
cificos, confundidos com condigdes préprias da idade e com a
evolugdo por vezes instavel do RN de muito baixo peso®8.

A hemocultura é considerada o padrdao-ouro no diagnés-
tico da sepse neonatal. No entanto, sua positividade varia
amplamente (50 a 87%) e os resultados ndo estdo disponi-
veis rapidamente para definicdo da conduta terapéutica.
Dessa forma, lanca-se mao de outros exames laboratoriais
de rapida execugdo. Dentre eles estdo o leucograma e os mar-
cadores séricos de reagdo inflamatéria, como a interleucina-8,
a proteina C-reativa (PCR), a interleucina-6 (IL-6), o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-o) e a procalcitonina®8-19,

Esses marcadores bioldgicos, aliados a avaliagéo clinica,
aumentam a probabilidade de acerto diagndstico e trazem
mais seguranga ao médico em iniciar precocemente o uso de
antimicrobianos, ao lado de tratamento de suporte. Por outro
lado, pode evitar o uso indiscriminado de tratamento com
antibiotiocos e, assim, diminuir o risco de desenvolvimento
de patdgenos multirresistentes e proporcionar a diminuigdo
dos custos hospitalares.*8:11:12

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi verificar o valor
do leucograma, da PCR, IL-6 e do TNF-q, isoladamente e em
conjunto, na detecgdo da sepse neonatal tardia em diferen-
tes periodos nas primeiras 48 horas da doenca.

Métodos

Foi realizado um estudo de validagdo diagndstica. A pes-
quisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da insti-
tuicdo, e para a coleta dos exames obteve-se a autorizagao
dos pais por termo de consentimento livre e esclarecido.

Os sujeitos do estudo foram todos os RN com suspeita cli-
nica de sepse tardia, definida como aquela cujo apareci-
mento dos sintomas iniciou-se apds 48 horas de vidal3,
internados em uma unidade de terapia intensiva (UTI) neo-
natal no periodo de setembro de 2001 a maio de 2003. Foram
excluidas as criangas com infecgdo cronica congénita compro-
vada, uso prévio de imunoglobulina, ndo-obtencdo do termo
de consentimento livre e esclarecido dos pais e aquelas em
que ndo foi possivel a coleta seriada dos marcadores (pelo
menos duas das trés amostras).

Foram considerados como indicativos clinicos de sepse os
seguintes sinais e sintomas, em combinacgdes variaveis: dis-
termia, apnéia, bradicardia, taquicardia, hipoatividade, pali-
dez, alteragdo da perfusdo periférica, geméncia, taquipnéia,
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piora respiratoria, cianose, vomitos, residuos gastricos, dis-
tensdo abdominal, enterorragia, sangramentos em geral ou
alteragdo aguda do ténus ou comportamento (hipo ou hiper-
tonia, irritabilidade, letargia, convulsao).

Dos RN com suspeita clinica de sepse tardia, de acordo
com a rotina do servigo, foram colhidas amostras de sangue
para hemograma, PCR e hemocultura e coletas de liquor e
urina. Apds coleta de culturas, a antibioticoterapia foi ini-
ciada em todos eles. Radiografias de térax e/ou abdémen
foram realizadas conforme necessidade clinica.

O leucograma foi considerado alterado se a relagao neu-
trofilos imaturos/totais e a contagem total de neutrofilos esti-
vessem simultaneamente alteradas!*. A dosagem de PCR
utilizada normalmente na assisténcia ao RN foi dosada por
nefelometria (limite de corte de 1 mg/dL) e ndo foi conside-
rada na andlise. Para o estudo, a PCR foi dosada posterior-
mente, em conjunto com a IL-6 e o TNF-a..

As amostras de sangue para hemocultura foram obtidas
seqliencialmente em locais distintos, de sangue periférico, por
técnica asséptica, e a leitura de hemocultura se fez por método
automatizado (BacT/ALERT® PF, BioMérieux Inc., Durham,
NC, EUA). A coleta de liquor foi por pungdo lombar, e as amos-
tra de urina foram obtidas por pung&o suprapubica. Nos casos
de instabilidade clinica importante, que dificultou a coleta de
liquor, e/ou presenca de oligoanuria, que dificultou a obten-
cao da amostra de urina, tais coletas ndo foram realizadas.

A hemocultura foi considerada positiva quando houve
crescimento do mesmo microrganismo nas duas amostras em
até 72 horas apds a coleta, com o mesmo padrdo de sensibi-
lidade antimicrobiana.

As amostras seriadas de sangue para dosagem de PCR,
IL-6 e TNF-a foram colhidas no momento da suspeita clinica,
24 e 48 horas apds. O leucograma foi avaliado a suspeita do
quadro. A coleta se fez preferencialmente durante a coleta de
exames de rotina da UTI, por venopungao, sendo a primeira
amostra obtida antes da administragao dos antimicrobianos.
A amostra de 1 mLde sangue foi acondicionada em tubo plas-
tico e encaminhada rapidamente ao laboratério, onde foi pro-
cessada e o plasma congelado a -70 °C.

As amostras foram dosadas posteriormente, em momento
Unico, por operador cego para a histérica clinica dos RN. Men-
suracdo através de analisador automatico (IMMULITE®
PILK6P-4, Euro/DPC Ltd, Reino Unido) por ensaio
enzimaimunométrico-quimioluminescéncia, de acordo com as
orientacGes do fabricante. A sensibilidade analitica do método
paraaPCRéde0,01 mg/dL; paraallL-6,éde5pg/mL; e para
0 TNF-0, é de 1,7 pg/mL. A faixa de calibragdo é de 15 mg/dL
para o PCR, até 1.000 pg/mL para a IL-6 e até 1.000 pg/mL
para o TNF-co. Os valores menores e maiores que esses foram
obtidos por extrapolacdo baseados nos testes de linearidade
descritos pelo fabricante dos reagentes.
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Ap6s 72 horas do inicio do quadro, a equipe assistencial
classificou os sujeitos em trés grupos, de acordo com a evo-
lugdo clinica, os resultados de cultura, leucograma e a PCR da
rotina. Portanto, a equipe desconhecia os resultados dos mar-
cadores estudados na pesquisa. Os pacientes foram classifi-
cados da seguinte forma:

A - Sepse comprovada por cultura (SC): quadro clinico com-
pativel com sepse e cultura positiva, podendo esta ser de
sangue, urina ou liquor;

B - Sepse provavel (SP): quadro clinico compativel com sepse,
leucograma e/ou PCR alterados e/ou radiografia de térax
compativel com pneumonia, porém com culturas
negativas;

C - Nao infectados (NI): quadro clinico inicial suspeito de
sepse, porém com evolugdo clinica ndo compativel, leuco-
grama e PCR normais e culturas negativas.

O uso de antimicrobianos foi mantido nos grupos Ae B e
suspenso no grupo C apds 72 horas de uso.

A determinagao do tamanho amostral baseou-se na sen-
sibilidade de cada teste diagndstico, com uma precisdo satis-
fatdria, e no trabalho de Silveira & Procianoy*®, no qual foram
encontradas sensibilidades de 90 e 87,9%, para a IL-6 e 0
TNF-o, respectivamente. Foram assumidos um nivel de sig-
nificancia de 5%, uma taxa de 60% de positividade de hemo-
cultura e uma precisdo de 10 e 11%, respectivamente, para
cada sensibilidade, podendo, entdo, a sensibilidade de IL-6
variar entre 90+10% e a de TNF-a entre 87,9+11%. Com
base nessas estimativas, o tamanho da amostra foi estimado
em n = 69 pacientes.

O teste do qui-quadrado, ou Fisher quando necessario, foi
utilizado para comparagao dos grupos quanto ao peso de nas-
cimento, sexo, estado nutricional ao nascimento, idade ges-
tacional, idade a época da suspeita do quadro e valores de
Apgar de 10 e 59 minutos.

Para comparacao dos valores de PCR, IL-6 e TNF-a entre
0s grupos e entre os tempos de medida, as medianas foram
comparadas utilizando-se a analise de variancia de Friedman
e teste de Wilcoxon. Para determinar os niveis de corte das
duas citocinas e do PCR, construiu-se uma curva ROC (recei-
ver operator characteristic), e os dados foram obtidos a par-
tir da analise dos valores encontrados nos grupos com sepse
comprovada e de RN NI. Para o calculo dos indices de sensi-
bilidade, especificidade, valores preditivos positivo e nega-
tivo e acuracia, utilizaram-se os limites de corte obtidos pela
curva ROC e obtidos os intervalos de confianca de 95%. O nivel
de significancia aceito foi de p < 0,05. Os calculos estatisticos
foram realizados através do pacote estatistico SPSS 7.5 for
Windows.

Resultados

De um total de 96 RN com quadro suspeito de sepse tar-
dia, foram retirados 14 sujeitos pelos critérios de exclusdo.
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Assim, foram estudadas 82 criancgas, sendo 42 RN com episé-
dios de sepse comprovada por cultura, 16 com sepse prova-
vel e 24 criangas NI.

Os trés grupos de RN foram comparaveis quanto ao peso
ao nascer, sexo, idade gestacional, idade a época de apareci-
mento dos sintomas e indices de Apgar. As medianas de peso
ao nascer do grupo SC foi de 1603+ 827,82 g; do grupo SP,
de 1760,94+878,86g; enogrupo NI, de 1970,21+1009,21g.
O sexo masculino foi mais freqlente nos trés grupos (47,6%
no grupo SC, 81,3% no grupo SP e 54,2% no grupo NI). As
medianas de idade gestacional foram de 31 semanas no grupo
SP, 33 semanas no grupo SP e 32 semanas no grupo NI. A
idade a suspeicao clinica de sepse foi de 14 dias no grupo SP,
12 no grupo SP e 10 no grupo NI, e a freqiiéncia de criangas
com Apgar de 5° minuto = 7 foi de 88, 100 e 96%, respecti-
vamente para os grupos SP, SC e NI.

No grupo de sepse comprovada houve predominio de
infeccdo primaria da corrente sangiinea (67% dos casos),
com predominio de S. epidermidis (16 casos) e S. aureus (12
casos). Em 18 casos (43%) houve localizagdo, sendo oito
casos com pneumonia, trés com meningite, cinco com infec-
cdo do trato urinario e dois com enterocolite necrosante.
Nesse mesmo grupo, a cultura de sangue foi positiva em 38
casos (90%), e em apenas quatro casos o agente foi isolado
somente na urina. Nos trés casos de meningite a cultura de
sangue também foi positiva, e em um caso de candidiase sis-
témica foram positivas as culturas de sangue e urina.

No grupo SC, o leucograma foi considerado alterado em
27 casos (64,3%) e normal em 15 (35,7%). No grupo SP, o
padrdo foi semelhante, estando alterado em 11/16 dos sujei-
tos (68,8%). No grupo NI, ele estava anormal em apenas seis
casos (25%).

Para os marcadores séricos, os limites de corte para PCR,
obtidos a partir do ponto de maximizagao pela curva ROC,
foram: 12 medida (PCR1), 1,73 mg/dL; 2@ medida (PCR2),
1,16mg/dL; 32 medida (PCR3), 1,32 mg/dL. Para a IL-6: 12
medida (IL-6 1), 25,8 pg/mL; 22 medida (IL-6 2), 14 pg/mL;
32 medida (IL-6 3), 5,6 pg/mL. Para o TNF-o.: 12 (TNF1) e 32
medidas (TNF3), 12,5 pg/mL; 22 medida (TNF2), 11pg/mL.
As dareas sob a curva para esses exames foram,
respectivamente: PCR1, 0,92; PCR2, 0,94; PCR3, 0,93; IL-6
1, 0,85; IL-6 2, 0,72; IL-3, 0,66; TNF1, 0,84; TNF2, 0,80;
TNF3, 0,73.

A mediana da PCR mostrou-se elevada nos trés tempos
de afericdo nos dois grupos sépticos, com diferencga estatisti-
camente significativa em todos os momentos em relagdo ao
grupo de NI (p < 0,0001). Verificou-se uma ascensao signifi-
cativa do valor da mediana da PCR1 para a PCR2 no grupo SC
(p = 0,0019) e SP (p = 0,0155). Nos RN NI ndo houve dife-
renga estatistica entre as trés medidas (Tabela 1).

Os valores de mediana da IL-6 no grupo SC foram estatis-
ticamente superiores aos do grupo NI nos trés momentos (p
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Tabela 1 - Valores de mediana da PCR nos grupos de sepse comprovada, sepse provavel e de recém-nascidos ndo infectados nos trés momentos

de coleta

Momento da coleta Sepse comprovada (n = 42)

PCR 12 medida 5,09 (0,56-30,60)

PCR 22 medida 9,90 (0,29-83,20)

PCR 32 medida 5,74 (0,11-144,00)

Sepse provavel (n = 16) Nao infectado (n = 24) p*
4,14 (0,19-31,30) 0,28(0,01-3,61) <0,0001
9,93 (0,70-31,90) 0,51 (0,01-2,38) < 0,0001
6,21 (0,46-60,90) 0,33(0,02-3,20) <0,0001

PCR = proteina C-reativa.
Valores expressos em mg/dL - mediana (variagao).

* Diferenca estatisticamente significativa entre medianas dos grupos de sepse comprovada ou provavel e grupo néo infectado.

Tabela 2 - Valores de mediana da IL-6 nos grupos de sepse comprovada, sepse provavel e de recém-nascidos ndo infectados nos trés momentos

de coleta

Momento da coleta

Sepse comprovada (n = 42)*

Sepse provavel (n = 16)" Nao infectado (n = 24)

IL-6 1@ medida 63,15 (3,00-29.079,00)

IL-6 22 medida 27,00 (1,60-23.818,00)

IL-6 32 medida 9,05 (0,00-19.998,00)

133,50 (0,99-8.746,00) 5,00 (2,10-69,50)
5,00 (1,30-52,30)

5,00 (1,00-40,10)

14,70 (1,40-1.047,00)
6,30 (2,40-139,00)

IL-6 = interleucina-6.
Valores expressos em pg/mL — mediana (variacdo).

* Diferencga estatisticamente significativa entre medianas dos grupos SC e NI nos trés momentos (p < 0,0001; p = 0,0024 e p = 0,0317, respectiva-

mente).

" Diferenca estatisticamente significativa entre medianas dos grupos SP e NI nos trés momentos (p < 0,0016; p = 0,0219 e p = 0,0373, respectiva-

mente).

<0,0001,p=0,0024ep=0,0317, respectivamente). Ocor-
reu uma queda progressiva e significativa da primeira para
segunda mediana (p = 0,0036) e desta para a terceira (p =
0,00174). No grupo SP, as medianas também foram estatis-
ticamente significativas em todos os momentos (p = 0,0016,
p =0,0219 e p = 0,0373), e com queda importante da pri-
meira para a segunda medida (p = 0,0052). No grupo NI, as
medianas permaneceram constantes (Tabela 2).

O grupo SC apresentou valores de mediana de TNF-o: sig-
nificativamente mais elevados que aqueles do grupo NI nos
trés momentos (p < 0,0001; p = 0,0002 e p = 0,0038, res-
pectivamente), com queda nos valores de mediana do TNF1

para TNF2 (p = 0,0145) e deste para TNF3 (p = 0,0320). No
grupo SP, ndo ocorreu diferenca significativa (p = 0,1668, p =
0,5209 e p = 0,9019) e nem queda nos valores de mediana
aolongo detempo (p =0,0830ep =0,1465). Nogrupo NI, a
mediana se manteve quase inalterada nos trés momentos de
coleta (Tabela 3).

Em relagdo aos indices diagndsticos, a PCR mostrou valo-
res elevados nos indices diagndsticos nas trés aferigbes, sem
diferenca significativa ao longo do tempo para a sensibilidade
(p = 0,1353), a especificidade (p = 1,0) e a acuracia (p =
0,1062), e com indices elevados de valor preditivo negativo
nos trés momentos. A acuracia do teste foi superior a do leu-
cograma nos trés momentos (p = 0,0335, p = 0,010 ep =

Tabela 3 - Valores de mediana do TNF-o. nos grupos de sepse comprovada, sepse provavel e de recém-nascidos ndo infectados nos trés momen-

tos de coleta

Momento da coleta Sepse comprovada (n = 42)*

Sepse provavel (n = 16)"

Nao infectado (n = 24)

TNF-a 12 medida* 24,70 (4,80-397,00)

TNF-o 22 medida® 19,20 (4,30-376,00)

TNF-o 32 medida 15,00 (1,40-238,00)

10,05 (0,02-47,70)
8,10 (2,00-37,20)
6,7 (2,30-28,50)

6,40 (2,10-29,70)
6,60 (0,75-30,40)
7,00 (3,70-17,30)

TNF-o = fator de necrose tumoral-alfa.
Valores expressos em pg/mL - mediana (variagao).

* Diferenca estatisticamente significativa entre medianas dos grupos SC e NI nos trés momentos (p < 0,0001; p = 0,0002 e p = 0,0038, respectiva-

mente).

" Sem diferenca estatisticamente significativa entre medianas dos grupos SP e NI nos trés momentos (p = 0,1668; p = 0,5209 e p = 0,9019, respectiva-

mente).
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Tabela 4 - Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos positivo e negativo e acuracia nos diferentes tempos para PCR,

IL-6, TNF-o. e leucograma

Exame Sensibilidade (IC95%) Especificidade (IC95%) VPP VPN Acuracia (IC95%)
PCR
12 medida 78,6 (66,2-100,0) 87,5 (74,3-100,0) 91,7 70,0 81,8 (72,5-91,1)
23 medida 90,5 (81,6-99,4) 87,5(74,3-100,0) 92,7 84,0 89,4 (82,0-96,8)
32 medida 85,7 (75,1-96,3) 91,7 (80,6-100,0) 94,7 78,6 87,9 (80,0-95,8)
IL-6
12 medida 77,5 (64,9-90,4) 87,0 (73,2-100,0) 91,2 69,0 81,0 (71,3-90,6)
22 medida 64,3 (49,8-78,8) 83,3 (68,4-98,2) 87,1 67,1 71,2 (60,3-82,1)
32 medida 64,3 (49,8-78,8) 75,0 (57.7-92,3) 81,8 54,5 68,2 (56,9-79,4)
TNF-a
12 medida 74,3 (59,8-86,8) 81,8 (65,7-97,9) 86,7 66,7 77,2 (66,3-88,1)
22 medida 71,8 (57,7-85,9) 86,4 (72,0-100,0) 90,3 63,3 77,0 (66,5-87,6)
32 medida 62,2 (46,5-77,8) 95,2 (86,1-100,0) 95,8 58,8 74,1 (62,9-85,4)
Leucograma 64,3 (49,8-78,8) 75,0 (58,7-92,3) 81,8 54,5 68,2 (56,9-79,4)
Associagdes
Leuc + PCR1 87,5 (74,3-100,0) 90,9 (78,9-100,0) 91,3 87,0 89,1 (80,1-98,1)
Leuc + PCR2* 100,0 (100,0-100,0) 94,1 (82,9-100,0) 95,8 100,0 97,5(92,7-100,0)
PCR1 + PCR2" 95,0 (88,2-100,0) 84,2 (67,8-100,0) 92,7 88,9 91,5 (84,4-98,6)
PCR1 +IL-6 1 88,0 (75,3-100,0) 90,0 (76,9-100,0) 91,7 85,7 88,9 (79,7-98,1)
PCR1 + TNF1 95,2 (86,1-100,0) 94,1 (82,0-100,0) 95,2 94,1 94,7 (87,6-100,0)
PCR2 +IL-6 1 93,5984,9-100,0) 90,5 (77,9-100,0) 93,5 90,5 92,3 (85,1-99,6)
PCR2 + TNF1 95,8 (87,8-100,0) 94,1 (82,9-100,0) 95,8 94,1 95,1 (86,5-100,0)
IL-6 1 + TNF1 87,0(73,2-100,0) 94,1 (82,9-100,0) 95,2 90,0 90,0 (80,7-99,30)

1C95% = intervalo de confianga de 95%; IL-6 = interleucina-6; Leuc = Leucograma; PCR = proteina C-reativa; TNF-o = fator de necrose tumoral-alfa;
VPN = valor preditivo negativo; VPP = valor preditivo positivo. O nimero a frente do teste indica o momento da coleta.

* Diferenga estatisticamente significativa entre os valores de sensibilidade da associagdo e a do leucograma isoladamente (p = 0,018).

" Diferenca estatisticamente significativa entre os valores de sensibilidade da associagdo e a da PCR1 (p = 0,0321).

0,0024). Os valores de sensibilidade, especificidade e acura-
cia do teste no primeiro momento foram semelhantes aque-
les da IL-6 1 (p = 0,9070, p = 0,9557 e p = 0,5502,
respectivamente) e TNF1 (p = 0,6594, p = 0,5947 e p =
0,7366, respectivamente). Na comparagao entre a PCR2 e
IL-6 1 e TNF1, ndo houve diferenca estatistica entre os valo-
res de sensibilidade (p =0,1118 paraIL-6 1ep =0,0628 para
o0 TNF1) e para especificidade (p = 0,9557 paraIll-6 1 ep =
0,5947 para TNF1), embora com a acuracia superior a do
TNF-o (p = 0,0349).

A sensibilidade e especificidade do leucograma foram
semelhantesaodaIl-6 1 (p =01924 e p = 0,3033, respecti-
vamente) e do TNF1 (p = 0,3485 e p = 0,5783, respectiva-
mente), porém, com acuracia inferior em relagdo a primeira
medida da IL-6 (p = 0,0459).

A IL-6 apresentou indices semelhantes aqueles do TNF-a
no tocante a sensibilidade (p = 0,7460), especificidade (p =
0,6369) e acuracia (p = 0,3067) no primeiro momento. Entre

a primeira e a segunda medida e entre a primeira e a terceira
medida da IL-6 ndo houve diferenca significativa na sensibi-
lidade (p = 0,1924), especificidade, (p = 0,7289 e 0,3033) e
acuracia (p = 0,9044 e 0,950). O TNF-0. também apresentou
0 mesmo padrdo, sem diferenga estatistica na sensibilidade
(p = 0,273), especificidade (p = 0,1775) e acuracia (p =
0,6486) entre o TNF1 e TNF2.

De um modo geral, a associagao dos exames ndo se mos-
trou superior as dosagens isoladas de cada marcador em si.
No entanto, a associagdo do leucograma e da PCR2 apresen-
tou uma sensibilidade superior aquela do leucograma isola-
damente (p = 0,0018), e a obtencao de dosagem seriada da
PCR apresentou aumento significativo da sensibilidade
quando comparada com dosagem apenas inicial (p =0,0321).
Os valores dos indices diagnosticos encontram-se expostos
na Tabela 4.

Discussao

A amostra estudada representou a populagao normal-
mente atendida em centros de terapia intensiva neonatal, com
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predominio de RN pré-termo de muito baixo peso e com pre-
dominio de cocos gram-positivos como agentes da sepse neo-
natal tardia. Estafilococos coagulase-negativos tém sido os
agentes mais comuns isolados nas hemoculturas na sepse
neonatal tardia'?:®, embora sejam os agentes contaminan-
tes mais comuns. O crescimento do agente em duas amos-
tras de hemocultura, com mesmo perfil antimicrobiano,
ajudou na caracterizacdo como os agentes responsaveis pelo
quadro séptico.

O trabalho demonstrou que o leucograma possui uma acu-
racia diagndstica comparavel aquela apresentada pelo IL-6 e
TNF-o, embora inferior a dosagem seriada da PCR. Na litera-
tura, os valores de sensibilidade e especificidade encontra-
dos variam amplamente, uma vez que ha heterogeneidade
importante nas definicdes de contagem neutrofilica total e
subdivisdes; e os indices de sensibilidade variam entre 17 e
100% e a especificidade, entre 31 e 100%7-17-1°, O valor pre-
ditivo negativo elevado do leucograma tem sido valorizado,
possibilitando ao clinico maior seguranga em afastar um qua-
dro suspeito de sepse neonatal tardia”-*°.

A PCR se mostrou um bom marcador diagndstico, supe-
rior ao leucograma e comparavel ao desempenho das duas
citocinas, mesmo na sua primeira afericao, embora habitual-
mente ela seja considerada um marcador tardio, pois ha
necessidade de um intervalo de tempo entre o estimulo infec-
cioso, sua produgdo e elevagdo dos niveis séricos. Por outro
lado, seu valor preditivo negativo elevado também se mostra
clinicamente importante, pois a dosagem sérica seriada con-
tinuadamente normal pode indicar, com seguranca razoavel,
que a crianga nao esteja infectada. Em amostras seriadas,
durante episddios de sepse tardia, Benitz et al.2° encontra-
ram ascensao da sensibilidade 61,5 para 84,4% e da especi-
ficidade, de 68,9% para 74,6%, entre a amostra inicial e 24
horas depois.

Em estudos de sepse neonatal tardia, os indices diagnés-
ticos variam amplamente também, com sensibilidade osci-
lando entre 39 e 97,5% e a especificidade entre 47 e 100%.
Tais oscilagdes se explicam pelas diferengas nas coletas (Unica
ou seriada), pelo método de dosagem, pela determinagao
variavel dos limites de corte e pela propria definicdo de sepse
(nem sempre comprovada por cultura)®-23,

A acurdacia diagnostica da IL-6 se mostrou também boa,
e, embora possa ter sido observado queda importante na
mediana do marcador ao longo do tempo, a sensibilidade,
especificidade e acuracia ndo se alteraram significativa-
mente. Procianoy & Silveira®* também relataram que o tempo
de coleta é importante para a detecgdo de altos niveis da cito-
cina no plasma. Ocorre retorno dos niveis séricos a normali-
dade em menos de 48 horas, na maioria dos casos de sepse?°"
27. A principal utilidade diagndstica da citocina é a de ser um
marcador precoce; medidas posteriores poderiam ser dispen-
sadas, pois poderiam gerar erros de interpretacdo!>-28.

O TNF-a mostrou um desempenho semelhante ao da IL-6
no diagnostico da sepse tardia nos trés momentos de coleta.
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Roman et al.?® encontraram valores mais elevados de sensi-
bilidade e especificidade (91,3 e 100%, respectivamente). No
entanto, tal diferenga pode ser justificada por um nimero
menor de criangas estudadas e com um a proporgao signifi-
cativa de criangas com evolugdo para choque e/ou ébito. Ng
etal. (1997)3°, em estudo de sepse tardia em 68 RN de muito
baixo peso ao nascer, demonstraram valores elevados de sen-
sibilidade (82%), especificidade (86%), valor preditivo posi-
tivo (82%) e valor preditivo negativo (85%), mantendo-se
um indice elevado s6 depois de 24-48 horas da primeira
amostragem.

Na analise da associagdo dos testes, a combinacdo do
desempenho do leucograma com a PCR mostrou-se significa-
tivamente melhor que seu uso isolado, e a dosagem seriada
da PCR também melhorou sua taxa de sensibilidade, con-
tando ainda com valor preditivo negativo bastante elevado.
Dessa forma, como ambos sdo testes rotineiros nas unidades
de terapia intensiva neonatais, a interpretacdo e o uso e cor-
retos desses testes sdo de grande valia.

A dosagem da citocinas citadas no momento da suspeita
clinica associada a esses dois exames rotineiros ndo se mos-
trou superior as dosagens isoladas, embora diversos autores
tenham evidenciado melhora no poder diagndstico na asso-
ciacdo de PCR com a IL-6 e TNF-¢/'5-3°,

O grupo de sepse provavel mostrou alteragdes no leuco-
grama e nos niveis de PCR e das duas citocinas muito seme-
Ihantes ao apresentado pelo grupo de sepse comprovada por
cultura. Isso mostra que tais casos, muito provavelmente,
eram realmente de sepse, apesar das culturas negativas.
Alguns trabalhos também mostraram fatos semelhantes e,
por vezes, incluiam essas criangas no grupo daquelas com
sepse comprovada’-21:26,

Como conclusdo, foi possivel demonstrar que o uso do leu-
cograma e da PCR se mostrou comparavel a dosagem da IL-6
e TNF-a, permitindo um diagndstico mais precoce da sepse
neonatal tardia. Considerando que tais testes tém a vanta-
gem de serem mais disponiveis, com técnicas de execucao
mais padronizadas e de custo mais acessivel, poderdo auxi-
liar na dificil decisdo médica de iniciar ou ndo o tratamento
antimicrobiano frente a um RN com suspeita de sepse.
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