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Resumo

Os avancos promovidos pela investigacdo cientifica tém vindo a solucionar ou a
melhorar a resposta a diversos problemas relativos a saude publica.

Uma das patologias mais graves em todo mundo, responsavel pela ocorréncia de elevada
mortalidade nos doentes afetados, é a sepsis. A detecdo e diagndstico precoce da sepsis
representam um desafio didrio no ambiente médico hospitalar devido a complexidade da doenca
e a falta de métodos especificos. Um dos metodos da detecdo da sepsis consiste na realizacdo
de analises aos niveis séricos de biomarcadores que mostram alteracdo na presenca de agentes
patogénicos. A procalcitonina (PCT) e a proteina C reativa (CRP) sdo os biomarcadores mais
utilizados para a detecdo da sepsis. Estes biomarcadores permitem uma resposta rapida
contribuindo positivamente para o diagnostico precoce desta doenca.

Neste trabalho, realizou-se um estudo dos doentes com idade superior a 65 anos
internados na UCIP com infegdo bacteriana, nos anos 2016 e 2017, que efetuaram analises aos
niveis séricos da PCT e CRP.

O objetivo principal deste trabalho foi verificar o nivel de concordancia na utilizacdo dos
biomarcadores, PCT e CRP, para o diagnostico da sepsis através de um estudo pormenorizado
dos dados dos doentes que deram entrada no CHTMAD. Verificou-se que apesar de CRP ter
sido descoberta e utilizada no ambito hospitalar antes da PCT, este biomarcador ndo apresenta
especificidade suficiente para a detecdo da sepsis. Em contrapartida, tem uma sensibilidade
consideravel na presenca de agentes patogénicos no organismo. A PCT manifesta uma
especificidade superior €, por isso, € o biomarcador mais utilizado para diagndstico da sepsis,
apesar de mais dispendioso.

Como complemento a este trabalho foi também calculado o intervalo de cut-off pratico e
o indice de concordancia de utilizacdo simultdnea dos biomarcadores, PCT e CRP, para 0
diagndstico da sepsis, definido como indice kappa (IK). O intervalo de cut-off pratico foi
concordante com o intervalo dado pela ROCHE®, para 0 ano de 2016 e 2017. Desta forma,
verificou-se que existe coeréncia entre 0 método considerado e o obtido na préatica laboratorial.
Apos a realizagdo do célculo do IK, o grau de concordancia foi classificado como “Muito Bom”,

valorizando a utilizagdo da PCT e CRP em simulténeo para a detecdo da sepsis.

Palavras chave: sepsis, procalcitonina, proteina C reativa, intervalo de cut-off pratico, indice
kappa.
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Abstract

The Advances promoted by scientific research haveM coming to solve Or to improve the
response to various Problems related to public health.

One of the most serious pathologies in the world, responsible the occurrence of high
mortality in the affected patients is sepsis. Early detection and diagnosis of sepsis represent a
daily challenge in the hospital medical environment due to the complexity of the disease and
the lack of specific methods. One of the methods of the detection of sepsis is to perform analyses
on the serum levels of biomarkers that show alterations in the presence of pathogenic agents.
Procalcitonin (PCT) and C-reactive protein (CRP) are the most widely used biomarkers for the
detection of sepsis. These biomarkers allow a rapid response contributing positively to the early
diagnosis of this disease.

In this work, we conducted a study of patients older than 65 years hospitalized in the
UCIP with bacterial infection in the years 2016 and 2017, who performed analyses at the serum
levels of PCT and CRP.

The main objective of this work was to verify the level of agreement in the use of
biomarkers, PCT and CRP, for the diagnosis of sepsis Through a detailed study of the data of
patients who entered the Chtmad. It was found that although CRP was discovered and used in
the hospital context before PCT, this biomarker does not present sufficient specificity for the
detection of sepsis. On the other hand, it has considerable sensitivity in the presence of
pathogenic agents in the body. PCT manifests a higher specificity and, therefore, is the most
widely used biomarker for diagnosis of sepsis, although it is more costly.

As a complement to this work, we also calculated the interval of cut-off and the
concordance rate of simultaneous use of biomarkers, PCT and CRP, for the diagnosis of sepsis,
defined as Kappa Index (IK). The range of cut-off Agreement was consistent with the interval
given by ROCHE®, for the year 2016 and 2017. Thus, it was verified that there is coherence
between the method considered and that obtained in laboratory practice. After the performance
of the IK calculation, the degree of agreement was classified as "very good"”, The use of PCT

and CRP simultaneously for the detection of sepsis.

Keywords: sepsis, procalcitonina, C-reactive protein, Range of cut-off Practical, kappa Index.
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Capitulo 1 | Revisdo Bibliogréfica

1. Revisdo bibliografica
1.1. Enquadramento tematico

Segundo a literatura, a sepsis continua a ser uma das principais causas de morte em todo
o mundo (Kim et al., 2017; Suarez-Santamaria et al., 2010). A percentagem de mortes causadas
por esta doenca, chega a ultrapassar a soma das percentagens de morte por cancro do pulméo e
da mama (Becker et al., 2010). Nos hospitais, a unidade de cuidados intensivos (UCI),
corresponde a unidade com mais frequéncia destes casos (Heredia-Rodriguez et al., 2017;
Zhang et al., 2017b). A sepsis representa um tema da atualidade muito relevante para a
investigacdo cientifica, uma vez que existem muitas dificuldades para a sua detecdo e para a
implementacdo do seu tratamento (Uusitalo-Seppald et al., 2011).

Em condicdes de sepsis, ha uma estimulacdo continua de mediadores anti-inflamatorios
nomeadamente citocinas, provocada pelos antigénios, que promovem a resposta imune no
hospedeiro (Vijayan et al., 2017). Um diagndstico rapido e assertivo de uma septicémia é
crucial, quando estd em causa a sobrevivéncia dos doentes e um bom progndstico (Gongalves
et al., 2015; Suarez-Santamaria et al., 2010; Zhang et al., 2017a).

1.1. Infecéo bacteriana

Uma infegdo bacteriana consiste na interacdo de microrganismos e o sistema imunitario
(SI) humano, inato e adquirido, promovendo a sintese de mediadores de resposta no organismo
(Rios-Toro et al., 2017). Esta resposta pode ser controlada, ou fatal se a resposta do hospedeiro
a infecdo for desregulada (Pontrelli et al., 2017).

O nosso organismo é frequentemente exposto a agentes patogénicos presentes no meio
ambiente aos quais ja esta adaptado, e produz anticorpos para os eliminar eficazmente,
manifestando resisténcia a estes agentes oportunistas (Vijayan et al., 2017). Os agentes
patogénicos mais comuns em individuos geneticamente predispostos interagem com o Sl
promovendo uma resposta excessiva e a libertacdo de mediadores celulares (Suarez-Santamaria
etal., 2010). Este fenémeno promove o desenvolvimento de uma reacéo no hospedeiro podendo
dar origem a uma infecdo localizada e\ou generalizada. A infe¢do generalizada (septicémia)
caracteriza-se pela replicacdo ativa e descontrolada de bactérias na corrente sanguinea,
espalhando-se pelo organismo. Geralmente provém de uma fonte especifica (infecdo
localizada) podendo ter origem em rituais diarios e frequentes nos hospitais, como por exemplo

na introducdo dos cateteres (Soreng et al., 2011).
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A gravidade da infecdo esta correlacionada com a taxa de mortalidade e a sua origem,
podendo ser adquirida na comunidade, nos hospitais ou outros estabelecimentos de salde
(Vijayan et al., 2017).

1.2.Septicémia

Ao longo de muitos anos, a sepsis era caraterizada por uma resposta inflamatéria a
infecdo, da qual resultava uma lesao e disfuncdo dos 6rgaos (Soreng et al., 2011). Contudo o
processo demonstrou ndo ser téo linear quanto esta definicdo. Mais tarde, a sepsis foi definida
como uma desordem heterogénea e dindmica resultante de desequilibrios nos eventos
inflamatorios do organismo (Chaudhry et al., 2013). Os eventos inflamatdrios (resposta
inflamatdria) surgem quando o organismo € invadido por agentes patogénicos e desenvolve
mecanismos de neutralizacdo que promovem a ativacdo de varios mecanismos em células
imunes com capacidade de produzir proteinas inflamatorias (Vijayan et al., 2017). Em grande
parte dos casos, a resposta inflamatdria sistémica exagerada provoca um aumento da
mortalidade, a curto/longo prazo (Bode-Jéanisch et al., 2013; Heredia-Rodriguez et al., 2017,
Suarez-Santamaria et al., 2010).

Em termos clinicos, a sepsis é detetada pelo aumento da concentracgdo sérica de citocinas
pré-inflamatorias, que pode ser provocado pela interacdo de bactérias, parasitas da malaria e,
excecionalmente, por virus e fungos, com o Sl (Becker et al., 2010; Chaudhry et al., 2013). As
bactérias sdo a causa mais comum da sepsis, representando cerca de 80% dos casos.
Nomeadamente as bactérias Gram-positivas representam mais de 50 % das causas da sepsis
(Soreng et al., 2011). Este acontecimento é explicado, pelo facto de os niveis séricos de PCT
aumentarem com a presenca dos lipopolissacarideos e citocinas que surgem na corrente
sanguinea na presenca da sepsis. O tipo de bactérias (Gram-positivo ou Gram-negativo) pode
ser identificado precocemente, através da manifestacdo de determinados sintomas de infecao
na corrente sanguinea e pela realizagdo de hemoculturas (Vurgun et al., 2017).

A sepsis em grande parte dos casos tem origem infeciosa, mas também pode ter origem
ndo infeciosa, como no caso de distirbios auto-imunes, pancreatites, vasculites,
tromboembolismos, queimaduras, procedimentos cirdrgicos, golpes de calor, doengas
neoplasicas e sindromes de angustia respiratoria (Becker et al., 2010; Pontrelli et al., 2017;
Soreng et al., 2011). No caso da origem néo infeciosa € fundamental a identificacao da possivel
fonte de infecdo através da situagdo atual do doente e dos seus antecedentes. As alteragdes

fisiopatoldgicas que se manifestam no hospedeiro em resposta a sepsis, sdo0 nomeadamente:
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febre, hipotermia, taquipneia, taquicardia, leucocitose e leucopenia (tabela 1). Para além disso,
da sepsis pode resultar complicacOes a curto prazo com elevada gravidade como por exemplo,
a hipotensdo, coma, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal e coagulacdo intravascular
(Becker et al., 2010; Heredia-Rodriguez et al., 2017; Rios-Toro et al., 2017). A coagulacéo
intravascular é o principal fator responsavel pela disfuncdo dos érgdos, pois impede o fluxo
sanguineo nos capilares com a micro-coagulacdo e origina situacfes de alto risco. Com o
avancar do estado da patologia, surge a exaustdo dos fatores que contribuem para a coagulagéo
e, consequentemente, aumentam as hemorragias locais. Este fendmeno vai contribuir para uma
complexa interacdo entre o sistema de coagulacdo e as células, levando a uma perfuséo tecidular

insuficiente e a hipoxia nos tecidos, promovendo a disfuncao dos 6rgdos (Soreng et al., 2011).

Tabela 1- Sintomas fisiopatol6gicos mais frequentes associados a sepsis e consequentemente & SIRS
(Carrol et al., 2002; Sun et al., 2017).

Sintomas
.. L Valores
fisiopatologicos
Temperatura 7
C) >36°C
Batimentos

cardiacos (min) >90

Batimentos

resplra}torlos 520
(min)

Leucocitos

(cel/mm3) >12000

Uma vez que estes sintomas fisiopatoldgicos (tabela 1) podem estar associados a outras
patologias, deve ser realizada uma analise pormenorizada do estado clinico do doente. Apesar
de ndo haver um tratamento especifico para sepsis, esta deve ser diagnosticada em tempo (til
para assim se realizar uma terapia adequada (Faix et al., 2013).

Em casos mais avancados de doentes imunodeprimidos, como as criangas, idosos, doentes
com outras patologias ou em casos ndo diagnosticados, a morte é 0 que acontece
frequentemente, por ndo terem defesas suficientes para resistir a complexa interagdo com o Sl
(Becker et al., 2010; Kim et al., 2017).

Durante a sepsis com a presenca das bactérias (sepsis bacteriana) no organismo, ocorre

de imediato ativacdo de monadcitos, macrdfagos, linfocitos, fibroblastos e células endoteliais
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que produzem e secretam as citocinas pro-inflamatdrias na corrente sanguinea, atravessando as
barreiras respiratérias do intestino e do epitélio urogenital. Além da origem bacteriana, a sepsis
pode também ser proveniente de padrdes moleculares associados a danos, como por exemplo a

libertacdo de fatores de células mortas (Becker et al., 2010; Vijayan et al., 2017).

1.2.1. SIRS
Segundo Becker et al. (2010), um doente que apresente mais do que dois sintomas
clinicos presentes na sepsis, possui uma sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SIRS). A
SIRS, trata-se de uma infecdo sistémica associada a disfuncdo e falha dos 6rgdos, cujo
tratamento médico é crucial para o doente atingir a homeostase (Soreng et al., 2011; Suwen et
al., 2013). Esta patologia tem associadas outras doencas, devido ao seu agravamento,
nomeadamente o choque séptico, que estd associado a hipotensdo, a hipoperfusao, acidose

lactica, oliguria e alteracdo aguda do estado mental do doente (Carrol et al., 2002).

1.2.2. Choque séptico
O choque septico é caracterizado como sepsis grave e manifesta pelo menos dois sintomas
presentes no SIRS (Chaudhry et al., 2013). Trata-se de um termo com uma definicdo menos
precisa, podendo dividir-se em dois tipos:
e Choque séptico precoce: surge em resposta a fluidos intravenosos e\ou
intervencOes farmacoldgicas;
e Choque septico refratario: tem duracdo de apenas uma hora no organismo,
mesmo com a administracao de fluidos intravenosos e intervencao farmacoldgica
(Carrol et al., 2002).

1.3. Marcadores Bioquimicos

Ao longo dos anos, as equipas médicas verificaram que sdo necessarias ferramentas de
auxilio ao diagndstico, mais diretas e rapidas que a manifestacdo de sintomas fisiopatoldgicos
pela parte do doente. Uma das ferramentas mais utilizadas é a determinacéo dos biomarcadores
na corrente sanguinea através da sua concentracdo serica (Riedel, 2012). Nos ultimos anos,
foram estudados cerca de 178 biomarcadores, nomeadamente a PCT e CRP, sendo estes
mencionados como 0s Mais acessiveis e econdmicos comparativamente com 0s restantes, em
mais de 3 370 artigos (Tachyla et al., 2017).
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Os biomarcadores podem ser moléculas, células especificas, genes, hormonas ou enzimas
presentes no organismo. Sao substdncias que surgem na corrente sanguinea em situacoes
normais, situacdes patoldgicas do organismo ou em resposta a um agente farmacoldgico
(Kinderheilkd, 2017; Riedel, 2012). Sao determinados experimentalmente com o objetivo de
diagnosticar doengas e de permitir verificar a gravidade ou sua progressdo, prever um
prognostico e, assim, delinear o tratamento mais apropriado com efeitos secundarios reduzidos
(Kinderheilkd, 2017; ROCHE.pt- site).

Um marcador bioldgico tem como propdsito ser objetivo, sensivel, preciso, reprodutivel
e mensuravel em condi¢6es fisioldgicas ou patoldgicas ndo manifestadas pelo doente, podendo
ser (til para o diagnostico (Kinderheilkd, 2017).

Ao utilizar determinado biomarcador no laboratério, onde é realizada a colheita da
amostra serd necessaria uma padronizagdo 6tima dos procedimentos pré-analiticos, bem como
da reprodutibilidade, precisao (Kinderheilkd, 2017; Vijayan et al., 2017).

Estes podem ser mensurados através dos fluidos corporais extraidos do doente, como por
exemplo, o soro e o plasma (dados pertencentes aos doentes em estudo).

Nenhum biomarcador pode ser utilizado isoladamente, isto €, deve ser sempre
considerado o uso simultaneo de dois ou mais biomarcadores. Desta forma, os biomarcadores
sdo Uteis para identificar os doentes que tem a necessidade de uma monitorizagdo mais
cuidadosa (Faix et al., 2013).

Existem varios biomarcadores para a detecdo da sepsis, 0s mais utilizados na medicina
sdo os marcadores bioquimicos, como a contagem de células brancas do sangue, as citocinas

pré-inflamatorias, a PCT, a CRP e a taxa de sedimentacao eritrocitaria (Suwen et al., 2013).

1.3.1. Citocinas pré-inflamatorias

Apbs o organismo ser invadido por agentes infeciosos (bactérias) desencadeia-se uma
resposta imunitaria verificando-se na corrente sanguinea um aumento excessivo das células
brancas, nomeadas de glébulos brancos ou leucécitos. Estas fazem parte do Sl e desempenham
uma funcdo importante na defesa do organismo. Sempre que o processo de infegdo ocorre, sdo
estimulados os leucocitos, nomeadamente as células T, células B e as células NK, assim como
0s subgrupos associados, nomeadamente 0os mondcitos e neutrofilos que desempenham um
papel fundamental na defesa do hospedeiro (Becker et al., 2010).

No desencadeamento da resposta, sdo libertadas citocinas que tém agdo de péptidos

sinalizadores (Becker et al., 2010). A produgdo de citocinas pelos recetores do citoplasma é
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estimulada pelo reconhecimento dos peptidoglicanos da bactéria ou pelos acidos nucleicos

(Faix et al., 2013). As citocinas sdo moléculas pequenas, com tempo de semivida curto,

produzidas nos macréfagos com capacidade de regular a resposta imune perante uma infecdo,

inflamacéo e casos de trauma. Existem dois tipos de citocinas: as citocinas pro-inflamatorias,

que ativam a inflamacdo sistémica e as citocinas anti-inflamatdrias, que inibem a inflamacéo e

contribuem para a recuperacao desta patologia (Chaudhry et al., 2013).

O Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a?), Interleucina-1p (IL-1p?) e Interleucina- 6 (IL-
6°) sdo citocinas pré-inflamatorias que medeiam a resposta inicial do Sl inato, a lesdes ou
infecdes. Quando os recetores ficam envolvidos pelos ligandos bacterianos, ocorre a
estimulagdo dos macrofagos para a sua producdo (Faix et al., 2013). Cada uma destas citocinas
tem func@es especificas:

o TNF-a — corresponde a parte intrinseca do processo pré-inflamatorio que influencia
células imunes podendo levar a morte celular (Becker et al., 2010). Tem um papel
importante na estimulacdo da reacdo da fase aguda na sepsis, pois ativa as células
endoteliais, atraindo para o local os leucdcitos polimorfonucleares circulantes (Faix et al.,
2013). Estes ao entrarem na corrente sanguinea vao provocar o aumento da temperatura
corporal (febre), entre outros sintomas sistémicos. Os seus niveis séricos aumentam
drasticamente em casos de septicémia, o que faz desta citocina a mais estudada por varios
investigadores cientificos. A desregulacdo desta citocina esta associada ao aparecimento
de variadas patologias tais como a depressao, doenca de Alzheimer e cancro (Chaudhry
etal., 2013);

o IL-1p — é processada proteoliticamente pela caspase-1. Tem propriedades pirogénicas
induzindo a febre, capacita os leucécitos de atravessarem o endotélio capilar aumentando
desta forma a sensibilidade para a dor e, para além disso, é citotdxica para varios tipos de
células (Becker et al.,, 2010). A IL-1p é uma mediadora importante da resposta
inflamatoria, estando envolvida em vérias atividades celulares inclusive proliferacao
celular, diferenciacdo e apoptose (Chaudhry et al., 2013);

o IL-6 — é sintetizada nos macrdfagos e nos monacitos. Tem a fungdo de estimular a sintese
da hormona adrenocorticotrofica (ACTH) contribuindo também para a diferenciacdo de

células B e para a ativacdo de células T citotoxicas (Becker et al., 2010). A IL-6 é

! Da terminologia inglesa: Tumor Necrosis Factor Alfa.
2 Da terminologia inglesa: Interleukin 6.
3 Da terminologia inglesa: Interleukin 1beta
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secretada por células T e macrdfagos para estimular a resposta imune em casos de trauma,
queimaduras e outros danos nos tecidos que, consequentemente, promovem a infecéo.
Funciona como citocina pro-inflamatdria e anti-inflamatoria. Para além disso, também
pode ser libertada em resposta a presenca de moléculas microbianas especificas
referenciadas como padrées moleculares dos agentes patogénicos (Chaudhry et al., 2013).
Também estimula a sintese e secre¢do de varias proteinas podendo contribuir para a
diminuic&o do seu catabolismo (Becker et al., 2010; Rios-Toro et al., 2017). E utilizada
em diagndsticos de doencas como o cancro, doencas cardiovasculares, doencgas auto-
imunes e na sepsis (Chaudhry et al., 2013). No caso da sepsis, esta interleucina é
fundamental, pois promove a producao dos fatores de fase aguda no figado, inclusive a
CRP, estimulando alteracdo na producéo de células na medula éssea e a producao de
leucdcitos polimorfonucleares circulantes (Faix et al., 2013). A IL-6 tem sido distinguida
comparativamente as outras citocinas, devido ao facto de ser menos afetada pelos

aumentos fisioldgicos e maturacdo hepatica na fase neonatal (Prieto et al., 2010).

As citocinas pré-inflamatorias, assim como todos os fatores de resposta inflamatoria,
desempenham uma fungéo elementar no organismo, podendo-se assim prevenir a morte com a
sinalizacdo prévia da sepsis (Becker et al., 2010). Segundo Faix et al., (2010), o0 TNF- a, IL-1
e IL-6 sdo citocinas que ndo sendo especificas para a sepsis, ttm um papel importante como

biomarcador no progndstico do doente devido a correlacdo positiva com a gravidade da doenca.

1.3.2. Proteina C reativa

Na década de 1930, foi identificada a CRP como uma proteina plasmaética de fase aguda,
ndo glicosilada, produzida no figado por hepatocitos (Gao L. et al., 2017). E, por este motivo,
em meados de 1980, foi um dos biomarcadores mais utilizados na identificacdo de inflamacéo
e diagnostico da sepsis (Riedel, 2012). Tem como principal objetivo combater os antigénios
invasores, sendo a IL-6 a citocina responsavel pelo estimulo da sua producéo e libertacdo (Lyu
et al., 2013; Rios-Toro et al., 2017).

Esta proteina (figura 1) com peso molecular de aproximadamente 105 kDa, possui 5
cadeias polipeptidicas idénticas e altamente resistentes a protedlise. As subunidades estdo
unidas por ligacbes covalentes e a sua estrutura quaternaria revela que estdo dispostas
simetricamente em volta do centro, formando um anel com as cinco sub-unidades (Gao et al.,
2017a; Rios-Toro et al., 2017).

Pagina | 7



Capitulo 1 | Revisdo Bibliogréfica

Figura 1- Estrutura tridimensional da CRP.

(Adaptado: www.wikilingue.com)

A proteina C reativa, quando se encontra na forma de complexo, € reconhecida pela fragao
de complemento C1q ativando assim a via de complemento classica. Este complexo é composto
pela proteina agregada a células danificadas, fragmentos de apoptose e componentes
bacterianos, fngicos e parasitarios. O que confere uma resposta precoce aos sintomas clinicos,
nomeadamente a febre (Gao et al., 2017a; Rios-Toro et al., 2017).

E uma proteina com tempo de semi-vida curto, cerca de 19 horas (May et al., 2007).

O intervalo de referéncia para a quantificagdo da CRP fornecido pela ROCHE® é <5
mg/L, para adultos. Ou seja, o valor obtido nas analises efetuadas aos niveis séricos da CRP
deve estar compreendido entre 0,3-350 mg/L, intervalo este definido pelo limite de detecdo e
pelo limite maximo de concentracdo de CRP detetada na corrente sanguinea (cut-off tedrico).
Comparando estes valores com a literatura, verifica-se alguma similaridade entre os valores de

CRP considerados por outros centros de investigacao (tabela 2).

Pagina | 8


http://www.wikilingue.com/

Capitulo 1 | Revisdo Bibliogréfica

Tabela 2- Intervalos de concentracao sérica de CRP em situa¢@es normais no ser humano, presentes na

literatura.
Concentracao
Literatura sérica da
CRP
(Heredia-
Rodriguez  50-100 mg/L
et al.,
2017)
(May et >10 mg/L
al., 2007)
(Uusitalo-
Seppald et 0.2-580 mg/L
al.,2011)
(Slade et 3-100 mg/L
al., 2000)

Com o estimulo da producdo da CRP, em resposta a uma infecdo de fase aguda, a sua

concentracdo sérica aumenta rapidamente. Este fendmeno ocorre no prazo de 6 a 12 horas, e 0

pico maximo é atingido em 48-72h (Wu et al., 2017). Quando os niveis de CRP se encontram

acima de 100 mg/L representam valores associados a estimulos graves, como traumatismos,

infecOes graves e a sepsis. A resposta da CRP podera ser mais significativa em casos de doentes

com patologias do foro hepatolégico (ROCHE, BRAHMS.CRP). Como a CRP tem uma semi-

vida curta, responde de imediato a diminuicdo do processo inflamatério, com a diminuicédo da

sua concentragao serica.

Este biomarcador € utilizado por muitos servicos de salde para diagndstico clinico em
varias situacdes, nomeadamente (ROCHE, BRAHMS.CRP):

Detetar processos inflamatérios sistémicos;

Avaliar o tratamento de infecGes bacterianas com antibi6ticos;

Detetar infe¢des intra-uterinas;

Diferenciar a forma ativa e inativa de doencgas com infe¢fes concomitantes;
Monitorizar terapeuticamente doencas reumaticas;

Determinar a presenca de complicacdes pds-operatdrias numa fase inicial;

Distinguir entre infecdo e rejeicdo do transplante de medula dssea.

Assim, a quantificacdo da concentracdo sérica da CRP fornece informagdes muito Uteis

para avaliar o grau de gravidade da sepsis. Segundo 9aixe t al., (2013), a quantificacdo dos

niveis séricos da CRP, indica a presenca/auséncia de doencas inflamatdrias e/ou infeciosas

significativas. Quando os valores elevados persistem, normalmente refletem a presenca de
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infecdo ndo controlada (ROCHE, BRAHMS.CRP). Surge na corrente sanguinea, em casos de
inflamacdo pds-operatdria (Heredia-Rodriguez et al., 2017) como por exemplo, em casos de
cancro e em cirurgias de excertos da medula dssea (Lyu et al., 2013). Este biomarcador €
altamente referenciado pela sua elevada sensibilidade na fase aguda, uma vez que as
concentracOes séricas estdo proporcionalmente correlacionadas com a inflamacéo sistémica
(Lyu et al., 2013; Rios-Toro et al., 2017).

Tendo em conta que este biomarcador é dos mais utilizados na area da patologia clinica,
tém de ser consideradas as suas vantagens, nomeadamente o facto de a sua determinacao ser
um processo facil e de custo reduzido. Para além disso, contribui para o diagnostico, controlo
terapéutico e acompanha a evolucdo de diversas patologias, uma vez que se trata de um
indicador precoce e sensivel de processos inflamatorios e infeciosos (Gao et al., 2017; Slade et
al., 2000). E também Util para a detecdo da sepsis neonatal, durante as primeiras 24 horas de
vida, uma vez que possui uma elevada sensibilidade neste cenario (10aixe t al., 2013).

Ap0s a descoberta de outros biomarcadores, verificou-se que a CRP, para além de uma
reduzida especificidade para a sepsis, ndo tem a capacidade de distingdo da resposta
inflamatdria bacteriana ou ndo bacteriana, sendo, portanto, uma grande limitacdo na sua
utilizagdo, passando-se a dar mais importancia a outros biomarcadores, tal como a PCT (Gao
et al., 2017; Riedel, 2012).

1.3.3. Procalcitonina

Desde o ano de 1990, investigadores cientificos ao realizar estudos em doentes com
infecdo bacteriana detetaram niveis elevados de PCT na corrente sanguinea. Desde entdo, foi
considerado um potencial biomarcador da sepsis. Em 2003, foi relevante mencionar na
definicdo da sepsis, 0 aumento dos niveis séricos de PCT, o que demonstra ser um biomarcador
recente na comunidade cientifica (10aixe t al., 2013).

A PCT é uma glicoproteina precursora da calcitonina constituida por uma sequéncia de
116 residuos de aminoacidos (Becker et al., 2010; Zhang et al., 2017%) e com peso molecular
de aproximadamente 13 kDa (Suwen et al., 2013). Através da hidrolise, catalisada por uma
dipeptidil peptidase, ocorre a remog¢édo de um dipéptido no terminal -amino, resultando numa
sequéncia de 114 residuos de aminoacidos (ROCHE, BRAHMS.PCT). Depois de ocorrer a
traducdo (MRNA), a cadeia polipeptidica da PCT pode ser fragmentada em trés polipéptidos
com menor dimensdo originando: a aminoprocalcitonina (N- terminal) que apresenta 57

aminoéacidos, a calcitonina imatura na regido central que ird originar calcitonina madura com
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32 amino&cidos e um carboxipéptido com 21 aminoacidos (catacalcina), como se pode
visualizar na figura 2 (Becker et al., 2010).

Figura 2- Representacdo da estrutura primaria da PCT com os locais de fragmentacdo em polipéptidos.

(Adaptado: www.wikilingue)

A calcitonina é produzida através do gene CALC-1, que se encontra no cromossoma 11
do cariétipo humano. E uma hormona que esta envolvida na regulacdo metabélica do célcio e
do fosfato (Soreng et al., 2011). Os polipéptidos percursores de calcitonina, inclusive as duas
formas da PCT (catacalcina e N- procalcitonina) podem ser encontrados no soro dos doentes
(Christ-Crain et al., 2005).

A procalcitonina é produzida principalmente nas células neuroenddcrinas, mais
precisamente nas células C da tirdide, células endrécrinas pulmonares, macrofagos e pancreas,
e processada/ armazenada no complexo de golgi antes da sua secrecao regulada (Becker et al.,
2010; Bode-Janisch et al., 2013; Christ-Crain et al., 2005; Soreng et al., 2011). Durante o
periodo da infecdo sistémica (sepsis), expressdo génica do gene CALC-l é regulada
positivamente e secretada por todos os tecidos e tipos de células (Riedel et al., 2012).

Em condi¢Bes normais, a PCT encontra-se na corrente sanguinea em concentraces
reduzidas (0,046 ng/mL) (Becker et al., 2010; Christ-Crain et al., 2005). O valor obtido nas
analises efetuadas aos niveis séricos da CRP deve estar compreendido entre 0,02-100 ng/mL
definido pelo limite de detecdo e pelo limite méximo de concentracdo de PCT detetada na
corrente sanguinea (cut-off tedrico). Este valor estd de acordo com o descrito na literatura
(tabela 3).
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Tabela 3- Intervalos de concentracdo sérica de PCT em situagdes normais no ser humano, presentes na
literatura.

Literatura Concentracao

sérica da
PCT
(Sorenget  <0.02 ng/ mi
al., 2011)
(Riedel et 0.033 ng/ml
al., 2012)
(Carrol et <0.1 ng/ml
al., 2002)
(Vijayanet  0.05 ng/ml
al., 2017)
(Uusitalo- 0.02-165.16
Seppala ng/ml
et
al.,2011)

No ambiente hospitalar, os niveis séricos da PCT devem ser considerados da seguinte
forma:
e Quando < 0,5 ng/mL representam baixo risco de sepsis grave e/ou choque séptico
(Suwen et al., 2013);
e Quando > 2,0 ng/mL representam elevado risco de sepsis grave e /ou choque

séptico.

O aumento da producdo e libertacdo de PCT na corrente sanguinea é estimulado em
resposta a infecdes sistémicas de origem bacteriana, 0 mesmo ndo se verifica no caso de
infecdes bacterianas localizadas, infecdes virais, infecdes fungicas, desordens auto-imunes e
reacOes alérgicas (Bode-Janich et al., 2013).

Segundo estudos realizados por Becker et al., (2010), ao administrar endotoxinas em
voluntarios com o objetivo de padronizar os efeitos do aumento das citocinas pro-inflamatdrias,
a PCT na corrente sanguinea surge apds 3-4 horas atingindo o pico maximo de concentracdo
em 24 horas. Os niveis seéricos da PCT diminuem em simultaneo com a diminuicdo da gravidade
da infecdo bacteriana, ndo sendo, portanto, um efeito imediato (Suwen et al., 2013). Quando a
diminuicdo da concentracdo sérica da PCT se verifica no intervalo de 48 horas apds o

tratamento, € considerado um resultado clinico favoravel (Matwiyoff et al., 2012). Pode-se
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afirmar que a PCT é um biomarcador sensivel e especifico para a detegdo da sepsis (Suwen et
al., 2013), manifestando-se com o aumento imediato dos niveis séricos da PCT na fase aguda
(Zhang et al., 2017a).

A PCT, ndo s0 apresenta um forte potencial como biomarcador de infe¢do, como também
tem um papel importante na orientacdo da duracdo da terapia antibidtica (Matwiyoff et al.,
2012). Segundo Vijayan et al., (2017), com a utilizagdo deste biomarcador para diagnostico, foi
possivel obter uma diminuicgéo drastica do tempo de internamento hospitalar dos doentes, assim
como o nimero de hemoculturas realizadas.

Para além da sepsis, existem outras causas para 0 aumento da concentragdo sérica da PCT,
nomeadamente: a submissdo do doente a uma cirurgia, transplantacdo de 6rgdos, trauma e
gueimaduras. Em ambiente hospitalar, se os valores de PCT forem superiores a 10 ng/mL,
sugere a presenca da sepsis e, desta forma, é possivel diferenciar a sepsis das situacdes
anteriormente descritas (Bode-Jénich et al., 2013).

A utilizacdo da PCT na detecdo da sepsis mostrou ter indmeras vantagens,
nomeadamente a sua detecdo precoce e o auxilio no diagnostico e progndstico desta doenca. A
PCT é atualmente o biomarcador mais utilizado nesta situacdo, comparativamente a outros
biomarcadores. E uma ferramenta fundamental para a terapia antibidtica, promovendo uma
reducdo significativa da prescricdo desnecessaria de antibidticos (Vijayan et al., 2017).
Segundo Woodhead et al., (2005), a PCT é dos biomarcadores com mais utilidade na avaliacao
de progndstico de processos inflamatdrios com etiologia bacteriana e ndo bacteriana.

Relativamente a quantificacdo dos niveis séricos da PCT, € necessaria a utiliza¢do de
solucBes de calibragdo e controlos de qualidade especificos e exclusivos, o que faz com que
seja um processo mais dispendioso (May et al., 2007). Em casos de sepsis prolongada, a
influéncia da PCT no progndstico nao sera muito relevante, uma vez que ndo responde de
imediato a aplicacdo da terapia antibidtica (Yu et al., 2017). Segundo estudos realizados por
Lisboa et al., (2018), em casos mais especificos como de pneumonia, a PCT tem demonstrado
que ndo é o marcador ideal, uma vez que apresenta elevada taxa de falsos negativos. Assim
como, em casos de lesdo renal e transplantados em que os niveis séricos da PCT sdo alterados,

podendo interferir no diagnostico.
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1.4.0bjetivos

Tendo em consideracdo a importancia da PCT e da CRP como biomarcadores para

diagnosticar a sepsis, torna-se relevante tomar conhecimento das particularidades destes

marcadores bioquimicos e a sua utilidade na area da medicina hospitalar. Assim, este projeto

de investigacdo tem como objetivo:

Realizar um estudo generalizado acerca dos doentes que efetuaram anélises a PCT
e CRP, considerando diferentes faixas etarias, unidades de servico e diagndsticos
associados, de modo a se ter percecdo das situagfes em que estas analises sdo
prescritas para além da sepsis;

Realizar um estudo especifico acerca dos niveis séricos de PCT e CRP em doentes
internados na UCIP do CHTMAD, com idade superior a 65 anos diagnosticados
com infecdo bacteriana, no ano de 2016 e 2017,

Comparar o intervalo de cut-off dos biomarcadores, PTC e CRP, fornecido pelo
fornecedor (ROCHE®), com o obtido no estudo em doentes internados na UCIP
do CHTMAD, com idade superior a 65 anos diagnosticados com infecéo
bacteriana, no ano de 2016 e 2017;

Calcular o indice K para avaliar o nivel de concordancia do uso simultaneo dos

biomarcadores, PTC e CRP, no diagndstico da sepsis.
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2. Materiais e Métodos
2.1.Amostragem
Para o desenvolvimento deste trabalho foi necessaria a aprovacdo da comissdo de ética
do CHTMAD, a qual foi aceite.
A amostragem deste estudo compreende os doentes que deram entrada nas varias
unidades de internamento e no servico de urgénciado CHTMAD, nos anos 2016 e 2017. Foram

consideradas trés faixas etarias dos doentes em estudo: 0-18; 19-65 e mais de 65 anos.
2.2.VVariaveis estudadas

A recolha dos dados para este estudo foi efetuada através do programa informatico

utilizado pelo CHTMAD. As variaveis em estudo sdo:

> ldade;

> Sexo;

» Unidade de servico;

» Resultado das anélises dos biomarcadores, PTC e CRP (um episodio por
doente);

» Agente infecioso;

» Diagndstico;

> Prognéstico (“favoravel” / “ndo favoravel™);

» Estado final (alta hospitalar / morte).

2.3. Determinagdo por COBAS 6000°

Os aparelhos disponiveis no laboratorio de patologia clinica do CHTMAD para a
realizacdo das analises bioquimicas, foram fornecidos pela empresa ROCHE® assim como
todos as solucdes. Existem trés aparelhos para a realizacao das analises bioquimicas: 0 COBAS
6000®, COBAS MODULAR® e 0 COBAS INTEGRA 400®. A quantificagdo da PCT e da CRP,
foram efetuadas em simultaneo no analisador COBAS 6000°.

O aparelho COBAS 6000® ¢ constituido por trés médulos: o ISE, o médulo C501 e o
modulo E601 (figura 3). Os mddulos sdo controlados por software, que permitem a realizacao
analises bioquimicas e imunoensaios. Efetua determinagdes qualitativas e quantitativas in vitro

usando testes especificos e gerais para a analise, 24 horas por dia. No hospital € utilizado como
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amostra o soro, plasma, urina e liquido cefalorraquidiano (LCR), para a quantificacdo dos
parametros.
O COBAS 6000® ¢:
e Automatizado;
e Modular;

e Computadorizado.

Figura 3- Aparelho COBAS 6000°.

(Adaptado: ROCHE Diagnostics Lda.)

O Mddulo ISE realiza testes seletivos para iGes, com um método eletrénico inserido para
analisar amostras com sodio, potassio e cloro. Este médulo tem a capacidade de realizar 900
testes por hora.

O Mdébdulo C501 realiza analises potenciométricas e fotométricas. Este modulo €
destinado a realizacdo de 800 testes in vitro de analises da quimica geral, inclusive a CRP. A
quantificacdo dos pardmetros procede-se através do ensaio imunoturbidimétrico e a detecdo
pelo fotometro.

O Moédulo E601 esta destinado a quantificacdo de marcadores cardiacos, hormonas,
inclusive a PCT. E um sistema de imunoensaios multi-teste para a detecdo de anticorpos
especificos, com capacidade de realizar 170 testes por hora. A quantificacdo dos parametros

efetua-se atraves da técnica sandwich e a detecdo por eletroquimioluminescéncia.
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2.3.1. Solugdes de calibracédo e de controlo de qualidade
2.3.1.1. Constituintes
Solucéo de calibragdo
Para a calibracdo da CPR foi utilizado a solu¢do C.f.a.s. Proteins (Calibrator for
automated systems) no estado liquido, constituido por soro humano especifico para proteinas
com concentracdes ajustadas de forma a garantir uma calibracdo 6tima dos métodos de
quantificacdo disponiveis nos aparelhos sugeridos pela ROCHE®. Esta solugéo de calibracéo

contém componentes reativos e ndo reativos, descritos na tabela seguinte (tabela 4).

Tabela 4- Constituintes da solucéo de calibracdo da CRP.

Componentes Analito Origem
Reativos Ferritina Humana
CRP Humana
ASLO Ovelha

Né&o reativo Conservantes -

Estabilizador = -

Depois de aberta, a solucdo C.f.a.s. Proteins tem durabilidade de 4 semanas, se colocada

a uma temperatura entre 2-8°C e desprovida de contaminacao bacteriana.

Para efetuar a calibracdo da PCT, utilizou-se a solu¢do PCT Call constituida por PCT
recombinante com uma concentracdo de 10 ng/mL numa matriz de soro humano com
conservante; e a solugcdo PCT Cal2 constituida por PCT recombinante com concentracao de 54

ng/mL numa matriz de soro humano e conservante.

Solucéo de controlo de qualidade

Para realizar o controlo de qualidade da CRP foram utilizadas duas solugdes com matriz
de soro humano, Autonorm Human Liquid L-1 (nivel 1: ndo patologico) e Autonorm Human
Liquid L-2 (nivel 2: patol6gico), ambas no estado liquido e tém de estar na cAmara frigorifica a

uma temperatura compreendida entre 2-8°C.
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Uma vez descongelados e abertos, as solu¢des de controlo de qualidade permanecem
estaveis durante 14 dias, se guardados bem fechados no recipiente original. Os recipientes
foram distribuidos por aliquotas e congelados em 30 minutos a uma temperatura < -20°C em
tubos com tampa de enroscar com vedacdo mantendo-se estaveis durante um més. Estas
solucBes devem ser descartadas apds cada utilizacdo. Para cada solucéo (nivel 1 e nivel 2), ndo
foram estabelecidos valores de referéncia, sendo estes valores estabelecidos pelo laboratorio de
patologia clinica do CHTMAD, com posterior validacdo da empresa (Bioportugal, Quimico,
Farmacéutico, Lda). Relativamente a composicdo especifica das solucdes de controlo de
qualidade, estas sdo reservadas ao meio profissional interno da empresa.

Foram utilizadas duas solucdes de controlos de qualidade para a PCT: a solugdo de nivel
1 (Low), corresponde ao nivel ndo patoldgico, e o controlo de nivel 2 (High), corresponde ao
nivel patolégico. A solucdo de nivel 1, PC PCT1 é composta por PCT recombinante com
concentracdo de 0,50 ng/mL, numa matriz de soro humano com conservante. Por sua vez, na
solucdo de nivel 2, PC PCT2 é composta por PCT recombinante com concentracao de 10 ng/
mL numa matriz de soro humano e conservante. Ambas as solu¢des devem ser reconstituidas
individualmente, pelo menos uma vez em 24 horas na rotina laboratorial. O valor obtido no
controlo de qualidade deve de estar proximo de 0,485 ng/ mL e estar compreendido no intervalo
definido por 0,485 £3 ng/mL.

2.3.1.2. Preparacéao

As solugbes de calibracio e controlo de qualidade sdo fornecidas pela ROCHE® em
estado liquido ou liofilizado. S&o armazenados a uma temperatura entre 2-8°C, podendo ser
utilizados/ reconstituidas até ao fim de prazo de validade indicado no lote.

No caso da PCT, quer a solucdo de calibracdo, quer as soluc¢des do controlo de qualidade
sdo especificos para este biomarcador. Ambas se encontram armazenados na arca refrigeradora
na forma de liofilizado. Para a CRP, a solu¢do de calibracdo j& se encontra no estado liquido
(pronta a ser utilizada) mas as solugdes de controlo de qualidade tém de ser reconstituidas.

Antes da utilizacdo de qualquer solucdo de calibracdo e de controlo de qualidade, o
namero de lote é inserido no programa informatico e devidamente instalado. No caso de a
solugéo ndo se encontrar pronta para utilizacao, entdo tera de ser reconstituida. O liofilizado é
hidratado com &gua destilada e desionizado e deixado a repousar durante 30 minutos. O volume
da 4gua utilizada para a reconstitui¢do do liofilizado das solu¢Bes depende da capacidade do

recipiente e do que é recomendado pelo fornecedor. Em cada utilizagdo deve de ser controlado
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o tempo (minimo duas horas) no analisador, para assim garantir a sua estabilidade a temperatura
ambiente.

Apbs a reconstituicdo das solugdes, sdo pipetados volumes equivalentes em aliquotas para
varios cups rotulados com codigos fornecidos pelo fornecedor (ROCHE®) e armazenados a

uma temperatura de -20°C. Como séo congelados, cada cup pode ser utilizado duas vezes

2.3.2.Calibracéo

A calibragdo é um processo que estabelece uma relacéo linear entre valores medidos e 0s
resultados obtidos pelo aparelho (ROCHE Diagnostics Lda).

E necessaria a repeticdo do processo de calibragio para a mesma solucdo quando: os
valores obtidos da solucdo de controlo de qualidade ndo estdo compreendidos no intervalo de
validacdo considerado; existem poucos testes disponiveis no rackpack do biomarcador; o
reagente for de um lote novo e quando o software o solicite. Na pratica laboratorial, quando o
namero de testes disponiveis no rakpack é consideravelmente reduzido, ndo se procede a uma
ultima calibracdo pelo facto do reagente ja se encontrar aberto e em utilizacdo a um longo
periodo de tempo promovendo instabilidade total na (ROCHE Diagnostics Lda).

Depois de realizada a calibracdo, esta é validada atraves do software com verificacOes
automaticas de validagdo. No caso de ser detetada uma condi¢do ou um resultado irregular
ocorre uma falha na calibragdo. Quando ocorre uma falha no processo de calibragéo, o aparelho
desperta um alarme de modo a sinalizar que é necessaria uma repeticdo. Esta falha pode ter

varias origens, nomeadamente:

e Introducdo de um reagente com um lote novo no analisador e ndo ter sido inserido
corretamente no sistema informatico;

e Reconstituicdo da solucdo de calibragdo mal executada;

e Desempenho diminuido das agulhas de pipetagem do aparelho;

e Troca de posicdes na rack indicada, antes de ser introduzida no analisador pelo
técnico (ROCHE®).

2.3.3.Controlo de qualidade
O controlo de qualidade tem como funcéo verificar e assegurar que as solugdes estao de
acordo com os padrdes de qualidade exigidos. Segundo a ROCHE® esta pratica deve ser diaria

e repetida em todas as mudancas de turno efetuadas no laboratério de patologia clinica do

Pagina | 21



Capitulo2 | Materiais e Métodos

CHTMAD. Este processo é validado através de cartas, designadas por cartas de controlo, que
correspondem a graficos relativos aos valores obtidos pela analise as solugdes de controlo de
qualidade de cada biomarcador, efetuadas e fornecidas automaticamente pelo software. Através
desses gréaficos é possivel verificar se os valores obtidos estdo dentro do intervalo aceite pelo
laboratério de patologia clinica do CHTMAD. Os valores obtidos sdo aceites se estiverem
compreendidos no intervalo de referéncia estabelecido pelo fornecedor (ROCHE®), sendo
aceites até + dois desvios padrdo do valor referéncia (intervalo de referéncia).

Se o valor permanecer fora do intervalo de referéncia, o controlo de qualidade devera ser
repetido, colocando-se a rack no aparelho novamente. Esta falha do processo de calibracéo,
pode ter varias origens:

e Solucdo de controlo expirado;

e Solucdo de controlo mal homogeneizado;
e Solucdo de controlo a terminar;

e Falha na linha das racks;

e Interferéncia de um magnete;

e Falha na pipetagem;

e Rackpack do reagente a acabar;

e Introducdo de Rackpack de reagente novo;

e Origem desconhecida.

Para solucionar estes inconvenientes, procede-se a repeticdo do controlo de qualidade, se

possivel com novos reagentes (ROCHE Diagnostics, Lda).

2.3.4.Preparacdo da amostra

A quantifica¢do da PCR e CRP foi determinada através de uma amostra de sangue, mais
especificamente através do soro ou do plasma. A colheita do sangue nos doentes do CHTMAD
foi realizada em espacos e temperaturas controladas. No momento da colheita os doentes
encontravam em jejum. Apos a colheita, a amostra foi entregue ao servico de patologia clinica
e integrada na plataforma informéatica CLINIDATA XXI, pertencente a empresa MAXDATA
que possui um registo historico de cada doente adquirido pelo CHTMAD.

O sangue foi colhido para diferentes tubos dependendo do seu destino. Para obter o soro,
o0 sangue foi colhido para um tubo com gel separador e para obter o plasma, um tubo com
heparina-litio. Apos a colheita a amostra foi deixada a repousar cerca de 10 minutos, para
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ocorrer a retracdo do coagulo. Seguidamente, foi centrifugada a 4500 rpm, durante 10 minutos.
E por fim, colocaram-se as amostras nas respetivas racks no analisador para se iniciar a analise.
Se, por algum motivo, a amostra ndo pudesse ser analisada no préprio dia da colheita, esta era
armazenada em camara fria (2-8°C). Relativamente a PCT e a CRP, como sdo considerados
parametros de urgéncia, eram quantificados ap0s a sua rececéo no laboratorio.

Fatores como a ictericia, hemolise, lipidémia e a biotina em quantidades excessivas,
podem corresponder a possiveis interferéncias na analise de qualquer parametro (inclusive a
PTC e CRP). Desta forma, devem-se ter alguns cuidados na recolha da amostra, como por
exemplo, ter em atencdo os doentes em tratamento de doses elevadas de biotina e colher o
sangue de forma cuidada.

2.3.5. Quantificacdo da Proteina C reativa
2.3.5.1. Constituicdo da rackpack
Para a quantificacdo da CRP € necesséria a adi¢do da rackpack correspondente a este
parametro (CRP) no analisador. Segundo as instrucdes do fabricante (ROCHE®), as solucdes
de trabalho da constituicdo do rackpack sdo: o R1, o tampdo TRIS (Tris(hidroximetil)-
aminometano) com albumina de soro bovino e conservantes e 0 R2, um conjunto de particulas
de latex revestidas com anticorpos anti-CRP de rato em tampao de glicina, imunoglobulinas de

rato e conservante.

2.3.5.2. Principio do método de quantificacdo de CRP

Os niveis séricos de CRP sdo mensurados no modulo C 601 no aparelho COBAS 6000°.

A determinacdo quantitativa in vitro da concentracao sérica de CRP na amostra realiza-
se através de um ensaio imunoturbidimétrico com intensificacdo da reacdo por particulas. O
processo inicia-se com a CRP da amostra a aglutinar-se com as particulas de latex revestidas
em anticorpos monoclonais anti-CRP. Posteriormente, o agregado é determinado
turbidimetricamente, ou seja, a quantificacdo é realizada através da turbidez da amostra
provocada pela agregacdo (imunoprecipitagéo) e medida por espectrofotometria, a 540 nm.

A reacdo de imunoprecipitacdo da-se quando um antigénio proteico solivel se combina
com um anticorpo do soro/plasma, formando-se um complexo antigénio-anticorpo insoltvel,
que corresponde ao precipitado (Okomura et al., 1990). Ao incidir o feixe de luz na solucdo
contendo particulas em suspensao, vai seguir-se uma dispersdo em todas as direcdes que ird ser

mensurada em qualquer angulo (Hanson, 1997). A técnica de imunoturbidimetria € um ensaio
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imunolégico baseado na reagdo de imunoprecipitacdo e na dispersdo de luz, com o objetivo de
quantificar os antigénios presentes no soro/plasma. Uma vez que existe uma relagdo
diretamente proporcional entre a absorvancia e a concentracéo sérica da CRP na amostra, 0
valor obtido da absorvancia é o parametro utilizado para calcular a concentracdo de CRP
(Friedman et al., 1997). E uma técnica muito utilizada em laboratorios devido as suas vantagens
de: precisdo, estabilidade, reprodutibilidade e de custo reduzido (P6voa, 2002). Segundo Gao
et al., (2017), nos ultimos anos a utilizacdo da técnica imunoturbidimétrica tem contribuido
para uma quantificacdo com maior sensibilidade e precisdo, mesmo em concentracdes séricas
reduzidas.

No entanto, existem situacdes em que a quantificacdo da CRP € limitada, como no caso
de detecdo de anticorpos em elevadas concentracfes na amostra (efeito pro-zona). Nestas
condic¢des ndo ocorrera a aglutinacdo, havendo a necessidade de se efetuar uma maior diluicdo

do soro/plasma (Young et al., 1972).

2.3.6. Quantificacdo da Procalcitonina
2.3.6.1. Constituicdo da rackpack

Para a quantificacdo da concentracdo sérica da PCT foi adicionada no analisador a
rackpack correspondente ao biomarcador. Segundo as instrugcdes do fabricante, o rackpack de
reagentes da PCT é constituido por: reagente M, composto por microparticulas revestidas de
estreptavidina (0,72 mg/mL) e conservante; reagente R1, composto por anticorpo monoclonal
biotinilado anti-PCT de rato (2,0 pg/mL), tampéao fosfato (95 mmol/L) a pH 7,5 e conservante,
e 0 reagente R2, composto por anticorpo monoclonal anti-PCT de rato, marcado com complexo
de ruténio (5,6 pg/mL) no mesmo tampao fosfato e conservante.

2.3.6.2.  Principio do método de quantificacdo da PCT

Os niveis séricos da PCT sdo quantificados através da técnica de sandwich. O
procedimento deste método tem duracdo de 18 minutos. O processo inicia com a primeira
incubacdo, em que o antigénio presente da amostra, o anticorpo monoclonal biotinilado
especifico de PCT e um anticorpo monoclonal especifico de PCT marcado com um complexo
de ruténio reagem entre si e formam um complexo sandwich. Seguidamente, ocorre a segunda
incubacéo, em que s&o adicionadas microparticulas revestidas de estreptavidina formando um
complexo. O complexo formado liga-se & fase sélida através da interagdo da biotina e da

estreptavidina. A solugdo resultante desta reacdo € aspirada para a célula de leitura, onde as
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microparticulas sdo fixadas magneticamente a superficie do elétrodo (figura 4). Os elementos
n&o ligados sdo removidos com a solucao Procell/Procell M. Por fim, ocorre a aplicagéo de uma
corrente elétrica ao elétrodo com emissdo quimioluminescente mensurada pelo

fotomultiplicador.

Microparticulas

revestidas de
streptavidina O

Anticorpo (4c) | Y =D +
monoclonal
biotinilado (PCT)

Atnostra com

PCT 0 =
{(antigénio, A g)

Y

Ac especifico de
PCT cf complexo
de ruténio

Fixacio
magnética do
complexo ao
elétrodo

@)
A,

Figura 4- Esquema ilustrativo das incubac@es realizadas no COBAS 6000® para a quantificacéo da PCT
(Adaptado: Zhou et al., 2018)

Esta técnica baseia-se na emissdo de eletroquimioluminescéncia na zona do visivel do
espetro produzida pelos estados excitados durante reagdes rapidas e exotérmicas com

transferéncia de eletrdes entre espécies altamente oxidantes e redutoras (Ludvik, 2011).
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Inicialmente ocorre uma reagdo de transformacdo de energia luminosa em energia quimica,
processo denominado quimioluminescéncia. Seguidamente, ocorre uma reacédo eletroquimica
com a passagem de energia quimica em energia elétrica, dando origem a radicais de ifes
extremamente reativos (Ludvik, 2011). A eletroquimioluminescéncia ¢ dos métodos mais
utilizados para a quantificagdo de varios pardmetros em niveis séricos, devido a elevada
preciséo, fiabilidade e facil execucéo. Para além disso, utiliza um volume reduzido de amostra
e oferece um intervalo de quantificacdo amplo. Em contrapartida, € um método dispendioso
(Schiettecatte et al., 2016).
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3. Resultados e Discussao

3.1. Anélise geral dos doentes
No presente trabalho, como ja foi referido foram analisados dados acerca de doentes que

deram entrada no CHTMAD, aos quais foram prescritas anélises da PCT e CRP para a detecao
de infecOes bacterianas.

A prioridade deste estudo foram os doentes diagnosticados com septicémia, SIRS e
choque séptico. Apds a entrada dos doentes no CHTMAD os que carecerem de internamento,
foram encaminhados para uma unidade de servi¢o interna. Ap6s a apreciacdo do estado do
doente foram prescritas analises adaptadas a cada situacdo, sendo que em caso de suspeita de
infecdo ou inflamacdo, a PCT e a CRP sdo solicitadas de imediato.

No ano de 2016, deram entrada no CHTMAD 1035 doentes foram prescritos com analises
da PCT e CRP para a detecdo de infecdes bacterianas, dos quais 181 (17,4%) pertencem a faixa
etaria dos 0-18 anos, 345 (33,3%) dos 19-65 anos e 510 (49,3%) correspondem aos doentes

com mais de 65 anos (figura 5).

Ano 2016

45
40
35
30
25
20
15
10

% DOENTES

0-18 19-64 >65
FAIXA ETARIA

Figura 5- Distribui¢do percentual dos doentes de cada faixa etéria que efetuaram andlises aos
biomarcadores PCT e CRP no ano de 2016.

No ano de 2017, deram entrada no CHTMAD 1079 doentes, dos quais 183 (17,0%)
pertencem a faixa etaria dos 0-18 anos, 326 (30,2%) a faixa etaria dos 19-65 anos, e 570

(52,8%) com mais de 65 anos (figura 6).
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Ano de 2017
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Figura 6- Distribui¢do percentual dos doentes de cada faixa etéria que efetuaram anlises aos
biomarcadores PCT e CRP no ano de 2017.

Atraveés dos dados anteriormente expostos, verifica-se um aumento do nimero de doentes
que deram entrada no CHTMAD e que realizaram analises aos biomarcadores PCT e CRP no
ano de 2017 relativamente ao ano de 2016. Para além disso, verifica-se um valor discrepante
do numero de doentes nas diferentes faixas etarias. Tanto no ano de 2016 como no ano de 2017,
a faixa etaria dos doentes com idade superior a 65 anos representou cerca de metade do nimero
total de doentes.

3.1.1. Unidades de servigo

3.1.1.1. Doentes da faixa etaria: 0-18 anos
No ano de 2016, verificou-se que a unidade de Neonatologia apresentou a maior

percentagem de doentes que realizaram analises aos biomarcadores, com cerca de 37%.
Seguindo-se as unidades de Pediatria e do Ber¢ario ambas com cerca de 29% dos doentes
(figura 7).
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0-18 anos
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Figura 7- Distribuicdo percentual dos servicos com maior nimero de doentes, com idade inferior ou igual
a 18 anos, que efetuaram analises aos biomarcadores PCT e CRP, no ano de 2016.

No ano de 2017, a unidade com maior percentagem de doentes que efetuaram analises
aos biomarcadores em estudo foi a unidade do Bercario, com cerca de 43%. Seguindo-se as
unidades de Neonatologia e de Urgéncia Geral, com cerca de 35% e 17%, respetivamente
(figura 8).

0-18 anos

B CONS. PEDIATRIA

= INT. BERCARIO

#INT. CIRURGIA
INT.MEDICINA

= INT. NEONATOLOGIA

= INT.PEDIATRIA

B URGENCIA GERAL

Figura 8- Distribuicdo percentual dos servicos com maior nimero de doentes, com idade inferior ou igual
a 18 anos, que efetuaram analises aos biomarcadores PCT e CRP, no ano de 2017.

Apos a analise dos dados obtidos, verificou-se um aumento significativo da percentagem
de doentes internados na unidade do Bercéario, que realizaram analises aos biomarcadores em
estudo, do ano de 2016 comparativamente ao ano de 2017. Relativamente a percentagem de
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doentes internados na unidade de Neonatologia ndo se verificam alteracdes significativas,

apresentando percentagens semelhantes.

3.1.1.2. Doentes da faixa etaria: 19-65 anos

Relativamente a faixa etéria dos 19 aos 65 anos, verificou-se um aumento significativo
da quantidade de unidades de servico que prescreveram andlises de PCT e CRP.
Nomeadamente, vinte e uma unidades de servico no ano de 2016, e vinte no ano de 2017.

Verificou-se que nesta faixa etaria em 2016, a UCIP foi a unidade com maior percentagem
de doentes a quem foi requerida a andlise quantitativa da PCT e CRP, com cerca de 39
%.Seguidamente, a unidade de Internamento de Cirurgia com cerca de 19 %, e a Urgéncia Geral

com 14% dos doentes.

19-65 anos
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Figura 9- Distribuicdo percentual dos servicos com maior nimero de doentes, com idades entre 19-65
anos, que efetuaram anélises aos biomarcadores PCT e CRP, no ano de 2016.

No ano de 2017, a unidade com maior percentagem de doentes foi a UCIP (34%).
Seguidamente, a Urgéncia Geral com cerca de 19 % e a unidade de Medicina Interna com cerca
de 15% (figura 10).
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19-65 anos

Figura 10- Distribuicéo percentual dos servigos com maior nimero de doentes, com idades entre 19-65
anos, que efetuaram andlises aos biomarcadores PCT e CRP, no ano de 2017.

Na faixa etéria dos 19-65 anos, a unidade com maior percentagem de doentes com
prescricdo das analises a PCT e CRP foi a UCIP quer no ano de 2016, quer no ano de 2017,

com uma percentagem muito superior as restantes unidades de servigo mencionadas.

3.1.1.3. Doentes da faixa etéria: superior a 65 anos

No ano de 2016, as unidades com maior percentagem de doentes em estudo foram a UCIP
e a unidade de Cirurgia, com percentagens muito proximas, 28% e 24%, respetivamente.
Seguidamente, a unidade de Medicina Interna com cerca de 18% (figura 11).
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PNEUMOLOGIA
PSIQUIATRIA

ucCIC
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m URGENCIA GERAL

Figura 11- Distribuicéo percentual dos servigos com maior nimero de doentes, com idades superior a 65
anos, que efetuaram andlises aos biomarcadores PCT e CRP, no ano de 2016.

No ano de 2017, as unidades de servi¢co que mais prescreveram analises a PCT e CRP foi

a UCIP com cerca de 25% dos doentes e unidade de internamento em Medicina com cerca de

24 % dos doentes, respetivamente. Seguidamente, a Urgéncia Geral com cerca de 20% (figura

12).
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® CONS. MEDICINA
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Figura 12- Distribuicéo percentual dos servigos com maior nimero de doentes, com idades superior a 65
anos, que efetuaram anélises aos biomarcadores PCT e CRP, no ano de 2017.

Na faixa etaria dos doentes com mais de 65 anos, verificou-se que a UCIP foi a unidade
com maior percentagem de doentes nos dois anos de estudo, apresentando uma diferenca de
percentagens pouco significativa. Para além disso, foi possivel averiguar que a unidade de
Medicina Interna apresentou um aumento da percentagem de doentes que realizaram analises
aos dois biomarcadores em estudo, do ano de 2016 relativamente ao ano de 2017.

Fazendo uma analise geral dos dados, relativamente ao nimero de doentes com prescricao
de andlises a concentracdo sérica da PCT e CRP, no ano de 2017 foram menos 44
comparativamente ao ano de 2016.

Na faixa etéria dos doentes com idade compreendida entre 0-18 anos, verificou-se uma
percentagem de doentes superior nas unidades de Neonatologia e no Bergario, nos dois anos de
estudo. Isto acontece pelo facto de nesta idade os sintomas serem sobrevalorizados, pois trata-
se maioritariamente de criancas cujo sistema de Orgdos ainda ndo se encontra em estado
completo de maturidade, o que significa que o SI € muito debilitado, estando mais sujeitos ao
aparecimento de patologias. Deste modo, 0 aumento da concentracao sérica da PCT e CRP pode
ndo estar associado a infecdo (Soreng et al., 2011; Niehunes, 2017).

Nas faixas etarias dos doentes com idade dos 19 aos 65 anos, as unidades com maior
percentagem de doentes nas referidas condicGes, foram a UCIP, unidade de Cirurgia e na
Urgéncia geral. Assim como na faixa etaria que compreende doentes com idade superior a 65
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anos, em que a UCIP, unidade de Cirurgia, unidade de Cirurgia e a de Medicina interna também
foram as que apresentaram maior percentagem relativamente as restantes unidades. A UCIP
representa 0 servico com uma percentagem maioritaria nas faixas etarias referidas devido &
situacdo débil dos doentes internados, pois encontram-se num estado avancado da doenca em
que tem o Sl fragil e estdo mais suscetiveis aos agentes oportunistas, 0s responsaveis principais
das infecdes bacterianas (JAmsa et al., 2018). Segundo Gao L. et al., (2017), cerca de 25-40 %
dos doentes com sepsis encontra-se internada na UCI na maioria das instituicdes, o que revela
uma semelhanca aos resultados obtidos neste estudo. O facto de a unidade de Cirurgia
representar uma percentagem consideravel, deve-se a requisicao de analises a PCT e CRP como
prevencao no pré e poés-operatdrio. Segundo Becker et al., durante a cirurgia estamos sujeitos a
uma intervencao invasiva no organismo podendo ser uma fonte de infecdo. A unidade de
Medicina e de Urgéncia Geral tém um valor consideravel de doentes com prescricdes de
analises aos biomarcadores em estudo como método de prevencéo e para auxilio no diagnostico

do doente.

3.2. Analise dos diagnosticos gerais

Apos andlise da ampla lista de diagnosticos, foram selecionados os dois com maior
percentagem de frequéncia de prescricdo dos biomarcadores em estudo, nas diferentes faixas
etarias relativas aos anos de 2016 e 2017.

Na faixa etaria dos 0 aos 18 anos, verificou-se um maior numero de doentes com prescricdo de
analises da PCT e CRP nos doentes com o diagndstico de febre (10%) e com ictericia (8%). A
febre é o sintoma mais frequente quando o organismo € invadido por um agente patogénico e
por isso estd associada a presenca de uma infecdo (Ebihara et al., 2016). A ictericia, como
representa uma quebra da funcdo hepatica que leva a uma alteracdo dos processos hemoliticos
pode ser a origem de um choque séptico.

Na faixa etéria dos 19 aos 65 anos, a maior percentagem corresponde aos doentes
diagnosticados com neoplasias (14%) e seguidamente, os doentes com choque séptico (7 %).

Em doentes com idade superior a 65 anos, verificou-se uma similaridade dos dados uma
vez gque a maior percentagem corresponde aos doentes com neoplasias (20%) e seguidamente,
doentes com pneumonias (8%).

A prescricdo destas anélises a doentes com neoplasias variadas deve-se ao facto de este
ser um processo cronico ao qual promove uma reducéo significativa das defesas imunitérias,

devido ao estado debilitado do SI, o que podera originar mais facilmente infecdes por bactérias
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oportunistas (Becker et al., 2010). As analises aos biomarcadores em estudo séo regularmente
prescritas aos doentes com neoplasias no pré e pos-operatorio, pois é a forma de prevenir que
0 doente seja submetido a uma cirurgia com infecéo e verificar se apds a intervencao cirargica
permanece fora perigo (Becker et al., 2010). A pneumonia, € uma infecdo pulmonar que pode
ser provocada por bactérias, o que justifica o facto de representar uma percentagem significativa
de doentes com prescricdo de anélises a PCT e CRP. Relativamente ao diagndstico de choque
séptico, como ja foi referido, é um estado avancado da sepsis, em que apds a administracdo da
terapia antibidtica € necessario um controlo continuo das concentrac@es séricas da PCT e CRP

de modo a controlar o estado da doenga.

3.3. Alvo de estudo

Os doentes com idade superior a 65 anos, representaram a maior percentagem de doentes
que deram entrada no CHTMAD e que efetuaram analises aos biomarcadores PCR e CRP, tanto
no ano de 2016 como no ano de 2017. Por este motivo serdo alvo deste estudo, uma vez que
sd0 uma percentagem representativa na regido de Tras-os-Montes e Alto Douro.

Segundo os dados apresentados anteriormente, a UCIP foi a unidade de servico com
maior percentagem de doentes com prescricdo de andlises aos biomarcadores em estudo. O
diagnostico de sepsis foi escolhido como alvo de estudo pelo facto de ser ainda a causa
maioritaria de mortes em todo mundo. Para além disso a PCT e a CRP s&o os biomarcadores

considerados para a detecdo desta patologia.

3.2.1. Dados relativos ao ano de 2016
Apbs a selecdo dos dados, anotou-se a entrada no CHTMAD de 510 doentes com idade
superior a 65 anos que realizaram as analises aos biomarcadores em estudo, dos quais 144
pertencem a UCIP.

Diagnostico

Dos 144 doentes com idade superior a 65 anos, 23 foram diagnosticados com choque
séptico (16%) e 14 com insuficiéncia pulmonar (10%). Relativamente ao diagndstico de
septicémia, apenas foram diagnosticados 2 doentes.

Uma vez que, o diagnostico de choque séptico foi 0 mais frequente dos doentes com
prescricdo de analises a PCT e CRP, realizou-se um estudo mais aprofundado acerca do mesmo.

Assim, verificou-se que, dos 23 doentes com diagndstico de choque séptico, a 12 foi atribuido
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um diagnostico secundério de septicémia. A 10 destes 12 doentes, também Ihes foi atribuido o
diagnostico de SIRS.

Analisando os dados obtidos relativos aos doentes, confirma-se a realidade descrita pela
literatura, isto é, as infecOes bacterianas nao identificadas em tempo Gtil podem resultar em

septicémia, SIRS e posteriormente choque séptico.

Bactérias

Dos doentes selecionados foi feita a identificacdo da bactéria que poderéa ser responsavel
pelo aparecimento destas patologias. O grupo de bactérias que foi detetado através de analises
microbioldgicas do sangue (hemocultura) ou de mucos dos respetivos doentes estdo em
conformidade com a literatura (Soreng et al., 2011). Pois, as bactérias mais frequentes e
responsaveis pelo aparecimento destas patologias sdo maioritariamente as bactérias Gram-
negativas (Nishikawua. et al., 2016), nomeadamente: Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae;
Listeria monocytogenes; Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus resistentes & meticilina.

Progndstico

Foram atribuidos prognosticos (“favoravel” / “ndo favoravel”) aos 23 doentes
diagnosticados com choque séptico, considerando o estado do doente e os valores dos niveis
séricos dos biomarcadores em estudo. Aproximadamente metade dos doentes encontravam-se

numa situacao “nao favoravel” e faleceram.

3.2.2. Dados relativos de 2017

No ano de 2017, deram entrada no CHTMAD 570 doentes com idade superior a 65 anos,
dos quais apenas 142 encontravam-se na UCIP e realizaram analises aos biomarcadores em

estudo.

Diagnostico

Dos 142 doentes, 19 foram diagnosticadas com pneumonia (13%), 9 com traumatismo
(6%) e 8 doentes com diagndstico principal de septicémia, verificando-se um aumento
comparativamente ao ano de 2016.

Relativamente aos 19 doentes com diagndstico principal de pneumonia, apenas 2 tiveram

como diagndstico secundario choque séptico e apenas 1 sobreviveu apds o tratamento aplicado.
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Bactérias

Pode-se afirmar que os dados fornecidos pelo CHTMAD continuam em conformidade
com a literatura (Soreng et al., 2012) e com os dados obtidos no ano de 2016 com algumas
excepcgoOes. Pois as bactérias mais frequentes e responsaveis pelo aparecimento da sepsis sdo
maioritariamente as bactérias Gram-negativas (Nishikawua et al., 2016) nomeadamente:
Enterobacter cloacae; Enterococcus faecium; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae;
Legionella; Maltophilia; Stenotrophomonas (X.); Staphylococcus coagulase (negativa);

Streptococcus pneumoniae.

Prognostico
Dos 19 doentes diagnosticados de pneumonia, 14 tiveram um progndstico “favoravel”,

sobrevivendo, e 5 faleceram durante o internamento.

3.3. Intervalo de Cut-off pratico

O intervalo de cut-off € definido como o limite de detecdo (valor ndo patoldgico) e o limite
méaximo de quantificacdo (valor patologico).

Através da analise dos dados relativos aos doentes que deram entrada no CHTMAD, foi
elaborado um estudo para a obtencdo do intervalo de cut-off prético. Este intervalo, foi
calculado para 0 ano de 2016 e 2017. O cut-off representa o intervalo de valores que compreende
os valores obtidos da quantificacdo da concentracdo sérica para a PCT e CRP. Apesar de ser
sempre considerado o valor de cut-off tedrico do fornecedor (ROCHE®) como suporte de
validacdo das analises dos biomarcadores em estudo, foi calculado o valor obtido na prética
hospitalar relativamente aos doentes. Para efetuar o calculo deste valor foram considerados
apenas 0s doentes com idade superior a 65 anos.

No ano de 2016, o intervalo de cut-off obtido através niveis séricos da PCT foi de 0,10-
100 ng/mL e o intervalo de cut-off da CRP foi de 0,05- 57,00 mg/L.

No ano de 2017, verificou-se que o intervalo de cut-off da PCT foi de 0,10-95,3 ng/mL e
o intervalo de cut-off da CRP é de 0,5-58,5 mg/mL, resultados semelhantes aos obtidos por

Uusitalo-Seppald et al., (2011) e por Slade et al., (2000), respetivamente.
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3.4. Célculo do valor de Indice K
Para a conclusdo deste estudo, foi calculado o indice K (1K) que representa uma medida
de reprodutibilidade e concordancia de resultados quando os parametros em estudo sdo
uilizados em condicdes idénticas (Kraemer et al., 2002). O valor obtido através do calculo
efetuado sera interpretado com auxilio da tabela 6 em que o minimo da escala € definido por

“Pobre” e 0 maximo por “Excelente”.

Tabela 5- Escala de classificagdo do valor kappa.

Valor de ..
Concordancia
kappa
0 Pobre
0-0,20 Ligeira

0,21-0,40 Consideravel

0,41-0,60 Moderada

0,61-0,80 Muito Bom
0,81-1 Excelente

Para auxilio da realizacdo do calculo foram considerados os valores de referéncia dos

niveis sericos normais de PCT e CRP no ser humano (tabela 7).

Tabela 6- Intervalo /Valor de referéncia relativos aos niveis séricos da CRP e PCT.

Intervalo/Valor
de referéncia

CRP PCT
<5 0,046
mg/L ng/mL

O valores acima do valor de referéncia representa um nivel patoldgico e foi considerado
como o valor POSITIVO. Por sua vez, o valor abaixo do valor de referéncia representa um nivel
ndo patoldgico, foi considerado como o valor NEGATIVO. Foram utilizados os dados de todos
os doentes que realizaram analises aos biomarcadores em estudo, com idade superior a 65 anos,
a partir da base de dados, conforme a tabela 8 e tabela 9, e calculado o IK, para 0 ano de 2016
e 2017. O calculo foi realizado através dos parametros: V(n pcT+ n crp)- SOma do numero de
doentes que realizaram analises a de PCT e CRP considerados negativos; Vp pcT+p crp) - SOMa
do nimero de doentes que realizaram andlises a PCT e CRP, considerados positivos; n° total
de doentes- nimero total de doentes considerados para a realizacdo do célculo, seguindo o
modelo da equagéo 1.
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Equacdo 1- Equacdo base para a realizagdo do célculo do indice kappa.

V(1 PcT+ n cRP)+ V(p PCT+ p CRP)
IK=
n® total de doentes

Tabela 7- indice K relativo ao ano de 2016 entre a PCT e CRP.

CRP
Negativo  Positivo Total
PCT Negativo 7 0 7
Positivo 171 332 503
Total 178 332 510
K = ﬁ = 0,66
510 '

Tabela 8- indice K relativo ao ano de 2017 entre a PCT e CRP.

CRP
Negativo  Positivo Total
PCT Negativo 31 4 35
Positivo 157 378 535
Total 188 382 570
K = 31+378:072
570 '

Pela observacéo das tabelas 8 e tabela 9, verificou-se que o valor do IK relativo ao ano
de 2016 foi de 0,66 e de 2017 foi de 0.72. Através da consulta a tabela 6, verificou-se que a

PCT e CRP tém um nivel de concordancia classificado como “Muito Bom”. Apesar do indice

K destes biomarcadores apresentar um grau de concordancia classificado como “Muito Bom”,

este estudo mostra também que a percentagem de resultados ndo concordantes (soma da

diagonal secundéria) parece justificar a utilizacdo simultdnea dos dois biomarcadores. Desta

forma, serd vantajoso a utilizagdo de ambos os biomarcadores em simultdneo no ambito médico

do CHTMAD, para a detecdo das infe¢Oes bacterianas e posteriores septicémias.
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4.  Concluséo e Perspetivas futuras

De acordo com os dados descritos na literatura, continuam a ser estudados inimeros
biomarcadores potenciais de identificacdo da sepsis em todo o mundo, na tentativa de definir
um teste clinicamente util na avaliacdo desta patologia.

Verificou-se neste estudo que na atualidade a PCT e a CRP s&o os biomarcadores mais
utilizados para o diagnostico da sepsis devido a sua resposta especifica e/ou sensivel na
presenca de bactérias no organismo. A quantificacdo dos seus niveis séricos € 0 método mais
utilizado para a detecdo desta patologia devido ao facto de a sua producdo e libertagcdo ser
estimulada em resposta a infeg&o.

Através da andlise dos dados dos doentes com idade superior a 65 anos, verificou-se que
existe similaridade entre os dois intervalos de cut-off pratico obtidos para a PCT e CRP no ano
de 2016 e 2017. No ano de 2016, o intervalo de cut-off para a PCT foi de 0,10-100 ng/mL e o
intervalo de cut-off da CRP foi de 0,5-57,00 mg/mL. No ano de 2017, o intervalo de cut-off
paraa PCT foi de 0,10-95,3 ng/mL e o intervalo de cut-off da CRP foi de 0,5-58,50 mg/mL. O
que revela coeréncia dos métodos utilizados para a analise quantitativa dos niveis séricos da
PCT e CRP utilizados no CHTMAD. Para além disso, foi possivel confirmar que o intervalo de
cut-off pratico se encontra compreendido no intervalo de cut-off tedrico dado pela empresa
ROCHE®, tanto para a PCT como para CRP.

Quando calculado o IK relativo ao nivel de concordancia na utilizacdo em simultaneo dos
dois biomarcadores em estudo para a detecdo da sepsis, verificou-se que o valor obtido
corresponde ao intervalo de classificacdo “Muito bom”. Pois no ano de 2016, o valor de IK foi
de 0,66 e para 0 ano de 2017, o valor foi de 0,72. Este facto vem a reforgcar o descrito na

literatura.

Concluido o estudo acerca deste tema, pode-se dizer que mostrou ter um grau de
relevancia consideravel, uma vez que continua a p6r em causa a satde publica. Deste modo, as

perspetivas futuras deste estudo séo:

e Estudar os valores dos varios episodios pertencentes a cada doente, uma
vez que s6 consideramos um episodio por doente;

e Analisar os antibidticos mais utilizados no caso de suspeita ou
diagnostico de sepsis e seu resultado final, com o objetivo de diminuir a

sua utilizacdo e consequentemente a resisténcia aos mesmos;
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e Estudar a atividade de diferentes marcadores bioquimicos que sejam
uteis para o diagnostico da sepsis, de modo a ser um ponto favoravel para
a atuar eficazmente no foco da doenga e diminuir a taxa de mortalidade
causadas pela falta de especificidade desta doenca.

e Perceber a razdo para o elevado nimero de resultados discrepantes na

determinacdo dos niveis séricos da PCT e CRP.
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