UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU

Fabio da Silva Yamashiro

Centrifugacao do Liquido Ascitico para
Diagnostico Etiologico de Peritonite
Bacteriana Espontanea

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencio do titulo de
Doutor em Fisiopatologia em Clinica
Médica.

Orientador: Prof. Dr. Giovanni Faria Silva

Botucatu
2015




Fabio da Silva Yamashiro

Centrifugagao do Liquido Ascitico para
Diagnostico Etioldgico de Peritonite
Bacteriana Espontdnea

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para obtencao
do titulo de Doutor em Fisiopatologia
em Clinica Médica.

Orientador: Prof. Dr. &iovanni Faria Silva

BOTUCATU
2015



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGCAOQ - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Yamashiro, Fabio da Silva.

Centrifugacdo do liquido ascitico para diagndstico
etioldégico de peritonite bacteriana espontdnea / Fabio da
Silva Yamashiro. - Botucatu, 2015

Tese (doutoradeo) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador: Giovanni Faria Silva

Capes: 40101118

1. Peritonite - Diagndstico. 2. Ascite. 3. Figado -
Cirrose. 4. Liquido ascitico. 5. Infeccéo.

Palavras-chave: Ascite; Cirrose hepatica; Infec¢do no
hepatopata; Peritonite bacteriana esponténea; Tratamento
da peritonite bacteriana esponténea.




Fabio da Silva Yamashiro

Centrifugagao do Liquido Ascitico para
Diagnostico Etiologico de Peritonite
Bacteriana Espontdnea

Exame Geral de Doutoramento apresentado ao
Programa de Pds Graduacao em Fisiopatologia em
Clinica Médica, da Faculdade de Medicina de
Botucatu.

Orientador: Prof. Dr. Giovanni Faria Silva

Comissao examinadora:

Prof(a). Dra Ana Claudia de Oliveira.
Universidade Federal de Sdo Carlos.
Faculdade de Medicina de Sao Carlos.

Prof(a). Dra Ana de Lourdes Candolo Martinelli.
Universidade de Sao Paulo.
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Prof(a). Dr. Carlos Antdénio Caramori.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.
Faculdade de Medicina de Botucatu.

Prof. Dr Fernando Gomes Romeiro.
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.
Faculdade de Medicina de Botucatu.

Botucatu, 25 de Fevereiro de 2015.



Dedicatoéria



A minha esposa e companheira na grande viagem da
vida FERNANDA BoLFI.

Aos meus pais MARLI DA SitvA YAMASHIRO e JOsE
YASHUNOR!  YAMASHIRO, que com amor incondicional
iluminam meus caminhos na jornada pela vida.



Agradecimentos



Primeiramente ao nosso SeEnHOR que nos guia na vida.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Giovannt FARIA SiLva, pelo
exemplo de médico, ensinamentos constantes e amizade.

Ao meu grande amigo, exemplo de médico e professor, Prof.
Dr. FERNANDO GOMEs ROMEIRO, incansavel na sua dedicacdo ao proximo.

Ao meu amigo e mestre, Prof Dr. CARLOS ANTONIO CARAMORYI,
pelo incentivo, confianca e amizade.

A Prof. Dra. LiciaANA VAZ DE  ARRUDA SILVEIRA, pela
colaboracédo na realizacdo da analise estatistica da tese.

A minha querida irma TATIANA DA SILVA YAMASHIRO cujo o
coracdo é repleto de bondade.

AOs RESIDENTES DA DIsCIPLINA DE GASTROENTEROLOGIAS, pelo
apoio, amizade e dedicacdo com que realizaram a assisténcia e o
aprimoramento.

Aos PACIENTES que participaram do estudo.

A disciplina de Gastroenterologia e Nutri¢do da Faculdade de
Medicina de Botucatu-SP, UNESP, na figura do(a)s amigo(a)s: Prof. Dr.
WELLINGTON MACHADO, Prof. Dra. LiGiA YukiE SAssakl, Dr. PEDRO PADULA
Neto, Dr. DurvAaL FERREIRA NEeTO, Dr. Cassio VIEIRA DE OLIVEIRA, Dr.
TALLEs BAZEIA LiMA, Dr. JuLio PINHEIRO BAIMA.

A enfermeira MARrI NiLCE Peres, amiga e exemplo de dedicacgdo
ao proximo.

Ao mestre Prof. Dr. PEDRO ACHILLES.

Ao(a)s amigo(a)s: Dra. LuciANA DA MATTA GRADELLA, Dra.
LeTiCIA DE CAMPOS FRANZONI, Dra PAuLA CAVALCANTE, Dr. FAusTo RoLIN
NeTO, Dra. CLARISSA RIBEIRO VILLAR SENA, Dra. FERNANDA PLAZZI
CARRARETO, Dr. FiLIPE AZEVEDO, Dra. SusaANA CARLA PEREIRA DE Souza, Dra.
EmiLl CARDOSO, Dra. KELLY CRISTIAN LIMA OLIVEIRA.

A TODOs que de alguma forma colaboram na realizacdo desse
projeto e que eu possa involuntariamente ter me esquecido de mencionar.



Sumario



Y011 = o PP 4
R g o T T J 7
1.1 DefinicOes, apresentacao clinica € COMPIICACOES ........cerrrrrrrruirerreererrerrnnnieeeeeeeeeeeees 8
L oo 1= o 0 o) (oo |- PPN 9
LG T TS o= o (0T - N 9
1.3.1 Da ascite na hipertensao portal associada a cirrose hepatica..........ccceeeereeeeenns 9

1.3.2 Da Peritonite Bacteriana ESPONtANEa........uuuuuiieeiieerrereeriiiiiee e e eeereesnnnee e 11

1.4 Agentes €etiol0gicos € diagNOSTICO...uuurriiiiiiiiiiiiriirriie e 13
1.5 Papel do laboratdrio clinico na analise do liquido ascitiCO......covvrrrerrrerreeniiieeeeeeeeeenns 14
1.6 A proteina C reativa NO CIrFOLICO .. .uuuuuuuuurrruuursnsnnnsennsnnnnsnssssssssssssssssssssssnssssssnnnnnnns 15
1.7 Avaliacao da resposta ao tratamento da peritonite bacteriana espontanea.............. 16
1.8 Opgoes para o diagndstico laboratorial € microbiol0giCo.......cveeveeeeeerrriiiiiieeeeeeeeeens 16

2. JUStIficativa € FEIEVANCIA ....uuveriiiiiiciisirite e s e s e rr e e e e e s 18
G TR 001110 LT 21
G 010 < 1Y/ 35 Lol o = | I PPN 21
3.2 ODbjJetiVO SECUNTANO ..vvviiieeiiirrtieee e e e eserri e e e e s e e e e e e s e e e s rr e e e e e e e e s e e e nanes 21

4, MateriaiS € MELOAOS ..vvveviiiiiieiiiiirrrr e e e s s e s s e s s e e e e e s s s e s s sarrrrr e e e e e s e eennann 22
4.1 Crit€rios de INCIUSE0. . .uvrerreresieessiirrrereeeesssssssssnrrrrreeesssssssnsnnrrreeeeeseessssnnnneeeeeanens 23
4.2 Critérios de EXCIUSA0...uuureeriiiiiisiiirirereie e s s s s ssssrrr e e e e e e s s e s s rn e e e e e e e s e e s snsarrnr e e e e e e s 23
4.3 COMItE A FLICA .vveveereerereereesessesessessssesessestsbessssssssbese s ssstssess s sessesessssssssesessanas 24
O 0 T U1 o= PRSPPI 24

T T 11 o (] o= PN 25
4.6 Seguimento dos pacientes com PBE durante o tratamento .......c..cccceeviveviiiiinnnennn. 30

SUMARIO i



oy A N - 110 [0 X3 F= o [0 1= 31

4.8 Analise estatistica dOS dados .........uurreiiiiiiiiiiiiiirre e ——————————— 32
T (T =T [0 33
5.1 Universo amostral e paciente selecionados para analise final..........ccccceeevveveeeeeennn. 33
5.2 Caracteristicas da @mOSEra........ueeeeiiiiiiiiiiirirrrieree s esssirrrr e e e s ssrsrrr e e e 35
5.3 Resultados da analise das CUtUIas ..........ccuueereeeeiiiesiciireeeee e e 38
5.4 Perfil de sensibilidade antibidtiCa.........c.eeivcirireiiiiiiiirier e 41
5.5 Resultados da analise do PCR em reposta ao tratamento..........ccceveveeeveeeeeeieeeeeeeenn. 42
LT =T 11T T PP 45
6.1 Consideracoes sobre 0 perfil da @amoStra.........uuceeeiiiiiiiiiiiiiiire e e eeens 46
6.2 Consideragdes sobre a andlise das culturas e o método de centrifugagao ............... 46
6.3 ConsideracOes da andlise do PCR em relacdo ao tratamento..........ccevvvvveieeereeeeenns 47
6.4 Consideracdes em relacao ao perfil de sensibilidade antibidtica.............uvuvvevunnnnnnns 48
O ol 1Yo = 49
8. Referencias BibliOgrafiCas.......uueeirereeirrrriiiiiee e e e eeeeerrriirr e s e e e e e e eeeenn e e e e e e e e e rrannnnreeees 51
TR Y (0 L 61
9.1 Protocolo de Paracentese de Alivio € DIagnOStiCO........ccevvrrrrierrreerrrrrrnnniieseeeeeeeenns 62
9.2 Termo de Consentimento Livre € ESclarecido ..........ovvivmmmmiiininiiiieciiniin s 64
9.3 Protocolo de Tratamento da Peritonite Bacteriana .............coviiviiniiiiiiiiniiniciiees 65
9.4 Classificacao de Child Pugh @ MELD........ccoovtuiiiiiiiiiiiin i eeeeie e e eaae e 66
9.5 Ficha de coleta de dados durante atendimento do paciente........ccccovvveereeniriennnneenn. 67
9.6 Certificacdio de Comité de Etica €M PESQUISA......vcvrrereeerresreesreseeesresesessesessesseses 68
9.7 Certificacdo do laboratdrio clinico HC FMB .........cveeiieeeeiieiniiiseeeeeeeeeesssnnnneeeeeeeeenns 69

SUMARIO iii



Lista de Tabelas



Tabela 1: Caracteristicas basais da @amOSLra..........uuuuuuuuuuuuiiuiiiieiienrirrrrerrnrrrr———————. 36
Tabela 2: Perfil de bactérias isoladas quando ambas as culturas foram positivas.............. 40
LisTA DE TABELAS v



Lista de Figuras



Figural - Ilustracdo da fisiopatologia evolutiva da ascite na cirrose hepatica. .............. 10

Figura 2 - Ilustracdo da translocacdo bacteriana no hepatopata .............eeevvevevvrvnnnnnnns 12
Figura 3 - Tubo seco estéril — com capacidade para 50ml..............eeeeveemnmnnnennnnnnnnnnnnn 27
Figura 4 -  CentrifUgaGa0 .........uuuuurumuuunnunnnunnnnnnnnunnnssnnnsnssssssnsssssssssssssnssssnnsssssssssnsnnnns 28
Figura5 - Capela para manipulacao estéril da amostra..........ccccuuuvururvmmrnmnnnnnnnnnnnnnnnnn. 28
Figura 6 - Descarte do sobrenadante ............oviiiiiiiiiiiiiiiii e 29
Figura 7-8 - Semeadura do precipitado em meios de cultura apds a ressuspensao.......... 29
Figura9 - Semeadura do precipitado em meio de cultura Bactec 3ml .........ccevvvvnnnnene. 30
Figura 10 - Estufa para armazenamento da amostra por até 7 dias .......cceeeeereeeveeevnnnnnn. 30
Figura 11 - TIlustracdo do seguimento durante o tratamento da PBE ...........cccccevvvvvnnnnnn. 31
Figura 12 - TIlustracdo da amostra final do €Studo .........ccevvueiiiiiiiiinieeirie e, 35

LisTA DE FIGURAS vii



Lista de Graficos



Grafico 1 -
Grafico 2 -
Grafico 3 -
Grafico 4 -

Grafico 5 -

Grafico 6 -

Grafico 7 -

Grafico 8 -

DiStribUIGA0 ENEIE 0S SEXOS ..vvvvvvrrrrrrrrrrnnnnnnnnsnsnnssnsnssssnssssnssssssssssssssssssnnnnns 36
Distribuicao entre as etiologias da doenca hepatica..........ccvvvvvvvvviiirrreernennns 37
Apresentagao cliniCa iNiCIal........uvrreeeiiiiiiriiirrere e 38
Andlise dos resultados das CUItUras..........ccccuvrreeeeeiiiiissiiirreeeee e 39

Andlise comparativa entre a positividade das culturas semeadura direta e
semeadura pos CENtIfUGAGCEA0. . .uuiiievrrcrrrrreee e e e e e e e e e 40
Bactérias isoladas Nas CULUras ..........uueeeeieiiiiiiiiinineeeee s esssisnseeee e e s e s 41
Grafico de Dispersdao representando a correlagdo entre PNM e PCR no
controle de tratamento para PBE..........cccoouiiiiiiiii e 43
Curva ROC- area sob a curva para avaliacdo de resposta ao tratamento com

relacao do delta PCR e delta PMN........cooiiiiiiiiiieiiiii e e v 44

LisTA DE GRAFICOS iX



Lista de Abreviaturas



ANCN - ascite neutrocitica com cultura negativa

BQs - bioquimica sérica

CIVD - coagulagao intra vascular disseminada

CEP - comité de Etica em Pesquisa

CP - Child-Pugh

DNA - acido desoxirribonucléico

EHPS - encefalopatia hepatica porto sistémica

EDTA - acido etilenodiaminotetracético anticoagulante
GASA- gradiente entre a dosagem da albumina no soro e ascite
HAD - hormonio anti diurético

HDA - hemorragia digestiva alta

HIV- virus da imunodeficiéncia humana

HVB - hepatite B cronica

HVC - hepatite C cronica

HC/FMB - UNESP - Hospital das Clinicas- Faculdade de
Universidade Estadual Paulista

IRA - Insuficiéncia Renal Aguda

LA - liquido ascitico

MELD - Model for End Stage Liver Disease
PBE - peritonite bacteriana espontanea
PCR - proteina C reativa

PMN - polimorfo nucleares

RAA - renina-angiotensina-aldosterona

SD - semeadura direta

SNS - sistema nervoso simpatico

SPC - semeadura pos centrifugacao

TCLE - termo de consentimento livre esclarecido

Medicina de Botucatu

L1STA DE ABREVIATURAS

Xi



Resumo



Yamashiro, F.S. CENTRIFUGACAO DO LiQuibo AsciTicO PARA DIAGNGSTICO
ETioLdGico DE PERITONITE BACTERIANA ESPONTANEA. 2015. 69 f. Dissertacdo
(Doutorado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2014.

As peritonites bacterianas espontdneas (PBE) sdo complicagdes
infecciosas frequentes em pacientes com cirrose hepatica e ascite. O diagnéstico é
feito pela coleta de liquido ascitico e contagem de polimorfo nucleares (PMN).
Valores acima de 250 PMN/mm?* sdo suficientes para o inicio do tratamento
empirico com antibiéticos. As PBE geralmente sdo causadas por enterobactérias
Gram-negativas, entretanto atualmente observamos mudancas no perfil dos
patégenos, com aumento de bactérias Gram-positivas e surgimento de cepas
multi-resistentes. A sensibilidade da cultura do liquido ascitico semeado em
frascos de cultura a beira do leito encontra-se em torno de apenas 20 a 40 %. O
objetivo principal foi avaliar a positividade de culturas de liquido ascitico
utilizando volume maior (50ml) com centrifugacdo e semeadura do liquido em
laboratério. O objetivo secunddrio foi avaliar a correlacdo entre os valores de
proteina C reativa (PCR) no sangue e PMN no liquido ascitico de pacientes em
tratamento de PBE. O estudo observacional de 51 casos de PBE em adultos
comparando resultados obtidos pelas andlises da quantidade de PMN no liquido
ascitico, da PCR sérica, das culturas a beira do leito e das culturas obtidas apés
centrifugacdo. Na amostra 90% dos casos foram do sexo masculino, sendo a
principal etiologia da cirrose o uso abusivo de dlcool (55%). O valor médio da PCR
no diagnéstico foi 10,5 +/- 8,23. A positividade da cultura a beira do leito foi de
31%, porém utilizando a centrifugacdo essa taxa aumentou para 69%. Também
houve boa correlacdo entre os valores de PCR sérica e PMN no liquido ascitico (R=
0,505 e P < 0,001). Obtivemos uma relacdo de area sob a curva de 0,9545 com
intervalo de confianca de 0,8677-1,041 e P<0,001, sendo o ponto de corte para o
delta PCR com correlacdo a resposta ao tratamento com uma queda de pelo
menos 24% do valor do PCR inicial. Observamos no nosso estudo casos de
resisténcia a antibidticos, Echerichia coli resistente a Sulfametoxazol-

trimetropima e Levofloxacina utilizados para profilaxia primdria e secunddria ao
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quadro de PBE ou mesmo no tratamento da mesma. O método de coleta
associado a centrifugacdo mostrou-se superior a inoculacdo direta do liquido
ascitico a beira do leito. O nivel sérico da PCR mostrou boa correlacdio com os
valores de PNM na avaliacdo de resposta ao tratamento, podendo ser mais uma

ferramenta no tratamento da PBE.

Palavras-chave: Cirrose hepatica; ascite, peritonite bacteriana espontanea,
infeccdo no hepatopata, proteina C reativa, tratamento da

peritonite bacteriana espontanea.
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Abstract



Yamashiro, FS. CENTRIFIGATION OF AscITIC FLUID TO THE DIAGNOSTIC ETIOLOGIC OF
SPONTANEOUS BACTERIAL PERITONITIS. 2015. 69 f. Dissertation (PhD) - College of

Medicine of Botucatu, Sdo Paulo State University, Botucatu, 2014.

Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) are common infectious complications in
patients with liver cirrhosis and ascites. The diagnosis is made by collecting
ascites and counting nuclear polymorph (PMN). Values above 250 PMN [ mm? are
sufficient for the start of empirical treatment with antibiotics. The SBP are
usually caused by Gram-negative enterobacteria, however currently observed
changes in the profile of the pathogens, an increase of Gram-positive bacteria and
emerging multi-resistant strains. The sensitivity of ascitic fluid bedside seeded in
culture bottles culture is about only 20 to 40%. The main objective was to
evaluate the positive ascites cultures using larger volume (50ml) centrifugation
and seeding the liquid in the laboratory. The secondary objective was to evaluate
the correlation between C-reactive protein levels (CRP) in the blood and in the
ascites PMN of patients being treated for PBE. The observational study of 51
cases of SBP in adults comparing results obtained by analysis of the amount of
PMN in ascites, serum CRP, cultures at the bedside and cultures obtained after
centrifugation. In the sample 90% of the cases were male, being the main cause
of cirrhosis the alcohol abuse (55%). The average value of PCR in diagnosis was
10.5 +/- 8.23. The positivity of culture at the bedside was 31%, but using
centrifugation this rate increased to 69%. There was also a good correlation
between the serum CRP levels in ascites and PMN (R = 0.505, P <0.001). The
area ratio obtained under the curve of 0.9545 to 0.8677 to 1.041 confidence
interval and P <0.001, with the cutoff delta PCR for correlation with treatment
response to a decrease of at least 24% the value of the initial PCR. Observed in
our study cases antibiotic resistance, Escherichia coli resistant trimethropim
sulfamethoxazole and levofloxacin used for the primary and secondary
prophylaxis EBP frame or the treatment thereof. The collection method
associated with centrifugation was superior to direct inoculation of ascites at the

bedside. Serum CRP levels showed a good correlation with the PNM values in the
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evaluation of response to treatment, and may be another tool in the treatment
of SBP.

Keywords: Liver cirrhosis; ascites, spontaneous bacterial peritonitis, infection of

the liver disease, C-reactive protein, treatment of spontaneous

bacterial peritonitis.
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1. Introdugao



1.1 DefinicOes, apresentacao clinica e complicacoes

Ascite é o acumulo de liquido livre de forma patoldgica na cavidade
abdominal. O termo ascite tem origem na palavra grega “askos” que significa saco
ou conteido de um saco. Deste radical derivou “askites” e depois “ascite”. A
principal causa de ascite é a cirrose hepatica (80 a 90% dos casos) (GUINES,
1987; RUNYON, 1992, ANDRADE, 2009; GORDON, 2012), sendo o
desenvolvimento da ascite um sinal da progressio e um marco na
descompensacdo da cirrose hepatica (ARROYO, 2009).

Uma grave complicacdo da cirrose descompensada é a peritonite
bacteriana espontanea. A PBE ¢ a infeccdo do liquido ascitico na auséncia de um
foco intra-abdominal evidente, sendo uma das principais complicacbées nos
portadores de cirrose hepética com ascite (CALY, 1993; GARCIA-TSAO, 1992;
RIMOLA, 2000). Foi primeiramente descrita por Conn em 1964, como
complicacédo infecciosa dos pacientes com cirrose de Laennec. Suas manifestacoes
clinicas sdo insidiosas e por vezes bastantes inespecificas, podendo ser
assintomaticas em até 13% dos casos (SHEER, 2005) ou manifestarem-se por
sinais ou sintomas como: irritacdo peritoneal, dor abdominal, febre, encefalopatia
hepatica, hipotermia, hipotensao, diarréia, hemorragia gastrointestinal, perda de
resposta aos diuréticos e/ou deterioracio da funcdo renal e/ou hepatica.
(PINZELLO, 1983; LLOVET, 1993; TOLEDO, 1993; FIGUEIREDO, 1999; STRAUSS,
2003; ANGELOTI, 2008; KOULAOUZIDIS, 2009). As taxas de mortalidade na PBE
eram elevadas quando de sua caracterizacdo clinica na década de 70, chegando a
90% (GINES, 1987; STRAUSS, 2003; GARCIA -TSAO, 2005) mas com o
entendimento de sua fisiopatologia e uso de profilaxia antibiética (GINES, 1990)
a mortalidade foi reduzida para menos da metade das taxas iniciais (LLOVET,
1993; GARCIA -TSAO, 2005). A PBE quando nio tratada de forma adequada ou
ndo diagnosticada precocemente evolui para quadros graves (PARSI, 2008),
muitas vezes com insuficiéncia renal e sepse, por isso representa ainda nos dias de
hoje mortalidade ao redor de 20% a 30% (GARCIA -TSAO, 2005; EASL, 2010),
mas pode chegar a 90% quando o tratamento padrao for ineficiente (UMGELTE,
2009).
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1.2 Epidemiologia

Estima-se que 50 % dos portadores de cirrose irdo desenvolver ascite
ao logo da vida, sendo a ascite uma manifestacdo de descompensacdo da cirrose
hepatica, com reducdo na qualidade de vida e sobrevida, estimada ao redor de 50
% em 2 a 5 anos a partir do seu surgimento (STRAUSS, 2003; EASL, 2010; AASLD,
2013).

A PBE acomete aproximadamente 10 a 34% dos pacientes cirréticos
com ascite (LLACH, 1992; CALY, 1993; FERNANDEZ, 2002; GARCIA-TSAO, 2005),
sendo mais frequente em casos graves, representados pela classificacdo B e C de
Child-Pugh, ambas perfazendo 96 a 97% dos casos (CORAL, 2002; SHEER, 2005;
LATA, 2009). Em um estudo brasileiro a prevaléncia entre pacientes internados
com cirrose e ascite foi de 11,1% com mortalidade de 21,9% (CORAL, 2002).
Pacientes cirréticos internados por hemorragia gastrointestinal apresentam risco
relativo de 4,3 para desenvolvimento de infeccdo durante a internacdo em
comparacdo com os demais pacientes cirréticos hospitalizados (GARCIA-TSAO,
1992; DESCHENES, 1999; BRAGA, 2006), mostrando que os indices de infeccio
tém relacdo direta com a gravidade da doenca hepatica. A taxa de recorréncia de
um episédio de PBE pode alcancar quase 70% em um ano nos pacientes cirréticos
(GINES, 1990; GARCIA-TSAO, 2005) comparados a 20% ao ano em cirréticos sem
PBE prévia, o que torna um episédio prévio de PBE um fator de risco para o

desenvolvimento de novos episédios (TITO, 1988).

1.3 Fisiopatologia

1.3.1 Da ascite na hipertensao portal associada a cirrose hepatica

O desenvolvimento da ascite na cirrose hepatica é o resultado de
uma série de anormalidades anatémicas, hormonais e bioquimicas presentes na
hepatopatia cronica. Trés teorias foram elaboradas ao longo do tempo para
explicar o surgimento da ascite no paciente portador de cirrose hepdtica: o

“underfilP’ (baixo enchimento), o “overflow” (alto fluxo) e a vasodilatacio; e
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atualmente elas se complementam na explicacdo fisiopatolégica do
desenvolvimento da ascite. Nas fases iniciais da cirrose hepdtica observam-se
alteracdes circulatérias decorrentes da distorcdo da arquitetura hepdtica, com
aumento de resisténcia intrahepdtica ao fluxo sanguineo, levando ao
desenvolvimento de hipertensdao sinusoidal. Posteriormente ocorre disfuncéo
endotelial com producdo esplancnica de vasodilatadores, como o éxido nitrico,
fazendo com que ocorra reducdo do retorno venoso e queda do volume arterial
efetivo, que desencadeia o aumento do débito cardiaco, levando ao estado
hiperdindmico. Quando a queda do volume arterial efetivo supera a capacidade de
compensacdo do débito cardiaco ocorre aumento da ativacdo do sistema-renina
angiotensina-aldosterona, com maior retencdo de sédio e dgua, terminando no
desenvolvimento de ascite (Figura 1). A saturacdo da capacidade de drenagem
linfatica hepética e abdominal também contribui para o acumulo final de liquido
na cavidade peritoneal. (ARROYO, 2009; ANDRADE, 2009; GORDON, 2012)

Cardiac output

Splanchnic arterial
vasadilation

Systemic vascular
resistance

Extra splanchnic
wvasoconstriction

Degree of activation of
RAAS, SNS and ADH

Changes

Time

Compensated Ascites
cirrhosis

Hyponatremia

Type-2 HRS
—>

Figura 1 - Ilustracdo da fisiopatologia evolutiva da ascite na cirrose hepatica

Nas fases iniciais, quando a cirrose € compensada, a vasodilatagdo esplancnica & compensada por um aumento do débito
cardiaco (levando a circulagdo hiperdindmica). O volume efetivo de sangue arterial e a atividade de renina-angiotensina-
aldosterona (RAA), sistema nervoso simpatico (SNS) e horménio anti diurético (HAD) sdo normais, apesar da redugéo da
resisténcia vascular sistémica. Com a progressdo da doenga hepatica, a vasodilatagao arterial esplancnica aumenta, mas o
débito cardiaco ndo, uma hipovolemia arterial se desenvolve, levando a ativacao da RAA, SNS e ADH.

Adaptado de Arroyo V, Fernandez J, Ginés P Pathogenesis and Treatment of Hepatorenal Syndrome. Semin Liver Dis
2008; 28(1): 081-095
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1.3.2 Da Peritonite Bacteriana Espontanea

Os seres humanos abrigam cerca de 100 trilhdes de bactérias
intestinais que, em termos de numeros, representa cerca de dez vezes mais células
microbianas do que células eucaridticas (WIEST, 2014). A simbiose existente
entre os seres humanos e a microbiota intestinal pode ser desequilibrada em
diversas situacdes, para nosso estudo a PBE foi o ponto de enfoque.

O mecanismo fisiopatolégico da PBE ainda ndo foi totalmente
esclarecido (HALL, 1998), mas as hipdteses mais aceitas indicam que o edema
causado pela hipertensdo portal levaria a congestdo na parede das alcas do
intestino, com consequente aumento da producdo de radicais livres (CHIVA,
2003), alteracbes na barreira mucosa gastrointestinal (GARCIA-TSAO, 1993) e o
hipercrescimento bacteriano intestinal, favorecido pela lentiddo do transito
intestinal (STRAUSS, 2003; WIEST, 2003; GARCIA-TSAO, 2004; GUARNER, 2005)
permitindo a translocacdo de enterobactérias através do epitélio intestinal, que
chegam aos linfonodos mesentéricos e a corrente sanguinea e ao liquido ascitico.
A translocacdo bacteriana pode ser definida como passagem de bactérias e [ ou
produtos bacterianos (lipopolissacaridos, peptidoglicanos, muramil-dipeptidos,
DNA bacteriano) a partir do intestino para os linfonodos mesentéricos (WIEST,
2014).

No liquido ascitico o mau funcionamento do mecanismo de
fagocitose do sistema reticulo-endotelial (GUARNER, 1997; PLATELL, 1998) e a
diminuicdo da atividade da imunidade inata (representada pelo déficit na
“opsonizacdo”, deficiéncia de complemento e imunoglobulinas, diminuicdo da
fagocitose neutrofilica e diminuicdo da destruicdo intracelular das bactérias), nos
quadros de cirrose hepdtica avancada, permitiriam a proliferacdo bacteriana e a
infeccdo (RIMOLA, 1984; RUNYON, 1988; GUARNER, 1995; CARUNTU, 2006;
NEUGEBAUER, 2008). Em resumo, a PBE é resultado da translocacdo bacteriana
através do intestino e a falha do sistema imune em erradicar patdgenos
provenientes da microbiota intestinal no paciente cirrético (STRAUSS, 2003;
SHEER, 2005). Notamos ainda fatores associados ao doente que incluem o

alcoolismo, a desnutricdo, a hemorragia digestiva alta e a ruptura de barreiras
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naturais por meio da realizacdo de exames invasivos, diagnodsticos e terapéuticos,
aos quais esses pacientes sdo frequentemente submetidos e que se associam a
uma maior incidéncia de PBE (RIMOLA, 2000; GARCIA-TSAO, 2001). Runyon na
década de 90 demonstrou que pacientes em uso de diuréticos teriam aumento na
concentracdo de proteinas do liquido ascitico e complemento, melhorando a
atividade de “opsonizacdo” no liquido ascitico fato que ndo ocorreria em
pacientes submetidos a paracentese, assim o uso de diuréticos se mostrava, neste
estudo, superior a paracentese, em relacdo a infeccdo do LA. Por outro lado,
estudo randomizado comparando pacientes em uso de diuréticos e outros
submetidos a paracentese, mostrou que a paracentese nao eleva o risco de PBE
podendo ser uma forma de tratamento segura nos pacientes com ascite (SOLA,

1995).
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Figura 2 - Ilustracdo da translocacdo bacteriana no hepatopata.

Em condi¢Bes normais e em diferentes estagios da doenga hepatica observamos os baixos niveis de translocagio de
bactérias representado um individuo saudavel a esquerda. Na ilustracdo do meio hd aumento na translocagao paracelular
de produtos bacterianos, estimulando uma resposta pré-inflamatéria; com estes mediadores alterando a barreira mecanica e
reduzindo a secrecdo, desequilibrando a microbiota. A direita representando a cirrose com ascite, observamos ao
supercrescimento bacteriano € um estado de tolerancia epitelial, permitindo a penetracao de bactérias viaveis associada a
paralisia imunolégica.

Adaptado de: Wiest R, Lawson M and Geuking M. Pathological bacterial translocation in liver cirrhosis. Journal of
Hepatology. 2014; 60:197-209
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Estudos observaram que durante o processo de desenvolvimento da
PBE ha liberacdo de endotoxinas e ativacdo do sistema imune, desencadeando um
estado hiperdinamico e ativacdo da cascata inflamatdéria (GUARNER, 2005).
Pacientes com atividade inflamatéria intensa durante processo de PBE
apresentaram mais disfuncédo renal e com isso maior mortalidade (ARBOL, 2003).
Devido ao processo inflamatodrio sistémico, estudos procuram correlacionar a
elevacdo de marcadores inflamatérios como procalcitonina e PCR (proteina C
reativa) com o diagndstico de PBE, com sensibilidade/especificidade de 95/98 % e
67(/92 % respectivamente (VIALLON, 2000, LATA, 2009) e avaliar o prognéstico
do paciente durante o curso da PBE (CHO, 2014).

1.4 Agentes etioldgicos e diagnodstico

Classicamente, a PBE é causada, em cerca de 70% dos casos, por
bactérias entéricas Gram-negativas (GARCIA-TSAO, 1992; STRAUSS, 2003;
GARCIA-TSAO, 2005, EASL, 2010; AASLD, 2013), sendo estas mais comumente da
familia Enterobacteriaceae. A Escherichia coli representa até 75% dos casos
(SORIANO, 1995, NAVASA, 1996; PARSI, 2004) enquanto os Streptococcus spp
representam a maioria entre as Gram-positivas (RIMOLA, 2000; STRAUSS, 2003;
GARCIA-TSAO, 2005). No entanto, trabalhos recentes mostram uma mudanca da
epidemiologia bacteriana, especialmente em ambiente hospitalar, visto que a PBE
hospitalar pode corresponder a 20 % dos casos de PBE em cirrdticos (DESCHENES,
1999), havendo aumento consideravel de agentes Gram-positivos e bactérias com
multirresisténcia aos antibidticos (GARCIA-TSAO, 2005; BEHAR, 2007; RIGGIO,
2009; UMGELTE, 2009; PECTASIDES, 2013). Tal fato deve-se a ampliacdo nas
indicacdes de profilaxia em pacientes cirréticos, como na hemorragia digestiva
alta, proteina baixa no liquido ascitico, bilirrubina sérica elevada e disfuncédo renal
(INADOMI, 1997; GUARNER, 1999; GARCIA-TSAO, 2001; GARCIA-TSAO, 2005;
FERNANDEZ, 2007; LATA, 2009; ARROYO, 2009). Mesmo com a profilaxia, a taxa
de recorréncia de novo episédio de PBE em um ano pode chegar a 70% (GINES,

1990; GARCIA-TSAO, 2005), e em mais de 40% dos casos é necessario mudar o
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antibiético usado no tratamento profilatico de forma empirica (ANGELONI,
2008).

Pela baixa concentracdo de bactérias no liquido ascitico em
comparacdo com outros fluidos organicos, ao redor de uma bactéria por mililitro
(RIMOLA, 2000; CHINNOCK, 2009), a taxa de diagnéstico por meio da cultura do
liquido ascitico com o método de coleta e semeadura direta (RUNYON, 1986;
RIMOLA, 2000; EASL, 2010, BADAWY, 2013) encontra-se em torno de 20 a 40%,
mesmo nos pacientes com quadro clinico e polimorfo nucleares (PMN) >250
células/mm?* (ANGELONI, 2008; ARAUJO, 2008). Na prética clinica temos obtido
baixa positividade na cultura do liquido ascitico (menos de 40%) além do atraso
nos resultados impossibilitando conduta mais rdpida nos casos de resisténcia
bacteriana ao antibidtico empiricamente empregado (RIMOLA, 2000; PARSI,
2008, 2013; BADAWY, 2013). Também relacionado a baixa concentracido de
bactérias, observamos positividade da coloracdo de Gram perto de 10%, nos
pacientes submetidos a paracentese, ndo permitindo antecipacdo da descricdo do

patégeno, pouco auxiliando no manejo do paciente (CHINNOCK, 2008).

1.5 Papel do laboratério clinico na analise do liquido ascitico

Na avaliacdo da etiologia do liquido ascitico, o gradiente entre a
dosagem da albumina no soro e ascite (GASA) é associada em 96,7% dos casos
com hipertensdo portal, quando o resultado é maior que 1,1 (RUNYON, 1992). Os
quadros de PBE com celularidade acima de 250 PMN/mm?® no liquido ascitico
apresentam sensibilidade de 80 a 100% e especificidade de 86 a 100% para o
diagnodstico de PBE e ja constituem indicacdo formal para inicio do tratamento
empirico, que consiste no uso de cefalosporinas de terceira geracdo (RIMOLA,
2000; MCGIBBON, 2007; EASL, 2010; AASLD, 2013). O método padrao ouro para
contagem de PMN no liquido ascitico é a contagem manual pro meio da
microscopia (RIMOLA, 2000). Estudos comparando o método manual de
contagem de PMN e a contagem automatizada em aparelhos de contagem de
leucdcitos séricos mostraram sensibilidade de 100% e especificidade de 97,7%

para o diagndstico de PBE (RIGGIO, 2008). Os PMN tém meia vida curta (19
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horas) e permanecem estdveis no LA mesmo diante de uma diurese estimulada
por meio de medicamentos, ao contrdrio dos leucdcitos totais (ANDRADE, 2009).
O diagndstico de certeza é feito pelo isolamento de um microrganismo da cultura
do LA, considerado padrdo ouro para o diagndstico de PBE (MCGIBBON, 2007).
Se a cultura é negativa, um diagndstico de ascite neutrocitica cultura negativa
(ANCN) pode ser feito, desde que excluido o uso recente de antibidticos e outras
causas para ascite neutrocitica (hemorragia, carcinomatose, pancreatite)
(RIMOLA, 2000; EASL, 2010; AASLD, 2013).

Pacientes com ANCN comportam-se clinica e laboratorialmente como
pacientes com PBE e sdo considerados uma falha da técnica de cultura (RUNYON,
1984). A semeadura de frascos de hemocultura com liquido ascitico a beira do
leito tem melhorado bastante a sensibilidade das técnicas de culturas, mas ainda
falhando em mais da metade dos casos (RUNYON, 1986; RIMOLA, 2000; EASL,
2010; GUSTOT, 2012; PECTASIDES, 2013).

Bacterioascite é definida pela contagem de PMN do liquido ascitico
abaixo de 250 células/mm? e uma cultura positiva. Cerca de 1/3 dos pacientes
com bacterioascite podem desenvolver PBE (RIMOLA, 2000), e o melhor fator
preditivo para isto é a presenca de sinais e sintomas de infeccdo. O curso clinico é

varidvel entre os pacientes nao tratados (RIMOLA, 2000).

1.6 A proteina C reativa no cirrético

A proteina C reativa (PCR), uma proteina inflamatoria nao especifica
de fase aguda, foi primeiramente descrita em 1930 por Francis, produzida pelos
hepatdcitos, com meia vida média de 19h, foi por muitos anos renegada até
ressurgir na década de 90 como marcador de evolucdo e monitoracdo dos
quadros de sepse (HIRSCHFIELD, 2003). Mesmo sendo uma proteina, em que o
principal local de producdo é o figado, ela pode ser usada em pacientes com
doenca hepdtica para avaliacdo do status inflamatério (VICENT, 2005; CHOE,
2005) e como marcador de mortalidade (DI MARTINO, 2012; CHO, 2014).
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1.7 Avaliacao da resposta ao tratamento da peritonite bacteriana

espontanea

O controle da resposta ao tratamento antibidtico permanece
controverso, sendo preconizado que pacientes com cirrose hepética avancada e
sintomas tipicos de descompensacdo do quadro hepdtico ou clinico associado a
PBE poderiam ter a resposta terapéutica ao uso de antibiético avaliada com base
na melhora clinica, deixando-se a paracentese de controle para documentar a
esterilidade da cultura e a diminuicdo drastica do PMN no liquido ascitico, assim
nao sendo necessaria paracentese de controle de forma rotineira (AASLD, 2013).
Outros importantes Guidelines sugerem que se a contagem de neutréfilos no
liquido ascitico nao diminuir para menos de 25% do valor de pré-tratamento apds
2 dias de tratamento com antibiéticos, hd uma alta probabilidade de falha na

resposta a terapia (EASL, 2010; GUSTOT, 2012; BADAWY, 2013).

1.8 Opcoes para o diagndstico laboratorial e microbiologico

Novos métodos diagndsticos de PBE como fitas reagentes para
elastase de leucdcitos aplicadas ao liquido ascitico, por método colorimétrico,
demonstraram alto poder preditivo positivo e alta especificidade (CASTELLOTE,
2003; BRAGA, 2006; ARAUJO, 2008). Um estudo mostrou o uso de fitas reagentes
na checagem de resposta ao tratamento através de exames do liquido ascitico no
quinto dia do curso de antibidtico e sua ndo reacdo considerada como boa
resposta ao tratamento (CASTELLOTE, 2010). Dosagens de pH <7,35 do liquido
ascitico foram apontadas como preditivas para diagnéstico de PBE (WONG, 2008,
LATA, 2009). A dosagem de lactoferrina no liquido ascitico demonstrou
sensibilidade e especificidade de 95,5 e 97 %, para o diagndstico de PBE,
respectivamente  (PARSI, 2008). O uso de microarrays de 4cido
desoxirribonucléico (DNA) provou-se quatro vezes mais rdpido na identificacdo de
patégenos que o cultivo de bactérias, com eficacia semelhante, mas ainda pouco

disponivel e dispendioso (SUGIHARA, 2009).

1. INTRODUCAO 16



Estudos de pacientes em didlise peritoneal com baixa positividade da
cultura do liquido de didlise mostraram uma substancial melhora no diagnéstico
de infeccdo no liquido de didlise com o método de centrifugacdo de 50 mL de
liquido (VON GRAEVENITZ, 1986) e semeadura em frascos de cultura no
laboratério elevado a positividade das culturas de 20 para 75% e amplamente
comparada com a coleta de 10 ml. Atualmente esta técnica encontra-se em

Guideline da especialidade (CHEN 2007; LI, 2010).
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2. Justificativa e Relevancia



A peritonite bacteriana espontdnea é uma grave complicacdo dos
pacientes com cirrose hepatica e ascite. Buscando a reducdo da mortalidade nos
pacientes cirréticos, estudos mostram cada vez mais indicacdes para o uso de
antibiético profilaxia (ARROYO, 2009) e um aumento na incidéncia de bactéria
Gram positivas e Gram negativas resistentes a cefolosporina de terceira geracao
(UMGELTE, 2009). Mesmo com a profilaxia, a taxa de recorréncia de novo
episédio de PBE em 1 ano pode chegar a 70% (GINES, 1990; GARCIA-TSAO, 2005)
e em mais de 40% dos casos é necessdrio mudar o antibidtico usado no
tratamento profilatico de forma empirica (ANGELONI, 2008). A cultura do LA
pode ser negativa em 40 a 60 % doas casos impondo uma dificuldade na
identificacdo do germe assim como na avaliacdo de resisténcia antibidtica.

Diante da gravidade da PBE no paciente com cirrose hepatica,
aumento da resisténcia bacteriana associada a dificuldade de isolamento do
germe no LA; propusemos o estudo do método de coleta de 50 mL de liquido
ascitico e semeadura apds centrifugacdo em frascos de cultura no laboratério,
submetendo o método a comparacdo com a técnica de semeadura direta, visando
otimizar o isolamento de germes na cultura do liquido ascitico nos pacientes com
PBE.

Avaliando o status inflamatério do paciente cirrético durante a
infeccdo esperamos que a PCR ultrassensivel apresente boa correlacdo com a
queda dos PNM no LA na puncdo de controle em 48h, auxiliando no manejo
clinico do paciente podendo ser evitada a puncdo do LA para o controle do

tratamento da PBE.
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3. Objetivos



3.1 Objetivo principal

Comparar dois métodos para a coleta de cultura do LA (semeadura
direta e semeadura apds a centrifugacdo) em relacdo a sua capacidade de
identificacdo de patdégenos, causadores de PBE, nos pacientes com cirrose
hepatica, ascite e com mais de 250 polimorfos nucleares por milimetro ctibico no

liquido ascitico.

3.2 Objetivo secundario

Avaliar nos pacientes com diagnéstico de PBE o comportamento da
PCR ultrassensivel sérica e sua capacidade de inferir a resposta ao tratamento,
quando coletada no momento do diagndstico e na puncdo de controle em 48

horas.
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4. Material e Métodos



Foram convidados a participar do estudo os portadores de cirrose

hepatica com ascite e que tinham indicacdo de serem submetidos a puncdo do

liquido ascitico, atendidos nos ambulatérios de Hepatologia, pronto socorro e

também os pacientes internados nas enfermarias do Hospital das Clinicas

FMB/UNESP.

4.1 Critérios de inclusao:

4.2

Portadores de cirrose hepdtica e hipertensdo portal com ascite (gradiente
albumina sérica - albumina liquido ascitico > 1.1, evidéncias clinicas,
laboratoriais, imagem ou anatomopatolégico de cirrose hepdtica);
Indicacdo de paracentese diagndstica em quadros suspeitos de PBE:
quadro clinico de febre, dor abdominal, encefalopatia hepatica,
desidratacéo, insuficiéncia renal aguda, diarréia ou hemorragia digestiva
alta (conforme protocolo de paracentese do servico de Gastroenterologia
e Nutricdo do Hospital das Clinicas FMB/UNESP- Anexo 1);

Indicacdo de paracentese diagndstica na ascite de inicio recente ou sem
investigacao prévia;

Idade acima de 18 anos.

Critérios de exclusao:

Ascite nao associada a hipertensdo portal (carcinomatose peritoneal,
tuberculose peritoneal, ascite pancreatica, ascite cardiaca);

Procedimentos cirurgicos intra-abdominais nos ultimos 3 meses;
Neoplasias nao primdrias do figado;

Hemoperitonio;

Contra indicacdo a puncdo (CIVD, celulite de parede abdominal e
distensdo abdominal sem possibilidade de realizacdo de ultrassonografia
para orientar a puncdo ou sem local adequado para puncéo);

Gravidez;
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e A ndo coleta pareada dos exames de culturas (pelos dois métodos) no
momento do diagndstico de PBE;
* A ndo coleta dos exames de PCR sérico no momento do diagnéstico ou na

puncao de controle em 48h.
4.3 Comité de Etica

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da Universidade Estadual Paulista (Protocolo CEP 3662-2010),

conforme demonstrado no anexo 6.

4.4 Casuistica

A amostra estudada foi calculada para 52 pacientes atendidos no
Hospital das Clinicas FMB/UNESP, Botucatu-SP, para andlise do objetivo principal,
segundo o cdlculo estatistico com poder amostral de 0,95 e levando em conta a
hipotese de que a coleta a beira do leito tem resultado positivo de 40% e com o
centrifugado pode - se atingir até 80% de positividade.

Formula para cdlculo do tamanho amostral para correlacdo linear

entre variaveis quantitativas.

(Za/2 +IB)

o5 {12

n=4+

n - tamanho da amostra; Za/2 - valor do erro «, usualmente: 1,96 (5%); ZB - valor do
erro B, usualmente: 0,84 (20%); r - coeficiente de correlacdo linear (Pearson ou
Spearman)

Os pacientes foram orientados sobre o procedimento, paracentese
diagnoéstica ou alivio (independente da autorizacdo para inclusdo de seus dados
no estudo), assim como sua indicacdo clinica, necessidade de realizacdo e riscos,
conforme o protocolo do servico de Gastroenterologia e Nutricdo do Hospital das

Clinicas FMB/UNESP (Anexo 1). Os pacientes incluidos no estudo autorizaram por
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escrito, em termo de consentimento livre e esclarecido (aprovado pelo comité de
ética - Anexo 2), o uso de seus dados assim como a coleta de material biolégico
para realizacdo de exames. Nos casos que o paciente encontrava-se incapacitado
de autorizar a realizacdo do procedimento, seu responsavel o fez. Os pacientes
ndo alfabetizados tiveram os termos do estudo informados pela leitura na integra
do termo de consentimento livre e esclarecido. Em todos os casos foram seguidos

os protocolos do Hospital das Clinicas FMB/UNESP.

4.5 Metodologia

A paracentese foi realizada conforme as normas técnicas adotadas
pelo protocolo do servico de Gastroenterologia e Nutricdo do Hospital das Clinicas
FMB/UNESP (Anexo- 1) que consiste em orientar ofa paciente sobre o
procedimento, pegar material necessdrio, manter o/a paciente em decubito dorsal
com cabeceira elevada a 30 graus e fazer a puncdo, apds exame clinico, no terco
distal entre a cicatriz umbilical e crista iliaca anterior esquerda. Foram utilizados
paramentacdo estéril, antissepsia, anestesia tdpica, puncdo com cateter de
flebotomia 16 - 14, puncdo no mesmo local e na direcao em que foi feita a
anestesia, utilizando técnica em Z (Anexo 1). Quando necessario solicitado auxilio
do exame de Ultrassonografia para a marcacdo do melhor local de puncao.

Realizada a coleta de liquido ascitico pela puncdo, sendo retirado
aproximadamente 80 mL do material para andlise, distribuidos da seguinte

forma:

Puncgéo diagndstica ou suspeita de infecgdo:.

e Celularidade e contagem diferencial (frasco de hemograma, com
EDTA[ethylenediaminetetraacetic acid anticoagulant] - 5 mL)

e Cultura e Gram em labolatério (tubo seco de 50 mL - estéril, centrifugado e
realizacdo de semeado em Bactec 3mL e placas especificas de crescimento,
seguido de pesquisa de bactérias com coloracdo de Gram apds a

ressuspensdo)
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e Cultura com semeadura direta (semeado 10 mL no frasco de hemocultura a
beira do leito).

* Proteina do liquido ascitico (frasco de exames bioquimicos - 5 mL)

Se a coleta ndo ocorreu no horario padrao de funcionamento do
setor de microbiologia, o LA foi semeado apenas no frasco de hemocultura a beira
do leito (RUNYON, 1986; RIMOLA, 2000), nao sendo realizadas a coleta em tubo
seco de 50 mL e a coloracdo de Gram.

Nos casos com necessidade de alivio foram retirados volumes

maiores conforme protocolo do servico (Anexol).
Todo o material coletado foi devidamente identificado e encaminhado
imediatamente ao Laboratdrio de andlises clinicas do Hospital das Clinicas
FMB/UNESP e seus resultados conferidos pelo médico assistente para a realizacdo
de medidas terapéuticas conforme o protocolo de peritonite bacteriana
espontanea do servico de Gastroenterologia e Nutricdo do Hospital das Clinicas
FMB/UNESP (Anexo 3).

O liquido ascitico coletado no tubo seco de 50 mL (Figura 3) foi
imediatamente encaminhado e centrifugado em laboratério a 3 mil RPM por 15
minutos (centrifuga Excelsa II - Figura 4) e levado a camara de fluxo (Figura 5),
onde foram desprezados 45 mL do sobrenadante e o precipitado de 5 mL foi
levemente agitado de forma manual para que houvesse a ressuspensdo do
sedimento no proprio LA para homogeneizar o mesmo (Figura 6). A ressuspensao
com proprio liquido sem a adicdo de soro fisiolégico 0,9% estéril a amostra foi
uma modificacdo realizada no nosso estudo para reduzir a possibilidade de
contaminacdo durante a manipulacdo. Foi feita a seguir semeadura em placas de
cultura Agar sangue (para bactérias anaercbicas, Gram positivas e negativas) e
Agar MacConkey (Gram negativas), incubada por 24 h a 35 graus Celsius
(Figuras 7-8), para avaliacdo pelo método qualitativo do possivel germe isolado. O
material de ressuspensdo foi submetido também a coloracdo de Gram e
semeadura em frasco de hemocultura, Bactec pedidtrico de 3 mL (Figura 9)

condicionado em incubadora por até 7 dias (Figura 10).
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A contagem de PMN no liquido ascitico foi realizada no Laboratorio
de Citologia do HC UNESP pelo método de Fuchs, com contagem manual em
microscopia e foi realizada a contagem diferencial nos caso com leucocitos
maiores que 100 células/mm3.

A andlise bioquimica do liquido ascitico e sérica foi realizada no
Laboratorio de Bioquimica do HC-UNESP. Método de bioquimica seca no aparelho
da marca Johnson e Johnson modelo Vitrus 950. A analise bioquimica do PCR
ultrassensivel sérica foi realizada pelo método de imunorreacdo no aparelho da

marca_Johnson e_Johnson modelo Vitrus 950.

Fonte: Prof. Dra. Jaqueline Caramori

Figura 3 - Tubo seco estéril - com capacidade para 50ml
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Fonte: Prof. Dra. Jaqueline Caraori

Figura 4 - Centrifugacao

Fonte: Prof. Dra. Jaqueline Caramori

Figura 5 - Capela para manipulacao estéril da amostra
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Fonte: Prof. Dra. Jaqueline Caramori

Figura 6 - Descarte do sobrenadante

/‘W

i

Fonte: Prof. Dra. Jaqueline Caramori Fonte: Prof. Dra. Jaqueline Caramori

s -

Figura 7-8 - Semeadura do precipitado em meios de cultura apds ressuspensao
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Fonte: Prof. Dra. Jaqueline Caramori

Figura 9 - Semeadura do precipitado em meio de cultura Bactec 3ml

Fonte: Prof. Dra. Jaqueline Caramori

Figura 10 - Estufa para armazenamento da amostra por até 7 dias

4.6 Seguimento dos pacientes com PBE durante o tratamento

Os pacientes portadores de cirrose hepatica com diagnéstico de PBE
(>250 PMN/mm3) colheram amostras do liquido ascitico no momento do

diagnéstico para a realizacdo de semeadura em frascos de cultura direta e apds
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centrifugacdo no laboratério, associados a semeadura em placas de cultura e
coloracdo de Gram. Foram colhidas em conjunto amostras de sangue para a
realizacdo de exames bioquimicos, no momento do diagnéstico.

Os pacientes foram seguidos por 48h com a realizacdo de nova
puncdo para avaliacdo da resposta ao tratamento por meio da avaliacdo da
celularidade do liquido ascitico e nova coleta de bioquimicos. Os casos que
necessitaram de troca do antibiético por auséncia de resposta foram seguidos por

mais 48h com realizacdo de novos exames.

N

Paciente oh 48h 96h
com  cirrose

wpiticac | > I

PNM =250
mma3
S
4 X .
Celulanidade. Celulandade Celulanidade
SD. e PCR e PCR
SPC. Gram
PCR ¢ BQs
. >

PNM: polimorfos nucleares, SD: semeadura direta, SPC: semeadura pos centrifugagdo, BQs: Bioquimica sérica, PCR:
proteina C reativa.

O paciente portador de cirrose hepatica com diagnéstico de PBE pela celularidade foi submetido a coleta de amostras
pareadas para os dois métodos de cultura além da coleta de exames séricos. Em 48h foi avaliada a resposta com a coleta
pareada de PCR sérica e PMN do liquido ascitico, caso ndo apresentasse queda de pelo menos 25 % dos PNM em
relagdo ao valor inicial o paciente foi seguido por mais 48h ap6s a troca de antibiotico.

Figura 11 - Ilustracdo do seguimento durante o tratamento da PBE

4.7 Analise dos dados

Foram coletados dados epidemiolégicos dos pacientes (idade e sexo),

quadro clinico inicial ao ser atendido no servico (febre, dor abdominal,
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encefalopatia hepatica, desidratacdo, insuficiéncia renal aguda, diarréia,
hemorragia digestiva alta), origem do paciente com PBE (comunitdria ou
nosocomial), foram consideradas comunitarias as infeccdes diagnosticadas até
72h da admissao hospitalar (RIMOLA, 1981; GUARNER, 1997). Também foram
obtidas informacdes de antecedentes pessoais (etiologia da hipertensdo portal,
uso de diuréticos e profilaxia antibidtica). Avaliamos a funcdo hepatica
(classificacdo de Child-Pugh e escore MELD-Model for End Stage Liver Disease -
anexo 4) e analisamos: a contagem de polimorfo nucleares (PMN) no liquido
ascitico, bioquimica do liquido ascitico (proteina total), resultado da cultura do
liquido ascitico e identificacdo do agente causador.

Avaliamos também o comportamento da PCR (proteina C reativa-
mg/dL) sérica no momento do diagndstico e na puncdo de controle em 48 horas,
quando foi avaliado se houve resposta ao tratamento (queda de mais de 25 % da
contagem de PMN - RIMOLA, 2000; na puncao de 48h) ou necessidade de troca de
antibiético (guiado ou nao pelo antibiograma e perfil de sensibilidade). Avaliamos
a coloracdo de Gram apods a re-suspensdao do centrifugado de 50 ml de liquido
ascitico. Os resultados foram confrontados com a literatura atualmente

disponivel.

4.8 Analise estatistica dos dados

As varidveis categdricas foram analisadas dispostas em tabelas de
frequéncias absolutas e relativas. Nas varidveis continuas com distribuicdo
normal, utilizou-se estatistica descritiva, com valores de média e desvio padrao.

Para verificar se existe correlacdo entre a queda dos leucocitos na
puncdo de controle em 48 h e PCR com varidveis ndo categoricas, foi utilizado o
teste de correlacdo de Sperman sendo considerado significativa a associacdo
quando P < 0,05. Também foi realizada a andlise da area sobre a curva para a
diferenca entre o PCR inicial e em 48h, sendo esta diferenca chamada de delta
PCR e correlacionada com a resposta ao tratamento aceita como adequada

quando observada queda de pelo menos 25% dos PNM em relacdo ao valor inicial.
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5. Resultados



5.1 Universo amostral e paciente selecionados para analise final

Foram avaliados 131 pacientes com indicacdo de puncdo do liquido
ascitico para a coleta de material com objetivo diagndstico ou por necessidade de
alivio para conforto do paciente. Apds a andlise individualizada de cada caso e
obedecendo aos critérios de exclusdo e inclusdo, foram retirados 80 pacientes da
andlise final, sendo que, 60 pacientes apresentaram no momento da puncdo no
exame de celularidade do liquido ascitico menos que 250 PNM/mm3, outro foi
retirado da andlise por apresentar carcinomatose peritoneal (célon como sitio
primdrio) diagnosticado no momento do transplante hepdtico, 6 nao
confirmaram que a PBE estava associada a cirrose hepdtica, 2 por apresentarem
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana sem o conhecimento da carga
viral, 3 pacientes apresentaram mais de um germe isolado na cultura e outros 8
ndo assinaram o TCLE (Figura 11). Desta forma incluimos um total de 51
pacientes na analise os quais preencheram os critérios de inclusdo e néo

apresentaram nenhum dos critérios de exclusao.
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Excluidos:

10 ndo
colheram  de
forma pareada
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5D ou SPC
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Pacientes submetidos a paracentese
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|

Total de 51
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( Excluidos:

60 sem PNM =2 50mmm3
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em48h

PNM: polimorfos nucleares, SD: semeadura direta, SPC: semeadura pés cetrifugacdo, PCR: proteina C reativa, HIV- virus

da imunodeficiéncia humana

5.2 Caracteristicas da amostra

Figura 12 - Ilustracdo da amostra final do estudo.

As caracteristicas basais dos pacientes do estudo, incluindo sexo, idade,

etiologia da doenca hepdtica, niveis séricos de PCR no momento do diagnédstico

PBE, pontuacdo da classificacdo de Child- Pugh, MELD e positividade geral das

culturas estdo apresentadas na Tabela 1 e detalhadas nos graficos 1, 2 e 3.
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Tabela 1 - Caracteristicas da amostra

Caracteristica Média +/- DP ou (%)
Sexo (Masculino/Feminino) (90/10)
Idade (anos) 52,57 +/- 14,05
Etiologia da doenca hepatica
Alcool (55%)
HVC (17%)
HVB (4%)
DHGNA (10%)
Outras (14%)
PCR médio no diagnéstico da PBE 10,5 +/- 8,23
CP médio no diagndéstico da PBE 10,7 +/- 1,76
MELD meédio no diagnéstico da PBE 20,02 +/- 6,62
Positividade da cultura
Semeadura direta 31%
Semeadura p6és centrifugacao 69%

HVC: hepatite C cronica, HVB: hepaptite B cronica, DHGNA: doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica, CP: Child- Pugh, MELD: Model for End Stage Liver
Disease

Realizada a categorizacdo por sexo obtivemos uma distribuicdo com

46 pacientes do sexo masculino e 5 pacientes do sexo feminino.

Sexo

B Homens ® Mulheres

Predominio na amostra do sexo masculino

Grafico 1 - Distribuicao entre os sexos.
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Na avaliacdo sobre as principais etiologias associadas a doenca

hepatica nos pacientes do estudo encontramos o uso de dlcool em 28 casos,

hepatite C em 9 casos, hepatite B em 2, doenca hepdtica gordurosa em 5 e outras

causas em 7 pacientes (sendo a criptogénica em 5, deficiéncia de alfa 1 anti

tripsina em 1 e doenca de Wilson em outro)

Etiologia da Doen¢a Hepatica

B Alcool mHVC ® HVB " DHGNA M Qutras

HVC: hepatite C cronica, HVB: hepaptite B crénica, DHGNA: doenga hepatica gordurosa néo alcodlica.

Grafico 2 - Distribuicdo entre as etiologias da doenca hepatica.

Na avaliacdo sobre as principais manifestacdes observamos que o

mesmo paciente apresentou apresentado mais de um sinal ou sintoma associado

ao quadro clinico inicial de PBE.
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EHPS: encefalopatia hepatica porto sistémica, IRA: insuficiéncia renal aguda, HDA: Hemorragia digestiva alta.

Grafico 3 - Apresentacao clinica inicial

5.3 Resultados da analise das culturas

Para andlise do resultado das culturas foram selecionados 51
pacientes, sendo que 10 pacientes foram excluidos da analise de comparacédo
entre as culturas por ndo terem colhido de forma pareada a amostra para
semeadura direta ou a amostra para semeadura pds centrifugacdo no momento
do diagndstico da PBE. Os 41 pacientes que colheram ambas as culturas (SD e
SPC) foram analisados, sendo que, 4 pacientes tiveram mais de um episédio de
PBE (ap0s critérios de resolucdo do evento anterior e com intervalo médio entre
os eventos de 47 dias -/+ 10,5 dias, totalizando 6 novos eventos) e foram
submetidos a nova coleta de ambas as culturas neste novo episédio - totalizando
47 eventos comparativos e estes foram submetidos a analise entre a positividade
da cultura. Desta forma, para a andlise comparativa entre os dois métodos de
coleta para cultura, selecionamos 41 pacientes com um total de 47 eventos.
Destes 47 eventos 14 apresentaram em ambas as formas de coleta auséncia de
germes isolados, 12 apresentaram nas duas formas de coleta germes isolados, 19

eventos mostraram crescimento de germes apenas na cultura realizada apds
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centrifugacdo e 2 eventos mostraram crescimento de germes apenas na cultura

realizada por semeadura direta.

20

Ky
(s}

18

16

14 ~

10 +

SPCe SD negativas

SPCe SD positivas

Positividade apenas na Positividade apenas na

SPC

SD

SPC: semeadura pds centrifugacdo, SD: semeadura direta

Grafico 4 - Analise dos resultados das culturas

Quando ambas as amostras (SD e SPC) apresentaram resultados

positivos, os germes isolados foram rigorosamente os mesmos em um total de 12

eventos:
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Tabela 2 - Perfil de bactérias isoladas quando ambas as culturas foram positivas

Centrifugado pré semeadura

Semeadura direta

Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Escherichia coli

Klebsiella pneumonia
Escherichia coli

Enterococcus SP
Escherichia coli

Streptococcus viridans
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Klebsiella pneumonia

Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Escherichia coli

Klebsiella pneumonia
Escherichia coli

Enterococcus SP
Escherichia coli

Streptococcus viridans
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Klebsiella pneumonia

Ao analisar a positividade entre a cultura por semeadura direta e o

cultura por semeadura pds centrifugacdo, observamos:

Culturas positivas

mSPC mSD

SPC: semeadura pds centrifuga¢do, SD: semeadura direta

Grafico 5 - Andlise comparativa entre a positividade das culturas semeadura

direta e semeadura pés centrifugacao.
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Setenta por cento (33/47) dos episédios de PBE no estudo
apresentaram cultura positiva para o exame do liquido ascitico. Destes 33 episédios
a Escherichia coli foi o microrganismo etiolégico mais comum (46%), seguido por
Klebsiella pneumonia (15%), espécies de Streptococcus sp (15%) e Eterococcus

faecalis (9%). Outras bactérias isoladas sdo também apresentada no grafico 6.

Bacterias isoladas nas culturas

M Escherichia coli M Klebisiella pneumonia ™ Streptococcus sp
M Enterococcus M Enterobacter W Staphylococcus aureus

Citrobacter

39% 3%

Grafico 6 - Bactérias isoladas nas culturas.

5.4 Perfil de sensibilidade antibiotica

O isolamento do germe pelos métodos de cultura permitiu a
realizacdo do teste de sensibilidade antibidtica para cada cepa identificada,
observou-se que para a bactéria Escherichia coli, o germe mais comumente
isolado nos pacientes deste estudo, houve um perfil de sensibilidade a ceftriaxona,
ciprofloxacina, levofloxacina e sulfametoxazol-trimetropima, sendo observada em
3 cepas a resisténcia a amicacina, levofloxacina e sulfametoxazol-trimetropima. A
Klebisiella pneumonia apresentou sensibilidade a ceftriaxona, ciprofloxacina,
levofloxacina e sulfametoxazol-trimetropima, sem isolamento de germes

resistentes. A bactéria Streptococcus sp apresentou sensibilidade a oxacilina,
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vancomicina, ciprofloxacina e sulfametoxazol-trimetropima, sendo observada em
2 cepas a resisténcia a eritromicina e levofloxacina. O germe Enterococcus
apresentou sensibilidade a oxacilina, vancomicina, levofloxacina e sulfametoxazol-
trimetropima, sendo observada em 1 cepa a resisténcia a ciprofloxacina e
norfloxacina. A bactéria Enterobacter apresentou sensibilidade a ceftriaxona,
ciprofloxacina e levofloxacina, ndo sendo observada resisténcia aos antibidticos
testados. O Staphylococcus aureus apresentou sensibilidade a oxacilina,
vancomicina, ciprofloxacina e clindamicina, ndo sendo observada resisténcia aos
antibidticos testados. O Citrobacter apresentou sensibilidade a ceftriaxona,
ciprofloxacina, levofloxacina e sulfametoxazol-trimetropima, sem isolamento de

germes resistentes.

5.5 Resultados das analises do PCR em reposta ao tratamento

Para analise da variacdo do PCR sérico em relacio aos PNM no
liquido ascitico (no momento do diagndstico, em 48 h para avaliacdo a resposta
ao tratamento ou apds nova coleta em 96h nos casos em que houve necessidade
de troca de antibidtico - figura 11) selecionamos 51 pacientes. Foram excluidos 5
por o6bito antes da realizacdo dos exames de 48 h, 4 por nao terem colhido PCR
em 48h, 3 por nao terem colhido celularidade em 48 h. Sendo assim selecionados
para a analise final 39 pacientes, os quais colheram durante o episédio de PBE
nos dois momentos (PCR sérico e PNM do LA diagndstico e controle). Observamos
que 5 pacientes do estudo apresentaram mais de um episddio de PBE (apods
critérios de resolucido do evento anterior e com intervalo médio entre os eventos
de 47 dias -/+ 10,5 dias, totalizando 8 novos eventos) permitindo a
monitorizacdo (sérica e do LA) de resposta ao tratamento e 5 pacientes que néo
responderam ao primeiro ciclo de antibidticos sendo necessaria a troca de
antibiético, seguidos de nova avaliacdo a resposta terapéutica monitorizada em
conjunto com a coleta de celularidade e PCR. Passamos a denominar para
avaliacdo comparativa entre a variacdo do PCR sérico e a variacdo dos PNMs no

LA diante do tratamento antibiético, como evento, o que permitiu a analise de 52

eventos e estes foram submetidos a andlise comparativa entre a queda ou
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elevacdo do PNM do liquido e a queda ou elevacdo do PCR sérico em relacdo ao
valor do inicio do tratamento.

A anadlise de correlacdo entre Delta PCR (queda ou elevacdo) e Delta
PMN (queda ou elevacdo) mostrou-se pelo coeficiente de correlacdo de Spearman,
com R= 0,505 e P < 0,001. A representacdo grafica desta correlacdo pode ser
demonstrada pelo Gréfico de Dispersdo representando a correlacdo entre PNM e

PCR no controle de tratamento para PBE.
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Grafico 7 - Griéfico de Dispersao representando a correlacdo entre PNM e PCR no

controle de tratamento para PBE.

Realizamos a analise da area sobre a curva em relacdo a variacdo dos PNM
(razdo de queda entre o inicio e 48h ou razdo de queda entre 48h e 96h) tendo
como resposta positiva ao tratamento a queda de pelo menos 25 % dos PMN em
relacdo ao ponto inicial, apés um periodo de 48h de tratamento ou troca de
antibiotico. Obtivemos uma relacdo de area sob a curva de 0,9545 com intervalo

de confianca de 0,8677-1,041 e P<0,001, sendo o ponto de corte para o delta
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PCR com correlacdo a resposta ao tratamento com uma queda de pelo menos

24% do valor do PCR inicial.
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1 - Specificity
Grafico 8 - Curva ROC- drea sob a curva para avaliacdo de resposta ao tratamento

com relacdo do delta PCR e delta PMN.
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6. Discussao



6.1 Consideracoes sobre o perfil da amostra

Nossa amostra representa o padrdo tipico de cirrose hepdtica
encontrado no Brasil, isto é, predominancia do sexo masculino e etiologia
alcodlica, fatos também evidenciados por CALY e FIGUEIREDO (1993,1999
respectivamente). A média de idade foi de 52,57 = 14,05 anos, similar a relatada
em outras séries nacionais (CORREIA, 1975 e MATTOS, 1992).

A prevaléncia de homens no nosso estudo pode ter sido associada ao
perfil de pacientes etilistas, muitas vezes ativos, sendo este um fator contribuinte
para o desenvolvimento da ascite e favorecimento da PBE (RIMOLA, 2000;
GARCIA-TSAO, 2001).

As apresentacdes clinicas iniciais mais prevalentes associadas ao
quadro de PBE no estudo foram: dor abdominal e febre, fato também observado
em outro estudo nacional de STRAUSS (2003), sendo estes os sintomas de mais
facil percepcao pelo paciente e seus familiares levando a procura ao atendimento

médico.

6.2 Consideracoes analise das culturas e o método de centrifugacao

A peritonite bacteriana espontdnea é uma grave complicacdo dos
pacientes com cirrose hepatica e ascite, temos atualmente uma taxa de
mortalidade de 20% a 30% (LLOVET,1993; GARCIA -TSA0,2005), mas podendo
chegar a 90% quando o tratamento padrédo for ineficiente (UMGELTE, 2009).
Buscando a reducdo da mortalidade nos pacientes cirréticos, estudos mostram
cada vez mais indicacbes para o uso de profilaxia com antibidticos (ARROYO,
2009; EASL, 2010; AASLD, 2013), favorecendo a selecdo de germes resistentes
aos antibidticos (O’LEARY, 2008; ANGELONI, 2008; UMGELTE, 2009). O
surgimento de cepas resistentes provoca uma mudanca no tratamento da PBE
levando ao uso de antibidticos cada vez mais potentes. O padrdo ouro para
diagnostico etioldgico da PBE, a cultura semeada a Beira leito (semeadura direta),
nao tem se mostrado eficaz em 60% doas casos o que dificulta o uso da

antibidtico terapia guiada pela resposta ao antibiograma. O perfil bacteriano
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isolado em culturas com predominio de Escherichia coli encontra-se em
concordancia com os achados na literatura (CALY, 1993; STRAUSS, 2003;
GUSTOT, 2012; BADAWY, 2013).

A porcentagem de cultura positiva com a coleta e semeadura
imediata a beira leito foi semelhante as taxas encontradas em outros estudos
(EASL, 2010; GUSTOT, 2012; BADAWY, 2013). O método de coleta utilizando um
volume maior (50mL) de liquido ascitico associado a centrifugacdo e semeadura
em meio de cultura em laboratério, mostrou-se, neste estudo, superior ao padréo
ouro que consiste na semeadura do liquido a beira do leito (10ml).

A implementacdo de um protocolo no servico para a realizacdo do
exame de cultura apds centrifugacdo e controle rotineiro dos procedimentos,
pode manter ou melhorar a positividade do exame. Este procedimento necessita
de encaminhamento imediato ao laboratério além de uma equipe treinada para a
realizacdo do mesmo, gerando maiores despesas, que poderdo ser compensadas

com uma possivel reducdo do custo de tratamento.

6.3 Consideracoes da analise do PCR em relacdao ao tratamento

A PCR é uma proteina positiva de fase aguda que se liga aos diferentes
substratos. Embora o exato mecanismo in vivo da funcdo da PCR durante a
inflamacdo ndo sejam bem conhecidos, é notério o papel da PCR no
reconhecimento e eliminacdo de agentes patogénicos externos, substancias
enddgenas potencialmente toxicas libertadas a partir de tecidos danificados e por
estimular a imunidade celular e humoral (SCHULTZ, 1990).

A PCR é uma proteina produzida pelo figado e mesmo pacientes com
doenca hepatica avancada apresentam aumento da sua producdo durante
processos inflamatérios, mas quanto mais grave é a disfuncdo hepdtica subjacente,
menor o nivel de PCR em resposta a infeccao (CHOE, 2005).

No presente estudo, verificou-se que a variacdo do nivel sérico PCR
acompanhou a variacdo PNM no seguimento de reposta ao tratamento de forma
linear e com boa correlacdo, podendo ser mais uma ferramenta na avaliacdo do

paciente ao tratamento da PBE.
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O nivel sérico da PCR pode auxiliar a equipe médica a tomar decisdes
em especial nos pacientes que nao respondem ao tratamento, incluindo os com

disfuncao hepdtica.

6.4 Consideracoes em relacao ao perfil de sensibilidade antibidtica

A caracterizacdo do germe pela otimizacdo do método de cultura
tem sido uma busca na tentativa de guiar o tratamento da PBE avaliando o perfil
de resisténcia bacteriana, principalmente em relacdo as crescentes indicacoes de
profilaxia antibidticas, sejam elas primdrias ou secunddrias (EASL, 2010; AASLD,
2013). Observamos no nosso estudo casos de resisténcia a antibidticos, como a
Echerichia coli resistente a sulfametoxazol-trimetropima e levofloxacina

utilizados para profilaxia primaria, secundaria e no tratamento da PBE.
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7. Conclusoes



O método de semeadura pds centrifugacdo de 50 mL de liquido
ascitico pode aumentar a positividade da cultura em relacdo ao método de coleta
e semeadura direta.

A PCR permanece estdvel e pode ser utilizada como marcador de
seguimento da resposta ao tratamento da PBE somada a avaliacdo da resposta
clinica do paciente; podendo colaborar na avaliacdo da necessidade de troca de
antibiético ou continuidade do tratamento.

Estudos com maiores nimero de casos e estudos multicéntricos

serdo necessarios para confirmar ou refutar nossos achados.
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Anexo 1
PARACENTESE DE ALIVIO OU DIAGNOSTICA

Indicacoes de paracentese de alivio: desconforto respiratério/abdominal ou ascite refrataria,
ou seja, sem resposta a diuréticos ou com complicacdes pelo uso de diuréticos (disfungdo
renal, encefalopatia, etc.)

Indicacoes de paracentese diagnostica: Aumento do volume abdominal sem causa aparente,
sinais de irritacdo peritoneal, febre, encefalopatia hepatica, hipotermia, hipotensdo, diarréia,
falta de resposta aos diuréticos e/ou deterioracao da func¢ao renal. Ascite de incicio recente sem
investigacao prévia.

Orientar paciente sobre o procedimento, pegar material necessario (ver item 1). Paramentacdo
estéril, anti-sepsia, anestesia topica e pun¢ao com cateter de flebotomia 16 — 14. Puncdo no
mesmo local e direcao em que foi feita a anestesia, utilizando técnica em Z (ver item 2).

O local da pun¢do deverd ser determinado através do exame fisico propedéutico, mas se o
Houver qualquer divida sobre o local de punc¢do devera ser realizada ultrassonografia.

Exames séricos: hemograma, albumina sérica, fungio renal, eletrélitos, coagulograma.

Exames do liquido ascitico:

Primeira puncao (diagndstica e de alivio):

1.GASA (gradiente albumina sérica — albumina liquido ascitico > 1,1 indica hipertensao
portal)

2.Cultura a beira do leito (semear 10 mL no frasco de hemocultura a beira do leito).

3.Celularidade e contagem diferencial (frasco de hemograma — 5 mL - tampa roxa)- checar se
ha PBE

4.Cultura e Gram em laboratdrio (tubo seco de 50 ml — tampa azul — estéril )
5.Proteina (frasco de exames bioquimicos — 5 mL- tampa vermelha)

Se a coleta ndo ocorrer no hordrio padrao de funcionamento do setor de Microbiologia ou aos
finais de semana, semear apenas no frasco de hemocultura a beira do leito.

A partir da segunda puncio (apenas de alivio):

1.Celularidade e contagem de diferencial (frasco de hemograma — 5 mL - tampa roxa)- checar
se ha PBE

Se PMN > 250 células/mmS : vide protocolo de PBE.

Se Proteina do liquido ascitico < 1g/dl, mesmo sem PBE, iniciar profilaxia com norfloxacina
400 mg/dia ou sulfametoxazol trimetoprin 400/80 mg de 12/12 h.

Ao retirar mais de 5 litros, repor 8 g de Albumina Humana 20% (1 frasco contém 10 g de
albumina) para cada litro retirado (do total). Nao retirar mais que 15 litros por puncio pelo
risco de complicacgdes apds a paracentese.
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Ascite por carcinomatose peritonial: ndo repor albumina, realizar retirada total e colher
citopatolégico com pelo menos 50 ml de liquido.

Ascite quilosa (aspecto sugestivo): ndo repor albumina, realizar retirada total. Colher
trigliceridios do liquido.(triglicérides no liquido >200 mg/dL)

Ascite pancredtica: ndo repor albumina, realizar retirada total e colher amilase do
liquido.(amilase no liquido ascitico >1000 mUI/L)

Obs: Os pacientes que apresentarem resultados de cultura positiva e PMN < 250 células/mm3
(bacterioascite) devem ser convocados para nova puncao e coleta

1- Material — geralmente ja existem pacotes prontos no PS e nas enfermarias:

1 campo estéril para montar a mesa e dispor os outros materiais;

1 campo estéril oftdlmico para o local de pungao;

Gaze estéril (+/- 5 pacotes);

Avental estéril, luvas estéreis, gorro e mascara;

Degermante para a pele — clorohexidine alcodlico;

Pinca Cherron e cuba rim para colocar o degermante;

Cateter de flebotomia calibroso (14 ou 16 se pung¢do de alivio, menores se apenas diagndstica);
2 Agulhas 30x7 (para aspiracdo da lidocaina e anestesia topica);

Lidocaina 2% sem vaso constritor;

Equipo estéril para conectar ao cateter de flebotomia;

Frasco de coleta de bioquimicos (frasco de tampa vermelha);

Frasco de coleta de celularidade (frasco de hemograma - tampa roxa);

Esparadrapo para manter a outra extremidade do equipo dentro do recipiente de coleta;

Recipiente de coleta do liquido (célice).

2- Técnica em Z: consiste na retracdo da pele em sentido dorsal com a ponta dos dedos do
médico, para que o ponto de entrada na pele seja diferente do ponto de entrada no peritoneo. O
ideal é que enquanto um profissional executa a puncdo outra pessoa o auxilie com essa
manobra.
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Anexo 2

VA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 4
AVAVAY ;0110 DE MESQUITA FILHO” CAMPUS DE BOTUCATU ~ CLINICA
unesp YAV FACULDADE DE MEDICINA l MEDICA
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA ~

BOTUCATU, SP - RUBIAO JUNIOR — CEP. 18618-970 — CP. 584 — FONE-(14) 3822-2969 — FAX (14) 3822-2238

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Venho por meio deste documento convidi-lo a participar do projeto “CENTRIFUGACAO DO
LIQUIDO ASCITICO PARA DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DE PERITONITE
BACTERIANA“ que serd realizado pelo pesquisador Fabio da Slva Yamashiro, orientado pelo
Professor Doutor Giovanni Faria Slva.

O objetivo deste projeto € a identificacdo de patdgenos, causadores de peritonite bacteriana espontanea,
em pacientes com cirrose hepdtica e ascite, através da otimizacdo da técnica de cultura do apds
centrifugacio de 50 mL de liquido ascitico e semeadura em frascos de cultura no laboratério em relagdo a
semeadura a beira do leito.

A sua participagdo ¢ muito importante para a geragdo de informagdes, que futuramente poderdo ser tteis
para os profissionais de satide e pacientes portadores de cirrose hepatica.

Se vocé permitir que sejam coletadas informacgdes sobre de dados epidemioldgicos e resultados dos
exames, serd guardado sigilo sobre a sua identidade. As informagdes coletadas serdo codificadas somente
com numero de identificagao.

Caso vocé ndo aceite participar desse projeto, isso ndo acarretard em nenhum prejuizo, nem afetard o seu
acompanhamento médico habitual.

Sua assinatura indica que vocé leu este formuldrio, esclareceu todas as suas dividas e consente que as
referidas informagdes sejam coletadas. Vocé receberd uma cépia deste formuldrio.

Declaro que li, entendi e recebi respostas adequadas a todas as minhas perguntas sobre este projeto e
concordo em participar voluntariamente.

Nome e assinatura do paciente ou responsdvel. Local e data

Nome e assinatura do profissional que realizou as explicacdes

Assinatura do responsével pelo estudo — Fabio da Silva Yamashiro - Telefone: 14-3811 6213 / 14-38116143
Comité de Etica em Pesquisa Tel: 14-38116143

Departamento de Clinica Médica — Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP
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Anexo 3

PERITONITE BACTERIANA ESPONTANEA (PBE)

Coleta do liquido as citic o (vide protocolo de paracente se)

Diagnéstio ::numerode polimorfonucleares (PMN = ne utréfilos + bastdes ) = 250 PMN/m m3
Considerardiagnds ficose apresentagao clinicasugestiva com valores proxim os.
Seliquido hem orragico :subtrair 1 PMN para cada250 he mécias encontadas no liquido ascitico
Se o laboratdrio ndo realizar c ontagem diferencialsubtrair 1 leuc 6citoa cada 750hemaécias

1l

Sus penderdiuréticos e ac rescentar PCR nos e xames séricos
Se sinaisde choques éptico:vide item 1 abaixo

Se HDA, EHPS 1INV, Creatinina>3 mg/dL, BT2,5 mg/dL, quinolonaprofil atica,
internacédohospitalar>72h Veritem2 abaixo

1l

Levofloxacina500 mg/dia, EV, por 48 horas e
Album ina Hum ana 20% (1,5 g/Kg no primeirodia e 1 g/Kg no terceirodia)

1l

Ap6s 48 horas: Checarculturacolhidana 12puncao
Acrescentar PCR nos exames s éricos
Fazer pungéao de contiole e obsenar se ha redugao de PMN em pelo menos 25%

Lewfloxacina 500 mg /diaVO por Cefepimai1g EV12/12 h por 7
mais 5 dias Ver item 3 abaixo dias + albumina1 g/Kg doseulnica

A seguiriniciar profilaxia com no rfloxacina 400 m g/dia (ou sulfametoxazol/trime top rim

400/80mgde12/12 h) enquantodurar a ascite. Encaminharao Ambulatério de Pré-
transplantehepéatico

1. Se sinais de sepse ou choque séptico: colher 2 hemoaulturas pareadas e uma uroaultura.
Iniciar Ceftriaxone 2g EV de 12/12h e albumina humana 20% (1,5 g/Kg no prim eiro dia e 1
9/Kg no terceiro dia). Iniciar protocolopara Choqueséptico (Rivers) e solicitarvaga em UTI.

2. Iniciar cefepimaconforme des critoacima.

3. Padente sem com plicagdes e com boa resposta a levofloxacina E V: transicionarpara VO e
manter tratamentoemregime ambul atorialaté completar 7 dias. A seg uir iniciar profilaxia.
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Anexo 4

Classificacao de Child- Pugh modificada ( Child 1964 , Pugh 1973 )

1 2 3
Ascite Nao Moderada Severa
Encefalopatia Nao Grauloull Grau III ou IV
Albumina >3.5 2,8a3,5 <2,8
Bilirrubina total <2 2a3 >3
Tempo de protrombina Até 3 segundos 4 a 5 segundos > 6 segundos

A= 5 ou 6 pontos; B=7 a 9 pontos; C = 10 a 15 pontos

Foérmula para calculo do MELD:

MELD: 0,957X Log e (creatinina mg/dl) + 0,378 x Log e (bilirrubina mg/dl) + 1,12 x Log e
(INR) + 0,643 X10
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Anexo 5

Protocolo de Paracentese, centrifugacio, FBE, PCR & profilaxia primaria.

N:

Edqueta de paciente
Contato:
Telefone: | )

Data da pungao: / Idade: anos.

CH por: OH( ). HCV{ ), HVE( ), DHGNA( ), HAI{ ), cripitogéncical ), outras:

Uso de Inibider de bomba: Sim( ), Nao{ ). Use de Beta blogueador: Sim( ), Nao{ ).
Use de antibistico profilaxia: Sim( ), Naog{ ).0bs

Indicagio da paracentese: alnvio{ ), dor abdominal{ ), EHPS{ ), febre( ), diarresal ), HDA([ )
hipotensagy ), [RA{ ). refratario aos diureticos{ ), hipotermia( ), ascite de inicio recente] )

Ascite: discrefal ), moderada ). tensa{ ). EHPS: ausente ), grau LTI( }. gran ITTVY )

ENL o/ . Albumsir serica g/dL. Bilimabina total: medl.
Wa:_  mmolT. E: mmoll Creat;:  mgdl Ureia; mel.

Hb: g/dl Ht %e. Plag: milimm3 Leucocios;  mm3Neutrofiles  mm3
MELD: __ Child- [ JGASA;

Leucocitos: mm3 PMN:  celulas'mm3. Proteina do liguide ascitico: gidl.

Cultura colher sempre os dois quando houver suspeita de PBE: 10 ml em frasco de hemecultura
a beira do leito] ). Tubo seco com 50 mi para centrifiizacdo & semeadura em laboratariof )

Pesnltade da cultora Bacter —PS-positival ), Wegatva] | Cenmifupade: pesitva] ), Negatival ).
Fesitndo do Gram: positive] ), Negatived] ). Sem germe izoladal )

Patozeno izalada: PCR- mg/dl

Quantidade de higuido retirada: ml. Repasicio de albumina: -4

Intermacao: Sim { ). N30 { ). Local de infernacio:

Parcentese realizada em paciente com: { )< 72 hou [ )= 72 h de internacao.

PCR48h:  mzdl PMNaposem48h:  celnlas'mm3. Queda ™ 25% Sm( ). Nao ()
ATbamina Humana 20% (1,5 g'Fg no primeiro dia @ 1 gEg no terceiro dia): Simf )ouNao( )
ATB: ( ) Levefloxacina, { ) cefalosporina de 3 geracao.
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Anexo 6

s . -d Universidade Estadual Paulista
un 5353 Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n®- Botucatu -~ S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br
e-mail coordenadoria; tsarden@fmb.unesp.br

Registrado-no Ministério da Satide
em 30 de abril de 1997

Botucatu, 13 de setembro de 2.010 : OF. 416/2010 - CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Giovanni Faria Silva
Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Dr. Giovanni,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 3662-2010) “Centrifugagdo do liquido ascitice
para diagnéstico etioldgico de peritonite bacteriana espontdnea”, a ser
conduzido por Fébio da Silva Yamashiro, orientada por Vossa Senhoria, com
a colaboractio do Prof. Dr. Carlos Antonio Cdramori e Fernando Gomes
Romeiro, recebeu do relator parecer favordvel aprovade em reunido de 13
de setembro de 2.010.

Situaglio do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo deste Projeto,
apresentar ao CEP "Relatério Final de Atividades”.

Atentsiosamente,

W R
Alberto Santos Ca;}elluppi
Secretdrio do CEP /

/

(
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Anexo 7
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