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O avanco tecnologico evidenciado nas ultimas décadas vem
propiciando o aumento da sobrevida de recém-nascidos com idade gestacional e
peso de nascimento cada vez menores, atingindo taxas de até 70% de sobrevida
naqueles com mais que 26 semanas de idade gestacional (LORENZ, 2000). Com
o aumento da sobrevida destes pequenos prematuros outro desafio comeca a
fazer parte do dia a dia de todos os profissionais que se dedicam aos cuidados
destes pacientes: a reducao da morbidade e consequente melhora na qualidade
de vida.

E neste contexto que a infeccdo hospitalar, especialmente a sepse
neonatal tardia, surge como uma das grandes responsaveis pelo aumento da
morbimortalidade, prolongando o tempo de hospitalizacao, elevando os custos
sociais e econdmicos e comprometendo o prognostico dos recém-nascidos
prematuros. Destaca-se ainda que a sepse tardia € uma das principais causas de
Obito neonatal a partir da segunda semana de vida (BENTLIN, 1997; STOLL,
1997).

1. Importancia do problema

As infeccoes hospitalares no periodo neonatal merecem destaque
pela alta mortalidade. A incidéncia & variavel e depende de caracteristicas dos
recém-nascidos como peso de nascimento, idade gestacional e pods-natal,
procedimentos utilizados, métodos de avaliacdo diagnoéstica e protocolos de
vigilancia de cada Unidade.

Em 1996 a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) avaliou a
mortalidade perinatal com o objetivo de determinar as taxas de mortalidade em
diferentes regidoes do mundo e a percentagem de mortes atribuidas a infeccao em
recém-nascidos. Os dados obtidos foram alarmantes, de um total de 27 estudos
revisados, 17 mostraram que a infeccdo esteve associada a mortalidade neonatal
em taxas que variaram de 4 a 56%. Especificamente com relacdo a mortalidade
neonatal tardia, S5 trabalhos registraram a infeccdo como sua principal causa,

presente entre 30 e 73% dos casos (WHO, 2002).
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Estas estimativas sado preocupantes nao apenas nos paises em
desenvolvimento mas também nos desenvolvidos. Na Espanha, estudo realizado
em 29 Unidades de Terapia Intensiva Neonatal, mostrou incidéncia de sepse
tardia de 11,4% (SOHN et al., 2001). Nos Estados Unidos em 1996, em um dos
maiores estudos multicéntricos ja realizados envolvendo 7861 recém-nascidos de
muito baixo peso, de 12 Unidades do National Institute of Child Health and
Human Development (NICHHD) Neonatal Research Network, a incidéncia de sepse
tardia variou de 11,5 a 32,4% e a mortalidade atribuida a infeccdo ocorreu em
média, em 44,3% dos casos (STOLL et al.,, 1996a). Em 2002 a incidéncia de
sepse tardia nestes mesmos centros foi em média de 21% (STOLL et al., 2002).

Outra pesquisa publicada recentemente envolvendo 5555 recém-
nascidos de muito baixo peso em Israel, mostrou 30% de ocorréncia de sepse
tardia, com taxas de mortalidade significativamente maiores nos recém-nascidos
sépticos, comparados com aqueles sem infeccao, 16,9% x 8,6% respectivamente
(MAKHOUL et al., 2002).

Na literatura latino-americana sao escassos os dados
epidemiologicos referentes a sepse tardia. O Peru registra incidéncia de 29,3%,
enquanto o México, de 15,5% (ZAMORA-CASTORENA, 1998) .

No Brasil os dados nao sao diferentes. NASCIMENTO (1997)
mostrou incidéncia acumulada de infeccao hospitalar de 25,6 recém-nascidos
infectados/100 internados na UTI Neonatal do Hospital Sao Paulo - EPM -
UNIFESP. A infeccao mais freqiente foi a sepse, responsavel por 48% das
infeccoes. Em estudo realizado na UTI Neonatal do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, BENTLIN (1997) registrou
incidéncia de sepse tardia de 20% nos recém-nascidos de muito baixo peso, com
taxa de mortalidade de 37%. Neste estudo a sepse tardia foi responsavel por
30% dos obitos na Unidade.

Dados da Fundacédo Nacional da Saude (FUNASA) de agosto de
2000, mostraram que um dos principais componentes da mortalidade em
criancas menores de 5 anos no Brasil, € a mortalidade neonatal, que tem como
uma das principais causas a sepse neonatal (DRUMOND JUNIOR & LIRA, 2002).

Ao se projetar a estimativa de que 30 a 40% das mortes

neonatais estdo associadas com infeccdo e utilizando-se os dados da OMS que
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estimou 4.733.330 mortes neonatais/ano em 2002 nos paises menos
desenvolvidos, conclui-se que a infeccao sera responsavel por 1,4 a 1,9 milhodes

de mortes/ano ou 3900 a 5200 mortes/dia no mundo (WHO, 2002).

2. Definicao

Para melhor compreensdao da sepse tardia € importante
conceituar infeccao hospitalar. O Center for Disease Control and Prevention -
CDC - define como infeccdo hospitalar todas as infec¢oes adquiridas intra-parto,
durante a hospitalizacao ou até 48 horas apods a alta, com excecao as infeccoes
transplacentarias. E considerada como de origem materna a infeccdo que ocorre
até 48 horas de vida e de origem ambiental, apés 48 horas de vida (GAYNES et
al., 1996; MUSSI-PINHATA & NASCIMENTO, 2001).

No Brasil, a portaria de n° 2616/98 do Ministério da Saude
classifica toda infeccdo neonatal como hospitalar, com excecao das adquiridas
via transplacentaria ou associadas a rotura de membranas por periodo superior
a 24 horas antes do parto (BRASIL, 1998).

A sepse neonatal é definida como sindrome clinica que se
manifesta no primeiro més de vida, caracterizada por sinais sistémicos de
infeccdo e acompanhada frequentemente de bacteremia (SIEGEL & Mc
CRACKEN, 1981).

Em 1991, nos EUA, o Colégio Americano de Pneumologia e a
Sociedade de Terapia Intensiva estabeleceram um consenso para a definicao de
sepse e faléncia organica. Houve normatizacdo das definicdes utilizadas na
pratica clinica e em pesquisa, visando o diagnostico mais preciso e a
possibilidade de comparacéo entre investigacoes clinicas (ACCP/SCCM, 1992).

Em 1993, SAEZ-LLORENZ & Mc CRACKEN normatizaram
esta terminologia para o paciente pediatrico:
> Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) - dois ou mais dos

seguintes achados: temperatura > 38°C ou < 35,5°C; FC >160 bpm; FR > 60
ipm; leucocitose/ leucopenia ou mais que 10% de formas jovens;

> Sepse - SIRS secundaria a infeccao;
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> Sindrome Séptica - sepse com disfuncdo organica, hipotensao, ou
hipoperfusao tecidual, caracterizada por acidose lactica, oliguiria, ou alteracao
aguda do estado de consciéncia;
> Choque Séptico - sepse com hipotensdao nao responsiva a ressuscitacao
hidrica;
> Disfuncido de Multiplos Orgdos e Sistemas - comprometimento progressivo
da perfusdo de o6rgaos, representado por qualquer combinacdo de disturbios
como: coagulacao intravascular disseminada (CIVD), sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica ou
disfuncao neurologica.
No recém-nascido outro aspecto importante € a classificacdo do
quadro séptico. A sepse neonatal é classificada em duas formas: precoce e tardia.
A forma precoce ocorre até o quarto dia de vida (KLEIN &
MARCY, 1995). Relaciona-se com complicacoes obstétricas como rotura
prematura de membranas, trabalho de parto prematuro, corioamnionite, febre
intra-parto e colonizacdo vaginal materna. Os agentes etiolégicos sao
provenientes do trato genital materno, entre eles a Escherichia coli, o
Streptococcus agalactiae e a Listeria monocytogenes (STOLL et al., 1996b,
KAUSHIK et al., 1998).
A sepse tardia ocorre a partir do quinto dia de vida (KLEIN &
MARCY, 19935), entretanto em funcao do conceito do CDC que define infeccao
hospitalar de origem ambiental aquela que ocorre a partir de 48 horas, a
definicao de sepse tardia apds 48 horas também pode ser utilizada (NNISS, 1994;
GAYNES et al.,, 1996). Esta forma relaciona-se com o ambiente pods-natal,
caracteristicas proprias do recém-nascido e do seu atendimento, procedimentos
utilizados, antibioticoterapia prévia, nutricdo parenteral, manipulacao do recém-
nascido, infeccdo cruzada entre outros (FREIJ & Mc CRACKEN, 1994). Os
principais agentes sdo os Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
bactérias Gram-negativas e fungos (STOLL et al.,, 1996a; BENTLIN, 1997;
NASCIMENTO, 1997; ANWER et al., 2000; STOLL et al., 2002).
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3. Fisiopatologia

As vias de transmissdo da sepse neonatal relacionam-se
diretamente com o tempo de aparecimento do quadro. Na precoce, a infeccao
pode ocorrer por via ascendente ou hematogénica caracterizando a infeccao
intra-amniética, ou ainda ao nascimento, via canal de parto. Na tardia, sdo mais
frequentes a transmissdo hematogénica, a entrada de microorganismos por
solucoes de continuidade da pele dos recém-nascidos e a infeccao cruzada
(KLEIN & MARCY, 1995; POLZIN & BRADY, 1998).

Seja qual for a via de infeccao as bactérias irdo multiplicar-se no
foco primario podendo atingir outros o6rgdos e sistemas através da corrente
sanglinea, instalando-se assim o quadro séptico. Até ha pouco tempo,
acreditava-se que o microorganismo invasor agredisse diretamente o hospedeiro
por meio de toxinas, entretanto varios estudos revelam que é o proprio sistema
imune do hospedeiro que em resposta as toxinas bacterianas medeia a leséo
tecidual e a agressao associada a sepse (SAEZ-LLORENZ & Mc CRACKEN, 1993).
A resposta do hospedeiro depende da sua capacidade de reconhecimento e
neutralizacdo do microorganismo na corrente sangliinea e nos tecidos. Os
eventos fisiopatologicos que ocorrem neste processo sao mediados por citocinas,
ativadas em resposta a presenca de componentes bacterianos dentro do
compartimento vascular.

Vias bioquimicas, neuroendocrinas e imunologicas sdo ativadas
na tentativa de controlar a invasao bacteriana. Ocorre ainda ativacdo da cascata
do complemento e da coagulacdo, estimulacdo do sistema calicreina-cinina,
producao de beta endorfinas e alteracoes das propriedades cinéticas e funcionais
de polimorfonucleares (SAEZ-LLORENZ & Mc CRACKEN, 1993).

O estresse da sepse ativa o sistema opidéide endégeno e libera
beta endorfinas que estdo envolvidas na génese do choque, causando depressao
cardiovascular, vasodilatacao e hipotensao (HOLADAY, 1983).

Os neutrofilos tém importante participacdo no processo séptico.
Os mediadores da resposta inflamatoria especialmente as citocinas, sao
responsaveis pela adesdao do neutrofilo ao endotélio, pela estimulacdo de suas

funcoes, entre elas a quimiotaxia, a fagocitose e a lise bacteriana. Desses
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eventos, resulta a degranulacdo dos neutrofilos com liberacdo de enzimas

proteoliticas e radicais livres de oxigénio que sao lesivos aos tecidos locais,

aumentando a permeabilidade endotelial e colaborando para o extravasamento

capilar, que é um importante mecanismo na génese do choque séptico (LEHRER

etal.,, 1988; TERASHIMA et al., 1998).

4. Peculiaridades das infeccdes nos recém-nascidos

Resposta imune

O sistema imune atua como sistema integrado de defesa do

hospedeiro para eliminar o agente infeccioso e oferecer protecao duradoura.

Por outro lado, os microorganismos apresentam ou desenvolvem mecanismos

de evasao que podem levar a infeccdo ou a lesao tecidual. A resposta imune a

infeccao ocorre em trés fases (GRUMACH & SILVA, 2001):

>

imunidade inata, que corresponde a primeira barreira para eliminar o
organismo invasor, ativada imediatamente apos a invasao deste organismo
(até 4 horas) , de resposta rapida e nao especifica aos antigenos. Fazem
parte da imunidade inata o sistema complemento, lisozimas, proteinas de
fase aguda, células fagociticas e natural killer. Quando esta linha de defesa
€ ultrapassada, a resposta imune adaptativa atua, gerando células
antigeno-especificas e células de memoria que impedem a infeccdo por
aquele agente;

resposta induzida precocemente, que nao gera protecao duradoura (4 a 96
horas) entretanto pode repelir o microorganismo ou manté-lo sob controle
até que ocorra a resposta adaptativa. As citocinas produzidas durante esta
fase atuam no desenvolvimento da resposta adaptativa e podem determinar
se a resposta sera predominantemente humoral mediada por anticorpos, ou
celular mediada por células T;

resposta adaptativa ou especifica, que ocorre apos 96 horas e compreende

a resposta de anticorpos e linfécitos T.
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A evolucdo do processo infeccioso envolve uma sequiéncia de
interacoes entre microorganismo e hospedeiro. As caracteristicas dos
microorganismos determinam sua viruléncia, enquanto as peculiaridades do

hospedeiro determinam a evolucao da doenca (GRUMACH & SILVA, 2001).

Susceptibilidade as infeccdes

A maior susceptibilidade do recém-nascido as infeccoes ocorre
pela producdo e funcado diminuidas dos componentes dos sistemas de defesa
local e sistémica, desde o comprometimento das barreiras naturais até as
respostas dos mecanismos imunes inato e adaptativo (VILELA, 2001).

Até o nascimento o feto vive em ambiente estéril intra-utero,
imunologicamente protegido pela mae. Apés o nascimento ele passa a ser
colonizado com microorganismos do trato genital materno e também de fontes
hospitalares. O sistema imunologico do recém-nascido € funcionalmente
deficiente na producao de complemento e imunoglobulinas e na secrecao de
mediadores inflamatoérios por leucocitos (GAUNT & RAMIN, 2001).

A pele do recém-nascido tem permeabilidade aumentada, menor
queratinizacdo, menor producdao de melanina, maior susceptibilidade a
colonizacdo, além de ter sua integridade alterada facilmente por qualquer tipo de
agressao local. O cordao umbilical com freqiiéncia é fonte de infeccao por sua
proximidade com todo o sistema circulatério. O revestimento mucociliar nasal e a
producao de lagrimas e saliva sao deficientes. No trato gastrointestinal a limitada
producdo de imunoglobulina A (IG-A) secretora e de sais biliares, e a menor
acidez gastrica favorecem a infeccao (KLEIN & MARCY, 1995). A auséncia de
aleitamento materno também é fator determinante no desenvolvimento e controle
de infecgoes (GAROFALO & GOLDMAN, 1999; NEU & BERNSTEIN, 2002).

A deficiéncia na resposta imune inata € decorrente da limitada
capacidade de producdo de neutrofilos, e inadequada funcdo dos mesmos, da
menor fracdo de precursores de granulocitos, baixa expressado de integrinas e L-
selectinas ao neutréfilo e consequente deficiéncia da adesdo ao endotélio, da
migracao e da quimiotaxia (VILELA, 2001). Estudos sobre o numero e funcao de

neutroéfilos em recém-nascidos mostram pequeno pool de estocagem, aderéncia e
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quimiotaxia diminuidas e baixa capacidade de morte intracelular, especialmente
em prematuros (SPEER & JOHNSTON, 1998).

Os monoécitos embora estejam normais em numero, e realizem
fagocitose e atividade microbicida com a mesma competéncia do adulto,
apresentam quimiotaxia reduzida. Os macrofagos sdo imaturos para a atividade
microbicida, fagocitose, apresentacdao de antigeno e producao de interleucinas. A
atividade das vias classica e alternativa do sistema complemento, especialmente
no recém-nascido prematuro € menor que 50% do valor de adultos
(WINKELSTEIN, 1998).

O sistema imune adaptativo também apresenta deficiéncias. A
funcao da célula T no feto e recém-nascido € diminuida quando comparada ao
adulto, incluindo a citotoxicidade mediada pela célula T nas infecgoes virais. No
recém-nascido ocorre diminuicdo seletiva na producao de citocinas pelas células
T, o que pode contribuir para a imaturidade de toda funcao imune celular. A falta
de exposicao prévia aos antigenos € a principal diferenca em relacao ao adulto,
propiciando diferente resposta qualitativa aos antigenos e menor numero de
células de memoria nos recém-nascidos (VILELA, 2001).

A semelhanca da imunidade celular, a imunidade humoral tem
caracteristicas diferentes do adulto. A imunoglobulina G (IG-G) é transportada da
mae para o feto através da placenta, principalmente no ultimo trimestre de
gestacao, propiciando concentracdo em corddo similar a da mae. A IG-M nao
atravessa a barreira placentaria e sua concentracao é apenas 20% da observada
em adultos. Os niveis das imunoglobulinas A, D e E sao baixos ou indetectaveis
no sangue de cordao umbilical, elevando-se no primeiro ano de vida. Nao existe
evidéncia que estas imunoglobulinas apresentem limitacées em sua funcao no
periodo neonatal (OGRA & RASSIN, 1995; VILELA, 2001).

Por tudo isto recém-nascidos apresentam maior risco para o

desenvolvimento de infeccoes e sepse.
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Dificuldades diagnosticas

Na maioria das vezes o alerta inicial para a suspeita da sepse
consiste na impressao clinica de que o recém-nascido nao esta bem,
apresentando-se hipoativo, com instabilidade térmica, residuo gastrico, apnéia
entre outras manifestacoes. Entretanto estes sinais e sintomas sao inespecificos
e podem ser encontrados em processos nao infecciosos, o que dificulta o
diagnostico (KLEIN & MARCY, 1995).

Os exames laboratoriais, principalmente o hemograma e
reagentes de fase aguda como a proteina C reativa (PCR), utilizados em conjunto
e de forma seriada, auxiliam no diagnostico da sepse, mas também sao
inespecificos (GERDES & POLIN, 1987; RODWELL et al., 1988; POWELL &
MARCY, 1995).

O padrao ouro para a definicao da sepse € o isolamento do agente
em fluidos corporais, especialmente no sangue e liquor. Entretanto a positividade
destas culturas nao é alta e seu resultado nao é rapido, o que dificulta ainda
mais o diagnostico (POWELL & MARCY, 1995; BUTTERY, 2002).

As novas técnicas de biologia molecular tém propiciado grandes
avancos no diagnéstico etiolégico rapido e preciso da sepse. A amplificacdo da
reacdo de polimerizacdo em cadeia, utilizando seqiiéncias de DNA encontradas
em bactérias e outros microorganismos, permite a identificacdo rapida destes
agentes com alta sensibilidade (Mc CABE et al., 1995). Entretanto o alto custo,
inviabiliza sua utilizacao de rotina.

Outros exames promissores, incluem a determinacdo dos niveis
de citocinas em fluidos corporais e o estudo das moléculas de adesdo intercelular

- ICAM (MEADOW & RUDINSKY, 1995; PHILIP, 1996).
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5. Citocinas na sepse neonatal

Acao e Classificacao

As citocinas representam um grande grupo de proteinas soluveis
que atuam na regulacao de células de forma semelhante aos hormonios. Elas sao
sintetizadas e secretadas por células do sistema imune e ndo imune, em resposta
a diferentes estimulos. Sao mediadores potentes que atuam via receptores de
superficie, aos quais combinam-se com muita afinidade. A distribuicdo desses
receptores nos diferentes tipos de células, determina o grau de interatividade da
citocina. Muitas citocinas sdo secretadas e algumas sao expressas na membrana
celular ou armazenadas na matriz extracelular. Seus efeitos sdo autécrinos e
paracrinos ou seja, atuam a curta distancia, na intimidade dos 6rgaos linféides.
As citocinas possuem muitas propriedades entre elas: pleiotropia - uma tUnica
citocina atua em diversos tipos celulares e estimula respostas diferentes;
redundancia - duas citocinas diferentes podem induzir resposta semelhante;
sinergismo - o efeito combinado de duas citocinas € maior do que o efeito
cumulativo das citocinas individualmente; antagonismo - algumas citocinas
inibem o efeito de outras. As interacdoes antagonicas sdo mecanismos
importantes na regulacdo das acoes das citocinas (VASCONCELOS, 2001;
GRUMACH & SILVA, 2001).

A funcao das citocinas € coordenar a acdo de diferentes tipos de
células participantes da resposta imune inflamatéria incluindo, o controle da
proliferacdo e diferenciacdo de células hematopoiéticas, o recrutamento de
leucocitos para o sitio da infeccao, a ativacao de leucocitos e de seus mecanismos
efetores. A secrecdo de citocina ocorre apods ativacdo da célula produtora. As
citocinas secretadas induzem aumento na expressao de receptores na célula alvo
e ativam outras células produtoras sucessivamente, até que grande numero de
células diferentes tenham sido envolvidas na resposta inflamatoria
(VASCONCELOS, 2001).

As acoes das citocinas sao bastante diversificadas e somente com
a caracterizacdo estrutural de cada uma delas, foi possivel classifica-las em

familias. Entre elas destacam-se:
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> Hematopoietinas: citocinas envolvidas na proliferacao e diferenciacao de
células hematopoiéticas;

> Interferons: proteinas sintetizadas por células infectadas por virus ou outros
patogenos;

> Interleucinas (IL): secretadas por grande variedade de células como
monocitos, células de Langerhans, linfocitos T e B, células Natural Killer,
células endoteliais, fibroblastos, queratinécitos, condrécitos. Atuam sobre os
linfocitos T e B, monocitos, macrofagos, neutroéfilos, células epiteliais,
osteoblastos e hepatocitos entre outras células. Sua funcdo é basicamente
pro-inflamatoéria;

> Fator de necrose tumoral (TNF): codificado por genes ligados ao complexo de
histocompatibilidade, secretado por monécitos, macrofagos e linfécitos T. Seus
efeitos gerais sdo semelhantes aos das interleucinas;

> Fator de crescimento e transformacao: representado por dois tipos diferentes
de moléculas, alfa e beta, que se relacionam com fator de crescimento
epidérmico, inibicdo da proliferacao celular, reparacao tecidual, hematopoiese
e inducao da sintese de IG-A;

> Quimiocinas: moléculas de baixo peso molecular que atuam na resposta
inflamatoéria como fatores quimiotaticos. Essas moléculas sao classificadas em
dois grupos principais, definidos pela semelhanca na regidao dos residuos de
cisteina: as C-X-C ou o quimiocinas (onde X corresponde a qualquer residuo
de aminoacido) atraem neutréfilos enquanto as C-C ou B quimiocinas atraem
monocitos e, em menor grau, eosinodfilos e linfocitos. Dessa forma, elas sao
importantes no recrutamento de células na imunidade inata e adquirida
(HAGEMAN & CAPLAN, 1995; KILPATRICK & HARRIS, 1998; VASCONCELOS,
2001).

Fator de Necrose Tumoral-a, Interleucina 1, Interleucina 6 e

Interleucina 8

No passado, as estratégias terapéuticas tinham como objetivo

exclusivo a erradicacdo da bactéria que causava infeccdo, entretanto, muitos
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pacientes evoluiam para 6bito mesmo apoés a esterilizacdo de culturas com os
agentes terapéuticos. Com o conhecimento dos mediadores inflamatorios sabe-se
que durante o processo séptico o hospedeiro produz citocinas pro-inflamatorias
as quais iniciam uma cascata de eventos que resultam na lesdo tecidual em
locais distantes e faléncia de multiplos orgdos e sistemas, mesmo apos a
erradicacao do agente agressor. As citocinas medeiam muitos desses eventos e
especial atencdo tem sido dada a capacidade dos recém-nascidos em produzi-las,
destacando-se:
> TNF: sao descritos o TNF-a , e a linfotoxina B que exercem acao biologica
semelhante na inflamacao local, ativacao de células endoteliais e lise de
células tumorais (VASCONCELOS, 2001). O TNF €& mediador precoce na
cascata das citocinas. Muitos autores sugerem que em recém-nascidos a
producdo de TNF pelos mondcitos do corddao umbilical esteja diminuida
(ENGLISH et al., 1988; PETERS et al., 1993; WILLIAMS et al., 1993). Em
prematuros, WEATHERSTONE & RICH (1989) observaram que as células do
sangue de cordao secretavam menores quantidades de TNF do que os
monocitos de recém-nascidos de termo ou adultos controles.
> IL-1: as Interleucinas 1 o e 1 B sao sintetizadas e produzidas de forma
semelhante ao TNF. Estas citocinas induzem a producao de outras
interleucinas como IL-2 e IL-4, de Interferon, promovem a secrecao de
imunoglobulinas, a neutrofilia, a febre e a producao de proteinas de fase
aguda (WILMOTT et al.,, 1987; BURCHETT et al., 1988; BESSLER et al.,
1993, VASCONCELOS, 2001). Os resultados de estudos que investigaram a
capacidade de producdo de IL-1 por recém-nascidos sdo contraditorios,
podendo esta producdo estar normal, diminuida ou aumentada
(VASCONCELOS, 2001; VILELA, 2001). MILLER et al. (1990) encontraram
niveis elevados de IL-1 em recém-nascidos de parto vaginal induzido ou
cesarea de urgéncia e niveis muito baixos naqueles provenientes de partos
vaginais conduzidos ou cesareas eletivas. Neste estudo, recém-nascidos
com graves complicacoes perinatais como asfixia e pré-eclampsia materna,
apresentaram niveis muito elevados de IL-1. Em 1993, PETERS et al.
dosaram IL-1 e TNF-a em sangue periférico de recém-nascidos de termo e

prematuros, e em adultos sadios, apés a estimulacdo de monocitos com
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lipopolissacarides bacterianos, e observaram menor secrecao de IL-1 e
TNF-a nos dois grupos de recém-nascidos. Os autores propuseram que esta
diferenca poderia estar relacionada com variaveis perinatais como tipo de
parto, evolucao clinica e complicacoes dos recém-nascidos.
> IL-6: producao e secrecao semelhante as outras citocinas sendo
responsavel pela proliferacido e diferenciacdo de células T e B e pela
producdo de reagentes de fase aguda. SAITO et al. (1990) avaliaram os
niveis de IL-6 apods estimulacao por IL-1 e observaram menores
concentracoes em prematuros quando comparados a recém-nascidos de
termo e adultos.
> IL-8: sintetizada por monocitos circulantes, macrofagos, fibroblastos,
células endoteliais, epiteliais, hepatocitos, queratinocitos, células sinoviais,
condrécitos e algumas células tumorais. Sua producao é estimulada por
lipopolissacarides de bactérias ou indiretamente por outras citocinas, como
TNF, IL-1, IL-3, fator estimulante de colonias de granulocitos e mondcitos,
lecitinas, complexos imunes e fagocitos. A IL-6 nao estimula a producédo de
IL-8 (VASCONCELOS, 2001). A IL-8 é uma quimiocina da familia C-X-C,
com funcado de quimiotaxia, que acumula e ativa neutrofilos no local da
inflamacao, amplificando o processo inflamatério. Os neutroéfilos ativados
tém papel importante na eliminacdo do microorganismo e também na
producao de mais IL-8 (SHIMOYA et al., 1992; TERASHIMA et al., 1998).
Os monocitos in vitro mostram dois picos de liberacao da IL-8: o
primeiro entre duas e quatro horas apos o contato com agentes inflamatorios e o
segundo aproximadamente 24 horas apéds, importante na manutencao do
processo inflamatério (TRAUTMAN et al., 1992; VASCONCELOS, 2001). A IL-8 é
fundamental no burst oxidativo, ou seja, no aumento do metabolismo oxidativo
dos fagocitos apds a captacdo de particulas opsonizadas e também promove

aumento da adesao leucocitaria (VASCONCELOS, 2001).
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Niveis do TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 na sepse neonatal

Varias pesquisas sugerem que as citocinas especialmente o
TNF-a, as IL-1, IL-6 e mais recentemente a IL-8 contribuem para a resposta
inflamatoria do recém-nascido as infeccoes. Embora o sistema imunolégico do
recém-nascido produza citocinas para protegé-lo da invasao microbiana, pode
ocorrer superproducao destes imunorreguladores, ocasionando efeitos deletérios
ao organismo.

O TNF-a esta aumentado nos quadros sépticos, especialmente no
choque (GIRARDIN et al.,, 1990; De BONT et al., 1993; SHI et al.,, 1993;
OZDEMIR et al., 1994). Este fato foi bem documentado ja em 1990 no estudo de
GIRARDIN et al. que analisaram os niveis de TNF-a em 69 recém-nascidos de
risco para infeccao precoce, com idade gestacional entre 28 e 40 semanas. Os
neonatos foram divididos em 3 grupos: G1: 9 recém-nascidos que apresentaram
hemocultura ou cultura de liquor positiva, dos quais, 4 evoluiram com choque;
G2: 11 recém-nascidos com cultura de aspirado gastrico positiva; G3: 49
controles. Os pacientes de G1 apresentaram niveis de TNF-a significativamente
maiores do que os outros grupos, principalmente nos casos de choque séptico. A
especificidade encontrada foi de 98% (GIRARDIN et al., 1990).

ROMAN et al. em estudo prospectivo de 23 recém-nascidos
sépticos, de termo, com menos de 3 dias de vida e peso médio de 2900g,
encontraram altos niveis de TNF-o nos pacientes que evoluiram com choque.
Nestes casos a sensibilidade e especificidade foram de 100% (ROMAN et al.,
1993).

O estudo de WILLIAMS et al. (1993) avaliou a producdo de TNF
por monocitos de corddo de recém-nascidos prematuros apos estimulacdo com
lipopolissacarides do Streptococcus do grupo B, e mostrou producao maior do que
em monocitos de adultos. Os autores propuseram que em recém-nascidos
prematuros, alteracoes na liberacao e producao de TNF-a, podem representar um
fator importante na susceptibilidade a infeccdo bacteriana e choque,

especialmente em relacdo ao Streptococcus do grupo B.



Introducdo 16

Estes estudos, embora com ntimero reduzido de recém-nascidos,
demonstraram alta sensibilidade e especificidade do TNF-o no choque séptico,
sugerindo correlacao entre TNF-o e gravidade da doenca.

De BONT et al. (1993) dosaram IL-1, IL-6 e TNF-a em recém-
nascidos no momento da suspeita clinica de sepse precoce ou tardia. Sepse foi
definida como quadro clinico sugestivo e hemocultura positiva ou suspeita
clinica com evidéncia laboratorial de infeccdo. Do total de 18 pacientes
estudados, 10 apresentaram sepse, sendo 8 com hemocultura positiva. A idade
poOs natal no grupo séptico variou de 1 a 15 dias, a média do peso de nascimento
foi de 2005g e idade gestacional de 33 semanas, enquanto no grupo controle a
idade pos natal foi de 4 £ 1 dia, e as médias de peso de nascimento e idade
gestacional foram de 2867g e 36 semanas respectivamente. A IL-1 foi detectada
em 9 dos 10 pacientes sépticos, porém em baixas concentracdes. Os autores
sugeriram que as baixas concentracoes de IL-1 em neonatos poderiam justificar
a falta de resposta febril frente as infeccdes. Outros autores documentaram
aumento da IL-1 em prematuros com sepse precoce, com sensibilidade e
especificidade de 83% e 86% respectivamente (BERNER et al., 1998). Da mesma
forma que sao contraditorios os niveis de IL-1 em sangue de corddo, os valores
encontrados em recém-nascidos sépticos também sao conflitantes, talvez pelo
numero reduzido de pacientes ou pela heterogeneidade das amostras estudadas
que envolvem recém-nascidos de termo e prematuros, com sepse precoce e
tardia.Os niveis de TNF-a e IL-6 foram significativamente maiores nos recém-
nascidos sépticos. Apos o inicio da terapéutica e concomitante com a melhora
clinica, houve diminuicao dos niveis de TNF-a, IL-1 e IL-6.

A IL-6 é uma citocina bastante estudada no periodo neonatal.
Devido a sua acao de induzir a producdo de reagentes de fase aguda, muitos
ensaios clinicos avaliaram sua utilizacdo em conjunto com a PCR, como
indicadores precoces de infeccao neonatal. Um destes ensaios, procurou
estabelecer se a associacao destes dois marcadores era Util na deteccao da sepse
precoce. Os pacientes foram classificados em 4 grupos: G1: 18 recém-nascidos
com sepse confirmada por hemocultura; G2A: 15 recém-nascidos com sepse
clinica; G2B: 41 infectados, nao sépticos e sem cultura positiva; G3: 54

controles; G4: 101 com infeccdo nao confirmada. A idade pos natal variou de 1 a
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86 dias, a idade gestacional de 26 a 40 semanas. A IL-6 foi detectada em niveis
elevados nos grupos de recém-nascidos infectados com sensibilidade de 73% em
G1(sepse confirmada), 87% em G2A (sepse clinica), 68% em G2B (infectados, nao
sépticos). Em 75% dos recém-nascidos infectados, ndo se detectou a IL-6 apds 24
horas da admissado no estudo. Dentre 18 recém-nascidos infectados que nao
apresentavam niveis mensuraveis de IL-6 na admissdo, 10 apresentaram niveis
elevados de PCR, sugerindo que a IL-6 nao foi detectada devido a sua curta meia
vida, mas induziu a sintese de PCR que pode ser mensurada. Nos pacientes com
hemocultura positiva e sepse clinica com PCR negativa na admissdo, a
sensibilidade da IL-6 foi de 100% (BUCK et al., 1994). Este estudo mostrou que a
positividade da IL-6 depende do momento em que o neonato foi incluido no
estudo. Nesta pesquisa nao foi referido o peso de nascimento dos neonatos, e
houve grande variacdo na idade gestacional e pos natal.

Estudo multicéntrico sobre infecgcoes tardias de corrente
sangliinea, com analise da IL-6 dentro de 48 horas da evolucdao do quadro,
mostrou baixa sensibilidade e especificidade, 47% e 75% respectivamente,
reforcando que esta citocina apresenta meia vida curta, portanto sao necessarias
coletas mais precoces para que sua dosagem seja Util no diagnéstico (BECK-

SAGUE et al., 1994).

Mais recentemente DOELLNER et al. (1998) estudaram 241
recém-nascidos com suspeita de infeccdo precoce e dosaram IL-6 e PCR na
primeira semana de vida e 3 a 4 dias ap6s. Os pacientes foram divididos em 5
grupos: G1: 24 recém-nascidos, idade gestacional média de 37 semanas, peso de
nascimento médio de 3100g, com sepse confirmada, sepse clinica ou pneumonia;
G2: 18 recém-nascidos, idade média de 36 semanas, peso semelhante a G1, com
infeccao provavel; G3: 31 neonatos com 35 semanas e 2500g nos quais a
infeccao nao poéde ser confirmada ou excluida; G4: 98 recém-nascidos com 34
semanas e 2900g, inicialmente com suspeita de infeccdo, porém nao confirmada;
G5: 70 controles com 36 semanas e 2900g. Os autores encontraram altos niveis
de IL-6 em G1 e G2 (grupo de infectados) em comparacdo com GS (controles). A
deteccdo da IL-6 isoladamente mostrou sensibilidade de 78%, especificidade de

71% e valor preditivo negativo de 93%. Quando combinada com a PCR a
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sensibilidade aumentou para 96% e a especificidade para 74%, com valor
preditivo negativo de 99%. Em funcao destes resultados os autores concluiram
que a avaliacdo em conjunto da PCR e da IL-6 pode identificar precocemente os
recém-nascidos infectados (DOELLNER et al., 1998).

Estudo clinico realizado por EDGARD et al. (1994) avaliou a
contribuicao diagnostica da IL-6 e TNF-a em 60 neonatos, com suspeita de
infeccao. A idade gestacional variou de 23 a 39 semanas (média de 29 semanas),
o peso de nascimento de 625g a 3625g (média de 1320g), sendo 15 com suspeita
de infeccao precoce e 45 com suspeita de infeccdo tardia. O sangue para as
dosagens foi coletado no momento da suspeita clinica, antes do inicio da
terapéutica. Do total de 60 pacientes estudados, 43 foram considerados
infectados (25 com hemocultura positiva), 11 nao infectados e 6 casos suspeitos.
Os niveis de TNF-a nao diferiram estatisticamente entre os grupos, e os niveis de
IL-6 foram maiores no grupo infectado, porém com sensibilidade de apenas 31%,
nao se constituindo isoladamente bom teste diagnostico.

Ainda em 1994, De BONT et al. avaliaram a eficacia da IL-6 e do
TNF-0 como marcadores precoces de infeccdo neonatal tardia em 55 recém-
nascidos divididos em 3 grupos: G1: 15 recém-nascidos com sepse confirmada
por hemocultura, idade gestacional média de 33 semanas e peso de nascimento
meédio de 2110g; G2: 18 recém-nascidos com suspeita clinica de sepse, idade
gestacional e peso de nascimento semelhantes a G1; G3: 22 controles, com
meédia de 36 semanas de idade gestacional e 2900g de peso. A idade po6s natal
meédia foi de 7 dias (0O - 47). Os recém-nascidos infectados apresentaram altos
niveis de TNF-a e IL-6. O TNF-a mostrou sensibilidade de 73% e especificidade
de 94% e a IL-6 sensibilidade de 80% e especificidade de 78%. Quando os niveis
plasmaticos de TNF-a e IL-6 foram combinados para o diagnostico de sepse
neonatal a sensibilidade foi de 60% e a especificidade aumentou para 100%,
sugerindo que a associacdo dos dois testes parece ser util na exclusado do
diagnostico.

LEHRNBECHER et al. (1996) dosaram IL-6, IL-8 e ICAM-1 em
sangue materno e de cordao, com objetivo de identificar precocemente infeccao e
observaram niveis elevados em corddao nos casos que evoluiram com sepse

precoce. Os valores encontrados em sangue de corddo ndo se correlacionaram
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com os niveis maternos, indicando que a resposta inflamatéria do concepto
frente ao quadro séptico € independente da resposta materna, e que a IL-6, IL-8
e ICAM-1 podem ser uteis no diagnéstico de infeccao precoce.

Em estudo objetivando identificar a contribuicdo da IL-6 e dos
receptores soluveis de TNF-a no diagnéstico de infeccdo precoce, foram
analisados 217 recém-nascidos controles e 36 infectados (11 com sepse precoce
confirmada por hemocultura e 25 com sepse clinica). A idade gestacional e o peso
de nascimento foram semelhantes nos grupos com meédias de 38 semanas (24 a
42 semanas) e 3000g (700 a 4700g) respectivamente. As dosagens foram
realizadas no sangue de cordao ou nas primeiras 12 horas de vida. Os niveis de
IL-6 foram significativamente maiores no grupo de recém-nascidos infectados.
Com ponto de corte de 100pg/ml a sensibilidade foi de 83%, a especificidade
90% e o valor preditivo negativo de 97%, permitindo a exclusao do diagnostico de
infeccao e consequentemente evitando o uso desnecessario de antibidticos. A
determinacado dos receptores soluveis para TNF-a nao se mostrou util,
apresentando sensibilidade e especificidade bem menores do que a IL-6. Nao
houve correlacao dos niveis de IL-6 e receptores de TNF-o com a idade
gestacional, sugerindo que mesmo os recém-nascidos prematuros sdo capazes de
sintetiza-los (MESSER et al., 1996).

Outra pesquisa interessante e com resultados conflitantes em
relacdo aqueles até entdo apresentados, foi realizada por PANERO et al. (1997).
Os autores avaliaram a utilidade da IL-6 no diagnéstico de infeccdo precoce e
tardia em recém-nascidos de UTI Neonatal, com dosagens no primeiro e segundo
dias de evolucdo da doenca. Os neonatos com infeccdo precoce foram divididos
em 5 grupos: G1l: 13 recém-nascidos com sepse confirmada por hemocultura;
G2: 10 com sepse clinica; G3: 47 com outras doencas nao infecciosas; G4: 29
com infeccdo nao confirmada; GS5: 43 controles. O peso de nascimento foi
semelhante nos primeiros 4 grupos, a idade gestacional foi maior em G3, e no
grupo controle os recém-nascidos eram de termo. A IL-6 esteve significativamente
elevada no primeiro dia de dosagem em G1, G2, G3 e G4, sem diferenca entre
eles. No segundo dia as concentracdes persistiram elevadas em G1 e G2 em
comparacao com G3, G4 e controles. A sensibilidade encontrada com ponto de

corte de 70pg/ml foi de 69%, especificidade de 36%, valor preditivo positivo de
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23% e valor preditivo negativo de 81%. E interessante observar que os autores
deste estudo introduziram um grupo novo, formado por recém-nascidos com
doencas nao infecciosas como asfixia, sindrome do desconforto respiratoério,
hemorragia peri-intraventricular que podem simular infeccoes, e diferenciaram
controles sadios de infeccdo nao confirmada. Os resultados desta etapa do
estudo, com altos valores de IL-6, mesmo em pacientes ndo infectados, sugerem
que em recém-nascidos de alto risco, a presenca de doencas nao infecciosas
poderia desencadear a sindrome da resposta inflamatoria sistémica com
consequente liberacao de IL-6.

Ainda neste estudo, foi investigado o papel da IL-6 na infeccao
tardia em 17 recém-nascidos com sepse confirmada e 51 controles. A idade
gestacional, pos-natal e o peso de nascimento foram semelhantes. Os niveis de
IL-6 no primeiro dia da sepse foram significativamente maiores em relacao aos
controles, com valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo de 100%. Os valores tornaram-se menores, sem diferenca
entre os dois grupos apés o término da terapéutica (PANERO et al., 1997). Neste
estudo, apesar do numero reduzido de pacientes, a IL-6 mesmo analisada
isoladamente, mostrou ser excelente teste diagnostico na sepse tardia (PANERO
etal.,1997).

Embora os trabalhos mostrem boa relacao entre citocinas, PCR e
infeccao, ha que se considerar a grande variacao de peso de nascimento, idade
gestacional e pds-natal, o pequeno numero de amostras e a avaliacao de forma
nao seriada destes marcadores. Neste sentido, merece destaque o estudo de NG
et al. (1997) sobre citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a), selectina e PCR em recém-
nascidos prematuros de muito baixo peso, com sepse tardia. A amostra foi
uniforme quanto ao peso de nascimento, idade gestacional e idade pos-natal. As
dosagens foram seriadas, realizadas na suspeita de infeccdo, no primeiro,
segundo, quarto e sétimo dia de evolucdo da doenca. Os pacientes foram
classificados em 3 grupos: G1: 35 recém-nascidos com sepse confirmada; G2: 46
com suspeita ndo confirmada; G3: 20 controles. As concentracoes de IL-6, TNF-
a, IL-1 e selectina foram maiores em G1 no momento da suspeita de infeccao.
Todos estes marcadores apresentaram diminuicdo dos niveis séricos com o

tratamento. O comportamento da PCR foi diferente. No momento da suspeita seu
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nivel era baixo, o pico ocorreu com 24 horas do quadro infeccioso, com reducao a
partir do quarto dia de evolucdo. A analise em conjunto da IL-6 com PCR na
suspeita de infeccao, ou da IL-6 com PCR ou TNF-a, no primeiro dia de evolucao
da doenca foram uteis no diagnostico de infeccado tardia. Neste estudo, o nivel
sérico da IL-1 foi baixo, semelhante ao descrito em estudos prévios, o que poderia
justificar a pouca resposta febril de recém-nascidos infectados (NG et al., 1997).
O grande mérito desta pesquisa foi a inclusdo somente de recém-nascidos de
muito baixo peso e a analise seriada em cinco momentos distintos da evolucao
da doenca.

SILVEIRA & PROCIANOY (1999) estudaram a contribuicdo da
IL-6, TNF-a, e IL-1P na sepse precoce, em uma coorte de 117 recém-nascidos no
periodo de um ano. Quatro grupos de estudo foram formados: G1: 13 RN com
sepse confirmada por culturas; G2: 36 RN com sepse clinica; G3: 17 com sepse
clinica e maes que receberam antibidtico intra-parto; G4: 51 RN que néo
receberam antibiéticos. Os grupos foram semelhantes quanto a idade gestacional
e peso de nascimento (todos maiores que 35 semanas e que 2500g), escore de
Apgar, tipo de parto e concentracoes de IL-13. As médias da IL-6 e TNF-a foram
significativamente maiores nos grupos com sepse incluindo aquele de maes que
receberam antibioticos. A combinacao de IL-6 e TNF-a mostrou sensibilidade de
98%, valor preditivo negativo de 90% e valor preditivo positivo de 61%. Ambas as
citocinas mostraram-se sensiveis no diagnostico de sepse, no periodo neonatal
imediato. A IL-1p nao foi bom marcador de sepse.

Uma metodologia bastante interessante foi utilizada em estudo
multicéntrico coordenado por KUSTER envolvendo 6 Unidades de Terapia
Intensiva Neonatal, com 101 recém-nascidos, todos de muito baixo peso. Os
pesquisadores procuraram conhecer o perfil da IL-6, PCR e do antagonista do
receptor da IL-1 (IL-1r) na sepse tardia, no periodo de 4 dias antecedendo o
quadro séptico até 5 dias apds o diagnostico. As amostras para dosagens eram
obtidas no momento da coleta de exames de rotina em cada Unidade. Os recém-
nascidos foram classificados em 3 grupos: G1l: 21 prematuros com sepse
confirmada por hemocultura ou evidéncias clinicas e laboratoriais de infeccao;
meédia de peso de nascimento de 905g e 27 semanas de idade gestacional; G2: 20

prematuros nao infectados, média de 1180g e 29 semanas; G3: 60 prematuros
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com suspeita de sepse ndo confirmada, com peso médio de 890g e idade
gestacional de 27 semanas. A IL-6 e o IL-1r foram bons preditores da sepse pois
aumentaram significativamente 2 dias antes do seu diagnostico. A sensibilidade
do IL-1r , da IL-6 e da PCR no momento da suspeita da infeccao foi de 93%, 86%
e 43% respectivamente (KUSTER et al., 1998). O IL-1r e a IL-6 foram melhores
que a PCR na predicao de sepse nos dois dias anteriores ao diagnostico clinico. A
dosagem destas citocinas pode auxiliar no inicio precoce da antibioticoterapia
com consequente melhora no prognostico da sepse.

ONAL et al. (1999) também investigaram os niveis de IL-6 em 68
recém-nascidos de termo e prematuros, divididos em 3 grupos: G1l: 14 recém-
nascidos com sepse confirmada, G2: 20 com sepse provavel e G3: 34 sem
infeccao. Os pesos e as idades gestacionais foram semelhantes nos 3 grupos. As
concentracoes de IL-6 foram significativamente maiores nos grupos 1 e 2, com
sensibilidade de 74%, especificidade de 91%, valor preditivo positivo de 77% e
valor preditivo negativo de 89%. Os autores concluiram que a IL-6 pode ser um
marcador util no diagnostico da sepse neonatal.

A capacidade da IL-6 em distinguir quadros de insuficiéncia
respiratoria neonatal, de causa infecciosa e nao infecciosa, foi investigada por
KALLMAN et al. (1999) em 87 recém-nascidos divididos em 5 grupos de estudo:
G1l: 15 com sepse confirmada; G2: 15 com sepse clinica; G3: 10 com sindrome
do desconforto respiratério (SDR); G4: 19 com taquipnéia transitoria do recém-
nascido (TTRN); G5: 28 controles. A IL-6 mostrou-se util na diferenciacdo do
quadro séptico suspeito ou confirmado, com a TTRN mas ndo em relacdo a SDR,
fato este atribuido a participacdo dos mediadores inflamatérios na génese da
SDR, dificultando o diagnéstico diferencial com infeccao pela dosagem da IL-6 .

A partir de meados da década de 90, intensificaram-se os estudos
sobre a IL-8, com o objetivo de avalia-la como citocina amplificadora da resposta
inflamatoria nas doencas neonatais. Os estudos até entao realizados com
amostras pequenas, envolvendo recém-nascidos de termo e prematuros, na sua
grande maioria com analise nao sequencial, mostravam que a IL-8, assim como a
IL-6, poderiam ser Uteis como marcadores de infeccao (SHIMOYA et al., 1992;

EDGARD et al., 1994; LEHRNBECHER et al., 1996; BERNER et al., 1998).
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Na sepse neonatal a IL-8 tem sido bastante valorizada pelo seu
poder de amplificar e perpetuar a resposta inflamatoria, sendo atualmente
considerada como importante marcador diagnostico de infeccao (SCHOLLIN,
2001).

Em 1992, SHIMOYA et al. estudaram a IL-8 em sangue de cordao
de 38 recém-nascidos prematuros, filhos de maes com corioamnionite e 34
controles. Nos prematuros infectados foram obtidos niveis mais elevados e
diretamente relacionados com a gravidade da corioamnionite. A IL-8 mostrou-se
util na deteccao precoce de corioamnionite, com maior sensibilidade e
especificidade do que os testes habitualmente utilizados, como contagem de
leucocitos, PCR e IG-M. Um achado interessante foi que os recém-nascidos cujas
maes receberam esteroides antenatal para aceleracido da maturidade pulmonar
fetal, apresentaram baixos niveis de IL-8, sugerindo efeito anti-inflamatério do
esteroide no concepto.

Com o objetivo de diagnosticar precocemente a infeccdo neonatal
precoce e tardia, a IL-8 foi avaliada em conjunto com a PCR e a procalcitonina
em 162 recém-nascidos, divididos em 3 grupos: G1:9 recém-nascidos com sepse
confirmada; G2: 37 com sepse clinica; G3: 116 controles. A idade gestacional
variou de 23 a 42 semanas e os neonatos tinham menos que 11 dias de vida. A
procalcitonina que experimentalmente aumenta 4 a 6 horas apos injecao de
lipopolissacarides bacterianos e & considerada como marcador de infeccdo em
criancas e adultos, apresentou baixa sensibilidade e especificidade, néao se
mostrando bom marcador de infeccao em recém-nascidos. A IL-8 combinada ou
nao com a PCR mostrou-se mais sensivel e especifica no diagnostico de infeccao
(FRANZ et al., 1999a).

Um aspecto importante relacionado a infeccao neonatal € o uso
indevido de antibiéticos, resultando em multirresisténcia microbiana, risco de
morte dos pacientes e aumento dos custos hospitalares. Nesse sentido, a IL-8
comecou a ser investigada isoladamente ou em conjunto com outros marcadores,
como método diagnoéstico que possa restringir o uso inadvertido de antibioticos
em Unidades Neonatais (FRANZ et al., 1999b; FRANZ et al.,, 2001; SCHOLLIN,
2001).
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FRANZ et al. (1999b) investigaram o papel da IL-8 e da PCR no
diagnostico de infeccao neonatal precoce e tardia, com o objetivo de reduzir o uso
desnecessario de antibidticos e consequentemente os custos hospitalares. Foram
estudados recém-nascidos de termo e prematuros na suspeita de infeccao, em
dois periodos. No primeiro periodo, foram estudados 260 neonatos. A IL-8 foi
dosada, mas independente do seu valor a terapéutica foi iniciada na suspeita de
infeccao desde que PCR > 10mg/L e/ou indice neutrofilico > 0,2. Na segunda
etapa com 215 recém-nascidos, o uso de antibidticos ocorreu na suspeita clinica
de infeccdo associada a PCR > 10mg/L e/ou IL-8 >53pg/ml. A avaliacao da IL-8
diminuiu a terapia antimicrobiana na suspeita de infeccdo para 58% dos casos
comparada com 71% de uso quando o inicio da terapéutica baseava-se em sinais
clinicos, PCR e/ou indice neutrofilico. A combinacao da IL-8 e PCR, mostrou-se
util no diagnostico precoce de infeccao bacteriana e na reducao da terapéutica
desnecessaria.

Estes autores posteriormente desenharam o mesmo estudo para
infeccao precoce. Primeiramente, a IL-8 foi dosada em 378 neonatos de termo e
prematuros, com suspeita de sepse precoce, sendo 7 confirmada com cultura, 63
com sepse clinica e 308 nao infectados. A semelhanca do estudo anterior foram
avaliados a PCR, o indice neutrofilico e culturas de sangue. A antibioticoterapia
foi instituida baseada na clinica e alteracées de PCR e/ou indice neutrofilico. A
IL-8 =2 70pg/ml e/ou PCR > 10mg/L mostraram sensibilidade de 92% e
especificidade de 74% na sepse confirmada por culturas. Houve aumento de IL-8
em 62% dos RN infectados com PCR ainda normal. Na segunda etapa do estudo,
a IL-8 foi dosada em 331 recém-nascidos que apresentaram sinais clinicos de
infeccao precoce ou histéria de infeccdo intra-amniotica: 7 recém-nascidos com
sepse confirmada; 105 com sepse clinica; 219 nao infectados. O grupo controle
foi constituido de 47 termos saudaveis. A antibioticoterapia foi restrita aqueles
com suspeita de infeccdo que apresentaram aumento de IL-8 e/ou PCR (n=158).
Outras 39 criancas receberam antibidoticos com base em sinais clinicos
independente dos valores de IL-8 e PCR. Dos 150 recém-nascidos nao infectados
nos quais o indice neutrofilico, a IL-8 e a PCR foram avaliados, o tratamento teria
sido indicado em 93 recém-nascidos, sendo 77 em funcao do indice neutrofilico

e/ou PCR e 16 por sinais clinicos. Entretanto, com a dosagem da IL-8 e/ou PCR,
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a terapéutica foi iniciada em apenas 55 recém-nascidos. Assim, houve reducéo
do uso desnecessario de antibioticos em 40% dos casos, mostrando que a IL-8
pode ser util como teste diagnoéstico também para infeccao precoce, reduzindo o
uso indevido de antibiéticos (FRANZ et al., 2001).

MEHR et al. (2001) investigaram o valor da IL-6 e IL-8 em recém-
nascidos com infeccdo neonatal. Um total de 101 pacientes foram avaliados
durante a hospitalizacdo com exame fisico, hemocultura, PCR e dosagens de IL-6
e IL-8. Os neonatos foram classificados em 4 grupos: G1: 11 recém-nascidos com
infeccao confirmada, com cultura positiva; G2: 12 com infeccdo provavel; G3: 52
com suspeita de infeccdo que nao pdde ser confirmada ou excluida; G4: 26
controles. As concentracoes meédias de IL-6 e IL-8 foram significativamente
maiores no grupo com infeccdo confirmada em relacdo aos outros grupos. Os
pontos de corte de alta acuracia, IL-6 > 175pg/ml e IL-8 > 28pg/ml
apresentaram sensibilidade de 80% e 82% respectivamente, e especificidade de
91% e 81%, respectivamente. Nos recém-nascidos com infeccao provavel a IL-6 e
a IL-8 apresentaram baixa acuracia diagnostica.

A partir do conhecimento do papel da IL-8 na amplificacao da
resposta inflamatoria e do seu grande potencial quimiotatico, surgiram pesquisas
avaliando-a em outros fluidos corporais internos entre eles o lavado
broncoalveolar, como marcador prognostico da displasia broncopulmonar
(GRONECK et al., 1994; JONES et al., 1996; TAKASAKI et al.,, 1996; KWONG et
al., 1998) e a wurina, como marcador diagnéstico de infeccdo urinaria e
prognostico de lesdes renais persistentes (TULLUS et al.,, 1994; ROILIDES et al.,
1999; JANTAUSCH et al., 2000; RAO et al., 2001).

Na patogénese da displasia broncopulmonar a IL-8 promove
quimiotaxia de neutrofilos, acumulando e ativando estas células nos pulmoes e
perpetuando a resposta inflamatoéria. (TAKASAKI & OGAWA, 1997; KWONG et
al., 1998).

A pesquisa da IL-8 em urina também tem sido investigada na
literatura em quadros tumorais, infeccoes locais e sistémicas, com objetivo de
conhecer melhor a fisiopatologia, estabelecer a acuracia diagnoéstica desta

citocina e a sua relacdo com o prognostico de doencas.
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TULLUS et al. (1994) dosaram a IL-6 e IL-8 na urina de criancas
com pielonefrite em fase aguda e acompanharam os pacientes por um ano,
realizando cintilografia com DMSA. As criancas com maiores niveis de IL-6
urinaria/creatinina urinaria (ur/cr), evoluiram com alteracdes na cintilografia.
Nao houve correlacao entre IL-8 urinaria e alteracoes na cintilografia com DMSA.
Os autores concluem que a IL-6 ur/cr poderia ser empregada como indicador de
risco de lesao renal persistente.

Em 1999, ROILIDES et al. estudaram 27 recém-nascidos com
infeccao urinaria e 23 controles. A IL-6 e a IL-8 foram dosadas em sangue e
urina no inicio e na segunda semana de tratamento. Ambas nao apresentaram
aumento nos niveis séricos. Niveis aumentados da IL-6 e da IL-8 ocorreram
apenas na urina dos recém-nascidos com infeccao urinaria, sugerindo producéao
local destas citocinas. Houve correlacdo da IL-6 urinaria com alteracbes na
cintilografia com DMSA, mostrando ser esta, marcador prognostico de cicatriz
renal apods infeccdo. Na segunda semana de tratamento as citocinas foram
indetectaveis na urina. Os autores sugerem que os patogenos isolados na
infeccao urinaria poderiam ser os responsaveis pela producao local de citocinas.

Estudo interessante foi realizado por STIEMER et al. (1997) que
analisaram a IL-8 em liquido amni6tico e urina de mulheres gravidas com rotura
prematura de membranas e sua relacdo com infeccao. Estas gestantes estavam
entre 25 e 37 semanas de gestacdo e foram divididas em 3 grupos: Gl: 22
gestantes sem infeccdo; G2: 32 com sinais minimos de infeccao; G3: 17 com
sinais graves de infeccdo. Os niveis de IL-8 no liquido amniético foram maiores
do que a IL-8 ur/cr. As gestantes que apresentavam sinais graves de infeccao
(G3), tiveram niveis urinarios de IL-8 significativamente maiores que os demais
grupos. Este estudo sugere que a IL-8 urinaria reflete a infeccao intra-amnioética,
tem meia vida maior do que outras citocinas e aumenta durante a infeccao, em
decorréncia do mecanismo de feed back positivo. A forma como a IL-8 chega na
urina ainda nao esta clara. Sugere-se que as hemacias tenham receptores para
IL-8, transportando esta citocina até o rim e apods a filtracdo glomerular ela
poderia ser detectada na urina (STIEMER et al., 1997).

Nao sao muitos os estudos sobre a IL-8 como marcador de

infeccao no periodo neonatal. Na sepse precoce ja foi demonstrado que a IL-8
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sérica pode ser util no diagnostico de infeccao (SHIMOYA et al.,1992; EDGARD et
al.,1994; LEHRNBECHER et al.,1996) e na reducao do uso inadvertido de
antibioticos (FRANZ et al., 2001). Na infeccao neonatal (precoce ou tardia), a IL-8
sérica também tem se mostrado bom marcador diagnostico (FRANZ et al., 1999
a; FRANZ et al., 1999b). Até o momento ndo encontramos na literatura trabalhos
especificos da IL-8 em prematuros com sepse tardia. Também nao existe relato
de dosagem da IL-8 na urina de recém-nascidos com sepse neonatal.
Por estes motivos, esta pesquisa foi proposta visando responder
os seguintes questionamentos:
> Quais os niveis séricos e urinarios da IL-8 em recém-nascidos prematuros
com sepse tardia ?
> Os niveis urinarios da IL-8 auxiliam no diagnéstico da sepse tardia em

prematuros?
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Geral

O objetivo geral desta pesquisa foi determinar os niveis séricos e urinarios
da Interleucina 8 (IL-8) em recém-nascidos prematuros com sepse tardia e

investigar se os niveis séricos e urinarios sao uteis no diagnéstico da sepse.

Especificos

Os objetivos especificos foram:

> comparar os valores da IL-8 sérica e urinaria em recém-nascidos prematuros
com sepse tardia e em prematuros nao infectados;

> conhecer a evolucdo dos niveis séricos e urinarios da IL-8 nas primeiras 48
horas do quadro séptico;

> correlacionar os niveis séricos e urinarios da IL-8 nos recém-nascidos
prematuros sépticos;

> calcular a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo da IL-8 sérica e urinaria na sepse tardia;

> comparar a acuracia da IL-8 sérica e urinaria com a do hemograma e da

proteina C reativa na sepse tardia.
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1. Casuistica

1.1 - Aspectos éticos

O estudo foi realizado ap6s a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa do HC FMB - UNESP (Anexo 1), mantendo o anonimato dos recém-
nascidos incluidos, que foram identificados por nuimeros. A aprovacao inicial
ocorreu em junho de 1999 e no projeto constava a avaliacdo de outras citocinas
juntamente com a IL-8. Em 2001, foi reiterada a aprovacao para a dosagem
apenas da IL-8.

As variaveis clinicas e laboratoriais estudadas, com excecéao a IL-
8, ja eram avaliadas de rotina em todo recém-nascido infectado na UTI Neonatal
da FMB - UNESP, e os beneficios esperados com o estudo justificaram sua
realizacao.

O consentimento da mae ou familiar responsavel, foi obtido por

declaracao escrita, apos esclarecimento sobre os objetivos do estudo (Anexo 2).

1.2 - Descricdo da amostra

A casuistica deste estudo foi constituida por 36 recém-nascidos
prematuros menores que 37 semanas de idade gestacional, sendo 19 com quadro
de sepse tardia e 17 nao infectados. Todos os pacientes estiveram internados na
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Botucatu - UNESP, no periodo de fevereiro a novembro de 2001.

1.3 - Definicdo da sepse neonatal tardia

Sepse foi considerada como evidéncia clinica de infeccao
associada a alteracoes de temperatura (hipertermia: T > 37,5°C ou hipotermia: T
< 36,0°C) e/ou taquicardia: FC > 160bpm e/ou taquipnéia: FR > 60 ipm e/ou

alteracdo na contagem do numero de leucocitos: < 5.000/mm3 ou >
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15.000/mm?3 (modificado de SAEZ-LLORENZ & Mc CRACKEN, 1993). Também
foram valorizados no diagnéstico, sinais de hipotensao (PAM < 30mmHg para
prematuros menores que 1500g e < 40 mmHg para prematuros menores que
2500g) e/ou hipoperfusao tecidual representada por acidose (pH < 7,3) ou
oligiria (débito urinario < 1ml/kg/hora). Considerou-se como sepse tardia as

manifestacoes ocorridas apos 48 horas de vida (GAYNES et al., 1996).

1.4 - Padrdo ouro

O padrao ouro corresponde ao diagnoéstico de certeza do quadro
séptico. Neste estudo foi considerado como padrao ouro o diagnéstico clinico e
laboratorial conforme definido anteriormente, associado a confirmacado por

culturas (sangue, urina ou liquor) ou a presenca de meningite.

1.5 - Tipo de estudo

Estudo prospectivo, caso controle, com dois grupos e dois

momentos de avaliacao:

> Grupo séptico (S): prematuros sépticos;
> Grupo néao infectado (N1): prematuros nao infectados;
> Momento 1 (M1): inicio do estudo

> Momento 2 (M2): 24 - 48 horas ap6s o inicio do estudo

1.6 - Local do estudo e caracteristicas da Unidade

O estudo foi realizado na Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP (HC - FMB), no periodo de fevereiro a novembro de 2001.

A UTI Neonatal é considerada Unidade nivel 3 pelo Sistema Unico
de Saude e atende recém-nascidos provenientes do Centro Obstétrico, do

Bercario Anexo a Maternidade, de domicilios e da DIR XI que compreende
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hospitais de Botucatu e toda regido. Foi inaugurada em 1986 com 3 leitos em
uma sala do Bercario Anexo a Maternidade da FMB. Em 1992 foi transferida
para nova area fisica proxima a Maternidade, com capacidade total para 17
leitos, mas com infra-estrutura e recursos humanos adequados para 10 leitos.
Pela elevada demanda, o atendimento diario € em média de 12 pacientes com
total aproximado de 40 internacdes mensais (UNESP, 2002).

A taxa de infeccdo hospitalar oscila em torno de 35%,
constituindo-se em um dos principais problemas da Unidade (UNESP, 2002). A
incidéncia de sepse tardia também é alta, chegando a ocorrer em até 20% dos
prematuros de muito baixo peso, nos quais € uma das principais causas de
mortalidade (BENTLIN, 1997).

Estes dados justificam wuma criteriosa vigilancia clinica e
laboratorial da infeccdo hospitalar nos recém-nascidos internados na UTI
Neonatal. De acordo com o protocolo de vigilancia padronizado na Unidade, na
suspeita clinica de infeccdo €& coletado material biolégico para realizacdo de
exames que possam auxiliar no diagnostico de infeccao, entre estes: hemograma
completo com contagem de plaquetas, dosagem da proteina C reativa (PCR),
hemocultura, cultura de liquor e urina; Rx de torax e eventualmente outros
exames, também sao realizados na busca de foco infeccioso. Os exames sao
repetidos de forma individualizada conforme a evolucdo de cada paciente. Nos
casos onde se tem confirmacao diagnostica, repete-se em 48 horas para avaliar a
resposta terapéutica; nos recém-nascidos com piora progressiva, independente
da terapéutica instituida, repete-se no momento em que se julgar necessario; e
naqueles que apresentam alteracdes clinicas sugestivas, mas o hemograma e a
PCR mostram-se normais, repete-se em 12 a 24 horas para definir diagnoéstico e

terapéutica ou excluir infeccao.

1.7 - Critérios de inclusédo

Foram incluidos no estudo os recém-nascidos prematuros
nascidos ou ndo no Servigco, que apresentaram suspeita clinica de sepse, desde
que a idade pods-natal estivesse entre 3 e 28 dias de vida, a idade gestacional

entre 25 semanas e 36 semanas e 6 dias, o peso de nascimento fosse superior a
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750 gramas e nado tivessem recebido qualquer tipo de imunoterapia. Também
foram critérios de inclusado: auséncia de malformacoes multiplas, auséncia de
evidéncia clinica ou sorolégica de infeccdo congénita e os pais ou responsaveis

terem assinado o termo de consentimento livre e esclarecido.

1.8 - Critérios de exclusao

Os recém-nascidos excluidos foram aqueles que evoluiram com
infeccao localizada nao caracterizada como sepse e que receberam tratamento,
aqueles nos quais nao foi possivel a obtencao de todos os parametros de
investigacdo nos dois momentos estudados e os Obitos ocorridos em periodo
inferior a 24 horas de inclusdo no estudo. Os recém-nascidos nos quais o
diagnostico de infeccao foi afastado, foram mantidos no estudo como grupo de

nao infectados.

1.9 - Formacéo de grupos e momentos de coleta

No momento da suspeita clinica de infeccao os recém-nascidos
foram submetidos a coleta de material biolégico para realizacdo de exames
conforme o protocolo de vigilancia da Unidade. Em um periodo de até 48 horas
de vigilancia, de acordo com a evolucéao clinica e laboratorial dos recém-nascidos,
foram constituidos 2 grupos de estudo:

> Grupo séptico (S): recém-nascidos prematuros com sepse tardia
caracterizada por alteracoes clinicas e laboratoriais, desde que afastadas
outras causas para tais alteracdes e confirmada por cultura positiva em
fluidos corporais (sangue, urina ou liquor) ou presenca de meningite;

> Grupo néo infectado (NI): recém-nascidos prematuros nos quais foi
excluido o diagnostico de infeccao ou sepse tardia. O diagnéstico de
infeccao foi afastado em um periodo de até 48 horas do inicio do estudo,
em funcdo do desaparecimento dos sinais clinicos que sugeriram

infeccao, associado a nao confirmacao laboratorial da mesma, ou seja, o
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hemograma e a PCR nao mostraram alteracées e as culturas foram

negativas.

As dosagens laboratoriais foram realizadas em dois momentos:
> Momento 1 (M1): primeiras 12 horas do inicio do quadro, quando da
suspeita clinica de sepse tardia;

> Momento 2 (M2): 24 - 48 horas apos o inicio do estudo.

A coleta de material biolégico para a segunda dosagem (M2)
seguiu a rotina de vigilancia de infeccdo do Servico. A dosagem de IL-8 nos 2

grupos foi realizada 48 horas apoés o inicio do estudo.

2. Variaveis de Estudo

Preenchidos os critérios de inclusdo e apds a obtencado do
consentimento dos pais ou responsaveis, o paciente foi protocolado (Anexo 3), e
seus dados tabulados pelo autor da pesquisa. No protocolo constavam: dados
demograficos, dados do parto, procedimentos de risco, avaliacao clinica, estagios
da sepse, avaliacao laboratorial com hemograma, escore de Rodwell, glicemia,
PCR, liquor, culturas (sangue, urina e liquor) e os valores séricos e urinarios da
IL-8.
As variaveis estudadas foram classificadas em:
> Clinicas;
> Laboratoriais;

> Interleucina 8 sérica e urinaria.
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2.1 - Variaveis Clinicas

A avaliacdo inicial do recém-nascido consistiu de exame fisico
geral e sistematizado da pele e anexos, segmento cefalico, torax, abdome,
genitais, extremidades e exame neurologico, realizado nas primeiras horas de
evolucdo do quadro. O exame inicial foi realizado pelo autor do trabalho e o
seguimento evolutivo do paciente pela equipe médica fixa da UTI Neonatal, com
supervisdo do autor. Também foram valorizados os sinais vitais e demais
controles realizados pela equipe de enfermagem, a cada 4 horas: temperatura
axilar, freqliéncia cardiaca, freqtiéncia respiratoria, débito urinario, drenagem
por sonda gastrica, evacuacdes (numero, consisténcia e aspecto), perimetro

abdominal, presséo arterial nao invasiva (aferida em aparelhos DIXTAL®).

Caracterizacdo dos recém-nascidos

Os neonatos foram caracterizados e comparados entre si quanto
ao peso de nascimento, idade gestacional, idade pos-natal, sexo, adequacao do
peso para a idade gestacional, tipo de parto, Apgar de primeiro e quinto minutos,
reanimacao em sala de parto. Também foram identificadas as doencas mais
frequentes em cada grupo como sindrome do desconforto respiratorio, infeccao
prévia, persisténcia do canal arterial, hemorragia peri-intraventricular.

Na avaliacao da idade gestacional considerou-se
preferencialmente a estimativa calculada pela data da ultima menstruacao desde
que nao houvesse duvida, seguido da ultra-sonografia obstétrica realizada
precocemente, antes da vigésima semana de gestacdo e como terceira opcao a
avaliacdo somatica e neurologica do recém-nascido pelo método padronizado no
Servico, o New Ballard (BALLARD et al., 1991) .

A classificacdo quanto a idade gestacional seguiu os critérios
adotados no Servico conforme padronizacdo da Organizacao Mundial de Saude
(OMS) que considera prematuro todo recém-nascido com menos de 37 semanas
de idade gestacional (TRINDADE, 1999).

Para avaliar a adequacao do peso a idade gestacional utilizou-se

a curva de Alexander. Foram classificados como adequados para a idade
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gestacional (AIG) os recém-nascidos que se encontravam entre os percentis 10 e
90, como pequenos para idade gestacional (PIG) os abaixo do percentil 10 e
grandes para a idade gestacional (GIG) aqueles acima do percentil 90
(ALEXANDER et al., 1996).

O Boletim de Apgar (APGAR, 1953) definiu as condicdoes de
vitalidade ao nascimento. De acordo com o escore obtido no primeiro minuto foi
definido o grau de depressdo neonatal. No quinto minuto foram valorizados os
escores menores ou iguais a 6 que caracterizam a asfixia neonatal.

A reanimacao neonatal, nos nascimentos ocorridos no Servico foi
realizada de acordo com as normas do programa de Reanimacao Neonatal da
Sociedade de Pediatria de Sao Paulo e Sociedade Brasileira de Pediatria, em
consonancia com a Academia Americana de Pediatria (AAP & AHA, 2000).

Os recém-nascidos também foram caracterizados quanto a
presenca de procedimentos como cateterismo de vasos umbilicais, disseccoes
venosas, cirurgias, drenagens, intubacdo orotraqueal, utilizacdo de nutricdo
parenteral e antibioticoterapia prévia. O autor avaliou o numero e a presenca dos
mesmos no paciente, no periodo de até 48 horas antes da entrada no estudo.

Por meio de rigorosa vigilancia clinica e laboratorial dos recém-
nascidos prematuros sépticos, caracterizou-se a evolucao do quadro para seus
estagios mais avancados, a associacdo com meningite e a ocorréncia de obitos.
Os estagios da sepse foram definidos conforme proposto por SAEZ-LLORENS &
Mc CRACKEN, 1993:

> Choque séptico: sepse com hipotensido, nao responsiva a ressuscitacao
hidrica;

> Disfuncao de multiplos 6rgaos e sistemas: comprometimento progressivo
da perfusdao de orgaos, representado por qualquer combinacdo de
distirbios como coagulacao intravascular disseminada (CIVD), sindrome
do desconforto respiratorio agudo (SDRA), insuficiéncia renal, hepatica e

disfuncao neurologica.
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A meningite foi caracterizada pelo aumento da celularidade
liquorica, acompanhada de aumento na proteinorraquia e ou diminuicdo na
glicorraquia, de acordo com os valores propostos para a idade gestacional por
RODRIGUEZ et al. (1990).

Os obitos foram analisados quanto ao tempo de ocorréncia, na
tentativa de estabelecer uma relacido causal com o quadro séptico. Foram
considerados diretamente relacionados a sepse, os Obitos ocorridos durante as
primeiras 72 horas de evolucao, e Obitos provavelmente relacionados a sepse
aqueles ocorridos na vigéncia do tratamento, desde que nao houvesse
intercorréncia para justifica-los. Em todos os casos de obito, foi solicitado o

consentimento dos pais para realizacao do exame anatomo-patologico.

2.2 - Variaveis Laboratoriais

Hemograma e dosagens bioquimicas

Os exames laboratoriais utilizados no diagnéstico do processo
infeccioso incluiram: hemograma completo com analise especifica dos leucoécitos,
indice neutrofilico (relacdo das formas jovens/neutroéfilos totais), relacao I/M
(formas imaturas/maduras), contagem plaquetaria; dosagem da proteina C
reativa (PCR); glicemia. Foi calculado o escore de Rodwell que avalia o conjunto
de alteracoes em 7 parametros obtidos no hemograma, com pontuacdo > 3,
sugestiva de infeccdo (RODWELL et al., 1988). Os valores de referéncia de
hemograma, PCR, glicemia e escore de Rodwell encontram-se nos Anexos 4, 5, 6

e 7 respectivamente.

Liquor

Pela frequente associacdo de sepse com meningite, a coleta de
liquor foi realizada em todos os prematuros sépticos (Grupo S), que
apresentavam condi¢coes hemodinamicas para a coleta, contagem de plaquetas >

100.000/mm3 e auséncia de disturbios da coagulacdo (KLEIN & MARCY, 1995;
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JOSHI & BAAR, 1998). A puncao lombar foi realizada nas primeiras 24 a 48
horas do inicio do estudo apds a definicdo dos grupos e os recém-nascidos
considerados nao infectados (Grupo NI) ndo foram submetidos a coleta. A
presenca de meningite associada a alteracdes clinicas e laboratoriais que
definiram o quadro séptico, constituiu-se em um dos critérios do padrao ouro.

Os valores liquoricos de referéncia encontram-se no Anexo 8.

Culturas

Outro critério utilizado na definicio do padrao ouro, foi a
positividade em cultura dos seguintes fluidos corporais: sangue, urina ou liquor.

No momento da suspeita de infeccao foi coletado sangue e urina
de todos os pacientes para cultura. A cultura de liquor foi realizada em todos os

pacientes que foram submetidos a coleta do mesmo.

Consideracdes gquanto as coletas e dosagens

A coleta de material biologico para analise laboratorial foi

realizada pelo médico responsavel pelo paciente e ocorreu em dois momentos:
> M1: inicio do estudo, no momento da suspeita clinica da sepse;

> M2: 24 - 48 horas apo6s o inicio do estudo.

Em M1 foram coletadas as seguintes amostras: 2,5ml de sangue
por puncao periférica, com maximo rigor de assepsia, distribuidos em 4 tubos,
para dosagem de IL-8, hemograma completo com contagem de plaquetas, PCR e
hemocultura; 2ml de urina coletada por saco coletor apds assepsia da regido
genital, colocada em 2 tubos, um para dosagem da IL-8 e outro para creatinina
urinaria e urina tipo I; 1ml para cultura de urina, colhido por puncido supra
pubica (na falha ou impossibilidade da puncao, a urina foi obtida por cateterismo
vesical); 2ml de liquor por puncao lombar, distribuido em 2 frascos, sendo um
para analise bioquimica e outro para cultura. O liquor foi coletado entre M1 e M2
pois dependia das condic¢des clinicas, hemodinamicas e laboratoriais de cada

paciente
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Para a realizacdo das culturas o material (sangue, urina e liquor)
foi coletado com todo rigor de assepsia e imediatamente encaminhado ao
laboratério de microbiologia.

No segundo momento de estudo (M2) foi coletado material
biolégico para a realizacao dos mesmos exames, exceto as culturas e o liquor. O
volume de sangue retirado neste momento foi de 1,5ml.

Para a realizacao dos exames houve colaboracdo e participacao
de varios laboratérios do HC-FMB-UNESP, de acordo com as suas
especialidades. Sendo assim:

> Laboratério de urgéncia: dosagens da PCR, urina tipo I, creatinina
urinaria;

> Laboratério do hemocentro: hemograma completo e contagem
plaquetaria;

> Laboratoério de liquor: analise citolégica e bioquimica;

> Laboratério de microbiologia: culturas de sangue, urina e liquor;

> Laboratério da Unidade Neonatal: armazenamento de soro e urina a
-20°C, até o encaminhamento ao laboratorio experimental do
Departamento de Pediatria;

> Laboratério  experimental do  Departamento de  Pediatria:
armazenamento de sangue e urina a -70°C, para posterior dosagem
da IL-8;

> Laboratério experimental da Disciplina de Moléstias Infecciosas -

dosagens da IL-8 sérica e urinaria.

Na realizacdo dos exames laboratoriais foram utilizadas as

técnicas padronizadas em cada Setor, apresentadas a seguir:
> Hemograma completo com contagem de plaquetas: exame realizado
com 0,5ml de sangue, pelo contador T 890 da Coulter® e leitura de

lamina em microscopio por técnicos do laboratorio;
> Proteina C reativa: dosagem semi-quantitativa com 0,5ml de sangue,

pelo método de aglutinacao do latex;

> Glicemia: dosagem quantitativa com uma gota de sangue periférico,

com leitura realizada em glicosimetro da Johnson & Johnson®;
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> Analise bioquimica e citologica do liquor: realizada com 1ml de liquor e
leitura em lamina por técnicos do laboratério;

> Hemocultura: foi empregado o BACTEC PEDS PLUS/F® para pacientes
pediatricos que requer 1 ml de sangue e identifica agentes Gram-
positivos, Gram-negativos e fungos. Os frascos de cultura contém
caldo de extrato de soja-caseina com resinas que favorecem o
crescimento de microorganismos, e apresentam ainda sensores que
detectam o COq. produzido pelos microorganismos. Uma vez
constatada a producdo de CO:, que pode ocorrer horas apds a
incubacao dos frascos, o material é submetido a bacterioscopia e
semeado em meios de cultura (GRAY et al., 1998).

> Urocultura: o material foi semeado em meio de agar-sangue e
Mc Conkey;

> Cultura de liquor: o material foi semeado em meio de agar-

sangue e agar-chocolate.

2.3 - Interleucina 8 sérica e urinaria

Técnica de coleta

Para a dosagem sérica da IL-8 foi coletado 0,5ml de sangue por
puncéo periférica, em tubo seco do tipo Ependorff®, imediatamente centrifugado
durante 5 minutos em centrifuga CELM®. O soro obtido foi congelado e estocado
a -70°C no laboratorio experimental de Pediatria. A urina coletada para dosagem
da IL-8 foi estocada em tubos de Ependorff® a -70° C no mesmo laboratério.

Até o envio das amostras para o freezer a -70°C, o material foi
armazenado a -20°C por um periodo de até 48 horas no laboratorio da Unidade
Neonatal. O material foi descongelado 24 horas antes do inicio das dosagens e
todas as dosagens foram realizadas em wum unico dia, no laboratoério

experimental da Disciplina de Moléstias Infecciosas.
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Método de dosagem

Utilizou-se ensaios de sintese de citocinas apos estimulos por
mitégenos, que mostram a capacidade de comunicacao intercelular, fenomeno
fundamental para o funcionamento do sistema imunitario. Estes foram
quantificados por meio de ensaio imuno enzimatico (ELISA), que determina os
clones produtores de quimiocinas, permitindo a quantificacdo das células
produtoras de cada citocina.

As concentracées da Interleucina 8 no soro e na urina dos
pacientes estudados foram determinadas usando o Kit ELISA (R&D Systems®,
Minneapolis, MN), que emprega a técnica tipo sanduiche, ou seja, padroes,
amostras e conjugados sao pipetados na placa e se houver IL-8 esta é
apresentada como "sanduiche" pelo anticorpo imobilizado e pelo anticorpo
monoclonal especifico para IL-8. Apos lavagem para remocao de outras
substancias ndo ligadas ao anticorpo e ou reagentes, um substrato acido é
adicionado a solucéao e desenvolve coloracao azul, na proporcao da quantidade de
IL-8 ligada.

Apoés o descongelamento das amostras, microplacas de 96
orificios foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IL-8. Nestas placas
foram adicionados 50ul de soro e de urina dos pacientes em estudo (diluicao 1:2),
S0ul dos controles positivos e negativos e S0ul da IL-8 recombinante humana
nas concentragcoes de 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,2pg/ml para
obtencdo da curva padrao. A seguir, 100ul de conjugado policlonal anti-IL-8
marcado com peroxidase foi adicionado as placas com posterior incubacédo por 3
horas a temperatura ambiente. Apos o periodo de incubacédo, foram realizadas 4
lavagens com solucao detergente. A seguir foi adicionado aos orificios das placas,
o substrato formado por peréxido de hidrogénio (0,02%) e tetrametilbenzina (2%).
A interrupcdo da reacdo foi realizada 30 minutos apoés, utilizando-se acido
sulfiirico 1M. A intensidade da cor foi medida por leitura da densidade 6ptica em
leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan®) em comprimento de onda de
450nm. As concentracoes de IL-8 presentes no soro e na urina, foram calculadas
a partir dos resultados obtidos na curva padrao, realizada com IL-8

recombinante humana dosada no ensaio.
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A sensibilidade do método é alta, oscilando em torno de 98%, nao
havendo relato de reacdo cruzada ou de contaminantes. A concentracado minima
detectada de IL-8 € menor que 10pg/ml (R&D Systems, Quantikine® human IL-
8, Minneapolis, MN).

Para que nao houvesse interferéncia da concentracao urinaria
no valor da IL-8, foi realizado o ajuste da IL-8 urinaria pelo valor da creatinina

urinaria (IL-8 ur/cr), dosada na mesma amostra.

3. Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados coletados foi realizada por tabelas
de freqUiéncia e de associacdo. Para variaveis quantitativas com n > 20 foi
utilizado o teste do Qui-quadrado (x2) e para n < 20 o teste exato de Fisher, com
significancia estatistica quando p< 0,05. Também foi realizado o estudo
descritivo das variaveis com calculo da média e desvio padrao, mediana e
percentis.

A comparacdo dos niveis de IL-8 entre os dois grupos foi
realizada por estatistica ndo paramétrica, com o teste de Mann Whitney.

Para o estudo de correlacdo dos valores de Interleucina 8 no
sangue e urina foi utilizado o coeficiente de correlacao linear de Pearson.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo da IL-8 sérica, urinaria e da IL-8 ur/cr, foram calculados
comparando-se os dois grupos em M1: prematuros sépticos e prematuros nao
infectados. Para o calculo do intervalo de confianca a 95% utilizou-se a

estatistica F (CURI, 1997).

3.1 - Ponto de corte

O ponto de corte da IL-8 sérica e urinaria foi determinado apos a
construcao da curva de operacdo resposta "Receiver Operator Characteristic -

ROC".
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Esta curva foi construida pela representacdo da taxa de
verdadeiros positivos (sensibilidade) no eixo y, contra a taxa de falsos
positivos (1 - especificidade) no eixo dos x. Os valores nos eixos poderiam
apresentar probabilidade de 0 a 1,0 ou seja, 0 a 100% (FLETCHER et al., 1989).

O cruzamento entre a sensibilidade e a especificidade das
dosagens da IL-8 sérica, urinaria e da IL-8 ur/cr mostrados na curva, puderam
ser usados para auxiliar na decisdo de qual o melhor ponto de corte para cada

um dos testes.

3.2 - Acurécia do teste diagndéstico

A acuracia ou validade da determinacado da IL-8 sérica, urinaria e
da IL-8 ur/cr foi dada pelo calculo de sensibilidade e especificidade no
inicio do estudo. A sensibilidade e especificidade foram determinadas a
partir do padrao ouro, ou seja, certeza diagnostica, utilizado no estudo para
definicao de sepse tardia. Assim sendo:

> Sensibilidade - proporcdao de positivos verdadeiros entre os
prematuros sépticos;
> [Especificidade - proporcao de negativos verdadeiros entre os

prematuros nao infectados.

A acuracia global dos testes também foi obtida pelo calculo da

area sob a curva ROC. Quanto maior a area, melhor a acuracia do teste

(FLETCHER et al., 1989).

3.3 - Probabilidade de sepse tardia
Para a determinacdo da probabilidade de sepse tardia, foram
calculados os valores preditivos de cada teste utilizando-se as concentracoes
séricas e urinarias da IL-8 (Anexo 9):
> Valor Preditivo Positivo: probabilidade do prematuro apresentar

sepse, com o resultado do teste positivo;
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> Valor Preditivo Negativo: probabilidade do prematuro ndo apresentar

sepse, quando o resultado do teste for negativo.

Os valores preditivos foram determinados a partir da
sensibilidade e especificidade (FLETCHER et al.,, 1989) das dosagens da IL-8
sérica, urinaria e da IL-8 ur/cr no inicio do estudo (M1), considerando a

incidéncia de 20% de sepse tardia em prematuros (BENTLIN, 1997).
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Do total de 45 pacientes protocolados, 36 completaram o estudo e
9 foram excluidos por apresentarem infeccao localizada, ou por terem evoluido
para 6bito antes de completarem todas as dosagens do protocolo. O grupo séptico
(S) constituiu-se de 19 recém-nascidos prematuros e o grupo nao infectado (NI)
de 17 prematuros. Os dados clinicos e laboratoriais dos neonatos encontram-se

nos Anexos 10e 11.

1. Variaveis Clinicas

1.1 - Caracterizacdo dos recém-nascidos estudados

No grupo séptico 16 dos 19 pacientes nasceram no servico,
enquanto que no grupo nao infectado isto ocorreu em 12 dos 17 neonatos. As
caracteristicas gerais dos recém-nascidos dos dois grupos estudados encontram-

se nas tabelas 1 e 2:

Tabela 1 - Peso de Nascimento, Idade Gestacional e poés-natal dos recém-
nascidos prematuros dos grupos séptico (S) e ndo infectado (NI):

média e desvio padrao.

Analise
Grupos S (n=19) NI (n=17) estatistica
Parametros Média Desvio Média Desvio b
X S X S
Peso Nascimento 1354 427 1514 385 0,247
9)
Idade Gestacional
31 2,5 31 2,1 0,666
(sem)
Idade pos-natal 9,7 5,3 6,9 4,1 0,061

(dias)
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Os grupos séptico e nao infectado nao diferiram quanto ao peso
de nascimento, idade gestacional e pos-natal. O peso de nascimento em gramas
variou de 875 a 2315 no grupo séptico e de 850 a 2135 no grupo nao infectado.
A ocorréncia de muito baixo peso foi de 74% (14 RN) entre os sépticos e de 54%
(10 RN) entre os nao infectados. Todos os 36 neonatos tinham menos que 34
semanas de idade gestacional, com variacdo de 26 a 34 semanas entre os

sépticos, e 27 a 34 entre os néo infectados.

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos recém-nascidos prematuros dos grupos

séptico (S) e nao infectado (NI).

Analise
Grupos S(n=19) NI ( n=17) estatistica
Parametros n % n % p
Sexo Masculino 10 53 7 41
Feminino 9 47 10 59 0,724
Adequacéo AIG 16 84 15 88
0,893
PN 7 IG PIG 3 16 2 12
Tipo de parto Normal 6 32 7 41
0,802
Cesarea 13 68 10 59
Apgar 1° minuto 0 a3 4 21 6 35
4a 6 5 26 0 0 0,069
>7 10 53 11 65
Reanimacéo Sim 11 58 7 41
. 0,761
Nascimento Nao 8 42 10 49

A tabela 2 mostra que os grupos nao diferiram quanto ao sexo,
adequacao do peso para a idade gestacional, tipo de parto, Apgar e reanimacao
ao nascimento. Chama a atencdo a elevada frequiéncia de parto cesarea,
depressdao neonatal e reanimacdo nos dois grupos. A manobra de reanimacao

mais frequente em ambos os grupos foi a ventilacdo com pressao positiva.



Resultados 49

De todos os pacientes estudados cinco apresentaram Apgar
menor ou igual a 6 no quinto minuto sendo que destes, quatro pertenciam ao
grupo séptico.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto ao uso
de corticoide antenatal que ocorreu em 42% das gestantes do grupo séptico e
47% do grupo nao infectado.

A morbidade no grupo séptico durante a hospitalizacao foi
caracterizada por: persisténcia do canal arterial (10 RN: 2 utilizaram
Indometacina e 2 foram submetidos a ligadura cirurgica), sindrome do
desconforto respiratorio (7 RN: 5 receberam surfactante exégeno), hemorragia
peri-intraventricular (4 RN: 2 com dilatacao ventricular, um com hemorragia em
parénquima e outro em plexo coroide), hiperecogenicidade ao ultrassom de
cranio (3 RN), infeccao precoce (5 RN) e displasia broncpulmonar (1 RN).

No grupo nao infectado as principais doencas foram: sindrome do
desconforto respiratorio (11 RN: 7 utilizaram surfactante exégeno), persisténcia
do canal arterial (8 RN: apenas um recebeu Indometacina), hiperecogenicidade ao
ultrassom de cranio (5 RN), hemorragia peri-intraventricular (3 RN: sendo 2 com
dilatacdo ventricular e o outro com hemorragia em plexo corédide), infeccao
precoce (4 RN) e displasia broncopulmonar (1 RN).

Dentre os 19 recém-nascidos sépticos, 18 (95%) foram
submetidos a procedimentos de risco para infeccao, contra 11 (65%) dos 17
recém-nacidos nao infectados. A média de procedimento por grupo foi de 2,9 x
1,3 (p=0,005)

Os principais procedimentos de risco para sepse, identificados
nesta amostra nas 48 horas que antecederam o inicio do estudo encontram-se na

tabela 3.
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Tabela 3 - Procedimentos de risco nos recém-nascidos prematuros dos grupos

séptico (S) e nao infectado (NI).

Grupo S(n=19) NI (n=19) Andlise estatistica
Procedimento n % n % p
Nutricdo parenteral 16 84 7 41 0,019
Antibiotico prévio 11 58 6 35 0,307
Ventilacdo mecanica 7 37 5 29 0,906
Cateteres vasculares 8 42 4 23 0,409

Observa-se na tabela acima que dentre os procedimentos de
risco, apenas a nutricdo parenteral foi significativamente mais frequente no
grupo séptico.

Outro aspecto estudado foi a associacdo de sepse com meningite.
O exame do liquor foi realizado em 17 dos 19 prematuros sépticos e em 29% dos
casos (5/17) foram detectadas alteracbes bioquimicas compativeis com
meningite. O exame nao pdde ser realizado em dois recém-nascidos que
apresentavam instabilidade hemodinamica e distirbio de coagulacdo. Assim,
meningite foi diagnosticada em 26% (5/19) dos recém-nascidos sépticos.

Quanto a evolucao da sepse, dois neonatos apresentaram choque
séptico (10,5%), mas nenhum recém-nascido teve disfuncao de multiplos 6rgaos
e sistemas.

O 6bito ocorreu em dois prematuros do grupo séptico (10,5%) na
quarta semana de vida, nao relacionado ao quadro séptico inicial. No grupo nao

infectado nao houve o6bito.
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2. Variaveis laboratoriais

As tabelas 4 e 5 apresentam os resultados dos parametros
laboratoriais avaliados nos dois grupos, séptico (S) e nao infectado (NI) e nos
dois momentos, inicio (M1) e 24 48 horas de estudo (M2). Pelo teste de Goodman
foram feitas as comparacoes entre os momentos em cada grupo (representados
por letras maiusculas) e também entre os grupos em cada momento (letras

minusculas).

2.1 - Hemograma e dosagens bioquimicas

Tabela 4 - Valores medianos e percentis: p25 e p75 de leucocitos, plaquetas e
glicemia, segundo grupos e momentos.
Momentos
Parametros Grupos
M1 M2 p
5.570 Aa 9.700 Aa
S 4.302 ; 14.587 8.892; 13.600 0,225
Contagem de (4. S ) (8. S )
SCi 9.440 Aa 9.200 Aa
Leucdcitos NI 0.145
(X mm3) (6.500 ; 13.275) (6.990 ; 10.850)
P 0,154 0,194
148.000 Aa 155.000 Aa
S 0,922
(108.250 ; 25.750)  (120.250 ; 251.000 )
Contagem de
Plaquetas 244.000 Aa 265.500 Aa
NI 0,487
(x mm3) (150.750 ; 324.500) ( 148.750 ; 375.000)
p 0,093 0,090
117 Aa 95 Aa
S 0,145
(79 ; 146) (83;107)
Glicemia
80 Ab 84 Aa
(mg/dl) NI 0,934
(75 ;87) (78;97)
P 0,049 0,106

Anélise estatistica: Teste de Goodman
Letras maitusculas: comparam momentos para cada grupo
Letras minusculas: comparam grupos para cada momento
Letras diferentes: indicam diferencas significativas (p < 0,05)
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Os valores medianos da contagem de leucocitos e de plaquetas
nao diferiram significativamente entre os grupos nos dois momentos (letra
minuscula) e também nao diferiram entre M1 e M2 nos dois grupos (letra
mailscula). A glicemia no inicio do estudo (M1) foi significativamente maior no

grupo séptico, mas com valor mediano dentro da faixa de normalidade.

Tabela 5 - Valores medianos e percentis: p25 e p75 do indice neutrofilico, da

relacdo I/M , escore de Rodwell e PCR, segundo grupos e momentos.

R Momentos
Parametros Grupos
M1 M2 p
0,24 Aa 0,07 Aa
S ’ ’ 0,083
(0,00;0,30) (0,01;0,15) ’
indice 0,01 Ab 0,00 Ab
P NI ’ )
Neutrofilico (0,00 ; 0,05) (0,00 ; 0,04 ) 0,088
p 0,034 0,015
0,32 Aa 0,08 Aa
S 2 ’
(0,00;0,37) (0,01;0,17) 0,083
(0,00 ; 0,06) (0,00 ; 0,07) 0,688
p 0,034 0,017
3 Aa 1 Ba
S < 0,001
Escore de (255) (052)
0 Ab 0 Ab
Rodwell NI 1
(051) (050) 0,125
< 0,001 0,017
25 Aa 0 Aa
S 0,063
) (0;100) (0;75) ’
Proteina C
reativa 0 Ab 0 Ab
NI 0,500
(mg/L) (0;0) (0;0) !
p 0,020 0,015

Analise estatistica: Teste de Goodman
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A analise dos parametros descritos na tabela 5 mostrou que
indice neutrofilico, relacao I/M , escore de Rodwell e PCR foram maiores no
grupo séptico comparado ao nao infectado nos dois momentos do estudo. Na
comparacdo entre os momentos para cada grupo apenas o escore de Rodwell no
grupo séptico apresentou reducao estatisticamente significativa de M1 para M2.

Quanto a PCR os valores de mediana e percentis no grupo nao
infectado foram todos zero, enquanto que no grupo séptico os percentis 25 e 75
abrangeram valores entre zero e 100 mg/L, o que justifica a diferenca
significativa entre os grupos no segundo momento de estudo quando ambas as

medianas foram zero.

2.2 - Culturas

De todos os pacientes do estudo foram obtidas hemoculturas, e
nao houve positividade no grupo nao infectado. No grupo séptico a positividade
foi de 74% (14/19). A cultura de urina foi positiva em 5 RN (26%) e destes, 2
apresentavam hemocultura com os mesmos agentes (Candida albicans e
Klebisiella pneumoniae) e um recém-nascido teve cultura positiva em urina e
liquor para bastonete Gram-negativo ndo fermentador. Apenas neste liquor foi

observado crescimento bacteriano.

Os agentes identificados em culturas de sangue encontram-se na figura 1.

Figura 1 - Agentes isolados em hemocultura .
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O Staphylococcus coagulase negativa foi isolado em 57% das
hemoculturas positivas (8/14), constituindo-se no principal agente etiologico do
quadro séptico.

Nas uroculturas houve predominio de bactérias Gram-negativas
entre elas Klebisiella pneumoniae (2), Enterobacter cloacae (1), bastonete Gram-

negativo ndo fermentador (1) e também a Candida albicans (1).

3. Interleucina 8

3.1 - Determinagdo dos niveis séricos e urinarios

A Interleucina 8 foi dosada no sangue e urina de todos os recém-
nascidos estudados, no momento da suspeita de sepse (M1) e 48 horas apos a
primeira coleta (M2). A IL-8 urinaria também foi analisada apods ajuste pela
creatinina urinaria. A variabilidade dos valores obtidos orientou para a utilizacéo
da mediana. Os resultados foram analisados pelo teste de Goodman que compara
os dados entre os grupos e entre os momentos. Esses resultados estao

apresentados nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6 - Valores medianos e percentis: p25 e p75 da Interleucina 8 sérica em

pg/ml segundo grupos e momentos.

Momentos
Grupos
M1 M2 p

Séptico (S) 929,3 Aa 535,7A a 0,123

P (527,6 ;997,8) (322,0;929,3)
Nao Infectado 624,7 A a 1013,1 Ba 0,002

(137,3;923,6) (621,1;1121,6)

(NI
p 0,079 0,062

Analise estatistica: Teste de Goodman
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Nesta tabela verifica-se que nao houve diferenca entre os grupos séptico e nao

infectado nos dois momentos de estudo.

Na comparacao entre os momentos nota-se que no grupo séptico
os valores foram menores 48 horas apds o inicio do estudo (M2), embora sem
significancia estatistica. No grupo nao infectado os niveis da IL-8 sérica foram
significativamente maiores em M2, entretanto estes valores foram proximos aos

encontrados no grupo séptico no momento inicial da avaliacdo (M1).

Tabela 7 - Valores medianos e percentis: p25 e p75 da Interleucina 8 urinaria

em pg/ml segundo grupos e momentos.

Momentos
Grupos
M1 M2 p

Séptico (S) 1157,7 A a 419,1 Ba <0,001

P (931,2;1755,6) (169,7; 1037,8)
N&o Infectado 601,8 Ab 815,1A a 0,098

(192,5; 866,4) (613,0; 1317,6)

(NI)
p 0,001 0,128

Andalise estatistica: Teste de Goodman

A analise da IL-8 urinaria entre grupos e momentos na tabela
7, mostrou que o grupo séptico apresentou niveis significativamente aumentados
de IL-8 urinaria no inicio do estudo (M1) e reducao significativa destes niveis
apos o inicio da terapéutica ( M2 ).
A comparacdo entre os grupos mostrou que no inicio do estudo
(M1) os valores da IL-8 urinaria no grupo séptico foram significativamente
maiores em relacao ao nao infectado, enquanto que em M2 nao houve diferenca
estatistica entre os grupos.
Na comparacao entre os momentos, para cada grupo observou-se
que no grupo séptico os valores iniciais (M1) foram significativamente maiores do

que em M2, o que nao ocorreu no grupo nao infectado onde M1=M2.
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Tabela 8 - Valores medianos e percentis: p25 e p75 da Interleucina 8
urinaria/creatinina urinaria ( IL-8 wur/cr) segundo grupos e
momentos.

Momentos
Grupos
M1 M2 p
- 249,1 Aa 48,5 B a <0,001
Seéptico (S) (164,2 ; 287,6) (33,1;75,6)
N&o Infectado 41,7 A Db 57,9A a 0,051
(13,3 ;70,5) (36,9 ; 78,4)
(NI)
p <0,001 0,466

Analise estatistica: Teste de Goodman

Na comparacao entre os grupos nota-se que no inicio do estudo
(M1) os valores da IL-8 ur/cr no grupo séptico foram significativamente maiores
do que no grupo nao infectado, enquanto que em M2 nao houve diferenca
significativa entre os grupos.

A comparacdo entre os momentos em cada grupo mostrou que no
grupo séptico os valores iniciais (M1) foram significativamente maiores do que 48
horas apos (M2) enquanto que no grupo nao infectado os valores mantiveram-se
estaveis (M1=M2).

Esta analise mostrou que prematuros sépticos apresentaram
aumento significativo da IL-8 ur/cr na avaliacdo inicial com reducdo a niveis
proximos ao grupo nao infectado 48 horas apos o inicio tratamento.

Os dados das tabelas 6, 7 e 8 estao ilustrados nos graficos "Box
Plots", de numeros 1 a 6. Os graficos representam as concentracoes da IL-8 nos
dois grupos, séptico e nao infectado e nos dois momentos (M1 e M2). A linha
horizontal dentro das caixas representa a mediana, as margens das caixas
correspondem as variacoes dos quartis e as linhas verticais representam a

variacao dos dados. Valores fora desta variacdo sao valores extremos.
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Gréafico 1 - Valores medianos e percentis da IL-8 sérica (pg/ml) nos grupos

séptico e nao infectado no inicio do estudo (M1).
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Grafico 2 - Valores medianos e percentis da IL-8 sérica (pg/ml) nos grupos

séptico e nao infectado 48 horas apos o inicio do estudo (M2).
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Gréafico 3 - Valores medianos e percentis da IL-8 urinaria (pg/ml) nos grupos

séptico e nao infectado no inicio do estudo (M1).
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Grafico 4 - Valores medianos e percentis da IL-8 urinaria (pg/ml) nos grupos

séptico e nao infectado 48 horas apos o inicio do estudo (M2).
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Gréafico 5 - Valores medianos e percentis da IL-8 ur/cr nos grupos séptico e nao

infectado no inicio do estudo (M1).
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Grafico 6 - Valores medianos e percentis da IL-8 ur/cr nos grupos séptico e nao

infectado 48 horas apés o inicio do estudo (M2).
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Os graficos 7, 8 e 9 ilustram a comparacao entre os dois grupos

(sépticos e nao infectados) e momentos (M1 e M2) para os valores da IL-8 sérica,

IL-8 urinaria e da IL-8 ur/cr, respectivamente.

Grafico 7 - Valores medianos e percentis da IL-8 sérica (pg/ml) segundo grupos

IL- 8 sérica (pg/ml)
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Grafico 8 - Valores medianos e percentis da IL-8 urinaria (pg/ml) segundo

grupos e momentos.
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Grafico 9 - Valores medianos e percentis da IL-8 ur/cr segundo grupos e

IL-8 ur/ cr

momentos.
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3.2 - Correlacdo dos niveis séricos e urinarios da 1L-8

Apds analise da IL-8 em sangue e urina nos dois grupos e dois
momentos focalizou-se o grupo séptico, no qual foram obtidas correlacoes dos
niveis séricos e urinarios da IL-8 entre si e com outros parametros clinicos como
peso de nascimento, idade gestacional, idade pds-natal, numero de
procedimentos de risco e parametros laboratoriais como indice neutrofilico,
escore de Rodwell e PCR.

A tabela 9 mostra o estudo da correlacao dos niveis séricos e

urinarios da IL-8 com estes parametros, no momento da suspeita de sepse.

Tabela 9 - Correlacao linear de Pearson (r) e valor da probabilidade de
significancia (p) entre a IL-8 e parametros clinicos e laboratoriais,

no grupo de recém-nascidos sépticos.

Parametros clinico-laboratoriais

IL- 8 Peso Idade Idade Procedimento Indice Rodwell PCR
Nascimento Gestacional poés-natal Risco neutrofilico

Sérica

r 0,051 -0,006 0,444 0,091 0,514 0,233 -0,008

P 0,836 0,980 0,057 0,710 0,024 0,337 0,974

Urinaria

r -0,065 -0,349 0,478 -0,006 0,004 -0,217 -0,110

P 0,792 0,143 0,038 0,981 0,986 0,372 0,654

Ur/cr

r -0,068 -0,345 0,115 0,159 0,242 -0,015 -0,217

P 0,781 0,147 0,638 0,516 0,318 0,952 0,373

Os resultados nao mostraram boa correlacdo das dosagens de IL-
8 com os parametros avaliados. O indice neutrofilico foi o Ginico parametro que
apresentou correlacdo com a IL-8 sérica.

A IL-8 urinaria correlacionou-se apenas com a idade pdés-natal. A

IL-8 ur/cr ndo mostrou correlacao com qualquer dos parametros analisados.



Resultados 64

A tabela 10 apresenta o estudo das correlacées da IL-8 sérica,

urinaria e da IL-8 ur/cr entre si.

Tabela 10 - Correlacdo linear de Pearson (r) e valor da probabilidade de
significancia (p) entre as IL- 8 sérica, urinaria e IL-8 ur/cr no

grupo de recém-nascidos sépticos.

IL-8 o
IL-8 urinaria IL-8 ur/cr

I1L-8
IL-8 sérica
r 0,178 0,429
p 0,465 0,067
IrL—8 urinaria 0,566
P 0,0121

Na tabela acima, observa-se que houve correlacdo significativa
entre a IL-8 urinaria e IL-8 ur/cr. Os valores da IL-8 sérica nao apresentaram

correlacao com os valores urinarios.

3.3 - Célculo do ponto de corte dos niveis da Interleucina 8 sérica,

urinaria e da IL-8 ur/cr.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo foram calculados pela comparacdo dos grupos de prematuros
sépticos e prematuros nao infectados. A acuracia diagnostica de cada marcador
foi determinada utilizando o seu respectivo ponto de corte, identificado
inicialmente no ponto de inflexdo da curva de operacao resposta (ROC), e no
ponto maximo de sensibilidade consistente com uma especificidade em torno de

50%, o qual determinou o ponto de corte 6timo. Os valores de sensibilidade,
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especificidade, verdadeiros positivos e negativos, falsos positivos e negativos das
IL-8 sérica, urinaria e da IL-8 ur/cr utilizados na curva ROC encontram-se nos

anexos 12, 13 e 14.

O grafico 10 apresenta as curvas ROC das IL-8 sérica, urinaria e

da IL-8 ur/cr.

Gréafico 10 - Curvas ROC da IL-8 sérica , IL-8 urinaria e da IL-8 ur/cr.
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As curvas representam os valores de sensibilidade e os falsos
positivos em cada uma das dosagens das Interleucinas.
O ponto de inflexdo observado nas curvas correspondeu ao ponto

de corte 6timo, mostrado na tabela 11.
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Tabela 11 - Ponto de corte das dosagens das Interleucinas determinado pela

curva ROC
IL-8 Ponto de corte S (%) E (%)
Sérica (pg/ml) 304 84 47
Urinéria (pg/ml) 776 84 77
Ur/cr 89 100 100

O ponto de corte da IL-8 sérica apresentou boa sensibilidade,
porém com especificidade muito baixa. A sensibilidade da IL-8 urinaria também
foi boa e a especificidade baixa. A IL-8 ur/cr mostrou alta sensibilidade e
especificidade.

A area sob a curva ROC e as diferencas entre as dosagens

encontram-se nas tabelas 12 e 13 respectivamente.

Tabela 12 — Valores da area sob a curva ROC e intervalo de confianca a 95%.

Curva ROC Area sob a Curva Erro padréo IC a 95%
IL-8 Sérica 0,67 0,09 0,49 a 0,85
IL-8 Urinaria 0,81 0,07 0,67 a 0,96
IL-8 ur/cr 1,00 0,00 1,00 a 1,00

Observa-se que todas as areas foram maiores que 0,5 entretanto

as areas da IL-8 urinaria e da IL-8 ur/cr apresentaram os maiores valores.
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Tabela 13 - Diferencas entre as areas sob a curva ROC.

Interleucina 8 Diferenca p

Sérica x Urinaria -0,14 0,2035
Sérica x ur/cr -0,33 0,0003
Urinaria x ur/cr -0,19 0,0128

A comparacado entre as areas nao mostrou diferenca significativa
entre as IL-8 sérica e urinaria. A IL-8 ur/cr diferiu significativamente quando
comparada com a IL-8 sérica e urinaria.

Ao analisar a curva ROC constatamos que a IL-8 sérica nao foi
bom teste diagnostico para sepse em prematuros. A IL-8 urinaria e a

IL-8 wur/cr mostraram-se bons testes  diagnosticos,
principalmente a

IL-8 ur/cr que apresentou sensibilidade e especificidade de

100% com area sob a curva de 1,0 (grafico 10 e tabelas 11 e 12).

3.4 - Calculo da acuracia diagnostica da Interleucina 8 sérica,

urinaria e da IL-8 ur/cr

Para avaliar a eficacia da IL-8 sérica e urinaria no diagnéstico de
sepse, calculou-se sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo de cada uma delas no seu ponto de corte. Os resultados estao
apresentados na tabela 14. Para este ponto também foi calculado a acuracia do

teste.
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Tabela 14 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) da IL-8 no diagnoéstico da sepse tardia:

valores percentuais e intervalo de confianca (IC) a 95%.

IL-8 sérica IL-8 urinaria IL-8 ur/cr
(304 pg/ml) (776 pg/ml) (89)
Sensibilidade % ( IC a 95% ) 84 (60; 97) 84 (60; 97) 100 ( 82; 100)
Especificidade % ( IC a 95% ) 47 (23;72) 77 (50;93) 100 ( 81; 100)
VPP % 29 48 100
VPN % 92 95 100
Acurécia % 67 81 100

As IL-8 sérica e urinaria mostraram-se sensiveis, porém nao
especificas. Ambas apresentaram alto valor preditivo negativo o que auxilia na
exclusao do diagnoéstico de sepse. A IL-8 urinaria ajustada pela creatinina
mostrou-se muito sensivel e especifica, com altos valores preditivos positivo e
negativo sendo util tanto no diagnéstico como na exclusao do quadro séptico. A
IL-8 urinaria foi o teste de maior acuracia, especialmente a IL-8 ur/cr que

mostrou acuracia de 100% na amostra estudada.

3.5 - Comparacdo da Interleucina 8 sérica e urinaria com outros

parametros laboratoriais de sepse

Foram comparados os valores de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo negativo da IL-8 sérica, urinaria
e da IL-8 ur/cr com outros parametros utilizados no diagnostico da sepse
neonatal, como a contagem de leucoécitos, o escore de Rodwell e a PCR (tabela

15).
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Tabela 15 - Sensibilidade (S), especificidade(E), valor preditivo positivo (VPP) e
valor preditivo negativo (VPN) dos parametros utilizados no

diagnostico da sepse neonatal tardia: valores percentuais.

IL-8 sérica IL-8 urinaria IL- 8 ur/cr Leucécitos Rodwell PCR
(=304 pg/ml) (2776 pg/ml) (290) (<5000 ou (=3) (=25mg/L)
>15000/mm3)
S % 84 84 100 68 74 53
E % 47 77 100 88 94 88
VPP % 29 48 100 59 76 53
VPN % 92 95 100 92 93 88

Nesta tabela nota-se que a IL-8 sérica, IL-8 urinaria, a contagem
de leucocitos, o escore de Rodwell e a PCR apresentaram baixa sensibilidade e
baixo valor preditivo positivo, porém o valor preditivo negativo foi alto.

Destaca-se o excelente desempenho da IL-8 ur/cr como teste

diagnostico da sepse neonatal tardia na amostra estudada.
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1. Casuistica e Metodologia

Essa pesquisa justifica-se por ser a sepse tardia um problema
relevante, bastante frequente em UTI Neonatal e de alta morbimortalidade
especialmente em recém-nascidos prematuros (STOLL, 1997).

O interesse no estudo da IL-8 ocorreu por ser esta citocina uma
das responsaveis pela manutencédo do quadro inflamatoério, com meia vida maior
do que outras interleucinas, como a IL-6 e o TNF-0, e sendo assim com boas
perspectivas de deteccao e associacdo com o quadro séptico.

A possibilidade de dosagem da IL-8 wurinaria, ainda pouco
explorada na literatura, mas com resultados promissores em alguns estudos com
adultos portadores de cancer de prostata (BETTEX-GALLAND et al.,, 1991),
criancas com pielonefrite (TULUS et al., 1994), gestantes com corioamnionite
(STIEMER et al.,, 1997) e mais recentemente, recém-nascidos com infeccao
urinaria (ROILIDES et al., 1999), pareceu-nos bastante animadora. Até o
momento nao foi investigada a presenca da IL-8 na urina de recém-nascidos
sépticos. Se conseguissemos mostrar a presenca da IL-8 em urina de prematuros
sépticos e se estes niveis apresentassem relacdo com o quadro séptico
obteriamos um teste diagnéstico nao invasivo, que nao causaria espoliacao, e
que poderia ser realizado varias vezes no seguimento evolutivo da sepse neonatal
tardia.

Em revisdo da literatura atual ndo se encontra um teste
diagnostico que seja suficientemente sensivel e especifico para diagnosticar a
sepse em prematuros de forma rapida, eficaz e precoce. Por todos estes motivos,
a dosagem da IL-8 urinaria pareceu-nos muito promissora.

No desenvolvimento do projeto fica claro a relacdo entre a

pergunta da pesquisa e o objetivo do estudo.
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Pergunta:
> Quais o0s niveis séricos e urinarios da IL-8 em recém-nascidos
prematuros com sepse tardia ?
> Os niveis urinarios da IL-8 auxiliam no diagnéstico da sepse tardia em

prematuros ?

Objetivo:
> Determinar os niveis séricos e urinarios da IL-8 em recém-nascidos
prematuros com sepse tardia e investigar se os niveis urinarios sao uteis

no diagnostico da sepse.

1.1 - Casuistica

A casuistica de 36 recém-nascidos prematuros embora nao
corresponda ao total de prematuros sépticos da UTI Neonatal no periodo € uma
amostra casual da populacao, e reflete o paciente de maior risco para infeccao e
sepse hospitalar na Unidade, em condicdo real e que faz parte do dia a dia de
uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal. O numero de pacientes estudados
nao € grande, considerando a frequiéncia de 20% de sepse tardia em prematuros
(BENTLIN, 1997), entretanto isto nado exclui o valor da pesquisa no que diz
respeito ao estudo de novo teste diagnoéstico e sua contribuicdo para o
conhecimento do papel da IL-8 em prematuros sépticos.

No estudo de revisdo sobre as citocinas como marcadores de
sepse bacteriana em recém-nascidos, realizado por MEHR & DOYLE (2000),
observamos que nos 20 trabalhos revisados, a constituicao dos grupos de recém-
nascidos infectados variou de 8 até 66 pacientes e o grupo controle de 14 a 202
pacientes. Todos estes trabalhos, embora com pequeno numero de pacientes
investigados, contribuiram para o entendimento de eventos fisiopatologicos e
também para o diagnostico da sepse, estimulando novas pesquisas clinicas e
experimentais.

As pesquisas que envolveram maior numero de recém-nascidos

foram realizadas por um grupo coordenado pelo pesquisador alemdo Axel R.
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Franz, que em 1999 avaliou os niveis séricos da IL-8 em 215 neonatos com
suspeita de infeccao hospitalar em um centro de referéncia terciario (FRANZ et
al., 1999a). Em 2001, este mesmo grupo determinou os valores da IL-8 sérica
em 378 recém-nascidos com suspeita de infeccao precoce (FRANZ et al., 2001).

O calculo do tamanho amostral para a incidéncia de sepse em
prematuros de 20% (BENTLIN, 1997) foi de aproximadamente 300 pacientes por
grupo (CURI, 1997), o que tornaria inviavel a realizacdo deste estudo em um
Unico centro. Entretanto o interesse no papel da IL-8 na sepse neonatal tardia e
a possibilidade de diagnosticar precocemente o quadro séptico, sobrepuseram-se
a limitacao do tamanho amostral e o estudo foi realizado com o proposito de ser o
primeiro passo em um amplo campo de investigacao.

A casuistica deste estudo foi composta de recém-nascidos
prematuros por ser esta a populacao de maior risco para sepse tardia (KLEIN &
MARCY, 1995). Nao nos propusemos a estratifica-los conforme a idade
gestacional, pois conforme demonstrado em estudo anterior neste Servico, a
incidéncia de sepse € maior nos prematuros com menos que 34 semanas de
idade gestacional (BENTLIN, 1997)

Na literatura, a maioria dos estudos sobre as citocinas no periodo
neonatal envolveram recém-nascidos com ampla variacdo de peso de nascimento
e idade gestacional, ndo sendo observadas diferencas significativas em funcao
destas variaveis (EDGARD et al, 1994; LEHRNBECHER et al.,1995;
LEHRBECHER et al.,1996; PANERO et al.,1997; DOELLNER et al.,1998; FRANZ
et al.,1999 b; SMULIAN et al.,1999; FRANZ et al.,2001). Apenas NG et al. (1997)
e KUSTER et al.(1998) limitaram suas pesquisas com prematuros menores que
1500g, obtendo assim amostra mais homogénea.

O interesse em estudar especificamente a sepse tardia justifica-
se pelas altas taxas de infeccao hospitalar na Unidade, em torno de 35%, o que
faz da sepse tardia uma das principais causas de mortalidade em nosso Servico
(BENTLIN, 1997; UNESP, 2002). Assim esse estudo tem aplicabilidade clinica e
pode trazer beneficios a Unidade, focalizando uma das patologias mais
frequentes e em um dos aspectos mais dificeis, que é o diagnostico precoce, o

qual implica na terapéutica adequada e nao abusiva.
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Ha que se considerar que ja existe na Unidade um protocolo de
vigilancia de Infeccdo Hospitalar, com participacao da equipe médica, de
enfermagem e dos membros da Comissao Permanente de Controle de Infeccao
Hospitalar deste HC, que muito tem colaborado na busca ativa de casos de
infeccao neonatal.

Outro motivo para o estudo da sepse tardia foi o fato de que as
citocinas, nos primeiros dias de vida, podem refletir a resposta inflamatoria
sistémica fetal frente a situacdoes como trabalho de parto prematuro, hipodxia,
rotura prematura de membranas (GOMEZ et al., 1998), e ainda podem traduzir a
reposta imune neonatal ao estresse do nascimento, sendo os seus niveis
bastante variaveis neste periodo (SARANDAKOU et al., 1998).

Como o objetivo do estudo foi a determinacdo das citocinas na
sepse tardia, e sabendo-se que a liberacao de toda a cascata de mediadores
inflamatorios da sepse é diferente de quadros infecciosos localizados, optamos
pela definicao de sepse proposta por SAEZ-LLORENS & Mc CRACKEN (1993),
mas valorizamos também outros dados como hipotensao, hipoperfusao tecidual e
acidose, para evitar que outras condicoes nao infecciosas e que se associam com
alteracoes de temperatura / taquicardia / taquipnéia / alteracdo na contagem de
leucécitos, pudessem atuar como fator de confusdo no diagnostico do quadro
séptico, e também, para que bacteremias nao viessem a ser interpretadas como
sepse.

A positividade em culturas de fluidos corporais como sangue,
urina ou liquor, foi valorizada como padrao ouro no diagnodstico laboratorial da
sepse tardia, mas nao exigida na definicao da sepse neste estudo.

Classicamente a positividade em hemocultura é considerada
como padrao ouro no diagnéstico de certeza da sepse neonatal (SCHOLLIN,
2001). Entretanto em estudo prévio sobre sepse tardia na UTI Neonatal do HC
FMB UNESP, a positividade em hemocultura foi de 63% (BENTLIN, 1997) e por
isso consideramos que a hemocultura negativa nao exclui o diagnéstico. A
cultura também nao € livre de erros, pode ser falsamente estéril como observado
em culturas pos-morte (PIERCE et al.,, 1984), ter resultado alterado por

problemas na coleta como contaminacao ou volume insuficiente (KELLOG et al.,
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1997), além de sofrer influéncia do numero de amostras coletadas e da técnica
empregada (BUTTERY, 2002).

Por estes motivos, consideramos que se adotassemos como
padrao ouro no diagnostico da sepse neonatal tardia apenas a hemocultura
positiva, poderiamos interpretar erroneamente os neonatos sépticos, diminuindo
os verdadeiros positivos e aumentando os falsos negativos. Assim, embora a
positividade em urocultura e liquor nao seja alta (WISWELL et al., 1995; SOHN et
al., 2001), optamos por considerar como padrao ouro laboratorial a positividade
em sangue, urina ou liquor ou a presenca de meningite. Com isso, ampliamos o
espectro de investigacdo diagnéstica e poderiamos obter maior precisdo no
diagnostico da sepse tardia.

Os critérios de inclusao respeitaram a definicao de sepse
neonatal tardia adotada na Unidade.

No planejamento da pesquisa, o objetivo foi avaliar os prematuros
independente da idade gestacional, entretanto optamos por limitar a idade
gestacional minima em 25 semanas e o peso de nascimento minimo em 750g
para evitar a espoliacdo de sangue nestes prematuros muito pequenos. Nao
foram incluidos recém-nascidos com malformacdes multiplas para que o
desfecho final, sobrevida ou Obito, ndo sofresse interferéncia do problema de
base destes neonatos, e também os com infecgcoes congénitas porque estas
infeccoes associam-se com liberacdo de mediadores inflamatérios dificultando a
analise dos dados ou atuando como fator de confusado na pesquisa (WEINBERG,
2002).

Os recém-nascidos que evoluiram com infeccdo localizada nao
caracterizada como sepse, foram excluidos uma vez que nosso objetivo era
estudar o quadro séptico e sabidamente a liberacao de mediadores inflamatoérios
na sepse € muito mais intensa do que nos quadros localizados (SAEZ-LLORENZ
& Mc CRACKEN, 1993).

Os grupos de estudo foram constituidos conforme os objetivos da
pesquisa, sendo formados dois grupos:

> Grupo séptico (S): prematuros com sepse tardia

> Grupo néo infectado (NI): prematuros nao infectados.
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O conhecimento de que a Interleucina 8 é uma citocina com meia
vida relativamente longa, e responsavel pela amplificacdo da resposta
inflamatoria, persistindo por periodo superior a 24 horas, incentivou-nos ao
estudo do comportamento da IL-8 nas primeiras 48 horas de evolucao do quadro

séptico (VASCONCELLOS, 2001).

1.2 - Variaveis de estudo

Clinicas

Com o objetivo de caracterizar os grupos estudados, aspectos
gerais dos recém-nascidos foram avaliados entre eles, peso de nascimento, idade
gestacional, idade poés-natal, sexo, tipo de parto, boletim de Apgar, reanimacao
em sala de parto, doencas neonatais, exposicdo ao corticode antenatal,
procedimentos de risco, evolucao do quadro séptico.

Sabe-se que o sexo masculino é mais susceptivel a infeccao
(KLEIN & MARCY, 1995), e que os prematuros, especialmente os de muito baixo
peso constituem a populacdo de maior risco para a sepse neonatal (COLE, 1991).

A asfixia altera os mecanismos imunolégicos de defesa atuando
em algumas circunstancias como fator predisponente a infeccao (GERDES, 1994;
KLEIN & MARCY, 1995). Conforme demonstrado por St GEME et al. (1994) em
casos de rotura prematura de membranas, o Apgar menor ou igual a 6 no quinto
minuto de vida implica em risco semelhante ao da corioamnionite para a sepse
precoce. No entanto nao € referido na literatura a relagcdo entre Apgar e sepse
tardia. Modelos experimentais sugerem que em eventos hipéoxico-isquémicos
ocorre ativacao da cascata de citocinas com consequente alteracdes cerebrais nas
ramificacoes dendriticas, sinapses e morte celular (LIU et al., 1994 ; HAGBERG
et al., 1996). A asfixia poderia contribuir para infeccao pelo comprometimento
das funcoées imunologicas de defesa, e assim, a liberacdo de citocinas ocorreria
secundariamente ao evento hipdéxico e ndo exclusivamente pelo quadro infeccioso
(MARTIN-ANCEL et al., 1997).

A avaliacao das principais doencas neonatais que caracterizaram

a morbidade dos pacientes estudados, € importante na determinacao da
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gravidade dos recém-nascidos nos dois grupos de estudo. Sabe-se que a IL-8
pode estar aumentada em fluidos corporais de prematuros com doencas nao
infecciosas como asfixia perinatal, sindrome do desconforto respiratério,
hemorragia pulmonar e displasia broncopulmonar, (FRANZ et al., 1999 b;
KALLMAN et al., 1999; BAIER et al., 2002). Em 1998, GOMEZ et al. estudaram a
resposta inflamatoria fetal e mostraram que recém-nascidos com maior
morbidade neonatal, definida pela presenca de sindrome do desconforto
respiratorio, pneumonia, sepse, displasia broncopulmonar, hemorragia peri-
intraventricular, leucomalacia e enterocolite, ja apresentavam altas
concentracoes de IL-6 no plasma fetal, sugerindo que a liberacdo de mediadores
inflamatorios pode ter inicio na vida intra uterina, com participacao ativa do feto

nesta resposta.

Os procedimentos de risco avaliados no presente estudo, foram
aqueles classicamente citados na literatura como predisponentes a infeccao:

> Cateteres vasculares: sdo fontes de infeccdo e ou bacteremia transitoria
por serem facilmente colonizados por bactérias da pele adjacente ao local
de entrada, especialmente pelo Staphylococcus coagulase negativa. O
cateter pode ja estar colonizado apos 24 horas de insercao, aumentando o
risco de infeccao (HODGE & PUNTIS, 2002).

> Intubacao traqueal: aumenta o risco de infeccdo em até sete vezes. Este
risco pode ser atribuido a contaminacdo do ar wumidificado com
microorganismos hidrofilicos, ao trauma na passagem da canula, ao
proprio movimento da canula que lesa a mucosa e assim compromete a
barreira local anti-infecciosa e as aspiracoes traqueais de rotina que
podem causar bacteremia transitéria (GOLDMAN et al., 1981; SOHN et
al., 2001).

> Nutricdo parenteral: a administracdo de solucédo lipidica favorece o
crescimento de fungos e bactérias, especialmente o Staphylococcus
coagulase negativa, e a necessidade de cateteres intravasculares para sua
infusdo aumenta em uma vez e meia o risco de infeccao (MORO et al.,
1996; SOHN et al., 2001; HODGE & PUNTIS, 2002).

> Antibioticoterapia prévia: especialmente os antibioticos de amplo espectro,

propiciam a emergéncia de novas cepas bacterianas e associam-se a



Discussdo 18

infeccoes causadas por patogenos multirresistentes. Também suprimem a

flora normal e favorecem a proliferacao de fungos (MILLER et al., 1995).

Os estagios evolutivos da sepse neonatal nado estdo bem
documentados na literatura. Este fato deve-se em parte a variacdo na
terminologia empregada para definir estes estagios e também ao pleomorfismo
das manifestacdoes clinicas e laboratoriais da sepse neonatal, dificultando a
determinacao precisa de sua evolucao.

A classificacdo proposta por SAEZ-LLORENZ & Mc CRACKEN em
1993 para pacientes pediatricos, auxilia na normatizacao das definicoes e desta
forma, na melhor caracterizacao destes estagios. Esta classificacao foi empregada
no presente estudo com as adaptacoes para o periodo neonatal, referentes aos
valores de frequiiéncia cardiaca, freqii€ncia respiratoria e contagem do numero de

leucocitos.

Laboratoriais

Os exames laboratoriais empregados de rotina na avaliacado de
infeccao sédo inespecificos, sendo mais frequentemente utilizados como
complemento da avaliacao clinica no diagnostico da sepse. Podem ser obtidos de
forma rapida, sao de facil execucao, de baixo custo e Gteis quando analisados em
conjunto e de forma seriada, mas isoladamente apresentam varias limitacoes
(POWELL & MARCY, 1995).

Os parametros hematolégicos analisados neste estudo foram:

> Contagem de leucécitos: analisada isoladamente tem valor limitado no
diagnostico da sepse neonatal podendo encontrar-se normal, elevada ou
diminuida (RODWELL et al., 1988).

> Indice neutrofilico e relacdo formas imaturas /maduras: apresentam baixa
especificidade e nao se correlacionam com a gravidade da infeccao
(MANROE et al., 1979; RODWELL et al., 1988).

> Contagem plaquetaria: também tem valor limitado no diagnéstico de
infeccao bacteriana no periodo neonatal, apresentando baixa

sensibilidade. A plaquetopenia, frequentemente é sinal tardio de infeccao
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grave, mas também pode ocorrer em situacoes nao infecciosas (RODWELL
etal., 1988; POWELL & MARCY, 1995).

> Dosagem da proteina C reativa: reagente de fase aguda, surge em fases
iniciais de processos infecciosos, sendo Util no diagnostico e
acompanhamento da resposta terapéutica, mas nao € sensivel o suficiente
para ser usada isoladamente no diagnéstico da sepse. Niveis elevados
podem ser encontrados na asfixia perinatal, sindrome do desconforto
respiratorio, aspiracdo de meconio e choque (GERDES, 1994; POWELL &
MARCY, 1995). E dosada por métodos que permitam a visualizacdo direta
do complexo PCR - anticorpo através da aglutinacdo do Latex ou por
precipitacao (imunodifusao radial, imunoturbidimetria, nefelometria) ou
ainda pelo método de radioimunoensaio (POWELL & MARCY, 1995).
Embora o mais recomendavel seja a dosagem quantitativa por métodos de
precipitacao, nesta pesquisa foi utilizado o método disponivel no Servico,
da aglutinacao do Latex, que torna-se positivo a partir de 25mg/L, o que
limita sua interpretacao, principalmente quando o valor for negativo.

> Glicemia: exame inespecifico pois qualquer condicao de estresse que altere
a secrecdao de insulina ou libere catecolaminas acarreta disturbios na
homeostasia glicémica (OGATA, 1994).

> Escore de Rodwell: bastante utilizado na literatura, pontua sete
parametros do hemograma permitindo a avaliacdo mais objetiva das
alteracoes hematolégicas que ocorrem no recém-nascido com sepse. A
pontuacao > 3 apresenta sensibilidade de 96% e < 3 tem valor preditivo

negativo de 99% (RODWELL et al., 1988; MANUCHA et al., 2002).

A puncao liquorica foi realizada nos recém-nascidos sépticos, tao
logo as condi¢coes hemodinamicas permitiram fazé-la. Alguns autores
questionam a puncéao liquorica na investigacao inicial de todo recém-nascido com
suspeita de infeccao precoce, pela instabilidade hemodinamica destes pacientes
nos primeiros dias de vida, pelos riscos de complicacdes da coleta e porque a
maioria dos pacientes com cultura de liquor positiva, apresentam também
hemocultura positiva, sugerindo que a hemocultura identifica os recém-nascidos

com meningite (PEALMAN et al., 1992).
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Entretanto este tema é polémico, nado existindo consenso na
literatura sobre esta conduta, mas pela frequéncia da associacao de sepse com
meningite e pela auséncia de manifestacoes especificas, a maioria dos autores
propdéem a coleta do liquor em todo recém-nascido séptico, com o que
concordamos. E ainda ha que se considerar que estamos estudando sepse tardia
e nesta a coleta de liquor é recomendada sempre.

A coleta do liquor foi decidida em periodo de até 48 horas de
evolucdo do quadro, apos a definicao clinica e laboratorial da sepse e
estabilizacdo do paciente. Portanto os recém-nascidos considerados nao
infectados nao foram submetidos a coleta.

Nesta pesquisa investigou-se o agente etiologico da sepse em
todos os recém-nascidos estudados, por culturas de sangue, urina e liquor.

A hemocultura foi obtida por venopuncao na suspeita de sepse,
antes da introducado do antibidtico. Dentre todas as culturas, é a que apresenta
maior positividade, com alta sensibilidade (82%) e especificidade (96%). O tempo
meédio de incubacédo é de 72 horas e a positividade varia de acordo com o método
empregado, o uso de antibioticoterapia prévia e o agente isolado (GERDES, 1994;
KLEIN & MARCY, 1995). Neste estudo o método utilizado foi o BACTEC PEDS
PLUS/F cuja sensibilidade &€ 30% maior quando comparado com as culturas
convencionais (GRAY et al., 1998; SORLIN et al., 2000).

Apesar da baixa positividade em foco urinario, a cultura de urina
colhida via supra pubica é sempre recomendada na investigacdo etiologica da
sepse tardia (KLEIN & MARCY, 1995; SOHN et al.,, 2001). Neste estudo foram
valorizadas as culturas positivas obtidas preferencialmente por puncao supra-

pubica ou na impossibilidade da puncao, por sondagem vesical.

Interleucina 8 sérica e urinaria

Durante os ultimos anos as citocinas pro-inflamatorias,
moléculas envolvidas na inflamacao e imunidade vem sendo consideradas como
potenciais marcadores de infeccao em recém-nascidos. Embora muitas citocinas

sejam estudadas no periodo neonatal, o principal foco de atencdo tem sido o
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TNF-a, a IL-6 e mais recentemente a IL-8 (MEHR & DOYLE, 2000). A IL-8,
pertencente a familia das quimiocinas, € um marcador precoce de sepse por estar
envolvida na liberacdo de neutrofilos da medula 6ssea e subsequente ativacao
neutrofilica e quimiotaxia (TERASHIMA et al., 1998).

O método empregado para a determinacado da IL-8 sérica e
urinaria neste estudo foi Kit ELISA (R & D Systems ®) que tem sido amplamente
utilizado nas pesquisas desta citocina (SHIMOYA et al., 1992; BERNER et al.,
1998; FRANZ et al., 1999a; FRANZ et al., 1999b; FRANZ et al., 2001).

1.3 - Andlise Estatistica

Ponto de corte

A curva de operacao resposta " Receiver Operator Characteristic
- ROC ", tem sido usada para determinar o ponto de corte de um determinado
teste e para comparar testes entre si.

Testes de bom poder discriminatorio concentram-se na porcao
superior esquerda da curva ROC; para estes a medida em que a sensibilidade
diminui (o ponto de corte € diminuido), existe pouca ou nenhuma perda na
especificidade. Testes de menor poder discriminatério tém curvas situadas mais
proximas a linha diagonal na figura abaixo, deslocando-se da parte inferior
esquerda para a porcao superior a direita, caracterizando assim um teste que

nao € muito esclarecedor (FLETCHER et al., 1989).

Figura 2 - Curva ROC - "Receiver Operator Characteristic" hipotética,

sinalizando os locais de melhor e pior poder discriminatorio do teste.
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Quando calculamos o ponto de corte para um teste diagnostico, o
julgamento deve ser feito conforme a relevancia clinica da sensibilidade e
especificidade do teste para determinada doenca. Assim, ao considerarmos as
consequéncias devastadoras da sepse neonatal em prematuros, o valor de corte
de um marcador precoce da sepse deve ser sensivel o suficiente para que todos
os verdadeiros infectados sejam corretamente diagnosticados e com valor
preditivo negativo (probabilidade de nao existir doenca, quando o teste for
negativo) o mais alto possivel (ATALLAH, 1989). Isto permite ao médico ter a
certeza de iniciar a antibioticoterapia em pacientes infectados, e evita que o
paciente com teste negativo seja tratado desnecessariamente.

No ponto de maior sensibilidade aceita-se menor especificidade,
uma vez que prematuros com testes falsos positivos ndo morrerdo de sepse,
entretanto a taxa de falso positivo deve ser minimizada. Nao existe unanimidade
neste assunto, mas aceita-se que o ponto de corte seja o ponto maximo de

sensibilidade e com especificidade > 50% (MEHR & DOYLE, 2000).

Acuracia dos testes

A acuracia ou validade das dosagens da IL-8 sérica, urinaria e da
IL-8 ur/cr, € o grau pelo qual os resultados correspondem verdadeiramente ao
que se quer determinar, em nosso estudo, a sepse neonatal tardia. Estabelecer
diagnéstico muitas vezes € um processo incerto e resulta em probabilidade e nao
em certeza de estar correto (ATALLAH, 1989; FLETCHER et al., 1989).

Uma forma de estabelecer relacoes entre os resultados dos testes
e o diagnostico verdadeiro, ou seja, sepse, € saber se o teste € considerado
positivo ou negativo e a sepse esta presente ou ausente nos prematuros
estudados.

Assim, podemos encontrar quatro interpretacoes possiveis para o

resultado do teste:
> teste correto: teste positivo na presenca de sepse

> teste correto: teste negativo na auséncia de sepse
> teste incorreto: teste positivo na auséncia de sepse

> teste incorreto: teste negativo na presenca de sepse
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Estes resultados podem ser apresentados esquematicamente da

seguinte forma:

Sepse
Presente Ausente
Positivo Verdadeiro + Falso +
Teste
Negativo Falso - Verdadeiro -

Assim calculamos:

Sensibilidade: proporcao de verdadeiros positivos entre os prematuros
sépticos.

Especificidade: proporcao de verdadeiros negativos entre os prematuros

nao infectados.

Para avaliar a exatiddo destes testes, necessariamente temos que
compara-los com o padrao ouro que é a forma de saber se a sepse realmente esta
presente ou ndo. Nesta pesquisa o padrdao ouro incluiu o diagnostico clinico e
laboratorial de sepse tardia associado a confirmacao por culturas (sangue, urina
ou liquor) ou presenca de meningite, para que o estudo fosse o mais preciso

possivel no diagnoéstico de sepse.

Probabilidade da sepse

A probabilidade de sepse neonatal tardia pode ser calculada pelo
valor preditivo dos testes diagnédsticos. Os valores preditivos de determinado teste
sdo propriedades somente daquele teste; sdo calculados a partir da sensibilidade
e especificidade do teste, considerando-se também a prevaléncia ou incidéncia da
doenca na populacdo em estudo (ATALLAH, 1989; FLETCHER et al., 1989).

Quanto mais sensivel for o teste diagnéstico, melhor sera seu

valor preditivo negativo e maior sera a seguranca de que um prematuro com
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resultado negativo, ndo tenha sepse. Quanto mais especifico for o teste, melhor

sera o seu valor preditivo positivo.

2. Resultados

2.1 - Caracterizacao dos recém-nascidos

As caracteristicas imunologicas do feto e do recém-nascido fazem
com que as infeccoes sejam muito mais frequentes no periodo neonatal do que
em qualquer outro periodo da vida. Fatores como idade gestacional, peso de
nascimento e o nivel da assisténcia perinatal influenciam na incidéncia de
infeccao (KLEIN & MARCY, 1995).

Neste contexto os recém-nascidos prematuros, especialmente os
de muito baixo peso ao nascimento, sdo os mais susceptiveis a infeccao. Embora
os avancos nos cuidados intensivos neonatais tenham melhorado a sobrevida
destes prematuros, a sepse tardia continua sendo importante causa de
morbidade e mortalidade entre eles (STOLL et al.,1996a; STOLL et al., 2002).

O risco de sepse tardia aumenta com a diminuicdo do peso de
nascimento e da idade gestacional, com a utilizacdo de procedimentos invasivos
como cateteres vasculares, nutricdo parenteral, intubacdo traqueal para
ventilacdo mecanica, com o uso de antibioticoterapia de amplo espectro e com a
internacao prolongada (SOHN et al., 2001).

Nesta pesquisa, os dois grupos nao diferiram quanto ao peso de
nascimento, idade gestacional e idade pos-natal no momento da inclusao no
estudo.

Embora sem diferenca significativa quanto ao peso de
nascimento meédio, 74% dos recém-nascidos prematuros do grupo séptico eram
menores que 1500g enquanto que no grupo nao infectado os muito baixo peso
corresponderam a 54% da amostra estudada. Prematuros de muito baixo peso
constituem a populacao de maior risco para infeccao em UTI Neonatal. Estudo

realizado em 12 centros americanos do NICHD em 1996, mostrou que
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aproximadamente um quarto de todos os recém-nascidos de muito baixo peso
que sobreviviam por periodo superior a 3 dias apresentavam pelo menos um
episodio de sepse tardia, e 25% dos infectados apresentaram multiplos episddios.
O peso de nascimento e a idade gestacional foram considerados os principais
fatores de risco para o desenvolvimento de sepse tardia (STOLL et al., 1996a).

A média da idade gestacional de 31 semanas foi a mesma nos
dois grupos e todos os recém-nascidos eram menores que 34 semanas, refletindo
a populacao de maior risco para infeccao em UTI Neonatal. Os fatores que
favorecem que prematuros, principalmente os menores que 34 semanas de idade
gestacional, sejam os mais acometidos por infeccdo incluem imaturidade
imunologica na resposta inata e na adaptativa (VILELA, 2001), peculiaridades do
recém-nascido como o comprometimento das barreiras naturais (KLEIN &
MARCY, 1995) e as caracteristicas da propria assisténcia neonatal como o maior
numero de intervencoes diagnodsticas e terapéuticas que se associam a
complicacoes infecciosas e podem aumentar a morbidade e mortalidade neonatal
(SHON et al., 2001).

Em nosso estudo, a idade pés-natal da ocorréncia de sepse foi de
9,7 dias o que reflete a precocidade dos quadros sépticos e reforca a preocupacao
com este problema a partir da segunda semana de vida (BENTLIN, 1997; STOLL
etal., 2002).

Os dois grupos estudados foram homogéneos quanto ao sexo,
adequacao do peso para idade gestacional, tipo de parto, condicoes de
nascimento e necessidade de manobras de reanimacao em sala de parto.

O sexo masculino é apontado na literatura como fator de risco
para infeccdo. Acredita-se que exista um gene localizado no cromossomo X, que
relaciona-se com a funcdo imunolégica do timo ou com a sintese de
imunoglobulinas e assim, o recém-nascido feminino por possuir dois
cromossomos X, teria maior resisténcia a infeccao (KLEIN & MARCY, 1995).
Dentre os 19 recém-nascidos sépticos, 53% eram do sexo masculino, enquanto
que nos nao infectados esta percentagem foi de 41%, sem diferenca significativa.
STOLL et al. (1996a) também nao observaram diferencas quanto ao sexo na

sepse tardia.
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A restricdo de crescimento intrauterino é fator de risco para
infeccao neonatal pois pode comprometer tanto a imunidade celular quanto a
humoral (TRINDADE, 1999). Entretanto nesta amostra a restricao de
crescimento nao foi variavel importante, pois mais que 80% dos pacientes nos
dois grupos tinham peso adequado para a idade gestacional, mesmo tendo sido
adotada a curva de Alexander (1996) que apresenta principalmente no limite
inferior de normalidade (p10), maiores valores de peso em comparacao com a
curva de Lubchenco anteriormente usada no Servico.

Houve elevada freqiiéncia de partos cesareas em ambos os
grupos (68% nos sépticos e 59% nos nao infectados) que se justifica por ser a
maternidade do HC FMB-UNESP um centro de referéncia terciario, para onde sao
encaminhadas gestantes de alto risco, com maior probabilidade de resolucao
cirargica da gestacdo, seja por complicacoes maternas e/ou fetais. O tipo de
parto nao € fator de risco diretamente relacionado a sepse tardia, mas as altas
taxas de cesareana preocupam pois certamente contribuem para aumento na
prematuridade.

Dos 19 recém-nascidos sépticos estudados, 9 (47%)
apresentaram algum grau de depressdo neonatal ao nascimento. No entanto,
35% dos neonatos nao infectados também apresentaram depressdo neonatal o
que corrobora os dados de literatura que a asfixia ao nascimento nao parece ser
fator de risco para sepse tardia (KLEIN & MARCY, 1995). Dos 36 recém-nascidos,
S apresentaram Apgar menor ou igual a 6 no quinto minuto, sendo 4 do grupo
séptico. A manobra de reanimacdo mais frequente nos dois grupos foi a
ventilacdo com pressao positiva por balao e mascara, dado este coerente com a
literatura (AAP & AHA, 2000). Os neonatos que necessitam de manobras de
reanimacao como intubacdo, massagem cardiaca e drogas sao duas vezes e meia
mais predispostos a sepse precoce, quando comparados aos que nao sao
submetidos a estes procedimentos (STOOL et al., 1996b), entretanto estes dados
nao sao referidos na sepse tardia.

A exposicdo ao corticoide antenatal foi semelhante nos dois
grupos (42% em GS x 47% em GNI ), e refletiu a padronizacdo do Servico de

Obstetricia deste HC. Ja esta bem documentado em metanalise realizada pela
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Cochrane que o corticoide antenatal ndo aumenta o risco de infeccdo para o feto
e o recém-nascido (CROWLEY, 2001).

A morbidade neonatal nao diferiu nos dois grupos e foi
representada pelas doencas classicamente associadas a prematuridade e que séo
mais prevalentes nos prematuros de muito baixo peso em nosso Servico
(CORRALES-MAYORGA, 1998). A doenca mais frequente no grupo séptico foi a
persisténcia do canal arterial (10/19) enquanto no grupo nao infectado foi a
sindrome do desconforto respiratorio (11/17) Tem sido bastante destacado na
literatura que a presenca de infeccao com consequente liberacao de mediadores
inflamatorios € causa importante de manifestacdo de PCA (HAMMERMAN, 1995;
GONZALEZ et al., 1996).

A elevada morbidade evidenciada neste estudo reflete a gravidade
dos pacientes internados na UTI Neonatal deste HC.

O maior nimero de procedimentos de risco observados no inicio
do estudo nos recém-nascidos sépticos comparado com nao infectados (2,9 x 1,3,
p=0,005) pode ter contribuido para o desenvolvimento de infeccao. A nutricéo
parenteral foi a principal intervencao encontrada no grupo séptico (84% x 41%,
p=0,01 ). Muitos autores tém destacado a nutricao parenteral como fator de risco
para a sepse tardia (BECK-SAGUE et al., 1994; STOLL et al., 1996a; SOHN et al.,
2001; HODGE & PUNTIS, 2002; STOLL et al., 2002). O risco decorre nao s6 da
necessidade de utilizacao de cateteres vasculares e da manipulacdo dos mesmos,
mas também da composicdo da nutricdo parenteral, pois as solucdes lipidicas
favorecem o crescimento de agentes lipofilicos como Staphylococcus coagulase
negativa e fungos (NG, 1994).

O maior risco entretanto esta na associacdo de cateteres
vasculares e nutricao parenteral (HODGE & PUNTIS, 2002). A literatura alerta
para a importancia dos cateteres vasculares como fatores de risco para infeccao,
documentando-se em estudo multicéntrico, que sua utilizacdo mesmo por curto
periodo, aumenta significativamente as infeccoes relacionadas ao cateter (MORO
et al.,, 1996). Os cateteres podem ser colonizados por microorganismos que
colonizam a pele ja em 24 horas apds sua insercdo, e mais tardiamente por

microorganismos que entram no lumen do cateter no momento da conexdo ou
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desconexdo do mesmo para infusdo de medicagcdbes e nutricdo parenteral
(HODGE & PUNTIS, 2002).

Estudo realizado em 29 centros de Terapia Intensiva Neonatal
avaliando 827 recém-nascidos de termo e prematuros mostrou incidéncia de
infeccao hospitalar de 11,4%. O peso de nascimento médio foi de 1490g e os
principais procedimentos de risco encontrados foram os cateteres e a nutricao
parenteral, que predominaram no grupo de infectados (SOHN et al., 2001).

Em nosso estudo a freqiiéncia de utilizacdo de cateteres nao foi
elevada e nao diferiu entre os grupos. Este fato pode ser devido a rotina da
Unidade de restringir o uso de cateteres e insistir em acesso periférico ou no uso
dos cateteres percutaneos, mantidos exclusivamente para infusado de nutricao
parenteral, o que diminui a manipulacido e as taxas de colonizacdo dos mesmos
(CAIRNS et al., 1995; SOONG et al., 1995).

A freqiiéncia de intubacdo traqueal foi semelhante nos dois
grupos (37% x 29%, p= 0,906), nao sendo caracterizada isoladamente, como fator
de risco para infeccao.

A antibioticoterapia prévia € sempre preocupante pois pode
suprimir a flora normal do recém-nascido e induzir a resisténcia de
microorganismos, aumentando nao apenas o risco de infeccao, mas também a
gravidade da mesma e dificultando o tratamento (MURRAY, 1994; BOYCE, 1997).
O uso prévio de antibioticos foi alto em ambos os grupos (58% em GS x 35% em
GNI) sugerindo que esforcos devam ser feitos para reduzir o uso desnecessario de
antibioticos, uma vez que a infeccdo prévia ocorreu em apenas 6 dos 11 recém-
nascidos que receberam antibioticoterapia do GS, e em 4 dos 6 que utilizaram
antibioticos do GNI.

A evolucao da sepse neonatal para estagios avancados nao esta
bem documentada na literatura e depende do carater invasivo do agente
causador, das condi¢cdes imunologicas do hospedeiro, e da rapidez diagnéstica
possibilitando a terapéutica adequada. Neste estudo apenas 10,5% dos casos
(2 RN) evoluiram para choque séptico. Resultados diferentes foram anteriormente
obtidos neste Servico, no estudo de BENTLIN (1997) sobre sepse tardia que
mostrou 32% de evolucao para choque em 43 recém-nascidos sépticos. Este fato

explica-se pela diferente prevaléncia microbiolégica na Unidade nos dois
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periodos. Em 1997 havia predominio de Dbactérias Gram-negativas
multirresistentes como a Klebisiella pneumoniae (29,6%) com padrdao muito
agressivo e que pode ter contribuido para maior ocorréncia do choque séptico.
Neste estudo a bactéria mais frequente foi o Staphylococcus coagulase negativa
(57%).

Dentre os 36 prematuros estudados, apenas dois evoluiram para
Obito, ambos no grupo séptico (10,5%), mas nao se relacionaram ao processo
séptico, uma vez que ocorreram apos o término do tratamento da sepse e foram
atribuidos a complicacées da prematuridade. Considerando que o principal
agente isolado foi o Staphylococcus coagulase negativa, este dado é coerente com
a literatura que refere baixa mortalidade, entre 8 a 10%, na sepse tardia por este

agente (STOLL et al., 1996 a; MAKHOUL et al., 2002; STOLL et al., 2002)

2.2 - Variaveis laboratoriais

O diagnostico precoce e preciso do quadro séptico € fundamental
para o adequado tratamento, influenciando positivamente o prognostico e
aumentando a sobrevida dos recém-nascidos. Entretanto isto ndo é facil, pois o
quadro clinico € inespecifico e os exames laboratoriais especificos que
confirmam o diagnostico apresentam limitacoes tais como custo e tempo para
realizacdo e para identificacdo do agente etiologico. Os exames inespecificos tém
como vantagens a disponibilidade, o baixo custo e a rapidez na realizacao,
entretanto apresentam sensibilidade e especificidade variaveis (FREIJ & Mc
CRACKEN, 1994; KLEIN & MARCY, 1995; POWELL & MARCY, 1995).

Neste estudo varios parametros laboratoriais inespecificos foram
analisados: contagem de leucocitos, indice neutrofilico e relacdo formas
imaturas/formas maduras, contagem plaquetaria, proteina C reativa, glicemia e
o escore de Rodwell.

Os valores medianos de leucocitos e plaquetas foram normais nos
dois grupos tanto no inicio do estudo como 24-48 horas apés e portanto nao se
mostraram tuteis no diagnostico da sepse. Em 1988, RODWELL et al.

demonstraram que a contagem de leucocitos isoladamente nao era sinal
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consistente de infeccdo e que a plaquetopenia era sinal tardio e pouco sensivel.
Outros autores referem que um terco dos recém-nascidos com bacteremia podem
apresentar contagem normal de leucécitos na avaliacdo laboratorial inicial
(POWELL & MARCY, 19953).

A plaquetopenia pode ocorrer entre 10 a 60% dos casos de sepse
ou meningite. Acredita-se que ocorra por efeito direto da bactéria ou produtos
bacterianos no endotélio vascular propiciando agregacado e adesao plaquetaria,
ou destruicao das plaquetas por mecanismos imunolégicos. Pode ocorrer em
outras condi¢cdes ndo infecciosas como asfixia, ventilacdo mecéanica, aspiracao
meconial e até mesmo em decorréncia de patologias maternas como hipertensao
induzida pela gestacao, nao sendo portanto util no diagnostico de sepse neonatal
(POWELL & MARCY, 1995).

Na avaliacao inicial do hemograma nos recém-nascidos sépticos
(M1) a alteracao mais evidente foi o aumento do indice neutrofilico e da relacao
formas imaturas/maduras, com normalizacido dos valores até 48 horas apos
(M2). Estes achados estdo em concordancia com RODWELL (1988) e ANDRADE
& BARBOSA (1992) que consideram estes indices leucocitarios como os mais
sensiveis no diagnostico de infeccao neonatal. Entretanto, ensaios clinicos sobre
testes diagnésticos que incluiram a determinacao destes indices, ndo mostraram
relacdo com quadros sépticos, o que pode ser explicado pela exaustao da medula
o0ssea em doencas graves, resultando em baixos indices leucocitarios (POWELL &
MARCY, 1995).

Varios autores propdem que os exames inespecificos sejam
analisados em conjunto e de forma seriada, pontuando-se as alteracoes
encontradas e obtendo-se escores com maior sensibilidade e especificidade no
diagnéstico da sepse neonatal (MANROE et al., 1979; PHILIP & HEWITT, 1980;
GERDES & POLLIN, 1987; RODWELL et al., 1988). Um escore bastante utilizado
na clinica € o de RODWELL et al (1988). Em nosso estudo o grupo séptico
apresentou escore estatisticamente maior na avaliacdo inicial (M1). Entretanto
vale ressaltar que este escore nao identifica todos os recém-nascidos sépticos,
sendo de maior utilidade na exclusdo de infeccao, quando sua pontuacdo é

menor que 3.
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A dosagem da PCR foi util para diferenciar os prematuros
sépticos no inicio do estudo (M1) e também apds 48 horas. Embora a mediana
em M2 nos dois grupos tenha sido zero, alguns recém-nascidos sépticos
mantiveram PCR positiva, o que pode ser explicado pela menor sensibilidade do
método de dosagem que foi a aglutinacdo do Latex. Merece ser comentado que
nesta amostra ndao houve falso positivo pois todos os pacientes do grupo nao
infectado tiveram PCR negativa nos dois momentos de avaliacao.

A PCR encontra-se elevada em 16% dos recém-nascidos na fase
inicial do quadro séptico e em 92% dos casos com 24 horas de evolucao. Seu pico
maximo ocorre em dois a trés dias e permanece elevada até o controle da
infeccao, retornando ao normal com S5 a 10 dias de tratamento adequado.
Dosagens seriadas sdo Uteis na avaliacdo da eficacia do tratamento e alertam
para o aparecimento de complicacoes, auxiliando na determinacdo do tempo de
antibioticoterapia (GERDES, 1994). Em 1995 KAWAMURA & NISHIDA
analisaram os resultados de dosagens da PCR em 348 recém-nascidos com
suspeita de infeccdo e obtiveram valor preditivo negativo de 99% para recém-
nascidos de termo e 98% para prematuros, concluindo os autores pela utilidade
deste exame na exclusdo de infeccdo, evitando o uso desnecessario de
antibioticos.

A glicemia foi significativamente maior no grupo séptico no
momento inicial do estudo, embora com valores situados dentro da faixa de
normalidade, o que é coerente com o conceito classico que as infeccoes
bacterianas alteram o metabolismo de carbohidratos nos recém-nascidos. As
variacoes na homeostasia da glicose sdo frequentes e importantes nos cuidados
ao recém-nascido, mas sao de valor limitado no diagnéstico de infeccao
(OGATTA, 1994;. POWELL & MARCY, 1995; BENTLIN, 1997).

A positividade em culturas foi bastante elevada neste estudo. A
freqiiéncia de hemocultura positiva de 74% foi maior do que a encontrada em
1997 por BENTLIN (63%) em estudo com 43 recém-nascidos sépticos na UTI
Neonatal do HC FMB - UNESP. Esta positividade pode estar relacionada ao
método utilizado no Servico, o BACTEC PEDS PLUS/F, técnica radiométrica
altamente sensivel que tem propiciado bons resultados. Entretanto, deve-se

considerar que a positividade depende nao somente da técnica empregada, mas
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também da densidade do microorganismo responsavel pela infeccao, do uso de
antibioticoterapia prévia, do volume coletado, da diluicédo realizada e do ntumero
de culturas (BUTTERY, 2002).

O principal agente isolado em hemocultura foi o Staphylococcus
coagulase negativa, presente em 57% das hemoculturas positivas e responsavel
por 42% dos quadros de sepse tardia. Estes resultados sdo compativeis com
varios estudos da literatura, que apontam esta bactéria como principal agente
etiologico de sepse tardia em recém-nascidos de muito baixo peso. No estudo
multicéntrico do NICHD Neonatal Research Network publicado em 2002, foram
avaliados 6215 prematuros de muito baixo peso e 21% destes apresentaram um
ou mais episddios de sepse tardia. Os microorganismos Gram-positivos foram
responsaveis por 70% destas infeccoes, sendo 48% delas causadas pelo
Staphylococcus coagulase negativa (STOLL et al., 2002). Estudo semelhante
realizado pelo NICHD em 1996 com 6911 recém-nascidos de muito baixo peso ja
alertava para este dado, pois 73% dos episddios de sepse tardia foram causados
por microorganismos Gram-positivos, entre eles o Staphylococcus coagulase
negativa responsavel por 55% dos casos (STOLL et al., 1996 a). Estudo
colaborativo realizado pela Pedatric Prevention Network (2001) para investigar a
prevaléncia de infeccoes hospitalares em 29 Unidades de Terapia Intensiva
Neonatal americanas, mostrou que dos 827 recém-nascidos estudados, 11,4%
apresentaram infeccoes hospitalares, sendo este o principal o principal agente
isolado (SOHN et al., 2001).

Em nosso estudo, a urocultura possibilitou a identificacao do
agente etiologico em 26% dos casos o que difere da literatura, onde as taxas de
positividade sao baixas variando entre 5% e 9% (VISSER & HALL, 1979 ;
BENTLIN, 1997; SOHN et al., 2001). Entretanto das cinco uroculturas positivas,
houve positividade pelo mesmo agente em sangue (2 culturas) e em liquor (1
cultura), que reforca que estes pacientes tinham realmente quadro infeccioso
sistémico. Embora a puncao supra-pubica seja a técnica mais recomendada,
alguns pacientes deste estudo foram submetidos a sondagem vesical por falha na
puncao (POWELL & MARCY, 1995).

Dos 17 pacientes submetidos a puncao liquoérica, cinco (29%)

apresentaram alteracoes bioquimicas compativeis com meningite, o que esta
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proximo aos dados de literatura que registra freqiiéncia de 15% a 25% da
associacao sepse e meningite (BRUUN & PAERREGAARD, 1991; FREIJ & Mc
CRACKEN, 1994; KLEIN & MARCY, 1995).

2.3 - Determinacdo dos niveis séricos e urinarios da 1L-8

Os resultados deste estudo até aqui apresentados, corroboram a
preocupacao constante na literatura frente ao problema da sepse, frequente em
UTI Neonatal, de manifestacado inespecifica e que requer diagnostico rapido para
adequada terapéutica pois a mortalidade pode ser alta.

A necessidade de reduzir o uso indiscriminado de antibi6ticos e a
emergéncia de bactérias multirresistentes sao também focos de atencao e
preocupacao crescentes em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (CALIL et
al., 2001; SCHOLLIN, 2001). Neste contexto, a busca de marcadores precoces e
de elevada acuracia no diagnoéstico da sepse neonatal tem sido grande desafio
para os pesquisadores a nivel mundial.

Novos marcadores para sepse neonatal vem sendo investigados
nos ultimos anos entre eles: TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, fator estimulante de colonias
de granulocitos, moléculas de adesao intercelular e marcadores de ativacao de
complemento (PEAKMAN et al., 1992; KENON et al., 1996; NG et al.,, 1997;
MEHR & DOYLE, 2000; FRANZ et al., 2001). Varios autores recomendam a
utilizacdo associada de diferentes marcadores, visando obter melhor
sensibilidade e especificidade no diagnostico da sepse (BUCK et al., 1994; DE
BONT et al., 1994; DOELLNER et al.,, 1998; SILVEIRA & PROCIANOY, 1999;
FRANZ et al., 2001).

A Interleucina 8 promove a liberacdo de neutroéfilos da medula
o0ssea com consequente ativacdo destes e acdo quimiotaxica. Apresenta meia vida
maior que as outras citocinas permanecendo elevada durante a infeccao, sendo
possivel detecta-la na evolucdo do processo mesmo apds a instituicdo da
terapéutica. Por isto a IL-8 sérica tem sido proposta como marcador da sepse
neonatal isoladamente ou em associacao com outros marcadores (FRANZ et al.,

1999a; FRANZ et al., 1999b, FRANZ et al., 2001; MEHR et al., 2001).
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Nesta pesquisa os prematuros sépticos apresentaram niveis
elevados da IL-8 sérica no inicio do estudo, embora sem diferenca significativa
em comparacdo ao grupo nao infectado o que é coerente com o papel desta
quimiocina no desencadeamento e amplificacdo do processo inflamatorio
(VASCONCELOS, 2001). Um achado interessante foi a persisténcia de niveis
elevados de IL-8, 48 horas apos instituicdo da terapéutica, comprovando a acao
mais prolongada desta citocina, que mantém a resposta inflamatoria. Seus niveis
foram decrescentes de M1=929,3pg/ml para M2=535,7pg/ml, provavelmente
pelo bloqueio do processo infeccioso com a antibioticoterapia.

Ao compararmos os valores da IL-8 no segundo momento do
grupo nao infectado com os valores iniciais dos recém-nascidos do grupo séptico
(1013,1 x 929,3 pg/ml ), observamos que estes valores foram muito proximos
sugerindo que a IL-8 sérica isoladamente, nao foi bom marcador diagnostico de
sepse neonatal tardia nesta pesquisa.

Em 1992, SCHIMOYA et al. com objetivo de determinar se o feto
produzia ativamente IL-8 em resposta a estimulo de endotoxinas liberadas na
corioamnionite, dosaram a IL-8 em sangue de cordao de 72 recém-nascidos
prematuros menores que 36 semanas sendo 38 deles provenientes de maes com
corioamnionite e 34 de méaes sem infeccao. Nos casos de corioamnionite os niveis
de IL-8 foram significativamente maiores que nos nao infectados (358 + 937
pg/ml x 200 + 442 pg/ml). Os casos mais graves de corioamnionite histologica,
foram os que apresentaram os maiores niveis de IL-8. Foi investigado o efeito do
corticéide antenatal nos titulos de IL-8 em sangue de cordao, dividindo-se os
prematuros com corioamnionite em dois grupos, quanto ao uso ou nao de
corticoide materno. No grupo com corticéide (n= 10) o nivel de IL-8 foi 642 + 200
pg/ml, enquanto que no grupo sem corticoide (n= 28) foi de 1605 +936 pg/ml,
com p< 0,01. Este efeito ocorreu quando o corticéide foi usado até 5 dias antes
do parto. Nao houve relacdo dos niveis de IL-8 com o uso de antibioticoterapia
materna. Na comparacao com outros marcadores utilizados no monitoramento
de infeccao fetal, a IL-8 com ponto de corte de 200pg/ml apresentou
sensibilidade de 97% e especificidade de 89%, enquanto que a PCR (ponto de
corte de 2,3 mg/dl) apresentou sensibilidade de 31% e especificidade de 97%, a

contagem de leucocitos (ponto de corte de 12000/mm3) sensibilidade de 71% e
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especificidade de 67% e IgM (ponto de corte de 20mg/dl) sensibilidade de 66% e
especificidade de 88%. Os autores sugerem que o nivel de IL-8 em sangue de
cordao reflete o nivel de IL-8 fetal e pode ser marcador util em cordocentese, para
identificacdo de corioamnionite antes do nascimento. Este estudo também
mostrou a supressdo in vivo da producao fetal de IL-8 em decorréncia do
transporte placentario do corticoide administrado a mae ( SHIMOYA et al., 1992).

A analise do genoma da IL-8 identificou a presenca de um
elemento de resposta ao glicocorticéide (GRE - glucocorticoid responsive element)
sugerindo que o GRE desempenha papel chave na regulacao da producao da IL-
8. A incubacao de células produtoras de IL-8 com glicocorticoide e ativacao do
GRE resulta em supressao da producao da IL-8 in vitro (MUKAIDA et al., 1989).

Em nosso estudo a frequéncia de exposicdo ao corticoide
antenatal foi semelhante nos dois grupos e provavelmente nao teve influéncia
nos resultados obtidos pois os recém-nascidos nao foram estudados ao
nascimento e a idade pods-natal no inicio do estudo situou-se entre o final da
primeira semana e o inicio da segunda semana (GS 9,7 dias e GNI 6,9 dias), o
que ultrapassa o periodo de expectativa de efeito do corticéide antenatal, referido
no estudo de SHIMOYA et al. em 1992.

Um aspecto que sustenta a IL-8 como quimiocina que mantém
niveis elevados e que justificaria os altos valores encontrados neste estudo, € que
ela € marcador secundario na sepse, surgindo apés a expressao de outras
citocinas como TNF-a e IL-1p (SAEZ-LLORENZ & Mc CRACKEN, 1993).

BERNER et al.(1998) estudaram os niveis de diversos mediadores
inflamatorios em sangue de cordao umbilical e de recém-nascidos entre 24 - 48
horas e apos 48 horas de vida. Foram constituidos 3 grupos: G1: 35 RN com
sepse, idade gestacional média (IG) de 38 semanas (26-42), peso de nascimento
(PN) de 2740g (820-4170); G2: 66 RN com infeccdo nao confirmada, IG de 34
semanas (26-42), PN de 1990g (860-4600) e G3: 35 RN controle, sadio, IG de 40
semanas (38-41), PN de 3360g (2420-4160). Os recém-nascidos sépticos (G1)
apresentaram altos niveis de fator estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF), TNF o, IL-1 B, IL-6, IL-8 e iCAM-1. As concentracdes de G-CSF, IL-8, IL-6 e
IL-1B em sangue de cordao foram maiores que as maternas. Os niveis de G-CSF,

IL-6 e IL-8 em sangue de cordao, foram maiores do que entre 24-48 horas e os
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menores valores foram encontrados apés 48horas. Assim, estas citocinas foram
consideradas marcadores precoces da sepse e seus altos niveis poderiam ser
consequéncia do estimulo infeccioso ao sistema imune antes do nascimento.

Outro resultado interessante neste estudo de BERNER foi que a
IL-8 esteve bastante elevada em G1 (sepse) no sangue de corddo, e com a
instituicdo da antibioticoterapia seus niveis permaneceram elevados porém
inferiores a dosagem inicial. Os menores valores ocorreram apoés 48 horas. A
comparacao dos niveis de IL-8 entre os grupos mostrou que entre G1 e G2
(séptico x infeccdo nao confirmada) ndo houve diferenca, enquanto entre G1 e
G3 (séptico x saudaveis) e G2 x G3 (infeccdo nao confirmada x saudaveis) houve
diferenca significativa (BERNER et al., 1998).

Embora estes dados sejam referentes a infeccédo precoce, eles sao
semelhantes aos resultados encontrados na sepse tardia em nosso estudo. E
interessante notar que os prematuros que constituiram nosso grupo nao
infectado apresentaram inicialmente sinais e sintomas que levaram a suspeita de
sepse. Portanto devem ter sofrido influéncia de outras condi¢cdes nao infecciosas
que justificariam a presenca destas manifestacoes e poderiam aumentar a
producao de citocina pro-inflamatoria. Tais condi¢coes foram representadas pela
morbidade do grupo, incluindo a sindrome do desconforto respiratério, a
persisténcia do canal arterial e alteracdes ultrassonograficas de
hiperecogenicidade cerebral. Como o grupo “controle” caracterizou-se por
auséncia de infeccao mas nao foi um controle saudavel, e sendo a IL-8 marcador
inflamatorio nao especifico, justifica-se os niveis encontrados desta quimiocina
nos recém-nascidos nao infectados.

Na leucomalacia peri-ventricular e em alteracdoes cerebrais
isquémicas pode ocorrer aumento na producdo de citocinas (SHALAK et al.,
2002) e na sindrome do desconforto respiratorio ja foi evidenciado aumento da
IL-8 em culturas de células (KWONG et al.,, 1998; KALMAN et al., 1999). Alguns
autores sugerem que a sindrome do desconforto respiratério ou qualquer
situacdo que necessite de ventilacdo mecanica pode causar liberacao de
citocinas, incluindo a IL-8 (FRANZ et al., 1999a).

Dentre nossos pacientes 37% do grupo séptico e 29% do grupo

nao infectado estavam em uso ou tinham usado ventilacdo mecanica nas 48
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horas que antecederam o estudo, podendo este ser um fator contributivo aos
altos niveis de IL-8 sérica encontrados nesta pesquisa.

Se tivéssemos optado por constituir o grupo controle com recém-
nascidos saudaveis, talvez pudéssemos constatar diferencas significativas entre
recém-nascidos prematuros sépticos e saudaveis. Entretanto o objetivo do estudo
foi focalizar nossa realidade, pois a grande duvida em iniciar antibioticoterapia
ocorre exatamente nestes pacientes, pela falta de especificidade dos dados
clinicos e laboratoriais.

Outro aspecto interessante a ser discutido € a acdo da IL-8
induzindo a quimiotaxia de neutroéfilos, e permanéncia destes por maior periodo
de tempo na circulacdo. A neutrofilia induzida, foi demonstrada em estudo
experimental com ratos, que receberam injecao intravenosa de IL-8 ou solucéao
salina (grupo controle). O objetivo foi avaliar a liberacao de polimorfonucleares
(PMN) da medula o6ssea. O grupo que recebeu IL-8, apresentou inicialmente
rapido declinio de PMN circulantes, caracterizado por granulocitopenia, com
posterior aumento e consequente neutrofilia, como observado na sepse. Os
autores sugerem que o aumento mais tardio da IL-8 durante endotoxemia e
sepse pode ser decorréncia da inducao da biossintese da IL-8 pela IL-1 e TNF-a.
A neutropenia foi acompanhada de gradiente transitorio artério-venoso de PMN e
células jovens nos pulmodes, sugerindo sequestro nos microvasos pulmonares,
efeito este rapido, aproximadamente 8 minutos, e reversivel (TERASHIMA et al.,
1998).

A liberacao de IL-8 apos estimulo de outras citocinas permite que
se tenha maior tempo para sua avaliacdo e posterior controle evolutivo do quadro
séptico.

No estudo clinico de EDGARD et al. (1994) os autores também
avaliaram os niveis de IL-8 em 60 recém-nascidos com suspeita de infeccao
precoce e tardia, com idade gestacional média de 29 semanas e peso de
nascimento de 1320g. Dentre estes pacientes, 43 foram considerados infectados
(25 com hemocultura positiva), 11 nao infectados e 6 casos suspeitos. Os valores
de IL-8 foram significativamente maiores no grupo infectado, embora a
sensibilidade e especificidade tenham sido baixas, 70% e 77% respectivamente,

nao sendo util no diagnoéstico de infeccdo. A baixa especificidade ocorreu pelo
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aumento da IL-8 no grupo nao infectado, sugerindo que a ativacado neutrofilica foi
um fendmeno comum e inespecifico nesta casuistica. E interessante notar que
neste trabalho o critério de inclusédo foi a suspeita de infeccdo, com definicdo dos
grupos a partir da evolucao clinica e laboratorial dos pacientes, assim o grupo
nao infectado, nao foi necessariamente um grupo sem patologias. Observa-se
ainda que este estudo abrangeu sepse precoce e tardia em recém-nascidos de
termo e prematuros, o que pode ter influenciado nos resultados.

Um grupo de pesquisadores alemaes, tem obtido resultados
bastante promissores da IL-8 sérica, como marcador da sepse neonatal e como
alternativa diagnoéstica para evitar o uso desnecessario e abusivo de antibiéticos.

Em 1999, este grupo investigou o valor diagnoéstico da
procalcitonina (PCT), IL-8, PCR e indice neutrofilico em recém-nascidos com
suspeita de infeccdo de corrente sangliinea (FRANZ et al.,, 1999a). Foram
avaliados 162 RN menores que 11 dias, com idade gestacional entre 23 e 42
semanas, sendo 52 RN menores que 30 semanas. A suspeita de infeccao ocorreu
na presenca de pelo menos um sinal clinico de infeccdo (palidez, pele
acinzentada, perfusao lentificada, taquipnéia, dispnéia, apnéia, FiO, > 0,21,
insuficiéncia respiratoria, hipotensdo, hipotonia muscular, hipertonia,
hiperexcitabilidade, irritabilidade, letargia) ou histéria materna de infeccao
amniotica (rotura prematura de membranas, rotura de membranas por mais que
24 horas, temperatura materna > 38,5°C, liquido amnié6tico fétido, taquicardia
fetal). A confirmacado diagnéstica ocorreu na presenca de pelo menos um sinal
clinico e hemocultura positiva. Dos 162 RN avaliados, 9 apresentaram infeccao
confirmada, 37 tiveram infeccao clinica e 116 foram considerados nao infectados.
Neste estudo a PCT isoladamente ndo foi bom marcador de sepse, com baixos
valores de sensibilidade e especificidade. Os resultados da dosagem de IL-8
mostraram que: isoladamente, com ponto de corte de 70 ng/L a sensibilidade e
especificidade foram baixas, 83% e 76%, respectivamente. A combinacao da IL-8
e ou PCR aumentou a sensibilidade para 91%. Um aspecto interessante na
analise da IL-8 foram os valores encontrados nos 9 pacientes com hemocultura
positiva, que variaram de acordo com o agente isolado, podendo a resposta estar

relacionada com a viruléncia do agente. Assim, os menores valores ocorreram
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com o Staphylococcus epidermidis (75-186ng/L) e os maiores com Acinetobacter
sp e Streptococcus do grupo B (2830 - 10000ng/L).

Em nosso estudo, das 14 hemoculturas positivas, o
Staphylococcus coagulase negativa foi isolado em 8 casos, fato este que poderia
justificar a faltar de poder discriminatério da IL-8 sérica.

Ainda em 1999, o mesmo grupo de pesquisadores propds a
utilizacdo em conjunto da IL-8 e da PCR em recém-nascidos com infeccao
hospitalar precoce e tardia, com o objetivo de reduzir a antibioticoterapia
desnecessaria. Os critérios adotados para definir infeccdo foram os mesmos
utilizados no trabalho anterior. O estudo foi projetado para duas etapas: a
primeira com avaliacao retrospectiva de 260 RN, sendo 162 menores que 30
semanas, com suspeita de infeccdo precoce ou tardia, no periodo de um ano.
Nestes recém-nascidos foi dosada a IL-8 e a antibioticoterapia foi indicada se
PCR > 10 mg/L e/ou indice neutrofilico > 0,2. Os RN foram divididos em 3
grupos de acordo com sua evolucao. G1: 26 RN com infeccao confirmada, IL-8
mediana de 112 pg/ml (<20 a > 10000); G2: 32 RN com infeccao clinica, IL-8 de
105 pg/ml (<20 a >10000) e G3: 202 RN nao infectados, IL-8 de 27 pg/ml (< 20 a
213). Na segunda etapa o estudo foi prospectivo com 215 RN sendo 147 menores
que 30 semanas, e que receberam antibiéticos na suspeita de infeccao se PCR
>10 mg/L e/ou IL-8 > 53 pg/ml . Os valores medianos de IL-8 foram: G1: 33 RN
, IL-8=309 pg/ml, G2: 33 RN, IL-8=213 pg/ml e G3: 149 RN, IL-8=149 pg/ml.
A sensibilidade da IL-8 com ponto de corte de 53 pg/ml foi de 84% na primeira
etapa do estudo e 91% na segunda etapa. Quando a IL-8 e/ou PCR > 10 mg/L
foram associadas, a sensibilidade aumentou para 93% na primeira etapa e para
100% na segunda. Antes do inicio do estudo, a antibioticoterapia era utilizada
em 71% dos casos com suspeita clinica de infeccdo e aumento da PCR. Na
avaliacdo retrospectiva foi detectado uso desnecessario de antibioticos em 58%
dos casos. Apoés a introducao da IL-8 na decisdo de iniciar ou nédo antibioticos,
houve reducao de 40% no seu uso em recém-nascidos com suspeita de infeccao,
sendo que destes, apenas 23% foram considerados como tratados
desnecessariamente. Esta pesquisa mostrou grande variabilidade dos niveis da
IL-8, observada também em nosso estudo, e a melhor acuracia da IL-8 quando

associada a outro marcador como a PCR. Nossos resultados corroboram estes
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achados pois evidenciamos que a IL-8 sérica isoladamente ndo € bom marcador
de infeccao. (FRANZ et al., 1999D).

Em 2001, FRANZ et al. realizaram outro estudo com o mesmo
delineamento da pesquisa anterior, mas agora especificamente na infeccao
precoce, até 72 horas de vida, com o objetivo de reduzir o uso desnecessario de
antibioticos. Na primeira etapa foram avaliados 378 RN, com idade gestacional
de 22 a 43 semanas (35 semanas), divididos em trés grupos onde G1: 7 RN com
infeccao confirmada, IL-8=1074 pg/ml (42 a > 10000); G2: 63 RN com infeccao
clinica, IL-8=255 pg/ml (19 a > 10000); G3: 308 RN controles, IL-8=36pg/ml (<5
a > 10000). Na segunda etapa 331RN com idade gestacional semelhante aos
anteriores foram divididos nos mesmos trés grupos sendo: G1: 7 RN, IL-8=3148
pg/ml (134 a > 10000); G2: 105 RN, IL-8=152 pg/ml (10 a >10000); G3: 219 RN,
IL-8=32 pg/ml (5 a 1576) e foi incluido um quarto grupo, G4 com 47 RN termos,
saudaveis, IL-8=16,9 pg/ml (< 5 a 112). As dosagens foram realizadas em 3
momentos: na admissao dos pacientes, entre 12 e 36 horas de vida e entre 36 e
60 horas de vida. Na primeira etapa a IL-8 com ponto de corte de 70 pg/ml
esteve aumentada em 62% dos casos de G1 e G2 enquanto a PCR ainda estava
normal. A combinacdo de IL-8 > 70 pg/ml e/ou PCR > 10 mg/ L apresentou
sensibilidade de 92% e especificidade de 74%. Na segunda etapa do estudo a
antibioticoterapia foi restrita aqueles recém-nascidos com suspeita clinica de
infeccao que apresentavam IL-8 > 70 pg/ml e/ou PCR > 10 mg/L. Um total de
219 RN foram considerados retrospectivamente néo infectados. Do total de
recém-nascidos remanescentes nos quais todos os parametros foram avaliados, a
utilizacdo da IL-8 e/ou PCR junto com os sinais clinicos de infeccao, diminuiu
em 40% o uso desnecessario de antibioticos (FRANZ et al., 2001).

Estes autores estudaram também a cinética da IL-8 em recém-
nascidos de termo e prematuros, com idade gestacional de 22 a 43 semanas.
Dosagens repetidas de IL-8 foram realizadas em 81 RN nao infectados e em 55
com infeccao confirmada ou infeccao clinica. As dosagens foram obtidas em trés
momentos: na admissao, entre 12 e 36 horas e entre 36 e 60 horas. A
sensibilidade da IL-8 foi de 85% na admissao e diminuiu para 35% entre 12 e 36
horas e para 15% entre 36 e 60 horas. A sensibilidade da PCR nestes trés

momentos foi de 23%, 73% e 69%. A combinacdo da IL-8 e PCR na admissao
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aumentou a sensibilidade para 93%. Estes dados sugerem que a IL-8 esta
aumentada tanto em RN de termo quanto em prematuros e que seu aumento
precede em 12 a 24 horas o aumento da PCR. Ao investigar o efeito da idade
gestacional na sensibilidade e especificidade constatou-se que a especificidade foi
maior nos termos enquanto a sensibilidade foi maior nos prematuros. Em recém-
nascidos menores que 30 semanas a sensibilidade ficou em torno de 90%
enquanto a especificidade ficou em 55%. Nos maiores que 34 semanas a
sensibilidade variou de 70% a 75% e a especificidade de 83% a 85% (FRANZ et
al., 2001).

MEHR et al. (2001) avaliaram as concentracoes séricas de IL-6 e
IL-8 em recém-nascidos com sinais clinicos de infeccado (precoce ou tardia)
visando determinar a acuracia destas citocinas como marcadores precoces de
infeccao. Foram constituidos 4 grupos: G1: 11 RN com infeccdo confirmada por
cultura positiva em sangue, liquor ou urina; pneumonia caracterizada pelos
sinais clinicos e radiologicos e hemocultura positiva; enterocolite necrozante no
minimo grau II, com ou sem hemocultura positiva; G2: 12 RN com infeccao
provavel, cultura negativa em sangue, liquor ou urina, e com alteracoes de PCR e
dos valores de neutrofilos; G3: 52 RN nos quais a infeccdo nao pode ser
confirmada ou excluida; G4: 26 RN com sinais iniciais sugestivos de infeccao
mas o diagnostico foi afastado em funcao de cultura negativa, PCR normal e
valores de neutréfilos normais. Os niveis da IL-6 e da IL-8 no grupo com
infeccao confirmada (G1l) foram significativamente maiores que nos demais
grupos (G1 > G2=G3=G4) e G1 > G4, entretanto a IL-6 no ponto de corte de
175pg/ml e a IL-8 em 28 pg/ml tiveram sensibilidade de 80% e 82%
respectivamente, e especificidade de 91% e 81%. Neste estudo tanto a IL-6
quanto a IL-8 apresentaram pouca acuracia diagnostica na infeccao provavel,
sendo mais sensiveis nos quadros de infeccdo confirmada.

Um aspecto inédito e muito interessante em nosso estudo foi a
determinacao dos niveis urinarios da IL-8 em prematuros sépticos e nao
infectados.

Na suspeita da sepse (M1l) as dosagens urinarias mostraram
valores significativamente maiores da IL-8 no grupo de recém-nascidos

prematuros sépticos comparado aos nao infectados (p = 0,001). Apos 48 horas de
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antibioticoterapia (M2) os niveis de IL-8 urinaria diminuiram significativamente
em relacao ao momento inicial do estudo (M1 > M2) e nao se diferenciaram em
relacdo aos nao infectados.

A IL-8 ajustada pela creatinina urinaria (IL-8 ur/cr) apresentou
os mesmos resultados estatisticos, encontrados para a IL-8 urinaria, ou seja, no
momento da suspeita da sepse o grupo de prematuros sépticos apresentou
valores significativamente maiores do que o grupo nao infectado. Houve
diminuicao significativa destes valores 48 horas apos o tratamento e assim em
M2 nao houve diferenca entre os grupos. Destaca-se no grupo nao infectado que
todos os valores (medianas e percentis) da IL-8 ur/cr foram baixos nos dois
momentos de avaliacao.

A deteccao urinaria da IL-8 foi relatada em 1991, em adultos com
inflamacdo vesical apés resseccao da prostata em decorréncia de neoplasia
(BETTEX-GALLAND et al., 1991).

Em 1994, TULLUS et al. dosaram as IL-6 e IL-8 em urina de 41
criancas com pielonefrite aguda e investigaram a relacdo entre os niveis dessas
citocinas e alteracoes na cintilografia com DMSA. Tanto a IL-6 quanto a IL-8
foram detectadas em altas concentracoes na urina destas criancas na fase aguda
da doenca, mas apenas o aumento IL-6 ur/cr associou-se as alteracdes de
cintilografia, sugerindo os autores que a IL-6 poderia ser utilizada como
indicador de risco de lesao renal persistente em casos de pielonefrite (TULLUS et
al., 1994).

Estudo com metodologia semelhante foi realizado por ROILIDES
et al (1999) em recém-nascidos com infeccdo urinaria. A IL-6 esteve presente em
altas concentracdoes na urina deste pacientes e também associou-se a presenca
de cicatriz renal.

Em 2000, JANTAUSCH et al. dosaram estas IL-6 e IL-8 na urina
de criancas hospitalizadas com infeccdo urinaria. A IL-6 foi dosada em 39
pacientes, a IL-8 em 34 e o grupo controle constituiu-se de 37 criancas. Na
admissao os niveis urinarios da IL-6 e da IL-8 foram maiores nas criancas com
infeccao urinaria em comparacdo aos controles, e 48 horas apos o inicio do
tratamento houve diminuicao significativa das duas citocinas. A IL-8 apresentou

relacdo com um uropatégeno especifico que foi a Escherichia coli produtora de
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hemolisina, sugerindo os autores que este agente poderia estimular a producao
local de citocina. Esta mesma hipotese foi aventada por ROILIDES (1999) que
identificou a E. coli como agente causador de 89% das infecgoes urinarias
diagnosticadas.

Recentemente, RAO et al. (2001) investigaram a implicacao da
deteccao da IL-8 na urina. A IL-8 foi dosada em 305 amostras de urina de
pacientes com idade de O a 18 anos, divididos em trés grupos: G1: 14 pacientes
com infeccdo urinaria confirmada, cujas média, mediana e variacao da IL-8
foram de 1642 pg/ml, 1010 pg/ml e O a 5816 pg/ml, respectivamente. O
principal agente isolado foi a Escherichia coli e mais de 50% dos pacientes eram
lactentes. Em G2: 21 pacientes, apenas dois lactentes, com infeccao urinaria
provavel, nos quais a IL-8 apresentou média de 1003 pg/ml, mediana 404 pg/ml
e variacao de 0O a 8334 pg/ml. E finalmente G3: 257 pacientes sem infeccao
urinaria, com meédia de 117 pg/ml, mediana O pg/ml e variacdao de 0 a 3960
pg/ml. Com ponto de corte de 200pg/ml a sensibilidade da IL-8 foi de 93% e a
especificidade 90%. Neste estudo a IL-8 foi marcador sensivel, porém esta
citocina € apenas um dos varios fatores que podem operar na patogénese da
doenca. Os autores concluiram que a infeccao do trato urinario ativa a resposta
local de citocinas.

A presenca da IL-8 urinaria em casos de infeccao em outros sitios
e infeccao sistémica foi demonstrada no estudo de STIEMER et al. (1997) cujo
objetivo foi investigar se a IL-8 poderia ser detectada em urina de mulheres
gravidas com rotura prematura de membranas, e se os niveis urinarios estariam
relacionados aos sinais de infeccao intra-amniética. As gestantes foram divididas
em trés grupos: G1l: 22 gestantes, sem sinais de infeccdo, G2: 32 com sinais
minimos de infeccdo, alteracoes placentarias minimas ou ausentes, discreto
aumento da PCR ou discreta leucocitose e G3: 17 com sinais graves de infeccao,
intenso aumento da PCR ou intensa leucocitose, importantes lesdes placentarias
ou sepse no recém-nascido. Gestantes com infeccao urinaria foram excluidas. A
IL-8 foi detectada na urina de 91 entre 104 gestantes com rotura prematura de
membranas, e os valores excederam 1000ng/L nos casos de infeccdo intra-
amniotica grave. As maiores diferencas foram observadas entre G1 e G3. As

alteracoes da IL-8 foram mais importantes que as da PCR e da contagem de
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leucocitos. Este estudo mostrou pela primeira vez que a IL-8 pode ser dosada na
urina de gestantes na auséncia de infeccdo urinaria e com niveis que refletem
infeccao intra-amniotica.

A forma pela qual a IL-8 pode ser detectada na urina apos
infeccao em outro sitio ndo esta totalmente esclarecida. No caso da infeccao
intra- amnié6tica a IL-8 poderia alcancar a circulacdo sistémica através das
membranas fetais, com subsequente clearance pelos rins, e apos filtracédo
glomerular ser detectada na urina (STIEMER et al.,, 1997). Também existe
evidéncia que as hemacias teriam receptores para a IL-8 e poderiam ser
responsaveis pelo transporte desta interleucina na circulacdo, com baixos niveis
de IL-8 livre no soro. Talvez por esta razao, os niveis da IL-8 na urina e até em
liquido amniotico podem exceder aqueles registrados em sangue periférico,
conforme verificado no estudo de STIEMER et al. (1997).

Estes dados podem justificar a presenca da IL-8 urinaria na
sepse independente de infeccdo urinaria, como sendo decorréncia do clearance
da IL-8 sérica, liberada apoés o inicio do processo infeccioso e transportada pelas
hemacias até o rim, onde apods filtracdo seria excretada na urina, conforme
proposto por STIEMER et al. (1997) e RAO et al. (2001).

O estudo dos receptores de citocinas vem propiciando avancos na
fisiopatologia de doencas e podem esclarecer varias questoes ainda obscuras a
respeito destes mediadores.

Os receptores para interleucinas estdo presentes em tecidos
hematopoiéticos e também em orgaos somaticos, conforme evidenciado por
DAME & JUUL (2000).

Estes autores investigaram a distribuicao tecidual e a expressao
celular de receptores para IL-6 (IL-6R) e IL-8 (IL-8R) em fases precoces do
desenvolvimento do feto humano, por meio de técnicas de imunohistoquimica, e
o resultado foi surpreendente. Em fetos com 8 e 16 semanas de idade
gestacional, tanto IL-6R quanto IL-8R foram detectados em todos os tecidos
pesquisados: cérebro, medula, olhos, coracdo, pulmodes, figado, baco, adrenal,
rins, intestino e placenta. A expressdo celular especifica para IL-8R ocorreu no
sistema nervoso central, em grupos de neurdnios e astrocitos, e nos orgaos

somaticos sendo detectada na medula 6ssea, miocardio, células do epitélio
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bronquiolar, hepatécitos, enteroécitos, células da zona glomerulosa e fasciculada
da adrenal, do sistema coletor dos rins, e células da placenta. A ampla expressao
destes receptores sugere papel nao apenas hematopoiético para seus ligantes.
Suas funcdes nao estdao totalmente definidas mas € possivel que sejam
responsaveis pela deteccao das citocinas em outros tecidos e fluidos, incluindo a
urina (DAME & JUUL, 2000).

Estudo realizado por CALHOUN et al. (2000) com dosagens sérica
e urinaria de outra citocina, o fator estimulante de colonias de granulécitos
(G-CSF) em recém-nascidos neutropénicos antes e apos a administracdo do G-
CSF recombinante, obteve resultados interessantes e que podem ajudar a
esclarecer a presenca de citocinas na urina de neonatos sépticos. Os autores
estudaram 10 RN neutropénicos que foram tratados com G-CSF recombinante
durante 3 a 5 dias. Amostras de soro e urina foram obtidas para dosagem do G-
CSF antes e apos a intervencao terapéutica. O grupo 1 constituiu-se de 5 RN
com neutropenia secundaria a hipertensao induzida pela gestacdo, restricdao de
crescimento ou doenca hemolitica Rh e o grupo 2 por 5 RN com sepse bacteriana
e choque. Antes de receberem a primeira dose de G-CSF recombinante as
concentracoes séricas e urinarias de G-CSF no grupo 1 foram baixas e antes da
dose final as concentracdoes séricas foram muito maiores enquanto as
concentracoes urinarias nao variaram. No grupo 2 antes da primeira dose as
concentracoes endogenas séricas e urinarias ja eram muito altas e antes da dose
final foram menores. Os autores sugerem que o clareamento do G-CSF sérico
ocorreria por saturacado da ligacao de seus receptores. No grupo séptico onde ja
havia grande liberacdo da citocina os receptores estavam saturados antes da
administracdo da forma recombinante, justificando a presenca em altas
concentracoes no soro e urina, com pouco beneficio apés a administracao
exogena. No grupo 1 a G-CSF recombinante aumentou a concentracao sérica,
mas provavelmente ndo saturou os receptores pois os niveis urinarios néo
mostraram alteracoes. Outro aspecto aventado pelos autores € que flutuacoes na
concentracdo da citocina urinaria podem resultar da terapéutica antimicrobiana
ou do aumento na ligacdo do G-CSF com seus receptores (CALHOUN et al.,
2000).
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Este mecanismo pode justificar também a presenca da IL-8 na
urina dos prematuros sépticos em nosso estudo.

A determinacdo dos niveis séricos e urinarios da IL-8 permitiu a
andlise de correlacdo entre IL-8 sérica, urinaria e IL-8 ur/cr com outros
parametros clinicos e laboratoriais, entre eles, peso de nascimento, idade
gestacional, idade pods-natal, numero de procedimentos de risco, indice
neutrofilico, escore de Rodwell e PCR.

A IL-8 sérica correlacionou-se apenas com o indice neutrofilico.
Este resultado justifica-se por ser a IL-8 uma citocina quimiotatica para
neutrofilos, conforme ja documentado experimentalmente em estudo com ratos
nos quais a administracdo de IL-8 intravenosa promoveu aumento de células
jovens e neutrofilia (TERASHIMA et al., 1998).

Nao encontramos correlacdo dos niveis séricos de IL-8 com o
peso de nascimento e idade gestacional. A literatura refere que tanto prematuros
quanto termos, podem apresentar niveis aumentados de IL-8 em doencas
infecciosas e inflamatérias neonatais, mostrando competéncia do seu sistema
imunolégico neste aspecto (FRANZ et al., 2001 ; SCHULTZ et al., 2002).

Um importante estudo sobre a resposta inflamatoria do recém-
nascido foi realizado por SCHULTZ et al. (2002) com base em modelo de sepse
induzida por endotoxina, no qual os monocitos foram obtidos de sangue venoso
de cordao umbilical de 45 recém-nascidos de termo saudaveis e 74 prematuros.
As citocinas IL-6 e IL-8 foram analisadas diretamente nas células. Os prematuros
foram divididos em 3 grupos: G1: 36 RN com meédia de 34 semanas de idade
gestacional (IG) e 2180g de peso de nascimento (PN); G2: 27 RN, IG de 31
semanas, PN del315g, e G3: n=11, IG de 27 semanas, PN de 765g com infeccao
confirmada por hemocultura, sepse clinica ou evidéncias histopatologicas de
corioamnionite. O controle foi feito com 50 adultos saudaveis. Os monoécitos
obtidos foram estimulados com endotoxina e os resultados mostraram a
existéncia de resposta inflamatoria tanto nos recém-nascidos de termo como nos
prematuros. A exposicao ao corticoide antenatal ocorreu em 8%, 48% e 100% nos
grupos 1, 2 e 3 respectivamente e os niveis de IL-6 foram menores nos recém-
nascidos expostos a esta terapéutica. Semelhante aos nossos resultados o estudo

de SCHULTZ também nao mostrou correlacao da IL-8 com a idade gestacional,
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sugerindo que a producao de IL-8 pode estar aumentada mesmo em recém-
nascidos prematuros (SCHULTZ et al., 2002).

Nao existe estudo na literatura de correlacao entre IL-8 e o escore
de Rodwell. A auséncia de correlacao evidenciada nesta pesquisa justifica-se
porque este escore envolve além dos neutrofilos, outros parametros
hematolégicos que nao se relacionam com a atividade quimiotaxica da IL-8.

Quanto a dosagem da PCR varias pesquisas sugerem seu uso
associado com a IL-8 visando melhorar a sensibilidade e especificidade do
diagnostico da sepse neonatal, pois o aparecimento da IL-8 precede em 12 a 24
horas o aumento da PCR (FRANZ et al., 1999a, FRANZ et al.,, 1999b, FRANZ et
al.,, 2001, MEHR et al., 2001).

No trabalho de FRANZ et al. (2001) em recém-nascidos com
infeccao confirmada, a sensibilidade da IL-8 sérica foi maior na admissao (85%),
diminuindo de forma progressiva e acentuada nas préoximas 60 horas, enquanto
a sensibilidade da PCR foi bem menor no inicio do estudo (23%), com aumento
para 73% entre 12 a 36 horas. Assim nao seria esperado que encontrassemos
correlacao entre estes marcadores em nosso estudo.

A IL-8 urinaria mostrou correlacdo com a idade pés-natal, e este
fato talvez possa ser explicado porque prematuros menores que 34 semanas de
idade gestacional tem limitada taxa de filtracao glomerular ao nascimento,
ocorrendo progressiva melhora da filtracdo glomerular nas primeiras semanas de
vida (BUEVA & GUIGNARD, 1994). Assim, ao se ajustar os valores da IL-8
urinaria pela creatinina urinaria nao houve correlacdo com a idade pés-natal.

Uma vez que a presenca da IL-8 na urina depende provavelmente
da saturacao de receptores e do seu clearance pelos rins, ndo esperavamos que
houvesse qualquer correlacdo entre IL-8 urinaria e parametros clinicos ou
laboratoriais (STIEMER et al., 1997; CALHOUN et al.,, 2000; DAME & JUUL,
2000)

Outro dado interessante encontrado nesta pesquisa foi a
auséncia de correlacdo entre os valores da IL-8 no sangue e na urina o que
possivelmente se deve ao fato da IL-8 ser detectada na urina apés o seu
clareamento do sangue pelos rins (STIEMER et al, 1997; RAO et al, 2001). Outra

possibilidade seria a sintese desta citocina por células estimuladas por
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endotoxinas em orgdos nao hematopoiéticos incluindo os rins, independente da
producao pelos tecidos hematopoiéticos e monoécitos circulantes. Este
questionamento fundamenta-se no estudo de DAME & JUUL (2000), que
documentou a presenca de IL-8R em muitos tecidos em fases precoces do
desenvolvimento fetal.

A correlacdo entre a IL-8 urinaria e a IL-8 ur/cr era esperada
pois esta ultima reflete apenas o ajuste nas concentracées das amostras
urinarias, o que €& importante em estudos com recém-nascidos, especialmente
prematuros nas primeiras semanas de vida.

Apo6s a determinacao dos niveis de IL-8 no sangue e urina de
prematuros sépticos e nao infectados, procuramos estabelecer o elo entre a
ciéncia e a pratica clinica, ou seja ndo nos contentamos apenas em saber se a IL-
8 estava aumentada no sangue e ou urina dos prematuros infectados, mas dado
o aumento desta interleucina, saber qual seria a possibilidade do recém-nascido
prematuro ter sepse tardia (valor preditivo positivo). Quando a concentracido da
IL-8 estiver normal, qual a probabilidade do prematuro néo ter sepse tardia
(valor preditivo negativo); qual a proporcao de exames positivos quando o
prematuro tem sepse (sensiblidade); qual a proporcdao de testes negativos nos
prematuros que nao tem sepse (especificidade). Todos estes principios devem ser
utilizados para avaliar a utilidade da IL-8 no sangue e urina (ATALLAH &
CASTRO, 1997).

Os calculos de sensibilidade e especificidade e a demonstracao
de quantos pacientes nestes valores foram considerados verdadeiros positivos e
negativos bem como falsos positivos e negativos, possibilitou a construcao da
curva de operacdo resposta, curva ROC, para cada uma das interleucinas
estudadas. O objetivo foi determinar o ponto de corte 6timo, aquele que tem o
maior valor de sensibilidade com o menor nimero de falsos positivos.

Os resultados encontrados foram muito interessantes. O ponto
de corte para a IL-8 sérica foi de 304 pg/ml mostrando sensibilidade de 84% e
especificidade de 47%. Em nossa avaliacdo inicial, ao compararmos prematuros
sépticos e nao infectados, a IL-8 sérica ja ndo se mostrou util como marcador

precoce de sepse neonatal tardia, ndo diferindo entre os grupos. Os resultados
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apresentados na curva ROC mostram que ela nao diferiu porque apresenta
baixa sensibilidade e especificidade.

Nao existe um ponto de corte otimo ja estabelecido. O
pesquisador tem que determinar no seu estudo, qual o melhor valor, ou seja,
aquele que confere maior sensibilidade com menor taxa de falsos positivos. E por
este motivo que encontramos na literatura, diferentes valores de ponto de corte e
sensibilidade, com resultados conflitantes.

As concentracoes de IL-8 em sangue de cordao analisadas por
LEHRNBECHER et al. (1996) em 13 RN sépticos e por BERNER et al. (1998) em
16 RN sépticos, mostraram-se significativamente elevadas quando comparadas
com os RN nao sépticos. O ponto de corte de 150 pg/ml no estudo de
LEHRNBECHER apresentou sensibilidade de 69% e especificidade de 91%,
enquanto que no trabalho de BERNER sensibilidade de 91% e especificidade de
93% foram obtidas no ponto de corte de 300 pg/ml. A sensibilidade dos kits de
analise (ELISA) foi questionada para explicar essa diferenca, sendo sugerido que
os kits utilizados por BERNER poderiam ser mais sensiveis (MEHR & DOYLE,
2000). Entretanto, independente de kits, os resultados de dosagens de IL-8 sao
variaveis e o pequeno numero de pacientes nos estudos pode ser um fator
contributivo.

EDGARD et al. (1994) dosaram a IL-8 sérica em recém-nascidos
com sepse precoce e tardia. As concentracdes foram maiores nos grupos com
sepse e infeccdo nao confirmada, quando comparados aos controles, entretanto
nao houve diferenca significativa entre sépticos e infeccao nao confirmada. Neste
estudo, a IL-8 teve pouca acuracia diagnoéstica, com sensibilidade de 70% e
especificidade de 77%.

No estudo de FRANZ et al. (1999a) em 162 RN com suspeita de
infeccao hospitalar, obteve-se pela curva ROC, o ponto de corte 6timo de IL-8 >
70 ng/ml com sensibilidade de 83% e especificidade de 76%. Houve melhora da
sensibilidade para 91%, com a associacdo da PCR > 10 mg/L, embora a
especificidade tenha diminuido discretamente, de 76 para 73%.

Outro estudo do mesmo grupo de pesquisadores, investigou a IL-
8 em recém-nascidos com infeccao precoce e tardia, em dois periodos distintos.

No primeiro periodo foram avaliados 260 RN e no segundo 215 RN. A curva ROC
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com ponto de corte de 53 pg/ml mostrou sensibilidade e especificidade baixas. A
analise em conjunto da IL-8 e da PCR aumentou a sensibilidade para 93% e
100% no primeiro e segundo periodos de estudo, com especificidade em torno de
80% e 83%, respectivamente (FRANZ et al., 1999D).

Em 2001 o mesmo grupo estudou a IL-8 na sepse precoce,
também em dois periodos, o primeiro com 378 RN e o segundo com 331 RN. Foi
determinado o ponto de corte 6timo pela curva ROC em 70 pg/ml, com
sensibilidade e especificidade respectivamente de 80% e 76% no primeiro periodo
e 82% e 79% no segundo. Para melhorar a sensibilidade e especificidade da IL-8,
a PCR também foi incluida no estudo. A associacao da IL-8 e PCR, aumentou a
sensibilidade para 92% na primeira e segunda etapas e reduziu a especificidade
para 74% e 77%, respectivamente (FRANZ etal., 2001).

MEHR et al. (2001) estudaram a IL-8 sérica em 10 recém-
nascidos com infeccao entre o primeiro e o 28° dias de vida e encontraram o
ponto de corte de 18 pg/ml, com sensibilidade de 100%, porém especificidade de
65%. Esses resultados podem ter sido prejudicados pelo menor numero de
pacientes da pesquisa.

Por estes estudos observamos que nas pesquisas com menor
numero de pacientes, a sensibilidade e especificidade sdo baixas. Ao aumentar a
amostra, os resultados melhoram, mas o aumento da sensibilidade pode levar a
reducao de especificidade.

Resultado interessante encontramos na avaliacdo da IL-8
urinaria. Conforme obtido na curva ROC, o ponto de corte da IL-8 urinaria foi de
776 pg/ml que mostrou a mesma sensibilidade da IL-8 sérica, ou seja, 84%,
porém mais especifica, 77%. Estes dados reforcam nossa analise inicial que ja
mostrava valores de IL-8 urinaria significativamente maiores no grupo de recém-
nascidos prematuros sépticos. Na literatura nao temos relatos de determinacéao
da IL-8 urinaria em quadros sépticos, apenas o estudo de STIEMER et al. (1997)
em gestantes com rotura prematura de membranas, que utilizou como ponto de
corte o percentil 75 do grupo de 22 gestantes sem infeccao, e nao a curva ROC,
obtendo o valor de 120ng/L com sensibilidade de 53%, especificidade de 91%.

RAO et al. (2001) realizaram 305 dosagens de IL-8 em amostras

de urina de pacientes de 0 a 18 anos com infeccdo urinaria comprovada e sem
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infeccao urinaria. Neste estudo ndao houve ajuste pela creatinina urinaria. O
ponto de corte determinado pela curva ROC foi de 200 pg/ml com sensibilidade
de 93% e especificidade de 90%, mostrando ser a IL-8 urinaria sensivel porém
pouco especifica.

O resultado mais surpreendente de nossa pesquisa foi a IL-8
ur/cr que alcancou sensibilidade e especificidade de 100%, no ponto de corte de
89. As analises iniciais ja mostravam que a IL-8 ur/cr era significativamente
elevada no grupo de recém-nascidos prematuros sépticos, mas na construcao da
curva ROC, todos os pontos seguiram os eixos de abscissas e ordenadas. Este
alto grau de sensibilidade e especificidade fazem da IL-8 ur/cr um exame muito
promissor no diagnostico precoce da sepse tardia em prematuros.

Nao existe na literatura estudos sobre a dosagem da IL-8 ur/cr
em quadros sépticos. A Unica comparacdo que podemos fazer € com o trabalho
de STIEMER et al. (1997) em gestantes com rotura prematura de membranas,
embora este autor nao tenha utilizado a curva ROC para determinar o ponto de
corte o que dificulta a comparacao dos estudos. Na pesquisa de STIEMER o
ponto de corte da IL-8 ur/cr foi de 120, o mesmo utilizado na IL-8 urinaria, com
sensibilidade e especificidade de 77%. Estes valores diferem muito dos
encontrados em nosso estudo o que pode ser decorrente das diferencas na
casuistica e métodos dos dois estudos. Outro aspecto a ser ressaltado, foi a
utilizacdo pelos autores do mesmo valor de corte da IL-8 urinaria para a IL-8
ur/cr ou seja 120, nao considerando a correcdo das concentracgdes urinarias, o
que é no minimo questionavel.

Outra forma de avaliacao da acuracia do teste é a analise da area
sob a curva ROC, que mostra com muita clareza, os nossos resultados. Sabe-se
que quanto maior a area sob a curva, maior a acuracia do teste e menor a
probabilidade do erro padrao. Neste estudo a IL-8 ur/cr apresentou a maior area
(1,0) sem erro padrao, ja que na curva ela acompanhou exatamente as abscissas
e ordenadas, refletindo sensibilidade de 100%, sem falsos positivos, ou seja um
excelente teste diagnoéstico na amostra estudada. A IL-8 urinaria com a mesma
sensibilidade da IL-8 sérica porém com melhor especificidade, apresentou area

de 0,81, e finalmente IL-8 sérica com a menor area (0,67) nao se mostrou
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isoladamente, sensivel nem especifica como marcador de sepse tardia em
prematuros.

A diferenca entre as areas também permitiu a comparacao dos
trés testes, confirmando que na amostra estudada a IL-8 ur/cr foi o melhor
marcador diagnoéstico da sepse tardia em prematuros, quando comparada com a
IL-8 sérica e urinaria. Nao houve diferenca significativa entre a IL-8 sérica e
urinaria, e este € um dado interessante pois na analise inicial observamos que os
niveis da IL-8 urinaria em prematuros sépticos foram significativamente maiores,
mas quando calculamos sua sensibilidade e especificidade, ambas foram baixas,
da mesma forma que a IL-8 sérica.

O estudo da IL-8 como marcador de infeccao completou-se com o
calculo da acuracia de cada uma das suas dosagens.

A IL-8 sérica apresentou sensibilidade de 84% com intervalo de
confianca (IC) a 95% entre 60 e 97%, especificidade de 47% com IC a 95% entre
23 e 72%, valor preditivo positivo (VPP) de 29% e valor preditivo negativo (VPN)
de 92%. Estes resultados confirmam que a IL-8 sérica ndo foi bom marcador de
sepse neonatal tardia em prematuros, apresentando baixa sensibilidade e
especificidade. A probabilidade de ocorréncia de sepse no caso de IL-8 sérica >
304 pg/ml também foi baixa, de apenas 29%, mas este valor preditivo positivo foi
superior a incidéncia esperada pelo acaso, considerada de 20%, que € a
incidéncia de sepse neonatal tardia em prematuros na Unidade (BENTLIN, 1997).
O resultado do VPP foi baixo , mas isto nao invalida o estudo, sé reafirma que a
IL-8 sérica isoladamente neste estudo nao foi bom teste diagnostico para sepse,
dado este comprovado também pelo teste de acuracia, com valor de 67%.

Como ja referido anteriormente os valores da IL-8 sérica
encontrados na literatura sao bastante variaveis, assim como sao discrepantes os
resultados de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN que auxiliam na avaliacao
da acuracia do teste. Dentre os fatores que podem contribuir para esta variacao
encontram-se as diferencas na casuistica e métodos dos diversos estudos, o que
fica bem evidenciado no quadro abaixo onde de forma resumida confrontamos

nossos dados com a literatura:
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N°RN Ponto
Idade S E VPP VPN
Infectado/ corte
Autor Pé6s-natal % % % %
controle pg/L
BENTLIN, 2002 19/17 > 48h 304 84 47 29 92
SHIMOYA et al., 1992 38/34 Cordéo 200 97 89 - -
LEHRNBECHEREet al., 1996 13/33 Cordéo 150 69 91 75 88
BERNER et al., 1998 16/35 Cordéo 300 91 93 91 97
FRANZ et al., 1999 a 9/116 <11d 70 83 76 58 92
FRANZ et al., 1999 b 58/202 Indef. 53 84 85 61 95
66/149 91 83 70 95
FRANZ et al., 2001 71/308 < 72h 70 80 76 43 94
112/266 82 79 67 90
MEHR et al., 2001 11/26 Nao referida 18 100 65 55 100

Observa-se que nos varios trabalhos existentes, a sensibilidade
variou de 69 a 100%, especificidade de 65 a 93%, VPP de 43 a 91% e VPN de 88
a 100%, mostrando que os resultados nado sdo uniformes na literatura. Nossos
resultados somam-se a estes, reforcando o que autores como FRANZ tem
sugerido: que a IL-8 isoladamente é pouco sensivel e especifica, devendo ser
utilizada em associacao com outros marcadores de infeccdo como a PCR, para
melhorar a sua acuracia (FRANZ et al., 1999a; FRANZ et al., 1999b, FRANZ et al.,
2001).

Quanto a IL-8 urinaria nado temos como compara-la na literatura
e acreditamos ser este o primeiro estudo da sua dosagem em urina, na sepse
neonatal. Entretanto a sensibilidade de 84% com IC de 60 a 97%, a
especificidade de 77% com IC de 50 a 93%, o VPP de 48% e o VPN de 95%
mostram baixo poder discriminatorio deste teste no diagnostico da sepse
neonatal, com acuracia calculada de 81% apenas.

O estudo da acuracia da IL-8 ur/cr mostrou ser ela o melhor
teste diagnoéstico da sepse neonatal tardia em prematuros. Como a sensibilidade

e a especificidade foram de 100%, nao houveram falsos positivos e falsos
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negativos com consequente VPP e VPN também de 100% e acuracia calculada de
100%. Nao ha dados na literatura para compararmos nossos resultados.
Ressalta-se apenas que no trabalho de STIEMER em gestantes com rotura
prematura de membranas amniéticas, a sensilidade da IL-8 ur/cr foi de 77%
com IC a 95% entre 50 e 93%, especificidade de 77% com IC entre 55 e 92%, VPP
de 71% e VPN de 82%. Entretanto estas gestantes nao apresentaram,
necessariamente, quadros sistémicos de infeccao ( STIEMER et al., 1997).

Finalmente a comparacao da IL-8 sérica e urinaria com outros
exames laboratoriais utilizados de rotina no diagnoéstico de sepse neonatal tardia,
como a contagem de leucécitos, o escore de Rodwell e a PCR, mostrou que a IL-8
ur/cr foi o mais sensivel e especifico, sem falsos positivos ou negativos. Todos os
demais exames mostraram-se pouco sensiveis e inespecificos no diagnostico da
sepse.

Os dados deste estudo despertam interesse em novas pesquisas
sobre associacao de testes diagnosticos, como por exemplo a IL-8 sérica com a
PCR na sepse tardia, visando o diagnéstico precoce e restringindo o uso
inadvertido de antibioticos, trabalho este, até o momento nédo apresentado na
literatura.

Consideramos que o grande mérito desta pesquisa foi
documentar a presenca da IL-8 na urina de prematuros com sepse neonatal
tardia, o que é inédito na literatura. Nossos resultados reforcam a idéia da
participacdo dos receptores para IL-8 na cinética desta citocina, atuando
provavelmente na IL-8 circulante e no rim, de forma que apos a saturacao dos
mesmos a IL-8 sérica pode ser depurada e filtrada pelos rins, sendo entdo
detectada na urina. Também alertam para a presenca de receptores da IL-8 em
varios 6rgaos nao hematopoiéticos que poderiam estar envolvidos na génese da
IL-8 na urina (STIEMER et al.,, 1997; CALHOUN et al., 2000; DAME & JUUL,
2000; RAO et al., 2001).
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3. Consideracdes Finais

Nosso objetivo a partir dessa pesquisa € ampliar o numero de
pacientes estudados para validar os resultados encontrados. Os altos valores de
sensibilidade e especificidade da IL-8 ur/cr podem ter sido influenciados pela
pequena amostra de pacientes, mas na revisao de literatura evidenciamos que na
maioria dos trabalhos o tamanho amostral foi equivalente ao nosso. O numero
amostral &€ uma limitacdo enfrentada frequentemente em pesquisa clinica, o que
nao exclui o mérito da pesquisa, pelo contrario, abre novos horizontes para que
futuras pesquisas possam ser desenvolvidas.

Este estudo foi considerado por nos extremamente valido e
gratificante, pois a amostra estudada é o reflexo verdadeiro dos pacientes que
cuidamos diariamente na UTI Neonatal e para os quais queremos sempre tomar
decisoes corretas quanto ao diagnostico de sepse e uso ou nao de antibioticos.
Portanto os resultados obtidos podem ser aplicados a pratica diaria de UTI
Neonatal. Estes testes podem mudar a conduta clinica, e assim os recém-
nascidos prematuros serao beneficiados com diagnodstico precoce e preciso, o que

proporcionara melhor prognostico.
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Os resultados do estudo dos niveis séricos e urinarios da IL-8 em

36 recém-nascidos prematuros com suspeita de sepse neonatal tardia na UTI

Neonatal do HC da FMB - UNESP, permitiram concluir que:

>

Os niveis séricos da IL-8 nao diferiram no grupo de recém-nascidos
prematuros sépticos e de nao infectados na suspeita da sepse e 48 horas
apos o inicio do estudo.

A IL-8 sérica no grupo séptico nao se alterou significativamente 48 horas apos
o inicio do estudo.

A IL-8 foi detectada na urina de recém-nascidos prematuros com suspeita de
sepse neonatal tardia.

Os valores da IL-8 urinaria e da IL-8 ur/cr foram significativamente maiores
nos prematuros sépticos em relacdo aos nao infectados na suspeita da sepse
e diminuiram 48 horas apés a instituicao da terapéutica.

A IL-8 sérica correlacionou-se com o indice neutrofilico nos prematuros
sépticos, enquanto a IL-8 urinaria apresentou correlacdo com a idade pos-
natal.

Nao houve correlacdo entre os niveis séricos e urinarios da IL-8. Os niveis
urinarios correlacionaram-se entre si.

A IL-8 sérica no ponto de corte de 304pg/ml apresentou sensibilidade de
84% e especificidade de 47% enquanto a IL-8 urinaria no ponto de corte de
776 pg/ml mostrou sensibilidade de 84% e especificidade de 77%. Ambas
isoladamente foram pouco sensiveis e inespecificas no diagnoéstico de sepse
neonatal tardia em prematuros.

Os valores preditivos positivos da IL-8 sérica e urinaria foram baixos, 29% e
48% respectivamente, mas os valores preditivos negativos foram superiores a
90%, assim estes teste podem ser tteis na exclusdo do quadro séptico.

A IL-8 ur/cr foi o teste mais sensivel e especifico no diagnostico de sepse
neonatal tardia em prematuros, atingindo 100% de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e negativo no ponto de corte de 89,
sendo util no diagnéstico do quadro séptico.

A IL-8 ur/cr apresentou melhor sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo e negativo do que todos os outros parametros avaliados,
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constituindo-se em teste diagnostico promissor, com excelente desempenho e
de facil realizacao.
> A IL-8 ur/cr foi o principal marcador diagnostico da sepse neonatal tardia na

amostra estudada.
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A sepse neonatal tardia é importante causa de morbidade e mortalidade em
recém-nascidos prematuros. Os sinais e sintomas sao inespecificos, o que
dificulta o diagnoéstico. As citocinas sao potentes mediadores inflamatoérios que
desempenham importante papel na patogénese da infeccdo. Niveis séricos
aumentados de citocinas sdo observados durante infeccoes. A Interleucina 8
(IL-8) tem funcado de atrair e ativar neutrofilos, mantendo o processo
inflamatorio. O objetivo deste estudo foi determinar os niveis séricos e urinarios
da IL-8 em recém-nascidos prematuros com sepse tardia confirmada por
culturas (sangue, urina ou liquor) ou associada com meningite, e avaliar se os
niveis urinarios de IL-8 podem ser utilizados como teste diagnodstico da sepse
neonatal tardia. Amostras de sangue e urina foram coletadas de 36 RN
prematuros com suspeita clinica de sepse tardia e os exames foram repetidos
apo6s 48 horas do inicio do estudo. Os valores séricos e urinarios da IL-8 foram
determinados pelo método de ELISA e a IL-8 urinaria foi ajustada pelo valor da
creatinina urinaria. Dois grupos foram constituidos: Grupo séptico: 19 RN com
sepse confirmada por culturas ou associada a meningite, idade gestacional (IG)
de 31 £ 2,5 semanas, peso de nascimento (PN) de 1350 + 420g, idade pos-natal
(IPN) de 9,7 + 5,3 dias e Grupo nao infectado: 17 RN nos quais o diagnéstico de
sepse foi excluido, IG 31 + 2,1 sem, PN 1510 = 380g, IPN 6,9 + 4,1 dias. A
mediana dos niveis séricos da IL-8 nao diferiu estatisticamente entre os grupos
séptico e nao infectado (929 x 624 pg/ml; p=0,079) mas os niveis urinarios (IL-8
ur/cr) foram significativamente maiores no grupo séptico (249 x 41,7; p<0,001).
O ponto de corte 6timo da IL-8 sérica foi de 304 pg/ml com sensibilidade de 84%
(IC 95%: 60 a 95%) e especificidade de 47% (IC 95%: 23 a 72%). O ponto de corte
para a IL-8 ur/cr foi de 89 com sensibilidade de 100% (IC 95%: 82 a 100%) e
especificidade de 100% (IC 95%: 81 a 100%). Apos 48 horas do inicio do estudo
0os niveis urinarios diminuiram no grupo séptico (p<0,001). A diminuicdo dos
niveis de IL-8 sérica no grupo séptico nao foi significativa (p=0,123). Os niveis
séricos de IL-8 nao parecem ser bons preditores de sepse neonatal tardia em
prematuros. A IL-8 na urina foi altamente sensivel e especifica como marcador de
sepse tardia e é teste de facil realizacao para a avaliacdo da sepse neonatal tardia

em prematuros.
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Late onset sepsis (LOS) is an important cause of morbidity and mortality in
preterm infants. However, the diagnosis of LOS is difficult. Elevated serum levels
of cytokines have been found during infections and this plays a critical role in
the pathogenesis of infections. Interleukin 8 (IL-8) attracts and activates
neutrophils which is crucial for the maintenance of the inflamatory process. The
aim of this study was to determine serum and urine IL-8 levels in preterm infants
with clinical LOS and positive culture (blood, urine ou cerebrospinal fluid) or
meningitis and to evaluate if IL-8 levels can be a useful test for the diagnosis of
LOS. Blood and urine were obtained from 36 premature babies with clinical signs
of LOS and the collection of the samples were repeated after two days. Serum
and urine IL-8 levels were determined by ELISA and the urine IL-8 concentration
was corrected with the urine creatinine level. Nineteen preterm infants with
sepsis (positive cultures or meningitis) - LOS Group: gestational age (GA) 31 +
2.5wk, Birth Weight (BW) 1.35 + 0.42 Kg, postnatal age(PNA) 9.7 + 5.3 days and
17 noninfected - Control Group: GA 31 = 2.1wk, BW 1.51 + 0.38, PNA 6.9 + 4.1
days, were studied. The medium serum IL-8 levels were not statistically different
between groups (LOS vs Control, 929 x 624 pg/ml; p=0,079) but urine IL-8
levels were significantly higher in the LOS group when compared with the
noninfected (249 x 41,7 p<0,001). The optimal cut-off point was 304pg/ml for
serum IL8 with 84% sensitivity (95% CI: 60-95%) and 47% specificity (95% CI:
23-72%). The cut-off point for urine IL-8 was 89 with 100% sensitivity (95% CI:
82-100%) and 100% specificity (95%CI:81-100%). Two days after of clinical signs
of LOS, urine IL-8 levels decreased in LOS group (p<0,001). The decrease in
serum IL-8 levels in the LOS group was not statistically different (p=0,123).
Serum IL-8 levels do not appear to be a good predictor of LOS. In contrast, urine
IL-8 is a highly sensitive marker of LOS and is a feasible method for the

assessment of LOS in premature babies.
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Anexo 2

AVA
Unesp “* uNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
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FACULDADE DE MEDICINA
Departamento de Pediatria

BOTUCATU, SP - Rubido Janior - Cep 18.618-970 - @821-2121-R 2274 - TELEX 0142107 - FAX (014) 822-0421

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

COMPORTAMENTO DA INTERLEUCINA-8 SERIC@ E URINARIA EM RECEM-
NASCIDOS COM INFECCAO

Nome do paciente: Idade dias Sexo__

O responsavel pelo recém-nascido de , acima identificado, ou nos
casos necessarios, sob a responsabilidade do médico que assina este documento, declara estar
ciente que o recém-nascido vai participar de um estudo e ter lido ou ouvido o presente termo de
consentimento, que lhe informa:

1) Que este estudo investiga a presenca de uma substancia chamada Interleucina-8 em sangue e

urina de recém-nascidos com suspeita de infeccdo e a relacdo desta substancia com infecgéo.
Se a Interleucina-8 estiver presente no sangue e/ou na urina do paciente com infeccéo, ela
podera ser utilizada como diagndstico rapido de infeccdo, permitindo que o tratamento seja
prontamente iniciado.

2) Que durante o periodo de estudo o paciente serd submetido a coleta de exames de sangue e
urina, para determinar a presenca da Interleucina-8 e confirmar ou nédo a infec¢do no recém-
nascido.

3) Que a autorizagdo da participagdo do paciente é voluntaria, podendo livremente retirar o RN do

estudo, 0 que ndo ocasionara qualquer penalidade ou perda dos beneficios que esta recebendo.

Nome da mée ou responsavel Assinatura

MARIA REGINA BENTLIN
Nome do médico responsavel Assinatura
CRM 70107 Telefone (0 xx 14 ) 6802-6274 / 6802-6028
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Anexo 4

Valores de referéncia do hemograma em recém-nascidos a partir do

terceiro dia de vida

RN de Termo e Prematuros

Parametros Hematoldgicos Valor de Referéncia
Leucocitos (n°/mms3) 5000 a 15000
Neutrofilos totais (n°/mms3) 1800 a 5400
Neutrofilos imaturos (n°/mms3) 500

Indice neutrofilico 0,12

Plaquetas (n°/mms3) >150000

Manroe et al, 1979.

RN de Muito Baixo Peso

Idade pos _ T Neutréfilos T Imaturos/
Neutropenia Neutrofilia ) ]
natal imaturos totais
72 horas <1100 > 6000 > 550 > 0,13
120 horas <1100 > 6000 > 500 > 0,12
4° ao 28° dia <1100 > 6000 > 500 > 0,12

Manroe et al, 1979; Mouzinho et al, 1994.



Anexo 5

Valores de referéncia da dosagem semi-quantitativa da proteina C reativa (PCR)

Aglutinacao mg/L
+ 25
++ 50
+++ 75
++++ 100

Método: Aglutinacdo do Latex (Human®)

Anexo 6

Valores de referéncia da glicemia sérica (mg/dl).

Idade pds-natal Limite inferior Limite superior
< 24 horas 40 125
> 24 horas 45 125

Adaptado de Trindade et al., 1999.



Escore de Rodwell a partir do terceiro dia de vida.

Anexo 7

- Alteracéo Pontuacéo
Parametro

Leucocitos (n°/mmb3) < 5000 ou > 15000 1

Plaquetas (n°/mms3) < 100000 até 10° dia 1
< 150000 apos 10° dia

Indice neutrofilico > 0,2 1

Relacao > 0,3 1

Imaturos/Maduros

Neutrofilos imaturos > 500 1

(n°/mm?)

Neutrofilos totais (n°/mms3) < 1800 ou > 5400 1

Alteracoes degenerativas Vacuolizacoes, granulacoes 1
toxicas,

Corpusculo de Dohle

Escore: >3 >S=96% e E = 78%

<3 —» VPN = 99%

Rodwvell et al., 1988.



Anexo 8

Valores de referéncia do liquor em recém-nascidos.

Prematuros

Parametros Variacdo normalidade
Leucocitos (n°/mmb3) 0a?29
Proteinas (mg/dl) 65 a 150
Glicose (mg/dl) 24 a 63

Klein & Marcy, 1995.

Valores de LCR em recém-nascidos de muito baixo peso

Muito Baixo Peso

< 1.000g 1.001 - 1.500

Média+dp Min-Max Média + dp Min-Max

PN (g) 763 £ 115 550-980 1278+ 152 1020 - 1500
IG (sem) 26+ 1,3 24 - 28 29+ 1,4 27 - 33
Leucdécitos/mms 4+3 0-14 6+9 0-44
Hemaceas/mm3 1270 £ 3270 0-19050 786+ 1879 0-9750
Polimorfonucleares

6+15 O0-66 9+17 0-60
(%)
Mononucleares (%) 86 + 30 34 -100 85+28 13- 100
Glicose ( mg/dl) 61 + 34 29 - 217 59 + 21 31-109
Proteina ( mg/dl) 150 + 56 95 - 370 132 + 43 45 - 227

Rodriguez et al., 1990



Anexo 9

Calculo dos valores preditivos.

Valor Preditivo Positivo (VPP)

VPP = PxS

PxS+(1-P)x(1-E)

Valor Preditivo Negativo (VPN)

VPN = (1-P)xE

(1-P)xE+P(1-9)

onde:
P = prevaléncia da sepse neonatal tardia = 20% (HC FMB)
S = sensibilidade do teste (teste positivo / sépticos)

E = especificidade do teste (teste negativo / nao infectados)



Caracteristicas gerais dos recém-nascidos prematuros do grupo séptico

Anexo 10a

Agente etiolégico

N°RN | PN IG IPN Tipo | Apgar | Reani | N°Proced Evolugéo
(9) (sem) | (dias) Sexo parto | 1°/5° | macéo Risco Outras doengas
Sepse Final Sangue Urina LCR
1 2090 |33 15 M N 8/9 Néo 4 - Sepse Alta BGN _ _
2 980 27 5 M C a/7 Sim 4 IP/ PCA/ Choque Obito SCN _ _
HPIV/IHE Meningite
3 875 26 5 M () 4/8 Sim 4 SDR/PCA Sepse Alta _ K pneumoniae _
4 1890 |32 20 F N 8/9 Néo 2 - Sepse Alta SCN _ _
5 1140 30 7 F N 3/9 Sim 4 IP/SDR/PCA/HPI Sepse Alta S. marcences _ _
V/ HE Meningite
6 1225 30 15 F N 3/6 Sim 5 IP/PCA/DBP/HE Choque Alta C .albicans C .albicans _
Sepse
7 1320 |32 9 F N 8/9 Néo 2 - Sepse Alta SCN _ _
8 1020 |33 4 M C 7/8 Sim 2 PCA Sepse Alta A lowflei _ _
9 1110 31 15 F C 7/10 Nao 0 PCA Sepse Alta _ E. Cloacae _
10 1045 |30 4 M c 6/6 Sim 2 SDR/PCA Sepse Alta SCN _ _
11 1115 29 10 F C 0/2 Sim 4 SDR/PCA/ Sepse Alta _ _ _
HPIV Meningite
12 2315 34 12 M C 8/10 Nao 4 IP Sepse Alta SCN _ _
13 1285 |32 5 F c 5/6 Sim 1 - Sepse Alta SCN _ _
14 1750 |34 10 F [ 6/6 Sim 7 - Sepse Obito SCN _ _
15 1050 |29 10 M C 7/8 Néo 1 - Sepse Alta SCN _ -
16 1305 |28 10 M C 8/10 Néo 5 IP/PCA/ HPIV | Sepse Alta _ _ _
Meningite
17 1215 31 5 F N 217 Sim 2 SDR Sepse Alta _ BGN BGN
Meningite
18 1020 30 20 M C 6/8 Sim 1 SDR/PCA Sepse Alta K pneumoniae K pneumoniae _
19 1975 |34 3 M C 719 Néo 2 SDR/IP Sepse Alta S. aureus _ _




Variaveis laboratoriais e niveis da IL-8 nos recém-nascidos prematuros do grupo séptico

Anexo 10b

EN Lelljgg/cr:?nss X Pligléjﬁrt]ﬁa X Glicemia I’ndicg Rellﬁ\ﬁao gsg&rgl PCR IL-8 sérica IL-8 urinaria IL-8 ur/cr
mg/dI Neutrofilico mg/L Pg/ml Pg/ml

M1 M2 M1 M2 M1 | M2 | M1 M2 ML | M2 | ML | M2 | M1 | M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
1 4,7 8,9 475 360 267 80 0,27 0,09 0,37 | 01 3 0 100 | 100 1370 530 1744 304 249 52
2 23,1 14,3 297 146 128 | 95 [ 024 | 015 | 032 | 01 5 2 0 0 997 26 1865 | 822 333 69
3 53 12,2 134 155 119 | 146 0 0 0 0 0 0 0 0 624 396 | 1759 | 723 288 86
4 4,2 9,5 219 360 86 | 100 | 0,27 | 0,04 | 037 | 004 | 4 1 100 | 50 518 373 | 2063 | 1081 | 258 45
5 20,9 14,1 125 150 169 | 101 | 0,4 022 | 028|028 | 5 2 0 0 610 472 | 1211 | 1211 | 288 75
6 4,3 3,8 115 93 78 100 | 0,36 0,01 0,55 | 0,01 5 3 100 75 982 38 1896 198 310 33
7 13,1 14,0 204 173 117 | 107 | 0,27 | 0,04 | 0,36 | 0,05 | 4 0 100 | 75 997 535 | 1013 | 419 180 35
8 2,9 8,9 74 50 148 | 107 0 0,14 0 0,17 3 1 0 0 388 304 1066 601 177 75
9 5,6 7,2 265 174 79 87 0 0 0 0 0 0 0 0 959 563 1975 1241 308 182
10 4,5 8,2 106 146 121 61 0,1 0,14 0,1 | 0,16 2 1 0 0 1005 1043 624 282 260 56
11 15,1 15,9 333 312 86 123 | 0,32 0,11 0,47 | 0,13 4 2 25 0 982 540 982 122 280 10
12 10,1 9,0 120 160 163 | 94 | 024 | 007 | 032|008 4 0 100 | 100 | 1035 | 1013 | 914 61 285 17
13 1,9 8,9 88 85 225 | 122 0 0,2 0 [025]| 3 3 0 0 914 678 | 1157 84 210 38
14 15,6 12,4 213 182 142 | 108 0,3 0,01 0,37 | 0,01 6 1 100 | 100 929 556 624 221 156 33
15 21,6 11,0 90 127 86 87 0,3 0,07 0,44 | 0,08 5 0 100 | 100 556 137 594 160 156 17
16 3,4 17,4 42 98 80 86 0 0,21 0 0,3 3 5 75 75 228 1409 1386 906 154 129
17 6,23 7,2 148 118 76 82 0 0 0 0 1 0 0 0 167 1835 1066 1241 152 48
18 8,9 9,7 363 340 75 68 0,3 0 0,42 0 3 0 0 0 1241 114 1393 129 162 14
19 4,8 9,7 228 274 54 68 0 0,33 0 0,5 2 3 100 25 76 1386 853 1386 170 92




Anexo 1la

Caracteristicas gerais dos recém-nascidos prematuros do grupo nao infectado

o H H o
NTRNC LB sy |y | see | me | femr | Rem ) NRood | owss | e
9 P & doencas
1 1595 32 4 F C 1/6 Sim 1 SDR/ Alta
2 1340 31 10 F N 8/9 N&o 1 IP/SDR/ Alta
3 1470 30 M C 8/9 Nao 3 SDR/HPIV/HE Alta
4 1130 30 F C 7/8 N&o 4 IP/SDR/PCA/HE Alta
5 2060 34 M N 9/10 Nao 0 SDR Alta
6 1470 32 11 M C 3/8 Sim 0 SDR/PCA/HE Alta
7 1235 30 10 F C 3/7 Sim 0 - Alta
8 1340 30 M N 7/8 N&o 2 SDR/PCA/HPIV/ Alta
4 HE
9 850 28 F C 3/9 Sim 3 SDR/PCA/DBP Alta
10 1645 33 4 M C 8/10 Nao 0 - Alta
11 1890 32 18 F N 8/9 Nao 1 IP/SDR Alta
12 1375 32 3 F C 3/8 Sim 0 PCA Alta
13 2135 34 3 F C 8/9 Nao 0 IP/ Alta
14 1060 27 4 M N 8/9 Nao 1 - Alta
15 1945 33 6 M N 2/8 Sim 1 PCA/HPIV/HE Alta
16 1175 29 4 F C 7/8 Sim 2 SDR/PCA Alta
17 2030 33 10 F N 9/9 Nao 3 SDR/PCA Alta




Variaveis laboratoriais e niveis da IL-8 nos recém-nascidos prematuros nao infectados

Anexo 11b

gN Le‘{g&’fr:f’n% X Pligg/?;ﬁg X Glicemia I'ndl'c'e. Rellﬁ\ﬁ a0 FE;S\?J;I PCR IL-8 sérica IL-8 urinaria IL-8 ur/cr
mg/dI Neutrofilico mg/L Pg/ml Pg/ml

M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
1 6,5 11,7 66 133 85 85 0,2 0,18 | 0,26 | 0,22 2 0 0 0 137 1667 670 1363 64 62
2 14,1 11,3 497 546 85 85 0 0 0 0 0 0 0 0 137 1302 289 845 39 57
3 17,2 14,0 279 230 86 102 0 0,06 0 0,07 1 0 0 0 243 1218 373 167 11 22
4 17,8 16,7 379 471 78 68 0 0 0 0 1 1 0 0 304 815 175 815 14 26
5 13,0 9,2 270 330 79 84 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 0 0 0 0 624 883 601 708 73 54
6 11,5 10,0 151 343 90 80 0 0 0 0 0 0 0 0 632 610 1409 304 89 46
7 14,3 6,7 335 294 35 80 0,12 | 0,03 | 0,23 | 0,07 0 0 0 0 61 1317 198 578 15 33
8 8,3 6,4 170 133 173 104 | 0,05 0 0,07 0 0 0 50 0 990 1066 122 1386 10 121
9 6,1 7,2 130 89 38 114 | 0,05 | 0,07 | 0,05 | 0,08 0 1 0 0 624 632 632 883 54 76
10 5,1 6,1 94 154 57 58 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,03 2 0 0 0 76 137 122 624 10 61
11 12,5 8,2 700 589 81 87 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,03 0 0 0 0 1058 624 601 883 49 129
12 8,6 5,8 304 265 74 96 0 0 0 0 0 0 0 0 929 1013 236 53 18 2
13 6,5 10,7 224 155 112 68 0 0 0 0 0 0 0 0 1058 1073 61 632 8 37
14 6,2 7,1 153 218 166 103 | 0,01 0,1 0,01 0,1 0 0 0 0 5 68 776 1386 41 83
15 9,4 7,7 244 472 80 71 0 0 0 0 0 0 75 0 137 228 1211 815 72 56
16 10,2 10,7 150 65 75 84 0,2 0 0,25 0 3 1 0 0 624 1089 1134 1302 70 126
17 8,4 9,2 321 320 80 81 0 0 0 0 0 0 0 0 921 1043 1896 1370 75 75




Sensibilidade

Anexo 12

( S ), Especificidade ( E ), nimero de pacientes com testes

positivos e negativos e falsos positivos e negativos da IL-8 sérica.

IL-8
sérica S (%) E (%) Verdadeiro+ Verdadeiro- Falso + Falso -
(pg/ml)
- 100 19 (0] 17 0
5 100 19 1 16 0
61 100 12 19 2 15 0
76 95 18 18 3 14 1
137 95 35 18 6 11 1
167 90 35 17 6 11 2
228 84 35 16 6 11 3
243 84 41 16 7 10 3
304 84 47 16 8 9 3
388 79 47 15 8 9 4
518 74 47 14 8 9 5
556 68 47 13 8 9 6
610 63 47 12 8 9 7
624 58 65 11 11 6 8
632 58 71 11 12 ) 8
914 53 71 10 12 5 9
921 53 77 10 13 4 9
929 47 82 9 14 3 10
959 42 82 8 14 3 11
982 32 82 6 14 3 13
990 32 88 6 15 2 13
997 21 88 4 15 2 15
1005 16 88 3 15 2 16
1035 11 88 2 15 2 17
1058 11 100 2 17 0 17
1241 100 1 17 0 18
1370 100 0 17 0 19




Anexo 13

Sensibilidade (S ), Especificidade ( E ), nimero de pacientes com testes positivos

e negativos e falsos positivos e negativos da IL-8 urinaria.

IL-8
urinaria S (%) E (%) Verdadeiro + Verdadeiro - FALSO + FALSO -
(pg/ml)

- 100,0 0,0 19 0 17 0
61 100,0 5,9 19 1 16 0
122 100,0 17,6 19 3 14 0
175 100,0 23,5 19 4 13 0
198 100,0 29,4 19 5 12 0
236 100,0 35,3 19 6 11 0
289 100,0 41,2 19 7 10 0
373 100,0 47,1 19 8 9 0
594 94,7 47,1 18 8 9 1
601 94,7 58,8 18 10 7 1
624 84,2 58,8 16 10 7 3
632 84,2 64,7 16 11 6 3
670 84,2 70,6 16 12 5 3
776 84,2 76,5 16 13 4 3
853 78,9 76,5 15 13 4 4
914 73,7 76,5 14 13 4 5
982 68,4 76,5 13 13 4 6
1013 63,2 76,5 12 13 4 7
1066 52,6 76,5 10 13 4 9
1134 52,6 82,4 10 14 3 9
1157 47,4 82,4 9 14 3 10
1211 42,1 88,2 8 15 2 11
1386 36,8 88,2 7 15 2 12
1393 31,6 88,2 6 15 2 13
1409 31,6 94,1 6 16 1 13
1744 26,3 94,1 5 16 1 14
1759 21,1 94,1 4 16 1 15
1865 15,8 94,1 3 16 1 16
1896 10,5 100,0 2 17 0 17
1975 5,3 100,0 1 17 0 18
2063 0,0 100,0 0 17 0 19




Anexo 14

Sensibilidade (S ), Especificidade ( E ), nimero de pacientes com testes positivos

e negativos e falsos positivos e negativos da relacao IL-8 ur/ cr

IL-8 S (%) E (%) Verdadeiro+ Verdadeiro - FALSO + FALSO-
ur/cr

- 100,0 0,0 19 0 17 0
8 100,0 5,9 19 1 16 0
10 100,0 17,6 19 3 14 0
11 100,0 23,5 19 4 13 [¢]
14 100,0 29,4 19 ) 12 0
15 100,0 35,3 19 6 11 0
18 100,0 41,2 19 7 10 0
39 100,0 47,1 19 8 9 0
41 100,0 52,9 19 9 8 0
49 100,0 58,8 19 10 7 0
54 100,0 64,7 19 11 6 0
64 100,0 70,6 19 12 ) 0
70 100,0 76,5 19 13 4 0
72 100,0 82,4 19 14 3 0
73 100,0 88,2 19 15 2 0
75 100,0 94,1 19 16 1 0
89 100,0 100,0 19 17 0 0
152 94,7 100,0 18 17 0 1
154 89,5 100,0 17 17 0 2
156 78,9 100,0 15 17 0 4
162 73,7 100,0 14 17 0 5
170 68,4 100,0 13 17 0 6
177 63,2 100,0 12 17 0 7
180 57,9 100,0 11 17 0 8
210 52,6 100,0 10 17 0 9
249 47,4 100,0 9 17 0 10
258 42,1 100,0 8 17 0 11
260 36,8 100,0 7 17 0 12
280 31,6 100,0 6 17 0 13
285 26,3 100,0 5 17 0 14
288 15,8 100,0 3 17 0 16
308 10,5 100,0 2 17 0 17
310 5,3 100,0 1 17 0 18
333 0,0 100,0 0 17 0 19
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