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RESUMO

Introducdo: o diagnéstico de peritonite bacteriana espontanea (PBE) baseia-
se na contagem de células no liquido de ascite (LA), mas tem-se buscado
teste mais conveniente, como as fitas reagentes. Os objetivos do estudo sao
avaliar e comparar a acuracia das fitas Multistix 10 SG® e Choiceline 10® no
diagnostico de PBE e comparar seus custos com o exame citologico.
Pacientes e Métodos: 71 pacientes ambulatoriais e internados com cirrose e
ascite foram consecutivamente incluidos no estudo (159 amostras de LA). O
padrdo para o diagnostico foi o numero de polimorfonucleares > 250,
independente do exame cultural. Os pontos de corte para o diagnéstico com
as fitas foram definidos por curva ROC, e calculados sensibilidade (S),
especificidade (E), valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acuracia (Ac). O custo das fitas reagentes foi comparado com o exame
citolégico por andlise de custo-efetividade, em US$.

Resultados: houve PBE em 17 pacientes (23,9%), sendo 11 (64,7%) com
cultural positivo. Os melhores pontos de corte nas curvas ROC foram 1+ para
Multistix 10 SG® e ca.75, para Choiceline 10®. Comparando ao exame
citolégico, Multistix 10 SG® S= 80%, E=98,5%, VPP=90,9%, VPN=96,2 e
Ac=95% e Choiceline 10® S=76,9%, E=97,7%, VPP=87%, VPN=95,6% e
Ac=94%, sem diferenca de acuracia entre as fitas (p=0,8). Em relagéo a custo-
efetividade por Custo/Ac, 41,5 para o exame citolégico, para Multistix 10 SG®

0,57 e para Choiceline 10® 0,19 (p<0,001).



Concluséo: Fitas reagentes sao uteis no diagnoéstico de PBE, com alta
acuracia e com melhor relacdo custo-efetividade, em comparagdo com o

exame citolégico.
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ABSTRACT

Background: Diagnosis of spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is currently
based on ascitic fluid cell counting, but there is a need for a more convenient
diagnostic tool. The objectives of this study are to evaluate the accuracy of
reagent strips in diagnosing SBP and compare their costs with the cytological
exam.

Patients and Methods: 71 cirrhotic in and outpatients were consecutively
included (159 samples). SBP diagnosis was made by neutrophil cells > 250.
Data for the graduations of the reagent strips were analyzed in ROC curves,
and Sensitivity (S), Specificity (Sp), Positive and Negative Predictive Values
(PPV and NPV), Accuracy (Ac), and cost-efffectiveness (US$) in comparison to
cytological exam were calculated.

Results: SBP was diagnosed in 17 patients (23,9%), 11 of them cultural-
positives (64,7%). The best cut-off points found in ROC curves were 1+ for
Multistix SG 10 ® and ca.75 for Choiceline 10® (Multistix 10 SG® S= 80%,
Sp=98.5%, PPV=90.9%, NPV=96.2%, Ac=95%; Choiceline 10® S=76.9%,
Sp=97.7%, PPV=87%, NPV=95.6, Ac=94%).In relation to the cost-effectiveness
evaluation , by cost/ accuracy, cytological exam, 41.5, Multistix SG10® 0.57,
and Choiceline 10®, 0.19 (p<0,001).

Conclusion: reagent strips are useful in the SBP diagnosis, with high accuracy

and better cost-effectiveness than cytological exam.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Definicéo

Peritonite bacteriana espontanea (PBE) pode ser definida como a infecgéo
espontanea do liquido de ascite (LA), sem que haja um foco infeccioso intra-
abdominal aparente (Garcia-Tsao et al, 2001;Moore et al, 2003; Runyon, 2004).
Apesar do termo PBE estar difundido na literatura médica, justifica-se observar
que essa é uma infecgdo no liquido de ascite, causada por bactérias e
conceitua-se como espontanea visto que nao ha foco infeccioso intra-abdominal
aparente, apesar das inumeras alteragdes fisiopatolégicas que expliqguem a
possibilidade de bactérias alcangcarem o LA. Encontra-se descricdo de relatos
iniciais dessa infecgao em 1960 (Conn, 1964), porém em analise retrospectiva o
primeiro caso descrito foi a morte Beethoven. Houve intensa discussao sobre a
causa mortis, considerando sifilis, intoxicagdo por chumbo, doenga de Whipple,
hepatite infecciosa e cirrose alcodlica. Sua doencga terminal foi caracterizada por
ascite, ictericia, dor abdominal e edema de membros inferiores. Os dados da
necropsia de Beethoven demonstraram cirrose alcodlica, necrose papilar renal,
pancreatite e possivelmente diabetes melittus. Analise toxicologica de seu
cabelo demonstrou niveis elevados de chumbo. No século 18 e inicio do século
19 costuma-se adicionar chumbo ilegalmente a vinhos baratos para suaviza-los

e revigora-los. Esses achados fortemente sugerem que a insuficiéncia hepatica



secundaria ao alcool associada com peritonite bacteriana espontanea e perda
de fungao renal foram as causas da morte (Mai, 2006).

A prevaléncia de PBE em pacientes cirréticos que necessitam internacéo é
de 10 a 30%, todavia ela é menor em pacientes ambulatoriais, especialmente
quando assintomaticos. Nousbaum et al, 2007, encontraram nesta Uultima
populacdo uma prevaléncia de apenas 0,66%. Quando inicialmente descrita, a
PBE apresentava uma mortalidade superior a 90%. Entretanto, com o
reconhecimento precoce e o inicio rapido do tratamento, a mortalidade por
episédio encontra-se hoje em torno de 20% (Garcia-Tsao et al, 2001), embora
sua recorréncia em 1 ano seja ainda bastante elevada, em torno de 70% (Ginés

et al, 2004)

1.2 — Patogénese

A infeccdo do LA € hematogénica e na maioria dos casos
monomicrobiana (Sherlock S, Dooley J, 2002). O mecanismo mais provavel de
acesso das bactérias ao LA é a translocagdo, processo que consiste na
passagem de bactérias do trato intestinal para areas extraintestinais. Em
pacientes com cirrose e PBE, a translocagdo ocorre pela transferéncia de
bactérias através de neutrdfilos e macréfagos pela parede intestinal para os
linfonodos mesentéricos e, a seguir, via circulagdo linfatica, para a corrente

sanguinea e so6 entdo para o LA (Sola et al, 2002; Runyon 2004) . Este tipo de



contaminacéao foi demonstrado em modelos animais e em estudos em humanos
com cirrose (Llovet et al, 1998; Cicera et al, 2001; Bauer et al, 2002).

Os motivos pelos quais ocorre importante translocagdao bacteriana em
cirroticos, acredita-se, envolvem trés principais mecanismos, quais sejam: a)
comprometimento da imunidade local e sistémica; b) supercrescimento
bacteriano intestinal; e ¢) aumento da permeabilidade intestinal.

Os mecanismos de defesa imune nos cirroticos estdo prejudicados, através da
diminuicdo da atividade do sistema reticulo-endotelial, causada principalmente
pelo shunt intra-hepatico funcional ou anatomico; alteragdes na funcdo de
neutrofilos e macrofagos e deficiéncia nos niveis séricos de complemento e
outras proteinas com capacidade de opsonizagao, como fibronectina.

Fatores bacterianos tém especial importancia na patogénese da infecgao do LA.
Demonstrou-se ocorrer suprescrescimento bacteriano em experimentos com
animais com indugao de cirrose e ascite e em estudos de pacientes com cirrose.
O mecanismo considerado mais relevante para contribuicdo dessa modificagao
do crescimento bacteriano é a diminuicdo da motilidade intestinal verificada
nesses individuos. Existe comprovacado de que o uso de drogas pré-cinéticas
diminui o supercrescimento bacteriano devido ao aumento do transito intestinal.
As causas da diminuigdo da motilidade do intestino delgado na cirrose nao séo
conhecidas, todavia o aumento da producdo de 6xido nitrico, o aumento do
tbnus simpatico, as mudancas estruturais provocados na parede intestinal e o

estresse oxidativo podem contribuir para essa dismotilidade.



A barreira intestinal sofre alteracdes estruturais e funcionais nesses pacientes,
possivelmente relacionadas a estase venosa causada pela hipertensdo portal,
dessa maneira aumentando a permeabilidade intestinal para bactérias entéricas.
As alteracdes estruturais sdo demonstradas através de bidpsias intestinais de
pacientes com cirrose, evidenciando edema, congestdo vascular e inflamagao,
além de aumento dos espacos intercelulares. Alteragdes funcionais confirmando
o0 aumento da permeabilidade intestinal também foram identificadas em estudos
de substancias marcadas com tecnécio em pacientes com cirrose (Sola et al,
2002).

Quando as bactérias chegam ao LA, o determinante final da infecgdo desse
liguido & sua capacidade antimicrobiana. Muitas alteragbes imunes no
hospedeiro favorecem o desenvolvimento de PBE. Tem-se demonstrado que
niveis baixos de proteina no LA correlacionam-se com baixa capacidade de
opsonizagao e maior chance de infeccéo, especialmente quando proteinas totais
no LA sdo menores que 1 — 1,5 g/dl. Também nota-se diminuigdo dos niveis de
fragdes do complemento C3 e C4 em cirréticos, predispondo a infecgdo no LA.
Os fatores propostos para a hipocomplementenemia detectada nos cirréticos
sdo: 1) mecanismo de formagao de ascite desenvolmendo transudato com baixa
concentragao de proteinas; 2) insuficiéncia hepatica, tendo como consequéncia
diminuigdo da producgao de fatores do complemento; 3) consumo desses fatores
pela exposicao hepatica continua de bactérias ou seus produtos; 4) diluigéo,

devido a grandes volumes de ascite.



A translocacgao explica porque a maioria dos casos de PBE, ao redor de 70%, é
causada por bactérias da flora intestinal, especialmente bacilos gram-negativos
aerdbios, sendo a Escherichia coli o germe mais frequente (50%). Porém, a

concentragao bacteriana no LA é baixa.

1.3 — Manifestacdes clinicas

A PBE apresenta-se de forma variavel, dependente do estagio em que a
infeccdo se encontra. Assim, pode ser oligossintomatica ou assintomatica em
estagios iniciais, e provocar dor abdominal e febre. Outras manifesta¢gdes menos
freqUentes, mas mais temidas, podem estar associadas, como encefalopatia
hepatica, piora da funcdo renal, hemorragia digestiva, choque séptico e

hipotermia (Anadom & Arroyo, 2003).

1.4 — Diagnostico

Considera-se que um individuo tenha PBE quando ha contagem igual ou
superior a 250 polimorfonucleares (PMN) /mm?® no LA, o que provavelmente
representa a faléncia da primeira linha de defesa, os macrofagos peritoneais,

que deveriam eliminar o microorganismo ofensor. O diagnéstico da-se de forma



independente do resultado do exame cultural, que tem baixo rendimento e
fornece resultados tardios, mesmo que as amostras sejam inoculadas em meios
de hemocultura no momento da colheita. O diagndstico é assim definido
independente da cultura do LA pois a evolugdo clinica € semelhante em
pacientes cirroticos com ascite e > 250 PMN nesse liquido independente do
exame cultural. Outras técnicas ja foram estudadas no diagnéstico da doencga,
como a dosagem de citocinas no liquido de ascite, sem resultados satisfatorios,
ou ainda a pesquisa do DNA bacteriano (Vieira et al, 2007), técnica mais
complexa e que nao permite diferenciar entre infeccéo e colonizacao bacteriana.

E interessante fazer-se referéncia a duas entidades distintas: a) ascite
neutrocitica, no paciente que apresenta PMN acima de 250/mm?®, porém com
cultura negativa; e b) bacterioascite, quando o exame cultural é positivo,
monomicrobiano, mas nao ha resposta neutrocitica, ou seja, numero de PMN
menor do que 250. Aos primeiros corresponde 0 mesmo quadro clinico e
prognostico daqueles pacientes com elevagdo dos PMN e cultura positiva
(Runyon, 2004). Aos ultimos caberia a observacdo e controle dos PMN no LA
em paracenteses subsequentes. Essa condicdo pode involuir sem tratamento
mas também pode progredir para PBE, de acordo com o equilibrio entre fatores

imunes do hospedeiro x fatores de viruléncia bacterianos.



1.5 - Tratamento

O tratamento € via de regra empirico, posto que o exame cultural nem
sempre € positivo, e realizado com cefotaxima por via endovenosa por ao menos
5 dias, em associacao a infusdo de albumina nas doses de 1,5 g/kg e 1,0 g/kg,
respectivamente, no primeiro e terceiro dias. Ao uso de albumina atribuem-se
menores disfuncdo hemodindmica e perda de funcdo renal, bem como
diminuicdo da mortalidade intra-hospitalar € nos primeiros 90 dias subseqlientes
ao episodio (Sort et al, 1999). Esta recomendagao tem sido discutida mais
recentemente, especialmente para pacientes com bilirrubina total abaixo de 4
mg/dl, tempo de protrombina acima de 60% e uréia normal. Provavelmente a
albumina deva ser restrita a casos mais graves (Wong et al, 2005). Por outro
lado, o tratamento antibidtico por via oral poderia ser utilizado em casos
selecionados, naqueles pacientes sem encefalopatia grave, perda de fungao

renal, choque ou vémitos (Navasa et al, 1996).



2 — JUSTIFICATIVA

A PBE é uma complicagdo grave de pacientes com cirrose e ascite e
apresenta mortalidade elevada, podendo alcancar taxas de até 50% se néao
tratada rapidamente, o que salienta a importancia do diagnéstico precoce. Como
€ habitual que seja assintomatica ou oligossintomatica, € justificavel a
recomendagcdo de que a paracentese diagnostica seja feita em qualquer
paciente com ascite de inicio recente, ou quando houver sinais de
descompensacao da cirrose ou a presenca de fatores de risco para PBE. O
exame cultural do LA seria o método diagndstico definitivo. No entanto, na
pratica clinica, € negativo em 50 a 60% dos pacientes. Ademais, seu resultado
apresenta o inconveniente do tempo. Habitualmente, o diagnéstico de PBE é
baseado na contagem de células, cujo resultado também demanda algum tempo
e pode ndo estar disponivel em algumas situagdes, como a noite e nos finais de
semana, especialmente em hospitais nao universitarios. Isso justifica a busca de
outras ferramentas diagndsticas, como o teste com fitas reagentes. Esta técnica
€ amplamente acessivel, rapida, barata e tem possibilidade de orientar o
diagndstico e manejo do paciente a beira do leito em apenas dois minutos. Seu
mecanismo é baseado na atividade da esterase leucocitaria liberada pelos
granuldcitos. Essa enzima quebra uma molécula indoxil esterificada e o radical
indoxil entédo liberado reage com sal diazénio produzindo uma coloragéo violeta
com intensidade diretamente proporcional ao numero de PMN. Sua utilizagao ja

foi demonstrada em outros liquidos biolégicos, como no diagnostico de infecgéo



urinaria, meningite, empiema e corioamnionite. Sua potencial utilidade no
diagnéstico de PBE e o fato de seu uso ainda nao ser uma pratica corrente em

nosso meio justificam este estudo.

3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar a utilidade e estimar a relacdo custo-efetividade do teste rapido com
fitas reagentes a beira do leito no diagndstico da PBE em pacientes cirréticos

com ascite, em comparagao com o exame citoldgico.

3.2 — Objetivos especificos

3.2.1 — Comparar a acuracia diagnéstica de duas fitas reagentes distintas no
diagnéstico de PBE e identificar os pontos de corte com melhor desempenho

na curva ROC (receiver operator characteristic).

3.2.2 — Avaliar a sensibilidade, especificidade, valores preditivos, razdes de
verossimilhanga e acuracia das fitas reagentes no diagnostico de PBE quando

comparadas com o exame citoldgico total e diferencial do liquido de ascite.

3.2.3 - Estimar a relagao custo-efetividade na realizacdo do teste rapido com

fitas de reagentes e do exame citologico do liquido de ascite em pacientes



com cirrose e ascite submetidos a paracentese, através das relagdes custo-

sensibilidade e custo-acuracia.

3.2.4 - Identificar a proporcao de individuos com PBE que apresentam cultura do

liquido de ascite positiva em nosso meio.

4 — PACIENTES E METODOS

4.1 — Pacientes

4.1.1 — Critérios de Inclusao

Foram selecionados consecutivamente pacientes com  cirrose
diagnosticada por exame clinico, exames laboratoriais e métodos de imagem ou
biépsia hepatica, apresentando ascite, com indicacdo de paracentese em
decorréncia de seu estado clinico. As paracenteses foram realizadas em
pacientes ambulatoriais com ascite volumosa, necessitando remocao de LA para
alivio, ou em pacientes internados com ascite pelo motivo acima ou caso
apresentassem sinais de descompensacao da cirrose ou fatores de risco para
PBE, como bilirrubina sérica elevada e proteina baixa no LA em paracentese

anterior (Andreu et al, 1993).
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4.1.2 — Critérios de Exclusao

Foram excluidos pacientes com suspeita de ascite de etiologia né&o
cirrética, como ascite de causa pancreatica, por carcinomatose ou tuberculose
peritoneal e pacientes com ascite e gradiente de albumina soro-ascite inferior a
1,1. Também foram excluidos pacientes com suspeita de infec¢gdo secundaria do
LA. As amostras de ascite hematica nao foram avaliadas pela limitacao técnica

de leitura da fita reagente nessa condigao.

4.2 — Paracentese

As paracenteses foram realizadas em hospital, em salas de procedimentos
com condi¢des similares de iluminacdo, com técnica estéril, através de puncéao
do quadrante inferior esquerdo do abdome com acesso vascular venoso
periférico 14 G e coleta de LA para analise em laboratérios de microbiologia,
hematologia e bioquimica, conforme a rotina do hospital. Também foi coletada
amostra para realizacdo do teste com fitas reagentes. O LA destinado para
cultura foi inoculado em frasco de hemocultura aerébia BacT/ALERT ® (Durham,
NC, USA), a beira do leito, imediatamente apdés a paracentese. Ver Figura 1.
Essas paracenteses foram realizadas por 5 investigadores que foram
submetidos a treinamento das técnicas de coleta do liquido de ascite e
realizagcdo do teste com fitas reagentes antes do inicio do estudo, para

assegurar a padronizagdo das mesmas.
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C
Figura 1 — Técnica de paracentese - A: Detalhe de um paciente sendo
submetido ao procedimento B: Material utilizado C: A coleta de liquido de

ascite.
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4.3 — Teste com fitas reagentes

Para avaliagdo com fitas reagentes o LA foi armazenado em frascos de
aco inoxidavel estéril e logo em seguida procedeu-se a imersdo das fitas
Multistix 10 SG® (Bayer Diagnosticos, Buenos Aires, Argentina) e Choiceline
10® (Roche, Mannheim, Germany) com retirada imediata. O excesso de ascite
foi removido por gravidade e em seguida as fitas foram colocadas em superficie
plana para que, apos 120 segundos, fosse feita a leitura pelo médico,
comparando-se a area referente aos PMN na fita reagente com o cartdo fixado
nos frascos, a saber: Multistix 10 SG®: 0, tragos, 1, 2 ou 3+; Choiceline 10®: 0,
ca.15, ca.75, ca.125 ou ca.500. Ver Figura 2. Os valores de referéncia dos
fabricantes para urinalise sdo os seguintes: Mulstistix 10 SG®: 0: 0-4 PMN/mm3,
tragcos: 5-9 PMN/mm3; 1+: 10-29 PMN/mm3; 2+: 30-74 PMN/mm3; 3+: 75-200
PMN/mm3; e Choiceline 10®: 0: 0 leucdcitos/mm3; ca.15: 15 leucdcitos/mm3;
ca.75: 75 leucocitos/mm3; ca.125: 125 leucocitos/mm3; ca.500: 500

leucocitos/mm3).
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o = : C
Figura 2 — Técnica das fitas reagentes A: Imersdo no liquido de ascite B:

Retirada do excesso de ascite C: Leitura
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4.4 — Critérios diagnésticos

Quando a contagem de PMN no LA foi = 250, determinada por técnica
automatizada, considerou-se como diagndstico de PBE, independente do
resultado do exame cultural. Todos os pacientes que apresentavam critérios
diagnésticos para PBE pelo exame citologico diferencial foram tratados com
antibidticos e infusdo endovenosa de albumina, conforme rotina do hospital,
sendo em 48 horas, feita paracentese de controle. No Anexo 1 encontra-se a

ficha individual de coleta de dados para cada paciente incluido.

4.5 — Aspectos éticos

Os pacientes receberam informacdes sobre o referente estudo pelo médico
que realizou o procedimento e apds assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (ver Anexo 2). O estudo foi avaliado e aprovado pelo comité

de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG n° 05-293).

4.6 — Andlise Estatistica

O calculo do tamanho da amostra foi feito considerando-se especificidade

de 95%, margem de erro de 4%, e sendo prevista uma prevaléncia de 15% para

amostras compativeis com PBE, com nivel de confiancia de 95%, o que resultou

em 135 amostras. As variaveis quantitativas continuas foram descritas como
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média e desvio-padrdo. Foi calculada mediana para o numero de PMN. Foram
comparados os resultados obtidos com as fitas reagentes aqueles do exame
citologico diferencial do LA para diagndstico de PBE, assumindo este ultimo
como padrao. Foram calculados sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo (com intervalos de confianga de 95%), além da razédo de
verossimilhanga positiva e negativa e a acuracia. Os dados das graduagdes das
fitas reagentes foram analisados em curva ROC para visualizar o ponto de corte
com maior acuracia. Utilizou-se o teste Z para 2 proporg¢des para calculo do p
valor e do intervalo de confiangca da diferenca de proporcdes. Esses calculos
foram realizados com o programa PEPI 4.0 (DOS - Shell MW, 2002). Foi
considerado p < 0,05 significativo. Foram comparados os custos do exame
citolégico total e diferencial com os custos das fitas reagentes para cada
paciente, pela estimativa de custo-efetividade, conforme descrita por Lilly et al,
2006, através das formulas [custo do teste (US$) /sensibilidade do teste] e [custo

do teste (US$) /acuracia do teste].

4.7 - Financiamento

O presente estudo foi financiado pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa e

Eventos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com custo total de R$ 400,00

(quatrocentos reais), e realizado com o apoio do Ministério da Educacgao

(CAPES - Coordenadoria de Aperfeigopamento do Pessoal de Nivel Superior),
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através de bolsa de Mestrado. Contou ainda com o auxilio do Programa de Pos-
Graduagdo em Gastroenterologia da UFRGS para divulgagdo dos seus
resultados na cidade de Washington, Estados Unidos, neste ano, durante a

Digestive Disease Week 2007 (DDW 2007)(Anexo 3).

5 - RESULTADOS

Foram realizadas 159 paracenteses em 71 pacientes. Foi utilizada a
fita Multistix 10 SG® em 155 delas, enquanto que o teste com fita Choiceline
10® foi feito em todas. Através de analise das curvas ROC, obteve-se os
seguintes pontos de corte para o diagndstico de PBE com fitas reagentes:
Multistix 10 SG®: 0 e tragos: negativo; 1, 2 ou 3+: positivo; Choiceline 10®: 0 e
ca.15: negativo; ca.75, ca.125 ou ca.500: positivo, considerando-se os pontos
com melhor desempenho analisando sensibilidade e especificidade. Em relagao
ao sexo, 57 pacientes (80%) eram homens. A idade média foi de 55 anos
(desvio-padrao 11,4). A infec¢ao crbnica pelo virus C foi a causa mais frequente
de cirrose na amostra estudada — 24 pacientes (34%). Dentre os individuos
estudados, 39 (55%) foram classificados como Child-Pugh C (Tabela I).

A maioria das amostras de liquido de ascite testadas com as fitas
reagentes foram de pacientes ambulatoriais (103/155 para Multistix 10 SG® e
106/159 para Choiceline 10®). PBE foi diagnosticada pelo citolégico diferencial
em 17 pacientes (23,9%), sendo o exame cultural positivo em 11 (64,7%). As

bactérias mais frequentemente encontradas foram Escherichia coli (36%) e
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Klebsiella pneumoniae (27%) — a Tabela Il resume esses achados e os

correlaciona aos sintomas apresentados pelos pacientes.

Tabela |. Caracteristicas demograficas e clinicas da populagdo estudada

Onde: MELD = Model for End Stage Liver Disease (Kamath et al,2001); para
calculo http://www.mayo.edu.
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Tabela Il. Caracteristicas do liquido de ascite nos pacientes considerados

portadores de peritonite bacteriana espontanea

1 306 2+ ca.75 4 - Negativa

3 264 Tragos ca.15 1 - Negativa

5 6480 1+ ca.15 1e3 - S. coagulase neg

7 535 Tracos ca.75 1e3 - Negativa

9 312 0 ca.15 - - Negativa

11 5130 2+ ca.500 1 - Escherichia coli

13 2024 2+ ca.500 1e3 - K. pneumoniae

15 6480 1+ ca.500 1,3e4 - K.pneumoniae

17 4758 2+ ca.500 1 - S.pneumoniae
Onde: Sintomas: 1: dor abdominal 2: febre 3: perda de fungdo renal 4:

encefalopatia hepatica; NR: ndo realizada

Em 11 dos 17 pacientes que tiveram diagnéstico de PBE foram realizadas
paracenteses de controle do tratamento, e em 9 havia persisténcia de contagem
superior a 250 PMN no LA. Assim, foram 26 as amostras com numero igual ou
superior a 250 PMN para comparagdo com as fitas. Apenas uma destas

amostras nao foi testada com Multistix 10 SG®.



As Tabelas Ill e IV descrevem os achados obtidos com o uso de Multistix
10 SG® e Choiceline 10®. Com relagao a Multistix 10 SG®, 155 amostras foram
analisadas, dentre elas 25 com contagem igual ou maior que 250 PMN e 130
com menos de 250 PMN. Houve 20 casos verdadeiro-positivos, 128 verdadeiro-
negativos, 2 falso-positivos e 5 falso-negativos. Dentre os cinco resultados falso-
negativos, quatro apresentavam contagem de PMN inferior a 1000.

Quando avaliada a fita Choiceline 10®, obtiveram-se 159 amostras, 26
delas com mais de 250 PMN e 133 com menos de 250 PMN. Foram observados
20 casos verdadeiro-positivos, 130 verdadeiro-negativos, 3 falso-positivos e 6

falso-negativos, dentre os quais em 3 a contagem de PMN foi inferior a 1000.

Tabela Ill. Resultados obtidos com as fitas reagentes Multistix SG 10® no

diagnéstico de peritonite bacteriana espontdnea quando comparada com o

exame citologico

Total 25 130 155
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Tabela IV. Resultados obtidos com as fitas reagentes Choiceline 10® no
diagndstico de peritonite bacteriana espontanea quando comparada com o

exame citologico

Total 26 133 159

Na comparagao com o exame citologico, o emprego de Multistix 10 SG®
resultou em sensibilidade (S) de 80% (ICgs9, 58,7-92,4), especificidade (E) de
98,5% (ICgs9, 94-99,7), valor preditivo positivo (VPP) de 90,9% (ICgs9 69,4-98,4),
valor preditivo negativo (VPN) de 96,2% (ICgs% 91-98,6), razdo de
verossimilhanga positiva (RVP) de 40, razdo de verossimilhanga negativa (RVN)
de 0,2 e acuracia (Ac) de 95% (ICgs¢ 90,44-97,58). Com a fita Choiceline 10®
encontrou-se S=76,9% (ICos¢ 55,9-90,2), E=97,7% (ICgs% 93-99,4), VPP=87%
(ICys% 65,3-96,6), VPN=95,6% (ICgs% 90,2-98,2), RVP=25,3, RVN=0,24 e
Ac=94% (ICos9 89,07-96,76). Estes resultados estdo descritos na Tabela V,
onde também sdo comparados os dados obtidos em pacientes ambulatoriais e
hospitalizados. Utilizou-se o teste Z para comparar duas proporgdes obtendo-se
os seguintes resultados: Ac de Multistix 10 SG x Ac de Choiceline: p = 0,88 e IC
959 da diferenca de proporgcéo -5 a 7%; S, E, VPP, VPN e Ac de Multistix 10 SG
em pacientes internados x ambulatoriais, respectivamente p < 0,01; p <0,01; p <

0,01; p=0,06 e p =0,06; S, E, VPP, VPN e Ac de Choiceline 10 em pacientes
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internados x ambulatoriais, respectivamente p = 0,17; p = 0,82; p < 0,01; p =
0,01 e p = 0,058. Foram construidas duas curvas ROC, uma para Multistix SG
10® e outra para Choiceline 10® (Figuras 3 e 4). Os melhores pontos de corte
encontrados, considerando a melhor relagdo entre sensibilidade e
especificidade, foram de foram 1+ e ca.75, respectivamente. As areas sob a
curva obtidas foram de 94,5% para Multistix SG10® e 95,1% para Choiceline

10® (p =1, ICys¢, da diferenga de proporg¢ao -5 a 6%).
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Tabela V. Avaliacdo do desempenho diagnostico das fitas reagentes na

amostra total, em pacientes hospitalizados e em pacientes ambulatoriais

Multistix 68 155 80% 98,5% 90,9% 96,2% 40 0,2 95%
10SG®

amostra total

Multistix ’ 90% 90% 12 0,15 90%
10SG®
hospitalizados

Choiceline 78%" 96% 94% 85% 19 0,22 88%
10®
hospitalizados

Onde: S= sensibilidade, E= especificidade, VPP= valor preditivo positivo, VPN=
valor preditivo negativo, RVP= razdo de verossimilhanga positiva, VPN= raz&o
de verossimilhanga negativa

p=0,88*p<0,01;"p=0,17;*p=0,06; Tp =0,05
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Figura 3 — Curva ROC para Multistix SG 10®
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Figura 4 — Curva ROC para Choiceline 10®



O custo das fitas reagentes foi o que se segue: Multistix 10 SG®, US$
0,55, e Choiceline 10®, US$ 0,18 por unidade. O custo do exame citolégico total
e diferencial foi de US$ 41,50, tomando por base para conversdo 1 dolar
americano como 2 reais, a moeda brasileira (US$ 1,00 = R$ 2,00). Isso equivale
a uma proporcdo de custo 75 e 230 vezes maior do exame citologico em
comparacao as fitas Multistix 10 SG® e Choiceline 10®, respectivamente.

A estimativa de custo-efetividade em relacdo a custo e sensibilidade e
custo e acuracia foi, respectivamente, para Multistix SG 10® 0,68 e 0,57 e para
Choiceline 10® 0,23 e 0,19. Essa estimativa para o exame citologico foi de 41,5.
Estes dados estdo demonstrados na Tabela VI. Ha possibilidade de variagdo do
custo do exame citolégico total e diferencial conforme disponibilidade no
mercado e utilizagdo de determinado laboratério, porém tem-se estimativa de
custo minimo préoximo a US$ 20,00. Mesmo assim, ainda apresenta uma
proporgcado de custo 36 e 111 vezes maior em comparagao as fitas reagentes.
Mantém-se ainda a estimativa custo-efetividade favoravel as fitas reagentes.

Tabela VI. Estimativa de custo-efetividade das fitas reagentes e do exame
citolégico no diagndéstico de peritonite bacteriana espontédnea na amostra
estudada (em US$)

Custo*/Sensibilidade Custo*/Acurécia

Choiceline 10®

* em US$/unidade p < 0,001
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Quando comparou-se Multistix 10 SG® com Choiceline 10®, efetuou-
se também o calculo considerando no denominador os limites inferior e superior
dos intervalos de confianca da sensibilidade e acuracia dessas fitas para definir
qual apresentou melhor desempenho. Utilizando esse método, os resultados
foram os seguintes: Multistix 10 SG®, S 80%, IC g5 58,7 - 924;
Custo/Sensibilidade 0,68 - 0,94 e 0,59; Custo/Acuracia 0,57 - 0,61 e 0,56.
Choiceline 10®, S 76,9%, IC g5¢ 55,9 — 90,2; Custo/Sensibilidade 0,42 - 0,32 e
0,2; Custo/Acuracia 0,34 - 0,2 e 0,18. Detectou-se que, utilizando a fita
Choiceline 10®, consegue-se os menores valores do limite inferior do intervalo
de confianca da sensibilidade e acuracia em relacdo aqueles do limite superior
do intervalo de confiangca da sensibilidade e acuracia da fita Multistix 10 SG®.
Isso apresenta uma possibilidade diagnostica para ser utilizada na pratica
clinica.

Os resultados foram organizados no formato de um artigo (Anexo 4),
enviado para publicagdo. Os dados brutos de todos os pacientes incluidos estao
no Anexo 5.

A tabela VIl demonstra o célculo da média e mediana do numero de PMN

para cada escala colorimétrica das fitas Multistix 10 SG® e Choiceline 10®.
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Tabela VII. Apresentacdo das medianas e médias do numero de PMN

obtidos no exame citologico do liquido de ascite conforme a graduacgéo

das fitas reagentes empregadas

Mediana 6 9 2880 3391 11786
Choiceline 10® 0 ca.l5 ca.75 ca.125 ca.500
Média 94 626 568 1890 5001
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6 — DISCUSSAO

6.1 - Dos resultados e sua interpretagdo

A mensuragdo da esterase leucocitaria (EL) avalia a atividade dos PMN
em liquidos corporais e sua utilidade ja foi comprovada no diagndstico precoce
de infeccdo urinaria, meningite, empiema e corioamnionite, entre outras
(Paredes et al, 1988; Levy et al, 1989; Hiscoke et al, 1990; Moosa et al, 1995;
Azoulay et al, 2000; Ravaud et al, 2002). Em relagdo ao liquido de ascite, foi
empregada inicialmente na deteccdo de peritonite em pacientes com dialise
peritoneal (Farmer et al, 2000; Sam et al, 2002). E recente, no entanto, seu uso
na avaliagado de PBE, situacdo em que sua grande conveniéncia seria fornecer
resultados em apenas dois minutos, o que poderia influenciar positivamente no
tratamento e progndstico da doenca. Seu mecanismo € baseado na atividade da
EL que, ao ser liberada pelos granulécitos, reage com um componente quimico
esterificado na fita reagente tornando-a de coloragao violeta, cuja intensidade
correlaciona-se com o numero de PMN.

A Tabela VIII resume os principais estudos publicados acerca do tema e os

compara ao estudo em discusséo.
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Tabela VIII. Andlise comparativa dos estudos publicados com fitas
reagentes no diagndéstico rapido de peritonite bacteriana espontanea

Autor/ ano Amostras/  Fita reagente PBE Ponto de S E VPP VPN

pacientes empregada n (%) corte*

Castelotte, 2003 228/128 Aution® 52(40) 3 89 99 98 97
| Butani2004 13075 Mulstxiosee 1209 2 88 9 o1 %5
Thévenot, 2004 100/100  Multistix 8SG® 9(9) 3 89 100 99 99
T N
Sapey, 2005 151/53*  Multistix10SG®  7(13) 1 100 100 100 100
ST
33/23" Multistix10SG®  6(26) 1 83 96 83 96
A G R U R R ]
Sapey, 2005 245/51 Multistix10SG®  17(33) 1 64,7 996 91,7 97,4
T L O e O O
Kim, 2005 75/53 UriSCAN 18(33) 2 100 100 100 100
Multistix10SG 18(33) — 50 100 100 87 I

Combur2LN® 46(39)

Nousbaum, 2007 2123/1041  Multistix8SG®  117(11) 99,2 779 96,9

159/71 Choiceline10®  17(23) 2 76,9 97,7 87 95,6

Onde: # Centro 1 + Centro 2 * Ponto de corte = Multistix 8§ SG® e 10 SG®: grau 0: 0, grau 1: tragos, grau 2: 1+, grau
3: 2+, grau 4: 3+; Aution®: graduacdo 0, 1, 2, 3 e 4; Combur®: graduag¢ao 0, 1, 2 e 3; Nephur-test®: grau 0: negativo,
grau 1: 1+, grau 2: 2+, grau 3: 3+; Choiceline 10®: grau 0:0, grau 1: ca.15, grau 2: ca.75, grau 3: ca.125, grau 4:
ca.500; uriSCAN®: graduacao 0,1,2 e 3.
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Considerando a fita Multistix 10 SG® para uso no diagndstico rapido de
PBE, tem-se pelo menos 4 estudos acerca do tema. Butani et al em 2004
obtiveram resultados semelhantes aos do estudo atual, utilizando o mesmo
ponto de corte. No referido estudo também realizou-se curva ROC para avaliar o
local de melhor desempenho do teste, tendo area sob a curva de 91,5%. Os
estudos de Sapey et al, 2005, apresentam ponto de corte diferente e
desempenho variavel.

No presente estudo duas fitas reagentes foram utilizadas, Multistix 10
SG®, que ja fora testada com bom desempenho, e Choiceline 10®, fita esta que
€ a disponivel na rotina do hospital para urinalise, a qual ainda n&do havia sido
testada para analise do LA. O uso de duas fitas visa compara-las quanto a
acuracia e relacao custo-efetividade para, no futuro, escolher aquela com melhor
desempenho. Foram avaliados 71 pacientes cirréticos com ascite, 97% deles
com Child-Pugh B e C, portanto graves, conforme o esperado, dos quais 17
(23,9%) apresentaram diagnéstico de PBE. Desses, trés estavam em
acompanhamento ambulatorial e foram submetidos a paracentese de alivio,
todos com sintomas, momento em que se fez o diagnédstico de PBE,
correspondendo a uma prevaléncia de 4%. Esses dados sdo concordantes, em
linhas gerais, com os descritos por Nousbaum et al, 2007, que demonstraram
baixa prevaléncia de PBE em pacientes ambulatoriais (1,33%), prevaléncia esta
que foi ainda menor quando o paciente ndo apresentava sintomas (0,57%).
Entretanto, quando avaliados pacientes internados, encontrou-se PBE em 19,7%

deles, dentro do esperado, conforme observagdes prévias, com prevaléncias
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que variam da recentemente descrita por Nosbaum et al, 2007, de 9%, até 33%
encontrada no estudo de Kim et al, 2005. Castellote et al, 2002, detectaram uma
prevaléncia maior, de 40%, mas analisaram apenas pacientes internados e
incluiram, de forma criticavel, pacientes com ascite devido a outras etiologias,
como tuberculose e carcinomatose peritoneal. E interessante notar que, no
estudo em tela, o exame cultural, mesmo realizado em um cenario de pesquisa
e com coleta do material a beira do leito, teve rendimento limitado, o que vai ao
encontro do que tem sido relatado. Estima-se que esse rendimento seja ainda
menor na pratica clinica (Runyon, 2003). A acuracia diagnéstica das fitas
reagentes no presente estudo foi elevada: 95% com a fita Multistix 10 SG® e
94% com a fita Choiceline 10®. Esses resultados s&o similares aos descritos por
Vanbiervliet et al, 2002, usando fita Multistix 8 SG® na avaliacdo de 79 amostras
de liquido de ascite de 72 pacientes internados, dentre os quais 9 apresentaram
PBE, com sensibilidade e especificidade de 100%, e também por Castellote et
al, 2003, que demonstraram a utilidade da fita Aution® no diagnéstico de PBE
em 228 paracenteses de 128 pacientes hospitalizados, com sensibilidade de
89% e especificidade de 99%. Runyon, 2003, em editorial sobre o referido artigo,
salientou a importancia do novo meétodo, ressaltando a necessidade do
diagnostico precoce de PBE, que € incomum com o emprego do método
tradicional — o exame citolégico. Outros estudos também demonstraram bons
resultados na utilizagdo das fitas reagentes, dentre os quais Thévenot et al,
2004, avaliando a acuracia de Multistix 8 SG® e Combur®, em 100

paracenteses de 31 pacientes internados e ambulatoriais. Os autores
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encontraram sensibilidade de 86% e especificidade de 100%, sem que houvesse
diferenca entre as fitas. Em 2004, Butani et al também detectaram sensibilidade
maior que 80%, especificidade préxima de 100% e valores preditivos maiores
que 90% na avaliagcdo de Multistix 10 SG® em 136 amostras de LA de 75
pacientes. Sapey et al, 2005, compararam as fitas Multistix 10 SG® e Nephur®,
em dois centros, analisando 184 amostras de 76 pacientes. Os autores
descreveram resultados concordantes com os estudos prévios. Analisando uma
amostra maior, ainda em 2005, Sapey et al avaliando as mesmas fitas Multistix
10 SG® e Nephur®, mostraram sensibilidade menor da primeira (64,7% X
88,2%), porém com especificidade e valores preditivos semelhantes aos
encontrados anteriormente. A fita Multistix 10 SG® também foi analisada por
Kim et al, 2005, comparando-a com Uriscan®, porém com utilizagdo de um
ponto de corte maior para o diagnéstico de PBE, o que diminuiu a sensibilidade
do teste e manteve valores elevados de especificidade e valor preditivo negativo.
Considerando o ponto de corte 2+ para diagnostico de PBE, encontraram
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo,
respectivamente, de 50%, 100%, 100% e 87% para Multistix 10 SG® e 67%,
100%, 100% e 89% para Uriscan®. A modificagdo do ponto de corte de 1+ para
2+ produziu alteracdes semelhantes as descritas por Kim et al, 2005, no trabalho
de Rerknimitr et al, 2006, em que foi utilizada Combur®, com sensibilidade e
especificidade de 88% e 81% contra 63% e 96%, respectivamente. No Brasil,
Braga et al, 2006, analisaram 100 amostras de LA de 42 pacientes internados e

ambulatoriais acompanhados no Hospital Universitario Walter Cantidio, da
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Universidade Federal do Ceara, também utilizando a fita Combur®, com um
desempenho excelente (sensibilidade 100% e especificidade 98,9%).

Quando analisados os 17 pacientes com PBE na amostra estudada,
chama atencao o fato de que 15 deles apresentavam sintomas tais como febre,
dor abdominal, encefalopatia hepatica ou piora da funcdo renal. Mesmo que
possam ser discutidos os critérios de intensidade da dor e de piora da fungao
renal e o viés do ambiente de pesquisa, este dado deve ser considerado. Nao
existe uma correlagcédo direta entre celularidade e sintomas (Moore et al, 2003;
Ginés et al, 2004; Runyon, 2004; Moore et al, 2006), e € fato que os casos de
PBE no estudo em discussdo nao ocorreram apenas em individuos com alta
celularidade no LA, uma vez que dos 17 pacientes, em 6 a contagem de PMN foi
inferior a 1000. Campillo et al , 2006, chamavam atengdo para a maior
possibilidade de falso-negativos do teste com fitas reagentes para diagnostico
de PBE quando a contagem de PMN era menor que 1000. Os autores
compararam as fitas Multistix 8 SG® e Combur 2 LN®, tendo sido os resultados
discretamente melhores para Combur 2 LN. No subgrupo com contagem de
PMN acima de 1000, respectivamente, a sensibilidade de Multistix 8 SG® e
Combur 2 LN® foi de 100 e 90%, e os valores preditivos negativos foram 100 e
99,4%, com ponto de corte 1+ na escala colorimétrica. Esses dados sao
concordantes com os do estudo em questdo, em que também foi observada
maior possibilidade de resultado falso-negativo quando o numero de PMN foi
inferior a 1000. No presente estudo, dos seis pacientes com PBE e contagem

inferior a 1000 PMN, em apenas trés as fitas foram diagnésticas. Esta
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dificuldade foi ainda maior entre pacientes ambulatoriais, pois 2 dos 3 tiveram
resultados falso-negativos.

Cabe ainda ressaltar que a média de PMN nos pacientes com PBE
incluidos no presente estudo foi de 3742, com variagao de 264 a 11786. Esta
grande dispersdo € observada em outros estudos (Vanbervliet et al, 2002;
Castelotte et al, 2003; Thévenot et al, 2004; Sapey et al, 2005; Kim et al, 2005;
Campillo et al, 2006; Rerknimitr et al, 2006; Nousbaum et al, 2007). Apesar da
grande dispersao, observa-se também nesses estudos um aumento progressivo
da média de PMN associado a escala colorimétrica da fita reagente. Para
valores maiores de PMN, acima do ponto de corte na fita para o diagndstico de
PBE, isso nao traz problema e até fortalece o diagnéstico com uma coloragao
mais intensa na escala colorimétrica. Todavia, para valores menores de PMN, e
especialmente se for escolhido um ponto de corte elevado na fita reagente, pode
gerar falso-negativos.

Analisando os diferentes estudos, nota-se que os autores nao utilizaram
sempre as mesmas fitas reagentes e, ainda mais, que as proprias fitas ndo séo
padronizadas e apresentam diferentes pontos de corte na escala colorimétrica.
Nao se duvida, entretanto, da utilidade deste teste no diagndstico, por exemplo,
na infec¢ao urinaria, e as fitas reagentes que sédo empregadas sdo as mesmas
citadas acima, com suas diferentes escalas. Parece que o mais importante nesta
questao é que aprendamos a interpreta-las.

Ha duas indagacgdes recorrentes que se refletem na utilidade do teste e

que merecem ser discutidas: a primeira, o fato do paciente ter sido
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diagnosticado como portador de PBE em ambulatério ou durante internagéo, e a
segunda, os pontos de corte das fitas reagentes.

No presente estudo, com ambas as fitas a sensibilidade ficou em torno de
80% na populacao geral. No entanto, ela foi inferior nos pacientes ambulatoriais,
especialmente com a fita Multistix 10 SG® (86 vs 33%, hospitalizados vs
ambulatoriais, p < 0,01), mas também com Choiceline 10® (78 vs 66%,
respectivamente, p = 0,17). Isto pode explicar em parte a diferenca para outros
estudos, como o de Vanbiervliet et al, 2002, que descreveu sensibilidade de
100%, mas em uma amostra de 79 paracenteses obtidas apenas de pacientes
hospitalizados. De qualquer modo, a acuracia de ambas as fitas tanto em
pacientes ambulatoriais quanto hospitalizados foi bastante elevada
(respectivamente, Multistix 10 SG® 98% e 90%, p = 0,06; Choiceline 10® 97%
e 88%, p = 0,058) e, de forma intrigante, foi levemente superior nos pacientes
ambulatoriais, sem diferenca estatisticamente significativa, apesar da
sensibilidade menor (ambulatoriais x hospitalizados, respectivamente: Multistix
10 SG 33% x 86%, p < 0,001; Choiceline 10 66% x 78%, p = 0,17). Isso talvez
seja justificado pelo maior numero de verdadeiro-negativos nessa situacgéo.
Entretanto, o numero de eventos é pequeno e a amostra nao foi calculada para
surpreender esta diferenga, ficando assim dificil estabelecer uma exata relacéo
entre o desempenho do teste e o carater ambulatorial ou de internagdo dos
pacientes. Quando comparou-se as fitas Multistix 10 SG® e Choiceline 10®,
observou-se desempenho semelhante, com acuracia elevada (respectivamente

95% e 94%, p = 0,88), area sob a curva ROC semelhante (respectivamente

35



95,1% e 94,5%, p = 1), porém observou-se maior diferengca de sensibilidade
quando utiliza-se Multistix 10 SG® em pacientes hospitalizados versus
ambulatoriais.

Muitas das diferencas nos estudos, em verdade, podem ter explicacdo em
outro ponto polémico: quando diagnosticar PBE pelas fitas reagentes. O légico
seria utilizar o ponto correspondente a 250 PMN na escala colorimétrica da fita.
Entretanto, a fita Aution® é a unica com indicagao pelo fabricante de um ponto
de corte exatamente coincidente com 250 PMN. Ou a utilizamos, ou
descobrimos qual o melhor ponto de corte com outras fitas.

O maior estudo realizado sobre o tema foi recentemente publicado na
revista Hepatology (Nousbaum et al, 2007). Os autores avaliaram 2123
paracenteses de 1041 pacientes a fim de estimar a prevaléncia de PBE e a
acuracia diagnéstica da fita Multistix 8 SG®. A prevaléncia de PBE foi de 5,5%
na populacéo geral e de 0,57% em pacientes ambulatoriais assintomaticos. A
sensibilidade encontrada foi baixa, em média de 45,3% (IC 36,3-54,3), o que foi
menor que a nossa. Provavelmente, ai esta a importancia do ponto de corte para
diagnostico. Os autores utilizaram como ponto de corte para o diagndstico de
PBE o grau 3 (2+) na fita Multistix 8 SG®. Esse ponto é provavelmente muito
alto e motivou uma carta do nosso grupo aos editores de Hepatology, aceita
para publicagao (Anexo 6), criticando o estudo de Nousbaum et al e sugerindo
que os autores deveriam ter analisado diferentes pontos de corte para
determinar aquele que seria 0 mais adequado para o diagnéstico. E isso é o que

foi feito no estudo em questdo. Ao invés de serem utilizados os valores de
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referéncia do fabricante, determinaram-se outros pontos de corte, definidos
pelas curvas ROC. Os pontos escolhidos foram os de melhor relagdo entre
sensibilidade e especificidade que sdo 1+ para Multistix 10 SG® e ca.75 para
Choiceline 10®. Calculadas as medianas do numero de PMN para cada divisao
das fitas reagentes, foram encontrados valores maiores que os previstos pelos
fabricantes. Isto sugere que o uso dos valores dados como de referéncia pode
subestimar a contagem de PMN no liquido de ascite e fazer com que sejam
perdidos alguns casos de PBE, o que provavelmente tenha ocorrido no estudo
de Nosbaum et al. Parece claro que o ponto de corte utilizado para o diagndstico
de PBE deve ser mais baixo, pois isso melhora a acuracia do teste e,
principalmente, sua sensibilidade, importante em uma situagdo clinica grave
como a PBE.

O presente estudo demonstrou boa concordancia nos resultados de EL
(fitas reagentes) e citoldgico diferencial no liquido de ascite, principalmente
considerando especificidade e valor preditivo negativo, resultados semelhantes
aos do estudo de Nousbaum et al, porém, em discordancia aos seus achados,
com elevada acuracia. Nao houve diferenga significativa entre os resultados
obtidos com as fitas Multistix 10 SG® e Choiceline 10® empregadas neste
estudo.

Quando avaliados, por custo-efetividade, os custos necessarios para o
diagnostico com fitas reagentes ou com o exame citoldgico, estes foram muito
menores quando aplicadas as fitas. A avaliagdo de custo-efetividade é

metodologicamente mais dificil quando usada para um teste diagndstico, por
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isso sua descricdo € menos freqlente. A definicdo do denominador considera o
desfecho ou estado de saude final do individuo em analise para a estimativa de
custo-efetividade, que com frequéncia faz-se através de modelo de decisao
analitica, utilizando analise de Markov. Os resultados expressos no denominador
dessa analise sdo apresentados de diversas maneiras, porém habitualmente
descrevendo-se anos de vida ajustados para qualidade (QALY- Quality-adjusted
life-year). A avaliagdo econOmica de um teste diagndstico, obviamente, é
prejudicada pela incerteza entre a relagdo do resultado do teste e o estado final
do paciente. Isso limita a montagem de uma arvore de decisdo (Mushim et al,
2001). Por isso, foi escolhido o calculo descrito na segédo 4.6 para a analise de
custo-efetividade nesse estudo. De fato, as fitas, conforme esperado,
demonstraram ter uma relagdo custo-efetividade bastante favoravel. Ambas

tiveram uma estimativa de custo-efetividade menor que o exame citolégico.

6.2 - Das limitacGes do estudo

Alguns pontos merecem ser discutidos para que seja dado o real valor aos
achados. Este estudo foi realizado em pacientes vinculados a um unico hospital,
de carater universitario, que atende a uma populagdo gravemente doente,
portanto com maior risco de apresentar complicacdes secundarias a cirrose. Isto
limita sua validade em hospitais ou ambulatérios com perfil muito distinto.

O calculo amostral foi feito através dos dados existentes na literatura até o

momento do planejamento do trabalho e considerou-se a especificidade do teste
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para definir a amostra necessaria. Foi tomada uma estimativa da prevaléncia
semelhante a descrita por outros autores. No entanto, se o numero de amostras
analisadas superou o previsto, parece que tenha sido ainda pequeno,
especialmente quando se considera a sensibilidade do teste. Uma amostra
maior poderia ter auxiliado neste quesito.

Outro ponto refere-se ao fato de que as paracenteses e os testes com fitas
reagentes foram realizados por cinco investigadores, e ndo por apenas um,
embora os cinco tenham realizado treinamento para tornar a técnica uniforme.
Se este fato pode ter influenciado de alguma forma o resultado do estudo, fica a

duvida, uma vez que nao foi avaliada a correlagédo entre os cinco examinadores.

6.3 - Da aplicabilidade pratica

As fitas reagentes, neste estudo, demonstraram boa acuracia e excelente
relacdo custo-efetividade. Ainda mais, seu uso € rapido, pratico e esta
amplamente acessivel. Parecem especialmente indicadas quando o citolégico
nao € disponivel de forma rapida, como em muitos hospitais, ou ainda, em
paises em desenvolvimento em que os testes diagnosticos sdo por vezes
limitados. A aplicacdo do teste com fitas € bastante conveniente em salas de
emergéncia, em que seu uso pode ser diagnostico ou de triagem, neste caso
mesmo em locais que dispéem do exame citolégico, visando antecipar o
diagnostico da infecgdo espontédnea do liquido de ascite e permitir o seu

tratamento precoce. Considerando essas utilidades, propde-se um algoritmo
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para atendimento de pacientes com cirrose e ascite no nosso meio, como

demonstrado no anexo 7.
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7 — CONCLUSOES

Levando em consideracdo os propositos e os métodos utilizados, e

analisando os resultados obtidos, podem ser emitidas as seguintes conclusdes:

7.1. As fitas reagentes s&o uteis no diagndstico da PBE, apresentando alta
acuracia e relacdo custo-efetividade favoravel, em comparacdo com o exame

citologico.

7.2. As fitas Multistix 10 SG® e Choiceline 10® apresentam acuracia similar, e
seus pontos de corte de melhor desempenho no diagnéstico de PBE sao 1+,

para a primeira, e CA 75, para a ultima.

7.3. As fitas Multistix 10 SG® e Choiceline 10®, respectivamente, em
comparagdo ao exame citolégico do liquido de ascite, apresentaram
sensibilidade de 80 e 76,9%, especificidade de 98,5 e 97,7%, valor preditivo
positivo de 90,9 e 87%, valor preditivo negativo de 96,2 e 95,6%, razdo de
verossimilhancga positiva de 46 e 25,3, razao de verossimilhanga negativa de 0,2

e 0,24 e acuracia de 95 e 94%, no diagndstico de PBE.

7.4. A relacao custo-efetividade das fitas reagentes no diagnéstico de PBE em

comparagao ao exame citoldgico diferencial foi significativamente superior.

7.5. O rendimento do exame cultural no diagnéstico de PBE, mesmo em um

ambiente de pesquisa, € limitado.
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ANEXOS



Anexo 1 — Fluxograma de coleta de dados

FORMULARIO INDIVIDUAL DE COLETA DOS DADOS
PROJETO GPPG n° 05-293

Nome: Prontuario:
Data Nasc: / / Data coleta: / / Sexo:
Listade Tx: ( ) 1-Sim 2-N&o Telefone:

Causa da Cirrose:
( )HCV ( )YHBV ( )Alcool (  )HAI ( )Outras:
PBE no passado: ( )1-Sim ( )2-Nao
Uso ATB profilatico: ( )1-Sim () 2-Néo
() 1-Norfloxacina ( )2- SMZ-TMP
() Outro:
( )

Tipo de paracentese: alivio () diagnéstica

Sintomas:
() assintomatico ( )dorabdominal ( )febre ( )aumento de volume
() perdade fungao renal ( ) Encefalopatia hepatica ( ) outros:
Aspecto do liquido de ascite:
(  )hemorragico () purulento (  )quilosa ( )citrino ( ) outros:
Fitas reagentes:

MTX: ()0 ( )tragos ( )1+ ( )2+ ( )3+

ChoiceLine: ()0 ( )CA15 ( )CA75 ( )CA125 ( )CA500

Numero solicitacao de exames:

Contagem global de células: Eritrécitos:
Citologico diferencial:

Neutrofilos: Linfocitos: Outros:

Albumina: sérica: ascite: gradiente:
Proteinas totais (ascite):

Bacterioscopico:

Bacteriologico:



Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A peritonite bacteriana esponténea (PBE) € uma complicagéo frequente e
grave da cirrose. Seu diagnostico baseia-se na deteccdo de aumento de
leucdcitos (glébulos brancos) no liquido de ascite. A detecgdo dos leucdcitos
pode ser mais rapida com a utilizacdo de fitas reagentes que fornecem o
diagndstico em 2 minutos. Esse método ainda esta em fase de pesquisa,
necessitando comprovagdo para ser empregado em nosso hospital. Para
realizacao do teste em nosso meio é necessaria avaliacdo do liquido de ascite
de voluntarios portadores de cirrose e ascite. A avaliacdo desse método com
fitas reagentes € importante para um diagndstico mais precoce dessa infecgao e
assim instituicdo do tratamento rapidamente.

Os participantes deste estudo serdo todos os pacientes com cirrose e
ascite submetidos a paracentese no HCPA durante o periodo do estudo. A
participacdo dos pacientes sera de permitir a analise de seu liquido de ascite
com fitas reagentes.

A assinatura nesse consentimento informado, dara autorizacdo aos
pesquisadores do estudo de utilizarem os dados obtidos somente para fins
cientificos, incluindo a divulgacdo dos mesmos, sempre preservando a

identidade dos pacientes.

assino e identifico este documento, declaro ter recebido explicacdo clara e
completa sobre a pesquisa acima mencionada. Declaro ser de livre vontade
minha participagcdo nesta pesquisa.

Assinatura:

Hospital de Clinicas de Porto Alegre - Rua: Ramiro Barcelos, 2350

Fone para contato: 2101-8307

Porto Alegre,......... (o [T de 200......
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Accuracy of 2 Types of Leukocyte Estearase Dipstick Test in the Rapid

Diagnosis of Spontaneous Bacterial Peritonitis

Alexandre Araujo, Antonio B. Lopes, Gabriela F. Escobar, Matheus T. Michalczuk,
Jonathas Stifft, Enzo Nardelli, Mario R. Alvares-da-Silva

Introduction: Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is a highly frequent and severe
complication of cirrhosis, leading 10 - 30 % of the patients to renal failure and/or death.
Early diagnosis may improve these outcomes. The use of dipsticks for detection of
leukocyte estearase as a marker of SBP has been studied with good results. Objective:
The aim of this study is to evaluate the sensitivity (Se), specificity (Sp), positive (PPV)
and negative predictive values (NPV) of 2 different types of dipstick (Multistix ® - Bayer
and Choiceline® - Roche) in the rapid diagnosis of SBP. Methods: Ascitic fluid of
outpatients and inpatients with cirrhosis were analyzed with 2 types of dipsticks and
compared with cytology for the diagnosis of SBP. Se, Sp, PPV and NPV were
determined. Results: 100 samples of ascitic fluid were analyzed. SBP was diagnosed by
cytology in 14 of those samples (14%). Se, Sp, PPV and NPV of the 2 types of dipsticks
are summarized in the following table: Conclusion: both the types of dipsticks had high
PPV and NPV in the diagnosis of SBP.

Se

Sp

PPV

NPV

Multistix®

64%

97%

81%

94%

Choiceline®

57%

97%

80%

93%

Se= sensibility; Sp= specificity; PPV= positive predictive value, NPV= negative
predictive value
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EVALUATING THE ROLE OF REAGENT STRIPS ON SPONTANEOUS
BACTERIAL PERITONITIS IN CIRRHOTIC PATIENTS: A HIGHLY
ACCURATE AND COST-EFFECTIVE TOOL

ABSTRACT

Background: Diagnosis of spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is currently based on
ascitic cell counting, but there is a need for a more convenient diagnostic tool. The
objectives of this study are to evaluate accuracy of reagent strips in diagnosing SBP and
compare their costs with cell count and differential exam.

Patients and Methods: 71 cirrhotic in and outpatients were consecutively included (159
samples). SBP was defined as neutrophil cells > 250. Data for graduations of reagent
strips were analyzed in ROC curves, and Sensitivity (S), Specificity (Sp), Positive and
Negative Predictive Values (PPV and NPV), Accuracy (Ac), and cost-efffectiveness
(USS) in comparison to cell count exam were calculated.

Results: SBP was diagnosed in 17 patients (23,9%), 11 of them cultural-positives
(64,7%). The best cut-off points found in ROC curves were 1+ for Multistix 10 SG ® and
ca.75 for Choiceline 10® (Multistix 10 SG® S=80%, Sp=98.5%, PPV=90.9%,
NPV=96.2%, Ac=95%; Choiceline 10® S=76.9%, Sp=97.7%, PPV=87%, NPV=95.6%,
Ac=94%). In relation to cost-effectiveness evaluation , by cost/ accuracy, cell count was
41.5, Multistix 10 SG® 0.57, and Choiceline 10®, 0.19 (p<0,001).

Conclusion: reagent strips are useful in the SBP diagnosis, with high accuracy and better
cost-effectiveness than cell count and differential exam. Strips are especially indicated
when cell count and differential are not quickly available and as screening test in
emergency rooms to anticipate the SBP diagnosis and allow its early treatment.

INTRODUCTION

Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is a severe complication of patients with cirrhosis
and ascites. Its prevalence in non-selected cirrhotic patients admitted to the hospital
ranges from 10 to 30%.>>*° SBP-associated mortality rate remains high, reaching 50%
if not treated soon and aggressively. Thus, early diagnosis is essential."'*'®'"'® Culture
of ascitic fluid would be the ultimate diagnostic method, but it is negative in more than
60% of patients, and it is also time-lengthy.” Usually, diagnosis of SBP is based on the
cell counting: when greater than 250 polymorphonuclear (PMN) cells, it is highly
probable."*" Like culture, cell count and differential exam last hours to be ready and it is
unavailable in certain situations, as at night or during weekends, especially in non-
university hospitals. It has led to the quest of another more convenient diagnostic tool. In
this sense, reagent strips have satisfyingly been used. Its mechanism is based in the
leukocyte esterase activity triggered by the granulocytes which reacts with a chemical
component esterified in the reagent strip turning it purple-colored, whose intensity
correlates with the PMN number. In the last few years, some studies have evaluated it in
SBP diagnosis. However, these studies have shown different trademarks and colorimetric
scales of reagent strips, limiting universal use of results.””'""'**! The objectives of this
study are to evaluate and compare the accuracy of two available reagent strips (Multistix



10 SG® and Choiceline 10®) in diagnosing SBP and compare their costs with the cell
count and differential exam.

PATIENTS AND METHODS

Between June 2006 and April 2007, patients with histologic proven or clinical, laboratory
and image features suggesting cirrhosis, presenting with ascites, and needing
paracentesis, were evaluated in a single university hospital and consecutively included.
Cases in which serum-ascites albumin gradient was < 1,1 or when there was suspicion of
tuberculosis or peritoneal carcinomatosis were excluded. The following data was
collected of all the selected patients: age, sex, etiology of the cirrhosis, procedure done
during the patient’s admission or in outpatient clinic, previous SBP history, use of
prophylactic antibiotics, clinical symptoms and signs, and indication and kind of
paracentesis. The most recent blood tests available were recorded within a period of up to
30 days for Child-Pugh classification and MELD score. Symptoms were defined by the
following criteria: recently started abdominal pain, fever (> 37,8° C), loss of renal
function (serum creatinine > 1,5 g/dl) and beginning or worsening of hepatic
encephalopathy.

Paracentesis was performed in a similar setting, with sterile technique. Ascitic fluid was
sent for total and differential cell count exam, biochemical (glucose, albumin and total
protein), gram stain and culture, according to the hospital’s routine. The culture sample
was bedside collected immediately after the paracentesis with inoculation of 10 to 20 ml
of ascitic fluid in aerobic blood culture bottle (BacT/ALERT® Durham, NC, USA).
Additionally, ascites was collected in a sterile bottle, where the reagent strips were
immersed (Multistix 10 SG®, Bayer Diagnoses, Buenos Aires, Argentina and Choiceline
10®, Roche Diagnoses, Mannheim, Germany) and immediately withdrew. After 120
seconds, was made the reading with 5 graduations at colorimetric scale in both urine
reagent strips (Multistix 10 SG®: 0, traces, 1, 2 or 3+; Choiceline 10®: 0, ca.l15, ca.75,
ca.125 or ca.500). Manufacturer reference values (for urinalysis) are the following:
Multistix 10 SG®: 0: 0-4 PMN/mm3, traces: 5-9 PMN/mm3, 1+: 10-29 PMN/mm3, 2+:
30-74 PMN/mm3, 3+: 75-200 PMN/mm3; and Choiceline 10®: 0: 0 leukocytes/mm3,
ca.15: 15 leukocytes/mm3, ca.75: 75 leukocytes/mm3, ca.125: 125 leukocytes/mm3,
ca.500: 500 leukocytes/mm3.

SBP was considered when PMN were > 250, in the absence of intra-abdominal source
infection, independently of the culture. For the SBP diagnosis through the reagent strips,
it was taken into consideration: Multistix 10 SG®: 0 and traces: negative; 1, 2 or 3+:
positive; and Choiceline 10®: 0 and ca.15: negative; ca.75, 125 or 500: positive. All the
patients who presented SBP diagnosis criteria by cell count and differential exam were
treated with antibiotics and endovenous albumin infusion, according to the hospital’s
routine, and control paracentesis was made in 48 hours.

The cost of the reagent strips was as follows: Multistix 10 SG®, US$ 0,55, and
Choiceline 10®, US$ 0,18 per unit. The cost of the total and differential cell count exam
was USS$ 41,50, taking as conversion par 1 American dollar for 2 Brazilian Real, the local
currency (US$ 1,00 =R$ 2,00).



Statistical Aspects

Considering specificity of 95%, margin of error of 4% and predicting a prevalence of
15% for compatible SBP samples, with confidence level of 95%, the sample calculation
was made, resulting in 135 samples. The continuous quantitative variables were
described as mean + standard deviation. The median for the PMN number was also
calculated. The results obtained with the reagent strips were compared to those of the
cell count and differential exam of the ascitic fluid for the SBP diagnosis, taking the latter
as the standard. Sensitivity, specificity, positive and negative predictive values (with
confidence intervals of 95%), were calculated besides the positive and negative
likelihood ratios and accuracy. The data for the graduations of the reagent strips were
analyzed in ROC curve (receiver operating characteristic) to visualize the cut-off point
more accurately. The costs of cell count and differential exam were compared with the
costs of the reagent strips for each patient, by the cost-effectiveness evaluation, through
the formula [test cost (US$)/test sensitivity] and [test cost (US$)/test accuracy]. In order
to compare different proportions was also applied z-test.

Ethical Aspects

All the patients had signed informed consent term, being thoroughly clarified before
joining the study. The protocol was approved by the hospital’s committee of ethics.

RESULTS

A total of 159 paracenteses were made in 71 attended patients, out of which 155 realized
the test with the reagent strip Multistix 10 SG®, while the entire study group realized the
test with the reagent strip Choiceline 10®. As for the gender, 57 patients (80%) were
male. The average age was 55 years old. Hepatitis C chronic infection associated with
excessive alcohol consumption was the most frequent cause of cirrhosis in the studied
sample — 34 patients (28%). Among the studied individuals, 39 (55%) were classified as
Child-Pugh C (Table 1).



Table 1: Characteristics of the 71 cirrhotic patients which were subject to 159
paracenteses.

Characteristics Mean +/-DP or No. (%)
Males 57 (80%)
Age 55+/- 11,04

Child-Pugh Classification

A 5 (7%)

B 27 (38%)
C 39 (55%)
MELD 15 +/- 5,58

Etiology of Cirrhosis
Hepeatitis C 24 (34%)
Alcohol 16 (23%)
Hepeatitis C + alcohol 20 (28%)
Hepatitis B 3 (4%)
Others 8 (11%)

Most of the ascitic fluid samples tested with the reagent strips were outpatients’ (103/155
for Multistix 10 SG® and 106/159 for Choiceline 10®). SBP was diagnosed by cell
count and differential in 17 patients (23,9%), the culture returning positive in 11 of them
(64,7%). The most frequent bacteria found were Escherichia coli (36%) and Klebsiella
pneumoniae (27%) — the Table 2 summarizes these findings, and correlates them to the
symptoms presented by the patients. 11 patients diagnosed with SBP were subject to
treatment control paracenteses, 9 of them had a persistence > 250 PMN in the ascitic
fluid. Thus, there were 26 samples > 250 PMN for comparison with the strips. Only one
of these samples was not tested with Multistix 10 SG®.



Table 2: SBP patient profile

Patient PMN Multistix 10 SG® Choiceline 10° Symptoms  Prophylactic Culture
Antibiotics
1 306 2+ ca.75 4 - Negative
2 11786 3+ ca.15 le2 - Escherichia coli
3 264 Traces ca.l5 1 - Negative
4 327 1+ ca.15 1 - Negative
5 6480 1+ ca.15 le3 - S. coagulase neg
6 7885 2+ ca.500 led + Escherichia coli
7 535 Traces ca.75 le3 - Negative
8 8360 0 0 - - Escherichia coli
9 312 0 ca.15 - - Negative
10 386 ND ca.75 1,2¢4 - S. pneumoniae
11 5130 2+ ca.500 1 - Escherichia coli
12 2880 1+ ca.75 4 K. pneumoniae
13 2024 2+ ca.500 le3 - K. pneumoniae
14 1440 2+ ca.125 1 - Enterococcus sp
15 6480 1+ ca.500 1,3e4 - K.pneumoniae
16 9558 2+ ca.500 1 - Negative
17 4758 2+ ca.500 1 - S.pneumoniae
*Symptoms: 1: abdominal pain 2: fever 3: loss of renal function 4: hepatic encephalopathy
NT: not done

The Table 3 describes the findings obtained with the use of Multistix 10 SG® and
Choiceline 10®. In relation to Multistix 10 SG®, 155 samples were analyzed, out of
which 25 with > 250 PMN and 130 with <250 PMN. There were 20 true-positive cases,
128 true-negative, 2 false-positive and 5 false-negative. Among the five false-negative
results, four presented a PMN count lower than 1000.

When the strip Choiceline 10® was evaluated, we obtained 159 samples. There were 26
with > 250 PMN and 133 with <250 PMN. 20 true-positive cases were observed, along
with 130 true-negatives, 3 false-positives and 6 false-negatives, in which 3 of them the
PMN count was lower to 1000.

Table 3: Results of reagent strips Multistix 10 SG® and Choiceline 10® when
compared to cell count and differential.

Multistix 10 SG® Choiceline 10®
PMN > 250 PMN <250 Total PMN > 250 PMN <250 Tote
LE + 20 2 22 20 3 23
LE - 5 128 133 6 130 136
Total 25 130 155 26 133 159

LE: leukocyte esterase



In comparison with the cell count and differential exam, the use of Multistix 10 SG®
resulted in sensitivity (S) of 80% (IC 58,7-92.,4), specificity (Sp) of 98,5% (IC 94-99,7),
positive predictive value (PPV) of 90,9% (IC 69,4-98.,4), negative predictive value (NPV)
of 96,2% (IC 91-98,6), positive likelihood ratio (PLR) of 40, negative likelihood ratio
(NLR) of 0,2 and accuracy (Ac) of 95%. With Choiceline 10® we found S=76,9% (IC
55,9-90,2), Sp=97,7% (IC 93-99.4), PPV=87% (IC 65,3-96,6), NPV=95,6% (IC 90,2-
98.,2), PLR=25,3, NLR=0,24 and Ac=94%. These results are described in Table 4, where
the collected date in outpatients and inpatients are also compared.

Table 4: Diagnostic performance of the reagent strips in the total sample, inpatients

and outpatients.

No. pts Sample S SP PPV NPV PLR NLR  Accuracy
Multistix 10SG 68 155 80%  98,5% 90,9%  96,2% 40 0,2 95% *
Choiceline 10 71 159 76,9%  97,7% 87% 95,6% 25,3 0,24 94% *
Mtx inpt 42 52 86%#  93% 90% 90% 12 0,15 90%*
Mtx outpt 28 103 33%#  100% 100% 98% - 0,67 98%*
Cho inpt 43 53 78%  96% 94% 85% 19 0,22 88%"
Cho outpt 28 106 66%  98% 50% 99% 33 0,34 97%"

As in: S= sensitivity, SP= specificity, PPV= positive predictive value, NPV= negative predictive value,
PLR= positive likelihood ratio, NLR= negative likelihood ratio, Mtx inpt: Multistix 10 SG® in inpatients,
Mtx outpt: Multistix 10 SG® in outpatients, Cho inpt: Choiceline 10® in inpatients, Cho outpt: Choiceline
10° in outpatients. * p=0.88; T p=0.17; F p=0.06; + p=0.05; # p<0.001.

Table 5: PMN number median and mean according to the reagent strip graduation

Multistix 10 SG®

Median
Mean

Choiceline 10®

Median
Mean

Traces

9
13
ca.l5

28
626

1+

2880
3810
ca.75

5346
568

2+

3391
4002
ca.125

1440
1890

3+

11786
11786
ca.500

4944
5001

The cost-effectiveness evaluation in relation to the cost and sensitivity and cost and
accuracy was, respectively, for Multistix 10 SG®, 0,68 and 0,57, and for Choiceline
10®, 0,23 and 019. The cell count and diffential exam evaluation was 41,5.

Table 6: Cost-effectiveness Evaluation

Cost*/Sensitivity Cost*/Accuracy
Multistix 10 SG® 0,68 0,57
Choiceline 10® 0,23 0,19
Cell count and differential 41,5 41,5

* US$/unit



Two ROC curves were made, one for Multistix 10 SG® and another for Choiceline 10®
(Figures 1 and 2). The best cut points found, considering the best relation between
sensitivity and specificity, were 1+ and ca.75, respectively. The areas obtained under the
curve were 94,5% for Multistix 10 SG® and 95,1% for Choiceline 10®.
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Figurel: ROC curve for Multistix 10 SG® Figure 2: ROC curve for Choicelinel0®
DISCUSSION

Leukocyte esterase evaluates the PMN activity in body fluids and its value has been
verified in early diagnosis of wurinary infection, meningitis, empyema and
chorioamnionitis, among others.”'*’ Its use in the evaluation of SBP is fairly recent. It is
a low-cost, simple, widely accessible, bedside administrable technique which provides
results in two-minute time, positively influencing the treatment and the prognostic of the
disease.

In the present study 71 cirrhotic patients were evaluated with ascites, 97% of them with
Child-Pugh B and C, therefore severe, as expected, out of which 17 (23,9%) presented an
SBP diagnosis. Once SBP is important just for cirrhotic ascites, and we specifically
aimed to achieve a quick tool for SBP diagnosis, patients with suspect of tuberculosis or
neoplasic ascites were excluded. It is interesting to notice that the culture exam, even
when conducted in a research scene and with bedside material collection, had limited
results, corroborating with what has already been reported.” The diagnostic accuracy of
the reagent strips in the present study was high: 95% with the Multistix 10 SG® and 94%
with the Choiceline 10®. These results are similar to the ones described by Vanbiervliet
et al, 3 in 2002, using the strip Multistix 8 SG®, and also by Castellote et al, *in 2003,
which demonstrated the usefulness of the strip Aution®. Runyon, * in an editorial about
the referred article, highlighted the importance of the new method. Other studies also



showed good results in the using of the reagent strips. *”*%'""* In Brazil, Braga et al, ' in
2006, analyzed 100 ascitic fluid samples using the strip Combur®, having an excellent
performance (sensitivity 100%, specificity 98,9%).

When analyzed the 17 SBP patients in the studied sample, the fact that 15 of them
presented symptoms such as fever, abdominal pain, encephalopathy or loss of renal
function called our attention. Even though the criteria of pain intensity and renal function
impairment might be discussed including the research environ bias, this data must be
considered. There’s no straight correlation between cell count and symptoms, >'>'"'® and
the SBP cases in the study did not occur only in individuals with high cell count. As a
matter of fact, out of the 17 patients, 6 had a PMN count < 1000, when was already
described a lower reagent strip sensitivity. The PMN mean in the SBP patients was 3742,
with variation from 264 to 11786. This large dispersion was also observed in other
studies.

This question refers to two recurrent investigations which reflect on the usefulness of the
test, the first one, the fact that SBP was diagnosed while inpatient or outpatient, and the
second, the reagent strips cut points.

In the present study, with both strips the sensitivity was around 80% in the general
population. However, it was inferior in the outpatients, especially with the strip Multistix
10 SG® (86 vs 33%, inpatients vs outpatients), but also with Choiceline 10® (78 vs 66%,
respectively), consonant with results from Nousbaum et al.*' This can partly explain the
difference for other studies, as for Vanbiervlliet et al,’ of 2002, who described sensitivity
of 100%, but in a sample of 79 paracenteses made only to inpatients. Anyway, the
accuracy of both strips both in inpatients as in outpatients was quite high and,
intriguingly, it was slightly superior in the outpatients, in spite of the smaller sensitivity.
It might be justified by the higher number of true negatives in this situation.

Many of the differences in the studies may have their explanation in another controversial
issue: when to diagnose SBP using reagent strips. The most logical would be using the
point corresponding to 250 PMN in the strip’s colorimetric scale. Nonetheless, the strip
Aution is the only one indicated by the manufacturer for a cut point exactly coinciding
with 250 PMN. However, strip colorimetric scale for urine does not correlate to cell
count at ascitic fluid. Either we use it, or we find out which is the best cut point with
other strips. The largest study made on this topic was recently published in Hepatology.'
The authors evaluated 2123 paracenteses of 1041 patients in order to estimate the
prevalence of SBP and the diagnostic accuracy of the strip Multistix 8 SG®. The
prevalence of SBP was 5,5% in the general population and 0,57% in asymptomatic
outpatients. The sensitivity found was low, around 45,3% (IC 36,3-54,3), which was
lower than ours. Probably, here is the importance of the cut point for diagnosis.
Nousbaum et al, in the mentioned study, used the degree 3 (2+) in the strip Multistix 8
SG® as the cut-off point for the diagnosis of SBP. This point was probably very high and
it made us to send a letter to the editor of Hepatology, accepted for publication,
criticizing that study and suggesting that the authors should have analyzed different cut
points to determine the most appropriate one for the diagnosis. This is what has been
done in this study. Instead of using the manufacturer reference values, other cut points
were henceforth determined, defined by ROC curves. The chosen points were the ones
with the best relation between S and Sp: 1+ for Multistix 10 SG® and ca.75 for
Choiceline 10®. Once calculated the PMN median number for each reagent strip



colorimetric scale, we found larger values than those assumed by the manufactures,
suggesting the use of the reference values of these strips could underestimate the PMN
value in the ascitic fluld and even miss some SBP cases.
It seems clear that the cut point used for the SBP diagnosis must be lower, because it
improves the test accuracy and, especially, its sensitivity, which is important in a severe
clinic condition as of SBP.

The present study showed good concordance in the results of leukocyte esterase (reagent
strips) and cell count and differential in the ascitic fluid, especially considering
specificity and negative predictive value. There was no significant difference between the
results obtained with the Multistix 10 SG® and Choiceline 10® strips used in this study.
When cost-effectiveness was evaluated, strips have a quite favorable cost-effectiveness
relation. The formula used, described by Lilly et al,*® was chosen because the economical
evaluation of a diagnosis test is harmed by the uncertainty between the relation of the
diagnosis result and the final state of the patient. It narrows the mounting of a decision
tree. 2!

The authors conclude that the reagent strips are useful in the SBP diagnosis, with high
accuracy and convenience, and lower cost in comparison with cell count and differential.
Moreover, they agree with Nousbaum et al 2" when they say that the strips are especially
indicated when cell count and differential are not quickly available, or still, in developing
countries with limited diagnostic tests or sometimes unavailable cell count and
differential (it may seem unbelievable, but it is true). They still point out that this is a
quite convenient procedure in emergency rooms, where its use can be justified as a
screening test, even when cell count is available, aiming to anticipate the SBP diagnosis
and allow its early treatment. Nevertheless, attention must be paid to the cut-off points for
diagnosis. When Multistix 10 SG® or Choiceline 10® strips are used, the authors suggest
that the cut-off points 1+ or ca.75, respectively, be considered.
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Anexo 5 —Banco de Dados



AM | PBE ATB PAR SINT | LiQ MULT ' CHOI CITO ERIT NEUT = PMN N250 BACS BACT
1 2 2 2 2,4 1 0 0 97 224 10% 9,70 2,00 2 2
2 2 2 2 4 4 0 0 150 2560 8% 12,00 2,00 2 2
3 1 1 2 4 1 0 0 176 500 12% 21,12 2,00 2 2
4 2 2 2 4 1 0 0 86 4300 25% 21,50 2,00 2 2
5 2 2 2 4 1 0 0 31 88 8% 248 2,00 2 2
6 2 2 1 4.6 2 2 75 600 580 51% 306,00 1,00 2 2
7 1 1 2 4 1 0,5 0 49 93 22% 10,78 2,00 2 2
8 1 1 2 4 1 0 0 53 51 3% 1,59 2,00 2 2
9 2 2 2 4 1 0 0 63 61 10% 6,30 2,00 2 2

1 1 1 234 2 3 15 16.600 30.000 71% | 11786,00 1,00 = 2 1
1 1 1 4,6 1 0 0 400 = 20.000 6% 24,00 2,00 2 2
2 2 1 456 3 0,5 15 438 20000 20% 87,60 2,00 2 2
1 1 2 4 1 0 0 51 448 23% 11,73 2,00 2 2
2 2 2 4 1 0,5 15 341 15.000 8% 2728 2,00 2 2
2 2 1 4,6 1 0 0 90 125 0% 0,00 2,00 2 2
2 2 2 3.4 1 0 0 53 198 12% 6,36 2,00 2 1
2 2 1 2,4 1 1 15 420 427 78% 327,60 1,00 2 2
1 2 1 1 1 0 0 85 1590 5% 425 200 2 2
2 2 1 2346 2 99999 75 560 3415 69% 386,40 1,00 2 1
1 2 2 4 4 0 0 148 3900 7% 10,36 2,00 2 2
2 1 1 2,4 1 0 0 42 260 70% 29,40 2,00 2 1
2 2 2 4 1 0 0 83 165 8% 6,64 200 2 2
2 2 1,2 2,4 1 0 15 400 80 20% 80,00 2,00 2 2
2 2 2 4,5 1 0,5 15 213 690 14% 29,82 2,00 2 2
2 2 2 246 1 0 0 120 256 12% 14,40 2,00 2 2
2 2 2 6 1 0 0 300 220 10% 30,00 2,00 2 2
2 2 2 2,4 1 0 0 192 853 11% 21,12 2,00 2 2
2 2 2 4 1 0 0 218 220 2% 436 2,00 2 2
2 2 2 4 1 0 0 170 341 0% 0,00 2,00 2 1
2 2 2 2,4 1 0 0 104 853 1% 1,04 200 2 2
2 2 2 2,4 1 0 0 39 256 2% 0,78 2,00 2 2
2 2 2 24 1 0 15 144 565 0% 0,00 2,00 2 2
2 2 2 4 1 0 0 127 533 6% 762 200 2 2
2 2 2 1 1 0 0 101 120 8% 808 200 2 2
2 2 1 1 1 0 15 600 260 52% 312,00 1,00 2 2
1 1 2 4 1 0 0 1600 300 2% 32,00 200 2 2
1 1 2 4 1 0 0 7 341 2% 0,14 2,00 2 2
1 1 2 4 1 0 75 27 187 5% 1,35 2,00 2 2
1 1 2 4,5 3 0 15 32 4700 2% 0,64 200 2 2
1 1 2 1 1 0 0 36 152 16% 576 2,00 2 1
1 1 2 4 1 0 0 31 215 5% 1,85 2,00 2 2
2 2 2 4 1 0 15 200 426 27% 54,00 2,00 2 2
2 2 1,2 2,3 1 0 0 256 1280 6% 15,36 2,00 2 2
2 2 2 234 3 0 0 128 2560 20% 2560 2,00 2 2
2 2 2 1 1 0 0 272 813 23% 62,56 2,00 2 2
2 2 2 4 3 0 0 11 1280 2% 022 200 2 2
2 2 2 1 1 0 0 30 20000 10% 3,00 200 2 2
2 2 2 4,7 1 0 0 16 27 6% 09 2,00 2 2
2 2 2 4 1 0 0 19 35 4% 0,76 2,00 2 1
2 2 2 24 1 0 0 33 1700 0% 0,00 2,00 2 2
2 2 2 4 1 0 0 25 853 6% 1,50 2,00 2 2
2 2 2 4 1 0 0 10 853 1% 0,10 2,00 2 2
2 2 2 1 1 0 0 32 330 4% 1,28 2,00 2 2
1 1 2 4 1 0 0 78 341 1% 0,78 2,00 2 2
1 1 2 245 1 0 15 32 263 2% 0,64 200 2 2
1 1 2 2,4 1 0 0 85 750 44% 37,40 2,00 2 2
2 2 1 246 2 2 500 9500 1280 83% 7885,00 1,00 2 1
2 2 1 2468 2 2 500 4900 2700 61% 2989,00 1,00 = 99999 99999
1 1 1 234 2 0,5 125 1800 5970 33% 594,00 1,00 99999 99999
2 2 1 1 2 0 0 19000 5000 44% 8360,00 1,00 2 1
2 2 2 24 1 0,5 75 653 1200 82% 53546 1,00 2 2
1 1 2 1 1 0 0 500 560 40% 200,00 2,00 2 2
1 1 1,2 4 1 0 0 75 42 4% 3,00 200 2 2
1 1 2 4 1 0 0 55 99 17% 935 200 2 2
1 1 2 4 1 0 0 14 256 1% 0,14 2,00 2 1
1 1 2 4 1 0 0 24 60 2% 048 2,00 2 2
1 1 2 4,5 1 0 15 36 256 3% 1,08 2,00 2 2
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AM | PBE ATB PAR SINT | LiQ MULT ' CHOI CITO ERIT NEUT = PMN N250 = BACS
137 2 2 1 2456 2 1 500 7.200 2.610 90% 6480,00 1,00 2
138 1 1 2 4,8 1 0 0 187 203 12% 22,44 2,00 2
139 1 1 2 4 1 0 0 250 1.200 16% 40,00 2,00 2
140 2 2 2 1 1 0 0 80 725 1% 0,80 2,00 2
141 2 2 1,2 4,67 2 1 75 3.200 1.000 90% 2880,00 1,00 2
142 1 2 1 2,6 1 0 0 188 360 4% 7,52 2,00 2
143 2 2 1 2 1 0 0 147 53 0% 0,00 2,00 2
144 2 2 1 4,6 3 0 0 500 = 160.000 0 0,00 2,00 2
145 2 2 1 1 5 0 0 155 203 5% 7,75 2,00 2
146 2 2 2 1 1 0 0 92 35 0% 0,00 2,00 2
147 2 2 1 4,6 1 0 0 110 240 8% 880 2,00 2
148 2 2 1 4 5 0 15 15.800 30.000 1% 158,00 2,00 2
149 1 1 2 4 1 0 15 130 1.600 25% 32,50 2,00 2
150 2 2 1,2 1 1 0 0 107 32 1% 11,77 2,00 2
151 1 1 1 2,4 1 0 0 300 3.200 4% 12,00 2,00 2
152 1 1 12 24,5 3 0,5 15 81 10.000 35% 28,35 2,00 2
153 2 2 2 1,4 1 0 0 60 40 10% 6,00 2,00 2
154 2 2 1,2 2,4 1 0,5 15 132 200 21% 27,72 2,00 2
155 2 2 1 2,4 2 2 500 11800 260 81% 9558,00 1,00 2
156 2 2 1 1,8 2 1 125 3000 900 69% 2070,00 1,00 2
157 2 1 1 4,6 1 0 0 250 85 0% 0,00 2,00 2
158 2 2 1 2,4 2 2 500 7800 = 20.000 61% = 4758,00 1,00 2
159 2 2 1 1,8 3 2 75 1300  40.000 33% 429,00 1,00 2

Onde: PBE = peritonite bacteriana espontanea prévia (1=sim; 2=ndo); ATB= antibioticoterapia profilatica
(1=sim; 2=nao); PAR= tipo de paracentese (1=diagndstica; 2= alivio) ; SINT= sintomas (1= Assintomatico
2= Dor abdominal 3= Febre 4=- Aumento de volume abdominal 5=- Perda de fungéo renal 6=
Encefalopatia hepatica; 7=outros; 8=p6s-PBE); LIQ= liquido ascite= aspecto do liquido (1= citrino; 2=
turvo; 3= hemorragico; 4= quiloso; 5= outros); MULT= Multistix ( 0=0; 0,5= tragos; 1=1+; 2=2+; 3=3+);
CHOI= Choiceline (0=0; 15=CA 15; 75= CA 75; 125= CA 125; 500=CA 500); CITO= citoldgico total
(numérico); ERIT= eritrdcitos (numérico); NEUT= neutrofilos (%); PMN = polimorfornonucleares
(numérico); N250 = neutrdfilos maior ou igual a 250 (1=sim; 2=ndo); BACS= bacterioscopico
(1+positivo;2=negativo); BACT=exame cultural (1=positivo; 2=negativo).
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CORRESPONDENCE

Lower Cutoff Values for Dipsticks May Improve Their Accuracy in Rapid Diagnosis of Spontanous
Bacterial Peritonitis

To the Editor:

We read with interest the article by Nousbaum et al.' In
this multicenter French study, the authors report their results
with Multistix SG8 reagent strip for the diagnosis of
spontaneous bacterial peritonitis (SBP) in more than 2000
paracentesis procedures, performed in more than 1000 patients.
This is the largest group of patients ever studied for this
technique. Their conclusions focus on the low sensitivity of the
dipsticks for the diagnosis of SBP found in the current study
(45.3%), making the dipsticks an inaccurate test. The sensitivity
for asymptomatic patients was even worse (16.7%). However,
the negative predictive value (NPV) and specificity were high,
ranging between 98% and 100%.

The results are really different from the findings of all
other studies on the same issue that reported sensitivity greater
than 64.7%, with NPV and specificity of barely 100% in 72 to
245 paracenteses per study.2-6

Vanbiervliet et al.” published the first article in 2002, and
reported sensitivity, specificity, NPV, and positive predictive
value (PPV) of 100% in 72 paracenteses. The reagent strip used
was the Multistix 8G; tests were considered positive when
leukocyte stearase became 1, 2, or 3_. Zero or trace detections
were considered negative for diagnosis of SBP. The studies by
Butani et al.® and Sapey et al.* used Multistix 10SG with the
same criteria for positives and negatives and reached sensitivity
of 83%-100%, specificity of 92.5%-100%, PPV of 75%- 100%,
and NPV of 96%-100%. Sapey et al.’ published another analysis
of dipstick testing using Multistix 10SG and Nephur-Test with
sensitivity of 64.7% and 88.2%, specificity of 99.6% and 99.6%,
PPV of 91.7% and 93.8%, and NPV of 97.4% and 99.1%,
respectively.

The differences between previous studies and the current
study may arise from the interpretation of the dipsticks. The
study by Nousbaum et al.' considered the dipsticks positive
when they became 2 and 3_, and negative when they indicated 0,
trace, and 1_. These cutoffs were based on the manufacturer
description for tests of urine. Thevenot et al.® used the same
criteria and had good results. The other papers on the rapid
diagnosis of SBP used cutoffs for positive with results of 1 to 3_,
and negative for 0 and trace.2-5 The study by Butani et al.’ used
the receiver operating characteristic curve to determine the best
cutoff for diagnosis.

SBP is a highly lethal disease, and its diagnosis has to be
made with highly sensitive devices. We believe that in order to

increase sensitivity of the dipstick test, the results of Nousbaum
et al.' should be better evaluated using the receiver operating
characteristic curve to establish the best sensitivity with the least
loss of specificity and NPV.

ANTONIO LOPES

ALEXANDRE ARAUJO

MARIO ALVARES-DA-SILVA
Department of Gastroenterology,
Hospital de Chinicas de Porto Alegre,
Porto Alegre, Brazil
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Anexo 7 — Algoritmo para manejo de pacientes com cirrose e ascite



Algoritmo para manejo de pacientes com cirrose e ascite

l Cirrose + Ascite l
Internado ou Emergéncia Ambulatorial
(sintomatico) (ascite refrataria)
Paracentese diagndstica Paracentese diagndstica
Fitas reagentes (FR) e terapéutica

Sintomas

Positiva  Negativa

Sim Nao

Fitas reagentes / \ / \

L SN
Tto* Cito” l l l

Tto* Cito* Cito”

e *Tratamento com antibidtico (cefotaxima) associado a albumina humana
(1,5 g/lkg no 1° dia e 1 g/kg no 3° dia) — tratamento iniciado precocemente,
confirmagao com exame citologico total e diferencial apos

e “Aguardando citoldgico total e diferencial para exclusdo diagnostica

« *Aguardando citoldgico total e diferencial para confirmacéo diagndstica



