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Resumo

No presente estudo foi avaliado o comportamento de biomarcadores na
condicdo de sépsis, numa série de doentes internados entre 2012 e 2013 na
Unidade de Cuidados Intensivos (UCI) do Instituto Portugués de Oncologia do
Porto Francisco Gentil (IPOPFG).

O objetivo principal do mesmo foi associar os valores séricos dos
biomarcadores como a Procalcitonina (PCT), Proteina-C reativa (PCR) e
contagem de Leucécitos (WBC) com o diagnostico de sépsis. Para tal foi
necessario alcangar outros objetivos: analisar os resultados de PCT, PCR e
WBC na série de doentes em estudo; estudar a associagdo entre os valores
destes biomarcadores com os resultados microbiolégicos, nomeadamente com
as hemoculturas; avaliar a sensibilidade e especificidade dos valores cut off de

PCT, PCR e WBC, adotados pela Instituicdo, para a condi¢gao de sépsis.

Do total de 273 pacientes incluidos neste estudo, foram selecionados para
andlise estatistica 225 com exame microbiolégico realizado e n&o sujeitos a

transplante de medula 6ssea.

Da analise dos resultados foi possivel concluir que tanto a PCT como a PCR,
estavam associadas com o diagnostico precoce de sépsis. A contagem de

WBC revelou ndo ser uma mais valia para este diagndstico.

Nenhum biomarcador em estudo revelou uma associagdo estatisticamente
significativa para os agentes microbioldgicos, registando-se, no entanto, um
ligeiro aumento das bactérias Gram-negativas nos casos com PCT alta.
Verificou-se também que em relacdo aos produtos microbiolégicos,
particularmente para as hemoculturas, mais de metade dos casos com PCT

alta revelaram hemoculturas negativas apesar do diagnostico de sépsis.

A anadlise da sensibilidade e especificidade dos varios biomarcadores, revelou
que apenas a PCT apresentou um comportamento estatisticamente satisfatério
(AUC de 0,788) possibilitando, ao diagnéstico, a distingdo entre sépsis e SIRS.
Neste sentido, o valor cut off em uso nesta Instituicdo para esta variavel,
revelou para a PCT baixa uma sensibilidade e especificidade de 0,811 e 0,543

respetivamente, e para PCT alta uma sensibilidade e especificidade de 0,632 e



0,853, respetivamente. O cut off da PCT (19ng/mL), encontrado neste estudo,
revelou ser um coadjuvante no diagnéstico de sépsis com capacidade de
orientar de uma forma mais precisa qual o agente etiolégico causador desta
infecdo, uma vez que: todos os pacientes com concentracdes de PCT acima
deste valor apresentaram o diagndstico de sépsis e, na sua grande maioria
(80,7%), estavam associados a infegbes por bactérias Gram-negativas,

especialmente, Enterobacteriaceae.

Palavras-chave: Biomarcadores, PCT, Sépsis, SIRS, UCI, Gram-negativas,

Enterobacteriaceae



Abstract

In the present study we evaluated the behavior of biomarkers in sepsis
condition in a series of patients admitted between 2012 and 2013 in the
Intensive Care Unit (ICU) of the Instituto Portugués de Oncologia Francisco
Gentil (IPOPFG).

The main purpose of it was to associate values of serum biomarkers as
Procalcitonin (PCT), C-reactive protein (CRP) and leukocyte count (WBC) with
the diagnosis of sepsis. To do this it was necessary to achieve other objectives:
to analyze the results of PCT, CRP and WBC in the number of patients in the
study; study the association between the values of these biomarkers with the
microbiological results, in particular the blood cultures; assess the sensitivity
and specificity of the cut off values of PCT, CRP and WBC, adopted by the

Organization for sepsis condition.

Of the total of 273 patients included in this study were selected for statistical
analysis with 225 cases with microbiological examination and not subject to

bone marrow transplantation.

Examining the results it was concluded that both PCT and CRP, were
associated with early diagnosis of sepsis. WBC count showed not be an asset

to this diagnosis.

None biomarker study revealed a statistically significant association for
microbiological agents, registering, however, a slight increase of Gram-negative
bacteria in cases of high PCT. It was also found that in respect of
microbiological products, particularly for blood cultures, more than half of the
cases with high PCT revealed negative blood cultures despite the diagnosis of

sepsis.

The analysis of sensitivity and specificity of the various biomarkers revealed
that only PCT showed a statistically satisfactory behavior (AUC 0.788) enabling
at diagnosis, the distinction between sepsis and SIRS. Using the Institution’s cut
off, the low PCT group revealed a sensitivity and a specificity of 0.811 and
0.543 respectively, and high PCT sensitivity and specificity of 0.632 and 0.853,
respectively. The cut off of PCT (19ng/ml) found in this study was analysed to



be an adjunct in the diagnosis of sepsis capable of directing a more precise way
the causative etiologic agent of this infection, because: all patients with
concentrations of PCT above this value were diagnosed with sepsis, and the
vast majority (80.7%) were associated with infections by Gram-negative

bacteria, particularly Enterobacteriaceae.

Keywords: Biomarkers, PCT, Sepsis, SIRS, ICU, Gram-negative

Enterobacteriaceae
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. Introducao

1. SIRS, Sépsis, Sépsis Grave e Choque Séptico

Desde ha muito tempo que a comunidade cientifica reconhece que uma infecao
pode levar ao colapso circulatorio generalizado e consequentemente a morte do
individuo (1, 2). Na década de 90 o “Sindrome de Resposta Inflamatéria
Sistémica” (SIRS) foi proposto numa conferéncia internacional realizada pela
“American College of Chest Physicians and Society of Critical Care Medicine”
(ACCP/SCCM) (3-6), ficando definido que o SIRS traduz-se num processo
inflamatorio, ndo especifico, que ocorre depois do individuo sofrer um trauma,

infecéo, pancreatite, queimadura, entre outras causas provaveis (Figura 1) (3-6).

Para que seja considerado um caso de SIRS é necessario que, no individuo, se
verifique, em simultadneo, pelo menos dois dos seguintes parametros clinicos (1,
4-11):

Febre >38,3°C ou hipotermia <36°C,;
Frequéncia cardiaca >90 batimentos/min;
Hipotenséo (presséo sistolica) <90mmHg;

Frequéncia respiratoria (taquipneia) >20 respiragdes/min.;

R NEE NI NN

Contagem leucocitaria >12000 células/mm3, <4000 células/mm? ou

>10% de formas imaturas.

Por outro lado, sempre que a condigdo de SIRS evolua no sentido do
desenvolvimento de uma infegdo provocada por um agente patogénico (fungos,
virus, parasitas, bactérias) sera considerado um diagndstico de sépsis (Figura 1)
(1, 8).
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Figura 1: Relacéo entre infecao, sépsis e SIRS [adaptado de (12)].

De acordo com a ACCP/SCCM, o SIRS quando clinicamente associada a infecao
designa-se por sépsis (infegdo com uma resposta inflamatoria sistémica causada
por qualquer agente patogénico, diagnosticada pelos mesmos critérios utilizados
para o SIRS e estando devidamente comprovada/documentada). O quadro de
sépsis grave da-se quando aliado a sépsis existe um quadro de disfuncdo de
dois ou mais oOrgaos (a nivel hepatico, renal, neuroldgico, respiratorio,
hematolodgico). E considerado choque séptico quando aliado & sépsis ha uma
hipotenséo, persistindo mesmo depois de ser reposto o volume vascular
adequado no individuo (1, 4, 5, 7, 10, 11, 13, 14).

Dez anos depois da implantagdo das definigdes supramencionadas, em 2001,
as sociedades que tinham promovido o consenso da década de 90 e outras que
se lhes associaram, organizaram uma nova conferéncia designando-se:
“International Sepsis Definitions Conference” (11). Na mesma, reconheceu-se
que a definicdo de SIRS era muito sensivel (permitia identificar precocemente
varios doentes), mas demonstrava pouca especificidade (havia varias situagbes
que se apresentavam como SIRS e que ndo se verificavam nem evoluiam para
sépsis) (11). Também foi reconhecida a necessidade de alargar as
manifestacdes que se consideram reveladoras de um estado SIRS/Sépsis, na

medida em que estas sdo mais abrangentes do que as inicialmente descritas

(11).
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1.1. Critérios atualmente aceites para avaliagao de Sépsis

Mais recentemente, em 2012, realizou-se um comité, “The Surving Sepsis

Campaign (SSC) Guidelines Committee”, que procedeu a revisdo das diretrizes

para a pratica clinica no tratamento de Sépsis, Sépsis Grave e Choque Séptico

(14). Este comité teve por base os mesmos critérios e definigdes propostos pela

conferéncia de 2001. Nesse sentido e tendo em conta as limitagdes dos critérios

iniciais de SIRS, foi proposta uma lista de manifestagcdes habituais na resposta

a infecéo, que incluem os seguintes parametros (1, 11, 14):

N N N N NN

a) Parametros clinicos/gerais:

Febre >38,3°C;

Hipotermia <36°C,;

Frequéncia cardiaca 90 batimentos/min.;

Taquipneia,;

Alteragdes do estado da consciéncia;

Edemas significativos (balango positivo >20mL/Kg em 24 horas);
Hiperglicemia (glicemia >140mg/dL ou 7,7mmol/L, na auséncia de

diabetes).

b) Parametros inflamatérias:

Leucocitose (contagem de leucécitos totais [WBC]) >12000 células
L)

Leucopenia (contagem de leucécitos totais [WBC]) <4000 células
uL";

Contagem normal de leucocitos com mais de 10% de formas
imaturas;

Elevacao da proteina C reativa;

Elevagéo da procalcitonina.
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c¢) Parametros hemodinamicos:

v Hipotenséao arterial sistémica (sistélica <90mmHg, presséao arterial
média <70mmHg ou queda sistdlica >40mmHg;
v Saturagéo de oxigénio venoso (SVO2) <70%;

v indice cardiaco elevado (>3,5Lmin"'m2).

d) Parametros de disfungao de 6rgaos:

v Hipodxia arterial — PaO2/FiO2 <300;

v Oliguria aguda: débito urinario <0,5mL/Kg/h ha pelo menos duas
horas;

v Aumento da creatinina superior a 0,5mg/dL ou 44,2umol/L;

v Alteracdes da coagulagao: Normalizagdo internacional de racio
(INR) >1,5 ou prolongamento do tempo da atividade parcial de
tromboplastina (aPTT) >60 seg.;

v Trombocitopenia (contagem de plaquetas <100 000uL");

v ileo (auséncia de sons intestinais);

v Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total no plasma >4mg/dL ou
70umol/L).
e) Parametros de perturbacao da perfusao tecidular:

v Hiperlacticidemia >1mmol/L;

v Atraso no preenchimento capilar e/ou pele marmoérea.

Nenhuns dos parametros acima descritos, na opinido dos autores da bibliografia,
tém prioridade sobre os iniciais (1, 11). A lista de manifesta¢des propostas vale
pelo seu todo, constituindo um guia de revisédo sistematica das manifestacdes
mais frequentes e precoces na instalacdo dos quadros de sépsis (1, 11). Face a
uma suspeita de sépsis, sao estudados primariamente os parametros clinicos.
Caso estes ultimos confirmem a condicdo de sépsis, encontra-se protocolada
pelo comité “The Surving Sepsis Campaign (SSC) Guidelines Committee” (14),

a execugao de uma revisao dos parametros mencionados anteriormente - a), b),
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c), d), e) -, com o propésito de verificar a presengca de uma infegdo com

expressao sistémica (11, 14).

As bactérias sdo os agentes patogénicos mais comuns em pacientes com sépsis
de origem nosocomial e de origem comunitaria (contacto, exposi¢céo especifica,
viagens e surtos) (Figura 2) (1). Por outro lado, alteragdes a nivel imunitario do
individuo/hospedeiro também poderao influenciar a natureza dos organismos

patogénicos para o caso de sépsis (1).

Potenciais fatores de risco que levam a sépsis

Polimorfismos genéticos
Por exemplo, na regulacio
de genes:

= Respostas de citocinas

Os fatores infrinsecos Coagulagio

+ |dade

+ Co-morbidades
*Imunossupressio
*Vacinacio

» Nutricio

+ Integridade da mucosa

Fatores comunitarios
+Viagens

* Os surtos de doencas
+* Contatos

+ Exposico especifica

Fatores Hospitalares

» Duracio da internacio

+ Senvigo hospitalar (ex.UCI)
» Taxas de resisténcia
antimicrobiana locais

* Surtos

Cirurgia

* Feridas

= "Sujo” vs procedimento limpo
= Emergéncia vs eletivo

= Material protético

Procedimentos

+ Catéteres urindrios

+ Catéteres infravenosos

« Curativos

Figura 2: Potenciais fatores de risco que levam a sépsis.
Interacdo complexa de fatores que podem influenciar a
suscetibilidade e evolugao clinica de sépsis [adaptado de (1)].

A infecdo originada por qualquer agente patoloégico podera, para a definicdo de
sépsis, corresponder a uma suspeita de infegcdo ou a uma infegao efetivamente
comprovada, através de culturas celulares positivas; coloragbes teciduais ou
através da técnica de “Polymerase Chain Reaction” ou, alternativamente, devera
corresponder a uma sindrome clinica relacionada a uma elevada probabilidade
de infegdo. A evidéncia de infegdo inclui resultados positivos no exame clinico
de imagiologia ou em exames laboratoriais (bioquimicos, hemoculturas e outras

culturas microbiologicas) (13, 15).

2. Reacao do sistema imunitario face a condicdo de Sépsis

O sistema imunitario tem como func¢do principal proteger o hospedeiro das
infecbes microbianas, sendo composto por células isoladas ou organizadas em

estruturas que se distribuem por todo o corpo humano (16, 17). Este sistema

5
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defende o hospedeiro contra microrganismos e moléculas estranhas, como as
toxinas produzidas por microrganismos invasores, envolvendo uma série de
interacdes entre o hospedeiro e os microrganismos infetantes (16, 17). Os
primeiros obstaculos enfrentados pelos microrganismos séo as barreiras fisicas
como a pele ou as mucosas, impedindo os mesmos de entrarem no hospedeiro
(17). Ultrapassadas estas barreiras fisicas, os microrganismos tém a
possibilidade de invadir e colonizar os tecidos do hospedeiro (17). Assim, a
primeira linha de defesa € constituida por mecanismos que por um lado podem
ser rapidamente desencadeados por antigénios dos microrganismos invasores
ou encontrarem-se ja operante e, no seu conjunto, s&o habitualmente
denominados como “imunidade inata” (17, 18). Desta via do sistema imune
fazem parte fatores presentes na circulacao, designados humorais, tais como:
proteinas do sistema complemento, anticorpos pré-formados ou proteinas de
fase aguda (17). Por outro lado, a imunidade inata também apresenta atividade
celular na qual sao responsaveis os fagécitos, que reconhecem padrdes
moleculares caracteristicos de microrganismos ou Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMP) através de recetores de superficie, denominados por
Pattern Recognition Receptors (PRR) (13, 17, 19). O sistema imune também
dispde de mecanismos de defesa que envolvem moléculas de regido variavel,
distribuidos a superficie de células linfocitarias T e B, conferindo assim um
carater especifico a resposta imunitaria (17, 20). Estes mecanismos sao
designados, em todo o seu conjunto, como “imunidade adaptativa®, tendo a
capacidade de distinguir especificidades antigénicas particulares de cada
microrganismo (17). Todos estes mecanismos imunes estdo sujeitos a um
controlo rigoroso para evitar que os agentes microbicidas acabem por se tornar
lesivos para as células ou tecidos do hospedeiro (17, 18). Neste controlo estéo
envolvidas moléculas que sédo expressas na superficie das células imunes, como
a molécula CTLA-4, fatores soluveis (por exemplo TGF-B) que também
contribuem para a desativacdo dos mecanismos inflamatorios e ainda um
subgrupo de células T, designadas como células T reguladoras ou Treg. Estas
células, devido as suas propriedades imunossupressoras possuem capacidade
de controlar negativamente os fendmenos inflamatérios, caracteristicas estas
que sao fundamentais para evitar patologias associadas a respostas imunes

exacerbadas (17). Por outro lado, como as Treg possuem na superficie PRR,
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respondem diretamente a PAMP, como o lipopolissacarideo (LPS) existente nas
paredes das bactérias Gram-negativas, sendo deste modo ativadas pelos
proprios agentes infeciosos (16-18). Assim, devido a capacidade de alguns
microrganismos resistirem aos mecanismos efetores da imunidade, os mesmos
sdo desencadeados de modo diferenciado perante infegdes por diferentes

microrganismos patogénicos como bactérias, virus, fungos e parasitas (17, 18).

As bactérias sdo microrganismos capazes de desencadear respostas deste tipo,
podendo, de forma provocar inflamacéao, sépsis e choque séptico no organismo
(17). Esta resposta inflamatéria do hospedeiro causa inevitavelmente danos
tecidulares e em algumas infecbes bacterianas, este dano tem um papel
essencial nos sintomas e no processo patolégico da doenga (17). A resposta
inflamatéria sistémica possui os mesmos sintomas que a infegdo local mas com
resultados mais acentuados (18). Esta quando estendida a outros 6rgéaos pode
ter consequéncias graves, uma vez que incita uma ativagéo descontrolada do
sistema imune com predominio de efeitos toxicos das citoquinas proé-
inflamatorias, ou seja, da-se o desenvolvimento excessivo de microtrombos,

obstruindo o fluxo sanguineo, levando a disfungéo de 6rgaos (Figura 3) (18).
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Figura 3: Fquogréma da resposta inflamatéria [adaptado de (19)].
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A resposta inflamatéria sistémica da-se quando os mediadores da inflamacgao
passam para a corrente sanguinea atingindo, seguidamente, locais distantes a
sua origem (18). O aumento da temperatura vai estimular a atividade do sistema
imunitario, inibindo o crescimento de bactérias (18). Por ultimo, a permeabilidade
vascular aumenta, havendo a transferéncia de liquido do espaco vascular para
o intersticio dos tecidos, levando a uma diminui¢cdo do volume intravascular, que
podera culminar em choque distributivo ou, mesmo, na morte do paciente em

casos extremos (18).

No caso de um choque séptico, sdo as citoquinas produzidas pelo hospedeiro,
como TNF-a e IL-1, as responsaveis pela patologia (17). Um choque séptico
pode ser iniciado quando os LPS das bactérias Gram-negativas se ligam ao
CD14 e ao TLR4 estimulando os macréfagos ou monécitos a segregarem estas
citoquinas pro-inflamatérias (17). Por outro lado, existem certas citoquinas
microbianas, designados por superantigénios, que devido a sua capacidade de
ativacdo de células T especificas, podem originar niveis tdo elevados de
citoquinas que levam uma patologia semelhante a que é caracteristica do choque

séptico (17).

Apesar dos efeitos indesejaveis da inflamacéo acima referidos, serem por vezes
a causa de morbilidade e mortalidade, esta resposta das células imunologicas é
um importante mecanismo de protegcdo do hospedeiro contra as infegdes

bacterianas (17).

3. Produtos bacterianos envolvidos na Sépsis

As bactérias produzem uma variedade de exotoxinas e produtos enddgenos,
provenientes da parede celular, induzindo respostas proé-inflamatérias que
podem culminar com sépsis (1, 21). Tais produtos s&o libertados por bactérias
durante a infegdo local ou sistémica e, por sua vez, tal pode ter efeitos pro-
inflamatoérios locais ou sistémicos (1). O sistema imunitario inato consiste na
primeira linha de defesa contra a invasdo de microrganismos e por esta razéo a
ativacdo do mesmo € primordial para a patogénese da sépsis (1). As endotoxinas

sdao complexos LPS que fazem parte da membrana externa da parede celular
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das bactérias Gram-negativas que, em certas circunstancias, sao toxicos para
hospedeiros especificos (1, 21). Os LPS que estédo ligados a bactéria sao
libertados, ndo s, quando ocorre a lise do microrganismo mas também durante
a multiplicagcao bacteriana (1, 21). A membrana externa é constituida por um
dominio de polissacarideos covalentemente ligados a uma unica base de
fosfolipidos-di-glucosamina, o lipido A, que é a chave da toxicidade dos LPS e o
grande responsavel pela ocorréncia de febre, inflamagéo e choque séptico (1,
10, 21).

As exotoxinas sdo proteinas soluveis libertadas por bactérias e por outros
agentes patogénicos enquanto ocorre, na maioria das vezes, o crescimento
bacteriano. Frequentemente estas podem viajar do local de infegdo para outros
tecidos ou células-alvo, onde exercem os seus efeitos podendo causar danos
substanciais ao hospedeiro através de efeitos toxicos diretos e por provocar

respostas inflamatérias (1, 21).

Neste ambito, existem exotoxinas do tipo 1 e 2. As do tipo 1 (superantigénios)
ndao entram diretamente nas células mas podem ligar-se aos recetores de
superficie das mesmas, desencadeando respostas especificas. As exotoxinas
do tipo 2 causam danos diretamente nas células, atuando ao nivel da membrana
plasmatica, perturbando a integridade da mesma, o que causara a lise das
células hospedeiras (1, 21). Ainda existe um terceiro tipo de exotoxina
bacteriana, sendo a mesma composta por duas subunidades: uma subunidade
enzimatica ou fragmento A, que é responsavel pelo efeito toxico quando dentro
da célula hospedeira, e uma subunidade de ligagdo ou fragmento B. As
subunidades A, isoladamente, sdo enzimaticamente ativas, mas nao detém a
capacidade de se ligarem as células e entrarem nas mesmas, enquanto as
subunidades B isoladas ligam-se as células-alvo, mas n&do s&o téxicas nem

biologicamente ativas (1, 21).

4. Etiologia bacteriana relacionada com sépsis

As bactérias Gram-positivas, como causa de sépsis, tém vindo frequentemente

a aumentar ao longo do tempo e neste momento sdo quase tdo comuns como
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as infe¢cdes provocadas por bactérias Gram-negativas (11). Esta constatacéo
deve-se, provavelmente, ao aumento da utilizagdo de procedimentos invasivos
e a um proporcional aumento de infe¢cdes hospitalares (11). Em contrapartida,
de acordo com Lynn (1) e Annane, et al (22), as bactérias Gram-positivas estao
envolvidas em 30-50% dos casos e as bactérias Gram-negativas em 25-38%,
com algumas variagdes regionais. Encontrando-se 17% dos casos relacionados
com fungos (principalmente Candida spp.). As bactérias Gram-negativas foram
mais associadas ao choque séptico, ocorrendo uma mudanca etiolégica durante
a década de 90, com o aumento de infegdes por bactérias Gram-positivas e
fungos patogénicos, particularmente em Unidades de Cuidados Intensivos (UCI).
Foi também verificado, que a causa microbioldgica so6 foi identificada em 60%

dos pacientes com sépsis (1).

No entanto, embora os estudos mais recentes sugiram um aumento na
incidéncia de bactérias Gram-positivas, como referido anteriormente, no ultimo
“European Prevalence of Infection in Intensive Care” (EPIC Il) os estudos
relataram um maior numero de casos de bactérias Gram-negativas (62,2%) do
que bactérias Gram-positivas (46,8%) (11). No mesmo estudo, os padrdes de
organismos infeciosos foram semelhantes aos estudos feitos anteriormente,
demonstrando como organismos predominantes os seguintes: Staphylococcus
aureus  (20,5%), Pseudomonas spp. (19,9%), Enterobacteriaceae

(principalmente E. coli, 16,0%) e fungos (19%) (11).

Numa grande meta-analise de 510 estudos, foi verificado que as bactérias Gram-
negativas estdo associadas a uma mortalidade mais elevada, em comparagéo
com as bactérias Gram-positivas (11). As infegcbes na corrente sanguinea
(bacteriémias) sao causadas, principalmente, por Staphylococcus e por E. coli,
no entanto, estas em relacado a sua mortalidade apresentaram uma associacao
relativamente baixa (20% e 19% respetivamente) em comparagdo com Candida
spp. (43%) e Acinetobacter spp. (40%) (11).

10
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5. Dados epidemiolégicos da sépsis

Hoje em dia, a sépsis € uma das causas mais comuns de morte em pacientes
hospitalizados, aumentando com a idade e com as comorbilidades (2, 10, 23-
29). Uma das populacdes de doentes mais afetada pela mesma séo os doentes
internados nas UCI, apresentando uma percentagem alta de morbilidade e
mortalidade como consequéncia de infecdes graves, cujos critérios de
diagnostico clinico sdo de baixa sensibilidade e especificidade (2, 10, 23-28). De
acordo com Vincent (28), num estudo realizado na Europa referente a um
periodo de duas semanas em 2002, foram estudados 3147 pacientes admitidos
em UCI, tendo-se verificado o seguinte: 30% contrairam sépsis grave durante o
seu internamento na UCI; destes, 25% estavam infetados no momento da sua
admissao e os restantes adquiriram sépsis durante a sua permanéncia na UCI.
Segundo o mesmo estudo, em Portugal, a frequéncia de sépsis nestes doentes
admitidos nas UCI rondava os 63%, o que provavelmente estaria relacionado
com a disponibilidade de vagas nas unidades e também com os critérios de
admissao/alta nas mesmas (28, 29). Curiosamente, neste estudo, houve uma
clara associagao entre a frequéncia de sépsis e a taxa de mortalidade geral em
varios paises, que néao indica necessariamente uma relacéo de causa e efeito,
mas simplesmente ilustra as maiores taxas de mortalidade nestes pacientes com
sépsis (28). No ambito da mortalidade provocada pela sépsis em internamentos
hospitalares, segundo Bloos & Reinhart (30), a mesma varia entre 28,3% e
41,1% tanto nos Estados Unidos como na Europa. De acordo com a “Statistical
Federal Office” na Alemanha, em 2011, cerca de 88.000 pacientes foram
diagnosticados, tanto com sépsis grave como com choque séptico nos hospitais
alemaes, associados a uma percentagem de mortalidade hospitalar

compreendida entre os 43% para sépsis grave e 60% para choque séptico (31).

Por outro lado, ha a possibilidade da mortalidade da sépsis poder variar, devido
aos seguintes fatores: variagdes na prevaléncia da infe¢ao; heterogeneidade dos
pacientes e condi¢des das instalagdes da propria UCI (1, 10). No mesmo sentido,
os fatores que estdo associados a mortalidade precoce incluem o numero de

sistemas de oOrgaos envolvidos, a acidose e o choque. Assim como, no
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surgimento de &bitos tardios estdo associadas comorbidades médicas, doencgas

subjacentes e multiplas fontes de infegéo (1, 10, 27).

6. Principais Biomarcadores de Sépsis

Como foi supramencionado, os parametros clinicos e/ou microbiol6gicos
confiaveis s&o insuficientes na maior parte das vezes. As principais
desvantagens dos varios e atuais métodos microbiolégicos recaem sobre a
demora no diagndéstico (culturas microbiolégicas); o facto da sensibilidade
apresentar-se abaixo do ideal (hemoculturas) e a baixa especificidade como
consequéncia de contaminagao (culturas de expetoragao). Por outro lado, outros
exames nao sao passiveis para o diagnostico de rotina devido a sua natureza
invasiva (biépsia pulmonar) (26, 32, 33). Na necessidade de acelerar o
diagnéstico e de otimizar a duragao da terapia antibidtica, a implementagéo bem
sucedida de biomarcadores no diagnostico de patologias, homeadamente de
sépsis, tém contribuido para um diagndstico preciso e precoce da mesma (32,
34, 35).

Um biomarcador ideal pode ser medido objetivamente, refletindo, ndo sé, os
processos bioldégicos normais mas também os patogénicos, bem como as
respostas as intervengdes terapéuticas aplicadas (3). Varios biomarcadores tém
sido identificados nos ultimos anos, tendo demonstrado potencial para ajudar no
diagnéstico de infegcdes locais e sistémicas; diferenciar infecdes bacterianas de
sindromes virais ou de condi¢gdes nao infeciosas; conceber um progndostico e,
por ultimo, auxiliar na monitorizagdo dos pacientes, em particular na terapia
antibiotica (23, 36).

Mais de 170 biomarcadores ja foram estudados para uso em avaliagbes de SIRS
e sépsis (3). Alguns desses, como a proteina-C reativa (PCR) e a procalcitonina
(PCT), estao a ser utilizados em estudos com pacientes internados nas UCI,
sendo este ultimo o biomarcador mais estudado, com o objetivo de ser
investigado o potencial das suas fungbes a nivel do diagndstico precoce e da

monitorizacao de infe¢des locais e sistémicas (2, 23, 25, 36-41).

12
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6.1. Procalcitonina

Em 1993 surgiram evidéncias do aumento da PCT em pacientes com sépsis,
sendo descortinada a relagao dos seus niveis com a gravidade da doenga e com
a resposta a terapia antibiotica, este biomarcador apresenta ainda a capacidade
de diferenciar infegdes bacterianas de condigbes inflamatérias ndo bacterianas
(2, 32, 34, 42-44). A funcdo e a regulacao da producdo da PCT sédo bem
diferentes de outros biomarcadores e tem sido utilizada como marcador de
diagnéstico de sépsis e de infe¢cdes bacterianas graves. A mesma representa um
tipo diferente de proteina imunologicamente ativa, comparada com outros grupos
de moléculas inflamatérias ativas, tais como: citoquinas; marcadores de
superficie leucocitarios e proteinas de fase aguda (42). De facto, a PCT tem uma
dupla funcéo no organismo: possui o papel de precursora da calcitonina, assim
como a de mediadora de citoquinas, apresentando-se estas ultimas em numero

elevado face a infegbes bacterianas sistémicas (45).

Bioquimicamente, a PCT é uma proteina composta por 116 aminoacidos e com
peso molecular de 13 kdaltons, que passa por varias clivagens originando a
calcitonina, com 32 aminoacidos; catacalcina com 21 aminoacidos, e um
fragmento N-terminal, a que se deu o nome de aminoprocalcitonina com 57
aminoacidos (Figura 4) (42, 43, 46-51). Apresenta-se como pré-hormona da

hormona calcitonina (CT) sendo a sua indugédo e fungao bioldgica diferentes

desta Gltima (42, 46, 47, 49, 50, 52).
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Figura 4: Diagrama de fragmentagao da molécula da PCT [adaptado de (53)]

A calcitonina € produzida exclusivamente pelas células C da glandula tiroide em
resposta a um estimulo hormonal, enquanto que a PCT é produzida n&o s6, em
condicbes fisioldgicas, pelas células C da glandula tiroide, mas também por
diversos tipos de células e tecidos (macréfagos; células do parénquima; figado;

rins; pulmdes; adipoécitos e células musculares) em resposta a estimulos pro-
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inflamatorios, em particular por produtos bacterianos (endotoxinas/exotoxinas)

originando uma elevacao da PCT no sangue (1, 7, 8, 37, 41, 49, 52).

As particularidades farmacocinéticas, ap6s uma estimulagdo imunolbgica da
PCT causada pela sépsis, possibilitam o seu uso precoce devido ao seu aumento
significativo entre as 2-4 horas, atingindo um pico maximo em aproximadamente
24 horas como marcador de infecéo e inflamacao (8, 49). A mesma possui um
tempo biolégico de semivida entre 25 a 30 horas, havendo uma rapida
normaliza¢ao da sua concentragao em pacientes recuperados (8, 37, 42, 49, 54).
Todas estas caracteristicas traduzem-se numa vantagem comparado com a
PCR e outros marcadores de fase aguda, uma vez que a PCT apresenta uma
ampla faixa bioldgica, necessitando de pouco tempo de indugédo apds estimulo
bacteriano. Notando ainda que a sua normalizacéo € mais rapida que a da PCR,
traduzindo-se numa potencial vantagem para o diagndéstico precoce da doenca

e uma melhor monitorizagao da progresséo da mesma (6, 43, 55, 56).

Podera ainda ser mencionado que embora a PCT produzida fisiologicamente no
organismo tenha origem diferente da PCT libertada no plasma durante
processos inflamatorios - estando comprovada a libertacdo desta por outros
tecidos sem associagdo com a fungao da tiroide -, ambas apresentam estruturas
idénticas, conforme ja foi demonstrado em pacientes tiroidectomizados (25, 32,
34).

A PCT, a nivel biologico, funciona como um mediador da resposta inflamatoria,
de forma semelhante a IL-6, ou seja, estimula a multiplicagdo dos linfécitos B
maduros e posterior evolugéo para plasmdcitos (9, 20). A PCT possui efeitos
nocivos quando presente em grandes quantidades no organismo, podendo
causar danos nos 6rgaos e levar a morte celular dos tecidos, embora exista ainda
varias opinides acerca da sua fungao no organismo (8, 44, 51). Quando presente
em pequenas quantidades possui propriedades benéficas, ndo sé, em termos
biolégicos mas também porque permite diagnosticar situagdes de sépsis de
origem bacteriana e iniciar de uma forma mais rapida a terapéutica
antimicrobiana (8, 44, 51).
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Vérias fungdes biolégicas da PCT tém sido descritas, ndo estando
completamente definida e de forma clara quais sdo essas fungdes e como se
processam. Na bibliografia existente, pensa-se, ainda, que nessas fungdes estéo
incluidas a modulacao de fungdes imunolégicas e a vasomotilidade (contragéo
das metarteriolas e dos esfincteres pré-capilares) (42). Alguns efeitos sao
diferentes e dependentes do tempo decorrido em células normais e pré-
estimuladas (42). A titulo de exemplo, a resposta migratéria dos monoécitos é
aumentada pela PCT. Em contra partida, essa mesma resposta fica inibida apos
algumas horas de incubacao com a PCT (42). Do mesmo modo, a expressao de
inducéo da sintese de 6xido nitrico (INOS) em células do musculo liso vascular
€ inibida pela PCT em células nativas, mas aumentada em células pré-

estimuladas (42).

Em modelos animais experimentais, a neutralizagdo ou a injegdo de PCT
mostrou ter um impacto sobre a sobrevivéncia e a disfun¢cdo dos 6rgéos em
pequenos roedores e suinos, mas a inje¢gado de PCT em animais controlo revelou
nao ter qualquer efeito (42). De forma hipotética, os efeitos da PCT
supramencionados, podem contribuir para as diferentes respostas, a nivel local
e sistémico, da perfusao e inflamacéo dos tecidos observados em pacientes com

sépsis (42).

6.1.1. Procalcitonina como biomarcador de diagnéstico de sépsis
bacteriana

A PCT tem sido usada principalmente para o diagnostico de reacdes
inflamatérias sistémicas desencadeadas por infegcdes bacterianas. Em
condicoes fisiolégicas normais, ou seja, em individuos saudaveis, os niveis de
PCT presentes no soro/plasma, apresentam-se geralmente baixos (menor que
0,1 pgl/L) (3, 25, 31), podendo ainda aumentar até 1000 pg/L em doentes com

sépsis, sépsis grave ou choque séptico (7).
Geralmente as concentragdes de PCT que suplantem o valor de 0,5 pg/L, sdo

interpretados como sendo valores anormais sugerindo um diagnéstico de sépsis

(7, 42). Os valores de cut-off podem variar de estudo para estudo, oscilando
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normalmente entre 0,2 a 5 pg/L (57). Porém, segundo a maioria dos estudos
incluindo o da “Thermo Fisher Scientific’ uma concentragéo inferior a 0,5 pg/L
representa um reduzido risco de sépsis severa e/ou choque séptico (6, 7). No
entanto, as concentracdes inferiores a 0,5 pg/L ndo podem permitir excluir
infecao, devido a algumas infegbes localizadas que podem estar associadas a
fracas concentragdes ou devido a uma infegdo sistémica recente (menos de 6
horas) (7). Em valores de PCT compreendidos entre 0,5 ug/L e 2 ug/L
representam uma zona denominada “zona cinzenta” de incerteza no que diz
respeito ao diagnéstico de sépsis, devendo ser interpretado tendo em conta
sempre o contexto clinico do doente (7, 42). Nestes casos, é recomendado fazer
a repeticdo da medicdo apd6s as 6 e as 24 horas, até que se obtenha um
diagnéstico mais especifico (7). Perante niveis de PCT superiores a 2 pg/L, sdo
altamente sugestivos a presenca de processos infeciosos com consequéncias
sistémicas (7, 42). Em relagdo a concentragcbes superiores a 10 pg/L, sao

predominantemente registadas em doentes com sépsis grave ou choque séptico

(7).

A inducdo da PCT pode ser causada por diferentes estimulos, como ja foi
referido, tanto in vitro como in vivo. As endotoxinas bacterianas e as citoquinas
pro-inflamatérias s&o estimulos poderosos para a produgéo da PCT (7). Esta
documentado que em amostras de sangue a PCT demonstra ser estavel,
notando que a temperatura ambiente, mais de 80% das concentracgdes iniciais
podem ser recuperadas apo6s 24 horas de armazenamento e mais de 90% sé&o
recuperadas quando as mesmas sao mantidas a uma temperatura de 4°C (7). A
PCT no plasma tem um tempo de semivida normal a volta das 24 horas, em
contra partida em doentes que sofrem de disfungdo renal grave esse tempo

aumenta para as 30-45 horas (7, 42).

E registado um aumento expressivo da PCT no plasma durante os casos de
sépsis, mas ha um maior significado durante os primeiros dias no caso de sépsis
grave e choque séptico (7). Em doentes com sépsis ndo bacteriana, verifica-se
niveis de PCT geralmente mais baixos (menor que 0,1 ug/L) (7). Porém, logo

apos um trauma multiplo ou uma intervengao cirurgica importante, em casos de
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queimaduras graves ou em neonatos, pode ser verificado niveis de PCT

aumentados, independentemente de um processo infecioso (7).

O regresso aos valores iniciais, de um modo geral, é rapido e, nestes casos, um
segundo aumento dos niveis de PCT pode ser interpretado como um
desenvolvimento de um episddio de sépsis (7). No entanto, a presenca de
infecbes virais; infe¢cdes localizadas; colonizagdes bacterianas; doengas
alérgicas; doencas autoimunes e rejeicdo de transplantes ndo induzem

normalmente uma resposta expressiva da PCT (concentragcdes menores que 0,5
Hg/L) (7).

6.1.2. Limitagoes da PCT

Embora diversos estudos bibliograficos mencionem que a PCT € considerada,
na atualidade, o biomarcador mais especifico para o diagnéstico precoce de
infecbes bacterianas sistémicas, com utilidade para monitorizar o tratamento
antibiotico (58), existem estudos que afirmam a existéncia de evidéncias que
sugerem que as medicdes seriadas da PCT apresentam uma utilidade limitada,
variando com o resultado e os cut-off utilizados para a sua interpretacéo. Assim
como outros estudos sugerem a sua sensibilidade relativamente baixa para
infec&o sistémica e o seu papel como marcador incerto na avaliagéo diagndstica
dos pacientes (10, 58).

Estdo ainda incluidas nas limitagées da PCT resultados de falsos-positivos e
falsos-negativos. Notando que a elevacéo inespecifica dos niveis de PCT, na
auséncia de uma infecéo bacteriana, pode tipicamente ser visto em situagbes de
elevado stress apds trauma grave ou cirurgia (33, 57). Nessas situagdes, 0s
valores de PCT sao geralmente moderados e mostram um rapido declinio nas
medicbes de monitorizagdo posteriores (33, 57). Por outro lado, quando se
verifica falsos-negativos, tipicamente vistos durante o inicio de infe¢gdes ou em
infecdes localizadas (por exemplo, empiema), muitas vezes evidenciam um
aumento nas medigbes de monitorizagdo posteriores. Nestes casos, 0s

aumentos subtis de PCT podem apontar para uma infe¢ao implicita.
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Esta também descrito na literatura o desaconselhamento do uso sistematico e
rotineiro das medi¢cbes da PCT para a avaliacdo e decisdo da conduta a tomar
para a terapia antibidtica inicial ou modificacbes da mesma, devendo ser

complementada pelos testes laboratoriais apropriados e de referéncia (26, 58).

6.2. Proteina-C Reativa

A PCR €& uma proteina de fase aguda sintetizada no figado, depois de uma
estimulagao feita predominantemente pela citoquina interliucina 6 (IL-6) entre
outras citoquinas (30), cuja concentragdo sérica demonstra um aumento
significativo como consequéncia de uma resposta a uma infecdo, apos a
ocorréncia de uma agressao ao organismo (37, 56, 59). A PCR é frequentemente
utilizada como elemento coadjuvante no diagnéstico de infecdes e monitorizagéo
de doentes com sépsis (30, 37, 56). A sua concentracéo plasmatica verifica-se,
normalmente, com niveis abaixo dos 10mg/L (60). Com o decorrer da infe¢ado, a
PCR revela ter efeitos pré-inflamatérios e anti-inflamatérios, pois a mesma nao
s6 intervém na eliminagdo dos microrganismos patogénicos, mas também inibe

a interacdo entre as células endoteliais e os leucécitos (30).

A sua secrecéo € iniciada entre as 4-6 horas apos a estimulagao, até se verificar
0 pico aproximadamente as 48 horas, apds este periodo de tempo ocorre um
decréscimo no nivel de PCR no caso de se verificar o sucesso da terapia
antibidtica aplicada, tendo um tempo de semivida pelas 19 horas,
aproximadamente (30, 54). Cirurgias; queimaduras; enfartes agudos do
miocardio; doengas reumaticas; traumas; inflamacdes e infegdes bacterianas
também podem contribuir para um rapido aumento, em horas, dos niveis de PCR
(3). Uma vez que a IL-6 é o principal mediador de resposta da fase aguda, muitas
das condig¢des clinicas para além da inflamag&o podem causar uma elevacgéo da
PCR (9).

6.3. Leucécitos (WBC) e contagem diferencial

Segundo Barbosa, et al (61), um aumento da contagem de WBC (>11,0x10°

cél./L) é, frequentemente, interpretada como uma evidéncia de infecdo. Contudo,
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a leucocitose nao € um indicador especifico ou sensivel da mesma. O numero
de WBC pode aumentar apdés hemorragia gastrintestinal; transfusdo sanguinea;
cirurgia ou uso de corticosteroides (61). Além disso, algumas doencas infeciosas
evoluem sem leucocitose tal como tuberculose; febre tifoide e outras (61). Neste
sentido, o valor diagnéstico da leucocitose para sépsis é limitado. Contudo,
assim como as alteracbes na temperatura corporal, estes parametros sé&o
facilmente mensuraveis e continuam fundamentais na monitorizagdo da sépsis
(61).

Pelo que foi exposto anteriormente constata-se que o papel dos varios
biomarcadores no diagnéstico precoce de sépsis ndo esta ainda completamente
esclarecido, existindo resultados, na bibliografia existente, que levantam
contradi¢cdes. A PCT é sem duvida uns dos mais estudados, mas a necessidade
de haver mais estudos é fundamental para se ter cada vez mais informacgdes
acerca da mesma, nomeadamente, saber qual a sua func¢ao, quais o seus efeitos

e como intervém no organismo na presencga de sépsis.

Neste sentido, a PCT ao ser objeto de diversas investigagbes, na maioria
favoraveis para o diagnostico precoce de sépsis, surgiu o interesse de realizar
este estudo, contribuindo também para responder e verificar, numa dada

amostra, os beneficios do uso da PCT como biomarcador de sépsis.
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Il. Objetivos

O presente estudo teve como principal objetivo a associagdo entre os valores
dos biomarcadores PCT, PCR, WBC e o diagnéstico de Sépsis, numa série de
doentes internados entre 2012 e 2013 na UCI do Instituto Portugués de
Oncologia do Porto Francisco Gentil. Para tal, foi necessario realizar os

seguintes objetivos:

v" Analisar os resultados de PCT, PCR e WBC na série de doentes em

estudo;

v' Estudar a associacdo entre os valores destes biomarcadores com os

resultados microbioloégicos, nomeadamente com as hemoculturas;

v' Avaliar a sensibilidade e especificidade dos valores cut off de PCT, PCR

e WBC, adotados pela Instituicdo, para a condigdo de sépsis;
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lll. Meétodos

Trata-se de um estudo retrospetivo, em que a recolha dos dados (género; idade;
diagnéstico; TMO; internamentos médico e cirurgico) teve origem na base de
dados disponibilizada pelo Servigo de UCI do Instituto Portugués de Oncologia
do Porto Francisco Gentil (IPOPFG), referente a doentes internados no periodo
entre Janeiro de 2012 e Dezembro de 2013. Por outro lado, todos os dados
bioquimicos e microbioldégicos foram pesquisados e recolhidos através da
consulta do processo clinico de cada paciente fazendo uso da plataforma

informatica da Instituicdo, adotada para esse efeito.

Foram incluidos 273 pacientes oncolégicos com idades entre os 11 e 89 anos,
internados na UCI, com diagnéstico de sépsis ou SIRS. Destes, 28 pacientes
tinham sido submetidos a transplante de medula 6ssea (TMO), constituindo um
grupo com caracteristicas particulares, pelo que a sua andlise foi realizada

separadamente da restante amostra.

Para a realizag&o deste trabalho, foram recolhidas concentragées de PCT, PCR
e WBC avaliadas em amostras de sangue dos pacientes e os resultados das
culturas microbiolégicas dos seguintes produtos: hemoculturas; liquidos;
zaragatoas; urinas; expetoragdes; secrec¢des bronquicas. Os resultados de cada
paciente foram recolhidos tendo em conta o primeiro dia de admissao na UCI,
ou seja, tanto as concentragcbes dos biomarcadores como os resultados

microbioldgicos pertencem ao mesmo dia.

1. Critérios de Diagnodstico

Os pacientes incluidos neste estudo apresentaram como diagnostico de sépsis
ou SIRS, de acordo com os critérios e definicdes do “The Surving Sepsis

Campaign (SSC) Guidelines Committee”(14).
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2. Critérios de Exclusao

Apods a pesquisa e analise dos processos clinicos dos pacientes, verificou-se que
nem todos apresentavam registos dos exames bioquimicos para a PCT. Como
tal, todos os pacientes sem registo de analises de PCT foram excluidos da

amostra.

3. Colheita das Amostras

No decorrer do processo de internamento os pacientes admitidos na UCI, foram
colhidas amostras em sangue total com EDTA, no caso de hemograma para
contagem dos WBC; bem como em soro para fins bioquimicos e serologicos no
caso da PCT e PCR. Posteriormente estas amostras foram analisadas pelos
Servicos de Quimica Clinica e de Hematologia Laboratorial, de acordo com os
protocolos da Instituigdo. No mesmo dia, foram colhidas amostras dos produtos
microbiolégicos com importancia clinica para o diagnostico, seguindo os

protocolos para cada tipo de produto.

4. Determinacao da PCT

As medi¢des quantitativas de PCT foram determinadas por um imunoensaio de
eletroquimioluminescéncia (Elecsys BRAHMS PCT, Roche Diagnésticos) que
utiliza 30uL de soro. Além das amostras dos pacientes, os calibradores e
controlos séo tratados de acordo com o protocolo do fabricante. O limite inferior
de detecao deste teste é de 0,02ng/mL e o seu valor de limite superior de detegao
€ de 100ng/mL.

Este teste tem como principio a técnica de sandwich com uma duracao total de
18 minutos (Figura 5) (62). Neste ambito, a cuvete com a amostra de soro, passa
por duas incubagdes: a primeira é constituida pelo antigénio presente na
amostra, um anticorpo monoclonal biotinilado especifico de PCT e um anticorpo
monoclonal especifico de PCT marcado com um complexo de ruténio, que
reagem entre si e formam um complexo sandwich (62). Em relagdo a segunda

incubacao o complexo formado liga-se a fase solida, ap6s a adi¢cao prévia de
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microparticulas revestidas com streptavidina, pela interacdo da biotina e da
streptavidina (62). Posteriormente, a mistura da reacgéo é aspirada para a célula
de leitura onde as microparticulas séo afixadas magneticamente a superficie do
elétrodo (62). Os elementos nado ligados sdo entdo removidos com
ProCell/ProCell M. A aplicagdo de uma corrente elétrica no elétrodo induz uma

emissao quimioluminescente que € medida por um fotomultiplicador (62).

Microparticula de streptaviding

Procalcitoning na amostra

@
< ¢ Fé( ZX -ﬂ:¢>-2¢: e &%0% —

Anticorpo monoclonal  Anticorpo monocional
biotinilado contra 3 marcsdo Com rutenio
procalcitoning contra a procalcitoning

Figura 5 — Principio do ensaio de electroquimioluminescéncia da PCT [adaptado de (62)].

Os resultados sao determinados com base numa curva de calibragdo gerada
especificamente pelo analisador, através de uma calibragdo de dois pontos, e

uma curva principal incluida no cédigo de barras do reagente.

5. Determinacao da PCR

As medi¢des quantitativas de PCR foram determinadas por um ensaio imuno-
turbidimétrico (Beckman Coulter). Este teste apresenta uma linearidade dentro
das faixas de concentragéo de 0,2-480mg/L para uma aplicagdo normal. A sua
sensibilidade, dependendo do modelo do aparelho, varia entre 0,09-0,14mg/L. O
principio do teste € composto pela mistura da amostra com dois reagentes, em
que a PCR reage especificamente com anticorpos PCR anti-humano revestidos
nas particulas de latex para produzir agregados insoluveis. A absorvancia destes

agregados € proporcional a concentracdo da PCR na amostra.

6. Determinagdo da contagem de WBC

A contagem absoluta de leucdcitos presentes no sangue periférico foi realizada
através do método de citometria de fluxo (Sysmex XN-9000)(63). Este é utilizado

para analisar todas as células e particulas que passem pela camara de fluxo,
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com orificio extremamente pequeno. O sangue € aspirado e medido, diluido a

razéo especificada e por fim corado (63).

Neste sentido, um laser semicondutor (diodo laser), de comprimento de onda de
633nm, € emitido para as células do sangue que atravessam a célula de fluxo
(63). A luz emitida tanto por um feixe frontal (fotodiodo Avalanche) como por um
feixe lateral (fotodiodo) é convertida seguidamente em impulsos elétricos, o que

torna possivel obter informacdes das células sanguineas (Figura 6) (63).

Fotodindo

Avzlamche
Filiro de especiro,,
Dioda laser 6)

o Lentes colimadoras Espelho dicrdeco
TN aa N
, J‘g r) g

il Lentes condensadoras
entes condensadoras .
T

Beam Stopper

N

M

Cémara de Fluxo

g E
Figura 6: Determinagéo dos WBC pelo método de analise de Citometria de Fluxo [adaptado de (63)].

Com interesse particular neste estudo e falando propriamente no canal
especifico para a contagem dos WBC, a fluorescéncia lateral avalia o conteudo
de material nucleico para identificacdo e quantificacdo dos leucécitos, sendo

também medido o tamanho da célula pelo desvio frontal da luz.

7. Analise Estatistica

Todos os resultados dos diversos parametros em estudo foram obtidos da base
de dados armazenada em Excel (verséo de 2013) e posteriormente analisados

estatisticamente recorrendo ao programa da IBM SPSS Statistics versao 21.
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Na analise das variaveis continuas em estudo, a idade foi apresentada ndo s6
com a mediana (minimo e maximo) mas também com a média + desvio padrao.
Em relacéo aos valores de PCT, PCR e WBC, foram apresentados apenas com
a mediana (minimo e maximo) pelo facto de nao revelarem uma distribuigcao

normal.

Relativamente as variaveis categorizadas, a sua associagcdo foi avaliada

recorrendo ao teste de Qui-Quadrado.
Com o objetivo de avaliar a sensibilidade e especificidade dos diferentes valores
cut off de PCT, PCR e WBC para a condi¢cédo de sépsis, recorreu-se ao estudo

das curvas ROC e teste de Mann-Whitney para as amostras independentes.

Para cada um dos testes o valor de p<0,05 foi considerado indicador de

significancia estatistica.
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IV. Resultados

Como se verifica pela Tabela 1, no total de 273 casos estudados, a idade variou
entre 11 e 89 anos (média 56,76 anos, com desvio padrdo de 17,15 anos e
mediana de 61 anos). Cento e sessenta e oito (61,5%) pacientes eram do género
masculino, em contrapartida, 105 (38,5%) pacientes pertenciam ao género

feminino.

Em relagéo ao tipo de diagnéstico, 224 (82,1%) foram diagnosticados com sépsis
e os restantes 49 (17,9%) com SIRS. Por outro lado, do total da amostra, 179
(65,6%) pacientes eram provenientes do internamento médico e 94 (34,4%) por
internamento cirdrgico. Dos 179 pacientes com internamento médico, 165
(92,2%) apresentaram diagnostico de sépsis e 14 (7,8%) diagnéstico de SIRS.
Em relagdo ao internamento cirurgico, dos 94 pacientes, 59 (62,8%) estavam
indicados como tendo um diagnéstico de sépsis e 35 (37,2%), diagndstico de
SIRS.

Em relagao a realizagéo de transplante de células progenitoras hematopoiéticas,
dos 273 pacientes apenas 28 (10,3%) foram submetidos a transplante de medula

ossea (TMO).

Relativamente aos exames microbiologicos, foram realizadas analises durante o

periodo de internamento em 91,9% (n=251) dos casos.
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Tabela 1 — Caracteristicas da populagao estudada (273 pacientes incluidos

no estudo)
Variaveis n % Médiapp Mediana/Min-
Max
Idade (anos) - - 58,76/17,15 61/11-89
Género (n=273)
-Masculino 168 61,5
-Feminino 105 38,5 ) )
Diagnéstico (n=273)
-Sépsis 224 82,1
-SIRS 49 17,9 - -
Internamento Médico (n=179)*
Diagnéstico - Sépsis 165 92,2 i ]
- SIRS 14 7,8
Internamento Cirurgico (n=94)*
Diagndstico - Sepsis 59 628 - -
- SIRS 35 37,2
EM (n=251)**
-Positivo 151 60,2
-Negativo 100 39,8 i i
TMO (n=273)
-Sim 28 10,3
-Nao 245 89,7 ) )

DP = Desvio Padrdao; EM = Exame Microbiologico; SIRS = Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica; TMO =
Transplante de medula éssea; * Cada paciente esta relacionado apenas com um tipo de internamento; ** Nem todos os
pacientes apresentavam exames microbioldgicos.

1. Doentes ndo transplantados com exame microbiolégico

Conforme referido anteriormente, todo o tratamento estatistico seguinte nao
inclui os 28 pacientes submetidos a TMO nem os pacientes que né&o
apresentavam exames microbioldgicos, indicados na Tabela 1, ou seja, serdo

analisados 225 pacientes.

Relativamente a este grupo de 225 pacientes, séo apresentadas na Tabela 2 os
resultados dos exames microbiologicos realizados nos 190 casos com Sépsis.
Em relacdo as hemoculturas, exame de sangue de referéncia em casos de
infec&o, verifica-se que, apesar deste diagnostico, mais de metade dos casos

(60,1%) apresentaram um resultado negativo.
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Tabela 2 — Produtos microbiolégicos nos pacientes com Sépsis (n=190)

n %
Hemoculturas (n=168)
-Positivo 67 39,9
-Negativo 101 60,1
Expetoragées (n=23)
-Positivo 11 47,8
-Negativo 12 52,2
Urina (n=132)
-Positivo 18 13,6
-Negativo 114 86,4
Zaragatoas (n=39)
-Positivo 21 53,8
-Negativo 18 46,2
Secregoées Bronquicas (n=110)
-Positivo 62 56,4
-Negativo 48 43,6
Liquidos (n=61)
-Positivo 28 45,9
-Negativo 33 54 1

Considerando o conjunto dos diferentes produtos microbiol6gicos nos pacientes
com Sépsis, foram observados resultados positivos em 138 (61,3%). A Tabela 3
apresenta os diversos agentes microbioldgicos isolados nestes 138 casos,
agrupados tendo em conta a classificacdo de Gram e a espécie e/ou familia de
cada microrganismo. Pode-se observar que o grupo com maior incidéncia foi o
das bactérias Gram-negativas, sendo que, 48,6% dos casos estao relacionados
com Enterobacteriaceae spp. e 19,6% casos indicativos de bactérias nao
Enterobacteriaceae. Das bactérias Gram-positivas as Staphylococcus spp.
demonstraram predominancia com 20,3% de casos registados. Em relagao aos

fungos, foram registados 5,1% de casos com cultura microbiolégica positiva.
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Tabela 3 — Grupos microbioldgicos identificados nos pacientes com Sépsis

n %
Grupos Microbiolégicos

GN Enterobacteriaceae spp. 67 48,6
GN Nao Enterobacteriaceae spp. 27 19,6
GP Staphylococcus spp. 28 20,3
GP Streptococcus spp. 5 3,6
GP Enterococcus spp. 4 2,9
Fungos 7 51
Total 138" 100

GN — Gram negativo; GP — Gram positivo; * Numero total de casos com Sépsis e exame
microbiolégico positivo.

1.1. Biomarcadores: PCT, PCR e WBC

Foram avaliadas as concentragdes dos biomarcadores (PCT, PCR e WBC) de

acordo com cada diagnostico presente na Tabela 4. Perante o diagndstico de

sépsis verificou-se um aumento das concentragcdes de todos os biomarcadores,

no entanto essa diferenga foi mais notéria no caso da PCT.

Tabela 4 — Concentragoes de PCT, PCR e WBC em fungao do diagnéstico

SIRS (n=35) Sépsis (n=190)
Mediana (min-max)
PCT (ng/mL) 0,35 (0,04-18,70) 3,85 (0,02-100)
PCR (mg/L) 140,80 (4,60-259,70) 181,05 (10,00-494)

WBC (células/L) 8,25 (0,25-143,15) 10,47 (0,01-56,33)

SIRS = Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica; PCT = Procalcitonina; PCR = Proteina-C reativa;
WBC = White blood cells (Leucocitos).
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De forma a avaliar se estas variagdes das medianas, em funcao do diagndstico,
tiveram significado estatistico, categorizou-se cada um dos biomarcadores de
acordo com os cut off adotados nesta Instituicdo (Tabela 5). No caso da PCT
observou-se uma associagéo estatisticamente muito significativa (p<0,001) entre
esta variavel e o diagnostico de sépsis: 96,0% dos casos com PCT alta

apresentavam sépsis.

Em relagdo a PCR, apesar das diferengas serem menores, os resultados foram
igualmente significativos (p=0,020): todos os casos com PCR baixa

apresentaram SIRS.
Relativamente a contagem dos WBC, apesar do seu valor de p, nédo foi
valorizada esta associagao estatistica, uma vez que ambas as contagens de

WBC baixos e altos registaram valores superiores a 90,0%.

Tabela 5 — Associagdo da PCT, PCR e WBC e o diagndstico de Sépsis

Diagnéstico (n=225)

Cut off SIRS (n=35) Sépsis (n=190) P
Baixa (<0,5) 35,7% 64,3%
PCT Indeterminada o o
AT AP 23,3% 76,7% <0,001
Alta (>2,0) 4,0% 96,0%
bcr  Baixa(<50) 100% 0,0% o
(mg/L) ’
Alta (>5,0) 15,2% 84,8%
Baixa (<4,0x10°) 4,8% 95,2%
WBC Indeterminada o o
(células/lL)  (4,0x10%11,0x109) 2777 0 <0,001
Alta (>11,0x10°) 10,0% 90,0%

PCT = Procalcitonina; PCR = Proteina-C reativa, WBC = White blood cells (Leucécitos); SIRS = Sindrome de Resposta
Inflamatoria Sistémica; * Cut off adotado pela propria instituigdo.

De seguida procurou-se estudar a relagéo entre estes biomarcadores e o tipo de
agente microbiologico encontrado nos casos com sépsis (Tabela 6). Nao se

observaram diferencas estatisticamente significativas no caso da PCT (p=0,450)
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e WBC (p=0,621). No entanto, foi possivel aferir, que 68,7% dos pacientes com

PCT alta corresponderam a casos com infe¢cées por bactérias Gram negativas.

Em relagcdo a PCR, nao foi possivel estudar esta associagao pelo facto de nao

se terem observado casos de sépsis com valores baixos de PCR.

Tabela 6 — Associagao da PCT, PCR e WBC com os grupos microbiolégicos
(pacientes com Sépsis)

Grupo Microbiolégico (n=138)*

GN

GN

GP

GP

GP

Cut off Entero NEntero Staphy Strep Enteroc I(=nu=n49; P
(n=67) (n=27)  (n=28) (n=5)  (n=4)
Baxa  464% 286%  214% 36% 00%  00%
(nZ?nTL) (0'2_3'0) 41,7%  25,0% 250%  0,0% 83% 0,0% 0,450
(f;‘g) 530% 157%  193%  4,8%  24%  48%
Baixa _ _ _ _ _ -
PCR (<5.,0) -
(mg/L) (:«étg) 496%  20,0% 20,7%  3,7% 3,0%  3,0%
(S%ix’;gg) 60,7%  17,9%  214% 00%  00%  0,0%
WBC Ind.
(Células  (4,0x10-  47,5%  17.,5% 20,0%  5,0% 25% 7,5% 0,621
/L) 11,0x10°)
Alta | 463%  224%  209% 45%  45%  15%

(>11,0x109)

PCT = Procalcitonina; PCR = Proteina-C reativa, WBC = White blood cells (Leucécitos); Ind. = Indeterminada; * Cut off
adotado pela propria instituicdo; GN Entero = Gram negativo Enterobacteriaceae; GN NEntero = Gram negativo ndo
Enterobacteriaceae; GP Staphy = Gram positivo Staphylococcus; GP Strep = Gram positivo Streptococccus; GP
Enteroc = Gram positivo Enterococcus; Fung = Fungos; * Numero total de casos provenientes dos pacientes com exame
microbiolégico positivo e diagnéstico de sépsis.

De acordo com a Tabela 7, fez-se a associagao entre a PCT e os resultados das

hemoculturas (n=168) para o diagnéstico de sépsis. Constatou-se que os dois

testes discordam em cerca de metade dos casos. De realgar que, nos casos com

PCT alta, 57,3% revelaram hemoculturas negativas apesar do diagnédstico de

sépsis.
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Tabela 7 — Associagdao da PCT com os resultados das hemoculturas

(pacientes com Sépsis)

Hemoculturas (n=168)**

Cut off *
e N (n=101) P (n=67) P
Baixa 58.6% 41.4%
(<0,5)
(nP;:n':'L) Indeterminada 72.4% 27 6% 0.328
g (015-2,0)
Alta 57,3% 42,7%
(>2,0)

PCT = Procalcitonina; N = Negativo; P = Positivo; * Cut off adotado pela proépria instituicdo; ** Numero total de casos
provenientes dos pacientes resultados de hemoculturas relacionadas com o diagnéstico de sépsis.

A necessidade de estudar a sensibilidade e especificidade dos cut off adotados
pela Instituicdo e procurar outro que reunisse e perspetivasse melhores valores
de sensibilidade/especificidade, para esta populacdo especifica (doentes
oncolégicos) e na condicdo de sépsis, fez-se a analise das curvas ROC
utilizando como grupo controlo os pacientes com diagnéstico de SIRS. Assim, a
partir do Grafico 1, fez-se a andlise da sensibilidade e especificidade de cada um
dos biomarcadores em estudo, considerando um resultado significativo para uma
area abaixo da curva (AUC) superior a 0,70. Neste sentido, com uma AUC
significativa de 0,788, a PCT baixa apresentou uma sensibilidade e
especificidade de 0,811 e 0,543 respetivamente, para PCT alta uma
sensibilidade de 0,632 e uma especificidade de 0,853 (Anexos). Por outro lado,
relativamente a PCR, foi registado um desempenho néo satisfatério com uma
AUC=0,644, tendo uma sensibilidade de 1,0 e uma especificidade de 0,029 para
a PCR baixa (Anexos). Em relagdo a PCR alta foi obtida uma sensibilidade de
1,0 e uma especificidade de 0,057 (Anexos). Na analise dos WBC obteve-se um
desempenho insatisfatorio, com uma AUC=0,542, verificando-se que para a
contagem de WBC baixa correspondia uma sensibilidade de 0,789 e uma
especificidade de 0,057, por outro lado em relagdo a contagem de WBC alta

obteve-se uma sensibilidade de 0,474 e uma especificidade de 0,714 (Anexos).
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Relativamente a PCT, da analise da distribuicdo dos seus valores, entre os casos
de sépsis e SIRS (Grafico 2), observou-se resultados estatisticamente
significativos (p<0.001), sendo demonstrado que todos os resultados com
valores de PCT acima de 19ng/mL correspondiam ao diagnéstico de sépsis, ou
seja, uma especificidade de 1,0. De referir, no entanto, que para este valor

correspondeu um valor de sensibilidade de 0,226 (Anexos).

Grafico 1 — Curvas ROC relativas as concentracées de PCT, PCR e WBC
para o diagnodstico Sépsis
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Grafico 1 — PCT = Procalcitonina (AUC = 0,788); PCR = Proteina-C reativa (AUC = 0,644);
WBC = White blood cells (Leucécitos) (AUC = 0,542).

Grafico 2 — Distribuicao dos valores de concentragcao da PCT, nos casos
com Sépsis e SIRS
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PCT = Procalcitonina; SIRS = Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica; p = nivel
descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Categorizando a PCT com este valor de 19ng/mL (Tabela 8), verificou-se,
efectivamente, um valor maximo de especificidade para sépsis, ou seja, todos
os pacientes com PCT alta tinham sépsis (p=0,002). No entanto, pelo valor muito
baixo de sensibilidade associado, este valor cut off apenas permite afirmar ou

confirmar que se esta perante um evento de sépsis.

Tabela 8 — Associagado da PCT e o diagnéstico, recorrendo a cut off 19

. Diagnéstico (n=225)
Cutoff 19" —giRS (n=35) Sépsis (n=190) P
ocT Baixa (<19)  19,2% 80,8% -
(ng/mb)  Ajta (>19) 0,0% 100%

PCT = Procalcitonina; SIRS = Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica; * Cut off encontrado apoés estudo
estatistico das curvas ROC.

Em seguida procurou-se avaliar a associagao da PCT, utilizando este cut off 19,
com o0s varios grupos microbiolégicos (Tabela 9). Foi possivel observar que,
apesar da associacdo continuar a nao ser estatisticamente significativa
(p=0,069), a frequéncia de bactérias Gram-negativa nos casos de PCT alta
aumentou: 80,7% dos casos estavam infetados com bactérias Gram-negativas
e 71% corresponderam a Enterobacteriaceae, sugerindo uma predominancia

das mesmas em casos de sépsis.

Tabela 9 — Associagdao da PCT com os grupos microbiolégicos, em fungao
do diagnéstico de Sépsis
Grupo Microbiolégico (n=138)**
Cut off GN GN GP GP GP E
ung. Y

19* Entero NEntero Staphy Strep Enteroc (n=4)
(n=67)  (n=27) (n=28)  (n=5) (n=4)

pcT  BailXa 4330 o349 231%  20%  3.8%  3.8%

(ng/m :tg) 0,069
L) (>19a) 71,0% 9,7% 12,9% 6,5% 0,0% 0,0%

PCT = Procalcitonina; * Cut off utilizado apés estudo estatistico das curvas ROC; GN Entero = Gram negativo
Enterobacteriaceae; GN NEntero = Gram negativo ndo Enterobacteriaceae; GP Staphy = Gram positivo
Staphylococcus; GP Strep = Gram positivo Streptococccus; GP Enteroc = Gram positivo Enterococcus; Fung. = Fungos;

** Numero total de casos provenientes dos pacientes com exame microbiolégico positivo e diagndstico de sépsis.
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2. Pacientes transplantados

Como se verifica na Tabela 10, num total de 28 pacientes sujeitos a TMO
admitidos na UCI, a idade variou entre 13 e 66 anos (média 42,93 anos, com
desvio padrao de 12,37 anos e mediana de 44 anos). Catorze (50,0%) pacientes
eram do género masculino. Em relacéo ao tipo de diagndéstico, todos os casos

apresentavam sépsis.

Relativamente aos exames microbiolégicos, 26 (92,86%) pacientes
apresentaram registos de culturas microbiolégicas durante o periodo de

internamento na UCI. Destes, 13 (50%) obtiveram resultados positivos.

Tabela 10 - Caracteristicas da populagcao estudada (28 pacientes
submetidos a TMO)

Variaveis n %  Médiapp Mediana/Min-
Max
Idade (anos) - - 42,93/12,37 44/13-66
Género (n=28)
-Masculino 14 50,0
-Feminino 14 50,0 )
Diagnéstico (n=28)
-Sépsis 28 100,0
-SIRS 0 0,0 i
EM (n=26)**
-Positivo 13 50,0
-Negativo 13 50,0 i
Internamento Médico (n=28)"
Diagnstico -Sépsis 28 100,0 ) _
-SIRS 0 0,0

DP = Desvio Padrdao; EM = Exame Microbiolégico; n = Frequéncias; SIRS = Sindrome de Resposta Inflamatéria
Sistémica; * Cada paciente esta relacionado apenas com um tipo de internamento; ** Nem todos os pacientes
apresentavam exames microbioldgicos.
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Atendendo ao reduzido numero de casos sujeitos a TMO, ndo se avaliou a
associacado estatistica entre as diferentes variaveis. Na Tabela 11 sao
apresentados os resultados das frequéncias dos biomarcadores relativamente
aos 26 casos de transplantados com exames microbiolégicos positivos e
diagnéstico de sépsis. Podera ser verificado que 57,7% dos pacientes revelaram
uma PCT alta, todos os pacientes apresentaram PCR alta e 57,7% dos pacientes

revelaram valores baixos de WBC.

Tabela 11 - Frequéncias dos biomarcadores dos pacientes transplantados

(n=206)
Cut off * n %
Baixa (<0,5) 4 15,4
(nZ?rIL) Indeterminada (0,5-2,0) 7 26,9
Alta (>2,0) 15 57,7
PCR Baixa (<5,0) - -
(mg/L) 0
Alta (>5,0) 26 100%
Baixo (<4,0x10°) 15 57,7

WBC Indeterminado
(Células/L) (4,0x10°11,0x10°)

Alto (>11,0x10°) 4 15,4

PCT = Procalcitonina; PCR = Proteina-C reativa, WBC = White blood cells (Leucocitos); * Cut off adotado
pela propria instituicdo; ** Auséncia de valores devido a inexisténcia de pacientes com PCR baixa.

7 26,9
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Na Tabela 12, apresenta-se as frequéncias dos biomarcadores associadas a
cada um dos grupos microbioldgicos identificados, verificando-se uma

distribuicdo muito heterogénea.

Tabela 12 - Frequéncias dos biomarcadores de acordo com os grupos

microbiolégicos
Grupo Microbiolégico (n=13)**
GN GN GP GP
Cut off* Entero NEntero Staphy Enteroc ':::19)
(0=3)  (=2)  (n=6)  (n=1)
n % n % n % n % n %
'?j‘o";f‘ 1 333 0 0 0 0 0 0 0 0
(annTL) ons 1 333 0 0 1 167 0 0 1 100
(ﬁ‘;‘g) 1 333 2 100 5 833 1 100 0 0
Baixa _ } } } _ _ } ) } _
PCR (<5,0)
(mg/L) (ﬁ\;tg‘) 3 100 2 100 6 100 1 100 1 100
(<'3%ix’§gg) 2 667 1 500 3 500 1 100 1 100
WBC
0 woxioioqey 1 383 0 0 1 167 0 0 0 0
Alto 0O 0 1 50 2 333 0 0 0 0

(>11,0x109)

PCT = Procalcitonina; PCR = Proteina-C reativa, WBC = White blood cells (Leucécitos); Ind. = indeterminada * Cut off
adotado pela propria instituicdo; ** Numero total de pacientes transplantados com exame microbiologico positivo e
diagnostico de sépsis; GN Entero = Gram-negativa Enterobacteriaceae; GN NEntero = Gram-negativa nao
Enterobacteriaceae; GP Staphy = Gram-positiva Staphylococcus; GP Enteroc = Gram-positiva; Enterococcus; Fung. =
Fungos.
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V. Discussao

A sépsis € uma condigao de risco de vida que surge quando, na consequéncia
da resposta do préprio corpo a uma infegdo, 0 mesmo agride os seus proprios
tecidos e 6rgéos (29). Embora, ao longo dos anos, tenha havido avangos nos
suportes de vida e na terapia antibiética, a taxa de mortalidade dos pacientes
com sépsis tem permanecido elevada a nivel mundial (29, 41). O tratamento de
pacientes em condicdo de sépsis requer um diagnéstico adequado e precoce.
Marcadores laboratoriais sensiveis e especificos para diferenciar causas
infeciosas de causas né&o infeciosas podem auxiliar ndo s6 num diagndstico
atempado e preciso mas também num uso apropriado de antibioticos e
consequentemente levar a reducao de custos (29). Por outro lado, o ultimo guia
da “Infections Disease Society of America” (IDSA), menciona que o potencial dos
biomarcadores para o diagnostico de infegdes em pacientes com sépsis grave
permanece indefinido (14). A utilidade dos niveis de PCT, e outros
biomarcadores como a PCR, para discriminar o padrao inflamatério agudo de
sépsis de outras causas de inflamagcédo generalizada (por exemplo, pds-
operatéria, outras formas de choque) n&o foi ainda demonstrada (14). Decisbes
terapéuticas ainda sado fundamentalmente baseadas na combinacdo de
anamnese, exame fisico e testes microbiolégicos (14). Um marcador ideal é
aquele que pode ser obtido facilmente através de espécimes clinicos antes do
desenvolvimento de sépsis e nao deve ser influenciado por citopenias ou estados
inflamatérios associados a doenca de base (64). No entanto, uma avaliagcéo
precisa dos pacientes com sintomas clinicos nao evidentes € um desafio para os

médicos (29).

O presente estudo avaliou os valores da PCT, PCR e WBC de pacientes
oncolégicos com diagnoéstico de sépsis e SIRS, correlacionando-os com os
resultados microbiolégicos, nomeadamente hemoculturas. Por ultimo, avalia
ainda a sensibilidade e especificidade destes biomarcadores para a condigédo de
sépsis. Apesar da populacao estudada ser heterogénea (internamentos médicos
e cirurgicos, transplantados e n&o transplantados), podemos inferir algumas
observacgdes a partir dos resultados, levando em consideragdo o numero de

pacientes (n=273) e o facto de o estudo ser retrospetivo com analise de dados
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clinicos e laboratoriais retirados, em conjunto, de uma base de dados pré-

existente.

A casuistica avaliou 225 pacientes com exames microbioldgicos, diagndstico de
sépsis e nao transplantados. Destes, apenas 39,9% dos casos obtiveram
hemoculturas positivas. Este resultado esta de acordo com a literatura, onde esta
afirma que em pacientes com sépsis s6 30% a 50% apresentam hemoculturas
positivas (65), podendo ser justificado pelos exames de hemoculturas estarem
sujeitos a alteracbes devidas a diversos fatores, destacando-se a possibilidade
de contaminagdo das amostras examinadas, acidentes operacionais durante o
processamento e a utilizacdo de antibioticos proporcionando o surgimento de
novas estirpes bacterianas (65, 66). Sera de referir também que a sensibilidade
das hemoculturas pode ser afetada pela técnica de colheita, originando falsos-
positivos ou falsos-negativos (47, 65, 66). Por outro lado, os agentes
microbiol6gicos prevalentes nesta populacdo foram bactérias Gram-negativas
constituidas por Enterobacteriaceae spp. (48,6%) e ndo Enterobacteriaceae spp.
(19,6%). Este resultado é coincidente com grande parte da bibliografia estudada,
nomeadamente com o estudo EPIC Il (28). Entre as causas de sépsis bacteriana
os diagnosticos positivos confirmam, na maioria das vezes, bactérias Gram-
negativas (60% dos casos) (11). O mecanismo para o facto de haver uma
predominancia de bactérias Gram-negativas responsaveis pela sépsis ainda nao
esta definido, sabendo-se apenas que estas induzem uma maior resposta

inflamatéria do organismo comparando com a das bactérias Gram-positivas (41).

No estudo de Ratzinger, et al (67), foi demonstrado que tanto a PCR como a
contagem de WBC apresentam uma fraca capacidade de identificar
bacteriemias, ao contrario da PCT que tem provado ser um biomarcador
promissor com capacidade de prever este tipo de infegcdes. No presente estudo,
foi avaliado o contributo destes biomarcadores no diagnostico da sépsis
bacteriana utilizando os cut off da Instituicdo para os mesmos, obtendo-se
resultados concordantes com os do autor mencionado anteriormente. A PCT foi
capaz de identificar e distinguir precocemente sépsis de SIRS, apresentando
valores estatisticamente bastante significativos (p<0,001). Sera importante

salientar que, 96% dos pacientes com PCT alta (>2,0ng/mL) correspondiam a

39



Importancia da PCT no Diagndstico de Sépsis em Pacientes Oncolégicos Internados na UCI

diagnéstico de sépsis. Em relagdo a PCR, apesar dos resultados ndo serem téao
significativos, 84,8% dos pacientes com PCR alta (>5,0mg/L) apresentavam
sépsis. No caso dos WBC, apesar do valor de p, a frequéncia de casos com
sépsis demonstrou ser semelhante em ambas as categorias de WBC baixo e
alto, ou seja, nao permitiu diferenciar os diagnésticos. Este resultado podera ser
explicado pela amostra estudada ser constituida integralmente por doentes
oncologicos que, devido a sua condi¢&o de clinica e aos tratamentos impostos,
se apresentarem imunocomprometidos fazendo com que a contagem de
leucédcitos ndo corresponda ao esperado (3). Sung-Yeon, refere ainda que a
imunossupressao € considerada como uma patogénese chave associada a
mortalidade da sépsis e podera levar a infegcbes secundarias causadas por
patogénicos nosocomiais (3). A condicdo de imunossupressao na sépsis foi
também identificada em estudos post-mortem de pacientes que faleceram com

este quadro clinico (3).

Os trés biomarcadores estudados ndo foram capazes de identificar
precocemente qual o grupo microbiologico responsavel pela sépsis, 0 que seria
o ideal numa populacéo de alto risco, quando decisdes terapéuticas devem ser
tomadas o mais rapidamente possivel e estdo dependentes dos resultados
morosos das hemoculturas. Tal resultado esta concordante com a literatura,
onde esta afirma que os biomarcadores em estudo, principalmente a PCT, n&o
detém uma boa capacidade de diagndstico para infe¢cdes locais, explicando o
facto dos mesmos néo identificarem os diferentes grupos microbiolégicos (47).
No entanto, apesar de neste estudo se ter observado valores estatisticamente
nao significativos, foi possivel verificar que 68,7% dos pacientes com PCT alta
(>2,0ng/mL) tiveram um diagnostico microbioldgico indicativo de bactérias Gram-
negativas. Num estudo feito por Nakajima, et al (47), todos os valores elevados
da PCT correspondiam a diagnésticos de bactérias Gram-negativas,
demonstrando assim que a ascensao dos niveis de PCT esta mais associado a
infecbes originadas por bactérias Gram-negativas do que bactérias Gram-
positivas em pacientes com sépsis. A correlacédo entre os niveis altos de PCT e
as bactérias Gram-negativas deve-se as estruturas que as mesmas tém, os
lipopolissacarideos, afetando a homeostasia da PCT (47), embora, como atras

referido, 0 mecanismo deste processo nao seja totalmente conhecido.
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De acordo com Sousa, et al (65), as hemoculturas tém um papel primordial no
diagnostico de sépsis, pois neste quadro clinico pode haver microrganismos a
circular na corrente sanguinea de forma continua ou intermitente. Por este motivo
procurou-se associar o biomarcador de mais interesse para o estudo (PCT) com
as hemoculturas dos pacientes com diagnostico de sépsis, tendo como objetivo
verificar se os valores da PCT eram coincidentes com os resultados das
hemoculturas. Assim, constatou-se que os dois testes discordam em cerca de
metade dos casos, salientando os casos com PCT alta, onde 57,3% dos
pacientes revelaram hemoculturas negativas apesar do diagnostico de sépsis.
Os resultados obtidos neste estudo poderdo estar relacionados com a baixa
sensibilidade das hemoculturas, ja supramencionado, devido a fatores inerentes
a propria técnica de colheita das mesmas originarem falsos-positivos ou falsos-
negativos repercutindo-se na correlagado com os resultados da PCT (47, 65, 66).
Ratzinger, et al (67) e Qu, et al (68), afirmam que a verdadeira taxa de resultados
positivos em hemoculturas esta classificada entre 5-10%, por outro lado, nas
hemoculturas com resultados negativos n&o se exclui a possibilidade de infegdes

graves.

Na necessidade de avaliar a sensibilidade e especificidade dos cut off adotados
pela Instituicdo para esta populagdo especifica (doentes oncologicos), na
condicéo de sépsis, fez-se a analise das curvas ROC utilizando como grupo
controlo os pacientes com diagnéstico de SIRS. A utilizagcado deste grupo controlo
deve-se ao facto da impossibilidade de estudar um grupo de individuos
saudaveis, sendo uma das limitacdes deste estudo. Os dados adquiridos da
analise das curvas ROC, revelam que a PCT foi a Uunica que apresentou uma
AUC superior a 0,70. Este resultado demonstrou uma boa sensibilidade e
especificidade, tanto na PCT baixa como alta, levando a sugerir que este
biomarcador é capaz de diferenciar sépsis de SIRS em pacientes oncoldgicos,
possibilitando o diagndstico precoce das patologias em estudo. De acordo com
as afirmagdes de Lee (33), a PCT é util ndo sé para monitorizar infegdes
bacterianas mas também é de muita importancia para diferenciar quadros
clinicos de sépsis e SIRS. Relativamente a PCR, neste estudo demonstrou ter

uma AUC néo satisfatéria, apesar de apresentar uma sensibilidade de 1,0, tanto
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para a PCR baixa como para a PCR alta. No entanto, a sua especificidade
demonstrou ser muito baixa para o diagnéstico de sépsis com valores de 0,028
e 0,058 para PCR baixa e alta respetivamente. Meidani, et al (69), afirma que a
PCT é mais especifica em comparagdo com a PCR, indo ao encontro dos
resultados deste estudo. Num outro estudo, € mencionado que devido a cinética
lenta por parte da PCR apés o comecgo da infegéo, a baixa sensibilidade descrita
em algumas analises podera ser a justificagdo para nestas se verificar uma
menor sensibilidade, comparativamente com a sensibilidade da PCT (3). Apés a
analise dos WBC estes ndo mostraram ser de grande utilidade para o diagnostico
de sépsis, sendo obtida uma AUC de 0,542, ou seja, um resultado praticamente
insatisfatério. Como causas destes resultados correspondentes a contagem de
WBC sugere-se, devido a inexisténcia de suporte bibliografico, o facto do grupo
de pacientes envolvidos neste estudo serem doentes oncologicos provenientes
da UCI, tal como ja foi referido anteriormente, em condi¢des bastante debilitantes
cujos mecanismos normais de defesa contra infecbes estdo comprometidos,

pacientes neutropénicos, tendo uma elevada carga antibiética.

No presente estudo, procurou-se também encontrar um valor cut off de PCT,
para o diagndstico de sépsis, que perspetivasse uma melhor sensibilidade e
especificidade em comparacdao com o da Instituicdo. Ap6s a analise das curvas
ROC, surgiu o interesse por um novo cut off baseado na concentragdo de
19ng/mL. Com este valor, verificou-se uma especificidade de 1,0, ou seja, todos
os pacientes com a concentragdo de PCT acima de 19ng/mL tinham diagnéstico
de sépsis. Ainda com este cut off a associagéo com as bactérias Gram-negativas
aumentou, especialmente nas Enterobacteriaceae. Este resultado sugere mais
uma vez o facto das bactérias Gram-negativas serem as principais responsaveis
pelo aumento das concentracbes de PCT no organismo, sustentado pela
literatura ja mencionada anteriormente. Destes resultados, foi possivel concluir
que este cut off 19 ndo s6 tem interesse na confirmacgao/afirmacéo dos casos de
sépsis (todos os pacientes com PCT alta demonstraram ter sépsis) mas também
na orientagdo para um resultado microbiolégico, uma vez que 80,7% dos
pacientes com PCT alta revelaram como causa de sépsis agentes
microbiolégicos Gram-negativos. No entanto, dado o valor baixo de sensibilidade

associado, este valor cut off nao tem valor clinico, servird apenas como um
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complemento no diagnéstico de sépsis. Em termos de
sensibilidade/especificidade o cut off utilizado na Instituicdo revelou ser mais

adequado para o diagndéstico de sépsis.

O grupo dos pacientes transplantados de medula éssea (n=28), com diagnostico
de sépsis, foi estatisticamente tratado isoladamente dos restantes pacientes
pelas suas caracteristicas particulares, sendo pacientes que estdo numa
condicdo pos-transplante, como consequéncia imunodeprimidos e com doses
elevadas de antibidticos. Estes fatores podem alterar o comportamento dos
biomarcadores, principalmente da PCT. Num estudo feito por Lee (33), estas
limitagcbes da PCT sao descritas, afirmando que as elevacdes inespecificas dos
niveis da mesma, na auséncia de infecdo bacteriana, podem ocorrer em
situacdes de elevado stress, assim como em traumas severos e cirurgias ou até
mesmo em pacientes que sofreram choques cardiacos. Também esta descrito
na literatura que algumas doengas autoimunes estdo igualmente associadas
com niveis elevados de PCT (33). Por outro lado, devido a existéncia de um
numero reduzido de individuos transplantados, fez-se apenas o estudo das
frequéncias dos biomarcadores e das mesmas para os grupos microbiologicos.
Assim, apds essa analise nos 26 pacientes transplantados, com exame
microbiologico e diagnéstico de sépsis, verificou-se que 57,7% dos pacientes
revelaram uma PCT alta, todos os pacientes apresentaram PCR alta e 57,7%
dos pacientes revelaram valores baixos de WBC. Em relacdo a anélise das
frequéncias dos biomarcadores relacionadas com os grupos microbiolégicos, o
grupo de pacientes (n=13) demonstrou ser muito reduzido para ter valor

estatistico.
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VL.

Conclusao

A anadlise dos resultados observados no presente estudo permitem tirar as

seguintes conclusdes:

v

Utilizando os valores cut off da Instituicéo, a PCT e a PCR revelaram uma
associagdo com o diagnostico precoce de sépsis na série estudada de
pacientes oncoldgicos e nao sujeitos a TMO. A contagem de WBC revelou

ndo ser uma mais valia para este diagnéstico.

Nos doentes com sépsis, nao se observou uma associagéo
estatisticamente significativa entre os biomarcadores e o agente
microbiologico. No entanto, e no caso da PCT, registou-se um ligeiro

aumento das bactérias Gram-negativas nos casos com PCT alta.

Relativamente aos produtos microbiolégicos e em particular as
hemoculturas, verificou-se que mais de metade dos casos com PCT alta

revelaram hemoculturas negativas apesar do diagnostico de sépsis.

A analise da sensibilidade e especificidade pelas curvas ROC revelou que
a PCT foi o unico biomarcador com um desempenho satisfatério (AUC de
0,788). O valor cut off em uso nesta Instituigdo para esta variavel, revelou
para a PCT baixa uma sensibilidade e especificidade de 0,811 e 0,543
respetivamente, e para PCT alta uma sensibilidade e especificidade de

0,632 e 0,853, respetivamente.

A tentativa de encontrar um cut off com uma melhor sensibilidade e
especificidade, comparativamente com o da Instituicdo, ndo se verificou
possivel. No entanto, o cut off da PCT (19ng/mL), encontrado neste
estudo, revelou ser um coadjuvante no diagnostico de sépsis e orientar
de uma forma mais precisa qual o agente etioldégico causador desta
infec&o: todos os pacientes com concentragbes de PCT acima deste valor

apresentaram o diagnéstico de sépsis e, na sua grande maioria (80,7%),
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estavam associados a infecbes por bactérias Gram-negativas,

especialmente, Enterobacteriaceae.

v' Sera importante mencionar que mais estudos, sobretudo prospetivos, sdo
de grande necessidade para melhor definir a utilidade da PCT na
identificacdo precoce de sépsis, repercutindo-se posteriormente numa

melhor orientac&o do uso racional de antibi6ticos.
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VIIl. Anexos

Tabela 13 - Frequéncias dos agentes microbiolégicos que foram

diagnosticados nas culturas de todos os pacientes

Agentes Microbiologicos n
Bactérias

E. coli 40

Pseudomona aeruginosa 18

Klebsiella pneumoniae 17

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Enterobacter cloacae
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis
Proteus mirabilis
Enterococcus faecium
Klebsiella oxytoca
Acinetobacter baumannii
Enterococcus aerogenes
Serratia marcescens
Enterococcus faecalis
Escherichia fergusonii
Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
Citrobacter freundii
Morganella morganii
Enterobacter freundii
Pseudomona putida
Stenotrophonas maltophilia
Bacteroides thetaiotaomicron
Streptococcus gordonii
Streptococcus mitis
Streptococcus anginosus

Fungos

SN LA A AL A A NNNWWWROOOON®O

Candida albicans
Candida Kruzei
Candida glabrata
Candida pseudotropicalis
Aspergillus fumigatus
Candida tropicallis
Candida guilliermondii
Saccharomyces cerevisiae

N VI VI UG
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Tabela 14 — Curvas ROC - Area abaixo da curva (AUC)

Erro Intervalo de Confianca de 95%
Variaveis AUC - p
Padrao Limite Inferior Limite superior
PCT 0,788 0,038 0,000 0,715 0,862
PCR 0,644 0,048 0,007 0,551 0,737
WBC 0,542 0,047 0,433 0,450 0,633

PCT= Procalcitonina; PCR = Proteina-C reativa; WBC = White blood cells (Leucécitos); AUC = Area abaixo da curva.

Tabela 15 — Coordenadas das Curvas ROC referentes a PCT

Positivo se maior
Sensibilidade 1 - Especificidade
ou igual a:

-,9770 1,000 1,000
,0310 ,995 1,000
,0440 ,995 ,971

,0495 ,995 ,943
,0535 ,989 ,943
,0630 ,989 ,914
,0735 ,984 914
,0805 ,979 914
,0955 974 914
,1090 974 ,886
,1140 ,968 ,886
,1190 ,963 ,886
,1250 ,958 ,886
,1350 ,953 ,857
,1500 ,953 ,829
,1610 ,947 ,800
,1630 ,942 ,800
,1665 ,937 ,800
,1695 ,937 771

1715 ,937 ;743
,1765 ,932 ,743
,1805 ,921 ,743
,1855 ,921 714
,1950 ,916 714
,2055 911 ;714
,2120 ,905 714
,2165 ,905 ,686
,2215 ,905 ,657
,2235 ,905 ,629
,2270 ,905 ,600
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,2325
,2400
,2530
,2620
,2690
2775
,2835
,2880
,2910
,2965
,3020
,3095
,3160
,3185
,3360
,3550
,3750
,3935
,4075
,4280
,4380
,4660
,5110
,5370
,5620
,5830
,5875
,6045
,6330
,6530
,6660
,6860
,7235
,7595
,7780
,8115
,8630
,8945
,9160
,9385
,9620
,9820
,9915

,900
,895
,889
,889
,884
,879
,874
,868
,868
,863
,858
,853
,847
,842
,837
,837
,832
,826
,821
,821
,816
,811
,811
,805
,800
,789
,789
,784
779
774
774
774
774
,763
,758
,758
,753
147
742
137
732
,726
721

,600
,600
,600
,571
,571
,543
,543
,543
,514
514
,514
,514
,514
,514
,514
,486
,486
,486
,486
457
,457
457
,429
,429
,429
,429
,400
,400
,400
,400
371
,343
,314
314
,314
,286
,286
,286
,286
,286
,286
,286
,286
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1,0080
1,0300
1,0450
1,0900
1,2350
1,3600
1,4000
1,4300
1,4550
1,4800
1,5050
1,5400
1,5700
1,6150
1,6550
1,7450
1,8450
1,9350
2,0200
2,0500
2,0750
2,1400
2,2050
2,2150
2,2550
2,3300
2,3950
2,4350
2,5000
2,5850
2,6900
2,7850
2,8250
2,8500
2,8700
2,9750
3,0800
3,1750
3,3700
3,5000
3,5350
3,5800
3,6550

;721
,716
711
,705
,695
,689
,689
,684
,679
,674
,668
,663
,658
,653
,653
,647
,642
,637
,632
,626
,621
,616
,611
,605
,605
,600
,595
,589
,584
579
574
,568
,563
,558
,5563
547
,542
537
,532
,526
,521
,516
,511
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3,7600
3,8550
3,9100
3,9950
4,1750
4,3650
4,5250
4,8800
5,1600
5,1750
5,2550
5,4400
5,5700
5,5950
5,6450
5,7350
6,0800
6,5200
6,7000
6,7750
7,1700
7,5800
7,6450
7,7050
7,7950
7,8450
7,9650
8,2450
8,5750
8,9300
9,2650
9,7300
10,2500
10,5250
10,6700
10,7850
10,8400
10,9600
11,2250
11,6750
12,0500
12,3800
12,7450

505
,500
495
489
484
479
AT4
468
463
458
453
447
442
437
432
426
426
421
416
416
411
405
400
395
389
384
379
374
368
363
353
347
342
337
332
326
321
316
311
311
305
300
295
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13,1850
13,5750
13,6700
14,0550
14,4150
15,3700
16,4250
16,9200
17,3900
17,6150
17,8000
18,2700
18,8050
19,2550
19,6400
19,9850
21,1550
22,2000
22,5600
24,5000
26,4850
26,9650
27,8050
29,2300
30,5650
33,8850
37,5700
39,0350
39,7000
41,0650
42,9300
44,6150
46,2950
48,2050
54,3650
63,4850
67,9500
68,8000
73,3200
82,3850
89,3200
95,5050
101,0000

289
284
279
274
268
263
258
253
247
242
237
232
232
226
221
216
211
205
200
195
189
184
179
174
168
163
158
153
147
142
137
132
126
121
116
11
105
100
095
089
084
079
000

,029
,029
,029
,029
,029
,029
,029
,029
,029
,029
,029
,029
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
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