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Introducao: A resposta de fase aguda é composta de uma complexa rede de eventos
envolvendo diversas células e mediadores pré e anti-inflamatérios. O diagnéstico clinico
dessa condicado nem sempre é facilmente obtido. O desempenho de diversos marcadores
da resposta aguda é constantemente avaliado em variados grupos de doenca, com o
objetivo de otimizar o diagnéstico, proporcionando ao médico e ao paciente uma definicdo
terapéutica precisa e em curto espago de tempo. Além de parametros como o0s
relacionados aos leucécitos e velocidade de hemossedimentagdo, a determinacdo de
proteinas como a proteina C reativa (PC-R) e a amiléde sérico A (SAA) sao propostas
como uteis na detecgdo da presenga do processo inflamatorio/infeccioso. O objetivo do
presente estudo foi a avaliagdo de alguns marcadores da resposta inflamatoria,
comparando a eficiéncia entre eles na identificacao de criangas atendidas num Servigo de
Urgéncia com suspeita de apresentarem inflamacao ou infecgcao, além disso, nas criangas

com quadro suspeito de dengue avaliar tais parametros.

Materiais e métodos: Foram estudadas 90 criangas com idade entre 1 més e 10 anos
atendidas na Unidade de Emergéncia Referenciada do Hospital das Clinicas da
UNICAMP. De acordo com os dados clinicos, consulta dos prontuarios e exames
subsidiarios, essas criangas foram divididas em grupo inflamatério (n= 17) e infeccioso
(n=66) e dentro do infeccioso em sugestivo de infeccao bacteriana, viral e dengue. Foram
avaliados os seguintes parametros: contagem de leucécitos e presenca de granuldcitos
imaturos por equipamentos hematol6gicos automatizados e por observagao microscopica
do esfregago de sangue; dosagem de PC-R por 2 sistemas, determinacdo dos niveis de
SAA e IL-6 por kits comerciais.

Resultados: O melhor marcador do processo inflamatério/infeccioso foi a PC-R (> 80%
de positividade pelos 2 sistemas), seguido da SAA (73,3%) e da VHS (72,1%). A
contagem de leucdcitos e a deteccao de granulécitos imaturos revelaram desempenho
inferior ao recomendado, ndo sendo Uteis para o diagnostico. Nao houve diferenca nos
valores de leucécitos, VHS, PC-R, SAA e IL-6 entre os grupos inflamatério e infeccioso,
mas apresentaram niveis superiores no grupo bacteriano quando comparado ao viral a
contagem de leucécitos, niveis de PC-R e SAA. Nos pacientes com suspeita clinica de
dengue apresentaram niveis inferiores de leucécitos e plaguetas e quanto aos

marcadores séricos a VHS apresentou valores significativamente diminuidos.
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Conclusodes: A PC-R foi o biomarcador com melhor desempenho no grupo de criangas
estudado, enquanto as informacdes fornecidas pelo hemograma identificaram o menor
numero de pacientes. Os resultados da SAA foram semelhantes aos da PC-R sendo,
portanto, discutivel a sua utilizacdo na rotina diagnéstica. De acordo com 0s nossos
dados, deve ser encorajada a associagao da interpretagdo de mais de um parédmetro na

deteccao do processo inflamatério/infeccioso.
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Introduction: the acute-phase response consists of a complex network of events involving
various cells and pro anti-inflammatory mediators. The clinical diagnosis of this condition is not
always easily obtained. The performance of several markers of the acute response is
constantly evaluated in different groups of diseases, aiming to optimize the diagnosis and in
order to establish a precise therapeutic in a short time. In addition to parameters such as those
related to leukocyte and erythrocyte sedimentation rate (ESR), the determination of levels of
proteins such as C-reactive protein (CR-P) and serum amyloid A (SAA) are proposed as useful
in detecting the presence of the inflammatory/infection process. The objective of this study was
the assessment of some markers of inflammatory response, comparing the efficiency among

them in identifying children from the emergency room with infection or inflammation suspicious.

Materials and methods: a total of 90 children aged between 1 month and 10 years with a
clinical suspicious to have inflammation or infection diseases attended in the Emergency Unit
of Clinical Hospital of the UNICAMP were enrolled. According to clinical data, medical records
and subsidiary exams, these children were divided into inflammatory (n = 17) and infectious
groups (n = 66). Infectious group was subdivided into bacterial or viral infection. The following
parameters were evaluated: white blood cell count and presence of immature granulocytes by
automated hematology equipment and microscopic observation of blood smears, determination

of PC-R by 2 systems, and measurement of SAA and IL-6 levels by commercial kits.

Results: the best marker of the inflammatory/infection process was the CR-P (> 80% positivity
from both systems), followed by SAA (73.3%) and ESR (72.1%). The leukocyte count and the
detection of immature granulocytes showed performance below the recommended and,
consequently not useful for diagnosis. There was no difference in the values of leukocytes,
ESR, CR-P, SAA and IL-6 between inflammatory and infectious groups, but higher leukocyte
counting, PC-R and SAA levels were observed in the bacterial group when compared to the

viral one.

Conclusions: The CR-P was the biomarker with better performance in the group of children
studied, while information supplied by the blood cells analysis identified the smallest number of
patients. The results of SAA was similar to PC-R; therefore is questionable the SAA
measurement utility in routine diagnosis. According to our data, the association of more than
one parameter in the detection of the inflammatory/ infection response should be encouraged.
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1.1- Inflamacao/Infeccao

Inflamacdo é a reacdo de um tecido e de sua microcirculagdo a uma
agressao. Caracteriza-se pela producdo de mediadores inflamatérios e
movimentagao de liquido e leucdcitos do sangue para os tecidos extravasculares.

Uma das causas mais comuns de uso inadequado de antibidticos é a
dificuldade em distinguir infeccao de inflamacéao. Infeccao pressupde invasao de
um tecido normalmente estéril por um microrganismo, que leva a resposta
inflamatéria local e a resposta imunolégica manifestada pela formacdo de
anticorpos contra o agente agressor. Ja a inflamacdo € uma resposta do
organismo a um dano tecidual que pode ser infeccioso ou ndo. Tem por funcao
conter, isolar e destruir os microrganismos invasores, inativar as toxinas e
preparar o tecido ou o 6rgao para a cicatrizacao e reparacao. Essa resposta
inflamatéria pode ser localizada ou sistémica e é mediada pela liberagdo e acao
de diversos fatores, como as citocinas (Rubin e Farber., 1999; Gyssens., 1999).

Os quatro sinais clinicos de inflamacéo foram descritos dois séculos d.C por
Aulus Celsus, a saber: rubor (eritema), calor (temperatura elevada), tumor
(edema) e dor (algia). O rubor e o calor sdo o resultado do aumento da circulagéo
na area inflamada. O tumor € a consequéncia do aumento local do liquido
intersticial e a dor depende do acumulo, no local, de substancias biolégicas que
atuam sobre as terminagdes nervosas. A perda da funcao é a conseqliéncia da
somatoria de varios fatores, especialmente do edema e da dor. Os sinais
cardinais referem-se a inflamacbes da superficie corpdérea ou das articulagdes,
porém, inflamagdes com as mesmas caracteristicas ocorrem em todos os tecidos
e 6rgaos agredidos (Faria.,2003).

A inflamacao tem sido historicamente denominada como aguda ou crénica
dependendo da persisténcia da leséo, sintomas clinicos e a natureza da resposta
inflamatéria. Do ponto de vista funcional e morfoldgico, as inflamacbes agudas se
caracterizam pelo predominio de fenébmenos exsudativos, ou seja, consequentes
a alteragcdes da permeabilidade vascular, permitindo o acumulo de liquido na
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regido inflamada (edema), além de fibrina, leucécitos, especialmente os
neutrofilos, e hemacias. Nas inflamacdes crénicas, além destes elementos,
ocorrem no local a proliferacdo de vasos, de fibroblastos (com consequente
deposicdo de colageno), como também migracdo e proliferacdo local de
monacitos e linfécitos (Montenegro e Franco.,2004).

A lesdo local, quando grave, pode levar a liberacdo de mediadores
inflamatérios para dentro da circulacdo em especial as citocinas, provocando
assim efeitos sistémicos. As manifestacoes sistémicas mais proeminentes da
inflamagéo sao as seguintes: febre, choque, leucocitose, leucopenia e resposta da
fase aguda, mediada por diversas proteinas (Rubin e Farber., 1999).

1.2- Febre

As palavras doenca e febre estdo intimamente ligadas. A febre &€ um alerta
da presenca de diversas patologias e estima-se que 20% a 30% das consultas
pediatricas tém a febre como queixa unica ou inicial (Murahovschi., 2003).

Considera-se como febril toda crianga com temperatura corporal acima de
38°C, com variagdo de 37,7°C a 38,3°C, desde que aferida adequadamente
(Riccetto e Zambon., 2005).

Na sequiéncia patogénica da febre, agentes infecciosos (bactérias, virus,
fungos ou suas toxinas) ou nao infecciosos (drogas e antigenos nao infecciosos)
funcionam como pirbgenos exdgenos que induzem as células fagociticas a
produzirem substancias de natureza protéica, como as interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e outras que atuam no hipotadlamo anterior elevando o “set-
point” do centro termorregulador, iniciando assim uma série de respostas
fisioldgicas e comportamentais que resultam na elevacao da temperatura corporal
(Murahovschi., 2003; Riccetto e Zambon., 2005).

Em vertebrados homotermos, foi demonstrada a acdo da febre nas
seguintes etapas da resposta imune:
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a) aceleracdo da quimiotaxia de neutréfilos e da secrecdo de substancias
antibacterianas (peréxidos, superoéxidos, lisozima e lactoferrina);

b) aumento da producéo e das acdes antiviral e antitumoral dos interferons;

c) estimulacdo das fases de reconhecimento e sensibilizagdo da resposta
imunoldgica, resultando em uma interacdo mais eficiente entre macrofagos
e linfécitos T e maior proliferagdo destes ultimos. As fases efetoras da
resposta imune como a citotoxicidade de linfécitos T e NK, sdo inalterados
ou mesmo deprimidos pelo aumento de temperatura;

d) diminuicdo da disponibilidade de ferro, a qual limita a proliferacao
bacteriana e de alguns tumores. Este fendbmeno é causado pela
hipotransferrinemia da resposta de fase aguda (RFA), pelo aumento da
afinidade do ferro pela lactoferrina intracelular e pela menor producao de
proteinas quelantes de ferro pelas bactérias.

A maioria das agdes benéficas da febre sobre as defesas organicas,
mencionadas acima sdo mediadas, indiretamente, por citocinas de efeito
pirogénico secretadas na RFA, principalmente IL-1 e TNF. Entretanto, estas e
outras citocinas aliadas a substancias pré-inflamatérias como as prostaglandinas,
produzem varias manifestacées adversas, tanto na fase aguda como na fase
crbnica da reacao inflamatéria (Voltarelli.,1994).

A febre € um motivo comum para as criancas serem levadas ao atendimento
médico. Diante dessa condigéo, o profissional deve tomar uma série de decisdes
que podem ser dificeis, particularmente quando a criangca é muito pequena.
(Sanders et al., 2008; Grossman., 1982).

A resposta do organismo diante de um quadro infeccioso varia bastante de
individuo para individuo e nas criangcas essa variacdo também €& dependente da
idade. Assim, lactentes menores de 90 dias diferem das criangas mais velhas em
varios aspectos importantes. Os lactentes sado fisiologicamente menos
imunocompetentes e mais susceptiveis a infeccdes por patdégenos como o
Streptococcus do grupo B, bactérias gram-negativas e menos comumente Listeria
sp, além das infecgbes causadas pelo pneumococo, meningococo ou
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estafilococo, comuns as outras faixas etarias. Estudos mostram que a febre esta
associada a infeccao bacteriana em 10% dos lactentes de 1 a 3 meses de idade e
em 13% dos lactentes menores de 1 més de idade (Riccetto e Zambon, 2005).

Outra importante caracteristica dessa faixa etaria merece atengéao especial:
sua relativa incapacidade de demonstrar evidéncia clinica de doenca (Riccetto e
Zambon, 2005). A anamnese deve enfocar a faixa etaria, intensidade da febre,
presenca de tremores de frio, alteracdes evidentes do apetite e comportamento,
sintomas locais e duracdo do episddio febril. Os exames de triagem para
investigacdo da possivel etiologia da febre sdo: hemograma, velocidade de
hemossedimentacdo do sangue (VHS), proteina C-reativa (PC-R), andlise do
sedimento urinario e, eventualmente, liquor e hemocultura (Murahovschi., 2003).
Apesar dos inUmeros avangos na pratica medica, a avaliagdo de uma crianga com
febre continua sendo desafiadora. A avaliagcdo global da febre pode ser
dispendiosa, demorada e invasiva (Hsiao e Baker.,2005).

1.3- Leucogramal/Leucocitose

Varias alteragbes hematoldgicas sdo observadas nos quadros infecciosos,
dependendo do agente etiologico, extensdo e local da infeccdo. As possiveis
alteragcbes observadas ao hemograma quanto a composicdo e morfologia dos
leucécitos correspondem a cinética e fungdo das células envolvidas nos
processos de defesa contra um determinado agente infeccioso. Assim, o0s
neutréfilos tém agdo microbicida importante contra bactérias, enquanto os
macroéfagos e linfécitos T agem contra agentes intracelulares (virus, protozoarios
e bactérias intracelulares). Os eosindfilos, por sua vez, tém acao citotéxica contra
helmintos (Grotto., 2009).

A leucocitose é definida como o aumento no numero de leucdcitos

circulantes que em geral acompanha a inflamacao aguda. Os polimorfonucleares
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(PMN) sédo quase sempre as células predominantes (neutrofilia) (Rubin e Farber.,
1999; Bain., 2004).

A producdo de neutréfilos é de aproximadamente 0,85x10% kg/dia. Sao
mediadores da proliferagédo e liberacao medulares dos granulécitos a IL-1 e TNF-
a produzidos por mondcitos ativados, entre outros. Esses mediadores agindo na
célula do estroma vao promover a liberacao de IL-6 e de fatores de crescimento
celulares (GM-CSF, G-CSF, M-CSF) que vao atuar nos precursores
granulociticos, aumentando sua proliferacao e libera¢cdes medulares (Hofforand et
al., 2004).

Sua meia-vida na circulacdo é de seis a oito horas, quando ocorre sua
migracdo aos tecidos. A medula éssea é o 6rgao onde ocorre a maturacao de
mieloblasto a neutréfilos segmentados, onde os granulécitos ocupam dois
compartimentos :

a) Compartimento mitético, constituido de mieloblastos, promielécitos e
mieldcitos com capacidade de proliferacao celular;

b) Compartimento pds-mitotico, constituido de metamieldcitos, bastonetes e
segmentados, cujas células perderam a capacidade proliferativa, mas
continuam o processo de maturagéo.

Na corrente sanguinea, ha dois conjuntos (ou “pools”) de células, que
permanecem em equilibrio e em constante troca de posi¢des:

- “Pool” circulante, cujos neutréfilos sao quantificados pelo
hemograma.

- “Pool” marginal, ndo incluido no hemograma, e correspondente
aos neutroéfilos aderidos ao endotélio dos vasos.

Aproximadamente 2/3 do compartimento pos-mitético pode ser rapidamente
recrutado da medula éssea para a circulacdo, quando houver estimulos, tais
como;

¢ Neutropenia;

e Infeccéo;

e Inflamacéo;
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e Endotoxinas;

e Administragédo de corticosteroides;

e Administracao de fatores de crescimento (G-CSF, GM-CSF) (Santis.,1999
e Hoffbrand et al.,2004).

O inicio do processo inflamatério se da pela migracao dos neutrofilos e
macréfagos ao local da infecgdo. A mobilizagdo intensa dos neutréfilos, inclusive
dos estoques medulares na defesa contra as bactérias, explica a freqtiéncia do
aparecimento da neutrofilia no hemograma de pacientes infectados por bactérias
gram-positivas como pneumococos, estafilococos ou estreptococos (Grotto.,
2009).

O hemograma completo é um dos testes mais utilizados na avaliacao de
criancas febris. O nimero elevado de glébulos brancos (GB) e de bastonetes
estd associado a infeccdo bacteriana, e deve ser avaliado levando-se em conta
fatores importantes, tais como: a idade do paciente, os achados clinicos,
principalmente a presenca de febre (Todd., 1974; Rasmussen e Rasmussen.,
1982; Jaffe e Fleisher., 1991).

A contagem diferencial de leucécitos € freqlentemente usada na pratica
clinica para diagnosticar a possivel origem das infec¢ces. Segundo Todd (1974),
criancas doentes com nimero de neutréfilo maior que 10 x 10° /I e de bastonetes
maior que 0,5 x 10° /I tem 80% de chance de ter uma infecgdo bacteriana grave.

Estudos tém mostrado resultados inconsistentes sobre a utilizacdo da
contagem global e diferencial de leucécitos no diagndstico de apendicite. Embora
a maioria dos estudos mostre uma associagao com a presencga dessa patologia, a
sensibilidade das 2 medidas varia entre 50% e 80% (Bower et al., 1981; Rothrock
e Pagane., 2000).

A neutrofilia algumas vezes € acompanhada de febre resultante da
liberagdo de pirogénios dos leucocitos. Outros aspectos caracteristicos da
neutrofilia reacional podem incluir (a) “desvio a esquerda”, isto €, aumento do
numero de bastonetes e presengca de células mais primitivas, como

metamielocitos e mieldcitos, (b) presenga de granulagao toxica e corpusculos de
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Dohle no citoplasma e (c) aumento do escore de fosfatase alcalina dos
neutréfilos (Hoffbrand et al., 2004).

Alguns autores consideram valores de neutréfilos superiores a 10.000/mm?
ou a presenca de neutréfilos jovens em nimero acima de 500/mm® como
associados com a doenga bacteriana. Outros valorizam a relagdo neutréfilos
imaturos/neutréfilos total maior do que 0,12 ou 0,2 como indicativas de infeccao
(Baker et al., 1993).

No periodo neonatal, a relacao células imaturas/nimero de neutréfilos totais
€ especialmente indicativa de infeccdo bacteriana. Monroe e cols consideram
como normal a relacao inferior a 0,16 nas primeiras 24 horas de vida, diminuindo
para 0,12 apds o terceiro dia, mantendo-se neste valor até o fim do primeiro més,
e quando for maior do que 0,2 como indicativo de infeccdo (Marcondes et al.,
2003).

Num estudo com 44 pacientes com contagem normal de leucécitos e
presenca de desvio a esquerda definido como a presenca de mais do que 6% de
bastbes foi observada uma correlacdo de 100% com a presenca de infeccao ou
doenca inflamatéria aguda (Mathy e Koepke ., 1974).

A leucocitose neutrofilica com desvio a esquerda, eosinopenia e linfopenia
sugere a presenca de um processo infeccioso agudo; ja a presenca de
eosindfilos, neutrofilos segmentados e mondécitos sugerem tratar-se de fase de
recuperacdo. Os valores leucocitarios excessivamente altos ou a presenca de
uma leucopenia associada ao desvio a esquerda e presenca de granulagdes
toxicas sdo sinais de mau prognéstico (Smith.,1973).

Os virus caracterizam-se por serem patégenos intracelulares e por usarem a
magquinaria da célula infectada para se reproduzirem. Para a destruicdo dos virus
€ necessaria a interacdo dos linfécitos T com as células portadoras dos
antigenos. O grande comprometimento da resposta imune mediada por células na
reacdo aos virus, explica porque a linfocitose é tdo comum nos processos

infecciosos virais agudos. Embora a linfocitose seja a alteragdo mais comum nos
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processos virais, a linfopenia ndo afasta a possibilidade desse diagndstico
(Grotto., 2009).

1.4- Leucopenia

Define-se leucopenia como a diminuicdo absoluta no numero de leucocitos
circulantes, que pode ser ocasionalmente encontrada nos casos de inflamagéo
cronica em especial nos pacientes desnutridos ou nos que apresentam patologia
cronica debilitante como neoplasia disseminada (Rubin e Farber., 1999; Bain.,
2004).

1.5- Resposta de fase aguda (RFA)

Dentro do espectro de reacdes sistémicas a inflamacdo duas respostas
fisiologicas, em particular, sdo consideradas como estando associados com a
inflamag&o aguda. A primeira envolve a alteragao do “setpoint” da temperatura no
hipotalamo e geracao da resposta febril. A segunda esta relaciona a alteragbes no
metabolismo. O figado é o principal alvo dos mediadores inflamatorios sistémicos
e também é o 6rgao responsavel por determinar o nivel de metabdlitos essenciais

ao organismo durante as etapas criticas do estresse (Baumann e Gauldie., 1994).

A RFA é, no sentido mais amplo, a resposta do organismo a inflamagéo ou
lesdo tecidual, caracterizada por uma reacao fisiolégica bem coordenada. No
sentido mais estrito, a RFA refere-se a alteragdes na concentragdo de um grande
namero de proteinas plasmaticas, predominantemente em decorréncia de
mudancas na sua sintese pelos hepatocitos (Marcondes et al., 2003).

A presenca de macréfagos ou mondcitos estd comumente associada ao

inicio da cascata de eventos durante a RFA. Uma vez ativados, os macréfagos
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liberam um amplo espectro de mediadores, pré e antiinflamatérios. Citocinas pro-
inflamatoérias como a IL-1, IL-6, TNF-a, interferon-y (IFN-y) e IL-8, sdo importantes
para o inicio de uma série de reacgdes, que afetarao a concentragdo sanguinea de
diversas proteinas de fase aguda (PFA), entre elas, as opsoninas e a proteina C
reativa (PC-R) (Baumann e Gauldie., 1994 e Gabay e Kushner., 1999).

A RFA pode causar uma grande variedade de altera¢des que incluem febre,
aumento da permeabilidade vascular, mudancas nas concentracées de
esterdides, outros horménios e metais, alteragbes no metabolismo lipidico e em
particular o aumento da sintese e catabolismo de um grande nimero de proteinas
(Schultz e Arnold.,1990).

As chamadas citocinas pro-inflamatorias ou “de alerta” (IL-1, TNF e IL-6)
desencadeiam uma série de reacGes humorais e celulares, tanto no sitio da
inflamacdo quanto a distancia (Baumann e Gauldie., 1994). A ativagdo das
células do estroma (como fibroblastos e células endoteliais) pela IL-1 e TNF
provoca a secrecdo de uma segunda onda de citocinas que amplifica a resposta
tecidual ao estimulo inflamatério. Nessa fase observa-se também a liberacdo de
outras citocinas, tais como IL-8 e MCP, que sdo quimiotaticas para neutréfilo e
células mononucleares, respectivamente. Enquanto isso, células endoteliais
comecam a expressar moléculas de adesao (ICAM-1 e integrinas, entre outros),
vitais para a passagem transendotelial e migracdo dos leucdécitos circulantes para
o local de inflamagdo. Apdés a migracdo, essas células iniciam a sintese e
liberacdo de seu préprio arsenal de citocinas dentro do tecido lesado (Lloyd e
Oppenheim.,1992).

As citocinas liberadas no local da lesdo agem sistemicamente, interagindo
com receptores especificos da membrana dos hepatécitos, onde estimulam a
sintese das PFA. O hepatécito responde a quatro tipos de mediadores da
resposta inflamatoéria: 1) Citocinas do tipo IL-1 (IL-1a, IL-1 B, TNF-a, TNF-B ) que
estimulam a produgcédo hepatica da PC-R, do componente C3 do complemento,
haptoglobina, amildide sérico A (SAA) e a glicoproteina acida, constituindo as
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PFA do tipo 1; 2) citocinas do tipo IL-6 (IL-6, IL-11, fator inibitério de leucemia
(LIF), oncostatina M (OSM) e fator neurotéfico ciliar (CNTF), que estimulam pelo
receptor gp 130 a maioria das PFA do tipo 1 e, mais especificamente, o
fibrinogénio, haptoglobina e as antiproteases a1-antiquimiotripsina, a1-antitripsina,
a2-macroglobulina e a ceruloplasmina, constituindo as PFA do tipo 2; 3)
glicocorticéides: agem sinergicamente com as citocinas do tipo IL-1 e IL-6
estimulando a producédo de algumas PFA, principalmente a glicoproteina acida.
Entretanto, a acdo mais importante dos glicocorticides na RFA é a de inibir a
produgéo de citocinas pelos macrofagos e células endoteliais, impedindo que sua
ativacdo continuada tenha consequéncias lesivas aos tecidos; 4) fatores de
crescimento: juntamente com os glicocorticéides hormonais, como a insulina, os
fatores de crescimento do hepatécito (HGF) e do fibroblasto (FGF) e o fator de
crescimento transformador (TGF-B) modulam a resposta hepatica (Baumann e
Gauldie., 1994). A insulina inibe a estimulagéo, via IL-1 e IL-6, da maioria dos
genes das PFA, enquanto o TGF-B suprime a estimulacéo de IL-1, aumentando
os efeitos da IL-6 sobre os genes das PFA do tipo 2 (Campos e Baumann.,1992).
Embora a maioria das PFA seja produzida pelos hepatdcitos, algumas (como a
ferritina) podem ser secretadas por outras células, como mondcitos, células

endoteliais, fibroblastos e adipécitos (Kushner., 1982).

1.6- Proteinas de fase aguda (PFA)

As PFA sao glicoproteinas liberadas na circulacao em resposta a situacoes
de estresse, como na vigéncia de processos inflamatérios agudos (Carvalho e
Filho., 2003; Rubin e Farber, 1999; Baumann e Gauldie., 1994).

As alteragdes na concentracdo das PFA estdo relacionadas as mudancas
em sua producao pelos hepatécitos, quando estimulados pela IL-6, produzida
pelos mondcitos, fibroblastos e células endoteliais. O aumento das PFA pode
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variar de 50-100% no caso da PC-R e da SAA (Henry et al, 1995; Gabay e
Kushner., 1999).

As PFA desempenham importante papel na defesa do hospedeiro, tais
como: neutralizagdo direta dos agentes inflamatérios, reducado da extensdo do
dano tecidual local, participagdo no reparo e regeneracao do tecido. Além disso, a
ativacao das proteinas do complemento resulta na migracdo de neutréfilos,
macréfagos e proteinas plasmaticas, que participam na destruicdo de agentes
infecciosos, na depuracdo de restos celulares de microrganismos e do proprio
hospedeiro. A ativagdo da cascata de coagulagéo fornece elementos essenciais a
cicatrizagao da lesao, enquanto inibidores das proteinases, como a ai-antitripsina,
neutralizam as hidrolases lisossomais liberadas a partir de neutrofilos e
macrofagos ativados, bloqueando, assim, a atividade das enzimas pro-
inflamatérias (Steel e Whitehead., 1994).

A rapidez e a magnitude do aumento da concentragcéo de cada PFA depende
da proteina em questdo e do tipo de estimulo inflamatorio. Isso provavelmente
esta relacionado com a quantidade de cada proteina que € necessaria para
participar efetivamente na RFA (Serra., 1997).

Dessa forma, a andlise das PFA nas doencgas tem lugar de destaque na
determinacdo da presenca e o grau da inflamacdo, permitindo, através de
dosagens seriadas, a monitorizagdo da gravidade e progresso da doenca bem
como da resposta terapéutica.
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1.7- Velocidade de hemossedimentacao (VHS)

A histéria desse teste remonta a Grécia, de onde vém 0s primeiros registros
de observacoes a respeito. A VHS era um meio de detectar a presenca de certos
“humores” corporais nocivos (Wyler., 1977; Ropes et al., 1939).

Em 1918, o estudante alemao Fahraeus definiu quase todas as
caracteristicas do exame: estabeleceu que a sedimentacdo dependia da
capacidade do plasma em diminuir a carga eletrostatica da superficie das
hemacias. Ele quantificou a capacidade aglutinante de algumas proteinas
plasmaticas e demonstrou que o fibrinogénio apresentava maior capacidade de
aglutinagao do que as globulinas e as globulinas eram mais aglutinantes que a
albumina (Bedell e Bush., 1985).

Em 1924, Alf Westergren desenvolveu uma técnica para a determinagdo da
VHS que continua praticamente a mesma desde entédo e € considerada a melhor
para a realizacdo do exame. Consiste na colocacdo de uma amostra de sangue
em um tubo vertical em repouso onde os eritrocitos tendem a descer em direcao
ao fundo. A VHS mede a distancia em mm que os eritrdcitos percorrem em
direcdo ao fundo do tubo em um determinado intervalo de tempo, que hoje esta
padronizado em 60 minutos (Henry., 1995).

O segundo método mais utilizado para determinacao da VHS é o método de
Wintobre que utiliza um tudo de 100 mm de altura onde o sangue sera colocado.
Nao requer nenhuma diluicdo e pode ser mais sensivel que o método de
Westergren em VHS normais e discretamente elevadas (Olshaker e Jerrard.,
1997).

Os mecanismos fisico-quimicos da sedimentacdo baseiam-se na agregacao
e consequente formacao em rouleaux dos eritrocitos. A formacéo do rouleaux é
limitada pela carga negativa dos eritrocitos que se repelem e nao se agregam. O
efeito repulsivo dessa carga de superficie é modificado pelas proteinas
plasmaticas circundantes. O fibrinogénio e as gamaglobulinas exercem influéncia
desproporcionalmente grande. Logo, quando as concentragdes dessas proteinas
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séricas aumentam, elas diminuem o potencial zeta entre os eritrocitos, permitindo
maior formacdo em rouleaux, resultando numa VHS mais acelerada (Ballas.,
1975, Bedell e Bush., 1985; Lanzara et al., 2001).

Os valores da VHS aumentam a partir de 48 horas do inicio do quadro
infeccioso, ocorrendo pico de elevacao entre trés e cinco dias, retornando ao valor
normal aproximadamente trés semanas depois de iniciado o tratamento
adequado. O caréter tardio no aparecimento de modificagdes na VHS representa
uma desvantagem diagnoéstica (Lanzara et al., 2001).

VHS é uma medida indireta da reacao de fase aguda. O seu valor reside no
fato de que se trata de um teste laboratorial simples e barato para avaliar a
inflamacdo. A maioria dos estudos recentes tende a favorecer a PC-R,
principalmente devido ao fato do VHS ser afetada por uma multiplicidade de
fatores. Apesar da elevada sensibilidade, a VHS tem baixa especificidade e
aumentos importantes podem ser encontrados em inumeras situa¢des (Andriollo e
Carrazza., 2007).

A VHS determinada por micrométodo € um exame facil de ser realizado e
barato. Os valores normais aumentam com a idade pos-natal e sao
aproximadamente iguais aos dias de vida mais 3 mm por hora, com um valor
maximo de 15mm por hora. Ela € menos sensivel que a PC-R e se mostra
falsamente positiva em criangas com doengas hemoliticas e falso-negativa na
coagulagdo intravascular disseminada, devido ao consumo de fibrinogénio.
Trabalhos sobre VHS mostraram valor preditivo negativo de 94% a 97%,
sensibilidade de 25% a 50%, especificidade de 83% a 97% e valor preditivo
positivo de 44% (Vaz et al., 1998).

McCarthy et al., (1997), mostraram que a contagem de GB > 15.000/ mm?®
e/ou VHS pelo método de Wintrobe > 30mm/h, foram mais Uteis do que a
contagem de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e/ou bastonetes na avaliacao
de criancas menores de 2 anos com temperatura > 40°C por bacteremia ou

pneumonia, as duas doengas mais graves em criangas com febre alta.
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Peltola et al, (1986), observaram que 51% dos pacientes com apendicite na
faixa etaria pediatrica considerada até 16 anos apresentaram VHS aumentada
apds 24 horas do inicio dos sintomas.

A VHS apresenta uma série de desvantagens que o afastam de ser o
marcador ideal: exige sangue recentemente colhido (ndo pode ser armazenado);
tanto a elevagcdo como o retorno ao valor de normalidade s&o lentos e o valor do
teste é bastante influenciado pelo tamanho, forma, nimero de hemacias e
anormalidades nas proteinas plasmaticas. Oshaker e Jerrard (1997) em uma
revisdo sobre o assunto apontam diferentes causas de redugdo na VHS,
condigbes como: policitemia, anemia falciforme, anemia hemolitica, esferocitose
hereditaria, hipofibrinogemia, altas doses de salicilatos e cortisona
hiperviscosidade como na macroglobulinemia de Waldenstrom. Sugerem ainda
alguns usos especificos da VHS como tendo valor diagnéstico: artrite temporal,
artrite séptica, osteomelite aguda e na diferenciacdo de doenca inflamatoria
pélvica (PID) e apendicite. A despeito dessas consideracées a simplicidade
técnica e o baixo custo garantem a VHS uma posicao extremamente privilegiada
dentre as provas de fase aguda, sendo, ainda atualmente, o exame mais utilizado
como indicador da presenca e do grau de atividade de processos inflamatérios
(Andriolo e Carrazza., 2007).

1.8- Proteina C reativa (PC-R)

A PC-R é uma proteina de fase aguda produzida no figado e sua sintese é
modulada por citocinas, principalmente IL-6, IL-13 e TNF-a (Chalmers et al.,
2008). Foi identificada em 1930 por Tillet e Francis, quando observaram que o
soro de pacientes com doenca aguda precipitava a fracao polissacaridea C do
Streptococcus pneumoniae. Em 1951 a PC-R ja havia sido detectada em mais de

70 doengas, envolvendo processos bacterianos agudos, virais e outras infecgdes,
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além de doencas nédo infecciosas como o infarto agudo do miocardio e em
doencas reumaticas (Jaye e Waites, 1997).

Posteriormente a PC-R foi considerada uma “proteina de fase aguda”, ou
seja, um indicador primario de infeccdo ou inflamac&o. Desde esta descoberta, a
PC-R tem sido empregada como um teste de triagem em processos inflamatérios
e um marcador de atividade de diversas doencas (Clyne e Olshaker., 1999).

E formada por um complexo de cinco subunidades polipeptidicas
sintetizadas pelo figado, ligadas nédo covalentemente, com peso molecular
aproximado de 115 KDa a 140 KDa (Hokama e Nakamura., 1987).

Os niveis de PC-R comecam a elevar cerca de 6 horas ap6s um estimulo,
como por exemplo, cirurgia, infeccdo ou infarto agudo. A partir dai as
concentragdes duplicam a cada 8h, e atingem o pico por volta das 50h. Com
estimulos muito intensos a concentragdo da PC-R pode ultrapassar os 500 mg/l,
ou seja, 1000 vezes superior ao valor basal. Apds a suspensdo ou término do
estimulo os niveis da PC-R diminuem rapidamente. As elevadas concentracdes
de PC-R persistem enquanto o estimulo existir (Jaye e Waites.,1997).

A rapida cinética do metabolismo da PC-R parece estar intimamente
relacionada ao grau da lesdo e reparacao, reforcando assim, o seu valor como
uma medida da atividade da doenca, superior a0 aumento de outros reagentes da
fase aguda que sdao mais lentos. A PC-R se liga a residuos de fosfocolina e
galactose, outros polissacarideos e peptidopolissacarideos encontrados em
bactérias, fungos e parasitas. Apos essa ligacdo a PC-R ativa a via classica do
complemento e atua como uma opsonina. A PC-R e componentes do
complemento sdo as Unicas proteinas de fase aguda diretamente envolvidas na
eliminagcé&o de microrganismos (Pepys e Baltz., 1983).

A PC-R tem diversas fungdes na resposta inflamatéria: participa do
“clearance” de material nuclear derivado de necrose tecidual, como também na
fixacdo do complemento, quimioatracdo e estimulo a fagocitose (Marcondes et al.,
2003). Estudos “in vitro” sugerem que a PC-R ativa os neutrdfilos, inibe a
agregacao plaquetaria, inicia a degranulagdo de plaquetas, pode otimizar a
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atividade de células (NK), facilita as reagdes citotoxicas celulares contra as
células infectadas e estimula a atividade anti-tumoral dos monécitos-macréfagos
(Pepys e Baltz., 1983; Pepys., 1983).

Ao contrario da VHS os niveis de PC-R ndo séo afetados pela anemia,
policitemia, alteragdes nas proteinas plasmaticas, idade ou sexo do paciente
(Pizzini et al., 2000).

A literatura sobre potenciais aplicacdes da quantificacdo de PC-R no
diagnoéstico de doengas infantis tem crescido substancialmente na ultima década.
Novos procedimentos laboratoriais permitem que quantifiguem essa proteina seja
quantificada com rapidez e alta precisdo. A concentracao de PC-R no soro indica
0 curso da resposta de fase aguda, inflamacao ou necrose tecidual; portanto, a
sua determinacdo pode fornecer valiosas informagcées em muitas doencas,
incluindo processos infecciosos, bem como em condi¢des néo infecciosas.

Como citado anteriormente, é comum a dificuldade clinica na diferenciacao
doencas causadas por bactérias ou virus. Em geral, a elevacado da PC-R tende a
ser de 150-350 mg/L em uma infec¢do bacteriana aguda. A infec¢do bacteriana
sem a elevagao dos niveis da PC-R é rara, mas pode ser encontrada dependendo
de quando a amostra foi coletada. Por outro lado, em muitas infec¢des virais, os
valores de PC-R tendem a serem baixos (< 20-40 mg/L) embora valores acima de
100 mg/lI possam ocorrer em infeccdes causadas por adenovirus, citomegalovirus,
influenza, entre outras (Deodhar., 1989).

Em criangas com osteomelite aguda hematogénica foi observado que a PC-
R eleva-se e diminui mais rapidamente do que o VHS, refletindo a eficacia do
tratamento e predizendo a recuperagdo com maior sensibilidade do que o VHS e
a contagem de leucécitos (Unkila-Kallio et al., 1994).

Berger et al (1995), demonstraram que durante os primeiros 3 dias de vida
0s niveis aumentados da PC-R, a leucopenia e a neutropenia sdo Uteis para a
deteccao da sepse neonatal e que apés o terceiro dia de vida a PC-R foi o melhor
teste diagnostico. Aléem disso, a determinagdo sequencial da PC-R permitiu a
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confirmagdo ou exclusdo de infecgdo e o monitoramento da eficiéncia do
tratamento com antibiéticos.

Alguns estudos sugerem que valores de PC-R entre 8 e 40 mg/l seriam
indicativos de otite média bacteriana (Tejani et al, 1995; Karma et al.,1987),
enquanto outros autores observaram baixa especificidade e baixo valor preditivo
negativo para esse teste (Principi et al.,1986).

Em criancas é muito importante a diferenca entre pneumonias causadas por
virus ou por Streptococcus pneumoniae. Na dificil identificacdo do agente
etiolégico especifico da pneumonia, atualmente séo utilizados os parametros
inflamatoérios, nao especificos, e o tipo de infiltrado pulmonar observado na
radiografia toracica. Nestes casos a concentracédo da PCR parece ser mais util do
que a contagem convencional de leucécitos e a VHS (Korppi et al., 1997).

Outras condicoes onde a determinacdo dos niveis de PC-R foi atil no
diagnéstico e evolugéo das patologias foram a fibrose cistica (Watkin et al., 1994),
a meningite (Peltola e Valmari., 1985) e a pielonefrite (Clyne e Olshaker., 1999).

Na pratica pediatrica, a maior importancia residiria no seu carater preditor em
niveis primarios e de urgéncia em particular, naqueles pacientes geralmente
menores de dois anos, no qual o problema a resolver é determinar se a causa de
uma sindrome febril é bacteriana ou ndo, na auséncia de infec¢des focais
clinicamente identificaveis (Herrera e Duffau., 2005).

A PC-R pode ser determinada por diversos métodos imunologicos, sendo a
nefelometria a técnica mais rotineiramente utilizada. A formacao de agregados de
PC-R com anticorpos especificos fornece resultados bastante precisos dentro de
15 a 30 minutos, utilizando pequena quantidade de soro (Jaye e Waites., 1997).

A determinacgéo da PC-R pode ser realizada por imunoturbidimetria acoplada

a um contador hematoldgico convencional e utilizando a mesma amostra de
sangue colhida para a realizacdo do hemograma. Além de apresentar baixo custo
o resultado é obtido em poucos minutos, o que é especialmente interessante em
situacoes emergenciais (Grotto et al., 2002).
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1.9- Amildide sérico A (SAA)

A amil6ide sérico A (SAA) possui uma Unica cadeia polipeptidica, néao
glicosilada de 12.000 Da. A molécula apresenta estruturas combinadas,
hidrofébicas e hidrofilicas, que proporcionam caracteristicas de apoliproteina e é
sintetizada por hepatécitos em resposta a citocinas, especialmente IL-1 e TNF-a
produzidos por monécitos e macrofagos (Serra., 1997; Marcondes et al. 2003).

A proteina SAA é uma PFA, tem uma grande sensibilidade diagnéstica e
vem sendo apontada como um marcador precoce de atividade inflamatéria.
Entretanto, na rotina do laboratorio clinico o seu uso ainda ndo esta totalmente
difundido (Serra., 1997).

A concentracdao de SAA pode aumentar de 3 a 100 mg/l em 24 a 48 horas
apos um estimulo inflamatério agudo e mantem-se em niveis altos na inflamacao
crbnica (Marcondes et al., 2003).

Uma das fungdes atribuidas a SAA seria a interferéncia no metabolismo do
colesterol. Durante a RFA, a SAA associa-se a 3?2 fracdo da HDL (HDL3),
tornando-se a apolipoproteina predominante. Através da interacdo com a HDL3
ocorre redirecionamento do transporte do colesterol, a partir dos hepatocitos para
os macréfagos que, entdo, fagocitam o colesterol e os restos lipidico dos sitios de
necrose. Assim, o0 excesso de colesterol seria excretado ou poderia ser
redistribuido para uso no reparo tecidual (Coetzee et al., 1986).

A SAA é um potente estimulador da liberag&do de citocinas proé-inflamatérias
pelos leucécitos (Ribeiro et al., 2003; Hatanaka et al, 2004). Outras fungdes
atribuidas a SAA seriam a inibicdo da febre induzida por IL-1 B e TNF a (via
PGE2) em camundongos; inibicdo da ativacdo de trombina induzida por
plaquetas; e a inibicdo do pico oxidativo de neutrdéfilos, que poderia ajudar a evitar
a destruicdo oxidativa do tecido (Linke et al., 1991). Estudos recentes tém
sugerido que a SAA de fase aguda (SAA-A) teria funcdo quimiotaxica para
neutrofilos, monécitos e células T (Badolato et al.,, 1994). Portanto, a SAA nao
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seria apenas um marcador para a inflamacgao, mas estaria também envolvida na
patogénese desse processo (Serra, 1997).

A avaliagao dos niveis circulantes de SAA parece ser de grande valor no
diagnostico de infecgbes bacterianas, assim como no monitoramento da eficacia
do tratamento de infecgdes do trato urinério, infeccbes bacterianas em pacientes
neutropénicos e em pacientes com fibrose cistica e infeccao associada (Marhaug
et al., 1983).

Devido a rapida elevacao dos niveis séricos apds baixos estimulos durante a
resposta de fase aguda, a SAA tem sido proposta como um marcador mais
sensivel do que a PC-R na identificacdo e controle de infeccbes bacterianas,
mesmo em recém-nascidos (Lannergard et al., 2008).

O aumento da concentracdo de SAA foi relatado em infeccdes virais agudas
como influenza, rinovirus, rubéola, citomegalovirus e varicela zoster (Nakayama
et al., 1993).

A vantagem da determinagdo da SAA sobre o PC-R ainda ndo esta
totalmente esclarecida. Em um estudo relacionando SAA e PC-R em pacientes
com infecgédo, foi observada uma correlagdo moderada entre ambos. Como o SAA
foi mais sensivel que a PC-R para a deteccdo de estimulos inflamatoérios
menores, como na infec¢ao viral com PC-R pouco elevada, os autores sugerem o
uso desse marcador em infecgdes virais e em fases precoces de infeccdes
bacterianas (Lannengard et al.,2003).

Embora as concentracées de SAA e PC-R elevem-se paralelamente em
muitas doencas, Maury., (1985) investigou se as determinacdes de SAA poderiam
fornecer informacdes adicionais aos testes de PC-R. Rejeicbes de transplante
renal puderam ser detectadas através da dosagem de SAA, mas permaneceram
negativos para PC-R. Marhaug et al., (1983) relataram também que a SAA foi
mais sensivel como indicador de infecgéo bacteriana pulmonar do que PC-R.

A intensidade de aumento da SAA, bem como a variagdo em seus niveis
apos um estimulo inflamatério, é similar ao observado para a PC-R e, como esta,
seria um indicador sensivel da lesdo tecidual causada por agentes inflamatorios.
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Eventualmente, podem ser observadas discrepancias nos niveis das duas
proteinas, talvez refletindo o diferente papel da citocinas em sua regulacao
(Serra., 1997).

Como o desempenho de cada marcador individualmente pode sofrer
limitagbes em seu poder discriminatério, cada vez mais tem sido preconizada a
associacdo de marcadores a fim de que se possa garantir uma acuracia

diagnéstica mais elevada.
1.10- Interleucina -6 (IL-6)

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina de aproximadamente 26 Kda. A forma
funcional da IL-6 € um homodimero, com cada subunidade formando um dominio
com quatro a-hélices. E uma citocina pleiotrépica envolvida em muitos aspectos
da resposta inflamatéria. E produzida por mondcitos, fibroblastos e células
endoteliais em resposta direta a estimulos microbianos e indiretamente pelo fator
de necrose tumoral e producdo de IL-1 (Abbas e Lechtaman.,2005; Heney et
al.,1992).

Em geral, a funcdo da IL-6 no decurso da resposta de fase aguda é de
suprimir o nivel de citocinas proinflamatérias sem comprometer o nivel de
citocinas antiinflamatérias. Além disso, estimula a producao de receptor
antagonista de IL-1, que € um mediador antiinflamatério. Por isso, a IL-6 pode ter
um efeito protetor (Gabay., 2006).

Dadas as acobes da IL-6 para restabelecer o estado homeostatico, é evidente
que a IL-6 funciona no controle do grau de resposta inflamatoria tecidual. Nas
infeccOes cronicas e tumores, a IL-6 participa tanto na resposta celular como na
resposta humoral contra a reeinfeccao (Gabay.,2006).

A primeira evidéncia de IL-6 como um indutor da resposta de fase aguda
veio de trabalhos com células humanas. Foi demostrado que células Hep G2
sintetizam maiores quantidade de proteinas como fibrinogénio, al- glicoproteina
acida e fator 3 do complemento apds a estimulagédo com IL-6. Do mesmo modo a
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inducéo das proteinas de fase aguda, PC-R e SAA, pode ser observada apdés o
estimulo das células HepG2 ou Hep3B pela IL-6 (Heinrich et al.,1990).

O receptor para IL-6 consiste em uma proteina de ligacdo a citocina e de
uma subunidade transdutora de sinal, e ambas pertencem a familia dos
receptores de citocinas tipo |. As células alvo da IL-6 expressam em sua
superficie seu receptor de baixa afinidade (IL-6R). O complexo IL-6-IL-6R induz a
homodimerizagcdo do componente para o sinal de transducéao (gp130) (Romano
et. al., 1997). Quando duas moléculas do receptor sdo unidas pela ligacao de uma
molécula de citocina, as enzimas denominadas Janus-cinase (JAKs) associadas
ao receptor se tornam ativadas através de transfosforilacdo. Elas também
fosforilam residuos de tirosina nas porgcdes citoplasmaticas dos receptores
agrupados. Algumas dessas metades sdo reconhecidas por dominios SH2 dos
fatores de transcricdo chamados transdutores de sinal e ativadores da transcricdo
(STATSs), os quais séao fosforilados pelas JAKs associadas ao receptor. O dominio
SH2 ¢é capaz de se ligar a residuos fosfotirosina de outra STATs. Como resultado,
duas proteinas STATs se ligam uma a outra e se dissociam do receptor. Os
dimeros de STATs migram para o nucleo, onde se ligam a seqiéncia de DNA nas
regides promotoras dos genes respondedores as citocinas e ativam a transcrigcao
génica (Abbas e Lichtman., 2005, Heinrich et. al., 1990).

Em um trabalho realizado por Heney et al (1992), a IL-6 mostrou ser um
marcador preditivo mais sensivel que a PC-R e ajudou a diferenciar no
diagnéstico de grupos de criangas com neutropenia febril.

A quantificacdo sérica de citocinas podera proporcionar para o clinico um
entendimento fisiopatolégico mais completo do processo inflamatério do que a
proporcionada pelas PFA, auxiliando o diagnéstico e, principalmente, a aplicagao
de terapéuticas especificas dirigidas aos efeitos desta citocinas (Voltarelli.,1994).

Diante do exposto acima, fica evidente a complexidade da resposta de fase
aguda, a variedade de elementos envolvidos e a complexa rede de ativacdo e

inibicdo que coordena todo esse processo.
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Na pratica clinica a procura € por marcadores suficientemente sensiveis,
especificos, de preferéncia de rapida execucao e de baixo custo, que possam ser
auxiliares no diagnéstico e na avaliagdo da intensidade do quadro. Na pediatria
alia-se a preocupagdo em adotar-se medidas diagndsticas 0 menos invasivas
possiveis.

A investigacdo de alguns desses marcadores motivou a realizacdo desse
trabalho com o objetivo maior de fornecer informacdes que possam contribuir no

atendimento de criangas num servigo de emergéncia.
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2- OBJETIVOS

Objetivos



2.1- Gerais: Avaliar o desempenho de alguns biomarcadores na deteccado da
presenca de processo inflamatério/infeccioso em criangas.

2.2- Especificos:

Testar e comparar diferentes métodos que avaliam a resposta aguda e determinar
a acuracia dos mesmos como indicadores do processo inflamatério/infeccioso;
Verificar se existe diferengcas entre 0s grupos de pacientes com processo
predominantemente inflamatoério ou infeccioso quanto as determinagbes dos
parametros laboratoriais (HMG, PC-R, VHS, SAA, IL-6);
Verificar o desempenho da contagem diferencial leucocitaria e a detec¢do do
desvio a esquerda obtidas por automacao e a possibilidade de substituicdo da
contagem microscopica de células;
No grupo infeccioso, verificar se existe diferengas entre os sub-grupos bacteriano
e viral quanto as determinacdes dos parametros laboratoriais testados;
Verificar se as dosagens de SAA e IL-6 sdo superiores as medidas utilizadas
(HMG, VHS e PC-R) na rotina diagndstica no reconhecimento da resposta de fase
aguda;

Avaliar alteragdes dos parametros laboratoriais na Dengue em criangas.
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3-CASUISTICA E METODOS

Casuistica e Métodos
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3.1- Local do estudo e procedéncia dos pacientes

O estudo foi desenvolvido na divisdo de Patologia Clinica do Hospital das
Clinicas (HC) da UNICAMP e os pacientes foram selecionados no servigo de
Pediatria da Unidade de Emergéncia Referenciada (UER) do Hospital das Clinicas
da UNICAMP.

3.2- Pacientes

De marco de 2007 a maio de 2008 foram selecionados para esse estudo
90 criancas entre 0 e 10 anos, de ambos os sexos. As criangas foram atendidas
pelos médicos pediatras da UER/HC/UNICAMP, que a partir da histéria e exame
fisico fizeram a hipétese diagnostica da presenca de processo
inflamatério/infeccioso de variadas origens. Seguindo os critérios da instituicao,
foram solicitados exames laboratoriais para esclarecimento diagnostico. A partir da
mesma pungdo venosa foram colhidas as amostras para esse estudo. Num
segundo momento foram revistos os prontuarios dos pacientes e com a
colaboragdo dos mesmos pediatras da UER, foram definidos ou sugeridos os
diagnosticos dos pacientes.

3.3- Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes que usavam antiinflamatorios e antibiéticos no

momento ou periodo da coleta.
3.4- Aspecto ético

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP (anexo 1). Os responsaveis pelas criancas que
aceitaram participar do estudo assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido.
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3.5- Tipo de estudo: Prospectivo.

3.6- Métodos

3.6.1- Coleta das amostras

Os pacientes foram submetidos a pungéo venosa usando seringas plasticas
e agulhas descartaveis. Foram colhidos 8 ml de sangue, distribuidos em dois
tubos: um tubo com EDTA (para realizacdo do hemograma, determinacbes da
VHS e PC-R), e um com gel ativador de coagulo (para avaliagdo da PC-R, SAA e
IL-6). O hemograma, a VHS e PC-R foram processados no dia da coleta. O soro
foi preparado por centrifugacao (1.500 g/minutos) e estocado a -80°C para

posterior analise.

3.6.2- Andlises realizadas

3.6.2.1 - Hemograma completo: foi realizado em trés equipamentos
hematologicos automatizados:

a. Contador automatizado Micros CRP 200 (Horiba Medical, Japao): Os
parametros hematologicos determinados de sangue total sdo: numero de
leucdcitos, hemacias e plaquetas por impedancia e concentragdo de hemoglobina
determinada através do método fotométrico. O diferencial de leucdcitos € realizado
em trés partes: mondcitos, linfécitos e granuldcitos (neutréfilos segmentados,
eosindfilos e basofilos).

b. Contador automatizado Pentra DX 120 (Horiba Medical, Jap&o). Os
parametros hematologicos determinados de sangue total sdo: numero de
leucdcitos, hemacias e plaguetas por impedancia e concentracao de hemoglobina
determinada através do método fotométrico. O diferencial de leucécitos é realizado

em cinco partes: mondcitos, linfocitos, neutrofilos segmentados, eosindfilos e
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basofilos. O aparelho libera alarmes (flags) indicativos da presenca de desvio a
esquerda.

c. Contador automatizado Sysmex XE 2100 (Sysmex Corporation, Kobe,
Japao). Este aparelho realiza analises hematoldgicas de acordo com o método de
deteccdo de RF/CC por pulsos elétricos para construir uma distribuicdo
biodimensional (diagrama de dispersédo) do tamanho das células sanguineas e de
sua densidade interna, focalizacao hidrodinamica (Deteccao CC) que aumenta a
reprodutibilidade da contagem do sangue, método de citometria de fluxo (usando
um laser semicondutor) para analisar células e particulas enquanto elas passam
atraves de fluxo extremamente reduzidos e método SLS-hemoglobina. As células
sdo classificadas de acordo com suas caracteristicas e intensidade de luz
difundida. O canal GB-diff é criado a partir de populacdes de GB: linfécitos,
mondcitos, eosinofilos, basofilos e neutrdfilos.

d. Contagem diferencial de leucécitos por método manual: Foi realizada em
esfregaco sanglineo corado com May-Grinwald-Giemsa e observado a
microscopia (2 laminas/paciente; 200 células contadas pelo mesmo observador).

3.6.2.2- VHS:

Método automatizado (MicroTest 1X, Alifax-SPA, Itélia): O método para
leitura baseia-se em fotometria e capilaridade interrompida por analise da cinética
sendo uma modificacdo do método de Westergren (De Jonge et. al., 2000).

3.6.2.3 — PC-R: realizada em 2 sistemas distintos, mas que utilizaram

a mesma reagao para a dosagem-imunoturbidimetria:

a. Equipamento automatizado Micros CRP (Horiba Medical, Japao). A
concentracao da PC-R é determinada pela absorbancia no comprimento de onda
850 nm apds a reagdo de aglutinacdo com a formacao do complexo antigeno-

anticorpo. O ensaio compreende trés fases: na primeira ocorre lise das hemacias
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pela adicao do reagente R1, entdo com a adi¢cdo do reagente R2 ocorre a inibicdo
dos possiveis interferentes e na terceira com a adicao do reagente R3 que contém
anticorpos anti-PC-R ligados a particulas de latex ocorre a formagdo do complexo
antigeno-anticorpo. Os aglutinados de PC-R e latex sdo medidos através de
espectrofotometria (Manual Micros CRP). Essa reacao é realizada com 0 mesmo
material em que é feito o hemograma e o resultado é fornecido em 4 minutos.

b. Equipamento automatizado Roche /Hitachi Modular, utilizando o kit
CRPLX Tina-quant C-Reactive Protein (Roche Diagnostics, Germany). Os
anticorpos anti-PC-R unidos com microparticulas de latex reagem com o antigeno
da amostra para formar um complexo antigeno-anticorpo, submetido a leitura por

espectrofotometria.

3.6.2.4- SAA:

A reacao de nefelometria foi realizada em equipamento automatizado BN
100, (Dade Behring, Germany) utilizando o kit N Latex SAA (Siemens Healthcare
Diagnostics, USA). As particulas de poliestireno carregadas de anticorpos contra
SAA humano, ao serem misturadas com amostras contendo SAA, formam
agregados que dispersam a luz. A intensidade da luz difusa depende da
concentracdo da respectiva proteina na amostra. A interpretacdo é feita por
comparacao com um padrao de concentracdo conhecida.

3.6.2.5-IL-6:

A reacédo de ELISA para determinacao da concentracao de IL-6 foi realizada
utiizando KIT da marca R&D Systems (Duo Set, RD Systems, EUA).
Sucintamente, as placas foram incubadas com anticorpos de captura e, apos
bloqueio, submetidas a incubacdo com as amostras e diluicbes do padréo
recombinante do Kit. Em seguida, houve a incubacao com anticorpos de deteccéo.
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A incubagdo seguinte ocorre com uma solucdo de streptoavidina conjugada a
peroxidase. A revelacdo da reacdo foi feita com perdoxido de hidrogénio e
tetrametil-benzidina (TMB) e interrupgao da reacdo ocorreu com a adicao de H204
2N. A leitura foi realizada em 450 nm.

Todos os equipamentos hematolégicos foram calibrados segundo as
normas dos fabricantes e o controle de qualidade dos resultados foi feito segundo
o protocolo adotado pela Secao de Hematologia da Divisdo de Patologia Clinica
do HC/UNICAMP. Do mesmo modo, as determinacdes feitas com Kits comerciais
seguiram rigorosamente as especificagées e controle de qualidade recomendados
pelos fabricantes.

3.7- Validacao dos métodos:

a. Para verificagdo do nivel de concordancia entre as contagens
hematoldgicas fornecidas pelos equipamentos, foram comparadas as contagens
diferenciais dos leucocitos obtidas pela automagao com a analise microscoépica e a
presengca de granuldcitos imaturos observadas a microscopia com emissdo de

alarmes pelos equipamentos.

b. Foi verificado o nivel de concordéancia entre os valores de PC-R obtidas
pelos 2 equipamentos usados no estudo.

c. Correlacao Clinico-laboratorial: em todos os pacientes foram testados as
positividades dos parametros laboratoriais na deteccdo do processo
inflamatorio/infeccioso.

Foram considerados como concordantes com a presenga de processo

inflamatorio/infeccioso os seguintes valores:

- Presenca de leucocitose de acordo com a idade (Andriolo e Carrazza.,
2007), relagdo neutrdfilos imaturos/neutrofilos totais > 0,2, de acordo com a

contagem diferencial manual.
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- VHS> 10,0mm (12 hora)
- PC-R> 5,0 mg/L

- SAA > 6,4 mg/L

3.8- Analise Estatistica:

- Estatistica descritiva: média, desvio-padrdo, valores minimo, mediana e

maximo.

- Para a comparacao das medidas continuas ou ordenaveis entre 2 grupos:
foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Quando necessério ajuste para idade
foi utilizada a ANOVA com transformacgao por postos.

- Comparagao de proporgdes: foi utilizado o teste Qui-quadrado ou teste
Exato de Fisher, quando necessario.

- Concordancia entre métodos foi aplicado o coeficiente de correlagao
intraclasses (ICC). Valores acima de 0,70 sdo considerados como
apresentando forte concordancia.

- O teste Q de Cochran foi utilizado para comparar as proporcées de
positividade entre os métodos.

- Para verificar a concordancia entre a positividade dos métodos e a
presengca do processo inflamatério/infeccioso foi utilizado o coeficiente
Kappa. A magnitude é definida como: valores = 0,75 indicam excelente
concordancia, valores entre 0,75 e 0,40 indicam boa concordancia e valores

= 0,40 nao indicam concordancia.

- Apresentacdo grafica através de box-plot do tipo esquematico onde sao
apresentados os valores descritos na figura abaixo.
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Figura 1- Apresentacdo esquematica do box plot.

O nivel de significAncia adotado para os testes foi de 5% ou p = 0,05.

Os programas computacionais utilizados foram: SAS System for Windows
(Statistical Analysis System) versdo 9.1.3 Service Pack 3. SAS Institute
INC, 2002-2003, Cary, NC, USA e SPSS for Windows, versdo 10.0 SPSS
Inc, 1989-1999, Chicago, lllinois, USA.

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo Servico de

Bioestatistica da Camara de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP.
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4-RESULTADOS




4.1. Descricao da populacao

Foram estudadas 90 criangas de ambos os sexos (43 meninos e 47
meninas) com idade média de 24 meses com variacao entre 1-120 meses.
Sessenta e quatro criangas apresentaram febre 2 38C ° no momento da coleta. Os
diagnosticos foram agrupados em sistemas: nas doencas respiratorias (n=25)
foram incluidos pacientes com pneumonia, bronquiolite e também pacientes com
insuficiéncia respiratéria aguda ou crbnica agudizada. Nas doencas do trato
gastrintestinal (n=17) foram descritos os episédios de vOmitos, diarréia, dor
abdominal, apendicite, além de hepatopatias. Nas doencas 6steo-articulares (n=7)
foram incluidos os pacientes com pioartrites e doencas reumatologicas. Nas
causas externas (n=3) constataram os traumas, ingestao e aspiracao de corpo
estranho. Nas outras doencgas (n=31), foram incluidos os pacientes com febre sem
foco, celulites e outras infeccbes. Em 7 pacientes ndo foi possivel classificar o
agente causador devido a insuficiéncia de dados (Tabela 1).

No anexo 2 estdo resumidos os dados individuais das 90 criangas

estudadas.
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Tabela 1- Distribuicdo dos pacientes pediatricos atendidos na UER/HC UNICAMP
de acordo com sexo, idade, presenca de febre e diagndstico de marco de
2007 a Maio de 2008.

Variavel n %
Sexo

Feminino 47 52,22%
Masculino 43 47,77%
Idade

<5 anos 65 72,22%
> 5 anos 25 27,77%
Febre

+ 64 71,11%
- 26 28,88%

Sistemas/Doencas*

Respiratorio 25 27,77%
Gastrintestinal 17 18,88%
Osteo Articular 7 7,77%
Causas Externas 3 3,33%
Outras doencas 31 34,44%

* Sete pacientes sem diagndstico

Resultados
72



4.2. Validacao dos métodos

4.2.1. Contagem Global

As amostras de sangue de todos os pacientes foram processadas nos 3
equipamentos e foi observada uma forte concordancia entre os métodos
automatizados no que diz respeito as contagens globais do hemograma (Tabela 2)
(Figuras 1.A-C).

Tabela 2-: Valores de mediana (minimo e maximo) das contagens globais do
hemograma e resultados das andlises de concordancia entre os
métodos automatizados de pacientes pediatricos atendidos na UER/HC

UNICAMP de marco de 2007 a Maio de 2008.

Parametros/Métodos Micros CRP 200 Pentra DX 120 XE 2100

HGB (g/dL) 11,30 11,50 12,00
(5,50-16,20) (5,80-14,90) (6,10-15,30)

ICC* 0,877

IC (0,82-0,91)

PLT (10%/uL) 326,15 339,50 309,0
(94,0-754,0) (99,0-853,0) (93,0-729,0)

ICC* 0,949

IC (0,88-0,97)

GB (10%/uL) 10,85 11,10 10,73
(0,70-32,40) (2,70-32,20) (2,80-32,8)

ICC* 0,975

IC (0,96-0,98)

*Valores ICC acima de 0,70 sao considerados como apresentando forte concordancia.

HBG: Hemoglobina, PLT: plaquetas, GB: contagem de leucécitos, ICC: coeficiente de correlagao

intraclasses, IC: intervalo de confianga.
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Figura 1.A-: Box plot dos valores de hemoglobina realizados pelos equipamentos Micros
CRP 200, Pentra DX 120 e XE 2100.
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Figura 1.B-: Box plot das contagens de PLT realizadas pelos equipamentos Micros CRP
200, Pentra DX 120 e XE 2100.
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Figura 1.C-: Box plot das contagens de leucécitos realizados pelos equipamentos Micros
CRP 200, Pentra DX 120 e XE 2100.
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4.2.2.Contagem diferencial de leucécitos

As amostras de sangue foram submetidas a contagem diferencial leucocitaria
automatizadas e manual. Na tabela 3 encontram-se os valores das contagens dos
métodos manuais (2 laminas por pacientes/contadas 200 células pelo mesmo
observador) e automatizados ( Micros CRP 200, Pentra DX 120 e XE 2100). O
diferencial de leucdcitos realizado pelo Micros CRP 200 classificou as células em
3 tipos: mondcitos, linfécitos e granulécitos (compreende os bastonetes,
neutrofilos segmentados, eosindfilos e baséfilos). Os outros métodos
automatizados (Pentra DX 120 e XE 2100) realizam o diferencial em 5 classes:
mondcitos, linfocitos, neutrofilos, eosindfilos e basofilos. As figuras 2 A-C mostram
as distribuicées dos valores fornecidos pelos diferentes equipamentos e contagem
manual. Como pode ser observada na tabela 4 a melhor concordancia entre os
métodos foi obtida nas contagens de neutréfilos (ICC 0,892), seguidas das
contagens de eosindfilos (ICC:0,801) e linfécitos (ICC 0,797). As contagens de
mondcitos e baséfilos ndo alcangcaram valor de ICC aceitavel (0,130 e 0,269

respectivamente).

Tabela 3-: Valores de mediana (minimo e maximo) da contagem diferencial de
leucocitos determinados pelos trés métodos automatizados e método
manual de pacientes pediatricos atendidos na UER/HC UNICAMP de
marco de 2007 a Maio de 2008.

Métodos Linfécitos Monécitos Neutrofilos Eosinofilos Basofilos
% % % % %
Micros 29,20 6,00 # # #
CRP 200 (0,70-62,70)  (1,40-16,90)
Pentra DX 34,00 11,90 50,00 0,80 0,30
120 (4,40-89,70)  (3,60-55,50) (5,60-91,10) (0-10,90) (0-7,90)
XE 2100 33,70 9,30 53,70 0,60 0,30
(3,10-68,10)  (2,80-25,40)  (14,40-93,20) (0-15,30) (0-3,60)
Manual 33,00 5,50 57,00 0,00 0,00
(2,00-74,00) (0-17,00) (18,00-90,50) (0-18,00) (0-2,00)

# aparelho ndo apresenta contagem diferencial em cinco partes.

* Valor maximo nao deve ser considerado ja que o equipamento nao validou a contagem.
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Tabela 4-: Resultados das analises de concordancia entre os métodos na contagem
diferencial de leucécitos de pacientes pediatricos atendidos na UER/HC

UNICAMP de marco de 2007 a Maio de 2008.

Métodos ICC* I1C95% IC 95%
Limite Inferior Limite Superior
LIN Micros X Pentra X Sysmex X Manual 0,797 0,691 0,869
MON Micros X Pentra X Sysmex X Manual 0,130 0,032 0,252
NEUT Pentra X Sysmex X Manual 0,892 0,819 0,933
EOS Pentra X Sysmex X Manual 0,801 0,732 0,857
BASO  Pentra X Sysmex X Manual 0,269 0,140 0,406

* Valores de ICC acima de 0,70 sdo considerados como apresentando forte concordancia. LIN:
linfécitos, MON: mondcitos, NEUT: neutréfilos, EOS: eosindéfilos, BASO: baséfilos, ICC:coeficiente
de correlagao intraclasses, IC: intervalo de confianga.
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Figura 2.A-: Box plot das contagens de linfécitos realizado pelos equipamentos Micros

CRP 200, Pentra DX 120, XE 2100 e pelo método manual.
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Figura 2.B- Correlagbes das contagens de neutrdfilos realizadas pelos equipamentos
Pentra DX 120, XE 2100 e pelo método manual.

20
ICC:0,801 o
n
oy o
215 =
=
2
= g
@ g o o
o 10 7 i g
L] ]
- O
— o o
= o
= a]
-— o o
E o
]
S 5 o
S
S
. -Jr
=
o

T T T
Pentra DX 120 Sysmex XE Manual

metodo

Figura 2.C-: Correlacdbes das contagens de eosindfilos realizado pelos equipamentos
Pentra DX 120, XE 2100 e pelo método manual.
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4.2.3 Acuracia dos sistemas automatizados em relacao a deteccao da
presenca de granulécitos imaturos.

Tendo como referéncia a contagem manual foi testada a acuracia dos
equipamentos na emissdo de alarmes indicativos da presenca de granulécitos
imaturos. O sistema XE 2100 mostrou melhor acuracia do que o Pentra DX 120,
mas ambas abaixo do desejado, com pouca especificidade (Tabela 5).

Tabela 5- Valores da acuracia dos alarmes em relagao ao desvio a esquerda em
pacientes pediatricos atendidos na UER/HC UNICAMP de Margo de

2007 a Maio de 2008.
XE 2100 Pentra DX 120
Sensibilidade 85,71 92,86
Especificidade 56,58 33,33
VP+ 26,67 20,63
VP- 95,56 96,15
Acuracia 61,11 42,10

4.2.4- Comparacao entre métodos de determinacao da PC-R

Quanto aos marcadores de resposta inflamatéria foram analisadas as
concordancias entre os métodos de dosagem de PC-R por 2 equipamentos
(Micros CRP 200 e Modular/Hitachi) onde pbdde ser observada uma forte
concordancia entre os niveis de PC-R dosados no soro X sangue pelo mesmo
equipamento Micros CRP 200 (ICC=0,986), PC-Rsoro Micros CRP 200 X
PC-Rsoro Modular/Hitachi (ICC=0,987) e também PC-Rsangue Micros CRP 200 X
PC-Rsoro Modular/Hitachi (Tabela 6 e figuras 3 A-C).
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Tabela 6-: Resultados das analises de concordancia entre os métodos para
dosagem de PC-R de pacientes pediatrico atendidos na UER/HC
UNICAMP de Marco de 2007 a Maio de 2008.

Métodos ICC* IC95% IC 95%
Limite Inferior Limite Superior
PC-Rso X PC-Rsa Micros CRP 200 0,986 0,977 0,991
PC-Rso X PC-Rso  Micros CRP 200 X Modular 0,987 0,980 0,992
PC-Rsa X PC-Rso  Micros CRP X Modular 0,871 0,802 0,917

PCRso: Proteina C reativa dosada no soro, PCRsa: Proteina C reativa dosada no sangue,
ICC:coeficiente de correlago intraclasses, IC: intervalo de confianga.
* Valores de ICC acima de 0,70 sao considerados como apresentando forte concordancia
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Figura 3.A-: Box-plot das dosagens de PC-R realizadas no soro e sangue pelo
equipamento Micros CRP 200.
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Figura 3.B-: Box-plot das dosagens de PC-R realizadas no soro nos equipamentos
Micros CRP 200 e Modular/Hitachi.
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Figura 3.C-: Box-plot das dosagens de PC-R realizadas no sangue no Micros CRP 200 e
no soro pelo equipamento e Modular/Hitachi.
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4.3. Avaliacao dos parametros laboratoriais nos grupos com inflamacao e
infeccao.

A tabela 7 mostra os valores de mediana (minimo-maximo) de parametros
do hemograma e diferencial de leucécitos obtidos pelos 3 equipamentos e pela
contagem diferencial de leucécitos manual de todos os pacientes estudados.

Tabela 7-: Valores de mediana (minimo e maximo) dos parametros hematoldgicos
fornecidos por 3 equipamentos e observacdao microscopica (n=90)

Micros CRP Pentra DX XE 2100 Manual
200 120
HGB (g/dL) 11,30 11,50 12,00
(5,50-16,20) (5,80-14,90) (6,10-15,30)
PLT (10%/uL) 326,150 339,50 309,00
(94,00-754,00) (99,00-853,00) (93,00-729,00)
GB (10%pL) 10,85 11,10 10,73
(0,70-32,40) (2,70-32,20) (2,88-32,80)
LINFO % 29,20 34,00 33,70 33,00
(0,70-62,70) (4,40-89,70) (3,10-68,10) (2,00-74,00)
MONO % 6,00 11,90 9,30 5,50
(1,40-16,90) (3,60-55,50) (2,80-25,40) (0,00-17,00)
NEUTRO % # 50,00 53,70 57,00
(5,60-91,10) (14,40-93,20)  (18,00-90,50)
EOSINO % # 0,80 0,60 0,00
(0,00-10,90) (0,00-15,30) (0,00-18,00)
BASO % # 0,30 0,30 0,00
(0,00-7,90) (0,00-3,60) (0,00-2,00)
HGB:Hemoglobina, PLT:plaquetas, GB: contagem total de leucdcitos, Linfo: linfécitos,

Mono:mondcitos, Neutro: neutrofilos, Eosino:eosinofilos, Baso: Basofilos.
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Na tabela 8 encontram-se os valores das dosagens de PC-R, SAA, IL-6 e
determinagdes de VHS no grupo de criancas estudadas (n=90), onde pode ser
observado que os valores das medianas de todos os parametros estdo acima do
normal e o intervalo entre valores minimo e maximo esta bastante alargado,

evidenciando a grande diversidade dos resultados.

Tabela 8-: Valores mediana (minimo e maximo) dos marcadores da resposta
inflamatoria de pacientes pediatrico atendidos na UER/HC UNICAMP
de Marco de 2007 a Maio de 2008(n=90).

Marcadores Mediana
(Minimo-Maximo)
PC-R so (mg/l) Micros CRP 200 10,00

(0,00-159,90)

PC-R sa (mg/l) Micros CRP 200 15,00
(0,00-350,60)

PC-R so (mg/l) Modular/Hitachi 14,00
(0,00-330,90)

SAA (ml/L) 43,00
(0,70-1610,00)

VHS (mm) 22,00
(2,00-120,00)

IL-6 (pg/ml) 32,845
(20,704-242,967)

PC-Rso:proteina C reativa dosado no soro, PC-R as: proteina C reativa dosado no sangue, SAA:
amiléide sérico A, VHS: velocidade de hemossedimentacao e IL-6: interleucina-6.
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4.3.1 Comparacao entre os grupos inflamatério e infeccioso

Ao comparar o grupo inflamatério (n=17) e infeccioso (n=66) observou-se

que nao houve diferenca significativa entre os parametros: contagem de GB,

concentracao de HGB e o numero de PLT obtido nos 3 equipamentos (Tabela 9).

Tabela 9-. Valores de mediana (minimo e maximo) das contagens globais do
infeccioso de pacientes
pediatricos atendidos na UER/HC UNICAMP de Mar¢o de 2007 a Maio

hemograma nos grupos

inflamatério e

de 2008.
Variavel Infeccioso Inflamatorio
n n p
GB Micros CRP 200 (10°/uL) 55 11,10 13 10,10 0,2715
(0,70-32,40) (5,40-16,80)
GB Pentra DX 120 (103/pL) 66 12,37 16 9,20 0,0743
(2,60-32,20) (4,65-16,70)
GB XE 2100 (103/pL) 66 11,84 17 9,37 0,1334
(2,69-32,80) (4,5-17,50)
HGB Micros CRP 200 (g/dL) 54 11,05 13 10,30 0,2772
(5,50-16,20) (6,70-14,90)
HGB Pentra DX 120 (g/dL) 66 11,32 16 11,72 0,9254
(5,80-14,90) (6,70-13,80)
HGB XE 2100 (g/dL) 66 11,75 17 11,90 0,5496
(6,10-15,30) (7,30-14,70)
PLT Micros CRP 200 (103/|.|L) 55 331,00 13 308,00 0,2009
(94,00-754,00) (132,50-555,00)
PLT Pentra DX 120 (1 03/pL) 66 332,25 16 309,00 0,1920
(99,00-1009,00) (127,00-793,00)
PLT XE 2100 (103/|.|L) 66 309,00 17 300,00 0,3072

(93,00-891,00)

(123,50-715,00)

* Valores que apresentaram p < 0,05 sdo estatisticamente diferentes segundo teste de Mann

Whithey

GB: contagem total de leucécitos, HBG: Hemoglobina, PLT: plaquetas.

Resultados semelhantes foram observados quanto a contagem diferencial

de leucécitos (Tabela 10).
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Tabela 10-: Valores de mediana (minimo e maximo) das contagens diferenciais de
leucécitos nos grupos inflamatério e infeccioso de pacientes pediatricos
atendidos na UER/HC UNICAMP de Marco de 2007 a Maio de 2008.

Variavel Infeccioso Inflamatorio
n n p
Linfo Micros CRP 200 % 54 27,50 13 30,70 0,8243
(0,70-62,70) (13,90-41,60)
Linfo PentraDX 120 % 66 33,60 16 32,42 0,4646
(4,40-89,70) (13,00-50,20)
Linfo XE 2100 % 66 31,35 17 33,40 0,7478
(3,10-72,20) (13,00-51,30)
Linfo Manual % 66 30,25 17 34,00 0,7012
(2,00-74,00) (18,50-51,00)
Mono Micros CRP 200 % 54 5,75 13 6,90 0,5156
(1,40-16,90) (4,00-10,50)
Mono Pentra DX 120 % 66 12,70 16 9,70 0,0486
(3,60-55,50) (6,90-22,80)
Mono XE 2100 % 66 9,45 17 8,60 0,4133
(2,30-25,40) (6,70-17,10)
Mono Manual % 66 5,50 17 5,00 0,5340
(0,00-17,00) (2,50-15,00)
Neutro PentraDX 120 % 62 44,90 16 55,60 0,0990
(5,60-91,10) (37,10-76,10)
Neutro XE 2100 % 66 54,50 17 56,90 0,6640
(14,40-93,20) (35,10-78,20)
Neutro Manual % 66 57,75 17 56,00 0,9012
(18,00-90,50) (34,00-72,00)
Eosino Pentra DX 120 % 66 0,60 16 1,50 0,0576
(0,00-10,20) (0,20-9,90)
Eosino XE 2100 % 66 0,30 17 1,30 0,1288
(0,00-11,50) (0,00-11,60)
Eosino Manual % 66 0,00 17 0,50 0,6799
(0,00-18,00) (0,00-9,00)
Baso Pentra DX 120 % 66 0,30 16 0,30 0,4705
(0,00-7,90) (0,10-1,30)
Baso XE 2100 % 66 0,30 17 0,30 0,7361
(0,10-2,80) (0,00-3,60)
Baso Manual % 66 0,00 17 0,00 0,1785
(0,00-2,00) (0,00-1,00)

Linfo:Linfécito, Mono:Monécito, Neutro:Neutréfilo, Eosino:Eosindfilo e Baso:Basdfilo.

* Valores que apresentaram p < 0,05 sdo estatisticamente diferentes segundo teste de Mann

Whithey
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4.3.2. Comparacao dos valores dos marcadores de fase aguda entre os
grupos inflamatorio e infeccioso

Nao houve diferenca significativa entre os parametros: VHS, concentragoes
séricas de PC-R, SAA e IL-6 entre os grupos inflamatério e infeccioso. Na tabela
11 encontram-se os resultados dessas determinagdes.

Tabela 11-: Valores de mediana (minimo e maximo) dos marcadores do processo
inflamatorio/infeccioso de pacientes atendidos na UER/HC UNICAMP
de Margo de 2007 a Maio de 2008.

Parametro Infeccioso Inflamatorio
n n p

VHS (mm) 58 22,50 16 22,00 0,4578
(2,00-120,00) (2,00-120,0)

PC-Rso Micros CRP 200 (mg/l) 58 9,70 16 8,25 0,5029
(0,00-150,90) (0,00-154,10)

PC-Rsa Micros CRP 200 (mg/l) 54 14,30 13 25,00 0,7743
(0,00-350,58) (0,00-204,90)

PC-Rso Modular/Hitachi (mg/l) 66 14,65 17 10,30 0,2474
(0,20-330,91) (0,00-201,80)

SAA (ml/L) 66 46,80 17 39,70 0,6557
(0,70-1610,00) (0,70-591,00)

IL-6 (pg/mL) 58 32,35 17 33,25 0,4984
(20,70-242,96) (23,25-395,46)

VHS: Velocidade de hemossedimentagcado, PC-Rso:Proteina C Reativa soro, PC-Rsa:Proteina C
Reativa sangue, SAA:Soro Amildide A e IL-6:Interleucina-6.

Ao comparar 0s subgrupos bacteriano e viral foram observados valores
significativamente superiores no grupo com infeccdo bacteriana nos seguintes
parametros: contagem de leucécitos Pentra DX 120, contagem de leucécitos XE
2100, PC-Rsa Micros CRP 200, PCR-so Modular/Hitachi e SAA (Tabela 12 e
figuras 4. A-E).
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Tabela 12-: Valores de mediana (minimo e maximo) e compara¢des dos
parametros avaliados no grupo infeccioso subdivididos em bacteriano
e viral de pacientes pediatricos atendidos na UER/HC UNICAMP de
Marco de 2007 a Maio de 2008.

Infeccioso
Marcador n Bacteriano n Viral p
Leuco Micros CRP 200 (10°/pL) 18 16,10 35 10,60 0,1042
(0,70-32,40) (3,10-23,10)
Leuco Pentra DX 120 (10°/uL) 21 16,60 43 9,93 0,0082
(4,80-32,20) (2,60-22,90)
Leuco XE 2100 (10%/puL) 21 15,86 43 10,20 0,0128
(4,92-32,80) (2,69-23,35)
VHS >(mm) 17 33,00 39 18,00 0,1209
(2,00-12,00) (2,00-120,00)
PC-Rso Micros CRP 200 (mg/l) 15 18,10 41 8,50 0,2915
(0,00-145,50) (0,00-159,00)
PC-Rsa Micros CRP 200 (mg/l) 17 23,30 35 8,40 0,0200
(0,00-355,80) (0,00-209,50)
PC-Rso Modular/Hitachi (mg/l) 21 22,30 43 7,60 0,0055
(0,20-339,10) (0,50-293,00)
SAA (ml/L) 21 149,00 43 27,40 0,0314
(0,70-1610,00) (0,70-754,00)
IL-6 (pg/mL) 15 31,69 41 32,13 0,9116
(20,70-242,96) (20,76-

161,70)

Leuco: Contagem total de leucécitos, VHS: Velocidade de hemossedimentagéo, PC-Rso:Proteina
C Reativa soro, PC-Rsa:Proteina C Reativa sangue, SAA:Soro Amiléide A e IL-6:Interleucina-6.

* Valores que apresentaram p < 0,05 s&o estatisticamente diferentes segundo teste de Mann
Whithey.
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Figura 4. A-: Box plot das contagens de leucécitos pelo equipamento Pentra DX 120 nos
subgrupos bacteriano e viral
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Figura 4.B-: Box plot das contagens de leucécitos pelo equipamento XE 2100 nos
subgrupos bacteriano e viral.
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Figura 4.C-: Box plot da determinacdo de PC-R dosado no sangue pelo equipamento
Micros CRP 200 nos subgrupos bacteriano e viral.
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Figura 4.D-: Box plot da determinagcdo de PC-R dosado no soro pelo equipamento
Modular/Hitachi nos subgrupos bacteriano e viral.
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Figura 4. E-: Box plot da determinacao de SAA nos subgrupos bacteriano e viral.

4.4. Eficiéncia dos diversos parametros laboratoriais na identificacao da
presenca de processo inflamatoério/infeccioso.

Considerando os parametros leucocitose, relacdo de neutréfilos
imaturos/neutréfilos totais > 0,2, VHS > 10,0 mm, PC-R > 5,0 mg/L e SAA > 6,4
mg/L como indicativos da presengca de processo infalmatério/infeccioso, foi
verificada a concordancia da positividade dos métodos (coeficiente Kappa). Como
pode ser observado na tabela 13, o melhor coeficiente de concordancia foi obtido
com as dosagens de PC-R, seguidas das determinacdes da VHS e SAA. O pior

desempenho foi mostrado pela relagdo neutréfilos imaturos/neutréfilos totais.
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Tabela 13-: Frequiéncia da positividade dos marcadores da resposta inflamatéria
nos pacientes pediaricos com processo inflamatério/infeccioso
atendidos na UER/HC UNICAMP de Marco de 2007 a Maio de 2008.

Marcador Frequéncia IC Kappa IC 95%
n %

Leucocitose Micros CRP 200 (10°/uL) 15 20,55% 0,20 0,11-0,31
Leucocitose Pentra DX 120 (10%pL) 17 19,10% 0,19 0,11-0,28
Leucocitose XE 2100 (10%puL) 19 21,11% 0,21 0,13-0,30
VHS >10 (mm) 57 72,15% 0,72 0,60-0,81
PC-Rso Micros CRP 200 > 5,0 mg/l 66 80,49% 0,80 0,70-0,88
PC-Rsa Micros CRP 200 > 5,0 mg/I 60 80,00% 0,80 0,69-0,88
PC-Rso Modular/Hitachi > 5,0 mg/I 80 89,89% 0,89 0,81-0,95
SAA >6,4ml/L 65 73,03% 0,73 0,62-0,81
Relacao Neutro Imaturo/Total >0,2 2 2,22% 0,02 0,00-0,07

VHS:Velocidade de hemossedimentagdo, PC-Rso:Proteina C Reativa soro,PC-Rsa:Proteina C
Reativa sangue, SAA:Soro Amildide A,

Quando o grupo com processo inflamatério/infeccioso foi dividido em
pacientes com infeccdo e inflamacdo foi observada maior freqiéncia de
positividade nos valores de PC-R obtido pelo equipamento Modular/Hitachi no
grupo de pacientes com infeccdo, os demais marcadores nao apresentaram

diferenca significativa entre os grupos (Tabela 14).
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Tabela 14-: Freqléncia dos marcadores da resposta inflamatéria nos grupos
inflamatério e infeccioso em pacientes atendidos na UER/HC
UNICAMP de Marco de 2007 a Maio de 2008.

Marcador Infeccioso (n=66) Inflamatoério (n=17)
n % n % P

Leucocitose Micros CRP 200 (10°/uL) 14 25,45 1 7,69 0,2692
Leucocitose Pentra DX 120 (103/pL) 16 24,24 1 6,25 0,1714
Leucocitose XE 2100 (10*/uL) 16 24,24 3 17,65 0,7501
VHS >10 (mm) 43 74,14 9 64,29 0,5131
PCRso Micros CRP 200 (mg/l) 51 85,00 10 66,67 0,1380
PCRsa Micros CRP 200 (mg/l) 46 83,64 9 64,29 0,1393
PCRso Modular/Hitachi (mg/l) 62 93,94 12 75,00 0,0429
SAA > 6,4 (ml/L) 50 75,76 12 75,00 11,0000
Relacao Neutro Imaturo/Total 2 3,03 0 0,00

Leuco: Contagem total de leucécitos, VHS: Velocidade de hemossedimentacdo, PCRso:Proteina C
Reativa soro,PCRsa:Proteina C Reativa sangue, SAA:Soro Amildide.

P=valor de p (teste de Fisher)

4.5. Analise dos pacientes com Dengue

Dos sessenta e seis pacientes do grupo com infeccdo, onze tinham
suspeita clinica de Dengue. Analisando esse conjunto de pacientes observamos
que o grupo com suspeita de dengue apresentou valores significativamente
inferiores nas contagens de plaquetas e de leucécitos, o que manteve apds o
ajuste conforme a idade dos pacientes (Tabela 15 e figuras 5 A-D).
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Tabela 15-: Valores de mediana (minimo e maximo) dos parametros relacionados
ao hemograma avaliados no grupo de pacientes pediatricos atendidos
na UER/HC UNICAMP com suspeita de Dengue comparando com o
restante do grupo com infec¢ao (n=11) no periodo de Marco de 2007 a

Maio de 2008.
Infeccioso
Variavel n Sem Dengue n Dengue p

Leuco Micros CRP 200 (10%/uL) 30 11,35 5 8,30 * 0,0359
(3,80-23,10) (3,10-9,60) **0,1098
Leuco Pentra DX 120 (10%/pL) 32 12,72 11 7,20 * 0,0012
(3,80-22,90) (2,60-13,40) ** 0,0006
Leuco XE 2100 (10%/puL) 32 12,28 11 7,62 * 0,0012
(3,71-23,35) (2,69-13,62) **0,0054
HGB Micros CRP 200 (g/dL) 29 10,70 5 12,60 * 0,0718

(5,50-16,20) (10,70-120,00)
HGB Pentra DX 120 (g/dL) 32 11,12 11 12,30 * 0,0232
(5,80-14,70) (9,60-14,60) ** 0,1637
HGB XE 2100 (g/dL) 32 11,35 11 12,50 * 0,0331
(6,10-14,90) (9,60-14,40) ** 0,2322
PLT Micros CRP 200 (10%/uL) 30 356,50 5 267,00 * 0,0284
(195,00-754,00) (94,00-300,00) ** 0,0968
PLT Pentra DX 120 (10%/uL) 32 386,25 11 204,50 * 0,0002
(227,50-1009,00) (99,00-395,00) ** 0,0006
PLT XE 2100 (10%/pL) 32 350,50 11 185,50 * 0,0008
(213,00-891,00) (93,00-445,50) ** 0,0025

Leuco: Contagem total de leucécitos, HBG: Hemoglobina, PLT: plaquetas.
* Valores que apresentaram p < 0,05 sdo estatisticamente diferentes segundo teste de Mann
Whithey. ** Anova com transformagao por postos ajustados para a idade.
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Figura 5. A-: Box plot das contagens de leucécitos pelo equipamento Pentra DX 120 nos
pacientes com suspeita de dengue e no restante do grupo com infecgéo.
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Figura 5.B-: Box plot das contagens de leucdcitos pelo equipamento XE 2100 nos
pacientes com suspeita de dengue e no restante do grupo com infecgéao.
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Figura 5.C-: Box plot das contagens de plaquetas pelo equipamento Pentra DX 120 nos
pacientes com suspeita de dengue e no restante do grupo com infecgéo.
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Figura 5.D-: Box plot da contagem de plaquetas pelo equipamento XE 2100 nos
pacientes com suspeita de dengue e no restante do grupo com infecg¢éo.
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Ao comparar os pacientes com dengue com os demais individuos com
processo infeccioso, ndo foi observada diferenga nos valores dos marcadores
séricos de inflamacao, com excecdo da VHS que foi inferior nos pacientes com
dengue (Tabela 16 e figura 6).

Tabela 16-: Valores de mediana (minimo e maximo) dos marcadores do processo
inflamatorio/infeccioso avaliado nos grupos de pacientes pediatricos
com e sem Dengue atendidos na UER/HC UNICAMP de Margo de
2007 a Maio de 2008.

Infeccioso
Variavel n Sem Dengue n Dengue p

VHS (mm) 29 21,00 10 7,50 * 0,0310
(2,00-120,00) (2,0-53,00) **0,0210

PCRso Micros CRP 200 (mg/l) 30 8,00 11 9,40 0,5861
(0,00-159,00) (0,10-95,70)

PCRsa Micros CRP 200 (mg/l) 30 7,90 5 9,00 0,9060
(0,00-209,50) (1,80-30,90)

PCRso Modular/Hitachi (mg/l) 32 7,40 11 8,60 0,7807
(0,50-293,00) (0,60-79,20)

SAA (ml/L) 32 36,45 11 16,00 0,7807
(0,70-754,00) (2,4-376,00)

IL-6 (pg/mL) 30 30,33 11 33,02 0,2962
(20,76-161,70) (21,08-360,22)

VHS: Velocidade de hemossedimentagcdo, PCRso:Proteina C Reativa soro, PCRsa:Proteina C
Reativa sangue, SAA:Soro Amildide A e IL-6:Interleucina-6.

* Valores que apresentaram p < 0,05 sdo estatisticamente diferentes segundo teste de Mann
Whithey
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Figura 6: Box plot da determinacdo de VHS no grupo de pacientes com suspeita de
dengue e no restante do grupo com infeccao.
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5-DISCUSSAO

iscussao



Os principais efeitos sistémicos de uma reacao inflamatéria consistem em
febre, leucocitose e aumento de concentragdo sérica de PFA, que sdo largamente
utilizadas na clinica para detec¢cdo e monitoramento da resposta inflamatéria. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar alguns marcadores da resposta
inflamatéria e determinar a sensibilidade e especificidade do leucograma, VHS,
PC-R e SAA na deteccdo da inflamacao/infeccdo em criancas atendidas num
servigo de urgéncia. O nosso grupo de estudo foi constituido na maior parte de
pacientes menores de cinco anos e, dentro dessa faixa etéria, 42,22% tinham
entre 1 més e 1 ano de idade.

Inicialmente foi feita uma validacdo dos métodos. As contagens globais
(HGB, PLT e GB) foram realizadas em trés equipamentos que mostraram um bom
coeficiente de correlagdo, o que nos permite dizer que os trés sistemas podem ser
utilizados para a obtencao desses parametros. Em relacdo a contagem diferencial
automatizada dos leucécitos os trés métodos foram comparados com a contagem
diferencial manual realizada a microscopia. A melhor correlagcdo com a contagem
manual foi observada nas contagens pelos equipamentos Pentra DX 120 e XE
2100, o que era esperado ja que esses dois sistemas separam os leucocitos em 5
classes, enquanto o Micros CRP 200 fornece uma contagem diferencial parcial.
No que diz respeito a verificagdo da presencga de granuldcitos imaturos (desvio a
esquerda), a acuracia dos alarmes em detectar essa anormalidade foi abaixo do
desejado, principalmente as custas da baixa especificidade dos métodos
automatizados. Assim, embora a contagem automatizada de GB seja bastante util

na agilizagdo da rotina laboratorial, sua utilizacdo € especialmente indicada para
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selecionar as amostras com nenhuma ou pouca alteragdo. A observagao
morfolégica das células ndo deve ser substituida pela automagéo, principalmente
nos hemogramas anormais. Na investigacao da presenca de desvio a esquerda, a
revisdo microscopica dos esfregacos sanguineos deve ser realizada sempre que o
equipamento emitir alarmes, a fim de confirmar ou ndo a presenca de células

imaturas.

Na avaliacdo da determinacdo da PC-R utilizamos dois equipamentos
(Micros CRP 200 e Modular/Hitachi) que utilizam o método de imunoturbidimetria e
obtivemos correlacdes significativas entre eles quando a dosagem foi feita tanto
no soro como no sangue. A dosagem de PC-R é avaliada em diversas doencas e
sua utilizacao tem sido ampliada na prética clinica. No mercado diagnéstico as
empresas constantemente estdo langando novos ensaios ou sistemas que
possam incrementar ou melhorar a qualidade dos resultados. A facilidade de
operacionalizagdao, a utilizacdo de pequeno volume de sangue (18uL) e uma
rapida resposta (< 5 minutos para CBC e PC-R) s&o caracteristicas que tornam o
Micros CRP 200 instrumento Util nas areas da pediatria, UTI e doencas infecciosas
e ainda tem a vantagem de utilizar o mesmo sangue coletado tanto para a
dosagem de PCR como para a analise hematolégica (Davis e Bigelow., 2001,
Grotto et al., 2002). De acordo com a recomendacdo dos fabricantes, a PC-R
determinada pelo Micros CRP 200 deve ser feita no sangue total enquanto no
equipamento Hitachi as dosagens sao realizadas no soro. Assim comparamos 0s
resultados obtido pelo Micros CRP 200 no sangue e no soro com os valores

fornecidos pelo Hitachi para verificarmos se haveria diferengcas dependendo do
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tipo de material analisado. Embora, em geral, a concordancia entre os métodos
tenha sido forte, melhores coeficientes foram observados com as medidas obtidas
a partir do soro. No conjunto, os nossos resultados mostraram que a utilizacdo
desse sistema pode ser interessante num Servico de Urgéncia Pediatrica, uma
vez que rapidamente podem ser obtidas as contagens hematolégicas globais e os
niveis de PC-R. Esses dados podem ser importantes para a abordagem inicial do
paciente e para o direcionamento na requisi¢do de novos exames subsidiarios que

auxiliem no esclarecimento diagnéstico.

A partir da validacdo dos métodos, procedemos a analise da eficacia dos
mesmos em um grupo de criangcas que apresentavam caracteristicas clinicas
sugestivas da presenca de processo inflamatério/infeccioso. Os parametros
avaliados foram: leucograma, VHS, dosagem de PC-R, SAA, IL-6 e a relacéo

neutroéfilos imaturos/neutrofilos totais.

Varias alteragdes hematolégicas sdo observadas nos quadros infecciosos,
dependendo do agente etiologico, extensdo e local da infecgdo. As possiveis
alteracoes observadas ao hemograma quanto a composicao e morfologia dos
leucocitos correspondem a cinética e funcao das células envolvidas nos processos
de defesa contra um determinado agente infeccioso (Grotto., 2009). Os neutréfilos,
eosindfilos e macrofagos exercem sua agdo microbicida de forma mais ampla
contra varios tipos de agentes e sado células importantissimas para a defesa do
hospedeiro (Machado et al., 2004). A mobilizacao intensa dos neutréfilos, inclusive
dos estoques medulares na defesa contra as bactérias, explica a freqtiéncia do

aparecimento da neutrofilia no hemograma de pacientes infectados por bactérias
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gram-positivas e dependendo do grau de estimulo, células mais jovens podem ser
liberadas precocemente da medula éssea, caracterizando o “desvio a esquerda’.
Por outro lado, infec¢des causadas por bactérias gram-negativas, particularmente
aquelas que resultam em bacteremia, cursam com neutropenia, provavelmente em
decorréncia de uma maior aderéncia dos neutrofilos ao endotélio dos vasos ou
uma maior utilizagcao no local da infec¢do. O grande comprometimento da resposta
imune mediada por células na reacéo aos virus, explica porque a linfocitose é tao
comum nos processos infecciosos virais agudos, mas a linfopenia ndo afasta a
possibilidade desse diagnéstico (Grotto., 2009). Aléem disso, na infec¢ao viral a
contagem de neutréfilos pode ser normal, reduzida ou pouco elevada (Beutler et
al., 2001). Portanto, a contagem de leucocitos tem de ser interpretada no contexto
clinico. Embora ela seja aceita e amplamente utilizada, € importante salientar que
nao é especifica nem muito sensivel (Pfafflin e Schleicher., 2009).

Os resultados obtidos no nosso trabalho reforcam esse conceito, uma vez
que mostraram a limitada contribuicido da contagem de leucécitos para o
diagnoéstico das doencas inflamatérias ou infeciosas. A heterogeneidade na
resposta leucocitaria pode explicar o grande intervalo de variagdo nas contagens
de leucécitos observadas nesse estudo e a pouca eficacia desse parametro na
deteccao da presenca da doenca, em concordancia com outros dados da literatura
(Pbvoa et al., 2005, Silvestre et al., 2009, Lannergard et al., 2003, Davis., et al
2006, Cardall et al., 2004). Bonsu et al., (2003) num estudo em que foi testada a
acuracia da contagem de leucocitos periféricos na identificacdo de criangas febris

com bacteremia com até 89 dias de idade, sugerem que o modesto desempenho
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da contagem de leucécitos pode ser devido aos patégenos causadores da
bacteremia ou a imaturidade do sistema imune das criancas nessa faixa de idade.
Embora no nosso grupo a média de idade tenha sido superior (24 meses), as

hip6teses sugeridas pelos autores podem ser por nés também consideradas.

Quanto aos marcadores séricos a elevacao dos niveis de PC-R foi
registrado em mais de 80% do pacientes com processo inflamatério/infeccioso,
com valores entre 0 e 355,80 mg/l, niveis ja descritos em outros estudos
(Deodar., 1989; Santolaya et al, 1994). Quando o grupo com infecgcdo foi
subdividido em bacteriano e viral, niveis significativamente superiores de PC-R
foram observados no grupo bacteriano, em concordancia com dados da literatura
(Tejani et al., 1995, Del Baccaro et al., 1992). No estudo de Borgnolo et al. (1996)
foi relatado que além dos valores de PC-R diferiram significativamente entre as
infeccdes bacteriana e viral, esse indice foi melhor do que a determinacao da VHS
na distincdo etioldégica da gastroenterite infantil. Entretanto esta distingdo nao é
absoluta; niveis altos de PC-R podem ocorrer em infeccoes causadas por
adenovirus, citomegalovirus, gripe, sarampo, caxumba e outras viroses. Nas
doencas bacterianas a elevacdo acentuada da PCR pode significar maior
destruicéo tecidual (Hansson et al., 1993; Clarke e Cost., 1983). Assim, embora a
PCR néo possa ser usada para classificar com precisdo a etiologia microbiana,
pode ser valiosa se analisada em conjunto com outros testes e dados clinicos,
tanto no diagndéstico como na avaliagdo da resposta terapéutica (Jaye e Waites.,

1997).
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A elevacao da VHS foi observada em 72,15% dos nossos pacientes, mas
os valores de mediana foram igualmente elevados nos grupos inflamatério e
infeccioso, assim como entre os grupos infecciosos bacteriano e viral, conforme
descrito anteriormente por outros autores (Nohynek et al., 1995). Apesar de ainda
ser utilizado rotineiramente na pratica clinica, o exame apresenta poucas
indicagoes precisas devido a baixa sensibilidade e especificidade, além de ser
influenciada por varios fatores como: variagéo diurna, sexo, idade, alimentagéo, e
alteracées no numero, tamanho e forma das hemacias (Kushner.,1982). Tem a
vantagem de ser um teste de facil execugéo, rapido e de baixo custo, mas de
eficiéncia limitada.

O mecanismo pelo qual estimulos inflamatérios induzem os hepatdcitos a
sintetizar a SAA e outras proteinas de fase aguda tem sido objeto de intensa
investigacdo nos ultimos anos. Segundo Pizzini et al.,, (2000) a SAA tem uma
elevagédo mais rapida e acentuada que a PC-R. A SAA & mais sensivel a estimulos
menores, 0 que acontece nas infeccbes virais, ao contrario da PC-R que
apresenta niveis séricos similares tanto na infeccdo bacteriana como na viral.
Assim é sugerido que a SAA seja um marcador mais sensivel do que a PC-R na
deteccdo dessas infeccbes (Lannergard et al, 2003). No nosso estudo
observamos uma correlagdo significativa entre os niveis de SAA e PC-R (r=
0,776), mas a porcentagem de resultados positivos de SAA foi de 73,03 % ,
enquanto que a porcentagem de resultados positivos de PC-R foi de 80,00 a
89,89% dependendo do método utilizado. Nao houve diferenca de frequéncia de

positividade na SAA entre os grupos inflamatério e infeccioso, o que foi observado
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com as medidas de PC-R. No entanto, quando o grupo infeccioso foi subdivido em
bacteriano e viral a SAA seguiu a mesma tendéncia da PC-R, tendo os maiores
niveis no grupo bacteriano para ambas as medidas. Resultados semelhantes
foram relatados por Nakayama et al., (1993) em um trabalho sobre monitoramento
de marcadores de doencas infecciosas, em que foi observado que tanto a PC-R
como a SAA tiveram niveis mais elevados em infecgbes bacterianas do que nas
virais. Os mecanismos responsaveis por esses diferentes padrdoes de resposta sao
ainda desconhecidos, mas pode-se supor que as citocinas sintetizadas durante a
infeccdo viral possam exercer efeitos diferentes sobre a sintese de PC-R e SAA
(Miwata et al., 1993; Maury., 1985). Além da utilizacdo desses dois biomarcadores
no diagnoéstico das infecgdes foi testada a possibilidade dos mesmos serem Uteis
na avaliagdo da gravidade das doengas infecciosas em criangas (Huttunen et al.,
2003). Foi observado pelos pesquisadores uma correlagdo significativa entre as
medidas de PC-R e SAA. Adicionalmente, a relacdo SAA/PC-R variou
significativamente de acordo com a gravidade dos quadros infecciosos, sendo

menor nos pacientes mais graves.

Os nossos resultados sugerem que a determinacao dos niveis de SAA nao
acrescentam informacao além das fornecidas pela PC-R, com a desvantagem do
custo por reacdo ser bastante elevado e ser um teste ainda nao implantado na
rotina laboratorial.

A IL-6 desempenha um papel fundamental na regulacdo da fase aguda
(Castell et al., 1989). Essa interleucina € produzida por diversos tipos celulares,

incluindo fibroblastos, mondcitos, macroéfagos, linfocitos T e B e células
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endoteliais. Tem agdo multifuncional e interativa, e esta envolvida em uma série
de eventos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, tais como estimulacdo da hematopoiese,
ativacao e diferenciacao de linfocitos T, maturacao de linfocitos B em plasmécitos,
além de importante atuacdo nos processos inflamatérios (Le e Vilcek, 1989). A
principal agdo da IL-6 no processo inflamatério/infeccioso € o estimulo da
produgédo de outros componentes da resposta aguda, o que ocorre na fase mais
precoce da agressdo. A partir desse estagio, o que fica mais evidente é o aumento
das proteinas sintetizadas em resposta a IL-6, como o fibrinogénio, PC-R e SAA
(Abbas e Lichtman., 2005).

No nosso estudo ndo houve diferenga significativa nos niveis séricos de IL-
6 entre os grupos inflamatorio e infeccioso, e entre os com infeccdo ndo houve
diferengca entre os grupos bacteriano e viral. Semelhantemente, Toikka et al.,
(2000) relataram que os niveis séricos de procalcitonina, PC-R e IL-6 tiveram
pouco valor na diferenciacdo da pneumonia bacteriana e viral em criangas. No
entanto, diversos trabalhos na literatura apontam para a possibilidade da IL-6 ser
util na diferenciacao do tipo de infec¢cdo causadora da febre. Em um estudo com
criancas febris e neutropénicas foi observado que niveis séricos de IL-6 foram
significativamente mais elevados no grupo infectado por bactérias gram-negativas
do que por bactérias gram-positivas e ambos 0s grupos superiores ao grupo com
febre de origem indeterminada. Além disso, a IL-6 foi um marcador de infec¢ao
mais sensivel do que a PC-R (Heney et al 1992). Resultados semelhantes foram
relatados em criangcas neutropénicas com cancer (Lehrnbecher et al., 1999,

Spasova et al., 2005). A aparente controvérsia nos resultados provavelmente é
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consequente ao momento em que foi feita a coleta do sangue nos diferentes
trabalhos. Como a IL-6 é um marcador precoce, que tem sua sintese aumentada
no inicio do processo agudo, 0s seus nhiveis serdo mais elevados quao mais
precocemente o sangue for colhido. Outras dificuldades da determinagédo da IL-6
plasmatica devem-se a meia-vida da citocina que é bastante curta e a presenca de
fatores bloqueadores que poderiam interferir nas dosagens. Assim, apesar da
evidente elevagéo dos niveis de IL-6 em muitas doencgas inflamatérias/infecciosas,
aparentemente sua determinagdo ndo apresenta vantagens adicionais a medida
da PC-R (Gabay e Kushner., 1999). Além disso, tem o custo da reacado, ainda

bastante alto para um exame de rotina.

Dentro do grupo por nés investigado tivemos onze criangas com suspeita
clinica de dengue. Infelizmente o diagndstico de certeza obtido pela sorologia ndo
foi estabelecido. No entanto, algumas consideragdes podem ser feitas a partir de
alguns resultados que obtivemos. A dengue, uma doenca febril aguda resultante
da infecgdo pelo virus da familia de Flaviridae transmitido predominantemente
pelo mosquito Aedes aegypti (Henchal e Putnak., 1990), tornou-se endémica em
regides tropicais e subtropicais e apresenta um amplo espectro de manifestagdes
clinicas, desde uma febre indiferenciada até dengue grave e a sindrome do
choque da dengue. No grupo suspeito por nds estudado observamos niveis
inferiores de leucécitos e plaquetas. A leucopenia (< 4,0 X 10° /L) é a
anormalidade hematolégica mais comumente observada e pode ser causada pela
inducéo do virus sobre a destruicdo ou inibicdo das células mieldides progenitoras.

A trombocitopenia, com valores inferiores a 50 X 10° /L estad presente em
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aproximadamente 50 a 65% dos casos e as possiveis causas sdo a depressao
medular durante a fase aguda da infeccao, infeccao direta do megacariécito pelo
virus ou a presenca de anticorpos direcionados contra as plaquetas, destruindo-as

(Grotto., 2009, Lin et al., 1989).

Quanto aos marcadores séricos a VHS apresentou valores
significativamente inferiores no grupo de pacientes com suspeita de dengue,
provavelmente consequiente a hemoconcentracdo e hipoalbuminemia que esses
pacientes apresentam. O extravasamento do plasma para os tecidos parece ser o
responsavel pelo estado de hemoconcentracao (Souza et al., 2008). Isso contrasta
com o perfil de VHS em pacientes com doencas bacterianas e pode ser auxiliar no
diagnéstico diferencial. Por outro lado, as medidas de PC-R, SAA e IL-6 nao
apresentaram diferencgas significativas entre o grupo com suspeita de dengue e o
grupo com outras infecgdes. A elevacédo dos niveis de IL-6 foi relatada em outros
estudos com pacientes com dengue e foi observado que maiores valores
estiveram relacionados com as formas mais graves da infecgdo (Juffrie et al.,
2001). Em outro trabalho realizado em pacientes colombianos ndo foram
observadas diferencas entre as formas clinicas, mas os niveis de IL-6 foram
significativamente superiores no grupo com dengue comparado com O grupo
controle (Restrepo et al., 2008).

Quanto a PC-R, resultados semelhantes aos nossos foram relatados por
Juffrie et al.,, (2001) onde nao houve diferencas entre o grupo com dengue e 0

grupo de pacientes com outras infecgoes.
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Vale ressaltar que no nosso estudo existe a possibilidade de alguns
pacientes inicialmente diagnosticados como tendo infeccao pelo Aedes aegypti na
verdade apresentassem outra patologia, uma vez que ndo foi feito o exame
sorolégico para confirmagédo. Assim, 0s nossos resultados devem ser avaliados
com cautela e merecem uma investigacdo mais detalhada, com maior numero de
pacientes e com exame sorolégico comprobatério. Uma abordagem mais completa
seria interessante para um melhor entendimento da participacdo desses

biomarcadores na dengue.

Varias consideracbes devem ser ressaltadas antes de se utilizar
marcadores da resposta de fase aguda como instrumentos de diagnéstico. Elas
incluem o fato de que nem todos os microrganismos induzem uma resposta de
fase aguda e que as infecgdes virais podem estar associados com uma diminui¢ao
ao invés de um aumento na intensidade da resposta aguda (Rotstein et al., 2002).
Além disso, criancas desnutridas podem nao responder com uma intensa resposta
inflamatéria, a despeito da patogenicidade do microrganismo infectante. Certas
bactérias patogénicas, como o0 pneumococo, irdo provocar um maior grau de
inflamacdo do que outras bactérias, tais como patdégenos anaerdbicos ou
oportunistas (Urbach et al., 2004). E consenso que a utilidade de um Unico
biomarcador podera nao ser suficiente para o diagnostico, porque a intensidade e
o tempo da resposta de cada marcador tem uma caracteristica prépria diante de
um mesmo estimulo (Gabay e Kushner., 1999).

Algumas ressalvas devem ser feitas referentes a execug¢do desse trabalho,

que podem ter interferido ou limitado a interpretagdo dos resultados encontrados.
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A primeira delas diz respeito ao diagnéstico das criancas estudadas, que foi
baseado em dados clinicos e laboratoriais, mas cuja confirmagdo microbiol6gica
nao foi feita em todas elas, o que pode ter levado a possiveis equivocos na
classificacdo de alguns pacientes. A segunda refere-se ao periodo entre a
instalagdo do processo e a coleta do sangue. E possivel que quadros inflamatérios
e infecciosos de diferentes idades tenham ocasionado resultados ndo esperados,
levando-se em conta que as proteinas de fase aguda e os leucécitos tem
dinamicas préprias durante as diversas fases da resposta aguda, e de diferentes
intensidades dependendo do agente etiologico, local acometido e gravidade do

quadro.
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6- CONCLUSOES

Conclusoes
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Podemos concluir através desse estudo que:

- A contagem diferencial de leucécitos obtida pelos equipamentos
hematologicos automatizados testados ndo substitui a contagem manual a

microscopia, quando houver suspeita da presenca de granulécitos imaturos;
- A leucocitose ndo foi um bom biomarcador de resposta aguda;

- Embora a VHS tenha mostrado valores elevados na maioria dos
pacientes, nao foi capaz de diferenciar o grupo inflamatério do infeccioso, assim

como 0s grupos com infeccao bacteriana do viral;

- A concordancia entre os métodos para determinagcdao de PC-R mostrou
que o sistema Micros CRP pode ser utilizado num servico de urgéncia com a

vantagem de fornecer os resultados rapidamente e a um baixo custo;

- A determinacdo da SAA embora tenha mostrado bons niveis de
positividade nao acrescentou informagdes além das fornecidas pela PC-R;

- Entre os biomarcadores estudados, a PC-R foi a que mostrou melhor
desempenho na detec¢ado da presencga da inflamagéao/infecgdo, como a SAA foram
observados niveis séricos significativamente superiores no grupo com suspeita de

infeccao bacteriana;

- A elevagéo dos niveis séricos das proteinas de fase aguda é altamente
sugestivo da presenga do processo inflamatério/infeccioso, mas resultados
normais nao afastam o diagnéstico. A associacdo da utilizacdo de diferentes
biomarcadores podera melhorar a acuracia na identificacao da resposta aguda.

- Nos pacientes com suspeita clinica de dengue foram encontradas
contagens inferiores de leucdcitos e plaquetas. Quanto aos marcadores séricos a
VHS apresentou valores significativamente inferiores. As determinagbes PCR,
SAA e IL-6 nao apresentaram diferengas significativas entre os grupos com

suspeita de dengue e com outras infecgdes.
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N° | Sexo| IDADE |Febre] GB |HGB|vCM| PLT VHS PC-R SAA IL-6 HD
103/uL | g/dL | fL | 103/uL | mm | Modular| mg/L | pg/ml
1M 10 anos - 9.32 ]13.60]82.00] 327.00 | 5.00 0.05 0.70 | 38.519 Apendicite
2| M 10 anos + 6.79 |14.90]77.20] 213.00 | 18.00 0.25 2.47 | 37.445 Viral Osteo Articular
3| M 2 anos + 12.98 ]13.90]81.60 | 360.00 | 2.00 0.05 0.70 | 37.577 IRA viral
41M 1 ano + 12.77 ] 9.70 | 61.40] 475.00 | 72.00 0.88 14.30 | 26.670 Viral Gastrointestinal
5|F 10 anos + 2.88 |12.70]81.20] 93.00 | 10.00 0.43 12.60 | 34.302 Dengue
6]F 1 ano + 2.69 |11.30]70.40] 164.00 | 2.00 0.06 3.81 33.022 Dengue
7\M 2 anos + 13.62 | 9.60 | 64.30] 118.00 | 5.00 7.92 5.89 | 22.373 Dengue
8| M 9 anos + 3.00 |14.40]82.30] 111.00 | 2.00 0.43 27.40 | 33.947 Dengue
9| M 7 anos + 7.62 |11.40]80.70] 357.00 | 46.00 7.77 78.80 | 23.213 Dengue
10| F 10 anos + 9.25 |13.50]87.50 ] 445.50 | 38.00 2.59 376.00 | 29.466 Dengue
11| F 4 anos + 9.21 |13.60] 76.50| 227.00 | 35.00 4.34 113.00 | 23.746 Celulite Periorbitaria
12| F 1 ano + 12.65 |12.00]79.30] 331.00 1.62 174.00 | 338.290 IVAS
13| M 1 ano + 6.30 |12.40]77.40] 185.50 0.86 16.00 | 21.086 Dengue
14| F 2 anos + 11.33 ]11.90]80.40 | 599.00 | 74.00 3.35 1.34 | 21.029
15| M 5 meses + 10.33 | 9.60 | 80.30] 306.00 | 29.00 2.16 39.70 | 35.026 APLV (diarréia sanguinolenta) +CIC
16| F 1 més - 8.70 |12.60]96.90] 729.00 | 23.00 3.35 42.10 PNM Viral
17| M 1 ano - 17.11 ]11.50 ] 68.30 ] 200.00 | 67.00 1.83 194.00 | 20.751 InfeccOes recorrentes e atopia
19| F 5 anos + 4.92 |13.20]82.10] 140.50 | 8.00 2.23 3.73 | 26.281 PMN
20| M 4 meses - 13.29 110.70]69.20] 891.00 0.09 1.00 | 36.276 IRA (Bronquiolite)
21| F 6 meses - 17.50 ]10.50]70.70} 715.00 | 110.00] 1.03 9.88 | 25.980 Osteomelite (joelho)
22| F 10 anos - 6.63 |15.30]82.70 307.50 | 14.00 0.06 140 | 38.112 Pancreatite Aguda
23| F 8 meses - 10.44 111.10]69.80 | 380.00 0.73 30.80 | 24.043 IRA mista (Broncoespasmo+PNM)
24 | M 1 ano + 17.57 ] 8.40 | 61.70] 476.00 | 120.00] 2.62 544.00 | 32.573 Linfonodomegalia cervical (PNM 6 dias apés)
25| M 8 anos - 8.62 |13.60]79.90] 254.50 | 21.00 0.14 101.00 | 33.829 Viral Osteo Articular
26| F 7 anos + 29.43 ]13.30] 78.50 ] 324.50 27.35 | 972.00 | 21.086 Abscesso retrofaringeo e parafaringeo
27| F 2 anos + 11.25 |12.50 ] 76.90 | 363.00 | 25.00 2.13 104.00 | 21.029 PNM + Otite
28| F 6 anos - 14.62 ]13.50 ] 83.40] 337.50 | 23.00 0.35 75.70 | 31.698 Sinovite Transitéria
30| M 10 meses + 19.20 |10.40]70.30 | 366.00 | 17.00 1.57 86.30 | 28.535 Viral Infeccioso
31| M 6 anos - 6.04 |12.20]80.80] 260.00 | 9.00 0.05 0.70 | 39.690 Cisto Branquial ou linfonodomegalia
32| F 2 anos + 8.61 ]10.20]66.70| 270.50 | 29.00 0.90 66.70 | 23.258 Viral Infeccioso
33| M 4 anos + 15.75 ]11.70 | 81.60| 264.00 | 75.00 | 10.54 | 306.00 | 98.250 Mononucleose Infecciosa
34| F 6 meses + 10.03 | 9.80 | 69.40 | 449.00 | 5.00 0.05 0.70 | 36.661 IVAS
36| M 1 més + 8.48 |11.50]91.30] 354.00 1.06 29.60 | 20.704 Diarréia Aguda
37| M 1 ano + 11.89 |12.80 | 77.00] 280.50 | 22.00 1.51 86.30 | 31.698 PNM Bacteriana
38| M 1 ano + 15.86 |12.10] 74.30] 361.50 | 26.00 2.15 149.00 | 26.909 PNM
39| M 9 anos - 451 |]13.80]82.60] 260.00 | 5.00 0.05 217 | 37.978 Pré-Operatdrio
40| M 7 meses + 29.65 ] 6.10 | 58.70] 488.50 | 120.00 | 25.74 | 448.00 ] 141.045 PNM Bacteriana
411 M 1 ano + 18.90 |11.30]70.90] 310.50 | 58.00 | 25.10 | 573.00 PNM
42| F 3 anos - 10.48 |12.10]80.10] 246.00 | 3.00 0.07 2.40 | 37.577 Escabiose
43| M 6 meses - 13.96 |11.70]80.20] 373.00 | 16.00 0.19 1.20 | 24.848 IRA obstrutiva (lactente chiador)
44| F 4 meses + 13.89 |12.10]74.30] 410.00 | 16.00 0.71 24.90 | 23.697 IRA (Bronquiolite)
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45| F 1 ano - 14.26 |11.90]74.40] 371.00 | 8.00 0.10 1.90 | 37.710 Refluxo gastro-esofagico
46| F 3 meses + 10.17 | 8.80 | 83.60 | 348.50 | 39.00 1.42 107.00 | 27.914 Viral Respiratéria

47 |M 2 anos - 16.43 |13.60]81.90] 621.00 | 28.00 4.57 80.10 ] 328.940 Descite + Escabiose

48| F 2 anos + 7.48 ]12.90]89.40| 126.00 | 21.00 2.29 28.00 | 32.796 Constipacao Intestinal Crdnica funcional
49| F 3 anos + 10.74 ] 11.10]80.30 | 418.00 | 83.00 2.32 158.00 | 33.829 Adenite Primaria

50| M 3 anos + 8.69 [12.30]82.10] 263.50 | 33.00 1.15 33.50 ] 24.035 PNM + componente obstrutivo
51| M 1 ano + 14.70 |12.00]68.50 ] 293.00 | 12.00 0.76 26.10 | 22.866 Lactente Chiador

52| M 1ano + 19.50 | 9.30 ] 70.60 | 440.00 ] 100.00] 15.80 | 256.00 | 161.704 Varicela + Adenite

53| F 1 ano + 7.02 ]12.00]70.90| 426.00 | 23.00 0.79 3.32 | 35.272 Infecgao do Trato Urindrio
54| F 8 anos + 4.72 ]13.60]83.80] 189.00 | 4.00 0.74 168.00 | 35.770 Dengue

55| M 3 anos + 12.41 | 11.50 ] 85.80 | 280.00 | 37.00 2.76 94.60 PNM

56| F 1 ano + 17.25 | 7.90 ]67.80| 258.50 29.95 26.40 IRA mista (Pneumonia)

57| F 2 anos + 18.33 |10.30]80.70 ] 398.50 | 103.00] 33.91 | 1610.00 PNM

58 | F 10 anos + 451 113.40]86.00] 123.50 | 5.00 0.17 64.80 | 27.828 Dor abdominal recorrente (DAR funcional)
59 | M 1 ano - 12.46 |11.20]80.60 ] 351.00 | 2.00 0.02 0.70 ] 38.383 Corpo estranho ocular

60 | M 8 anos + 15.48 |10.00 ] 80.90 | 502.00 | 120.00] 20.18 | 568.00 | 35.010 Artrite Reativa

61| F 7 anos + 23.35 |11.20]76.50 | 361.50 | 120.00 | 28.47 | 754.00 | 37.295 Hepatite Viral

62| F 7 anos + 548 |12.40]77.40] 267.50 | 21.00 0.67 26.40 | 37.050 Viral Infeccioso

63 | M 7 anos + 6.25 |14.70]78.60 | 248.00 0.00 7.10 | 36.920 Miosite

64 | M 1 ano + 14.99 |10.80 ] 74.60 | 352.50 | 61.00 4.73 503.00 | 22.956 Varicela

65| F 7 anos - 9.37 ]13.20]85.30 | 202.50 | 2.00 2.32 187.00 | 24.597 Trauma abdominal

66 | M 5 meses + 10.77 112.10]70.40 | 257.50 | 8.00 0.66 2.90 24.284 Varicela com infeccao secundaria
67 | M 10 anos + 6.76 | 7.30 | 77.70] 300.00 | 2.00 0.00 0.70 ] 33.250 Ulcera duodenal

68 | M 1 ano + 22.15 | 6.10 | 58.40 | 532.50 17.29 | 456.00 | 81.114 | Hepatoesplenomegalia Febril+Anemia Ferropriva+ CMV
69| M 1 ano + 3.71 ]12.40]67.70| 213.50 | 17.00 0.07 528 | 34.183 Viral Infeccioso

70 | M 4 anos - 8.75 |12.50]75.30 ] 299.00 | 12.00 0.12 2.60 | 35.520 Parotidite de repeticéo

71| F 1ano - 14.93 | 9.50 ]85.60] 190.50 | 58.00 | 18.40 | 591.00 | 26.348 Osteomelite

72| F 2 anos - 10.46 |11.90]82.00 ] 331.50 | 4.00 0.06 6.30 | 29.562 Inflamagao Local

73| F 2 anos + 7.72 ]11.50]84.30] 163.50 | 8.00 6.73 170.00 | 21.514 Dengue

74| M 2 anos + 575 112.90]84.10] 172.00 | 31.00 | 12.63 | 390.00 | 34.065 Adenite Mesenterica

75| F 1 ano + 8.24 ]11.40]75.40] 317.00 | 19.00 0.73 101.00 | 31.591 Ingestao de corpo estranho
76| F 4 meses - 18.57 |10.70]83.70 | 388.50 | 18.00 0.59 16.20 | 32.131 Viral Respiratéria

77| F 3 anos + 15.81 | 11.60]78.00 | 316.00 | 15.00 | 13.34 | 502.00 | 242.967 Geca

78| F 7 anos - 11.80 ]11.80]98.40| 268.50 | 7.00 0.06 5.91 Viral Gastrointestinal

79| M 11 meses - 19.00 ]11.90]71.70 | 543.50 | 2.00 0.02 0.70 Geca

80| F 2 anos + 10.20 | 10.00]70.40 ] 224.50 | 97.00 | 29.30 | 639.00 | 20.779 Viral Gastrointestinal
81|F 6 anos + 10.70 |13.10]86.70 | 390.00 | 71.00 2.58 99.60 | 34.421

82| M 5 anos + 8.95 ]10.90]89.60| 215.50 | 27.00 0.37 49.70 | 26.348 Viral Infeccioso

83| F 1ano + 28.78 110.20]71.80| 360.50 | 79.00 | 32.87 | 449.00 PNM

84| F 5 anos + 32.85 |12.40]83.10| 286.00 | 37.00 4.38 151.00 | 176.654 PNM

85| F 3 anos + 9.07 |12.50]79.50 | 228.50 | 53.00 1.39 11.60 | 36.022 Dengue

86| F 9 anos + 7.21 ]12.60]89.80] 361.50 | 107.00] 0.10 7.60 | 36.410 Hepatite A

87| M 7 anos - 5.41 9.45 185.70 | 203.00 | 2.00 0.02 460 | 39.546 Esofagite erosiva e Pangastrite Hemorragica




88| F 3 anos + 891 ]12.70]83.20| 262.00 | 7.00 0.18 240 | 33.532 Dengue
89| M 3 meses - 17.60 | 7.60 | 71.80| 723.00 | 35.00 | 4.98 43.90 | 26.363 Bronquiolite
N|F 6 anos + 21.40 112.10]82.40| 245.50 | 58.00 | 16.50 | 740.00 | 75.143 Geca
R2|F 5 anos + 10.59 |11.50]81.90| 240.50 | 15.00 1.61 56.60 | 20.767 Viral Infeccioso
93| F 1 ano - 15.15 111.20]81.90] 337.00 ] 21.00 | 1.80 95.90 | 22.703 Bronquiolite
941 M 2 anos + 16.00 |11.90|81.10| 281.00 | 51.00 | 10.11 | 356.10 Viral Infeccioso
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N°: Identificagdo, GB:contagem e leucdcitos,HGB:hemoglobina, VCM:volume corpuscular médio, PLT:plaquetas, VHS:velocidade de
hemossedimentagéo, PC-R:proteina C reativa, SAA: amildide sérico A, IL-6:interleucina-6.
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restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.1) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou Il apresentados anteriormente 2 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, ltem I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na I Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de janeiro de 2007.

Profa. Drg/é%%ﬁaéﬂyia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE BE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Comité de Eticn em Pesquisa - UNICAMP

Rua: T Vielra de Camargo, 126 FONE (119) 3521-8956
Caixn Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13084-971 Cumpinas — SF cepot fem,unicamp. br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Nome do projeto: “PROPOSTA DA UTILIZACAO DE MARCADORES DE PROCESSO
INFLAMATORIO/ UTILIZANDO 2 TECNICAS AUTOMATIZADAS EM CRIANCAS ATENDIDAS NO
PRONTO ATENDIMENTO DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNICAMP"
Responsavel pela condugéo da pesquisa: Prof?.Helena Zerlotti Wolf Grotto fone: 35217064
Aluna: Béarbara Lima dos Anjos (fone: 35217589)
Nome do Paciente:
ldade: anos No. H.C:
Nome do Responsavel pelo paciente:

Endereco:

Esse projeto de pesquisa tem como objetivo estudar alguns aspectos da inflamagéo/infeccéo
avaliando alguns marcadores da resposta inflamatéria, comparando diferentes técnicas
laboratoriais.
Para tanto, quando a crianga colher os exames regularmente pedidos pelo médico que o assiste, 1
tubo de sangue a mais sera colhido, usando a mesma pung¢éo,ou seja, ndo serd necessaria uma
nova coleta.
O beneficio esperado para os que voluntariamente participarem nao sera imediato e nao implicara
necessariamente numa mudancga de tratamento.
Os exames laboratoriais aos quais a crianca sera submetida em conseqiiéncia da pesquisa sao:
hemograma completo e algumas determinagbes imunoldgicas. Caso haja necessidade de uma
nova coleta o senhor(a) poderia autorizar a crianga contribuir quando retomar ao Hospital das
Clinicas..
Fica claro que se o responsavel que nao quiserem que a crianga participe da pesquisa nao terao
qualquer prejuizo no atendimento, cuidado e tratamento por qualquer especialidade do Hospital.
Serdo mantidos o sigilo e o carater confidencial das informagbes, zelando pela privacidade da
crianga e garantindo que sua identificagcdo ndo sera exposta nas conclusées ou publicagées.
O telefone da Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa para os casos de recursos ou
reclamacgoes dos pacientes é: (19) 35218936.

Campinas, de de 2008 .

Assinatura do participante :
Dra. Helena Zerlotti Wolf Grotto

Barbara Lima do Anjos
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MEASUREMENT OF ACUTE-PHASE RESPONSE IN PEDIATRIC SAMPLES FROM AN
EMERGENCY DEPARTMENT: EVALUATION OF METHODS.

Anjos’ B.L., Alvarenga' E.C., Zambon® M.P.., Riccetto® A.G.L.., Vecina' J.F., Grotto'
H.ZW.

! Clinical Pathology Departament, Faculty of Medical Sciences, ® Pediatric Emergency
Service Universitary Hospital, State University of Campinas, Campinas, Sao Paulo,13081-
970 Brazil.

E-mail:babi@fcm.unicamp.br

Background.Children with fever are routinely admitted to the Emergency Service. Besides
clinical findings, laboratory parameters are requested in order to identify children with
infection/inflammation diseases preferably in a short time and using small amount of
blood/serum specimens. C-reactive protein (CRP) is an acute—phase protein and its
production by hepatocytes is increased in situations as infection and inflammation
conditions, trauma, surgery, and advanced cancer. It is considered an early indicator of
infectious or inflammatory diseases and has also been used to monitor treatment.
Alteration in serum protein concentration during inflammatory response leads to an
increased erythrocyte sedimentation rate (ESR), but slower than CRP elevation. The
objective of this study was to evaluate CRP measurement by two different methods and to
compare the results with ESR values obtained by an automated method in a group of
paediatric patients seen at an emergency service.

Patients and Methods.The study was conducted in seventy-two children with fever and
infection suspect seen in the Emergency Service at the UNICAMP University Hospital,
Campinas, Brazil. The age ranged from 4 months to 10 years old.

CRP measurement was provided by Micros CRP (Horiba-ABX, France), an automated
blood cell counter that determines the CRP concentration by a latex turbidimetric
immunoassay in the same blood sample used for haematological parameter, with EDTA
as anticoagulant. The results were compared with those obtained by an
immunoturbidimetry method using the CRP LX- Tina-quant kit (Roche/Hitachi Modular
Analyser, Germany). Erythrocyte sedimentation rate (ESR) was determined by photometry
and interrupted capillarity (Microtest 1X. Alifax-SPA, lItaly).
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Results.Spearman correlation coefficient revealed a good correlation between methods
concerning CRP determination: r= 0.9281, p< 0.0001 between Micros CRP and Hitachi
when serum was used in Micros and r= 0.9932, p< 0.0001 when total blood cells was
analysed. Comparing CRP in serum and total blood at Micros CRP the correlation was
good too (r= 0.9176, p< 0.0001). So, although the recommended material for Micros CRP
is total blood sample, serum specimen analysis may provide reliable results. When CRP
levels were correlated with ERS determinations the correlation coefficients were 0.6498,
p< 0.0001 for ERS x CRP in serum, 0.7993, p< 0.0001 for ERS x CRP in total blood. The
correlation between CRP Hitachi and ESR was r= 0.7140, p< 0.0001.

ABX Micros CRP 200
L
ABX Micres CRP 200
L]

CRP LX- Tina-guant kit
RocheMitachi Modular
Analyser
e ®

®

L ]
.o

o
§
ES

1A 1B 1C

® ®
[ ] o
o

CRP LX- Tina-quant kit Roche/Hitachi

Modular Analyser ESR Microtest 1X. Alifax-SPA R Microtest 1X. Alifax-SPA

Figure 1: A: Correlation between CRP results obtained with Micros CRP and
Roche/Hitachi Modular

B: Correlation between CRP results obtained with Micros CRP and ESR values;

C: Correlation between CRP results obtained with Roche/Hitachi and ESR values.

Conclusion. The measurement of ESR recommended by the International Council for
Standardization in Haematology is based on Westergreen method. The conventional
method is manual and the result is obtained after 1 hour of sedimentation of red cells. In
our study we used an automated method whose results are available in approximately 20
min and using a small amount of blood. Although ESR test is non-specific for particular
disease, it is useful in an emergency routine. As ESR, CRP measurement is used to assist
in diagnosing infectious and inflammatory diseases. In pediatric practice is desirable to
collect the smallest amount of blood possible for performing laboratorial tests. According
to our results Micros CRP and automated ESR may be useful in an emergency
department. The results are reliable and the tests are performed rapidly. An advantage for
pediatric patients is the small volume of blood used by the Micros CRP to determine total
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WBC count, leukocyte differential count and CRP measurement, which are laboratory tests

usually required in the evaluation of febrile infants and young children.
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Summary

Background: Various biomarkers have been proposed to help diagnose inflammatory and
infectious diseases. The aim of this study was to evaluate the effectiveness of some of
these markers in children seen in an emergency service and to compare a number of
routinely used tests with measurements of serum amyloid A (SAA) and C-reactive protein
(CRP) levels.

Methods: 83 children with clinically suspected inflammation (n= 17) or infection (n=66)
who had been seen at the Emergency Department. Complete blood count, erythrocyte
sedimentation rate (ESR), CRP (using two methods) and SAA measurements were carried
out.

Results: There was no difference in the parameters studied between inflammatory and
infectious groups. However, when the infectious group was subdivided into bacterial (n=21)
and viral infections (n=43), significantly higher leukocyte, CRP and SAA levels were
observed in the former group. CRP was the most accurate indicator of inflammatory and
infectious processes (Kappa concordance index= 0.89), followed by SAA (KCl= 0.73) and
ESR (KCIl= 0.73). The worst results were obtained for the immature/total neutrophil ratio
(KCI=0.02).

Conclusions: Measurement of CRP was more effective than measurement of SAA in
identifying inflammatory and infectious processes in children and should be included in

protocols for pediatric assessment in emergency departments.
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Introduction

The acute phase response includes a set of physiological and metabolic alterations
that take place immediately after infection or tissue damage. A series of reactions takes
place to limit the injury, isolate and destroy the invading organism, and activate the repair
system that restores the organ’s functions [1].

Inflammatory and anti-inflammatory agents are synthesized and released during
the process and have been given the generic name of acute phase reactants. This
multifunctional group includes components of the complement system, coagulation
proteins, protease inhibitors, C-reactive protein (CRP), haptoglobin, serum amyloid A (SAA)
and various cytokines [2].

Of all the clinical signs, fever is the most common reason for a child to be seen in
an emergency department [3]. This may be caused by infectious or non-infectious
processes, and the former may be of viral or bacterial origin. In younger children
differential diagnosis is particularly difficult because a detailed description of the symptoms
cannot be obtained, and the possibility that the symptoms of bacterial infection may be
hidden by what appears to be a viral infection is a cause of concern to the general
practitioner because rapid, accurate intervention is required in such cases [4].

The cellular alterations and changes in plasma proteins that occur in the acute
phase response can be measured, and these measurements are often requested when
inflammation/infection is suspected or when the evolution of an inflammatory/infectious
condition is being assessed. A set of laboratory tests is usually requested because a
single test is not sufficiently sensitive or specific to make a diagnosis or to assess the
severity of the signs and symptoms. As each test has its own particular advantages and

limitations, analysis of the results of one test in isolation independently of clinical findings
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is unlikely to help clarify a diagnosis [5]. The tests usually requested are a full blood count
with a differential white blood cell (WBC) count, erythrocyte sedimentation rate (ESR),
urine and/or blood cultures and CRP [4,6,7]. CRP is a member of the pentraxin
superfamily, whereas SAA belongs to the apolipoprotein family. Both are synthesized by
the liver in response to stimuli by various cytokines, particularly interleukin-6 (IL-6), IL-1
and tumor necrosis factor, and there is a marked increase in their concentrations in
infectious diseases [8,9]. Reports describing the use of SAA measurements as a new
marker of bacterial infection are contradictory. In one study in which the responses of SAA
and CRP in the early stages of bacterial and viral infections were compared, the levels of
both markers were found to be significantly higher in the group with bacterial infections
than in the group with viral infections. In addition, SAA was more sensitive than CRP in
detecting weaker inflammatory stimuli, such as those in viral infections [10]. In newborns
with sepsis, on the other hand, CRP proved to be more useful than SAA in diagnosing
patients and predicting the evolution of the disease [11].

One of the important factors that can influence the course of the disease and the
success of treatment is the time that has elapsed between the start of the process and
administration of appropriate therapy. It was shown that administration of a specific
antimicrobial agent within an hour of hypotension first appearing in patients with septic
shock was associated with an 80% increase in the chance of survival [12]. Increasing
efforts are therefore being made to discover biomarkers that provide fast, accurate
information about the presence and intensity of inflammatory/infectious processes, as
these are of great importance when diagnosing children and adults.

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of a number of
inflammatory markers in detecting inflammation and/or infection in children seen in an

Emergency Department. The effectiveness of routinely used biomarkers, such as
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leukocyte count and erythrocyte sedimentation rate, was determined and compared with
that of CRP and SAA to establish whether measurement of CRP or SAA levels is more
effective in recognizing the acute phase response than measurements used in routine

diagnosis.

Materials and Methods

The study population consisted of 83 children (39 boys and 44 girls) between 1
month and 10 years of age who had been seen at the Reference Emergency Department
at the Hospital de Clinicas, State University of Campinas (UNICAMP), Brazil. Patients
were examined and had their histories recorded by the pediatrician in the Reference
Emergency Department. Only those children who had been referred for blood tests to
clarify a diagnosis of infection/inflammation in accordance with the institution’s standards
were selected. Patients who were using anti-inflammatory drugs or antibiotics when their
blood was collected were excluded from the study. A final diagnosis was made with the
advice of the pediatrician responsible for the patients after analysis of the patient’s clinical
evolution and the results of the supplementary tests that had been requested. The group
was then divided into an inflammatory (n= 17) and an infectious (n= 66) group, and the
latter group was in turn divided into a bacterial (n= 21) and a viral (n= 43) group. In two
patients the infection could not be diagnosed.

The study was submitted to and approved by the Ethics Committee of the Faculty
of Medical Sciences, UNICAMP, and the adults responsible for the children who agreed to

take part in the study signed a voluntary informed-consent form.
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Tests carried out: a total of 8 mL of blood was collected in two tubes: one with

EDTA and one with clot activator and separation gel. The serum was stored at -80°C

until the tests were carried out.

1

Complete blood count: carried out in a Sysmex XE 2100 automated hematology
analyzer (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). Differential WBC count was carried
out using standard automated procedures and by microscopic analysis of May-
Grinwald-Giemsa-stained thin blood smears (2 slides/patient; 200 cells observed
by the same observer). Using the differential WBC count, the immature/total
neutrophil ratio was calculated. The sensitivity, specificity and accuracy of the
automated system in detecting a left shift were evaluated using the differential
WBC count obtained by microscopic analysis as a reference.

Erythrocyte sedimentation rate (ESR): automated method (MicroTest 1X, Alifax-
SPA, ltaly).

CRP levels were measured by immunoturbidimetry in two systems:

- Micros CRP automated equipment (Horiba Medical, Japan). CRP concentration is

determined by measuring the absorbance at a wavelength of 850 nm after agglutination
resulting from an antigen-antibody reaction. The assay consists of three phases: in the first
the red blood cells are lysed by the addition of reagent R1; when reagent R2 is added in
the second phase, potential interferents are inhibited; and in the third phase, the antigen-
antibody complex is formed when reagent R3, which contains anti-CRP antibody coated
latex particles, is added. This test is performed with the same material as that used for the

complete blood count, and the result is provided in four minutes.

Roche /Hitachi modular automated equipment, using the CRPLX kit (Tina-quant C-

Reactive Protein, Roche Diagnostics, Germany).
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The results provided by the two systems were checked for concordance with each
other.
4. SAA levels: by nephelometry, using the N Latex SAA kit (Siemens Healthcare

Diagnostics, USA).

The accuracy of the parameters in detecting inflammatory/infectious processes was
evaluated according to the following criteria:

a. The presence of leukocytosis, defined according to the children’s ages.
b. Immature/total neutrophil ratio > 0.2.

c. ESR>10.0 mm

d. CRP>5.0 mg/L

e. SAA > 6.4 mg/L

Statistical analysis

- The Mann-Whitney test was used to compare continuous or ordinal measurements
between two groups. When an adjustment for age was required, the ANOVA test
with rank transformation was used. The Chi-squared test or, when required, the
Fisher exact test were used to compare proportions. The ICC (intraclass correlation
coefficient) was used to measure concordance between the methods. ICC values
greater than 0.7 were considered to indicate strong concordance. Concordance
between the frequency of positive results for the different methods was checked
using the Kappa coefficient. The values of this coefficient are defined as follows:
greater than or equal to 0.75 - excellent concordance; between 0.75 and 0.40 -
good concordance; and less than or equal to 0.40 - no concordance. A significance

level of 5% was defined for all the statistical tests.

- The following software was used: SAS System for Windows (Statistical Analysis
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System), version 9.1.3, Service Pack 3 - SAS Institute Inc., 2002-2003, Cary, NC,
USA, and SPSS for Windows, version 10.0 SPSS Inc., 1989-1999, Chicago,

Illinois, USA.

Results

First, the performance of the CRP test using the Micros CRP 200 was determined,
as only a short time is needed to measure the levels of this protein with this system and
the same material as that for the complete blood count can be used. The results were
compared with those obtained using the Hitachi system, which is in regular use in our
laboratory. A strong concordance between both methods was observed (concordance
index = 0.871; 95% CI: 0.802 and 0.917).

The accuracy of the flags provided by the automated system to indicate the
presence of a left shift in the neutrophils was also tested using the microscopic
observation of thin smears as a reference (band cells > 1500/mm?® and/or the presence of
primitive granulocytic cells). The accuracy of the XE 2100 system was 61.11%, the
sensitivity 85.71% and the specificity 56.58%.

The median WBC count for the 83 patients in the study was 10.73 x10%/uL. The
lowest counts correspond to patients suspected of having dengue fever. Table 1 shows

the results of the laboratory measurements in the study population.

When the patients were divided into an inflammatory group (n=17) and an
infectious group (n=66), no significant difference in the laboratory parameters studied was

observed between the two groups (Table 2).
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When the bacterial and viral subgroups were compared, the parameters WBC,
CRP and SAA were found to have significantly higher values in the former subgroup

(Table 3) (Figures 1. A-C).

Effectiveness of the various laboratory parameters in identifying the presence of
inflammatory/infectious processes:

Results satisfying the following criteria were considered indicative of infectious or
inflammatory processes: the presence of leukocytosis (determined according to the
patient’s age); immature/total neutrophil ratio > 0.2; ESR > 10.0 mm; and CRP > 5.0 mg/L.
CRP was found to have the best performance, with coefficients indicative of excellent
concordance, while ESR and SAA had good concordances and yielded very similar results.
The Kappa coefficients for leukocytosis and the immature/total neutrophil ratio showed that
there was no concordance between these measurements and the presence of an acute

response (Table 4).

When the study population was divided into patients with infection and those with
inflammation, the percentage of positive results was found to be greater in the infectious
group for all the tests, although the only statistically significant difference between the
results for the two groups were the CRP measurements obtained with the Modular/Hitachi

system (Table 5).

Discussion

A host’s response to pathogenic invasion involves various inflammatory cytokines,

components of the immune system and a range of different cell types, such as leukocytes,
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macrophages and dendritic cells [13]. Leukocytes play a central role in the phagocytosis
and destruction of microorganisms, digestion of the remains of necrosed tissue and the
production and release of various enzymes involved in tissue lesion and repair [14]. The
present study showed the limited contribution made by WBC counts to the diagnosis of
inflammatory or infectious diseases. The most common cause of neutrophilia is
inflammation or infection, particularly bacterial infection; in viral infections, however,
neutrophil count can be normal, reduced or slightly elevated [15]. This variation in cellular
response may explain the wide range of results for WBC counts observed in this study and
the limited usefulness of this parameter in detecting the presence of the disease, a finding
that is in concordance with other data in the literature [10,16,17,18,19]. In a study to test
the accuracy of peripheral WBC counts in identifying bacteremia in febrile children aged
from 0 to 89 days, Bonsu and Harper [20] suggest that the modest performance of this
indicator may be a result of the variation in host response depending on the pathogen
causing the bacteremia or the immaturity of the immune system in children in that age
group. Although the average age of our study population was higher (24 months), the
hypotheses put forward by these authors can usefully be considered in our study.

The presence of immature leukocytes in the circulatory system as a result of
activation of the hematopoietic system following infection has traditionally been considered
to suggest the presence of bacterial infection. However, band cell count is a nonspecific,
imprecise test and is less effective than total WBC or neutrophil counts. It is used to
calculate the immature/total neutrophil ratio, an index that is mainly used to diagnose
neonatal sepsis but has highly variable performance [21]. Identification of primitive
granulocytic cells and absolute neutrophil count appear to be better than band cell count at
identifying infection [22]. These findings agree with our results, as the immature/total

neutrophil ratio had the worst performance of all the parameters tested.
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ESR and measurement of SAA yielded better results than WBC counts and had a
concordance of 72.15% and 73.03%, respectively. ESR has been used as an acute phase
marker for more than 50 years although it is a nonspecific test and is subject to a number
of interfering factors that can delay or accelerate aggregation of red blood cells.
Nevertheless, under certain conditions giant cell arteritis, septic arthritis, osteomyelitis,
bacterial endocarditis and differentiation between pelvic inflammatory disease and
unruptured appendicitis ESR can be an aid to diagnosis [23]. The median ESR values in
our study were equally elevated in the inflammatory and infectious groups, as well as in
the bacterial and viral infectious subgroups. Despite being of limited use in emergency
departments, when used together with other clinical and laboratory data, ESR can help to
diagnose and classify the severity of the disease in febrile patients [23]. It has the
advantage of being easy to perform, fast and inexpensive.

CRP has been the subject of continuous research in various clinical and surgical
situations in an attempt to determine its usefulness as a biomarker for both the diagnosis
and prognosis of diseases. The results of this research have been varied. In an
assessment of its prognostic value in patients with sepsis, no correlation was found
between CRP concentrations and disease severity [17]. In preterm newborns with bacterial
infection, high-sensitivity CRP was shown to be more effective than SAA in differentiating
between the presence or otherwise of infection, and the concentrations of both were found
to be more elevated than in healthy term infants. The authors encourage the use of both
measurements for early detection of infection in newborns [24]. Similar performance for
CRP was observed in adult patients, and the specificity of the test was improved when the
results were used in conjunction with the patients’ temperature data [25]. In our study we
used two systems for measuring CRP concentrations: a modular system, which carries out

various tests at the same time, and a hematology analyzer, which performs a complete
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blood count and measures CRP in whole blood. The frequency of positive CRP results in
patients with an inflammatory/infectious process was higher in the modular system
(89.89%), but the results for the hematology analyzer were quite acceptable (80.0%),
suggesting that this equipment could be useful in an emergency department. In addition,
the possibility of obtaining full blood count and CRP concentrations for pediatric blood
samples at the same time could lead to faster diagnoses. However, in contrast to the
modular system, there was no difference in the frequency of positive results between the
inflammatory and infectious group.

As synthesis of SAA increases even in the presence of weak stimuli and remains
elevated for longer than synthesis of CRP [26], measurement of SAA has been proposed
as a more sensitive marker than CRP for the diagnosis of bacterial and viral infections,
particularly in children [10,24,27]. The frequency of positive results for SAA was 73.03% in
our study, and there was no significant difference between the inflammatory and infectious
group. However, like CRP, SAA serum levels were significantly higher in the bacterial
group, suggesting that there is a stronger inflammatory response in the presence of
bacterial rather than viral agents. Our results indicate that measurement of SAA levels
provides no additional information to that provided by CRP; furthermore, the test suffers
from the disadvantages that it has a relatively high cost per test and is not yet a routine
laboratory test.

A number of limitations regarding this study should be noted. The first of these
relates to the diagnoses of the children in the study, which were based on clinical and
laboratory data but were not confirmed microbiologically, as a result of which some
patients may not have been classified correctly. The second relates to the time that
elapsed between the onset of the process and when blood samples were collected and a

diagnosis made. Depending on the time that has elapsed since the onset of the process,
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inflammatory and infectious signs and symptoms may produce unexpected results, as the
levels of leukocytes and each acute-phase protein vary according to the particular phase
of the acute response, the etiologic agent, the site affected and the severity of the signs
and symptoms.

In conclusion, CRP was the best biomarker of inflammatory/infectious processes in
the group of children in this study, and measurement of SAA, whose effectiveness was
similar to that of ESR, did not yield additional information to that provided by CRP. These
findings highlight the need to use clinical and laboratory data if a more accurate diagnosis

is to be achieved.
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Table 1.Values of the red cell indices and acute phase markers in children with

inflammatory/infectious processes (n= 83).

Median
Parameters (minimum and maximum)
WBC (x10°/pL) 10.70
(2.69-32.80)
HGB (g/dL) 11.9
(6.10-15.30)
PLT (x10%/uL) 306.00

(93.00-891.00)

CRP Micros CRP 200 (mg/L) 14.5
(0.00-355.8)

CRP Modular/Hitachi (mg/L) 14.2
(0.00-339.1)

SAA (mg/L) 43.90

(0.70-1610.00)
ESR (mm) 22.80

(2.00-120.00)

WBC: white blood cell count; HGB: hemoglobin; PLT: platelets; CRP: C-reactive protein; SAA:
serum amyloid A; ESR: erythrocyte sedimentation rate.
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Table 2: Median, minimum and maximum values of red cell indices and acute phase

markers in children with an infectious process (n= 66) and an inflammatory process (n=17).

Parameter Infectious Inflammatorv
n n p
WBC (x10°/pL) 66 11.84 17 9.37 0.1334
(2.69-32.80) (4.5-17.50)
HGB (g/dL) 66 11.75 17 11.90 0.5496
(6.10-15.30) (7.30-14.70)
PLT (x10%pL) 66 309.00 17 300.00 0.3072
(93.00-891.00) (123.50-715.00)
CRP Micros CRP 200 (mg/L) 54 14.3 16 25.0 0.7743
(0.00-355.8) (0.00-204.9)
CRP Modular/Hitachi (mg/L) 66 14.6 17 10.3 0.2474
(0.2-339.1) (0.00-201.8)
SAA (mg/L) 66 46.80 17 39.70 0.6557
(0.70-1610.00) (0.70-591.00)
ESR (mm) 58 22.50 16 22.00 0.4578
(2.00-120.00) (2.00-120.0)

HGB: hemoglobin; PLT: platelets; WBC: white blood cell count; CRP: C-reactive protein; SAA:
serum amyloid A; ESR: erythrocyte sedimentation rate; p: p value (Mann-Whitney test).
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Table 3: Median (minimum and maximum) values of the parameters evaluated in the

Infectious group, subdivided into bacterial and viral subgroups.

Parameter n Bacterial n Viral p
WBC (x10°/uL) 21 15.86 43 10.20 0.0128
(4.92-32.80) (2.69-23.35)
HGB (g/dL) 21 12.00 43 11.70 0.5479
(6.10-15.30) (6.10-14.90)
PLT  (x10%pL) 21 316.00 43 281.00  0.5386
(140.50-543.50) (93.00-891.00)
CRP Micros CRP 200 (mg/L) 17 23.3 35 8.4 0.0200
(0.00-355.8) (0.00-209.5)
CRP Modular/Hitachi (mg/L) 21 223 43 7.6 0.0055
(0.2-339.1) (0.5-293.0)
SAA (mg/L) 21 149.00 43 27.40 0.0314
(0.70-1610.00) (0.70-754.00)
ESR (mm) 17 33.00 39 18.00 0.1209
(2.00-12.00) (2.00-120.00)

HGB: hemoglobin; PLT: platelets; WBC: white blood cell count; CRP: C-reactive protein;

SAA: serum amyloid A; ESR: erythrocyte sedimentation rate; p: p value (Mann-Whitney test).
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Table 4: Frequency of positive results for inflammatory markers in patients with an

inflammatory/infectious process (n=83).

Biomarker Frequency % KCI 95% CI
Leukocytosis 19 21.11% 0.21 0.13-0.30
ESR >10 (mm) 57 72.15% 0.72 0.60-0.81
CRP Micros CRP 200 > 5.0 mg/L 60 80.00% 0.80 0.69-0.88
CRP Modular/Hitachi > 5.0 mg/L 80 89.89% 0.89 0.81-0.95
SAA > 6.4 mg/L 65 73.03% 0.73 0.62-0.81
Immature/Total Neutrophil Ratio > 0.2 2 2.22% 0.02 0.00-0.07

ESR: erythrocyte sedimentation rate; CRP: C-reactive protein; SAA: serum amyloid A;
KCI: Kappa concordance index; Cl: confidence interval.

Table 5-Frequency of positive results for markers of inflammatory response in the

inflammatory response in the inflammatory and infectious groups.

Infectious (h= 66) Inflammatory (h=17)

Biomarker Frequency % Frequency % p
Leukocytosis 16 24.24 3 17.65 0.7501
ESR >10 (mm) 43 74.14 9 64.29 0.5131
CRP Micros CRP 200 (mg/L) 46 83.64 9 64.29 0.1393
CRP Modular/Hitachi (mg/L) 62 93.94 12 75.00 0.0429
SAA > 6.4 (mg/L) 50 75.76 12 75.00 1.0000

Immature/Total Neutrophil Ratio > 0.2 2 3.03 0 0.00 -

ESR: erythrocyte sedimentation rate; CRP: C-reactive protein; SAA: serum amyloid A; p: p value
(Fisher)
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Figure 1A: Box plot of white blood cell counts in the bacterial and viral subgroups.
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Figure 1B: Box plot of CRP concentrations (Modular-Hitachi) for the bacterial and viral subgroups.
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Figure 1C: Box plot of SAA concentrations in the bacterial and viral subgroups.
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