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RESUMO

DIAGNOSTICO DA MENINGITE POR Streptococcus pneumoniae POR MEIO DA
AMPLIFICACAO DO GENE DA PNEUMOLISINA (PLY) EM REACAO DA
POLIMERASE EM CADEIA

Juliana Arruda de Matos

Orientadores: Prof. Dr. David Eduardo Barroso
Profé. Dr2. Cristina Barroso Hofer

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina (Doencas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Medicina (Doengas
Infecciosas e Parasitarias).

O diagnostico de meningite bacteriana € tradicionalmente baseado nos
métodos de bacterioscopia pela coloracdo de Gram, pesquisa de antigeno pela
aglutinagdo de latex e cultura do liquido cefalorraquidiano (LCR). O desempenho
desses métodos, especialmente da bacterioscopia e da cultura, é prejudicado pela
dificuldade em detectar bactérias apds a administracdo de antibidticos e pela
relutdncia, por parte dos médicos, em realizar a pung¢ao lombar na admissdo dos
pacientes. De fato, pacientes com meningite frequentemente recebem antibiéticos
por via oral ou venosa antes que o diagndstico seja suspeitado ou estabelecido.
Portanto, um método alternativo que seja capaz de auxiliar clinicos e
epidemiologistas na conduta e controle da meningite bacteriana se faz necessario.
Noés avaliamos o uso da reagao da polimerase em cadeia (PCR) para amplificagao
de um fragmento do gene da pneumolisina (ply) para o diagndstico da meningite
causada por Streptococcus pneumoniae. A sensibilidade do método da PCR no LCR
foi de 96% (intervalo de confianga 95%, 95%IC, 90 — 99%), com especificidade de
100% (95% IC 83-100%). A cultura foi positiva em apenas 59% (95% IC 49-69%)
dos casos, enquanto a bacterioscopia e a aglutinagdo de latex foram positivas em
66% (95% IC 56-74%) e 78% (95% IC 69-86%), respectivamente. O método da PCR
fornece resultados 4h apds o inicio do ensaio. Esta abordagem molecular provou ser
confiavel e util para o diagndstico desta bactéria quando comparada com os
métodos laboratoriais classicos para identificagdo dos agentes causadores de
meningite bacteriana.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae; Reagao da polimerase em cadeia;

Meningite; Pneumolisina; Doencas Infecciosas e Parasitarias

Rio de Janeiro
Dezembro/2007
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ABSTRACT

TiTULO EM INGLES
Juliana Arruda de Matos

Orientadores: Prof. Dr. David Eduardo Barroso
Profé. Dr2. Cristina Barroso Hofer

Abstract da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina (Doencas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Medicina (Doengas
Infecciosas e Parasitarias).

Diagnosis of bacterial meningitis has long been based on classical methods
of Gram stain, serological tests, and culture of cerebrospinal fluid (CSF). The
performance of these methods, especially culture and direct smear, is thwarted by
failure to detect bacteria following administration of antimicrobial agents and
reluctance to performance lumbar punctures at admission. Indeed, patients with
meningitis frequently receive antibiotics orally or by injection before the diagnosis is
suspected or established. Thus an alternative method has become necessary to help
clinicians and epidemiologists to manage and control bacterial meningitis. We
evaluated the application of a polymerase chain reaction-based (PCR) assay for
amplification of pneumolysin gene (ply) to the diagnosis of Streptococcus
pneumoniae meningitis. The PCR assay sensitivity for CSF was 96% (95%
confidence interval, Cl, 90-99%) compared to a sensitivity of 59% for culture (95% CI
49-69%), 66% for Gram stain (95% CI 56-74%), and 78% for latex agglutination test
(95% CIl 69-86%); PCR specificity was 100% (95% Cl 83-100%). PCR results were
available within 4 h of the start of the assay. This molecular approach proved to be
reliable and useful to identify this bacterium compared with other classical laboratory
methods for identification of bacterial meningitis pathogens.

Key-words:
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“J'y vois, pour ma part, un symptdme nouveau de grand avenir pour la
connaissance étiologique des maladies dont la cause doit étre attribuée a la

présence et au développement d'organismes microscopiques.”

"Eu vejo nisso, de minha parte, um sintoma novo e promissor para o
conhecimento etiolégico das doencas cuja causa deve ser atribuida a

presenca e ao desenvolvimento de organismos microscopicos".

Louis Pasteur, marco de 1881, sobre a sua recém descoberta do potencial
patogénico em animais do Microbe septicémique du saliva, hoje conhecido

como Streptococcus pneumoniae.



1 INTRODUCAO

A meningite bacteriana aguda (MBA) é uma doenga de grande importancia
clinica e epidemiolégica em todo o mundo. Pelo menos 1,2 milhdes de casos de
meningite bacteriana ocorrem a cada ano, dos quais 135.000 resultam em &bito,
segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 1998). A
susceptibilidade a doenga é universal, abrangendo pessoas de qualquer faixa etaria
e classe social, embora haja maior concentragdo de casos na infancia e nas classes
sociais mais desfavorecidas (Nery-Guimaraes et al., 1981; Tunkel, 2005b). A MBA é
uma das principais emergéncias médicas, habitualmente acometendo individuos
previamente higidos, com evolugéo potencialmente fatal (Weisfelt et al., 2006). Estas
caracteristicas, associadas a dificuldade em se obter o diagndstico rapido e preciso,
fazem com que a MBA seja temida tanto por médicos quanto pela populagéo leiga.

As MBA sao responsaveis por significativa morbiletalidade no nosso pais.
Segundo os dados divulgados pelo Sistema de Informagdes Hospitalares do Sistema
Unico de Saude (SIH/SUS), foram registradas, no Brasil, 7.265 internacdes por
meningite bacteriana no ano de 2006. O percentual de casos ocorridos em criangas
com menos de 5 anos de idade foi de 35,3%. O numero total de obitos foi de 640,
com as maiores taxas de letalidade nos extremos etarios. O gasto total de tais
internagbes foi de R$7.098.030,37, com uma média de R$977,02. A média de
permanéncia de internagao foi de 11,2 dias (Fonte: Ministério da Saude-SIH/SUS).

Embora os principais agentes etiolégicos da meningite bacteriana
comunitaria, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus

influenzae tipo b (Hib), que respondem por cerca de 90% dos casos confirmados



(WHO, 1998), sejam responsivas a antibioticoterapia, as dificuldades em se obter o
diagndstico preciso e a tempo representam um problema para o tratamento
adequado (Ragunathan et al., 2000; Heyderman et al., 2003; Makwana et al., 2004).

Hib, que ja foi considerado uma importante etiologia de meningite, € agora
um patégeno humano raro onde a vacinagao é feita rotineiramente (Tunkel, 2005b).
A vacina conjugada contra Hib virtualmente eliminou a meningite provocada por este
patdgeno nos paises industrializados, como os Estados Unidos da América (EUA),
onde o numero de casos notificados da doenga diminuiu de mais de 100.000 para
menos de 100 casos por ano (Ribeiro et al., 2007). Analogamente, uma reducéo do
numero de casos de doenga invasiva por S. pneumoniae tem sido registrada em
alguns paises onde a vacina conjugada € administrada rotineiramente, o que né&o
ocorre no Brasil (Whitney et al., 2003; Messina et al., 2007).

Historicamente, a principal causa de MBA no Brasil € N. meningitidis,
seguida por Hib e S. pneumoniae, geralmente nessa ordem. A partir de 2000, S.
pneumoniae passou a ser a 22 maior causa de MBA no nosso pais, em virtude da
diminuicdo expressiva da incidéncia de meningite por Hib, resultante da
implementacgéao, a partir de 1999, da vacina conjugada contra Hib para menores de 2
anos no programa nacional de imunizagao (Miranzi Sde et al., 2006; Ribeiro et al.,
2007). Em 2002, N. meningitidis foi responsavel por 3.769 casos notificados no
Brasil, o que corresponde a uma taxa de incidéncia de 2,19 casos por 100.000
habitantes. No mesmo ano, foram notificados no pais 1.128 casos de meningite por
S. pneumoniae, 0 que equivale a uma taxa de incidéncia de 0,65 casos por 100.000
habitantes (Fontes: SVS/Ministério da Saude e IBGE).

S. pneumoniae € a segunda principal causa de MBA no Estado do Rio de

Janeiro, e foi responsavel por cerca de 154 casos ao ano entre 2001 e 2005 (Fonte:



Assessoria de meningites / Secretaria de Estado da Saude do Rio de Janeiro -
SESRJ). E também a segunda principal etiologia de MBA na cidade do Rio de
Janeiro, com cerca de 60 casos anuais notificados no periodo de 2001 a 2005, o que
corresponde a uma taxa de incidéncia de 1,2 por 100.000 habitantes. A letalidade
neste periodo foi de 37% e o numero de sobreviventes que desenvolveram sequela
neurolégica € desconhecido (Fonte: GVEVS/COE/SSC/SMS-RJ). Das duas
principais causas de MBA, S. pneumoniae apresenta a maior taxa de letalidade e
uma alta taxa de sequelas neurolégicas permanentes (Crook e Spratt, 1998;
Heyderman et al., 2003; Parent du Chatelet et al., 2005).

A definicdo do agente etiolégico das MBA de forma precisa e em tempo habil
€ de fundamental importancia tanto do ponto de vista clinico quanto epidemiolégico.
Dependendo da etiologia, o tipo de antibiético e a duragdo do tratamento poderao
ser alterados, com evidentes beneficios tanto para o paciente quanto para a
economia e ecologia hospitalar (Tunkel et al., 2004). Em todo o mundo, a incidéncia
de isolados clinicos de S. pneumoniae resistentes a penicilina vem aumentando, o
que representa um grande problema para o tratamento das doengas
pneumocécicas, em especial das meningites. Tal resisténcia geralmente esta
associada a multiplas drogas (Crook e Spratt, 1998). No Brasil, os niveis de
resisténcia intermediaria (concentragao inibitéria minima — CIM 0,12—-1ug/ml) a
penicilina variam de 17,0% a 27,8% e os de resisténcia total (CIM > 2ug/ml) variam
de 4,0 a 11,0%, com importantes diferencas regionais. A resisténcia a trés ou mais
drogas foi observada em 4,6% das amostras obtidas de sitios estéreis (Castanheira
et al., 2004; Brandileone et al., 2006; Castanheira et al., 2006). Além do aumento da
resisténcia, recentemente foi relatada a emergéncia de cepas com potencial de

causar epidemias de meningite semelhantes as epidemias de N. meningitidis na



Africa Subsaariana, regido do Sahel denominada de “cinturdo da meningite”
(Leimkugel et al., 2005; Parent du Chatelet et al., 2005).

Os métodos classicos de diagndstico laboratorial das meningites bacterianas
sdo a bacterioscopia, a cultura e a pesquisa de antigeno capsular pelo teste do latex.
A sensibilidade desses métodos é afetada por uma série de fatores, tais como o uso
prévio de antimicrobianos, o retardo na realizacdo da puncdo lombar e a
disponibilidade de laboratério de microbiologia confiavel (Bell e McCormick, 1981;
Thomson e Bertram, 2001). Essas técnicas dependem de uma estrutura laboratorial
relativamente complexa instalada proxima ao local de ocorréncia dos casos, ja que o
processamento do material deve ser feito idealmente nas primeiras 2h apds a sua
coleta. A positividade das culturas comecga a ser fortemente afetada caso o liquido
cefalorraquidiano (LCR) ndo seja semeado em até 15 minutos, devido a diminuigéo
rapida da viabilidade das trés principais causas de meningite bacteriana (Thomson,
2003). Tal aspecto torna o diagnéstico etiolégico da meningite dificil em areas
remotas ou com poucos recursos.

A conduta médica de se iniciar antibiéticos por via parenteral tdo logo se
suspeite do diagndstico de MBA é formalmente recomendada, visando a diminuigéo
da chance do paciente vir a falecer pela doenca, especialmente quando a puncao
lombar estiver contra-indicada (Riordan e Cant, 2002; Tunkel et al., 2004). Tal
recomendagdao vem sendo enfatizada aos médicos assistentes e na formacéao
médica desde a década de 1990, como a conduta padrdo para pacientes com
suspeita clinica tanto de doenga meningocdcica quanto de MBA (Bell e McCormick,
1981; Cartwright et al.,, 1992; Heyderman et al., 2003; Makwana et al., 2004).
Portanto, uma redugdao na proporcdo de casos confirmados pelos métodos

bacteriol6gicos convencionais era esperada, ja que muitos pacientes passaram a ser



submetidos a puncédo lombar ja em vigéncia de antibioticoterapia ou varias horas
apos o seu inicio (Dalton e Allison, 1968; Feldman, 1978; Kanegaye et al., 2001;
Nigrovic et al., 2004). A sensibilidade da bacterioscopia realizada apds o inicio da
antibioticoterapia cai de 75 a 90% para cerca de 40 a 60% (Thomson e Bertram,
2001). Um trabalho retrospectivo mostrou que o crescimento de S. pneumoniae na
cultura de LCR ¢ inibido a partir de 4h apds o inicio da antibioticoterapia parenteral
(Kanegaye et al., 2001). O teste do latex estda menos sujeito a interferéncias pelo uso
prévio de antibidtico. No entanto, sua utilidade vem sendo questionada no
diagndstico de pacientes previamente tratados, por ndo ampliar a sensibilidade
obtida pela cultura e bacterioscopia em conjunto (Nigrovic et al., 2004; Tunkel et al.,
2004).

A crescente pratica de administracdo precoce de antibidticos parenterais,
associada a relutadncia em realizar a pung¢ao lombar na admissao, € apontada como
fator crucial na reducéo do rendimento dos métodos bacteriolégicos convencionais e,
consequentemente, do percentual de casos confirmados, especialmente pela cultura
do LCR ou sangue (Cartwright et al., 1992; Ragunathan et al., 2000; Corless et al.,
2001; Kanegaye et al., 2001; Riordan e Cant, 2002; Nigrovic et al., 2004). Tal
tendéncia também vem sendo observada na cidade do Rio de Janeiro, onde tem
sido registrado um aumento no numero de casos de MBA nao confirmados por
cultura desde meados da década de 1990 (Fonte: GVEVS/COE/SSC/SMS-RJ).

Diante desse panorama, faz-se necessario o uso de técnicas alternativas
para o diagnostico etiolégico das MBA. A técnica da reagdo da polimerase em
cadeia (PCR, do inglés polymerase chain reaction) vem sendo utilizada com sucesso
para a confirmacéo da etiologia de casos de meningite bacteriana ndo determinada

(G00.9, da Classificagao Internacional de Doengas - CID-10). Por ser um método



molecular de amplificagdo do acido nucléico, apresenta uma inerente maior
sensibilidade. E capaz de detectar bactérias tornadas ndo vidveis por agentes
antimicrobianos ou fisicos, e permite o diagndstico a partir de espécimes clinicos
com pouco volume ou contendo pequeno numero de bactérias (5 a 1000 unidades
formadoras de col6nia por mililitro - UFC/ml) (Cherian et al., 1998; Backman et al.,
1999; van Haeften et al., 2003; Freeman et al., 2004; Schuurman et al., 2004;
Kennedy et al., 2007; Welinder-Olsson et al., 2007). Além disso, os antimicrobianos
nao atuam como inibidores da reacgao (Cartwright et al., 1992; Borrow et al., 1997,
Ragunathan et al., 2000; Rintamaki et al., 2002; Clarke, 2003). Uma vez extraido o
DNA gendmico, o ensaio da PCR convencional fornece um resultado entre 4 e 5
horas apds o inicio da reagédo. A conservagao dos espécimes por longo periodo é
outro ponto favoravel (Backman et al., 1999; Thomson e Bertram, 2001; Sidikou et
al., 2003). Os espécimes podem ser mantidos em geladeira (4°C) por varias
semanas ou congelados (-20°C) durante anos. Espécimes de sangue total
(coletados em frascos contendo EDTA) podem permanecer em temperatura
ambiente durante 1 a 5 dias, sem que a sensibilidade seja afetada. O mesmo parece
ser verdade para os espécimes de LCR, conforme ficou demonstrado em
publicagdes prévias (Taha et al., 2005).

Na literatura, ha inumeras publicacées sobre o uso da técnica da PCR para
deteccdo de S. pneumoniae no sangue, aspirado de ouvido médio, liquido pleural e
LCR (Saukkoriipi et al., 2002; van Haeften et al., 2003; Le Monnier et al., 2006).
Muitas delas utilizam iniciadores (primers) que amplificam o gene que codifica a
toxina pneumolisina (ply) (Virolainen et al., 1994; Salo et al., 1995; Corless et al.,
2001; Clarke, 2003; Freeman et al., 2004; Smith et al., 2004; Mayoral et al., 2005). A

pneumolisina € uma toxina protéica espécie-especifica produzida intracelularmente



por todos as cepas de S. pneumoniae isoladas de espécimes clinicos,
independentemente do antigeno capsular polissacaridico (sorotipo) (Walker et al.,
1987). Esta citolisina descoberta ha 100 anos é considerada um fator de viruléncia
importante nas infecgdes pneumocdcicas invasivas (Libman, 1905; Hirst et al.,
2004). Tais caracteristicas tornam o gene ply um atraente alvo para o diagndstico
molecular da doenca invasiva provocada por S. pneumoniae (Salo et al., 1995).

A introdugdo do ensaio da PCR na rotina de diagnéstico das meningites
bacterianas certamente ampliaria a vigilancia desta doenga em nossa comunidade.
Isto é particularmente importante para aquela causada por S. pneumoniae, pois 0
Ministério da Saude do Brasil ndo considera a bacterioscopia isoladamente como
critério diagnéstico para a confirmacgao de caso (Brasil, 2005a). Contudo, o ensaio da
PCR para a identificagdo de S. pneumoniae ainda nao foi validado como instrumento
de diagndstico em nossa populacdo. Assim, propusemos este estudo para
determinar a efetividade de uma técnica da PCR para detecgdo de S. pneumoniae
em espécimes de LCR de pacientes com meningite pneumocécica no Estado do Rio
de Janeiro, sem que houvesse uma otimizacido das condi¢cdes de coleta e transporte,

comparando-a com as técnicas padrao de diagndstico laboratorial.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Meningite bacteriana aguda

As meninges sao as membranas que revestem o sistema nervoso central
(SNC). Compreendem trés camadas: a pia-mater, a mais interna, em intima relagao
com o parénquima do cérebro e da medula espinhal, a dura-mater, a mais externa,
aderida ao revestimento 0sseo, e a aracnoide, entre as duas primeiras. A pia-mater
€ constituida por tecido conjuntivo delicado, continuo a bainha de tecido conjuntivo
que circunda os vasos sanglineos do encéfalo e da medula espinhal. Entre a pia-
mater e a aracnoide existe um espago denominado espago subaracnoideo, por onde
circula o LCR. Essa estrutura tem como finalidade a protecdo do encéfalo,
dificultando o seu choque direto com a face interna da calota craniana em seguida a
um trauma (concusséao cerebral). O LCR é produzido majoritariamente (85%) nos
plexos cordides, localizados no sistema ventricular, sendo o restante produzido por
difusdo do parénquima através da pia-mater. A absor¢do se da através das
granulagdes aracnodides, nos plexos venosos. O volume do LCR ¢é de
aproximadamente 140ml, no individuo adulto, e é totalmente renovado 3 a 5 vezes

ao dia devido a sua continua producao e absorcao (Ross, 1993; Bleck, 2000).



Dura-mater (duas camadas) Espago Pia-mater Espago
Aracnoide subaracnoideo = subdural
_Dura-méter
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Vertebra (cortada)

Cerebro

Encéfalo Medula Espinhal

Fonte: adaptado de A.D.A.M. — http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/19088.htm e
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/19080.htm

Figural Esquema das estruturas de revestimento do sistema nervoso central.

O LCR é um liquido incolor e transparente, composto por agua, eletrdlitos
(e.g. sodio, potassio, magnésio, cloro, fosfato inorganico, bicarbonato), oxigénio,
acucares (e.g. glicose, frutose), proteinas (e.g. albumina, globulinas), lactato,
aminoacidos, uréia, amonia, creatinina, lipidios, neurotransmissores e seus
metabdlitos, horménios (e.g. insulina, gastrina) e vitaminas. O LCR normal, em
adultos, ndo contém hemacias e o numero de leucécitos nao ultrapassa 5
células/mm?®, sendo virtualmente 100% do tipo mononuclear (linfocitos e mondcitos)
(Nathan, 1999).

Meningite € definida como um processo inflamatorio envolvendo as
leptomeninges (pia-mater e aracnoide), caracterizado pela migracdo de células
brancas sanguineas (leucdcitos), detectavel no exame microscépico do LCR. A pia-
mater é bastante eficaz em impedir a propagag¢do do processo infeccioso para o
encéfalo. Quando esse processo inflamatério estende-se ao parénquima cerebral e a
medula, o quadro € melhor definido pelo termo meningoencefalite (Brasil, 2005b).

Alternativamente, o processo infeccioso pode acometer apenas o cérebro, na
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auséncia de resposta inflamatéria no espago subaracnoéideo, sendo caracterizado
por alteracao do nivel de consciéncia e, neste caso, denominado encefalite.

As meningites podem ser causadas por diferentes agentes infecciosos
(virus, bactérias, fungos, helmintos e protozoarios) e nao infecciosos (neoplasias,
drogas, doencas inflamatérias e granulomatosas). Podem ser classificadas quanto
ao tempo de evolucdo ou ao tipo de expressao inflamatéria observada no LCR.
Quanto ao tempo de evolugao, sédo classificadas como aguda, quando o quadro se
instala em horas a menos de 7 dias, subaguda ou crdnica (mais de 3 semanas).
Quanto ao tipo de expressao inflamatdria, as meningites s&do divididas em
linfomonocitarias e neutrofilicas ou purulentas. As meningites bacterianas séo na sua
maioria de evolugao aguda e com padrao neutrofilico (Brasil, 2005b; Tunkel, 2005b).

Meningite supurativa aguda é a apresentacdo mais frequente de infecgéo
bacteriana do SNC. Na maioria dos casos, a invasao das meninges ocorre como
consequéncia da invasdo primaria da corrente sanguinea. Para que haja o
desenvolvimento de meningite a bactéria deve atravessar a Dbarreira
hematoencefalica (BHE), que tem a fungdo de manter a hemostasia do SNC. As
bactérias ganham o SNC seguindo uma interacao direta com o lumen do endotélio
cerebral, que constitui a BHE. O numero limitado de patégenos capazes de invadir
as meninges sugere que possuam atributos especificos, como a afinidade por
moléculas de adesao do endotélio cerebral (Leib e Tauber, 1999; Brasil, 2005b).

O quadro clinico classico da MBA ou meningite supurativa (G00.9, CID-10) é
caracterizado por cefaléia, febre, vOmitos e sinais de irritagdo meningea, embora
nem sempre todos os sinais e sintomas estejam presentes num dado paciente,
particularmente nos extremos da vida. Variados graus de alteragdo de nivel de

consciéncia sdo notados (meningoencefalite bacteriana - NCOP G04.2), guardando
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relacdo direta com a gravidade do acometimento encefalico. Nos neonatos e
lactentes, o quadro clinico € mais inespecifico, sendo caracterizado por recusa
alimentar, hipertermia ou hipotermia, apatia, irritabilidade alternada com sonoléncia,
choro a mobilizagdo da cabecga, convulsdo, alteracdo do nivel de consciéncia,
abaulamento da fontanela e vomitos. Nos idosos, o unico sintoma pode ser a
diminuicao do nivel de consciéncia. A dificuldade de diagnéstico precoce nos idosos
pode ser agravada pela existéncia de doenga de base, cujos sintomas de
descompensacao podem se confundir com aqueles da meningite. Nos lactentes, o
retardo no diagnostico pode ser decorrente da presenga de sintomas comuns aos
quadros de infecgcado do trato respiratoério ou gastroenterite. Com a progresséo do
quadro, o paciente evolui para o coma, eventualmente crises convulsivas e sinais de
hipertensdo intracraniana grave. O o6bito € o desfecho inexoravel em virtualmente
100% dos casos nao tratados e em cerca de 5 a 10% daqueles adequadamente
diagnosticados e tratados, porém estes percentuais variam de acordo com a
etiologia. Sao fatores associados a pior progndstico: idade maior que 60 anos,
alteracdo do nivel de consciéncia, ocorréncia de crise convulsiva e hipotensao
arterial (Aronin et al., 1998; Nogueira, 1998; Miner et al., 2001; Tavares, 2001; Brasil,
2005b; Tunkel, 2005b; Winn Jr., 2006).

O diagnéstico de meningite é baseado numa suspeita clinica, porém o
diagndstico definitivo é estabelecido pelos achados dos exames inespecificos e
especificos do LCR. Na avaliacido das infeccdes do SNC, através da analise do LCR
obtido pela pung¢ao lombar, varios parametros devem ser observados. A pressao de
abertura é medida assim que a agulha de puncdo lombar atinge o espaco
subaracnoideo, e seu valor normal se situa entre 50 e 195 mmH,O. Na MBA esses

valores costumam variar entre 200 e 500 mmH,0. O aspecto do LCR normalmente é
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transparente e incolor (“agua de rocha”), porém na MBA geralmente torna-se turvo
ou purulento, como consequéncia do aumento do conteudo de células do tipo
polimorfomonuclear e do nivel de proteinas, assim como pela presenca de bactérias.
A alteracao do aspecto do LCR, através da inspecdo visual, comecga a ser notada
quando a celularidade global ultrapassa 200 céls/mm?®, enquanto a turbidez
provocada pela presenca de bactérias é perceptivel a partir de 10° UFC/ml (Tunkel,
2005a). Os exames inespecificos realizados rotineiramente na maioria dos
laboratérios de andlise clinica para avaliagcdo do LCR sdo a celularidade global e
especifica e a mensuragdo dos niveis de proteina e glicose. Os valores
considerados normais no LCR de criancas maiores de 3 meses e adultos sao:
celularidade global - 0 a 5 leucdocitos/mm3; celularidade especifica — 100%
linfomononucleares; glicose — > 0,6 X glicemia; proteina - <50mg/dl. Na MBA sao
observados tipicamente pleocitose neutrofilica (1.000 a 5.000 leucécitos, na maioria
dos casos, podendo variar de <100 a >10.000, dos quais mais de 50% sao do tipo
polimorfonuclear), hipoglicorraquia (<0,4 X glicemia) e hiperproteinorraquia
(geralmente > 100 mg/dl) (Nathan, 1999; Tunkel, 2005a). Cerca de 5 a 10% dos
pacientes com MBA apresentam contagem de leucdcitos no LCR normal ou apenas
discretamente aumentada. A contagem de leucdcitos inferior a 1.000 células/mm? é
um fator de risco independente para um pior prognostico nos pacientes com MBA,
incluindo aqueles com meningite pneumocadcica (van de Beek et al., 2004; Tunkel,
2005a; Weisfelt et al., 2006). Devido a hipotonicidade do LCR, que provoca lise
celular, a contagem de leucécitos, especialmente os do tipo neutrdfilos, pode ficar
prejudicada pela demora no processamento laboratorial do espécime clinico. O
numero de neutrofilos sofre um decréscimo de 32% apds uma hora, e de 50% apds

duas horas, em espécimes de LCR mantidos em temperatura ambiente (Steele et
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al., 1986).

Outros exames inespecificos que podem ser uteis na avaliagcdo dos
pacientes com suspeita de MBA sdo a dosagem do lactato, cloretos, proteina C
reativa e a procalcitonina. O lactato no LCR maior que 4,2 mmol/L tem uma
sensibilidade de 96% para diagndstico de MBA, e é capaz de diferenciar de forma
segura as meningites purulentas das nao purulentas. Por continuar alterado por um
tempo maior do que a glicose apds o inicio de terapia adequada, esse exame é util
para o diagnéstico tardio de MBA. No entanto, a dosagem de lactato pode estar
alterada também nas hemorragias cerebrais, na hipertensdo maligna, na
encefalopatia hepatica, no diabetes mellitus e no coma hiperosmolar. Ja a
concentracdo de cloretos no LCR esta relacionada com a osmolaridade do meio
extracelular e a alteragdes no equilibrio acido-basico. Nao tem valor diagndstico nas
MBA, porém diminui de forma marcante em processos crénicos como na meningite
tuberculosa (Focaccia, 1996; Nathan, 1999). A proteina C reativa € um reagente de
fase aguda que pode ser medido no sangue e no LCR e tem sido proposto como
uma ferramenta auxiliar na diferenciacdo entre meningite bacteriana e viral. Um
estudo que avaliou a dosagem sérica da proteina C reativa no diagnéstico de MBA
de pacientes com bacterioscopia do LCR negativa, o exame apresentou uma
sensibilidade de 96%, especificidade de 93% e um valor preditivo negativo (VPN) de
99%. Portanto, esse teste pode ser util nos casos com LCR alterado porém com
bacterioscopia negativa e o médico estda considerando adiar o inicio da
antibioticoterapia pela hipotese de meningite viral (Tunkel et al., 2004). A
procalcitonina, um precursor da calcitonina, € um marcador de sepse bacteriana, e
altas concentragdes correlacionam-se com a gravidade do quadro clinico. A

procalcitonina plasmatica tem sido proposta como um marcador diagndstico na
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diferenciagdo das meningites, com uma sensibilidade e especificidade de
prognosticar uma etiologia bacteriana superiores as da proteina C reativa e da
contagem de células brancas no sangue (Carrol et al., 2002).

Os exames mais utilizados na pratica clinica para o diagnéstico etioldgico
das meningites bacterianas agudas sdo a bacterioscopia, a pesquisa de antigeno
pelo teste de aglutinagao do latex e a cultura. O exame direto do LCR com o intuito
de visualizar o agente etiolégico das MBA pode ser feito através da coloragdo com
azul de metileno e pela coloracdo pelo método de Gram. O exame direto apds
coloracdo com azul de metileno apresenta maior sensibilidade, porém nao distingue
a bactéria quanto a sua caracteristica tintorial (Gram positivo ou negativo), devendo,
portanto, ser uma abordagem complementar a bacterioscopia pelo Gram (Winn Jr.,
2006). Na literatura, a sensibilidade da bacterioscopia pelo método de Gram varia
entre 75 e 90%, e a especificidade varia entre 97 e 100%, na auséncia de
antibioticoterapia prévia. Apdés o inicio da antibioticoterapia, no entanto, a
sensibilidade do método cai para 40 a 60%. Este exame tem a vantagem de ser
rapido e barato, porém € menos sensivel do que os outros métodos. Além disso, a
bacterioscopia € observador-dependente, estando sujeita a erros de execugéo e
interpretacao, especialmente se realizada por examinadores menos experientes ou
por técnicos generalistas responsaveis por todos os exames laboratoriais solicitados
durante plantdes noturnos (Thomson e Bertram, 2001). O uso da centrifugagéo
aumenta a chance de visualizar o agente na bacterioscopia em até 100 vezes. Além
da experiéncia do técnico que executa e interpreta o exame, o rendimento da
bacterioscopia esta relacionado também a concentragdo do microrganismo no LCR.
Quando a concentragcéo bacteriana € menor ou igual a 1.000 UFC/ml, a chance da

bacterioscopia do sedimento ser positiva pelo Gram combinado com azul de
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metileno é de cerca de 25%; com concentragdes entre 1.000 e 100.000 UFC/ml, a
bacterioscopia costuma ser positiva em 60% dos casos; se esta concentragéo for
maior ou igual a 100.000 UFC/ml, a positividade sobe para 97% (La Scolea e Dryja,
1984). A sensibilidade do Gram pode depender também do microorganismo, sendo
maior para S. pneumoniae e H. influenzae e menor para N. meningitidis, bastonetes
gram-negativos (BGN) e Listeria monocytogenes (Gray e Fedorko, 1992). O exame
direto apds coloracdo com alaranjado de acridina € mais sensivel que a
bacterioscopia pelo método de Gram, podendo detectar bactérias a partir de 1.000
UFC/ml. Este exame apresenta como vantagens maior sensibilidade em pacientes
submetidos a antibioticoterapia prévia, menor tempo necessario para a inspeg¢ao da
lamina e a possibilidade de realizagdo da coloragdo de Gram no mesmo esfregaco,
sem que seja preciso descorar a lamina. A desvantagem € a necessidade de se usar
um microscoépio de fluorescéncia (Gray e Fedorko, 1992).

O teste de aglutinacdo de particulas latex sensibilizadas com anticorpos
especificos permite a deteccdo de antigenos capsulares no LCR, sangue, soro e
urina. Apresenta como vantagens ser rapido e de facil execugdo, nao exigir
equipamento especial, além de poder ser usado em outros fluidos que ndo o LCR e
estar menos sujeito a interferéncias pelo uso prévio de antibidtico do que a
bacterioscopia e a cultura. A detec¢cdo de antigenos de S. pneumoniae, Hib e N.
meningitidis no LCR e soro pelas técnicas de latex e coaglutinagdo ja foi
documentada até 10 dias apds o inicio do tratamento (Gray e Fedorko, 1992). Um
inconveniente deste exame, no entanto, é o seu alto custo. A sensibilidade do teste
de latex, na literatura, € de cerca de 70%, variando entre 59% e 100%. Ja a
especificidade do teste é de aproximadamente 99%, variando de 96 a 100% (Gray e

Fedorko, 1992; Hayden e Frenkel, 2000; Nigrovic et al., 2004). Resultados falso-
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positivos podem surgir devido a reagdo cruzada com fator reumatoide, sangue,
hemacias hemolisadas, altas concentracbes de proteina e outros agentes
infecciosos, incluindo antigenos vacinais, e sdo mais comuns quando o teste é
realizado em outros fluidos que ndo o LCR (Gray e Fedorko, 1992; Perkins et al.,
1995; Brasil, 2005a; Tunkel, 2005b). Uma estratégia recomendada para diminuir a
chance de reacgao cruzada com outros antigenos é a fervura do material por 5 a 15
minutos. Esse artificio pode também aumentar a sensibidade do exame (exceto no
caso de doenga por N. meningitidis, cujos antigenos sado termolabeis), por liberar
antigenos presos a proteinas, especialmente quando o teste € realizado no soro
(Gray e Fedorko, 1992). A utilidade clinica do teste de latex, no entanto, vem sendo
posta em xeque na literatura. Hayden e cols. (2000) avaliaram os resultados de
testes de latex realizados em 344 espécimes de LCR, confrontando-os com
resultados de cultura (padréo ouro) e dados de evolugao clinica. Nesse estudo, a
sensibilidade do teste foi calculada em 70% e a especificidade em 99,4%. Nos sete
pacientes corretamente diagnosticados pelo latex, o resultado n&o alterou a conduta
terapéutica; dos dois casos de resultado falso positivo, um paciente recebeu um
curso de 7 dias de antibidtico desnecessariamente. Os trés pacientes cujos testes de
latex foram equivocadamente negativos foram adequadamente tratados com base
nos dados clinicos e resultado de Gram. Os autores concluiram que a realizacio de
tal exame deveria ser seriamente questionada (Hayden e Frenkel, 2000). Tarafdar e
cols. (2001) chamam a atengao para o fato que os valores de sensibilidade do latex
descritos na literatura foram calculados exclusivamente em pacientes com cultura ou
bacterioscopia positiva. Num estudo que analisou a sensibilidade do teste de latex
em pacientes com critérios clinicos e laboratoriais de meningite bacteriana, a

sensibilidade do latex entre os pacientes com cultura positiva foi de 100%, enquanto
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a sensibilidade entre os pacientes com cultura e bacterioscopia negativas foi de
apenas 7% (Tarafdar et al., 2001) A Sociedade Estadunidense de Doengas
Infecciosas (IDSA, do inglés Infeccious Diseases Society of America), nas suas
diretrizes para diagnéstico e tratamento das meningites bacterianas, ndo recomenda
0 uso rotineiro do teste de latex para determinagdo da etiologia bacteriana das
meningites, embora reconhega que tal exame possa ser util nos casos em que o
Gram e a cultura tenham sido negativos ou nos casos previamente tratados (Tunkel
et al.,, 2004). Perkins e cols. (1995), entretanto, num estudo que avaliou exames
realizados em 478 espécimes de LCR, ndo encontraram vantagens do latex sobre o
Gram no diagnéstico de MBA. Nesse estudo, 2 dos 7 (29%) resultados positivos
foram considerados falso positivos, com base em resultados de cultura e evolugao
clinica dos pacientes (Perkins et al., 1995). Do mesmo modo, no estudo de Nigrovic
e cols. (2004) o teste do latex ndo demonstrou o agente em nenhum dos pacientes
com diagnéstico presuntivo de MBA parcialmente tratada, ndo sendo capaz de
acrescentar informacdes clinicamente Uteis aquelas fornecidas pelos resultados do
Gram ou cultura. Os autores concluem que tal exame nao deve ser solicitado para
pacientes com suspeita de MBA cujo LCR foi coletado em vigéncia de
antibioticoterapia (Nigrovic et al., 2004).

Os testes rapidos baseados em imunocromatografia vem sendo
desenvolvidos para o diandstico de diversas doencgas infecciosas (Igbal et al., 1999;
Tsuda et al.,, 2007). Tal método consiste num dispositivo portatil contendo uma
membrana de celulose onde sao adsorvidos anticorpos monoclonais, conjugados a
particulas reveladoras, para captura de antigenos. Esta técnica apresenta como
vantagens a portabilidade, facilidade de execucdo e rapidez (resultados em 15

minutos) (Murdoch et al., 2001; Chanteau et al., 2007). Testes rapidos visando a
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deteccdo de antigenos soluveis de S. pneumoniae na urina apresentam uma
sensibilidade de 50 a 80% e especificidade maior que 90% no diagnéstico de
pneumonia pneumocdcica em adultos (Murdoch et al., 2001; Mandell et al., 2007).
Este exame, contudo, ndo tem utilidade no diagndstico de meningite pneumocécica,
quando realizado com espécimes de urina, devido a baixa sensibilidade (57,1%)
(Samra et al., 2003). No entanto, diversos estudos tem sido realizados visando a
padronizagao do método para o diagndstico de meningite pneumocécica utilizando
espécimes de LCR, com excelentes sensibilidade (95,4 a 100%) e especificidade
(100%) (Samra et al., 2003; Saha et al., 2005). Resultados semelhantes tém sido
reportados com um teste baseado no mesmo principio visando o diagndéstico de N.
meningitidis no LCR, o que faz desta técnica uma ferramenta promissora para o
diagndstico rapido e acurado das MBA em areas com poucos recursos laboratoriais
(Chanteau et al., 2007).

A cultura é considerada o padrao ouro no diagnéstico das meningites
bacterianas (Winn Jr., 2006). Para o diagndstico das MBA por cultura, o LCR deve
ser enviado ao laboratério em temperatura ambiente imediatamente apds a
realizagcao da puncgao lombar. O exame apresenta um melhor rendimento quando o
LCR é semeado em agar chocolate, idealmente, nos primeiros 15 minutos apds a
coleta, com um intervalo maximo de 2h. Tal recomendacgdo se justifica pela
diminuicao rapida da viabilidade das trés principais causas de meningite bacteriana
em espécimes clinicos, em virtude de autdlise ou, simplesmente, da incapacidade de
sobreviver fora do habitat natural. A necessidade do uso de agar chocolate se deve
a possibilidade de isolamento de H. influenzae, o qual exige a presencga de dois
suplementos conhecidos como fatores V (NAD - Nicotinamida adenina dinucleotideo

- ou NADP - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e X (Heme, C34H32N4O4Fe)
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para o crescimento em meio de cultura. O material semeado deve ser incubado
numa temperatura entre 35 e 37°C, e em atmosfera contendo 3 a 5% de CO; e
umidade em torno de 50%. Uma concentracdo de 3% de CO, pode ser obtida pelo
uso de uma vela acesa dentro do recipiente vedado (Gray e Fedorko, 1992; Winn Jr.,
2006). Alguns laboratérios usam meios liquidos; contudo, tais meios permitem o
crescimento de bactérias contaminantes com maior freqiéncia, ndo sendo indicados
de rotina no diagndstico de MBA comunitaria. Seu uso, no entanto, esta indicado no
diagndstico de infecgdes associadas as derivagbes de LCR, por aumentar a
detecgdo do agente etioldgico em 25%. Portanto, o LCR coletado de reservatorio ou
de equipos de derivagdes ventriculares deve ser cultivado em meio liquido, além do
meio convencional, ao contrario do LCR obtido através de punc¢éo lombar (Dunbar
et al., 1998; Thomson e Bertram, 2001). A concentragao das bactérias presentes no
LCR através da centrifugagcédo ou do uso de filtros aumenta o rendimento da técnica
de cultura, ja que o numero de bactérias presentes no LCR de pacientes com
meningite pode ser tdo baixo quanto 10 UFC/ml (Gray e Fedorko, 1992). Um estudo
in vitro mostrou que, apds a suspensao de uma quantidade conhecida de S.
pneumoniae em espécimes de LCR previamente estéril, as bactérias foram
completamente recuperadas apos a centrifugacdo a 500 x g por 15 min,
independente da presencga de leucdcitos no espécime (Murray e Hampton, 1980). A
sensibilidade da cultura relatada na literatura é de 70 a 85%, com especificidade de
100%. O exame, no entanto, é afetado por uma série de fatores como uso prévio de
antibiéticos, condi¢cdes inadequadas de armazenamento (amostras refrigeradas ou
congeladas), transporte (tempo entre coleta e semeadura maior que 2h) e qualidade
do meio de cultura (Tunkel et al., 2004). Kanegaye e cols. (2001), ao analisar

retrospectivamente 94 criangas com MBA submetidas a puncédo lombar apds inicio
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da antibioticoterapia, demonstraram que o crescimento de N. meningitidis comeca a
ser afetado apds 15 minutos do inicio do tratamento, sendo seu crescimento
completamente inibido apds 2h. O crescimento de S. pneumoniae comega a ser
afetado apds 4h de terapia, enquanto o de Streptococcus agalactiae so6 foi afetado
apos 8h de tratamento (Kanegaye et al., 2001).

A contra-imunoeletroforese cruzada ja foi utilizada no passado para o
diagnostico de MBA, com uma sensibilidade entre 70 e 90% e uma especificidade de
98%, com grande variacdo dos valores de eficiéncia em relacdo ao agente
pesquisado. No entanto, esse método esta em desuso devido a baixa sensibilidade
para detectar N. meningitidis, ao alto custo e ao longo tempo de execugao, sendo
racionalmente substituido pela aglutinagdo de particulas de latex. Outros exames
utilizados para deteccdo de antigenos bacterianos, como o ensaio de imuno-
adsorbancia ligado a enzima (ELISA, do inglés enzyme-linked immunosorbent
assay), o radio-imunoensaio e a imunofluorescéncia, sdo descritos como validos
para o diagnostico das MBA, porém nao apresentam utilidade pratica na atualidade
(Perkins et al., 1995; Focaccia, 1996; Brasil, 2005a).

A coleta de sangue para realizacdao de hemocultura é recomendada em
todos os casos de suspeita de meningite bacteriana (Tunkel et al., 2004). O
crescimento de bactérias usualmente causadoras de MBA, associado a um quadro
clinico compativel, é critério de confirmagédo do diagndstico de MBA (WHO, 2003;
Brasil, 2005a). Apresenta como vantagem a maior facilidade de obtencdo do
espécime, o0 que usualmente permite sua realizacdo antes do inicio da
antibioticoterapia. Essa caracteristica € especialmente util naqueles casos em que a
puncado lombar ndo pode ser realizada imediatamente. Todavia, o redimento da

hemocultura € inferior quando comparado com o cultivo do LCR, principalmente
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apdés a administragdo da primeira dose de antibiéticos. Num estudo realizado no
Reino Unido, a hemocultura foi positiva em 22% dos pacientes com diagndstico
clinico de meningite meningocdcica (Ragunathan et al., 2000).

Métodos de biologia molecular baseados na amplificagdo de acidos
nucléicos vém sendo empregados no diagndstico das meningites bacterianas em
laboratérios de saude publica da Europa e da Africa. Desde a década de 1990,
varios estudos vém demonstrando que a técnica da PCR pode ampliar a vigilancia
epidemiologica das meningites bacterianas, devido a maior sensibilidade e
especificidade na detec¢cdo de agentes bacterianos no LCR, especialmente apds o
uso de antibiéticos ou na postergacéo da realizacdo da pungdo lombar. E o caso dos
ensaios da PCR que utilizam iniciadores universais para a amplificagdo de genes
bacterianos. Estes ensaios sdo capazes de excluir, de forma bastante eficaz, a
etiologia bacteriana, ja que os valores preditivos negativos reportados variam entre
98 e 100% (Saravolatz et al., 2003; Schuurman et al., 2004). Ap6s a amplificagao do
gene universal, podem ser utilizadas ainda técnicas de tipagem molecular (e.g.
digestdo por enzimas de restricdo, sequenciamento) para definicdo do agente
etioldgico. A sensibilidade desses ensaios varia entre 59 e 86% (Schuurman et al.,
2004; Welinder-Olsson et al., 2007). Ensaios especificos para o diagndstico do
agente etiolégico também ja foram desenvolvidos, como, por exemplo, para S.
pneumoniae, N. meningitidis e H. influenzae, com sensibilidade variando entre 79 e
100% e especificidade entre 91 e 100% (Ragunathan et al., 2000; Bryant et al.,
2004; Parent du Chatelet et al., 2005; Rebelo et al., 2006). Outros estudos utilizam a
técnica multiplex, através da qual é feita a pesquisa simultanea, através de pares de
iniciadores especificos, dos agentes mais freqientemente envolvidos na etiologia

das MBA. Ensaios da PCR multiplex para pesquisa de S. pneumoniae, N.
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meningitidis e H. influenzae apresentam sensibilidade variando entre 88 e 94%, com
especifidade de 96 a 100% (Radstrom et al., 1994; Corless et al., 2001; Tzanakaki et
al., 2005). Na republica Tcheca e em parte do Reino Unido (Inglaterra e Pais de
Gales), a PCR vem sendo utilizada para confirmagao laboratorial e vigilancia
epidemioldgica da meningite e/ou septicemia por N. meningitidis desde 2001 e 1996,
respectivamente. Em 2003, na Republica Tcheca, o ensaio da PCR foi responsavel
por confirmar a etiologia de 17,8% dos casos suspeitos de doenga meningocécica,
nos quais os demais métodos foram negativos, enquanto no Reino Unido, em 1997,
a PCR foi o unico teste positivo em 46,6% dos pacientes com diagndstico clinico
desta patologia (Ragunathan et al., 2000; Bronska et al., 2006). No entanto, tais
exames ainda nao foram incorporados a rotina dos laboratérios de analise clinica em
nosso pais (Rebelo et al., 2006; Pedro et al., 2007).

As bactérias envolvidas na etiologia das MBA variam de acordo com o grupo
etario e os fatores de risco. As MBA dos neonatos (até 28 dias de vida) geralmente
resultam de infecgdes adquiridas da mae in utero ou durante a passagem pelo canal
do parto. Outro mecanismo relatado € a transmissao horizontal através das maos
dos profissionais de saude (Brasil, 2005b; Tunkel, 2005b; Winn Jr., 2006). As
bactérias usualmente responsaveis pelas MBA nas diferentes faixas etarias e em

certos grupos de risco estao resumidas no quadro 1.
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Fator predisponente Patégenos bacterianos

Idade

S. agalactiae, Escherichia coli, outras

Menos de 28 dias L.
enterobactérias e L. monocytogenes

S. agalactiae, E. coli, outras enterobactérias, L.
De 1 a 3 meses monocytogenes, N. meningitidis, S. pneumoniae e

H. influenzae

De 3 meses a 5 anos N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae

De 6 a 50 anos N. menigitidis e S. pneumoniae

N. menigitidis, S. pneumoniae, bastonetes gram-

Mais de 50 anos negativos (BGN) aerdbios e L. monocytogenes

N. menigitidis, S. pneumoniae, BGN aerdbios

Imunossupressao : . .
(incluindo P. aeruginosa) e L. monocytogenes

Fratura de base de cranio S. pneumoniae, H. influenzae e S. pyogenes

. o S. aureus, S. epidermidis e BGN aerodbios (incluindo
Traumatismo cranio-

encefalico e neurocirurgia P. aeruginosa)

Fonte: (Brasil, 2005b; Tunkel, 2005b; Winn Jr., 2006)

Quadro 1 Principais agentes etioldgicos das MBA por faixa etaria e fatores de risco.

2.2 Streptococcus pneumoniae

2.2.1 Histoérico

Streptococcus pneumoniae foi visualizado, ou ao menos descrito, pela
primeira vez em 1875 por Klebs, ao observar o fluido dos pulmdes de um homem

com pneumonia. Em 1880 o agente foi novamente descrito por Eberth, que o
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vislumbrou ao examinar os exsudatos do pulmao hepatizado e do espago
subaracnoide de um homem com pneumonia € meningite secudaria. No mesmo ano,
Matray descreveu e denominou Pneumoniekokken os cocos que observou tanto no
escarro de pacientes com pneumonia quanto no de pessoas saudaveis. No entanto,
0 mérito da descoberta de S. pneumoniae coube a Pasteur e Sternberg, que em
1881, de forma independente, isolaram o agente através da cultura em animais.
Pasteur, na Francga, apds inocular coelhos com a saliva de uma criangca com raiva,
isolou 0 agente em grande quantidade no sangue dos animais, que foram a ébito. O
pesquisador denominou o agente Microbe septicémique du saliva. Sternberg, nos
EUA, também isolou o0 agente em coelhos, apds inocula-los com a prépria saliva. Em
1885 este autor denominou o agente de Micrococcus pasteuri, em homenagem ao
cientista francés (White, 1938; Finland, 1982). No entanto, a associagdo entre o
agente e a pneumonia lobar s6 foi efetivamente estabelecida em 1883, tanto por
Talamon, que o denominou Coccus lancéolé de la pneumonie, quanto por
Friedlander, que o denominou Pneumoniemikrokokken. Estes autores conseguiram
reproduzir a doenga pulmonar em animais apds a inoculagdo da bactéria, obtida
através da cultura de espécimes clinicos de pacientes com pneumonia (White, 1938;
CDC, 2007).

A pneumonia pneumocodcica, no entanto, foi confundida com outras formas
de pneumonia, especialmente a causada por Klebsiella pneumoniae, até 1884,
quando foi criada a coloragdo de Gram (Finland, 1982). Ao final da década de 1880
0 agente ja era reconhecido como a principal causa de pneumonia lobar, e o termo
pneumococo passou a ser utilizado. Em 1926 o género foi batizado de Diplococcus,
devido ao aspecto da bactéria no escarro quando corada pelo método de Gram. Em

1974 o agente foi finalmente denominado S. pneumoniae, devido a sua morfologia
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quando cultivado em meio liquido (Musher, 2005).

Na virada do século XIX para o século XX, Neufeld descreveu a solubilidade
de S. pneumoniae em sais biliares, o que se tornou uma ferramenta util na
diferenciacdo entre o agente e os demais estreptococos. Este mesmo autor
demonstrou o desenvolvimento de resposta humoral especifica apds a infecgcao ou
vacinagao por uma determinada cepa de S. pneumoniae, 0 que protegia os animais
contra uma nova infecgdo pelo mesmo organismo. Neufeld descreveu ainda, em
1902, a aglutinagédo especifica e a reacao de Quellung, utilizando soros homélogos
contra cepas de S. pneumoniae. Através da reagao de aglutinagao, Lister, em 1913,
na Africa do Sul, e Dochez e Gillespie, nos EUA, comegaram a dividir o pneumococo
em tipos especificos. Nas duas primeiras décadas do século XX, uma mistura de
varios tipos de pneumococos integros e inativados foi utilizada para vacinagao de
mineradores de ouro e diamante na Africa do Sul, com resultados parcialmente
eficazes neste grupo altamente susceptivel a pneumonia pneumocdcica. Em 1920,
Heidelberger e Avery demonstraram que os anticorpos que conferiam protecao
contra o pneumococo reagiam com polissacarideos capsulares do agente.
Adicionalmente, foi desenvolvido o uso da aglutinagdo para determinagdao do
sorotipo causador da doenca em determinado paciente, assim como antisoros
especificos para o tratamento. A partir de 1931 o teste de Quellung passou a ser
usado para a sorotipagem rapida do pneumococo, em substituicdo a aglutinagao, e
em 1932 ja eram conhecidos cerca de 30 dos 90 sorotipos de S. pneumoniae hoje
reconhecidos (Finland, 1982; Musher, 2005). Felton (1930) preparou pela primeira
vez polissacarideos capsulares purificados com o intuito de imunizar humanos, e em
1938 o polissacarideo purificado do tipo | foi utilizado para abortar uma epidemia de

pneumonia num hospital em Massachusetts, EUA (Musher, 2005). Quando ficou
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demonstrado que 80% das infecgbes pneumocécicas invasivas eram provocadas por
14 sorotipos de S. pneumoniae (1, 2, 3, 4, 6A, 8, 9N, 12F, 23F, 25, 7F e 18C), uma
vacina contendo polissacarideos desses 14 sorotipos se tornou disponivel, sendo
licenciada nos EUA em 1977. Ja a vacina polissacaridica 23-valente e a vacina
conjugada pneumocdcica heptavalente (VCP7) foram licenciadas naquele pais em
1983 e em 2000, respectivamente (CDC, 2007).

O primeiro antimicrobiano estudado para tratamento de pneumonia foi a
optoquina. Em 1917, no entanto, ja havia relatos de resisténcia a esta droga, que
posteriormente foi abandonada para fins terapéuticos, em virtude da sua toxicidade
(Klugman, 1990). Em 1938 foi relatada a primeira falha com o uso de sulfonamidicos
para tratamento de uma pneumonia, sendo entdo a resisténcia do pneumococo ao
quimioterapico aventada como uma possivel explicagao para o fato (Finland, 1982).
O advento da penicilina, utilizada na pratica clinica a partir de 1943, mudou a histéria
natural da doenga pneumocdcica. No entanto, a resisténcia a essa droga passou a
ser relatada na literatura a partir de 1967, constituindo-se, especialmente a partir dos
anos 90, em grave problema de saude publica (Crook e Spratt, 1998; Tavares, 2001;

Low, 2005).

2.2.2 Classificacao

Streptococcus, Enterococcus e Streptococcus-simile s&o bactérias gram-
positivas, catalase negativas, que tendem a crescer aos pares ou em cadeia. O teste
da catalase distingue os membros deste grupo de outros grupos de cocos gram-
positivos, como Micrococcus e Staphylococcus, que sao catalase positivos. A

taxonomia desse grupo de bactérias € complexa e alvo de frequentes revisdes. A
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aplicagdo de meétodos taxondmicos moleculares, como a hibridizacdo DNA-DNA,
hibridizagdo do DNA-RNA ribossomal (rRNA) e sequenciamento da fracédo 16S do
rRNA, resultou na descricdo de novos géneros de cocos gram-positivos catalase
negativos e numa completa reorganizacdo da taxonomia destes organismos. A
proxima edicdo do Manual Bergey de Sistematica bacteriana devera trazer
profundas modificagbes em relacdo a ultima edicdo, de 1984. Os cocos gram-
positivos, catalase negativos, de origem humana serdo classificados dentro de 6
familias na ordem proposta “Lactobacillales” e em uma familia na ordem Bacillales.
O género Streptococcus, que contém os patdgenos humanos mais importantes do
grupo, sera classificado como pertencente ao dominio Bacteria, filo Firmicutes,
classe “Bacilli”, ordem “Lactobacillales”, familia Streptococcaceae. Este género é
ainda dividido em 7 grupos: Piogénico, Sanguis, Mitis, Mutans, Salivarius, Anginosus
e Bovis (Winn Jr., 2006).

Streptococcus inclui microoragnismos anaerdbios facultativos, embora
algumas amostras cresgam melhor em anaerobiose. A maioria das espécies cresce
em ar ambiente, porém seu crescimento é estimulado por uma concentragdo maior
de CO,. Os estreptococos sdo homofermentativos, ou seja, o produto da
fermentagao da glicose é apenas o acido latico, ndo havendo produgao de gas. Séo
catalase e oxidase negativos, e replicam em cadeia quando cultivados em meio
liquido (Winn Jr., 2006). Sao bactérias fastidiosas, que crescem melhor em meios
enriquecidos com sangue ou soro. Tradicionalmente sdo classificados quanto ao
padrao de hemodlise em a-hemoliticos, B-hemoliticos e y-hemoliticos, quando
cultivados em meios contendo sangue de carneiro desfibrinado (agar sangue). As
bactérias B-hemoliticas sdo capazes de provocar a lise das hemacias do meio,

produzindo um halo transparente ao redor da colénia. Ja estreptococos a-
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hemoliticos sao capazes de reduzir a hemoglobina a um pigmento esverdeado. O
termo a-hemdlise, apesar de consagrado na literatura, é incorreto, pois independe
da presenga de hemacias integras, podendo ser observado, por exemplo, em
colonias cultivadas em agar chocolate, no qual as hemacias sdo previamente
rompidas pelo aquecimento a 70°C por 10 min. As colbnias y-hemoliticas nao
produzem nenhuma alteracdo no meio de cultura. Um sistema tradicional de
classificagdo dos estreptococos B-hemoliticos tem como base as diferencas
antigénicas dos carboidratos da parede celular. Essa classificagdo, proposta por
Rebecca Lancefield em 1933, divide os estreptococos em grupos antigénicos
designados por letras maiusculas, sendo os grupos A, B, C, D e G o0s mais
comumente encontrados em humanos. No entanto, nem todas as espécies do
género sado passiveis de classificagcdo por esse método, como é o caso de S.
pneumoniae. Mais recentemente, técnicas de biologia molecular mostraram que
cepas geneticamente relacionadas podem produzir antigenos de Lancefield
diferentes, assim como espécies filogeneticamente distantes podem expressar o
mesmo antigeno (Ruoff, 2003; Bisno, 2005).

Os estreptococos a-hemoliticos de importancia médica incluem S.
pneumoniae e os estreptococos do grupo viridans. O grupo viridans € composto por
diversas espécies que fazem parte da microbiota normal da cavidade oral, trato
gastrointestinal e genital feminino, e sdo associados com endocardite subaguda,
carie dentéaria e infecgbes piogénicas, estas ultimas especialmente em pacientes
neutropénicos. Raramente provocam meningite, sendo responsaveis por 0,3 a 5%
dos casos confirmados por cultura. Sdo compostos pelos grupos Anginosus, Mutans,
Salivarius e Mitis (Ruoff, 2003; Bisno, 2005; Johnson, 2005). Kawamura e cols.

(1995), utilizando a técnica de sequenciamento da fragdo 16S do RNA ribossomal,
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demonstraram que S. pneumoniae é geneticamente relacionado as espécies do

grupo Mitis (Kawamura et al., 1995).

2.2.3 Identificacdo

S. pneumoniae € visualizado nos espécimes clinicos, como escarro e LCR,
como cocos aos pares (diplococos), gram-positivos (DGP). Eventualmente podem
parecer gram-negativos, especialmente apds uso de antimicrobianos ou quando
provenientes de culturas velhas (Finland, 1982). Devido a geragédo de H,O, por uma
flavoenzima, esta bactéria cresce melhor em meios com fontes de catalase, como
hemacias. A identificacdo de S. pneumoniae no laboratério de microbiologia é
classicamente baseada em quatro reagdes: (1) observacédo de a-hemolise ao redor
das colénias no agar sangue ou agar chocolate; (2) teste de catalase negativo; (3)
sensibilidade a optoquina; e (4) solubilidade em sais biliares (Musher, 2005).

A diferenciagao entre S. pneumoniae e os estreptococos do grupo viridans
geralmente é feita através da demonstracdo de sensibilidade a optoquina e a
solubilidade em sais biliares. A optoquina é um analogo do quinino sem utilidade
terapéutica devido a sua toxicidade. A sensibilidade a optoquina é definida pela
presenca de um halo de inibigdo ao redor de um disco contendo 5ug da droga
(didmetro do halo de 12 mm a 18 mm, dependendo do fabricante do disco). A
solubilidade em sais biliares (deoxicolato de sodio) €& demonstrada pelo
desaparecimento da opacidade em um tubo contendo uma suspensao da bactéria
incubada a 37°C por cerca de 2 horas (Pikis et al., 2001). Tais testes geralmente sao
considerados suficientes para a identificacdo de amostras obtidas de sitios estéreis.

O teste de susceptibilidade a optoquina apresenta uma sensibilidade e
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especificidade reportada na literatura de 99% e 98%, respectivamente.
Ocasionalmente, estreptococos do grupo viridans podem mostrar-se sensiveis a
optoquina, o que torna o uso desta técnica problematico para a identificacdo de S.
pneumoniae a partir de espécimes obtidos de sitios ndo estéreis. Nesses casos, €
utilizado o teste de solubilidade em sais biliares, cuja especificidade é considerada
superior a do teste de optoquina. A sensibilidade da solubilidade em sais biliares, no
entanto, é relativamente baixa (86%), sendo recomendavel a realizacdo de outros
testes quando o método é negativo, como o teste de Quellung (Chandler et al., 2000;
Arbique et al., 2004; Winn Jr., 2006). O teste da optoquina sofre, ainda, variagdes de
acordo com as condi¢des de cultivo do agente (ar ambiente ou atmosfera
enriquecida com CQO,), as caracteristicas do meio e o indculo, o que interfere na sua
sensibilidade (Gardam e Miller, 1998). Ja foram relatadas na literatura cepas de S.
pneumoniae resistentes a optoquina, cepas insoluveis em sais biliares, assim como
cepas com ambas caracteristicas. A existéncia dessas cepas, chamadas atipicas,
representa um desafio para a identificacido da espécie e diferenciacdo de bactérias
relacionadas (Pikis et al., 2001; Obregon et al., 2002).

O desenvolvimento de sistemas comerciais que incorporam testes
fisiolégicos, bioquimicos e enzimaticos representou um avango na identificagao de
Streptococcus, Enterococcus e bactérias Streptococcus-simile selecionadas. No
entanto, estes testes ndo diferenciam S. pneumoniae dos demais componentes do
grupo Mitis de forma segura, sendo relatada uma acuracia de 75-79% para o teste
Rapid ID 32 Strep® (BioMérieux) (Kawamura et al., 1999; Winn Jr., 2006).

Varios kits comerciais, baseados na aglutinagao de particulas de latex, estao
disponiveis para a identificacdo rapida de S. pneumoniae. Esses testes utilizam um

reagente contendo anticorpos contra todos os sorotipos conhecidos de S.
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pneumoniae. A deteccdo da capsula polissacaridica de S. pneumoniae através do
uso desses testes € considerada essencial para o diagnéstico definitivo da espécie.
No entanto, sdo limitacbes importantes desses testes a existéncia de bactérias nao
capsuladas (falso negativo), que nao produzem infecgdo invasiva, e a reagao
cruzada entre os anticorpos capsulares e certas cepas de estreptococos viridans
(falso positivo). A sensibilidade e a especificidade desse método relatadas na
literatura sdo de 99-100% e 85,1-98%, respectivamente (Winn Jr., 2006).

A determinagédo do sorotipo (sorotipagem) é realizada através do teste de
Quellung, provocado pela reagao entre os anticorpos especificos e o polissacarideo
da capsula do sorotipo correspondente. Ao se observar as células do pneumococo
sensibilizadas pelo antisoro especifico sob microscopia optica, apds coloracdo com
azul de metileno, é notada uma mudanca na refringéncia da capsula. Esta aparece
entumescida, em comparagcdo com um preparado feito com a suspensio da bactéria
e salina, ao invés do antisoro. O mesmo processo pode ser realizado com o intuito
de se identificar apenas o sorogrupo ao qual a amostra em estudo pertence, nesse
caso sendo utilizado antisoros contendo anticorpos contra todos os sorotipos de
cada sorogrupo. Outro modo de se identificar o sorotipo € através de testes de
aglutinagdo que empreguem antisoros combinados, contemplando um grupo de
sorotipos. Se a suspensdo da bactéria reagir com um determinado grupo, entéo
testes com antisoros especificos para cada sorotipo contido neste grupo sao
realizados (Winn Jr., 2006).

Métodos moleculares de identificacdo, tais como PCR para amplificacao de
genes codificadores de fatores de viruléncia (lytA — autolisina; ply — pneumolisina)
ou das proteinas que ligam penicilina (PBP, do inglés penicillin-binding proteins),

assim como testes utilizando sondas de hibridizagdo do gene da fragdo 16S do
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rRNA, vém se tornando ferramentas cada vez mais populares. No entanto, os testes
que detectam os genes IytA e ply ndo sao capazes de diferenciar de forma segura S.
pneumoniae dos outros componentes do grupo Mitis, pois ja foi demonstrada a
expressao de tais genes por algumas poucas bactérias deste grupo (Neeleman et
al., 2004). O teste comercial que utiliza a sonda de hibridizagdo do gene da fragéo
16S do rRNA apresenta a mesma limitagdo, pois o grau de homologia entre as
sequéncias desse gene nas outras espécies do grupo Mitis e em S. pneumoniae é
de mais de 99% (Kawamura et al., 1999) .

Atualmente, o teste considerado padrdo ouro para a identificagdo e
diferenciagdo entre espécies é a hibridizagdo do DNA gendmico. Quando a
homologia DNA-DNA supera os 70%, se considera a amostra testada como
pertencente a mesma espécie da bactéria utilizada como padrdo. A homologia entre
S. pneumoniae e as demais espécies do grupo Mitis & de 40 a 60%. No entanto, esta
técnica é cara e nao factivel para a imensa maioria dos laboratérios de analise
clinica (Kawamura et al., 1999; Arbique et al., 2004).

Recentemente foi descrita uma nova espécie do grupo Mitis, Streptococcus
pseudopneumoniae, pela demonstragdo de um grau de homologia na reassociagao
de DNA menor do que 70% em relagdo as cepas padrao das demais espécies do
grupo. A diferenciacdo entre a nova espécie e S. pneumoniae é feita através da
demonstracdo de sensibilidade a optoquina em ar ambiente, de resisténcia a
optoquina em atmosfera com 5% de CO,, da insolubilidade em sais biliares,
auséncia de capsula e genotipagem. Das trés caracteristicas fenotipicas, a de maior
especificidade é a insolubilidade em sais biliares. Os testes moleculares, tais como
sequenciamento da fracédo 16S do RNA ribossomal e a PCR para genes ply e IytA,

nao diferenciam de forma segura as duas espécies (Arbique et al., 2004).
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2.2.4 Fatores de viruléncia

Praticamente todas as amostras clinicas de S. pneumoniae contém uma
capsula externa constituida por polissacarideos. Cepas nao-encapsuladas
raramente provocam doenga, sendo geralmente associadas a surtos de conjuntivite.
A capsula de S. pneumoniae € o principal fator de viruléncia da bactéria — cepas
modificadas geneticamente de modo a n&o produzirem capsula perdem a viruléncia.
Ela é a principal responsavel pela capacidade do agente de resistir a fagocitose, na
auséncia de opsoninas, e a morte intracelular nas células fagociticas, o que é
provavelmente explicado pelos seguintes fatores: (a) auséncia de receptores nas
células fagociticas para os polissacarideos capsulares; (b) presenca de forcas
eletroquimicas que repelem as células fagociticas; (c) mascaramento de anticorpos
e fatores de complemento ligados a parede celular da bactéria; (d) inativacdo do
complemento (Musher, 2005; Winn Jr., 2006).

As propriedades imunobiologicas da capsula permitem dividir a espécie em
sorotipos. Com base nas diferengas antigénicas do polissacarideo capsular ja foram
detectados 90 sorotipos de S. pneumoniae. No sistema americano, os sorotipos séo
numerados de 1 a 90 na ordem em que foram descritos. Ja o sistema dinamarqués,
mais amplamente aceito, agrupa os 90 sorotipos em 46 sorogrupos, de acordo com
semelhancgas imunolégicas (Hausdorff et al., 2005). Geralmente, o primeiro sorotipo
identificado daquele sorogrupo € denominado F (do inglés “first”, primeiro) e os
demais recebem as letras A, B, C, etc., de acordo com a ordem em que foram
descritos (e.g. 18F, 18A, 18B e 18C). Alguns sorotipos, (e.g. sorotipo 3) apresentam
propriedades bioldgicas que conferem maior agressividade, e cepas que pertencem

a diferentes sorotipos capsulares variam na sua capacidade de estimular uma



34

resposta humoral adequada. Consequentemente, certos sorotipos apresentam maior
viruléncia do que outros. De fato, 23 sorotipos de S. pneumoniae sdo responsaveis
por mais de 88% dos casos de bacteremia e meningite. Alguns sorotipos estao mais
associados com doenga em criangas, como os dos sorogrupos 6, 14, 18, 19 e 23. Ja
os sorogrupos 1, 3, 4, 7, 8 e 12 predominam em adultos (Musher, 2005; Winn Jr.,
2006; SSI, 2007a; SSI, 2007b). A distribuicdo de sorotipos varia também de acordo
com a doenga, com a regiao geografica e o tempo (Hausdorff et al., 2000). No Brasil,
os sorotipos mais freqientemente associados a pneumonia entre criangas menores
de 5 anos séo 14 (38,6%), 1 (14,9%) e 5 (8,7%), enquanto os mais frequentemente
associados a meningite sao 14 (19,1%), 6B (10,1%) e 18C (8,7%), na mesma faixa
etaria. Dos 6 aos 49 anos os sorotipos mais prevalentes entre os pacientes com
pneumonia s&o 1 (18,9%), 9V (7,5%) e o 3 (6,6%), enquanto os mais relacionados a
meningite sdo 1 (9,7%), 3 (7,1%) e 18C (6,1%). Entre as pessoas com mais de 50
anos, os sorotipos que mais frequentemente causam meningite sdo os 3 (20,2%),
10A (6,1%) e 4/19F/23F, estes ultimos com 5% cada. Ja entre as causas de
pneumonia, predominam os sorotipos 14 (13,3%), 3 (11,1%) e 1/6B/9V, com 6,7%
cada (Brandileone et al., 2003).

Anticorpos especificos contra os antigenos capsulares polissacarideos
conferem protecao contra a infecgdo causada por S. pneumoniae daquele sorotipo.
A descoberta da natureza humoral da imunidade contra S. pneumoniae forneceu os
subsidios para o uso de anti-soros especificos para o tratamento de pneumonia, na
era pré-antibidtica, e permitiu o desenvolvimento de vacinas polissacaridicas e
conjugadas contra os sorotipos que mais freqientemente causam infecgcdo humana.
No entanto, estudos recentes mostram uma alteragdo na prevaléncia dos sorotipos

de S. pneumoniae em comunidades onde foi implementado o uso em massa da
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vacina antipneumocdcica conjugada, com substituicao dos sorotipos contemplados
pela vacina por sorotipos mais raros. A substituicdo de sorotipos (serotype
replacement) pode ocorrer devido a expansao de clones com fenétipos nao vacinais
previamente presentes, a emergéncia de novos clones com fendtipos ndo vacinais,
ou a troca de capsula entre clones usualmente associados a sorotipos vacinais e
outros associados a sorotipos n&o vacinais (capsular switch variants). O fenbmeno
da troca de capsula se deve a capacidade do agente incorporar material genético de
outros organismos, incluindo 0s genes responsaveis pelas caracteristicas
antigénicas da capsula, o que é conhecido por transformag¢ao (Musher, 2005; Beall
et al., 2006). Consequentemente, varios gendtipos de S. pneumoniae, definidos por
técnicas de biologia molecular como a tipagem por sequenciamento de multiplos loci
(MLST, do inglés multilocus sequence typing) e a eletroforese em gel sob campo
pulsado (PFGE, do inglés pulsed field gel electrophoresis), podem expressar o
mesmo antigeno capsular polissacarideo, assim como um unico gendtipo pode
expressar sorotipos distintos (Hanage et al., 2005; Hausdorff et al., 2005; Beall et al.,
2006).

A pneumolisina é também um importante fator de viruléncia de S.
pneumoniae. Esta toxina €& produzida por virtualmente todos os isolados clinicos,
independentemente do sorotipo capsular. Trata-se de uma proteina de 53kd, com
propriedade de formar poros nas membranas celulares que contenham colesterol.
Em baixa concentragao, provavelmente encontrada na fase inicial da infeccao, essa
toxina é capaz de induzir apoptose, ativar a via classica do complemento e induzir
reacbes pro-inflamatérias. Em concentragdo mais alta, também chamada
concentracdo litica, provoca lesao celular e tecidual direta através da formacgao de

poros nas membranas das células do hospedeiro. Varios estudos in vitro ou em
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modelo animal, utilizando amostras de S. pneumoniae geneticamente modificadas
de modo a nao produzir a pneumolisina, foram realizados. Quando comparadas com
amostras selvagens, as amostras que n&o produzem pneumolisina apresentam
menor capacidade de aderir a células epiteliais do trato respiratério, in vitro, e sédo
menos eficazes na colonizagdo da nasofaringe, in vivo; induzem uma resposta
inflamatdria pulmonar e sistémica mais lenta e menos intensa; sdo incapazes de
invadir células endoteliais; e produzem uma meningite atenuada, com menor lesao
ependimaria e sintomas mais brandos (Hirst et al., 2004).

Outros fatores que contribuem para a viruléncia deste patégeno sao as
adesinas, a autolisina e a neuroaminidase. As adesinas, e.g. proteinas que ligam
colina (Cbp, do inglés choline binding protein), sdo um grupo de moléculas
responsavel pela adesdao do patdégeno as células do epitélio da nasofaringe,
permitindo a colonizacao do hospedeiro, e pelo processo de endocitose, que permite
a invasao do epitélio e consequente bacteremia e dissemininagdo hematogénica. A
adesina Cbp A parece mediar também o mecanismo de penetragcdo no SNC através
das células endoteliais. As proteinas de superficie pneumocdcica A e C (Psp A e
Psp C) pertencem a familia das Cbp, mas nao estdo envolvidas no processo de
adesao. As Psp contribuem para evitar a fagocitose, provavelmente por bloquear a
adesdo de fatores de complemento. A autolisina, enzima responsavel pelo
remodelamento da parede celular do pneumococo, aumenta a viruléncia do
patdbgeno por permitir a liberagdo de substancias toxicas e estimuladoras da
resposta imune, como pneumolisina e peptideoglicano. Ja a neuroaminidase
contribui no processo de adesao as células epiteliais (Musher, 2005; Tunkel, 2005b).

Os principais fatores responsaveis pela gravidade das infecgdes causadas

por S. pneumoniae sao os constituintes de sua parede celular, tais como os acidos
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teicdico e lipoteicoico e o peptideoglicano. Sao eles os mais potentes
desencadeadores da intensa resposta inflamatéria que caracteriza a doenca
pneumocdcica, cuja morbidade é diretamente proporcional a inflamagéo dos tecidos

atingidos (Musher, 2005).

2.2.5 Fisiopatogenia

A historia natural da meningite pneumocécica se inicia com a colonizagao da
nasofaringe por S. pneumoniae. A adesdo de S. pneumoniae ao epitélio da
nasofaringe ocorre pela interagdo de moléculas de superficie pneumocdcicas e
receptores das células epiteliais. A principal molécula envolvida no processo de
adesdo € a Cbp A, a mais abundante das Cbp. Bactérias mutantes que nao
possuem a Cbp A s&o incapazes de colonizar a nasofaringe, num modelo murino.
Outras moléculas envolvidas na adesao do agente ao epitélio nasofaringeo sédo as
Cbp D, E e G. S&o possiveis fatores adjuvantes para a adesao a neuroaminidase,
que diminui a viscosidade do muco e expde receptores de superficie do epitélio ao
pneumococo, e a protease IgA1, que degrada a IgA secretoria (Koedel et al., 2002).

A invasao do epitélio, apds a colonizagdo, ocorre através do processo de
endocitose, mediado pelo receptor de imunoglobulina polimérica, no epitélio, e a Cbp
A pneumocoécica. Neste processo, S. pneumoniae se aproveita de um mecanismo
utiizado para o transporte de imunoglobulinas para atravessar o epitélio
nasofaringeo e ganhar a corrente sanguinea. Contribui ainda para esse processo a
hialuronidase, que degrada o acido hialurénico, facilitando a disseminagdo da
bactéria pelos tecidos do hospedeiro (Koedel et al., 2002; Winn Jr., 2006).

A sobrevivéncia de S. pneumoniae no sangue é devida majoritariamente as
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propriedades antifagocitarias da sua capsula polissacaridea (vide secédo 2.2.2).
Também contribuem para a persisténcia do patégeno no sangue as proteinas de
superficie A e C (Psp A e C), ao inibir a ativagao e promover a degradacao do fator
C3b do complemento, respectivamente. A pneumolisina, devido a sua capacidade de
ativar a via classica do complemento na auséncia de anticorpos especificos,
promove o consumo desses fatores, com consequiente diminuicdo da atividade
sérica de opsonizagcdo. Todos esses fatores promovem a sobrevivéncia de S.
pneumoniae no sangue por anularem o principal mecanismo de defesa contra esse
patdgeno, ou seja, a opsonizagao e posterior fagocitose (Koedel et al., 2002).

A bacteremia sustentada parece ser um requisito necessario, porém nao
suficiente, para a invasdo do espago subaracndideo por S. pneumoniae. Existem
duas barreiras separando o sangue do SNC: a BHE e a barreira hematoliqudrica. A
BHE é composta pelas células endoteliais da microvasculatura cerebral. Essas
células diferem das demais células endoteliais por possuirem: (1) jungdes
ocludentes (tight junctions) com resisténcia elétrica extremamente alta, que limita o
transporte intercelular; (2) atividade pinocitica dimuida, o que limita o transporte
transcelular; e (3) sistemas de transporte especificos. A barreira hematoliquoérica
localiza-se nos plexos cordides e €& formada pelo endotélio dos capilares ai
localizados, assim como pelo epitélio continuo ao epéndima dos ventriculos. O local
exato da penetracéo de S. pneumoniae no SNC ainda € desconhecido, mas algumas
evidéncias experimentais sugerem ser o endotélio cérebro-vascular, e ndo o epitélio
do plexo coréide, a principal via de acesso deste patégeno. Num modelo in vitro
utilizando células endoteliais humanas e murinas, foi demonstrado o transporte de S.
pneumoniae da superficie apical para a superficie basal do endotélio, num processo

mediado pela Cbp A pneumocdcica e pelo receptor do fator de ativagao plaquetaria,
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no endotélio. Esse mecanismo, denominado transcitose, é, portanto, um possivel
mecanismo para a invasao da BHE (Koedel et al., 2002).

Outros mecanismos podem contribuir para a invasdo de S. pneumoniae no
espacgo subaracnoide, além da penetracdo pela BHE. Nos pacientes com fistula
liqudrica, e.g. apds traumatismo craniano, a interrup¢do da integridade da dura
mater permite a entrada direta de S. pneumoniae a partir de focos infecciosos
adjacentes, como otite média, sinusite e mastoidite (Musher, 2005). A invasao direta
do SNC a partir da colonizagdo da nasofaringe, através de transposte axonal
retrogrado via nervos olfatérios, € uma hipdtese que nao pode ser descartada. Num
modelo em camundongos, apos inoculagdo nasal, foi observada infecgdo por S.
pneumoniae (comprovada por cultura, PCR e visualizagdo direta) nos nervos
olfatérios, bulbo olfatério, tecido cerebral e ganglio trigeminal, na auséncia de
bacteremia (van Ginkel et al., 2003).

A sobrevivéncia de S. pneumoniae no espago subaracndideo é
proporcionada pela baixissima atividade de opsonizacéo e bactericida do LCR. Isso
€ consequéncia das diminutas quantidades de complemento (virtualmente ausente)
e de imunoglobulinas (relagdo sangue:LCR de aproximadamente 800:1) no LCR.
Com a resposta inflamatéria desencadeada pela presenca da bactéria, ocorre um
ligeiro aumento da concentragdo desses fatores, porém insuficiente para
proporcionar uma atividade de opsonizagdo adequada. Consequentemente, o
intenso influxo de leucdcitos verificado na meningite pneumocdcica nao leva a
esterilizacdo do LCR, em virtude da insuficiéncia dos fatores humorais acima
citados, fundamentais para a fagocitose e morte do pneumococo (Tunkel, 2005b).

Apesar de seu papel fundamental para a sobrevivéncia de S. pneumoniae no

sangue e no espacgo subaracnoideo, a capsula polissacaridica ndo parece estar



40

relacionada a extensa reacao inflamatoéria observada na meningite pneumocécica.
Em modelos animais, a infusao intracisternal dos polissacarideos de S. pneumoniae,
assim como a de cepas encapsuladas mortas, ndo é capaz de reproduzir a reagao
inflamatdria caracterisitca da doencga, ao contrario da infusdo de cepas néo
encapsuladas vivas ou dos constituintes da parede celular, acidos teicdico e
lipoteicdico e peptideoglicano, isoladamente (Koedel et al., 2002). Nao esta claro
ainda se essas substancias induzem inflamacao diretamente ou através do estimulo
a liberagdo de citoquinas, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e
interleucina-1 (IL-1). A hipétese de que a liberagdo desses componentes de parede
celular, durante a autdlise induzida pela antibioticoterapia, levaria a uma
exacerbacdo da resposta inflamatéria e, conseqlentemente, a uma maior
morbiletalidade foi reforcada pela observagcdo de que o uso de dexamentasona,
antes ou concomitante ao inicio da antibioticoterapia, se correlacionou com melhor
progndéstico nos pacientes com meningite pneumocécica comprovada (de Gans e

van de Beek, 2002; Tunkel, 2005b).

2.2.6 Epidemiologia

2.2.6.1 Aspectos gerais

O principal nicho ecolégico de S. pneumoniae é a nasofaringe humana.
Cinco a 10% dos adultos saudaveis s&o carreadores de S. pneumoniae, enquanto
20 a 40% das criangas saudaveis apresentam colonizagdo de nasofaringe por esta
bactéria. Em populagdes fechadas, como criancas pequenas que frequentam

creche, esse percentual pode chegar a 65%. A prevaléncia de colonizagdo aumenta
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até os 2 ou 3 anos de vida, quando cerca de 40 a 60% das criangas encontram-se
colonizadas, diminuindo subsequentemente (Craig et al., 1999; Bogaert et al., 2004;
Musher, 2005; Winn Jr., 2006). A aquisicdo de S. pneumoniae ocorre nos primeiros
meses de vida. Num estudo longitudinal em que 213 recém-nascidos foram
rastreados para aquisigao (definida como primeiro isolamento de um dado sorotipo)
e colonizagao por S. pneumoniae, 15% dos lactentes ja haviam adquirido a bactéria
na 42 semana de vida. Aos 3 meses, esse percentual havia subido para 38% e aos 6
meses, para 54% (Sleeman et al., 2005). Lactentes permanecem colonizados por
cerca de 4 meses por um mesmo sorotipo. Em adultos a colonizagao por um dado
sorotipo persiste por um periodo menor, geralmente de 2 a 4 semanas, mas pode
ser mais duradoura (Winn Jr., 2006). A colonizagdo simultdnea por mais de um
sorotipo pode ocorrer (Sleeman et al., 2005).

A colonizacado é fator indispensavel para a ocorréncia de infeccdo por S.
pneumoniae. A imunidade humoral de mucosa e a competicdo exercida pela
microbiota normal de oro/nasofaringe atuam como fatores protetores contra a
colonizagdo. A transmissdao de S. pneumoniae de pessoa a pessoa através de
goticulas respiratorias € bem documentada, o que explica a maior prevaléncia de
colonizagdo em populagdes fechadas. Além da aglomeracéo, sédo fatores de risco
independentes para a colonizagdo por S. pneumoniae: etnia (negros ou nativos
norteamericanos, nos EUA), tabagismo (ativo e passivo), familia numerosa
(especialmente grande numero de irmaos mais velhos), baixo nivel sdcio-econémico,
uso recente de antibidtico (Bogaert et al., 2004; Greenberg et al., 2006). O
percentual de colonizagdo aumenta durante os episddios de doenca viral
respiratoria. Certas causas de imunodeficiéncia, como anemia falciforme e infeccéo

pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés human immunodeficiency
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virus), nao estao relacionadas a uma maior taxa de colonizagdo em criancas, apesar
de serem fatores de risco conhecidos para doenga pneumocdcica, ja que a barreira
mucosa, incluindo a resposta imune local, ndo esta afetada nesses casos (Bogaert
et al., 2004; Nicoletti et al., 2007).

S. pneumoniae € um comensal bem adaptado, j4 que a progressdo do
estado de portador sdo para a infecgdo € um evento relativamente raro (Crook e
Spratt, 1998). A invasividade de S. pneumoniae, definida como a frequéncia relativa
com que uma cepa € isolada da nasofaringe versus a frequéncia com que é isolada
de sitios estéreis, parece ser fungao do sorotipo. Os sorotipos 1, 4, 5, 7F, 9A e 14
sdo altamente invasivos (Hausdorff et al., 2005; Sleeman et al., 2006). A frequéncia
e a duracdo da colonizacdo também variam entre os sorotipos. Os sorotipos que
colonizam a nasofaringe das criangas mais freqlientemente e por periodos longos
estdo, na sua maioria, representados na vacina VCP7, ou sao sorotipos
relacionados, como 6A e 19A. Os sorotipos 1, 5 e 46 raramente sio isolados da
nasofaringe, mesmo em populag¢des nas quais causam um percentual expressivo de
doencga invasiva. Ja o sorotipo 3 coloniza a nasofaringe frequientemente, porém por
periodos curtos (Hausdorff et al., 2005). Sleeman e cols. (2006) demonstraram haver
uma relagao inversa entre a duracdo da colonizacao e a invasividade de um dado
sorotipo (Sleeman et al., 2006).

Tanto a infecgao quanto a colonizagao por S. pneumoniae levam a formagao
de niveis séricos mensuraveis de anticorpos anti-capsulares sorotipo-especificos.
InUmeras evidéncias apontam para o papel protetor desses anticorpos. Apds a
aquisicdo de uma cepa de S. pneumoniae, e na auséncia de fatores que
predisponham a infecgdo, como a obstrugcdo dos Ostios de drenagem de seios da

face ou alteragdes no aparato mucociliar do epitélio respiratério, € bastante provavel
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qgue os anticorpos protetores sejam formados antes que ocorra a infecgao. A doenca
pneumocdcica, portanto, geralmente ocorre pouco apés o inicio da colonizagao por
S. pneumoniae, antes da produgdo de anticorpos e estabelecimento de uma
imunidade humoral sorotipo especifica adequada. Analogamente, pessoas com
producdo inadequada de resposta imune humoral, como portadores de mieloma
multiplo e Aids, continuam sob risco de doenga pneumocécica ao longo de todo o
periodo de colonizagao, o que explica a maior prevaléncia da doenga nesses grupos
(Musher, 2003; Musher, 2005).

A taxa de incidéncia de doenga invasiva por S. pneumoniae, definida como
isolamento do agente de espécimes clinicos normalmente estéreis (e.g. sangue,
LCR, liquido pleural), € em média de 11 a 17 casos por 100.000 habitantes ao ano
nos paises desenvolvidos (Low, 2005). Certas populagdes, como nativos americanos
nos EUA e aborigenes na Austrdlia, apresentam taxas de incidéncia até 10 vezes
maiores (Musher, 2005; Watt et al., 2007). ldosos que vivem em clinicas e asilos
apresentam uma incidéncia 14 vezes maior de doenga pneumocécica invasiva (DPI)
do que idosos nao institucionalizados (Nuorti et al., 1998).

A DPI é mais frequente nos extremos etarios, sendo sua incidéncia maior em
criangas abaixo de 2 anos e adultos acima de 65 anos, em comparag¢ao a criangas
mais velhas e adultos jovens (Robinson et al., 2001). Nos primeiros meses de vida a
maioria dos lactentes esta relativamente protegida, devido a imunidade conferida
pela passagem de anticorpos maternos pela placenta. A imunidade contra S.
pneumoniae vai aumentando a partir dos 3 anos de idade, as custas de infecgbes
inaparentes ou sintomaticas, voltando a diminuir na senescéncia, devido ao
envelhecimento do sistema imune, ao comprometimento dos mecanismos

mucociliares do epitélio do trato respiratorio, a desnutricdo e a presenca de co-
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morbidades, como o diabetes mellito. A incidéncia da doenga pneumocdcica
apresenta uma variacdo sazonal, com maior incidéncia nos meses mais frios,
coincidindo com os picos de incidéncia de doencga respiratéria viral (Baldy, 2005;
Musher, 2005; Winn Jr., 2006).

A transmissdo de S. pneumoniae se da através do contato intimo ou por
goticulas de secregao respiratoria (Musher, 2003). S. pneumoniae ja foi cultivado de
secregao seca e do ar e de poeira de hospital, porém a transmissao por essas vias
raramente € descrita (Finland, 1982). Também ja foi documentada a infec¢ao
respiratoria provocada por S. pneumoniae em cavalos. Um estudo mostrou que as
cepas envolvidas nas infecgdes equinas sdo geneticamente relacionadas e néo
expressam certos fatores de viruléncia, como a atividade hemolitica conferida pela
pneumolisina. Nao foi descrita a transmissdo de S. pneumoniae de cavalos para o
homem, tampouco a transmissao de cepas humanas para cavalos (Whatmore et al.,
1999). A transmissao intrafamiliar de S. pneumoniae, majoritariamente de criangas
pequenas para irmaos, pais e avos, € bem documentada (Hoshino et al., 2002;
Shimada et al., 2002; Hausdorff et al., 2005). A presengca de criangas que
freqientam creche é fator de risco para DPIl em familiares adultos (Nuorti et al.,
2000). Estudos de biologia molecular permitiram tanto identificar o habito de
frequentar creches como um fator associado a colonizagdo por cepas resistentes,
como documentar a transmissao de cepas resistentes e geneticamente relacionadas
das criangas para seus pais (Pons et al., 1996; Hoshino et al., 2002). Apesar do
potencial de causar epidemias, especialmente em condicdes de confinamento, a
doenca pneumocécica ndo € usualmente associada a casos secundarios ou
algomerado de casos e, portanto, ndo é considerada contagiosa (Musher, 2003).

Consequentemente, ndo sado recomendadas medidas secundarias apds o
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diagndstico de um caso de doenga pneumocécica (pneumonia, meningite, outras),
tais como isolamento ou quimioprofilaxia (Musher, 2003; Brasil, 2005a). No entanto,
0 uso de vacinacdo em situagcbes de surto em unidades fechadas vem sendo
descrito desde o inicio do século passado, com bons resultados (Finland, 1982;
Dagan et al., 2000; Musher, 2005). Analogamente, existem varios relatos na
literatura do uso de quimioprofilaxia com antibiéticos (e.g. rifampicina com ou sem
clindamicina, penicilina V, ofloxacina com ou sem rifampicina) para abortar surtos de
DPI em unidades fechadas. Contudo, a eficacia de tal estratégia ainda n&o foi
claramente definida (Nuorti et al., 1998; Craig et al., 1999).

S. pneumoniae é a principal causa de pneumonia bacteriana comunitaria e
divide com H. influenzae nao tipavel o posto de principal causa de otite média aguda
e sinusite bacteriana aguda. E a principal causa de MBA em adultos e criangas nos
paises desenvolvidos (Musher, 2005). No Brasil, onde a principal causa de MBA
ainda é N. meningitidis, S. pneumoniae passou a ser a segunda maior causa desta
enfermidade apdés a introdugdo da vacina conjugada contra Hib em 1999 (Brasil,
2005a). E ainda uma causa importante de bacteremia, sendo responsavel por 5 a
25% das bacteremias de origem comunitaria, de acordo com alguns estudos
realizados na Espanha, Nova Zelandia, Jordania e Kénia, este ultimo restrito a
populagdo abaixo de 13 anos (Nimri e Batchoun, 2004; Berkley et al., 2005;
Cisneros-Herreros et al.,, 2005; Raymond et al., 2006). As bacteremias por S.
pneumoniae sdo em sua maioria associadas ao foco pulmonar. Num estudo
realizado com pacientes adultos em Israel, a bacteremia por S. pneumoniae esteve
associada com pneumonia em 70,8%, com meningite em 7,5% e sinusite ou otite em
4,2% dos casos. Em 17,5% dos pacientes um foco ndo pdde ser detectado, e a

bacteremia foi considerada como primaria (Raz et al., 1997). S. pneumoniae é uma
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causa infrequente de endocardite, pericardite, osteomielite, artrite séptica, peritonite,
infeccdes da pelve feminina, infeccdes neonatais e infeccbes de partes moles.
Nesses casos, a maioria dos pacientes tem alguma doenga de base, como diabetes
ou neoplasias, e apresenta algum outro foco concomitante, como pneumonia ou
meningite. S. pneumoniae é causa de menos de 3% das endocardites, na populagao
geral, e de 3 a 7% dos casos de endocardite na populagéo pediatrica (Winn Jr.,
2006).

S. pneumoniae causa infecgdo do ouvido médio, seios da face, traquéia,
brébnquios e parénquima pulmonar por disseminacao direta a partir da colonizacao
da nasofaringe. Geralmente os mecanismos de limpeza desses sitios, especialmente
o movimento mucociliar do epitélio, sdo suficientes para eliminar S. pneumoniae e
evitar a infeccdo local. Portanto, condicbes que interferem com tais mecanismos
depuradores, como 0s processos alérgicos, infecgdes virais, obstru¢gdes mecanicas,
tabagismo, exposi¢ao ocupacional, entre outros, sédo fatores predisponentes para as
infecgdes citadas. Ja as infeccbes do SNC, valvulas cardiacas, ossos, articulagdes,
pericardio e peritdbnio sdo de origem hematogénica. A pneumonia também pode se
desenvolver por esta via. S. pneumoniae pode ganhar a corrente sanglinea a partir
de um foco primario, como a pneumonia, ou diretamente, pela penetragdo na
mucosa da nasofaringe. Sao fatores predisponentes para doenga invasiva por S.
pneumoniae aqueles associados a uma imunodeficiéncia, em particular uma
deficiéncia na imunidade humoral, como as doengas hematoldgicas, a asplenia
funcional ou anatbmica, a idade avancada, Aids, deficiéncia de complemento,
hipogamaglobulinemia, doengas crénicas (doenga pulmonar obstrutiva crénica -
DPOC, insuficiéncia cardiaca, cirrose, insuficiéncia renal, diabetes), tabagismo e

etilismo. Fatores sécio-econémicos, como menor escolaridade, piores condigdes de
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moradia e desemprego, e étnicos, como ser da raga negra, também estdo
associados a DPI (Nery-Guimaraes et al., 1981; Nuorti et al., 2000; Robinson et al.,
2001; Watt et al., 2007). A infeccdo do SNC pode ocorrer ainda por penetragéao
direta a partir de focos parameningeos, como ocorre nos pacientes com fistula
liqudrica e naqueles com implante coclear (Reefhuis et al., 2003; Musher, 2005). A
infeccdo da pleura pode ocorrer via hematogénica ou por disseminagédo direta a
partir da infeccdo do parénquima pulmonar. Raramente S. pneumoniae coloniza o
trato genital feminino, de onde ele pode partir para causar as infecgdes pélvicas e a
peritonite, na mulher, e as infeccdes neonatais, apds a colonizagao do recém-
nascido durante a passagem pelo canal do parto (Musher, 2005; Winn Jr., 2006).

A meningite por S. pneumoniae é a que apresenta maior taxa de morbi-
letalidade, quando comparada com aquelas causadas por Hib e por N. meningitidis.
Duas grandes séries de casos de meningite pneumocdcica realizadas na Dinamarca
e na Holanda, e publicadas recentemente, relataram um percentual de sequelas
neurolégicas variando entre 30 a 41% dos casos, com taxas de letalidade entre 21 e
30% (Ostergaard et al., 2005; Weisfelt et al., 2006). Além disso, num outro estudo do
mesmo grupo holandés, cerca de 27% dos pacientes com meningite pneumocécica
clinicamente sem sequelas no momento da alta apresentaram evidéncia de
disfungdo cognitiva, quando submetidos a uma avaliagdo neuropsicolégica mais
rigorosa, contra 4% dos pacientes convalescentes de meningite meningocdcica e
controles saudaveis (van de Beek et al., 2002). A taxa de letalidade aumenta de
acordo com a idade, sendo maior também nos paises em desenvolvimento, em
comparagao com os paises desenvolvidos (Koedel et al., 2002).

Nos ultimos anos tem ocorrido uma mudanga no perfil epidemiologico da

doenca pneumocécica, em especial da doenca invasiva. Isso é reflexo da introdugao
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da VCP7 no calendario de imunizagao de alguns paises desenvolvidos, do aumento
na prevaléncia da resisténcia aos antimicrobianos, em especial a resisténcia aos -
lactamicos, e o reconhecimento do perfil epidémico da meningite pneumocécica na

Africa (Koedel et al., 2002; Butler e Levine, 2005; Byington et al., 2005).

2.2.6.2 Meningite pneumocaocica com perfil epidémico

Surtos de doenca pneumocécica ha muito sdo descritos. Geralmente tais
surtos ocorrem em instituicbes fechadas, como hospitais, campos militares e abrigos
para indigentes, e em pequenas comunidades (Greenwood, 2006). No entanto,
recentemente foram descritas epidemias de grandes proporgdes em paises
localizados no cinturdo de meningite africano, como Burkina Faso e Gana. Nesses
paises, a meningite pneumocdcica apresentou um padrao epidémico semelhante ao
de N. meningitidis, com um aumento da incidéncia cerca de 6 vezes na estacéo de
seca, em comparagao com outros periodos do ano. O aumento no numero de casos
de meningite pneumocécica precedeu o aumento no numero de casos de meningite
meningococica em cerca de 1 més, e atingiu diferentes faixas etarias. O sorotipo
mais comumente isolado foi o 1, especialmente no surto de Gana, onde este
sorotipo foi responsavel por 76% dos casos. A analise molecular por MLST
demonstrou serem estas amostras geneticamente relacionadas. O predominio
clonal, a sazonalidade e acometimento de varias faixas etarias sdo caracteristicas
semelhantes as das epidemias meningocdcicas tradicionalmente descritas na regido
(Leimkugel et al., 2005; Yaro et al., 2006). O sorotipo 1, que ja foi a mais frequente
causa de doenga pneumocaocica esporadica e endémica nos Estados Unidos, € hoje

em dia, neste pais, um patdégeno relativamente incomum (Butler e Levine, 2005).
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Varios pequenos surtos provocados pelo sorotipo 1 vém sendo relatados desde a
primeira metade do século XX, em varios paises do mundo. Um dado curioso sobre
esse sorotipo € que ele raramente é encontrado em portadores sdos, mesmo em
regides onde € uma causa frequente de doenga invasiva, o0 que, aliado a sua
habilidade em provocar surtos, sugere que este sorotipo tenha uma taxa de ataque
mais alta do que os demais (Brueggemann e Spratt, 2003). Este sorotipo nédo é
contemplado pela VCP7, embora faga parte das vacinas conjugadas 9, 11 e 13-
valente (ainda ndo licenciadas) e da vacina polissacaridica 23V. Recentemente,
foram relatados surtos de doenca invasiva provocados pelo sorotipo 1, no sul de
Israel e no norte do Canada, que foram abortados pelo uso da vacina polissacaridica
(Butler e Levine, 2005). O sorotipo 1 € considerado um dos sorotipos mais invasivos
e agressivos, ja que alguns estudos sugerem que possa estar associado a
pneumonia complicada em criangas mais velhas (Tan et al., 2002; Hausdorff et al.,
2005). E possivel que a maior prevaléncia do sorotipo 1 nos paises
subdesenvolvidos seja resultado de um viés de observagao, ja que nos diversos
estudos de distribuicdo de sorotipos ali realizados ocorre um predominio de cepas
isoladas de doencga invasiva grave. No Brasil, por exemplo, num estudo realizado
com dados nacionais de vigilancia epidemioldgica, a imensa maioria (76%) das
amostras analisadas foram isoladas de pacientes com meningite, ja que na maior
parte dos casos brandos de pneumonia e bacteremia o agente etiolégico nédo é
identificado e o tratamento é realizado de forma empirica (Brandileone et al., 2003).
O ensaio da PCR tem se mostrado de grande utilidade para a ampliagao da
vigilancia epidemiolégica das meningites bacterianas em areas remotas. Esses
locais, em geral, sofrem com a falta de recursos humanos, laboratérios de

microbiologia, além de condi¢des ideais de coleta e transporte, o que inviabiliza o
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diagnostico das MBA através de cultura, na maioria dos casos. A técnica da PCR,
em contraste, pode ser realizada com amostras conservadas a 4°C ou a -20°C por
semanas ou anos, respectivamente, o que demanda uma infraestrutura proxima ao
local de ocorréncia dos casos mais simples (Sidikou et al., 2003). Estudos de
vigilancia realizados no continente Africano comprovam o beneficio desta técnica
molecular, inclusive com a demonstracdo de que a meningite pneumocécica era
subestimada. No estudo de Parent du Chatelet e cols. (2005) a incidéncia anual da
meningite por S. pneumoniae foi muito semelhante a por N. meningitidis (17 e 19
casos/100.000 habitantes, respectivamente), com padrao sazonal idéntico e maior
letalidade, sendo responsavel por 61% de todos os 6ébitos por MBA (Parent du
Chatelet et al., 2005). Do mesmo modo, o uso de técnicas mais modernas de
microbiologia (sistema automatizado de hemocultura) ampliou a capacidade de
vigilancia das bacteremias, no Kénia, demonstrando ser S. pneumoniae a principal
causa de bacteremia na populagao pediatrica daquele pais (Berkley et al., 2005).

Os relatos de bacteremia e meningite pneumocdcica na Africa ilustram a
relevancia epidemioldgica da doenga pneumocécica neste continente, a importancia
de se ampliar a vigilancia epidemiolégica mediante o emprego de técnicas de
microbiologia e de biologia molecular, e a necessidade de se ajustarem as medidas
preventivas e de tratamento atualmente recomendadas durante o periodo epidémico
no cinturdo de meningite africano. Tais medidas sdo baseadas no conceito de que a
maioria dos casos de meningite que ocorrem durante a epidemia de meningite séo
de etiologia meningocécica, desconsiderando, portanto, a participagao expressiva de

S. pneumoniae (Yaro et al., 2006).
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2.2.6.3 Resisténcia aos antimicrobianos

O advento da penicilina, utilizada clinicamente a partir do final da segunda
guerra mundial (1943), mudou a historia natural da doenga pneumocécica. O
sucesso terapéutico obtido com o uso da droga se devia a grande sensibilidade do
pneumococo a penicilina (CIM <0,06 pg/ml), o que permitia o0 uso dessa substancia
para o tratamento da meningite pneumocaocica, mesmo com a baixa concentragao de
penicilina obtida no LCR (1 pug/ml, na presenga de inflamagdo meningea) (Tavares,
2001). No entanto, a emergéncia de cepas com resisténcia intermediaria (CIM entre
0,12 e 1 pg/ml) e, principalmente, com resisténcia de alto grau (CIM =2 ug/ml)
mudou este cenario, e vem se constituindo num grave problema de saude publica no
mundo todo, assim como a resisténcia a multiplos antibidticos e a resisténcia as
cefalosporinas de amplo espectro (Crook e Spratt, 1998; CLSI, 2005 APUD Cardoso
et al., 2008).

A resisténcia intermediaria de S. pneumoniae a penicilina foi descrita
inicialmente em 1967, na Australia. A resisténcia de alto grau (CIM =2 pg/ml),
associada a resisténcia a multiplos antibidticos, foi descrita inicialmente em 1977, na
Africa do Sul, e no inicio dos anos 80, na Espanha. Em 1997, na Coréia, a
resisténcia de S. pneumoniae a penicilina (CIM >0,12 ug/ml) era da ordem de 80%,
sendo 65% de alto grau (CIM =2 ug/ml) (Crook e Spratt, 1998; Tavares, 2001). Além
da resisténcia a penicilina, € particularmente preocupante a resisténcia as
cefalosporinas de amplo espectro (e.g. ceftriaxona, cefotaxima). Nos EUA, em 1996,
9% das cepas isoladas no sangue eram resistentes a cefotaxima (Crook e Spratt,
1998).

O uso freqlente de antibidticos na populagao pediatrica foi identificado como
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o maior fator de risco para a selegcao de resisténcia pneumocaécica (Crook e Spratt,
1998). Além do uso recente de antimicrobianos, sdo fatores de risco para a doenca
por pneumococos resistentes: hospitalizagao recente, freqlentar creche, infecgao do
trato respiratério alto e idade menor que 15 anos (Crook e Spratt, 1998; Winn Jr.,
2006). A resisténcia antimicrobiana € um fendmeno que se desenvolve durante a
colonizagdo da nasofaringe, quando as cepas sao expostas por maior tempo a
pressao seletiva dos antibidticos e tém contato com outras bactérias comensais, com
as quais pode trocar genes de resisténcia. Logo, os sorotipos mais relacionados com
a resisténcia também s&o aqueles capazes de colonizar a nasofaringe
freqUentemente e por longos periodos, tais como os dos sorogrupos 6, 14, 19 e 23.
Ao contrario, sorotipos raramente isolados de carreadores assintomaticos, como o
sorotipo 1, ou carreados por periodos relativamente curtos, como o 3, raramente
estdo associados a resisténcia (Hausdorff et al., 2005). Além disso, a resisténcia a
penicilina esta mais associada aos sorotipos mais encontrados em criangas (6B, 14,
19A, 19F, 23F) do que em adultos (e.g. 3), 0 que provavelmente esta relacionado ao
uso mais frequente de antibidticos pela populacéo pediatrica. Além da relagao com o
sorotipo, existe também uma relacdo entre a resisténcia aos antimicrobianos e o
gendtipo da bactéria. Um exemplo € a emergéncia de resisténcia a penicilina, em
varios paises, devido a importacdo de cepas resistentes oriundas da Espanha,
conforme demonstrado por estudos de biologia molecular realizados nos anos 80 e
90. Ademais, estudos realizados nos EUA mostram que poucos clones séao
responsaveis por 80% das cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina (Crook e
Spratt, 1998; Hausdorff et al., 2005). Estas cepas geneticamente relacionadas
podem expressar diferentes sorotipos (Castanheira et al., 2003; Hanage et al.,

2005).
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A resisténcia de S. pneumoniae a penicilina e as cefalosporinas se deve
exclusivamente a alteragdes no sitio de ligagao dos beta-lactdmicos, ou seja, as
PBP. Até o presente ndao foram descritos pneumococos produtores de [-lactamase.
S. pneumoniae possui 5 PBP de alto peso molecular, sendo que modificagdes na
sequéncia dos aminoacidos de PBP1a, PBP2b e PBP2x estdo associadas a
resisténcia a penicilina, enquanto a resisténcia as cefalosporinas esta relacionada a
alteragcdes de PBP2x e PBP1a. Alteragcdes nas estrutras originais de PBP de S.
pneumoniae envolveu tanto a troca de material genético com os estreptococos
viridans S. oralis e S. mitis quanto a ocorréncia de mutagdes (Crook e Spratt, 1998).
Os pneumococos com alta resisténcia as penicilinas quase invariavelmente possuem
resisténcia a outros B-lactamicos. No entanto, como a resisténcia a cefalosporinas
independe da presenca de alteracdo na PBP2b, é possivel a ocorréncia de cepas
altamente resistentes as cefalosporinas de 32 geragdo e com resisténcia
intermediaria a penicilina (Crook e Spratt, 1998).

A epidemiologia de S. pneumoniae vem sendo estudada através de técnicas
de biologia molecular, visando a analise da estrutura genética geral dos clones (por
PFGE e MLST, entre outras) e a pesquisa dos genes que codificam as PBP1a,
PBP2b e PBP2x, além da determinagdo da expressdo fenotipica capsular
(sorotipagem). As cepas multirresistentes de ampla distribui¢gdo internacional foram
assim identificadas e tiveram sua nomenclatura padronizada por uma rede de
colaboracdo internacional denominada Rede de Epidemiologia Molecular
Pneumocdcica (PMEN, do inglés Pneumococcal Molecular Epidemiology Network).

A nomenclatura padrdo obedece a seguinte férmula: pais/regido de origems°!P°

originalmente expresso_nnmero seqiiencial na PMEN-sorotipo descrito subseqiientemente.

Com isso, foi possivel observar diversos fenbmenos, como a expansao de certos
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clones altamente bem sucedidos, como os clones multirresistentes Spain23F—1 e
Spain®®-2, que surgiram na Espanha e se espalharam por varios paises do mundo.
Outro fenbmeno observado foi a emergéncia de cepas com diferentes gendtipo e
sorotipo, porém apresentando genes de resisténcia idénticos, sugerindo expansao
horizontal de tais genes de resisténcia, como ocorrido com os clones Spain®'-3 e
Spain®*F-1. Tais genes podem tanto ser adquiridos quanto perdidos dentro de uma
linhagem clonal. Foi observada também a expressao de diferentes sorotipos por
cepas geneticamente idénticas, o que demonstra que a troca de capsula através do
fendmeno de transformacao é relativamente freqiiente. E o caso das cepas do clone
Spain®’-3, que podem expressar diferentes sorotipos, como o original 9V e o
sorotipo 14, sua expressao fenotipica mais comum na América Latina (McGee et al.,
2001; Castanheira et al., 2003). Consequentemente, foi sugerido que a pressao
seletiva conferida pela imunidade humoral especifica poderia contribuir para a
adocado, por clones de pneumococo resistentes, de fendtipos capsulares menos
imunogénicos ou nao presentes nas vacinas conjugadas (Beall et al., 2006).

A resisténcia de alto grau a penicilina geralmente esta associada a
resisténcia a multiplos antibiéticos, tais como cotrimoxazol, tetraciclina, cloranfenicol
e macrolideos. A resisténcia a vancomicina, a droga de escolha para o tratamento
de meningite por S. pneumoniae com resisténcia de alto grau a penicilina, felizmente
ainda nao foi registrada (Crook e Spratt, 1998). No entanto, cepas de S. pneumoniae
tolerantes a vancomicina vém sendo reportadas desde 1999. A tolerancia a
vancomicina, isto €, a capacidade de sobreviver mas nao de crescer na presenca de
um antimicrobiano, é precursora do desenvolvimento de resisténcia (Novak et al.,
1999). A tolerancia a vancomicina se correlacionou com pior prognostico tanto em

modelos animais quanto em pacientes com meningite pneumocdcica (Novak et al.,
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1999; Rodriguez et al., 2004). Num estudo que analisou 113 pacientes com
meningite pneumocécica, a tolerancia a vancomicina foi um fator de risco
independente para menor sobrevida em 30 dias. Nesse mesmo estudo, a tolerancia
a vancomicina esteve associada a antibioticoterapia recente e a resisténcia e
tolerancia a outros antimicrobianos (Rodriguez et al., 2004).

A resisténcia aos macrolideos foi relatada pela primeira vez em meados da
década de 60 e é, atualmente, um problema crescente, o que vem colocando em
xeque o papel dessa classe de antimicrobianos no tratamento empirico de infeccdes
do trato respiratério (Klugman, 1990; Felmingham et al., 2007). Nos ultimos anos,
varios trabalhos tém demonstrado uma associagdo entre resisténcia aos
macrolideos in vitro e falha clinica e microbiolégica no tratamento de pacientes com
infeccbes do trato respiratério com estes antibidticos (Klugman e Lonks, 2005). A
resisténcia aos macrolideos se deve principalmente a metilagdo do sitio de ligagao
dos macrolideos nos ribossomas, o que é feito por uma rRNA metilase codificada
pelo gene erm(B). Tal mecanismo confere resisténcia também as lincosamidas e as
estreptograminas (resisténcia MLS). Outro mecanismo de resisténcia aos
macrolideos é o efluxo ativo, determinado pelo gene mef(A). Dentre as cepas
resistentes, as que apresentam genoétipo erm(B) predominam na maior parte do
mundo. No entanto, as cepas mef(A) sdo as mais prevalentes no Canada, Grécia e
EUA. Cepas apresentando ambos genes de resisténcia vém sendo reportadas com
frequéncia crescente, principalmente nos EUA. As cepas erm(B) e as erm(B)+mef(A)
positivas estdo associadas a resisténcia de alto grau a eritromicina (ClMgo
>128ug/ml). Ja as cepas que apresentam apenas o gene mef(A) costumam ter uma
CIMgp <16pg/ml, embora ja tenham sido relatadas cepas com CIM >256ug/ml (Crook

e Spratt, 1998; Tavares, 2001; Felmingham et al., 2007). Sdo fatores de risco para
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aquisicdo de S. pneumoniae resistente aos macrolideos: uso inapropriado de
antibiéticos, uso prévio de macrolideo, aglomeragéo, extremos de idade (<2 anos e
>65 anos) e doengas concomitantes. O aumento no uso de macrolideos numa dada
populagdo esta associado a uma maior prevaléncia de S. pneumoniae resistente a
esta classe de antibioticos (Klugman e Lonks, 2005).

A resisténcia as quinolonas vem sendo relatada desde meados da década
de 90. Ja foram relatadas taxas de resisténcia a ofloxacina de até 22,3%, em Hong
Kong (Jacobs et al.,, 2003). O uso de fluoroquinolonas se correlaciona com o
percentual de resisténcia a ciprofloxacina numa populagdo, € o uso prévio de
fluorquinolonas é fator de risco para selegdo de cepas de S. pneumoniae e
Streptococcus do grupo viridans resistentes (Chen et al., 1999; de la Campa et al.,
2004). Cepas resistentes as quinolonas sdo mais prevalentes em faixas etarias mais
avangadas (>65 anos), séo isoladas mais frequentemente de pacientes com doenca
nao invasiva e geralmente expressam resisténcia também a penicilina e aos
macrolideos (Chen et al., 1999; de la Campa et al., 2004; Adam et al., 2007). A
resisténcia as fluorquinolonas ocorre primordialmente por mutagdes nos genes que
codificam as subunidades da topoisomerase IV (ParC e ParE) e a DNA-girase
(GyrA), enzimas que sao os sitios de agao deste grupo de antimicrobianos. Um
mecanismo adicional de resisténcia € a presenga de uma bomba de efluxo da droga
(Adam et al.,, 2007). A transmissdo horizontal de genes de resisténcia dos
Streptococcus do grupo viridans parece ser uma importante fonte de aquisigdo de
resisténcia de S. pneumoniae (de la Campa et al., 2004). A resisténcia as quinolonas
de 32 geracao (e.g. gatifloxacina, moxifloxacina) vem sendo igualmente reportada,
porém com percentuais inferiores aos apresentados para ciprofloxacina. Um estudo

realizado no Canada mostrou uma taxa de resisténcia a ciprofloxacina de 4,2%,
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enquanto a resisténcia as novas quinolonas foi de 1,0 a 1,6%, nas amostras isoladas
em 2005 (Adam et al., 2007). No entanto, taxas mais altas vém sendo reportadas em
Hong Kong, onde a resisténcia a levofloxacina (MIC> 4 mg/L) aumentou de 5,5%,
em 1998, para 13,3%, em 2000 (Ho et al., 1999; Ho et al., 2001). Ja foi reportada a
falha clinica com levofloxacina em virtude do desenvolvimento de resisténcia durante
o tratamento. Em muitos casos havia uma mutagéao inicial no gene parC, devido ao
uso prévio de quinolona, antes do inicio do levofloxacina. O uso das novas
quinolonas deve ser desencorajado em pacientes com historia de uso prévio de
quinolonas ou que apresentem resisténcia a ciprofloxacina (de la Campa et al.,
2004).

Um estudo realizado com 20.142 amostras de S. pneumoniae, isoladas de
pacientes com infeccéo respiratéria em 151 centros de 40 paises dos 5 continentes,
entre os anos de 2001 e 2004 mostrou que a resisténcia do agente aos B-lactamicos
e macrolideos manteve-se estavel no periodo, com uma taxa global em torno de
37% para ambas as classes de antimicrobianos. Foram observadas, no entanto,
importantes diferengas regionais. A maior resisténcia a penicilina foi demonstrada na
Africa do Sul, com 74% de resisténcia global (intermediaria + alto grau), seguida pelo
Extremo Oriente (China, Hong Kong, Japéo, Coréia do Sul e Taiwan), com cerca de
63%, e Oriente Médio (Arabia Saudita e Israel), com 54%. A menor taxa de
resisténcia foi registrada no Norte da Europa (Austria, Bélgica, Republica Tcheca,
Finlandia, Alemanha, Hungria, Irlanda, Holanda, Poldnia, Russia, Republica
Eslovena, Suécia, Suica e Reino Unido), com 13,3%. Ja a resisténcia aos
macrolideos foi mais exuberante no Extremo Oriente (cerca de 80%), seguido pela
Africa do Sul, com 54%, e Sul da Europa (Bulgéria, Franga, Grécia, Italia, Portugal,

Espanha e Turquia), com 37%. A resisténcia a levofloxacina e a telitromicina foi de
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cerca de 1% e 0,2%, respectivamente (Felmingham et al., 2007).

Felizmente, alguns estudos recentes tém reportado uma diminuigdo nas
taxas de resisténcia de S. pneumoniae a penicilina e a outros antibiéticos, como
sulfametoxazol+trimetoprim e quinolonas, a partir do ano 2000 (Low, 2005). Tal
decréscimo parece estar relacionado a uma diminuicdo das prescricdes de
antibidticos para infecgbes respiratorias da comunidade, o que foi registrado em
paises como os EUA, Canada e Reino Unido. Outro fator que contribuiu para tal
fendbmeno foi a introdugdo da VCP7 (vide item 2.2.6.3). A resisténcia aos
macrolideos, no entanto, ainda apresenta tendéncia a aumentar (Low, 2005).

No Brasil vem sendo observado um aumento progressivo da resisténcia a
penicilina ao longo dos ultimos anos. Castanheira e cols. (2006), analisando
majoritariamente amostras de S. pneumoniae isoladas de escarro de alta qualidade,
encontraram um percentual de resisténcia de alto grau a penicilina que variou de
2,9%, em 1998, a 11%, em 2004, e foi maior no grupo com menos de 5 anos de
idade. Nesse mesmo periodo, a resisténcia do pneumococo a outros antibidticos néao
beta-lactdmicos manteve-se estavel (e.g. cotrimoxazol) ou diminuiu, como a
observada aos macrolideos, clindamicina e tetraciclinas. A resisténcia as quinolonas
respiratérias (levofloxacina, gatifloxacina) foi observada em apenas 0,2% das
amostras de S. pneumoniae, enquanto que a resisténcia de alto grau as
cefalosporinas de 32 geracdo foi expressa por 0,5% dessas amostras. A
sensibilidade do pneumococo a vancomicina foi de 100%. Os autores sugerem que a
dissociacao entre a resisténcia a penicilina e aos demais antibiéticos ndo beta-
lactdmicos observada no Brasil seria decorrente da maior diversidade de sorotipos
resistentes a penicilina no nosso pais, conforme observado em outros estudos. Isso

contrasta com a realidade de outros paises, onde o aumento da resisténcia a
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penicilina se deveu, prioritariamente, a expansdo de clones multirresistentes
(Castanheira et al., 2003; Castanheira et al., 2006). Apesar dessa diversidade de
sorotipos relacionados a resisténcia a penicilina, € importante destacar que a
expansdo dos clones Spain®-3 e Tennessee'*-18, ambos expressando
majoritariamente o sorotipo 14, contribuiu para o aumento da resisténcia de S.
pneumoniae no Brasil (Brandileone et al., 2006). Brandileone e cols. (2006),
analisando 6.470 amostras invasivas de S. pneumoniae, das quais 69,3% foram
isoladas de pacientes com meningite, mostraram um aumento significativo de
resisténcia a penicilina entre 1993 e 2004. A resisténcia intermediaria a penicilina foi
de 9,1% em 1993, manteve-se relativamente estavel até 2000, aumentando
progressivamente a partir de entdo até o valor de 22,0%, em 2004. J& a resisténcia
de alto grau variou de 0,3%, em 1994, a 7,2%, em 2003. Em 2004 a resisténcia de
alto grau a penicilina foi de 5,9%. A resisténcia esteve associada a idade menor que
5 anos, ao diagndstico de pneumonia e aos sorotipos 14, 6B, 23F, 19A, 19F, 23B,
6A e 9V. A resisténcia intermediaria as cefalosporinas de 32 geragéo (CIM 1 ug/ml)
foi de 2,4% no periodo (média nacional) entre as cepas isoladas de pacientes com
meningite. Todas as cepas resistentes as cefalosporinas de 32 geragdo também o
foram a penicilina. Entre 2000 e 2004, 65% das amostras de S. pneumoniae foram
resistentes ao cotrimoxazol, 14,6% a tetraciclina, 6,2% a eritromicina, 1,3% ao
cloranfenicol e 0,7% a rifampicina. O percentual de resisténcia a estes antibidticos
manteve-se estavel no periodo. O percentual de amostras com resisténcia a 3 ou
mais classes de antibiéticos foi de 4,6%. Nao foram encontradas cepas resistentes
ao levofloxacino e a vancomicina neste estudo (Brandileone et al.,, 2006). A
prevaléncia de S. pneumoniae resistente a penicilina varia de forma expressiva entre

as diferentes regides do pais. No estudo de Brandileone e cols. (2006) o maior
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percentual de cepas exibindo resisténcia a penicilina foi encontrado na regiao
Sudeste (intermediaria 20,4%; de alto grau 7,7%), seguido pelo observado na regido
Sul (intermediaria 22,5% e de alto grau 5,2%). Na regido Centro-oeste, esses
percentuais foram de 18,8% (resisténcia intermediaria) e 1,7% (resisténcia de alto
grau), enquanto no Nordeste os valores foram 15,4% e 0,7%, respectivamente. Na
regido Norte, apenas 7,9% das cepas de S. pneumoniae isoladas exibiam
resisténcia intermediaria. Nao foi encontrada resisténcia de alto grau nessa regiao.
Os autores concluem que os menores valores de resisténcia encontrados na regiao
Centro-oeste, Norte e Nordeste provavelmente refletem menor acesso a assisténcia
a saude e menor uso de antibidticos pela populacado, o que por sua vez tem relagao
com o menor desenvolvimento sdcio-econdmico dessas regides (Brandileone et al.,
2006). Outros estudos, no entanto, demonstram diferentes taxas de resisténcia de S.
pneumoniae a penicilina nas diversas regides brasileiras. Um estudo realizado em
Brasilia-DF entre 1995 e 2004, com amostras de S. pneumoniae isoladas de LCR,
mostrou um aumento do percentual de resisténcia intermediaria, de 15,2%, no biénio
1995-1996, para 38,9%, no biénio 2003-2004. A resisténcia de alto grau, no entanto,
nao foi encontrada nesse estudo (Vieira et al., 2007). Ja o estudo de Mantese e cols.
(2003) realizado em Uberlandia-MG com 148 amostras de S. pneumoniae isolados
de sitios estéreis entre 1999 e 2003, a maioria de pacientes com diagndstico de
pneumonia (61,4%) e meningite (21,6%), mostrou um percentual de resisténcia
intermediaria e de alto grau a penicilina de 12,8% e 2,7%, respectivamente (Mantese
et al., 2003). Nascimento-Carvalho e cols. (2003), em Salvador-BA, encontraram
18,6% de resisténcia intermediaria e 1,4% de resisténcia total em 70 amostras de S.
pneumoniae obtidas majoritariamente de pacientes com diagnéstico de pneumonia

entre 1997 e 2002 (Nascimento-Carvalho et al., 2003). Os resultados divergentes
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entre esses estudos podem ser devidos a diferengas locais dentro de cada regiao
brasileira, a mudanga na prevaléncia de resisténcia num mesmo local ao longo do
tempo, ao uso de diferentes metodologias para realizagéo do teste de sensibilidade,
além de diferengas na composicdo das amostras analisadas quanto a procedéncia
(sitio estéril ou ndo) e caracterisiticas demograficas da populacado fonte (idade,
densidade de uso de antibiético).

O impacto clinico da resisténcia do pneumococo a penicilina e as
cefalosporinas varia de acordo com a localizagao do processo infeccioso. Os pontos
de corte de CIM de penicilina, estabelecidos nos anos 70, sdo altamente preditivos
do desfecho clinico das meningites pneumocdcicas. No entanto, a maioria dos
estudos ndo demonstrou relacdo entre resisténcia in vitro a penicilina e falha
terapéutica quando amoxicilina em altas doses, penicilina ou cefalosporinas de 32
geracgao sao utilizados para o tratamento de pneumonia pneumocadcica, desde que a
CIM seja <4pg/ml (Bishai, 2002; Klugman, 2002). Tal observagao levou alguns
autores a sugerir valores de CIM de penicilina diferentes daqueles ent&o
recomendados pelo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais dos EUA (CLSI, do
inglés Clinical and Laboratory Standards Institute, antigo NCCLS - National
Commitee for Clinical Laboratory Standards) para S. pneumoniae isolados de
pacientes com pneumonia: CIM < 1ug/ml — sensivel; CIM 2ug/ml — intermediario e
CIM > 4 ug/ml — resistente (Heffelfinger et al., 2000).

Em virtude da penetracdo pouco eficaz da penicilina pela BHE, o tratamento
de meningite provocada por cepas exibindo resisténcia intermediaria a penicilina
deve ser feito com cefalosporinas de 32 geragao, pois tais antibioticos apresentam
excelente penetragcéo pela BHE e boa atividade contra S. pneumoniae de resisténcia

intermediaria. Ja o tratamento de cepas demonstrando resisténcia de alto grau a
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penicilina ou de grau intermediario (CIM 1ug/ml) as cefalosporinas deve ser feito
com a associacdo de vancomicina com uma cefalosporina de 3% geragdo. Tal
associagao se justifica pelo efeito sinérgico observado in vitro e pela penetracéo
subdtima da vancomicina pela BHE, especialmente quando é feita a administragao
concomitante de dexametasona (Crook e Spratt, 1998; Begg et al., 1999; Tunkel et
al., 2004). O beneficio desta associagao de antimicrobianos no tratamento da
meningite causada por cepas altamente resistentes as cefalosporinas (CIM para
cefotaxima >16ug/ml) ndo é tdo claro (Crook e Spratt, 1998). A associacdo da
rifampicina a tais esquemas pode se mostrar benéfica, sendo recomendada por
alguns autores em caso de isolamento de bactérias resistentes a beta-lactamicos ou

em casos de falha terapéutica do esquema duplo (Crook e Spratt, 1998).

2.2.6.4 Impacto das vacinas antipneumocécicas

A doenca pneumocodcica é responsavel por mais 6bitos do que qualquer
outra doenga imuno-previnivel (Nuorti et al., 1998). Existem dois tipos de vacina
antipneumocécica: a polissacaridica e a conjugada. A vacina polissacaridica é
composta pelo polissacarideo capsular dos 23 sorotipos mais prevalentes de S.
pneumoniae (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A,
19F, 20, 22F, 23F e 33F). Estes sorotipos sao responsaveis por 85 a 90% dos casos
de DPI nos EUA. Esta indicada para pessoas entre 2 e 64 anos de idade com fatores
de risco (e.g. doenga cardiovascular crénica, DPOC, diabetes melito, doenca
hepatica, imunodeficiéncia, asplenia anatdmica ou funcional) para DPI e pessoas
com mais de 65 anos. Os antigenos polissacaridicos estimulam a producédo de

anticorpos por linfécitos B, porém nao sao capazes de estimular uma resposta
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humoral dependente de células T. Criancas abaixo de 2 anos possuem linfécitos B
relativamente imaturos. Consequentemente, a vacina polissacaridica ndo produz
imunidade significativa, ndo sendo, portanto, indicada para essa faixa etaria. Neste
grupo sao utilizadas as vacinas conjugadas, das quais a unica licenciada é a VCP?7.
Essa vacina, formada por polissacarideos capsulares dos sorotipos 4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F e 23F conjugados a uma proteina (toxdide diftérico modificado), promove
uma resposta imune dependente de células T, necessaria para otimizar a producao
de anticorpos e para montar uma resposta anamnéstica via memaéria imunologica.
Os sorotipos contemplados pela VCP7 sao responsaveis por mais de 80% das DPI
entre as criancas estadounidenses, e sdo 0s mais associados a resisténcia a
penicilina (Whitney et al., 2003; Byington et al., 2005; Hausdorff et al., 2005; Winn
Jr., 2006; CDC, 2007). A vacina conjugada mostrou-se capaz de diminuir a infeccao
e a colonizacdo pelos sorotipos contemplados. A diminuicdo da colonizagao é
responsavel pelo efeito de imunidade coletiva (herd immunity). Apés a vacinagao
com a VCP7 ocorre uma rapida e consistente substituicdo dos sorotipos vacinais por
sorotipos nao vacinais na colonizagdo da nasofaringe. J4 a vacina polissacaridica
nao apresenta impacto sobre a colonizagdo (Dagan et al., 1996; CDC, 2005;
Hausdorff et al., 2005). Nos paises onde foi adotada a vacinagdo em massa da
populacdo abaixo de 2 anos com a VCP7, foi observada uma diminuicdo na
incidéncia de DPI (Kaplan et al., 2004; Byington et al., 2005; Kyaw et al., 2006;
Messina et al., 2007). Essa diminui¢ao foi mais exuberante entre as criangas abaixo
de 2 anos, onde a incidéncia de DPI diminuiu em 69% cerca de um ano apoés o
licenciamento da vacina, nos EUA. Foi observada também uma diminuicdo, ainda
que mais discreta, na incidéncia da doencga entre os adultos, o que provavelmente se

deveu a diminuicdo no percentual de criangas colonizadas (Whitney et al., 2003). O
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percentual de DPI provocada por cepas resistentes aos antimicrobianos diminuiu
apo6s a introdugdo da vacina, inclusive entre os adultos, segundo alguns estudos
(Kaplan et al., 2004; Byington et al., 2005; Kyaw et al., 2006). No entanto, foi
observado um aumento no numero de casos de DPI por sorotipos ndo contemplados
pela VCP7, como os 15, 19A e 33. Tal aumento parece se dever predominantemente
a expansao de clones que nao expressam sorotipos vacinais ja presentes antes da
introducado da VCP7, embora uma parte do fendbmeno também possa ser atribuida a
emergéncia de novos clones e a troca de capsula entre clones usualmente
associados aos sorotipos vacinais e 0s nao vacinais (Kaplan et al., 2004; Byington et
al., 2005; Beall et al., 2006; Messina et al., 2007). Um estudo mostrou que as
criangas com DPI por sorogrupos de S. pneumoniae nao vacinais eram mais velhas,
tinham maior probabilidade de ter empiema parapneuménico e permaneceram
internadas por mais tempo (Byington et al., 2005). A introdugcdo da VCP7 também
provocou alteragbes semelhantes na epidemiologia da doenga pneumocécica entre
os pacientes adultos com Aids nos EUA, com diminui¢céo global da incidéncia de DPI
as custas de uma diminui¢ao da incidéncia dos sorotipos contemplados pela vacina,
porém com aumento da DPI provocada pelos sorotipos ndo vacinais (Flannery et al.,
2006). O aumento na incidéncia de DPI causada por sorotipos ndo vacinais
provocou um pequeno aumento no numero total de casos de doenca invasiva, apos
um nadir observado nos primeiros anos apoés a introducdo da vacina, num estudo
realizado no Texas, EUA (Messina et al., 2007). Foi observado também um aumento
no percentual de resisténcia antimicrobiana entre os sorotipos nao vacinais
emergentes (Kaplan et al., 2004; Beall et al., 2006; Kyaw et al., 2006; Messina et al.,
2007).

A distribuicao dos sorotipos varia muito entre os paises. Estudos da Europa,
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Ameérica Latina, Israel e Australia mostram que nestas localidades os sorotipos
contidos na VCP7 foram responsaveis por uma parcela das DPl bem menor do que
nos Estados Unidos (Byington et al., 2005). Em paises da Africa, como Burkina Faso
e Malawi, a VCP7 apresenta uma cobertura muito baixa, ja que os sorotipos que a
compdem perfazem apenas 8 e 41% dos sorotipos isolados, respectivamente
(Gordon et al., 2003; Yaro et al., 2006). Um dos motivos para tal achado € a alta
prevaléncia dos sorotipos 1 e 5 nestas localidades. A vacina conjugada
pneumocécica nonavalente (VCP9), ainda n&o licenciada, contempla, além dos
sorotipos presentes na VCP7, os sorotipos 1 e 5, e foi testada com sucesso na
Africa. Esta vacina foi capaz de prevenir doenca invasiva e pneumonia confirmada
por radiografia, além de diminuir a taxa de mortalidade global, na Gambia, e de
doenca por cepas resistentes a antibiéticos, na Africa do Sul (Klugman et al., 2003;
Cutts et al., 2005). O uso da VCP9 conferiria protegao contra 58% e 66% dos
isolados em Burkina Faso e Malawi, respectivamente. Isso ilustra a necessidade de
se conhecer os sorotipos mais prevalentes de S. pneumoniae causadores de doencga
invasiva antes de se planejar estratégias vacinais para uma dada regiao.

Estdo ainda em desenvolvimento as vacinas 11 (VCP11) e 13-valente
(VCP13). A VCP11 contempla, além dos sorotipos da VCP9, os sorotipos 7F e 3,
enquanto a VCP13 contempla, além dos sorotipos da VCP11, os sorotipos 6A e 19A.
Num estudo realizado com criancas tailandesas, a cobertura conferida pelas vacinas
VCP7, VCP9, VCP11 e VCP13 foi de 69,0%, 73,8%, 73,8% e 85,7% das amostras
de S. pneumoniae isoladas de criangas com menos de 2 anos de idade com DPI
(Phongsamart et al., 2007). Os sorotipos presentes nas vacinas VCP7, VCP9 e
VCP11 correspondem a 65%, 77% e 83%, respectivamente, dos sorotipos isolados

de DPI em criancas menores de 6 anos na América Latina. Esses valores foram
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calculados com dados de vigilancia de DPI de seis paises: Argentina, Brasil, Chile,
Colémbia, México e Uruguai (Garcia et al., 2006).

No Brasil, um estudo realizado com dados de mais de 20 anos de vigilancia
nacional mostrou que os sorotipos mais frequentemente isolados foram, em ordem
decrescente: 14, 1, 6B, 5, 18C, 6A 3, 23F, 19F, 9V, 4, 19A e 10A. Esses sorotipos
foram responsaveis por 74,4% dos casos de DPI, de um total de 4.858 amostras
isoladas entre 1977 e 2000. O percentual de cepas que expressam sorotipos
incluidos na VCP7 e na VCP9 foi de 58,2 e 73%, entre os isolados de doenca
invasiva em criangas menores de 5 anos (Brandileone et al., 2003). Ja num estudo
realizado em Salvador-BA, a cobertura estimada da VCP7 foi de 74%, entre os
pacientes com meningite pneumocécica abaixo de 5 anos de idade, e de 94% dentre
aqueles infectados por cepas resistentes a penicilina. Tal resultado se deveu
principalmente a baixa prevaléncia dos sorotipos 1 e 5 dentre as 291 amostras
avaliadas, sugerindo a existéncia de diferengas regionais na distribui¢do de sorotipos
no Brasil (Reis et al., 2002). A VCP7 ja foi licenciada no Brasil, porém ainda nao faz

parte do programa nacional de imunizagao (Brandileone et al., 2006).

2.3 A Reacdo da Polimerase em Cadeia

A PCR é uma técnica de biologia molecular cujo principio € a amplificagao
de uma seqiiéncia acido nucléico alvo. E realizada através de uma reagdo quimica
simples, baseada na acdo de uma polimerase que permite iniciar a replicagdo da
sequéncia alvo de DNA sob altas temperaturas (e.g. taq polimerase). Na sua forma
mais simples (PCR convencional), a reagdo envolve o DNA alvo contido no

espécime clinico, um par (verso e reverso) de iniciadores de oligonucleotideos
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(primers), a polimerase termoestavel, uma mistura equimolar de trifosfato de
deoxiribonucleotideos (dNTP: dATP, dCTP, dGTP e dTTP), MgCl, e uma solugéo
tampao. Os dois iniciadores flanqueiam a sequéncia de DNA de dupla fita a ser
amplificada, e sdo complementares a fitas opostas do DNA alvo. A reacido ocorre
num aparelho denominado termociclador, onde se sucedem os ciclos, cujas etapas
tém sua temperatura e duragdo previamente determinadas e programadas por
computador. Inicialmente a mistura é aquecida, para que ocorra a separag¢ao das
duas fitas do DNA alvo, e em seguida sofre um resfriamento, para permitir o
anelamento dos iniciadores de forma especifica. A mistura é entdo novamente
aquecida até a temperatura ideal para o funcionamento da polimerase termoestavel,
permitindo a sintese de DNA a partir da extremidade 3’ dos iniciadores. Apds esta
etapa, o ciclo se reinicia, e ao final de 30 ciclos sao obtidos, teoricamente, cerca de
10° produtos de amplificagdo. Essas seqiiéncias de DNA de dupla fita, de peso
molecular conhecido e proporcional ao numero de pares de bases, podem entido ser
visualizadas sob luz fluorescente, apds uma corrida eletroforética num gel de
agarose padrdao seguida da coloracdo por brometo de etidio (Nolte, 2003). Na
pratica, a quantidade de produto de amplificacdo obtida pode ser bem menor, em
virtude da presenca de inibidores da reagao (e.g. composto heme, imunoglobulinas)
ou por dificuldade em otimizar as condi¢gdes da reagédo (Akane et al., 1994; Al-Soud
et al., 2000; Nolte, 2003).

Além da PCR convencional existem varias técnicas baseadas no mesmo
principio. A PCR quantitativa, na sua abordagem competitiva, utiliza um molde de
DNA semelhante ao DNA alvo, amplificado pelos mesmos iniciadores e em uma
quantidade predefinida, denominado competidor. Ao final da reacdo a quantidade

dos produtos de amplificacdo do DNA alvo e do competidor sdo correlacionados,
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permitindo a determinagcdo da quantidade de DNA alvo presente inicialmente no
espécime. No ensaio do tipo PCR aninhada (nested PCR) sao utilizados dois pares
distintos de iniciadores e duas etapas de amplificacdo. Na primeira etapa é
amplificado um trecho do DNA alvo pelo primeiro par de iniciadores. Os produtos de
amplificacdo sao entao submetidos a segunda etapa, quando é utilizado o segundo
par de iniciadores para a amplificacdo de uma sequéncia de DNA menor, contida na
sequéncia inicialmente amplificada. Tal abordagem costuma apresentar maior
sensibilidade e especificidade, embora aumente o tempo necessario para a reacao e
acarrete maior risco de contaminacao. Ja a PCR multiplex utiliza mais de um par de
iniciadores para pesquisar a presenca de sequéncias de DNA alvo de diferentes
patdgenos num mesmo espécime, simultaneamente (Nolte, 2003).

Além da coloracao pelo brometo de etidio, existem diversos outros métodos
de detecgao e analise dos produtos de amplificagdo apds a eletroforese em gel de
agarose. Apos a transferéncia dos produtos para uma membrana de nitrocelulose ou
nylon pode ser realizada a hibridizagdo com sondas especificas e marcadas com
radionuclideos ou marcadores enzimaticos. A leitura se da através da medicao da
emissao de radioatividade, no primeiro caso, ou da luz ou cor, apds adicdo de um
substrato quimioluminescente ou colorimétrico, no segundo. Tal abordagem aumenta
tanto a especificidade quanto a sensibilidade do método. Os produtos podem ainda
ser analisados pelo padrao de bandas eletroforéticas apos digestdo por uma enzima
de restricdo ou pelo sequenciamento, entre outras técnicas. Ja os métodos
automatizados de detecgcao dos produtos de amplificacdo utilizam sistemas de
placas colorimétricas microtituladas, ao invés da eletroforese em gel. Nestes
ensaios, o produto de amplificagcdo € capturado num poco de uma placa por uma

sonda de oligonucleotideos especifica que reveste a superficie interna do pogo. A
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detecgdo se da pela mudanga de cor decorrente da adicdo de um conjugado
enzimatico e seu substrato especifico (PCR-EIA, do inglés polymerase chain
reaction—enzyme immunoassay). Tais métodos sao rapidos e permitem a testagem
de um grande numero de espécimes simultaneamente, muitos deles ja sendo
comercialmente disponiveis. A técnica da PCR em tempo real (RT-PCR) exige um
termociclador especial, no qual existem O6pticas de precisdo que captam a emissao
de fluorescéncia diretamente no pogo onde ocorre a reagao. Para isso, sao utilizados
corantes fluorescentes que se ligam preferencialmente a fitas duplas de DNA,
corando, portanto, os produtos de amplificacdo. Desse modo, a amplificacdo,
deteccdo e quantificagdo do material genético presente no espécime clinico séo
feitas de forma simultdnea. A especificidade desse método pode ser otimizada pela
inclusdo de sondas de hibridizacdo na mistura. A RT-PCR diminui o tempo
necessario para a realizagao do ensaio; ja foi relatada a detecgdo de DNA de Hib a
partir de um espécime de LCR em apenas 15 minutos. Além disso, ela minimiza o
risco de contaminagao do laboratério com os produtos de amplificacéo, ja que todo o
processo ocorre num unico tubo fechado, e propicia uma quantificagdo mais precisa
da quantidade de DNA presente no espécime, ja que essa quantificagcdo é feita
desde o inicio da amplificagao (Nolte, 2003; Uzuka et al., 2004).

O ensaio da PCR, assim como os demais métodos baseados na
amplificacdo de acidos nucléicos, apresenta como vantagem a maior sensibilidade
intrinseca, por permitir a detecgcdo de organismos em pequeno numero e também
daqueles nao cultivaveis, de crescimento lento ou de dificil cultivo. Por serem
métodos de biologia molecular, sdo capazes de detectar microorganismos mesmo
apos a sua morte por meios fisicos ou quimicos (e.g. uso de antimicrobianos). No

entanto, tais técnicas estdo sujeitas a problemas que podem levar a resultados
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falsamente positivos ou negativos. Os resultados falso-positivos surgem,
principalmente, devido a contaminacdo da area de trabalho com produtos da
amplificacdo. Este problema é contornado pela separacdo das areas de trabalho,
pipetas e reagentes dos diversos componentes da reag&o, assim como pela adogao
de técnicas que impedem a amplificagdo subsequente dos produtos (Gill, 2005).
Outra causa de resultado falso positivo € amplificacdo nao especifica, além da
possivel presengca de DNA bacteriano nos tecidos humanos normais (Baron, 2006).
A utilizacdo de ponteiras com barreira e a adogao de boas praticas de laboratorio
contornam este problema facilmente detectavel, pois toda a reacado inclui um
controle positivo e outro negativo. Ja os resultados falso-negativos ocorrem pela
presenca de inibidores da reagdo no espécime clinico, no meio de transporte do
espécime ou em materiais, como swabs com alginato de calcio. Sdo causas ainda
de resultados falso negativos o uso de espécimes clinicos ndo validados para
determinada técnica, problemas nas condi¢cdes de transporte e armazenamento dos
espécimes clinicos (degradagao do DNA), baixa concentragdo do agente infeccioso,
variabilidade do gene amplificado, entre outras (Radstrom et al., 1994; Gill, 2005;
Baron, 2006).

As técnicas de biologia molecular baseadas na amplificacdo de &cidos
nucléicos, de um modo geral, e as da PCR, em particular, vém sendo utilizadas na
pratica clinica para diagndéstico e seguimento de diversas doengas, como a infecgao
cronica pelo HIV e pelo virus da hepatite C (Nolte, 2003). No entanto, o espectro de
testes deste tipo ja validados para doengas bacterianas é estreito, e a execugao
destes ensaios, apesar de simples, exige pessoal treinado e capacitado (Gill, 2005).
Para um grande numero de agentes patogénicos, estudos com métodos baseados

em amplificagdo de acidos nucléicos devem ser realizados em diferentes
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populagdes, seus resultados devem ser comparados com os de outros métodos
tradicionais e sua utilidade clinica necessita ser avaliada. Para que ocorra, portanto,
a transicdo entre o uso experimental de tais técnicas e seu uso na pratica clinica,
sdo necessarias regulamentagdes padronizadas, como as fornecidas pelo CLSI,
assim como os estudos de validacao realizados tanto por empresas fornecedoras de
testes comerciais como por pesquisadores que desenvolvem ensaios in house (Gill,

2005).

2.4 Validagao dos testes diagndsticos

A validacdo de novos testes diagndsticos € feita, inicialmente, pela
determinacao da sensiblilidade e especificidade, calculadas a partir dos resultados
do teste em pessoas doentes e ndo doentes, organizados na classica tabela 2x2
(Tabela 1). A sensibilidade é definida como a capacidade de um exame detectar a
doenca quando ela esta de fato presente. E calculada através da aplicacdo do teste
em pacientes sabidamente acometidos pela doenga em questédo, sendo determinada
pela férmula a/a+c, onde a € o numero de doentes com o teste positivo e a+c € o
numero total de doentes. Ja a especificidade avalia a capacidade de um
determinado teste afastar a doenca quando esta estd ausente. E calculada pela
aplicagdo do teste em pessoas sabidamente sem a doenca em questdo, sendo
representada pela férmula d/b+d, onde d € o numero de ndo-doentes cujo exame foi
negativo e b+d é o total de pessoas sem a doenga (Medronho, 2003). Outros
parametros uteis na avaliagdo do desempenho de um novo método diagndstico
numa populagdo € a determinac&do dos valores preditivos positivo (VPP) e negativo

(VPN). O VPP é o percentual de pessoas doentes entre todas aquelas nas quais o
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teste foi positivo, e é definido pela férmula a/a+b. Representa, portanto, a
probabilidade de um teste positivo significar presenca de doenga. J&4 o VPN é o
percentual de pessoas sas dentre aquelas nas quais o exame foi negativo, e é
definido pela férmula d/c+d. Analogamente, o VPN expressa a probabilidade de um
teste negativo indicar auséncia de doenga. Ao contrario da sensibilidade e
especificidade, os VPP e VPN estdo diretamente relacionados a prevaléncia da

doenca na populagao estudada.

Tabela 1 Relagao entre os resultados de um teste e a presenca/auséncia de

doenga para determinacdo de sensibilidade e especificidade de um método

diagnastico.
Doentes N&o doentes
Teste positivo a b
Teste negativo C d

A definicdo dos doentes e nao-doentes se da pelo resultado positivo ou
negativo de um teste considerado o mais fidedigno existente (padréo ouro), aplicado
a uma dada populacdo. De acordo com o resultado do padrdo ouro, portanto, é
definida a prevaléncia da doenga naquela populagdo, representada pela férmula
atc/atb+c+d. A determinagdo do desempenho do método novo ¢é feita,
consequentemente, pela comparacdo com o desempenho do padrdo ouro. No
entanto, quando se trata de comparar um teste novo, mais sensivel, com um antigo,
de menor sensibilidade, pode ser gerado um paradoxo, no qual os resultados
positivos do teste novo seriam julgados como falso positivos, afetando a
especificidade do método avaliado (Fletcher, 1996). Este problema é frequente

quando se trata de validar os métodos moleculares, como os baseados na reacéo da
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polimerase em cadeia, ja que tais métodos s&o geralmente mais sensiveis do que os
métodos microbiolégicos e imunoldgicos tradicionais (Baron, 2006).

A validacdo de métodos diagndsticos moleculares, pela mensuragao de sua
acuracia, utilidade clinica e reprodutibilidade, € um desafio. Para que se faca a
validacdo dos métodos moleculares é necessario, de um modo geral, adotar como
padrao ouro diferentes combinagcdes de critérios clinico-laboratoriais, alvos
moleculares alternativos ou técnicas por demais invasivas, como biopsia. Outra
estratégia que pode ser utilizada para estimar a sensibilidade € aplicar os diferentes
testes a espécimes clinicos semeados com quantidades pré-definidas do agente
infeccioso a ser pesquisado, de modo a estipular o limiar de detec¢ao de cada um
dos testes (Baron, 2006).

No caso das meningites bacterianas, o padrao ouro tradicional é a cultura de
LCR. Tal padrao apresenta como limitagdo a importante diminuicdo na capacidade
de isolamento dos principais agentes causadores de MBA quando o LCR é obtido
apos o inicio de antibiéticos ou é coletado ou transportado de forma inadequada, o
que afeta a sua sensibilidade (Bell e McCormick, 1981; Thomson e Bertram, 2001).
Dessa maneira, a cultura é utilizada como padrao ouro para a definicdo de doente
guando positiva para o agente etioldgico em questao, e para definicdo de ndo doente
quando positiva para outro patdgeno, ja que o resultado negativo da cultura n&o
descarta a possibilidade de MBA. Tal conduta exclui da analise do novo método
diagndstico uma expressiva parcela da populagdo com MBA, isto é, aquela na qual a
cultura é negativa. Isso tende a superestimar o desempenho do novo método
diagndstico, além de refletir um cenario muito diferente daquele no qual um novo
teste devera ser mais util, ou seja, na situagao em que o status de doenga nao € tao

claramente definido (Fletcher, 1996; Tarafdar et al., 2001). Além disso, essa
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abordagem, na qual a sensibilidade e a especificidade na verdade estdo sendo
avaliadas em duas populagdes distintas, torna impossivel a determinagdo dos
valores preditivos positivo e negativo do teste, j4 que ndo podemos definir a
prevaléncia da doenca. Uma outra desvantagem é que, ao se utilizar a cultura como
padrao ouro, a comparagao da sensibilidade do novo método com a da cultura se
torna tecnicamente inviavel.

Na literatura, a maioria dos estudos que buscam validar métodos
moleculares para o diagndstico de MBA tem recorrido a duas estratégias para
contornar esse problema: a definicdo da sensibilidade analitica e o uso de critérios
clinicos e laboratoriais combinados para a definicao de critério de caso.

Sensibilidade analitica € uma forma de se medir a sensibilidade dos ensaios
baseados em PCR de forma quantitativa, pela realizacdo dos testes com
suspensdes de bactérias em concentracdes pré-definidas, de modo a determinar o
limiar de detecgao da técnica. Isso permite realizar comparagdes objetivas com
outros métodos, ainda que tedricas, ja que se trata de uma avaliagao in vitro. Para
minimizar esse viés, costuma-se utilizar como diluente aliquotas de espécime clinico
estéril, (e.g. LCR) para tentar reproduzir da melhor maneira possivel as condi¢des
encontradas in vivo (Cherian et al., 1998; Rintamaki et al., 2002; van Haeften et al.,
2003).

Critérios para definicao de caso de MBA compostos por dados clinicos e
laboratoriais sao utilizados tanto por guias de vigilancia epidemiolégica quanto por
artigos destinados a validagdo de métodos diagndsticos e determinagéao de fatores
prognésticos (Miner et al., 2001; WHO, 2003; Brasil, 2005a; Kennedy et al., 2007;
Mani et al., 2007; Van Gastel et al., 2007; Welinder-Olsson et al., 2007). Nao existe

uma padronizacdo desses critérios. Muitos artigos utilizam a presenga de quadro
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clinico sugestivo, nem sempre especificada, aliada a presenga de pleocitose
neutrofilica, geralmente acima de 100 neutréfilos/mm?® (Durand et al., 1993; Miner et
al., 2001). Outros consideram ainda a presenga de alteragdes bioquimicas
(glicorraquia baixa e proteinorraquia elevada), como é o caso do trabalho de
Tarafdar e cols. (2001). Este estudo, destinado a avaliar o papel do latex no
diagndstico das MBA, utiliza como critério de caso parametros definidos por Spanos
e cols. (1989): glicose<34mg/dl, proteina>220mg/dl, leucdcitos>2000/mm?,
neutréfilos>1180/mm?® ou relacdo glicose no LCR/sangue<0,23. Segundo estes
autores, a presenca de qualquer um desses critérios € capaz de indicar a natureza
bacteriana da meningite com alto grau de certeza (>99%), embora sua auséncia nao
tenha a mesma acuracia em descartar o diagndstico de MBA (Spanos et al., 1989).
Ja a OMS, no seu protocolo de vigilancia de doengas imuno-previniveis, considera
caso de MBA provavel aquele caso suspeito (definido pela presenca de temperatura
axilar >38°C associada a sinais de irritagcdo meningea ou alteragdo do nivel de
consciéncia) no qual pelo menos uma das alteragcbes esteja presente no LCR: (i)
aspecto turvo; (i) leucometria >100 células/mm?®; (iii) leucometria entre 10-100
células/mm?® e proteinorraquia >100 mg/dl ou glicorraquia <40 mg/dl (WHO, 2003).
No entanto, a completa diferenciacdo entre MBA e outros processos inflamatérios
meningeos, especialmente a meningite viral, apenas com base em quadro clinico e
resultados de exames inespecificos, é impraticavel, ja@ que ocorre uma certa
superposi¢cao da expressao clinica e laboratorial destas entidades nosoldgicas,
especialmente quando € iniciada antibioticoterapia precoce e empiricamente, o que
modifica tanto a evolucdo clinica quanto os parametros laboratoriais das MBA
(Dalton e Allison, 1968; Gray e Fedorko, 1992; Tunkel, 2005a). Assim sendo, a

adogao de tais critérios leva invariavelmente a exclusao de pacientes que realmente
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apresentam MBA e a inclusao de pacientes que n&o apresentam o diagnaostico.

A positividade de qualquer um dos métodos diagnédsticos classicos em
espécimes de pacientes com suspeita de meningite, associada ou nao a resultados
de exames inespecificos no LCR, é também utilizada como critério para definicao de
caso de MBA por diversos autores (Radstrom et al., 1994; Cherian et al., 1998; van
Haeften et al., 2003; WHO, 2003; Brasil, 2005a; Mani et al., 2007; Welinder-Olsson
et al., 2007). E o caso da OMS, que define caso de MBA comprovada como qualquer
paciente que apresente quadro clinico sugestivo de MBA e apresente um dos
seguintes achados na andlise do LCR: identificagdo pelo latex ou bacterioscopia
(diplococos gram-negativos - DGN, DGP ou coco-bacilos gram-negativos) ou
crescimento na cultura de N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae,
respectivamente (WHO, 2003).

O uso de critérios de definicdo de caso compostos por dados clinicos e
resultados de diferentes exames laboratoriais torna possivel a comparagao da
sensibilidade do método em avaliacdo com o percentual de positividade dos outros
métodos, teoricamente menos sensiveis. Além dessa vantagem, essa abordagem
amplia o espectro de pacientes nos quais sao testados os métodos. Essa ampliagao
minimiza o viés que é introduzido quando o desempenho de um teste é avaliado
apenas em pessoas obviamente doentes (e.g. com cultura positiva no LCR, o padréao
ouro tradicional das MBA) e outras obviamente ndo doentes (e.g. com cultura
positiva para outro patégeno), o que, de um modo geral, tende a superestimar o
teste a ser avaliado (Fletcher, 1996; Tarafdar et al., 2001). Tais beneficios devem ser
balanceados com o risco de se ampliar muito a definicdo de caso, adotando,
portanto, um critério de baixa especificidade. Nessa situagdo, pacientes com

doencas que produzem quadros clinicos semelhantes seriam considerados casos da
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doenga de interesse, aumentando o numero de falsos negativos dos métodos
diagndsticos utilizados (Fletcher, 1996).

Uma outra forma de avaliar a utilidade clinica dos diferentes métodos
diagndsticos para determinagao da etiologia das MBA ¢é pela medida da contribuicdo
de cada um deles na confirmagdo do diagndstico. Isso € feito pela avaliagdo do
numero de casos diagnosticados por cada método, individualmente, e por diferentes
combinacgdes deles. No caso das MBA, onde a realizagdo do Gram e da cultura sao
inquestionaveis, devido a rapidez e baixo custo do primeiro e a habilidade unica do
segundo em disponibilizar a bactéria causadora da doenga para estudos
subsequentes, geralmente essa abordagem procura avaliar o impacto adcional
conferido pela realizagcdo de outros testes, considerados mais sensiveis e
habitualmente mais caros do que os dois primeiros. Se encaixam nesse perfil tanto
os testes de pesquisa de antigeno por métodos imunoldgicos (e.g. latex) quanto os
baseados em biologia molecular (e.g. PCR) (Chanteau et al., 2006; Kennedy et al.,

2007; Van Gastel et al., 2007).



3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista os seguintes fatores: (1) a relevancia epidemiolégica das
MBA; (2) a importancia da definicdo da etiologia das MBA; (3) o fato de S.
pneumoniae ser a 22 maior causa de MBA no Brasil, e a que apresenta maior
morbiletalidade; (4) a dificuldade de estabelecimento da etiologia das MBA pelo
emprego dos métodos de Gram, cultura e pesquisa de antigeno pela aglutinagao de
particulas de latex; (5) as evidéncias na literatura das vantagens da PCR no
diagndstico etioldgico das MBA; (6) os relatos na literatura de sucesso com o uso da
PCR para amplificagcdo do gene da pneumolisina no diagnostico de diferentes
manifestagdes da doenga pneumocdcica, incluindo meningite; e considerando ainda
a disponibilidade de uma colecdo de LCR de pacientes com meningite
pneumococica confirmada, propusemos o presente estudo. Nosso intuito foi validar
um ensaio de PCR para diagnéstico de meningite pneumocdcica e, deste modo,
contribuir para a solugéo das atuais deficiéncias no diagnostico das MBA no Estado

do Rio de Janeiro.
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OBJETIVOS

4.1

Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral validar um ensaio da PCR

convencional para o diagndstico da meningite pneumocdcica na populagdo do

Estado do Rio de Janeiro.

4.2

Objetivos especificos

Calcular os valores de eficiéncia da performance da PCR para a detecg¢ao do
gene da pneumolisina (ply), em comparagao com os resultados da cultura, da
bacterioscopia e do teste do latex, no diagndstico da meningite

pneumococica.

Descrever a positividade da PCR ply em relagdo ao tempo entre o inicio da
antibioticoterapia para tratamento da meningite pneumocadcica e a coleta do

LCR.



5 METODOLOGIA

5.1 Local, desenho do estudo e definicdo de caso

Este estudo foi realizado no Instituto Oswaldo Cruz (IOC) e no Instituto
Estadual de Infectologia Sao Sebastiao (IEISS), na cidade do Rio de Janeiro. Trata-
se de um estudo retrospectivo de validacdo de um método baseado na PCR para o
diagndstico de meningite pneumocdcica. No6s avaliamos um ensaio da PCR
convencional para deteccao de S. pneumoniae em espécimes de LCR de pacientes
submetidos a pungao lombar pela indicagcdo do médico assistente, e encaminhados
ao Laboratério Estadual de Referéncia para Meningites, localizado no IEISS.
Naquele laboratério sdo processados os espécimes de LCR dos pacientes atendidos
no proprio IEISS, assim como os de pacientes atendidos em outras unidades do
Estado que ndo possuam laboratorio préprio capacitado para a analise citologica,
bioquimica e/ou microbioldgica desses espécimes. O transporte dos espécimes dos
outros hospitais até o Laboratério de Referéncia raramente é feito em condig¢des
adequadas para a realizagao da técnica da PCR (a 4°C ou em gelo reciclavel), ja
que a recomendacao da SESRJ é o encaminhamento dos espécimes em frascos
estéreis em temperatura ambiente, o mais breve possivel. No entanto,
freqientemente os espécimes de LCR chegam ao laboratério mais de 24h apés a
realizacdo da pung¢ao lombar. Portanto, um ensaio da PCR deve funcionar
satisfatoriamente mesmo na auséncia de condigdes ideais de armazenagem e
transporte para que seja adotado como método diagndstico naquele laboratério. Vale

lembrar que muitos dos hospitais que encaminham espécimes de LCR ao IEISS
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utilizam o chamado "kit meningite", distribuido pela SESRJ. Esse kit consiste em um
frasco de hemocultura, duas laminas para microscopia, um tubo com agar chocolate
inclinado, dois tubos estéreis e vazios. A orientacdo da SESRJ é que no hospital de
origem seja semeado o LCR no tubo com agar chocolate, semeado o frasco de
hemocultura, realizado o esfregagco nas laminas, das quais uma deve ser corada e
interpretada no préprio hospital e outra deve ser encaminhada apenas fixada para o
Laboratério de Referéncia. Os tubos vazios se destinam ao envio de LCR e soro
para a realizacdo de latex e exames inespecificos, caso estes nao tenham sido
realizados no hospital de origem. Acompanha o kit um formulario de solicitagao
médica de exames, onde constam informagbdes demograficas do paciente, data do
inicio dos sintomas, uso prévio de antibidticos, presenca de petéquias. Nao ha neste
formulario, no entanto, espaco destinado especificamente a descricdo do quadro
clinico dos pacientes.

Neste estudo, caso foi definido pela presenca de um dos seguintes critérios:
(i) crescimento de S. pneumoniae em cultura de LCR; (ii) detec¢do de antigeno
capsular de S. pneumoniae em espécimes de LCR pelo método de aglutinagao das
particulas de latex; ou (iii) identificacdo de DGP pelo exame direto do LCR através
da coloragado de Gram. A adogao do critério (iii), apesar do Ministério da Saude n&o
considerar como caso confirmado de meningite pneumocdcica aqueles nos quais o
unico achado é a visualizacdo de DGP pela bacterioscopia do LCR, se justifica pelo
fato de que esse critério € adotado por diversos autores e também pela OMS
(Radstrom et al., 1994; Cherian et al., 1998; van Haeften et al., 2003; WHO, 2003;
Brasil, 2005a; Mani et al., 2007; Welinder-Olsson et al., 2007). Todos os espécimes
enviados ao laboratério foram considerados elegiveis para o estudo, independente

dos valores encontrados nos exames inespecificos. Os casos foram identificados
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através da consulta ao livro de registro do Laboratério Estadual de Referéncia para
Meningites. Para cada espécime incluido foi preenchida uma ficha com dados sobre
o paciente (nome, idade, sexo, endereco, data e local da coleta de LCR, além de
dados clinicos, quando disponiveis), resultados dos exames inespecificos do LCR e
de hemocultura, tempo decorrido entre o inicio da antibioticoterapia e a pungao
lombar (Anexo 1). As fontes de informagao utilizadas foram o livro de registro do
Laboratério de Referéncia, os prontuarios médicos do IEISS e os dados da vigilancia

epidemioldgica da SESRJ.

5.2 Espécimes clinicos

Os espécimes de LCR que nédo tiveram seus exames realizados no hospital
de origem foram processados para citometria, analise bioquimica, teste de
aglutinagcdo do latex, cultura e bacterioscopia conforme a rotina do Laboratorio
Estadual de Referéncia para Meningites, no IEISS. Resumidamente, os espécimes,
ao chegar no laboratério, sdo inicialmente examinados macroscopicamente e
classificados quanto a cor e ao aspecto em claro, opalescente (ou seja, ligeiramente
turvo), turvo ou hemorragico. A citometria global e especifica é realizada pela
inspe¢ao, sob microscopia Optica com aumento de 400x, de uma aliquota de LCR
depositada numa camera de Fuchs-Rosenthal, apds coloragdo com um corante a
base de cristal violeta (0,2%) e acido acético (10%). A determinagao da glicose é
realizada pelo método enzimatico (oxidase e peroxidase) colorimétrico automatizado.
Ja a dosagem de proteinas é feita pelo método turbidimétrico manual, apds adigéo
de acido tricloroacético a 3%. A bacterioscopia € realizada pela microscopia 6ptica,

com aumento de 1000X, de um esfregagco de LCR nao centrifugado corado pelo
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método de Gram. Todas as laminas realizadas pelas equipes de plantdo sao
revisadas pela equipe técnica da rotina. A cultura é feita pela semeadura de cerca de
200ul de LCR num tubo de agar chocolate inclinado - Mueller Hinton suplementado
com 10% de sangue de carneiro aquecido. Os tubos sdo incubados em estufa a
37°C, dentro de uma jarra vedada com 3% de CO,, obtido pela chama de vela, e
cerca de 50% de umidade, obtida com agua em frasco. A identificagdo de S.
pneumoniae € feita pelos seguintes achados: crescimento de coldénias com
morfologia sugestiva, rodeadas por halo de a-hemdlise, com a presenca de cocos
gram-positivos soluveis em sais biliares e sensiveis a optoquina. Todos esses
exames sdo realizados de rotina, em todos os espécimes de LCR enviados ao
IEISS, independente da suspeita clinica ou da solicitacdo médica. Ja a pesquisa de
antigenos € realizada apenas nos espécimes que apresentam leucometria global
superior a 100 células/ml com predominio de polimorfonucleares (>50%), naqueles
espécimes de pacientes que apresentam petéquias ao exame fisico, independente
da citometria, e ainda naqueles casos em que o médico assistente solicita o exame
expressamente. Os antigenos bacterianos foram pesquisados nos espécimes de
LCR com o kit comercial BD Directgen Meningitis Combo Test® (Becton, Dickinson
and Company). Esse teste utiliza como principio a aglutinagéo de particulas de latex
marcadas com anticorpos de coelho (N. meningitidis sorogrupos A, C, Y/W135, Hib,
S. pneumoniae e S. agalactiae) e rato (N. meningitidis sorogrupo B/E. coli K1), apos
o contato com antigenos bacterianos especificos suspensos no LCR dos pacientes
com meningite causada pelas bactérias citadas. O teste do latex é realizado
somente pelos técnicos responsaveis pela rotina do laboratério, um namero restrito
de técnicos altamente capacitados e acostumados a ver um grande numero de

exames diariamente. Apds serem processados, 0s espécimes foram estocados, em
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frasco estéril a 20°C negativos, no proprio laboratério do IEISS. Nao houve nenhuma
interferéncia da equipe envolvida na realizagdo do estudo no modo como os
espécimes foram encaminhados ao IEISS ou processados, apds a sua chegada, até
serem armazenados a -20°C.

Para a determinacédo da especificidade da PCR foram utilizados espécimes
de LCR de pacientes com meningite bacteriana causada por S. agalactiae (1
espécime com cultura positiva e 4 com pesquisa de antigeno positiva, pelo método
de aglutinagado das particulas de latex), L. monocytogenes (1 espécime com cultura
positiva), S. aureus (1 espécime com cultura positiva, obtido de um paciente com
diagndstico de abscesso cerebral), Acinetobacter baumannii (1 espécime com
cultura positiva), Mycobacterium tuberculosis (1 espécime com cultura positiva), Hib
(2 espécimes com BGN na bacterioscopia e latex positivo, sendo um deles também
confirmado por cultura), N. menigitidis sorogrupos B, C, W135 e Y (18 espécimes
com cultura positiva e 26 espécimes com cultura e latex negativo, apenas com
bacterioscopia mostrando DGN). Foram testados ainda 5 espécimes de LCR de
pacientes com sepse por N. meningitidis confirmada por hemocultura porém com

exames no LCR negativos (Tabela 2).
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Tabela 2 Espécimes de LCR utilizados para calculo de especificidade

Espécime Num,er_o de
espécimes

LCR com cultura positiva N. meningitidis B, C, Y ou W135 18

LCR com bacterioscopia mostrando DGN 26

LCR com cultura, bacterioscopia ou latex positivo para 5

H.influenza tipo b

LCR néao bacteriano de pacientes com hemocultura positiva 5

para N. meningitidis

LCR com latex ou cultura positiva S. agalactiae 5

LCR com cultura positiva L. monocytogenes 1

LCR com cultura positiva para S. aureus 1

LCR com cultura positiva para A. baumannii 1

LCR com cultura positiva para M. tuberculosis 1

Total 60

53 Ensaio da PCR

Os espécimes que preencheram os critérios de caso, assim como aqueles
selecionados para determinagdo da especificidade (controles negativos), foram
transportados sob refrigeragao (isopor com gelo seco ou gelo reciclavel em grande
quantidade) do laboratorio do IEISS para o Departamento de Bacteriologia do 10C —
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Neste local foram realizadas as etapas de
extracdo do DNA bacteriano e o ensaio da PCR para identificagdo de S.
pneumoniae.

Para a extracdo do DNA bacteriano dos espécimes de LCR foi utilizado o

DNeasy Tissue Kit® (QIAGEN), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante
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para purificacdo de DNA de bactérias gram-positivas. Resumidamente, o processo
envolveu a centrifugagdo do espécime de LCR (minimo 100ul e maximo 1000ul) a
5000 x g por 10 minutos e posterior suspensao do sedimento em 180 ul de um
tampao de lise enzimatica. Apods incubacdo a 37°C por 30 minutos foram
adicionados 25ul de proteinase K e 200ul de tampao AL (lise), seguido de nova
incubacdo a 70°C por mais 30 minutos. Na etapa seguinte foram acrescentados
200pl de etanol (96 a 100%) e realizada a mistura vigorosa (vortexing) da solugéo.
Em seguida o material foi transferido para uma coluna, cujo fundo é formado por
uma membrana com afinidade pelo DNA, acondicionada num tubo coletor. Esse
conjunto foi submetido a uma nova centrifugagdo de modo a passar toda a mistura
pela membrana, onde o DNA ficou retido, separado do alcool, demais reagentes e
residuos de matéria organica presentes no espécime, que ficaram no tubo coletor.
Foram realizadas entdo duas lavagens da membrana pelo acondicionamento da
coluna num novo tubo coletor, seguida da adicdo de tampdes na coluna, nova
centrifugacédo e posterior descarte tampao captado no tubo coletor. Essas etapas
visaram retirar todo o residuo de alcool porventura presente na membrana. A etapa
final consistiu na eluicdo do DNA extraido e purificado da membrana para um tubo
de microcentrifugacéao, pelo uso do tampao AE e uma ultima etapa de centrifugacao.

Para identificar S. pneumoniae foi realizada a amplificagcdo do gene ply
através da técnica da PCR, utilizando iniciadores de oligonucleotideos especificos
(verso: TGCAGAGCGTCCTTTGGTCTAT; reverso:
CTCTTACTCGTGGTTTCCAACTTGA) descritos por Corless e cols. (2001), baseado
na sequéncia genética previamente publicada Walker e cols. (1987), para qual o
tamanho do produto amplificado € 80bp. A mistura da reacdo da PCR (50ul)

continha 0,6uM de cada iniciador (Invitrogen), 200uM dNTP, tampao da PCR, 3 mM
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MgCl,, 1U Platinun Tag DNA polymerase (Invitrogen), e 10ul de DNA alvo. Os
ensaios da PCR foram realizados num termociclador (GeneAmp PCR System 9700,
PE Applied Biosystems) com as seguintes condigdes: 94°C por 3 minutos, 55°C por
30 segundos, 72°C por 20 segundos (ciclo inicial); 35 ciclos subsequentes de 92°C
por 40 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 20 segundos (desnaturagao,
anelamento e polimerizagao, respectivamente); e 72°C por 10 minutos (ciclo final de
polimerizagao). Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel
de agarose padrao a 2%, sob a fluorescéncia de ultra-violeta, apds coloragdo com
brometo de etidio. Em cada ensaio da PCR foi incluido o DNA de uma cepa padrao
de S. pneumoniae ATCC 49619 (Colegcao Estadunidense de Culturas Padrdo, do
inglés American Type Culture Collection), como controle positivo, e a mistura para

reacao sem DNA alvo, como controle negativo.

54 Rendimento do teste

A sensibilidade do ensaio da PCR foi determinada usando espécimes de
LCR de casos positivos (cultura ou deteccdo de antigeno ou exame direto),
correspondendo aos critérios i, ii e iii. Para determinar a especificidade, foram
realizadas reagdes de amplificagdo utilizando DNA gendmico (extraido com DNeasy
Tissue Kit®, Quiagen) de culturas de N. meningitidis (ATCC 13090), H. influenzae
(ATCC 49766), Hib (ATCC 10211), S. aureus (ATCC 29213), S. agalactiae e
Enterococcus faecalis, sendo as duas ultimas amostras isoladas de espécimes
clinicos e componentes da colegdo de culturas do laboratério do IEISS. Também
foram examinados espécimes de LCR de pacientes com diagndstico de meningite

bacteriana por outros agentes, que ndo S. pneumoniae, ou de sepse meningocdcica
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(Tabela 2). Intervalos de confianga de 95% binomiais exatos foram estimados. Para
esses calculos foi utilizado o pacote estatistico Epi Info™, Versao 3.3.2, CDC. Para
comparar proporgdes foram utilizados os testes de Qui-quadrado de Pearson e o
teste exato de Fisher, e para comparar valores de sensibilidade foi utilizado o teste
de McNemar. Para esses calculos foram utilizados os pacotes estatisticos Epi Info™,

Versio 6.04, CDC, e Stata®, Verséo 8.0.

55 Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
FIOCRUZ. Todos os aspectos éticos sdo devidamente contemplados no protocolo
de investigac&o, seguindo as normas vigentes no Conselho Nacional de Saude, em

especial das Resolugdes 196/96, 251/97 e 292/99.



6 RESULTADOS

Entre janeiro de 2004 e janeiro de 2006 deram entrada no laboratério do
IEISS cerca de 4296 espécimes clinicos de pacientes com suspeita de meningite.
Destes, 4049 eram espécimes de LCR. Os demais espécimes eram sangue, soro, e
outros materiais menos comuns, além de laminas para revisdo e culturas
bacterianas. Dentre os espécimes de LCR, 135 preenchiam os critérios para
definigdo de caso, dos quais 92 (66,6%) foram incluidos. Os motivos de perda foram
material insuficiente para realizagdo de todos os exames de rotina (14) e PCR (2),
espécimes nao localizados (16), erros no processamento dos espécimes (9) e
desconhecido (2). A estes espécimes foram acrescidos outros 14 espécimes,
colhidos no ano 2003, perfazendo um total de 106 espécimes de LCR de pacientes
com meningite por S. pneumoniae confirmada por um dos critérios utilizados neste
estudo. O DNA dos espécimes colhidos em 2003 ja havia sido extraido e estava
armazenado a -20°C no laboratério do IOC no comego do estudo (amostra de
conveniéncia). Nao houve diferenga significativa nos resultados de cultura,
bacterioscopia e teste do latex entre os espécimes incluidos e os nao incluidos, o

que demonstra que n&o houve perda diferencial no estudo (Tabela 3).
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Tabela 3 Resultados de cultura, bacterioscopia e latex nos espécimes incluidos

e nao incluidos no estudo.

Percentual de resultados positivos - % (n° espécimes
positivos/n® espécimes testados)

P
Perdas (43) Incluidos (106)
Cultura 50% (20/40) 59% (63/106) 0,30
Bacterioscopia 65% (26/40) 66% (70/106) 0,90
Latex 70% (29/41) 78% (83/106) 0,33

A informacgao sobre idade estava disponivel para 104 dos 106 pacientes.
Destes, 25% tinham menos de 12 meses (média 5 meses) e 16% tinham mais de 50
anos de idade. A mediana de idade foi de 17,5 anos (1° quartil 11 meses, 3° quartil
43 anos), sendo a idade minima de 1 més e a maxima de 75 anos. Sessenta
pacientes eram do sexo feminino (57,1%) e 45 (42,9%) eram do sexo masculino. A
informacédo sobre sexo nao estava disponivel para um dos pacientes. A grande
maioria dos pacientes residia na regido metropolitana 1 (74 pacientes, 69,8% -
n=106), sendo 32 pacientes (30,2%) no municipio do Rio de Janeiro e 42 pacientes

(39,6%) nos demais municipios da regido (Figura 2 e Anexo 2).
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Figura 2 Distribuicdo dos 106 espécimes de LCR positivos para S. pneumoniae de acordo com
a residéncia do paciente, segundo o plano diretor de regionalizagédo do Estado do Rio de Janeiro (vide
Anexo 2)

Tivemos acesso aos encaminhamentos paro o laboratério do IEISS de 104
casos.Destes, 8 foram realizados nao pelo médico assistente e sim pelo responsavel
pelo laboratério ou pelo servigo de vigilancia epidemiolégica do hospital de origem.
Trinta e trés foram feitos com o formulario padronizado da SESRJ onde nao ha
espaco para descricdo do quadro clinico (kit meningite). Dos 63 pedidos restantes,
34 taziam a hipotese diagndstica de meningite claramente expressa ou o0s sinais
descritos preenchiam critério para caso suspeito de MBA da OMS (febre +
desorientagdo ou rigidez de nuca). Em 13 casos esses critérios ndo eram
plenamente satisfeitos, porém em 9 deles havia um ou mais sinais ou sintomas
compativeis com meningite. Dos quatro casos em que o quadro clinico era pouco
sugestivo de MBA, dois tiveram cultura positiva para S. pneumoniae. Dos outros dois

casos, um era de uma crianga cuja indicagao clinica foi “hidrocefalia + DVP” (onde
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‘DVP” provavelmente se refere a derivagao ventriculo-peritoneal). Essa crianca
apresentava glicose baixa (26mg/dl), proteina elevada (165mg/dl) e celularidade
normal (embora com a observagao de que havia restos celulares), e o diagnéstico de
meningite pneumocdcica foi feito com base no exame de latex. No outro caso o
meédico responsavel pela requisicado do exame descreveu varios fatores de risco para
MBA, mas n&o o quadro clinico. O LCR era francamente purulento e o diagnéstico
foi feito pelo exame do latex. Nos dois casos a PCR para S. pneumoniae foi positivo.
Em outras 16 solicitacbes médicas de exame de LCR a indicacao clinica nao foi
descrita (25,4%). Esses pacientes ndo foram atendidos no IEISS, ndo sendo
possivel obter informacgdes sobre a evolugao clinica.

Dos 101 espécimes submetidos a inspegao, 76,2% foram descritos como
turvo (69 espécimes), purulento (6 espécimes) ou opalescente (2 espécimes). Em 10
casos o0 espécime foi descrito como xantocrbmico e em 3 como hemorragico.
Apenas 11 espécimes (10,8%) foram descritos como claros, dos quais 7 foram
positivos pela cultura. Os outros 4 espécimes foram positivos pelo latex, sendo em
dois deles visualizados DGP a bacterioscopia. A celularidade foi medida em 92
espécimes. A média da celularidade do LCR foi de 3.756 células/mm? em 19,5%
havia menos de 100 células/mm® e em 5,4%, menos de 10 células/mm?®. Dos que
apresentavam celuaridade entre 10 e 100 células/ml, 7 foram positivos pela cultura,
4 pelo latex e bacterioscopia e 2 apenas pelo latex. Dos 5 espécimes que
apresentaram celularidade menor do que 10 células/ml, 4 foram positivos por cultura
e um apenas pelo latex. A celularidade mediana do LCR foi de 954 células/mm3 (1°
quartil 132, 3° quartil 4778), sendo a celularidade minima 1 célula/mm3 e a maxima,
48.800 células/mm3. Os polimorfonucleares predominaram em 86,8% dos

espécimes. Os resultados dos exames inespecificos dos LCR dos pacientes com
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menigite penumocdcica estdo resumidos na Tabela 4. Apenas 12 espécimes nao
preencheram os critérios de MBA provavel da OMS (vide seg¢ao 2.4). Em 9 desses
espécimes a cultura foi positiva. Em um caso havia ao menos um sinal ou sintoma
sugestivo de MBA e os exames de latex e bacterioscopia foram positivos, enquanto
em outros 2 o unico exame positivo foi o latex, sendo que num deles nado havia
informacéo clinica disponivel e noutro o quadro clinico ndo era sugestivo de MBA

(“hidrocefalia + colocagao de DVP”).

Tabela 4 Achados dos exames inespecificos de 106 espécimes de LCR de

pacientes com diagndstico de meningite por S. pneumoniae

Mediana . , . Distancia
Minimo Maximo . e
(n) interquartilica

Celularidade - 954 (92) 1 48.800 132 - 4778
céls/mm3
(Ff,Z')'morfO”“C'eareS 100 (91) 0 100 81- 100
Glicose - mg/d 13,5 (90) 0 121 3-34
Proteina - mg/dl * 282,5 (90) 10 1000 174 - 1000

* O limite superior de afericdo de proteina € 1000mg/dL

Do total de 106 casos positivos, 102 espécimes foram corretamente
identificados através do ensaio da PCR, enquanto a deteccdo de antigeno foi
positiva em 83, o exame direto em 70 e a cultura em apenas 63 casos. As

caracteristicas desses espécimes de LCR sao apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 Caracteristicas de 106 espécimes de LCR positivos para S.

pneumoniae
ietodo de deteccdo de S preumoniac N° de N° (%) de espécimes positivos
Cultura Latex  Bacterioscopia especimes na PCR

* * + 36 34 (94)
' " - 9 9 (100)
' ) * 7 6 (86)
¥ ) - 11 11 (100)
] " * 22 21 (95)
) * - 16 16 (100)
) ) * 5 5 (100)

°3 83 70 106 102

Utilizando como padrdo a visualizacdo de DGP na bacterioscopia ou o
crescimento de S. pneumoniae na cultura ou o teste de latex para S. pneumoniae
positivo em espécimes de LCR (padrdao composto), calculamos a sensibilidade do
ensaio da PCR ply no LCR, para o diagnéstico de menigite pneumocdcica, em 96%
(95 1C 90-99%). A performance do ensaio da PCR ply foi superior a performance dos
métodos laboratoriais classicos no diagndstico ddesta doenga. O percentual de
espécimes com cultura positiva foi de 59% (95% IC 49-69%), o com DGP na
bacterioscopia, 66% (95% IC 56-74%) e o com teste de latex postivo, 78% (95% IC

69-86%) (Tabela 6).
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Tabela 6 Performance da reacao da polimerase em cadeia (PCR), da cultura, da
bacterioscopia pelo método de Gram e do teste de aglutinacdo de latex para o
diagnodstico de meningite por S. pneumoniae em espécimes de LCR de 106

pacientes infectados.

Numero de espécimes

Método (%) 95% IC

+ -
PCR 102 4 96 90 - 99
Cultura 63 43 59 49 - 69
Bacterioscopia 70 36 66 56 -74
Latex 83 23 78 69 - 86

Os produtos da amplificagdo do gene ply obtidos a partir do controle positivo
(ATCC 49619) e de trés espécimes de LCR de casos positivos que preencheram
apenas um dos critérios validos neste estudo sdo apresentados na Figura 3. A PCR
nao foi capaz de ampliar o gene ply em quatro casos positivos para S. pneumoniae
por outros métodos (1 caso comprovado por cultura e bacterioscopia, 1 caso
comprovado por latex e bacterioscopia e 2 casos comprovados pelos trés métodos).
O caso negativo pela cultura apresentava quadro clinico compativel com MBA e LCR
com aspecto turvo, com celularidade alta (1180 células/mm3), embora com

predominio de mononuclear.
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Figura 3 Amplificacdo pela PCR do gene ply de uma cepa de referéncia de Streptococcus
pneumoniae e de espécimes de LCR de casos confirmados de meningite pneumocécica. 1: marcador
de tamanho de DNA; 2: cepa ATCC 49619; 3: espécime com cultura positiva; 4: espécime com latex

positivo; 5: espécime com DGP visualizado a bacterioscopia; 6: controle negativo.

O teste do latex foi positivo, isoladamente, em 16 espécimes de LCR (15%
do total de casos). Consequentemente, o numero de casos diagnosticados subiu de
90, quando somados os resultados de bacterioscopia e cultura, para 106. Nos 16
casos em que apenas o exame de latex foi positivo, o ensaio da PCR também
apresentou resultado positivo (Grafico 1). Caso a bacterioscopia fosse adotada
como critério de meningite pneumocaocica, além dos ja critérios ja aceitos pelo MS
(cultura e latex), o numero de casos com diagnostico confirmado subiria de 101 para

106.
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Gréfico 1 Contribuicdo dos exames de bacterioscopia, cultura, latex e PCR no diagnoéstico de

meningite pneumocdcica em 106 pacientes.

Usando apenas os resultados positivos pela cultura como definicdo de caso
(padréo ouro), podemos comparar diretamente as sensibilidades do ensaio da PCR,
latex e bacterioscopia. Dentre os 63 espécimes de LCR com cultura positiva, a PCR
foi positivo em 60, enquanto a bacterioscopia foi positiva em 43 e o latex em 45. As
sensibilidades dos métodos foram, portanto, 95,2% (95 IC 86,7%-99,0%), 68,2% (95
IC 55,3%-79,4%) e 71,4% (95 IC 58,6%-82,1%), respectivamente. A sensibilidade do
ensaio da PCR foi significativamente maior do que a bacterioscopia (p<0,001) e o
latex (p=0,001) para o diagndstico de meningite pneumocécica.

A especificidade do ensaio foi testada com DNA purificado de cinco cepas
padrao e duas amostras de bactérias isoladas de espécimes clinicos, além do DNA
extraido de espécimes de LCR de pacientes com diagnéstico de meningite por outra
etiologia que n&o a pneumocécica. Nao houve resultado falso positivo. Todos os
espécimes de LCR de meningite bacteriana por outra etiologia que ndo a
pneumocdcica foram negativos no ensaio da PCR para a pesquisa de DNA de S.
pneumoniae, assim como as amostras de DNA bacteriano, sendo a especificidade,

portanto, igual a 100% (95 IC 83-100%). Nenhum produto foi amplificado desses
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espécimes, porém a amplificacdo do gene alvo foi bem sucedida a partir do DNA da
cepa padrao de S. pneumoniae utilizado como controle positivo interno em cada
ensaio da PCR.

A informacao sobre uso prévio de antibidtico estava disponivel apenas para
40 pacientes, a maioria internada no IEISS (22 pacientes). Destes, 19 haviam
recebido antibidticos antes da puncdo lombar. A cultura foi positiva para S.
pneumoniae em 16 dos 21 pacientes que nao receberam antibiético antes da pungao
lombar, e em apenas 4 dos 19 pacientes puncionados apds o inicio de
antibioticoterapia (p=0,001). Nao houve relagdo entre antibioticoterapia prévia e
resultado de bacterioscopia e latex (tabela 6). O ensaio da PCR foi positivo em todos
0s pacientes que receberam antibidticos antes da pungao lombar e negativo em
apenas 2 dos 21 pacientes que nao receberam antibioticoterapia prévia. Destes, um
apresentou bacterioscopia e cultura positivos para S. pneumoniae no LCR, enquanto
o outro apresentou bacterioscopia e latex positivos para o agente.

Os antibioticos utilizados foram ceftriaxona (15 pacientes), vancomicina (3
pacientes), cefalotina (2 pacientes), penicilina G cristalina (1 paciente), penicilina G
benzatina (1 paciente), amicacina (1 paciente) e ndao especificado (1 paciente). Cinco
pacientes usaram mais de um tipo de antibidtico: em dois o ceftriaxone foi precedido
por cefalotina, um paciente fez terapia combinada (ceftriaxona e vancomicina) e uma
quarta paciente fez algumas doses de vancomicina, além de ceftriaxona. A quinta
paciente foi puncionada quatro vezes, das quais uma em vigéncia de ceftriaxona e
duas em vigéncia de vancomicina associada a ceftriaxona. Essa paciente
apresentava latex para S. pneumoniae persistentemente positivo, mesmo apos 25
dias de ceftriaxona e 8 dias de vancomicina, e apresentou uma evolucao clinica

muito ruim, com coma persistente, hidrocefalia necessitando derivagao ventricular
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externa e varias alteragbes na tomografia computadorizada de cranio, segundo o
relato dos médicos assistentes nas solicitacbes dos exames de LCR. A cultura para
M. tuberculosis foi negativa no LCR dessa paciente. O intervalo entre o inicio da
antibioticoterapia e a realizacdo do procedimento variou entre 3 horas, num paciente
com cultura positiva, e 25 dias, na paciente com cultura negativa porém latex para S.
pneumoniae persistentemente positivo no LCR, apesar da antibioticoterapia. Numa
outra paciente o DNA de S. pneumoniae pdde ser detectado 7 dias apds o inicio da
antibioticoterapia. Em cinco pacientes o tempo transcorrido entre o inicio da

antibioticoterapia e a punc¢ao lombar ndo pdde ser estabelecido.

Tabela 7 Relagao entre o uso de antibiéticos antes da realizacdo da puncgao
lombar e os resultados dos exames de bacterioscopia, latex, cultura e PCR ply em

espécimes de LCR de 106 pacientes com meningite por S. pneumoniae.

Antibioticoterapia prévia (n)

Método diagnostico p
Sim (19) N&o (21)
Bacterioscopia positiva — n(%) 15 (78,9%) 14 (66,6%) 0,48
Latex positivo — n (%) 18 (94,7%) 15 (71,4%) 0,09
Cultura positiva — n (%) 4 (21,0%) 16 (76,2%) 0,001
PCR positiva — n (%) 19 (100,0%) 19 (90,4%) 0,48

O ensaio da PCR foi positivo em 13 dos 14 espécimes colhidos em 2003.
Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre a sensibilidade do ensaio da
PCR encontrada nesse subgrupo de pacientes e aquela encontrada nos demais.
(92,85% nos espécimes de 2003 versus 96,74%, nos espécimes de 2004 a 2006;
p=0,47).

Dos 106 espécimes de LCR do estudo, 23 foram obtidos por meio de
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puncdes lombares realizadas no IEISS, enquanto 81 foram encaminhados ao
laboratério do IEISS por outros servicos. Em dois casos nao foi possivel determinar
o local da puncao lombar. Nao houve diferenga na sensibilidade do ensaio da PCR
entre os pacientes puncionados no IEISS e os puncionados em outros hospitais
(p=1,0). Os espécimes de LCR foram encaminhados por pelo menos 38 servigos de
prestacao de assisténcia a saude. A distribuicao desses servicos médicos quanto a
sua localizacao foi proporcional a distribuicdo da residéncia dos pacientes, exceto
com relagdo a regidao metropolitana 1, conforme é mostrado no Grafico 2. Neste
grafico podemos observar a procura dos pacientes residentes nos demais
municipios da regido (MT1) por servigos de assisténcia médica no municipio do Rio

de Janeiro (RJ).
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Gréfico 2 Localizacao da residéncia dos pacientes e servigcos onde foram realizadas as coletas

de LCR segundo o plano diretor de regionalizacao do Estado do Rio de Janeiro (vide Anexo 2).

Dentre os 8 espécimes provenientes da regiao do Médio Paraiba (MP), 2
foram negativos pela PCR (25%), o que confere uma sensibilidade da PCR nesse
subgrupo de espécimes significativamente inferior a sensibilidade no restante dos

casos (p=0,03). Os dois casos negativos foram provenientes do mesmo hospital,
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assim como outros 3 casos positivos. Em 3 casos nao foi possivel determinar qual
foi exatamente o hospital da regido onde os espécimes foram coletados, e por isso
os 8 casos foram analisados em conjunto. E possivel que essa menor sensibilidade
esteja associada a alguma particularidade no modo de processamento,
acondicionamento e transporte desses espécimes até o IEISS.

Informagdes precisas sobre as condicdes de coleta e transporte dos
espécimes nao estavam disponiveis, pois parametros como hora da coleta do LCR e
temperatura e acondicionamento do material clinico n&o sao registrados
rotineiramente pelos médicos assistentes e pelos técnicos responsaveis pelo
recebimento do material no laboratério, respectivamente. No entanto, havia
descricdo de condigdes inadequadas de acondicionamento e transporte em 3
espécimes: 2 encaminhados em tubos com ativador de coagulagédo e 1 com tampa
de algodao embebido no material clinico. O unico parametro que pdde ser aferido foi
o0 numero de dias entre a coleta e chegada do LCR ao laboratério. Dos 102
espécimes nos quais essa informacao estava disponivel, 7 foram encaminhados ao
laboratério mais de 24h apés a coleta, com intervalos variando entre 2 e 16 dias.
Nao houve relacido entre ter sido encaminhado ao laboratério mais de 24h apéds a
coleta e o resultado da PCR (p=0,25).

Hemoculturas foram colhidas em apenas 37 pacientes. Dessas, 3 deram
crescimento a S. pneumoniae, uma deu crescimento a S. aureus. Esse caso foi
diagnosticado como meningite pneumocadcica apenas pelo critério de latex. Tratava-
se de uma crianca de 4 anos, com LCR compativel com MBA. Nao havia informagao
disponivel sobre fatores de risco para meningite por S. aureus, tampouco sobre o
tratamento instituido e a evolucdo clinica. Nesse paciente, o ensaio da PCR para

amplificagdo do gene ply também foi positivo. Dos 97 pacientes que foram
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submetidos a sua primeira pungao lombar diagndstica (excluindo, portanto, as
ocasides de coleta de espécimes de LCR visando ndo o diagndstico, mas o controle
apos inicio da antibioticoterapia), 21 foram puncionados no IEISS, enquanto 76
foram puncionados em outros hospitais. Dos 76 pacientes puncionados pela primeira
vez fora do IEISS, apenas 21 (27,6%) tiveram hemoculturas colhidas e
encaminhadas ao |IEISS, juntamente com o espécime de LCR, o que demonstra uma
baixa adesdao dos meédicos do Estado do Rio de Janeiro a recomendacado de se
colher a hemocultura em casos de suspeita de MBA. Nao podemos, no entanto,
excluir a possibilidade de que tais exames tenham sido coletados e processados nos
hospitais de origem. Ja entre os 21 pacientes inicialmente puncionados no IEISS, 15
(71,4%) tiveram hemoculturas colhidas por esta ocasido, das quais 3 foram positivas
para S. pneumoniae. Se considerarmos apenas 0s pacientes com diagnéstico de
MBA pela cultura do LCR (padréo ouro), teremos que a sensibilidade da hemocultura
foi de 30%. Interessantemente, todos os 10 pacientes menores de 13 anos
atendidos no IEISS tiveram hemoculturas colhidas por ocasido da sua pungao
lombar inicial, enquanto apenas 5 dos 11 pacientes adultos tiveram hemoculturas

colhidas na admissao (p=0,01).



7 DISCUSSAO

O diagndstico de meningite bacteriana € inicialmente suspeitado a partir de
um quadro clinico sugestivo. Quando a clinica sugestiva se somam os achados
compativeis nos exames inespecificos do LCR, tais como turbidez e pleocitose
neutrofilica, fica configurado o critério de MBA provavel, segundo as diretrizes para
vigilancia epidemiolégica da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2003). O
diagndstico etiolégico da MBA é baseado nos métodos laboratoriais tradicionais de
cultura, coloracéo pelo Gram e testes para pesquisa de antigeno (Ragunathan et al.,
2000; WHO, 2003; Tunkel et al., 2004). Todas essas etapas diagnosticas, com a
possivel excegao da pesquisa de antigeno, ficam prejudicadas pela administragcao
prévia de antibidticos, que leva a alteracbes nos achados de LCR, a falha no
isolamento de bactérias em cultura e reduz a identificagdo do microrganismo na
coloracédo de Gram (Dalton e Allison, 1968; Ragunathan et al., 2000; Kanegaye et
al., 2001; Riordan e Cant, 2002; Nigrovic et al., 2004). De fato, em um pequeno
grupo de pacientes com meningite bacteriana, a terapia antimicrobiana preliminar
altera os achados dos exames realizados no LCR de tal forma que torna dificil a
distincdo entre MBA e meningite ou encefalite viral, aumentando assim a
possibilidade de erro diagnostico.

A reducao na concentracdo bacteriana apds o tratamento antibiético prévio
para S. pneumoniae reduz a efetividade da coloragdo de Gram e da cultura de LCR
(Feldman, 1978; Kanegaye et al., 2001). No nosso estudo a sensibilidade da cultura
foi de 76,2% entre os 21 pacientes que nao receberam antibiético antes da puncao

lombar contra 21,0% entre os 19 pacientes cujo LCR foi colhido apds o inicio da
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antibioticoterapia (p=0,001). Ja o efeito da antibioticoterapia sobre os resultados da
coloragdo de Gram ndo pode ser demonstrado, provavelmente pelo pequeno
numero de pacientes cuja informagdo sobre antibioticoterapia prévia estava
disponivel. Os resultados obtidos pelo teste de aglutinagao de particulas de latex séo
menos afetados pela administragdo parenteral de antibidticos (Gray e Fedorko,
1992). No entanto, diversos estudos demonstraram que o resultado do latex pouco
ou em nada interfere na conduta terapéutica de pacientes com meningite bacteriana,
mesmo apods o uso de antibidticos (Perkins et al., 1995; Hayden e Frenkel, 2000;
Nigrovic et al., 2004). A sensibilidade do teste de latex, na literatura, varia entre 59%
e 100% (Gray e Fedorko, 1992; Hayden e Frenkel, 2000; Nigrovic et al., 2004). No
presente estudo, o teste de latex apresentou sensibilidade de 71,4%, quando
comparado a cultura. A performance do exame néao foi afetada de forma significativa
pela antibioticoterapia prévia. Dos 106 espécimes avaliados, 16 (15%) foram
positivos apenas pelo teste do latex, com bacterioscopia e cultura negativas. No
nosso estudo, portanto, o exame de latex se mostrou valido, ampliando o numero de
casos diagnosticados em 17,7%, em relagao a cultura e a bacterioscopia. Esses 16
espécimes também foram positivos para a pesquisa do gene ply pela técnica da
PCR. Este achado é compativel com o encontrado por Yaro e cols. (2006), que, ao
utilizar o teste de latex na vigilancia de meningite pneumocécica na Africa,
encontraram um acréscimo ainda mais expressivo (62,2%) no numero de casos
confirmados pelo método, em relacéo a cultura. Tal valor pode ser devido a uma pior
performance da cultura naquele cenario. Neste estudo, todos os casos confirmados
pelo latex também o foram pela PCR (Yaro et al., 2006). Ja no estudo de Kennedy e
cols. (2007), realizado na Asia, o latex em nada contribuiu para o aumento no

numero de casos diagnosticados, em relagdo a cultura (Kennedy et al., 2007). A
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antibioticoterapia prévia também nao afetou de forma significativa os resultados do
ensaio da PCR apresentados no nosso estudo, embora o numero de pacientes
avaliados tenha sido muito pequeno. Tais achados sdo comparaveis aos de Bronska
e cols. (2006), que demonstraram que a antibioticoterapia prévia reduziu de forma
significativa a sensibilidade da cultura de sangue e LCR, mas n&o a do latex e da
PCR, para o diagnéstico de doenga meningocdcica invasiva (Bronska et al., 2006).

A puncdo lombar é frequentemente adiada na admissao dos casos mais
graves ou até a realizacdo de exames de imagem de cranio em pacientes
imunocomprometidos ou com sinais neurolégicos especificos (Riordan e Cant,
2002). Além disso, em muitos casos a antibioticoterapia € iniciada antes mesmo do
paciente ser admitido no hospital, em concordancia com diversas orientacdes
terapéuticas publicadas (Begg et al., 1999; Tunkel et al., 2004). Tal conduta parece
se correlacionar com melhor prognéstico, ja que o inicio precoce de antibioticos,
especialmente se anterior a deteriorizacdo do quadro clinico, esteve associado de
forma independente a uma menor morbi-letalidade em certos estudos retrospectivos
(Aronin et al., 1998; Miner et al., 2001; Proulx et al., 2005). Nao obstante, espécimes
de LCR obtidos nessas circunstancias podem ser estudados através da PCR para
deteccdo do gene de interesse com boa sensibilidade (Borrow et al., 1997; Riordan e
Cant, 2002). Num estudo foi demonstrada a deteccdo de DNA bacteriano pelo
ensaio da PCR em espécimes de LCR obtidos até 72h apds o inicio de antibidticos
(Ragunathan et al., 2000). Bronska e cols. (2006) foram capazes de detectar DNA de
N. meningitidis no LCR de pacientes até o 7° dia apds inicio de antibidtico. Bryant e
cols. (2004) detectaram DNA de N. meningitidis no sangue de 1/3 dos pacientes com
doenga meningocécica até 72h apds o inicio da antibioticoterapia. Em um paciente o

DNA bacteriano foi detectado até 9 dias apds o inicio do tratamento (Bryant et al.,
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2004). No nosso estudo foi possivel detectar o DNA de S. pneumoniae, pela
amplificacdo do gene ply através da PCR, no LCR de uma paciente 25 dias apos o
inicio do tratamento com ceftriaxone, dos quais 8 em associagdo com vancomicina.
Esta paciente apresentava latex para S. pneumoniae persistentemente positivo, e foi
puncionada repetidamente devido a uma evolugdao clinica desfavoravel. Nao
podemos descartar tanto a possibilidade de falha terapéutica, ja que as culturas
foram negativas e ndo havia como determinar a sensibilidade de S. pneumoniae aos
antimicrobianos, quanto a hipétese de supuracdo do SNC nao drenada.

Ensaios baseados na PCR tém fornecido importantes informacdes
epidemioldgicas pela deteccdo e caracterizagdo de agentes causadores de
meningite bacteriana, com maior sensibilidade que a cultura e o exame direto e com
excelente especificidade (Borrow et al., 1997; Ragunathan et al., 2000; Clarke, 2003;
Parent du Chatelet et al., 2005; Bronska et al., 2006). No presente estudo o ensaio
da PCR demonstrou ser uma técnica altamente sensivel para identificacdo de S.
pneumoniae, através da deteccao do gene ply, no LCR de pacientes infectados, com
melhor performance quando comparada aos métodos de cultura, coloracdo de Gram
e teste de aglutinagédo de particulas de latex. Tal resultado vem sendo corroborado
por inumeros autores. A maior sensibilidade dos ensaios baseados na PCR pode ser
medida quantitativamente, pela determinacido da sensibilidade analitica. Na literatura
esses valores variam entre 5 UFC/ml e 1000 UFC/ml, com diferentes ensaios
baseados na PCR (Cherian et al., 1998; Backman et al., 1999; van Haeften et al.,
2003; Freeman et al., 2004; Schuurman et al., 2004; Kennedy et al., 2007; Welinder-
Olsson et al., 2007). Embora o LCR de pacientes com MBA possa ter baixas
concentragbes bacterianas (e.g. 10 UFC/ml), cerca de 84% desses espécimes

apresentam concentracdes bacterianas superiores a 1000 UFC/ml antes do inicio da
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antibioticoterapia (La Scolea e Dryja, 1984; Gray e Fedorko, 1992). O numero de
bactérias viaveis no LCR, no entanto, cai rapidamente apdés o inicio da
antibioticoterapia (Kanegaye et al.,, 2001). Os ensaios baseados na PCR
permanecem positivos mesmo que as bactérias tenham perdido a viabilidade, seja
pela acdo de agentes fisicos ou quimicos (e.g. variagdes de temperatura,
antibidticos), desde que seja mantida a integridade do DNA. Tal caracteristica
confere vantagem sobre a cultura, cujo desempenho depende da viabilidade da
bactéria (Nolte, 2003; Van Gastel et al., 2007). Os valores de sensibilidade analitica
dos métodos baseados na PCR relatados na literatura sdo bem menores do que os
exigidos pela coloracdo de Gram e pelo latex. La Scoleae Dryja (1984)
demonstraram que a positividade da bacterioscopia (Gram e azul de metileno),
realizada a partir de sedimento obtido apds centrifugacéo por 15min a 15.000 x g, é
de apenas 25% quando a concentragao bacteriana no LCR € menor ou igual a 1.000
UFC/ml (La Scolea e Dryja, 1984). Ja o teste do latex, no estudo de Holloway e cols.
(1992), s6 foi capaz de detectar antigenos bacterianos em espécimes com
concentragdo bacteriana acima de 10°UFC/ml. Nesse estudo in vitro, a positividade
pelo latex se manteve nessas amostras com altas concentracbes bacterianas,
mesmo com a subsequente diminuicdo no numero ou auséncia de bactérias viaveis,
durante as 72h do estudo (Holloway et al.,, 1992). Vale ressaltar que 44% dos
pacientes com MBA apresentam concentragdo bacteriana no LCR inferior a
10°UFC/ml (La Scolea e Dryja, 1984). A obtencdo do espécime de LCR ou o inicio
de antibioticoterapia eficaz antes que a concentragdo bacteriana no LCR atinja o
patamar exigido pelo latex pode ser a explicagdo para a existéncia de espécimes
positivos pela cultura e negativos pelo latex, assim como pode justificar a possivel

relagdo entre antibioticoterapia prévia e diminuicdo na sensibilidade desse exame,
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sugerida em alguns estudos (Nigrovic et al., 2004).

A sensibilidade analitica do ensaio da PCR apresentado nesse estudo nao
foi determinada. No entanto, a comparacdo com a performance da bacterioscopia
pelo método de Gram, a da pesquisa de antigeno pelo teste de aglutinacédo de
particulas de latex e a da cultura pode ser realizada pela adog¢ao da positividade por
pelo menos um desses métodos tradicionais como critério de caso. Tal estratégia foi
adotada por outros estudos, com achados semelhantes (Tabela 8). Van Gastel e
cols. (2007) utilizaram RT-PCR multiplex para N. meningitidis (gene ctrA) e S.
pneumoniae (gene ply) de rotina na avaliagdo de todos os casos com quadro clinico
sugestivo de MBA atendidos num hospital da Bélgica num periodo de 4 anos. Foram
considerados casos comprovados de MBA aqueles com bacterioscopia, cultura ou
PCR positivas. Dos casos de meningite por S. pneumoniae comprovada, 0 ensaio da
PCR foi positivo em 100%, enquanto a cultura foi positiva em 36% e o Gram, em
62% (Van Gastel et al., 2007). Num estudo de vigilancia de MBA por S. pneumoniae
e Hib na Asia, foi utilizado os métodos de cultura, latex, PCR-EIA para Hib (gene
bexA) e PCR-EIA (gene ply) para S. pneumoniae, em espécimes de LCR. Foi
adotado como critério de caso confirmado a positividade por qualquer um dos
métodos. A cultura e do latex conseguiram diagnosticar 66,7% e 58,3% dos casos
de meningite pneumocdcica, respectivamente, enquanto a PCR-EIA detectou 100%
desses casos (Kennedy et al.,, 2007). Nesses dois trabalhos, todos os espécimes
positivos pelos demais métodos foram detectados pela PCR. Mani e cols. (2007)
fizeram um estudo retrospectivo na india, no qual 385 casos de MBA (definidos
como quadro clinico compativel associado a >100 neutréfilos/mm?® ou a resultado de
Gram, cultura ou latex positivo no LCR) ocorridos num periodo 10 anos foram

analisados. A sensibilidade do Gram foi de 65,7% e a da cultura foi de 40,8%. Em 11
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espécimes positivos para S. pneumoniae foi realizada PCR aninhada para a
amplificagdo do gene ply. A sensibilidade do método foi de 100% (Mani et al., 2007).
No nosso estudo, dos 106 casos diagnosticados pela bacterioscopia, Gram ou latex,
96% foram positivos pela PCR, equanto apenas 59%, 66% e 78% o foram pela
cultura, Gram e latex, respectivamente. Diferengas nas caracteristicas clinicas dos
pacientes (e.g., percentual de pacientes submetidos a antibioticoterapia prévia), nas
condi¢cdes de coleta e transporte e nas metodologias utilizadas podem explicar as
diferencas de sensibilidade dos métodos tradicionais observadas entre esses
estudos e o nosso. Nos trabalhos de Kennedy e cols. e Van Gastel e cols., a
inclusdo da positividade pela PCR como um dos critérios de caso também contribuiu
para a menor performance demonstrada pelo latex, no primeiro, e pela cultura, no
segundo, em relagdo aos nossos achados (Kennedy et al., 2007; Van Gastel et al.,
2007). No trabalho de Mani e cols., a adogédo do critério clinico citolégico para
definicdo de caso pode ter contribuido para a reducido dos valores de sensibilidade

dos métodos tradicionais avaliados.



Tabela 8

diagnostico de meningite pneumocacica.

Resumo com os principais dados de alguns trabalhos

publicados sobre uso de técnicas baseadas na PCR para

N° de s N° de casos
Artigo (autor, Pais Técnica Gene espéecimes Sensibilidade Especificidade  diagnosticados
ano) testados pela ] PCR apenas pela
PCR Cultura  Latex Gram PCR PCR
Vfg}sGazsgg'?e Bélgica Ezl_tli:p?ez oly 88 36,0% - 620% 100,0% 100,0% 35,0%
sjgnezdoyoﬁ Asia* PCR-EIA ply 577 66,7% 583% -  100,0% 100,0% 33,3%
Manz'oeo‘;o's" india  PCRaninhada  ply 11 40,8% - 857% 100,0% 93,7% -
Matos, 2007 Brasil convz(risional ply 106 59,4% 78,3% 66,0% 96,2% 100,0% -
Viglg'a‘;‘ggg ©  Australia RT-PCR ply 36 - - - 100,0% 96,6% -
Corless e Reino RT-PCR 0 0
cols., 2001 Unido multiplex ply 36 } ) ) 91.8% 100,0% )
Tzanakaki e PCR
cols.. 2005 Grécia convencional ply 24 - - - 91,7% 100,0% -
v multiplex
(gglz:ntzfalag Niger ~ PCR multiplex  IytA 3791 - - - 87,8% - 39,0%
C%Tse”?ggz india PCR-EIA IytA 38 - i . 857% 88,8% ;
Parent du Burkina
Chatelet e Faso - lytA - - - - 79,0% - 27,0%
cols., 2005

* Vietna, Coréia e China

oLl
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A sensibilidade da bacterioscopia pelo método de Gram, na literatura, varia
entre 75 e 90%, enquanto a do latex gira entre 59 e 100%. No nosso estudo, a
sensibilidade do Gram foi de 68,2%, enquanto a do latex foi de 71,4%, tendo como
padrao ouro a cultura de LCR. A baixa sensibilidade do Gram pode ser devida a
interferéncia da antibioticoterapia prévia, ja que é sabido que esta diminui a
positividade desse exame. No nosso estudo, o numero de pacientes nos quais essa
informacdo estava disponivel era muito baixo, nao permitindo uma adequada
avaliagdo desse parametro. Ja a sensibilidade da PCR, quando comparada a
cultura, foi de 95,2%. A diferengca entre a sensibilidade da PCR e as da
bacterioscopia e latex foi estatisticamente significativa. Outros autores determinaram
a sensibilidade dos ensaios da PCR no diagnéstico de meningite pneumocdcica
utilizando como padrao ouro espécimes de LCR com cultura positiva (Tabela 8).
Corless e cols. (2001), num estudo para validagcdo de um ensaio da RT-PCR
multiplex para diagnéstico de MBA por N. meningitidis, Hib e S. pneumoniae,
encontraram uma sensibilidade de 91,8% e uma especificidade de 100% para o
diagndstico de meningite pneumocdcica. O valor de sensibilidade um pouco menor
do que o obtido com o nosso ensaio, apesar do uso da técnica em tempo real e do
mesmo par de iniciadores, ndo pbéde ser atribuida a presenca de inibidores no soro
ou sangue, pois a sensibilidade no LCR foi de 91,3% (21 em 23 espécimes) e a no
sangue/soro, 92,3% (12 em 13 espécimes); tampouco houve diferenca entre a
sensibilidade obtida nos ensaios individuais e naqueles realizados com os demais
iniciadores (multiplex). Nesse estudo o DNA foi extraido com um kit comercial de
extracdo e purificacdo, e armazenado a -20°C por 2 a 8 meses antes da realizacao
da PCR (Corless et al., 2001). No entanto, tal armazenamento, também realizado em

14 espécimes testados no nosso estudo, ndo acarretou uma diminuigéo significativa
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da sensibilidade do ensaio da PCR por nos validado, sendo portanto pouco provavel
que isso tenha influenciado os resultados daqueles autores. Tzanakaki e cols. (2005)
testaram um ensaio da PCR convencional multiplex para o diagndstico de meningite
por N. meningitidis, Hib e S. pneumoniae. Este ensaio, que utilizava os mesmos
iniciadores do nosso estudo, apresentou sensibilidade de 91,7%. Foi utilizado como
padrao ouro 24 espécimes de pacientes com meningite pneumocdécica comprovada
por cultura (sangue ou LCR). Ndo houve diferenca na sensibilidade obtida nos
espécimes de sangue ou LCR. A extragdo de DNA do LCR foi realizada através da
técnica de fervura (Tzanakaki et al., 2005). Uma possivel explicagdo para a pequena
diferenca entre os resultados de sensibilidade observados no nosso estudo e os
encontrados nos trabalhos desses autores € o pequeno numero de espécimes
testados nos ultimos, além da diferenca na extragao de DNA mencionada. Parent du
Chatelet e cols. (2005) utilizaram um ensaio para amplificagdo do gene IytA para
deteccdo de DNA de S. pneumoniae no LCR, e encontrou uma sensibilidade de 79%
entre os casos de meningite pneumocdcica diagnosticados por cultura do LCR. A
autora atribuiu a baixa sensibilidade ao tempo transcorrido entre a coleta e o
processamento dos espécimes (até 14 dias) ou a alguma deficiéncia na extracdo do
DNA. Nesse estudo as técnicas de extracdo de DNA e deteccdo de produto de
amplificacdo nao foram explicitadas (Parent du Chatelet et al.,, 2005). Chanteau e
cols. (2006) e Cherian e cols. (1998), também utilizando ensaios baseados na PCR
para amplificagcdo do gene IytA, encontraram sensibilidades semelhantes quando
utilizaram a cultura como padrdo ouro (87,8% e 85,7% respectivamente). No
trabalho de Chanteau e cols. os espécimes foram mantidos entre 4°C e 8°C quando
o0 armazenamento a -20°C nao era possivel, e o DNA foi extraido pela técnica de

fervura. Ja no trabalho de Cherian e cols. os espécimes foram processados
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imediatamente apés a chegada ao laboratério, e armazenados a -70°C. Para a
extracdo do DNA foi utilizado um kit comercial de extracado e purificagdo do mesmo
fabricante do kit utilizado no nosso trabalho (QUIAGEN). A menor sensibilidade
encontrada por esses trés autores em relagao a apresentada no nosso estudo pode
ser devida a uma menor sensibilidade dos iniciadores utilizados para a amplificagao
do gene IytA no LCR para diagndstico de meningite pneumocécica. Adicionalmente,
diferencas na coleta, conservagdo e processamento dos espécimes e na
metodologia de extracdo de DNA podem explicar a menor sensibilidade dos
trabalhos de Chanteau e cols. e Parent du Chatelet e cols. em relacdo ao nosso. No
nosso estudo, as condicdes de armazenamento e transporte dos espécimes do
hospital de origem até o laboratério do IEISS ndo puderam ser adequadamente
avaliadas. Ter sido encaminhado ao laboratdério do IEISS 24h ou mais apds a coleta
nao pareceu ter influenciado a sensilidade do método da PCR no nosso trabalho,
porém o numero de espécimes encaminhados nestas condi¢des foi pequeno, o que
pode ter afetado a avaliacdo desse parametro.

No presente estudo, o ensaio da PCR para amplificacdo do gene ply foi
negativo quando realizado com DNA de cepas padrdo de diferentes espécies
bacterianas e com todos os espécimes de LCR de pacientes com meningite causada
por outros agentes que ndo S. pneumoniae. A especificidade do método, portanto,
foi de 100%. Na maioria dos estudos que avaliaram ensaios da PCR para
amplificagdo do gene ply no LCR a especificidade encontrada também foi de 100%
(Corless et al., 2001; Smith et al., 2004; Tzanakaki et al., 2005; Kennedy et al., 2007;
Van Gastel et al., 2007). No estudo de Van Haeften e cols. (2003) a especificidade
da PCR no LCR foi de 96,6%. Os espécimes de LCR utilizados como controle

negativo apresentavam bacterioscopia e cultura negativos, porém nao foram
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colhidos de pessoas saudaveis, ndo sendo possivel, portanto, excluir o diagnoéstico
de meningite pneumocadcica (van Haeften et al., 2003). No estudo de Mani e cols.
(2007) o ensaio da PCR ply aninhada apresentou uma especificidade de 93,7%. O
teste foi positivo em dois pacientes que tiveram meningite por M. tuberculosis
diagnosticada por autdpsia. A possibilidade de co-infec¢do com S. pneumoniae néo
pbdbde ser descartada (Mani et al.,, 2007). Um caso clinico semelhante foi
recentemente diagnosticado, primeiramente por PCR e depois por cultura, no
Departamento de Bacteriologia da FIOCRUZ. Tratava-se de uma infec¢gao mista por
S. pneumoniae e M. tuberculosis em uma criangca de 9 anos com meningite
subaguda (Barroso DE, comunicacao pessoal).

A expressao do gene ply por algumas espécies de estreptococos do grupo
Mitis causa algumas restricbes quanto ao seu uso como ferramenta diagndstica. O
uso de métodos moleculares baseados na detecgcao e amplificagdo do gene ply nao
é util para a identificacdo de amostras de Streptococcus sp. de dificil caracterizagao,
como pbéde ser demonstrado em varios estudos (Neeleman et al.,, 2004; Carvalho
Mda et al., 2007). Do mesmo modo, sua aplicabilidade na detecgdo do agente
diretamente em espécimes clinicos fica prejudicada, especialmente naqueles
oriundos do trato respiratério, ja que tanto S. pneumoniae quanto Streptococcus do
grupo Mitis habitam o trato respiratério superior (Neeleman et al., 2004; Winn Jr.,
2006; Carvalho Mda et al., 2007). No entanto, os estreptococos do grupo viridans, no
qual estdo incluidos os do grupo Mitis, raramente s&o causa de meningite, sendo
relatados na literatura percentuais de 0,3 a 5%. A meningite provocada por tais
agentes acomete predominantemente faixas etarias diferentes daquelas mais
atingidas por S. Pneumoniae e € habitualmente associada a fatores de risco

especificos (Enting et al., 1997; Johnson, 2005). A meningite por estreptococos
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viridans tem maior incidéncia entre adultos do que entre criangas, e freqientemente
esta associada a supuracéo do SNC e endocardite (Lu et al., 2001; Johnson, 2005).
E causa de meningite nosocomial, sendo descrita sua associacdo a inumeros
procedimentos invasivos, como mielografia, pun¢do lombar, neurocirurgia,
termocoagulagao do ganglio glasseriano, manipulagéo do trato genital feminino, etc.
(Enting et al., 1997; Johnson, 2005). A nao observancia de medidas de controle de
infecgdo, especialmente o uso de mascara durante a realizacdo de puncéo lombar,
ja foi relacionada a casos de meningite iatrogénica por estreptococos do grupo
viridans (Johnson, 2005). O achado de estreptococos do grupo viridans em cultura
de LCR, no entanto, representa muito mais freqientemente contaminacdo do que
propriamente infecgdo (Johnson, 2005). Devido ao limiar de detecgao das técnicas
baseadas na PCR, a chance de falso positivo devido a contaminacdo € minima
(Parent du Chatelet et al., 2005). No nosso estudo nds néo testamos o ensaio da
PCR ply em amostras de Streptococcus do grupo viridans, tampouco em espécimes
de LCR de pacientes com meningite causada por tais agentes, ja que no periodo do
estudo nenhum caso de meningite por esse grupo de bactérias foi documentado
dentre os espécimes recebidos no IEISS, refletindo a baixa incidéncia da doencga na
nossa populacdo. No entanto, diversos autores avaliaram a especificidade de seus
ensaios baseados na PCR com amostras de Streptococcus do grupo viridans,
incluindo os do grupo Mitis, o de maior semelhanga genética com S. pneumoniae.
Smith e cols. (2004), Kennedy e cols. (2007) e van Haeften e cols. (2003) n&o
observaram resultados falso positivos com técnicas da PCR para ampliagdo do gene
ply em amostras de Streptococcus do grupo viridans (van Haeften et al., 2003; Smith
et al.,, 2004; Kennedy et al.,, 2007). O ensaio de Backman e cols. (1999) nao foi

capaz de discriminar entre S. pneumoniae e outros estreptococos a-hemoliticos,
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porém os autores utilizaram iniciadores para a amplificagdo de outros genes que nao
o ply (Backman et al., 1999).

A aplicagao do protocolo da PCR apresentado nesse estudo foi efetiva na
deteccdo de S. pneumoniae no LCR e representa uma abordagem eficaz para a sua
deteccdo no LCR e uma ferramenta eficiente para aprimorar a vigilancia das
meningites bacterianas. Embora o ensaio da PCR para detecgdo do gene ply,
isoladamente, possa parecer suficiente como um teste de triagem e confirmagao
diagndstica, € prudente ter em consideragdo a possibilidade de resultados
discrepantes. A PCR, como qualquer outra técnica, ndo resolve todos os problemas
diagndsticos, como pbéde ser demonstrado pelos resultados negativos em quatro
casos positivos para S. pneumoniae por outros métodos. A falha do método nesses
espécimes de LCR possivelmente se deve a presenga de uma substancia inibidora
da reacdo. Embora menos provavel, outra possivel explicagao para este resultado
seria as condicbes inadequadas de coleta, transporte e armazenamento,
especialmente em relagcao aos dois espécimes provenientes do mesmo hospital, na
regidao do Médio Paraiba. O congelamento e o descongelamento repetidos de um
espécime clinico podem levar a degradacdo do DNA bacteriano e,
consequentemente, a ruptura da sequéncia alvo. A presenca de fatores inibitérios da
PCR, que é pequena em espécimes de LCR, assim como as situacdes que podem
levar a perda da integridade do DNA, podem ser bastante reduzidas quando o DNA
bacteriano € extraido tdo logo o espécime chegue ao laboratério para analise
(Clarke, 2003). A existéncia de pouco material genético no espécime € uma hipétese
pouco provavel, em virtude da positividade por outras técnicas diagndsticas que
apresentam um limiar de deteccao habitualmente mais elevado do que o da PCR.

Os ensaios baseados na PCR tém sido utilizados com sucesso para ampliar



117

a vigilancia das meningites bacterianas tanto em paises desenvolvidos quanto nos
paises da Africa e Asia, onde as condicdes de coleta e transporte dos espécimes
clinicos nem sempre sao adequadas e a infraestrutura laboratorial € extremamente
deficiente (Parent du Chatelet et al., 2005; Chanteau et al., 2006; Kennedy et al.,
2007; Van Gastel et al., 2007). Na Bélgica, um estudo mostrou que o uso de rotina
da RT-PCR multiplex para N. meningitidis (ctrA) e S. pneumoniae (ply) em casos
com suspeita de meningite bacteriana, segundo a avaliagdo do médico assistente,
elevou o percentual de casos de MBA pneumocdcica e meningococica comprovada
de 30% (cultura e bacterioscopia) para 52%. Dentre os casos de meningite
pneumocécica, 35% foram identificados apenas pela PCR (5 dos 14 casos). Esse
exame foi responsavel, portanto, por aumentar em 55,5% o numero de casos de
meningite pneumocécica diagnosticados (Van Gastel et al.,, 2007). Em Niger, foi
realizada PCR multiplex para N. meningitidis (crgA), S. pneumoniae (lytA) e Hib
(bexA) na avaliagao de rotina dos espécimes de LCR coletados de pacientes com
suspeita de MBA, segundo a avaliagcdo do médico assistente. O percentual de
pacientes com diagnéstico etiologico de MBA confirmado subiu de 16,3% (cultura
isoladamente) para 31,1% (cultura e PCR), dentre os 850 espécimes nos quais
ambos os exames foram realizados. Dos casos de meningite pneumocdcica, 39%
(21 em 54) foram diagnosticados apenas pela PCR. Este exame, portanto, aumentou
0 numero de casos confirmados de meningite por S. pneumoniae em 63,6%, em
relacdo a cultura (Chanteau et al., 2006). Num estudo realizado em Burkina Faso,
27% dos casos de meningite pneumocécica detectados entre abril de 2002 e abril de
2003 foram diagnosticados exclusivamente pelo ensaio da PCR (lytA) (Parent du
Chatelet et al., 2005). Kennedy e cols. (2007) utilizaram ensaios da PCR-EIA para

Hib (bexA) e para S. pneumoniae (ply), além da cultura e latex, para ampliar a
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vigilancia das meningites bacterianas em criangas menores de 5 anos no Vietna,
Coréia e China. Os critérios de eligibilidade eram a presenca de algum sinal ou
sintoma sugestivo de meningite (febre, cefaléia, vOmitos em jato, abaulamento de
fontanela, convulsdo ou alteragdo de consciéncia) e LCR anormal (e.g. >10
leucocitos/mm3 ou proteina > 75mg/dl ou >70% neutrofilos). Foram realizados
cultura, latex e PCR (ply) em 577 criangas, dentre as quais foram diagnosticados
apenas 12 casos de meningite pneumocécica, refletindo o critério de suspeita
diagndstica bastante amplo utilizado no estudo. Desses, 4 casos foram
diagnosticados apenas pela PCR (33,3%), o que permitiu elevar o percentual de
confirmacéo de 1,38% (cultura) para 2,07%. Ou seja, a PCR aumentou o numero de
casos confirmados em 50%, em relagdo a cultura. O latex ndo contribuiu para o
aumento no numero de casos confirmados, em relacao a cultura. Ja a PCR para Hib
foi feita em 1063 criancas, sendo diagnosticados 40 casos, dos quais 16 (40%)
apenas pela PCR, o que permitiu aumentar o percentual de casos confirmados de
2,25% (cultura e latex) para 3,76% (Kennedy et al., 2007). No nosso estudo, a
contribuigdo do método da PCR para o diagndstico de meningite pneumocécica néo
pode ser avaliada, pois o teste foi utilizado para a sua padronizacdo e validacao,
sendo aplicado, portanto, a uma populacdo sabidamente infectada e outra
sabidamente nao infectada pelo agente. Tomando por base os dados da literatura,
no entanto, € de se supor que esse exame seria capaz de ampliar a vigilancia
também na populacéo estudada (Estado do Rio de Janeiro). Com os nossos dados,
podemos afirmar apenas que este ensaio da PCR é capaz de contribuir para o
diagndstico da meningite pneumocécica no minimo tanto quanto qualquer um dos
exames tradicionais, ja que ele foi 100% positivo em todas as instancias em que

apenas um desses exames foi o critério definidor de caso (Tabela 5 e Grafico 1).
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A auséncia de laboratérios confiaveis para cultura e identificacdo dos
agentes etiolégicos mais comuns de meningite bacteriana, na maior parte do vasto
territorio brasileiro, impede a vigilancia microbiolégica fora das areas urbanas. Em
certas areas remotas, como na regiao amazonica, até mesmo nas capitais a infra-
estrutura de transporte e os recursos humanos inadequados, aliados a auséncia de
laboratérios de microbiologia, séo problemas criticos para a saude publica (Pedro et
al., 2007). E possivel estocar espécimes de sangue ndo coagulado em temperatura
ambiente por 1 a 5 dias para realizagcdo da PCR sem que haja perda de
sensibilidade (Kaczmarski e Cartwright, 1995). Neste estudo, nés validamos o ensaio
da PCR para amplificacdo do gene ply sem que houvesse otimizagao das condi¢des
de coleta e transporte dos espécimes de LCR, com sensibilidade e especificidade
comparaveis aos resultados obtidos em diversas publicagbes (Corless et al., 2001;
Clarke, 2003; van Haeften et al., 2003; Tzanakaki et al., 2005; Kennedy et al., 2007;
Van Gastel et al., 2007). Esse achado torna claros os beneficios da adog¢ao da
técnica da PCR para a vigilancia de meningite bacteriana no Brasil. As condi¢des
para coleta, armazenagem e transporte de espécimes frescos de LCR s&o simples e
podem ser implementadas a baixo custo, a exemplo do que foi feito em Niger, onde
os espécimes de LCR eram estocados entre 4 e 8°C ou, quando possivel, a -20°C
nas unidades primarias e recolhidos por uma equipe do centro de referéncia a
intervalos regulares (Sidikou et al., 2003; Chanteau et al., 2006). O uso rotineiro
desta técnica de diagndstico molecular devera aumentar os casos confirmados
laboratorialmente de meningite por S. pneumoniae, em relagdo aos confirmados por
cultura. Vale ressaltar que, de acordo com as recomendagdes para a vigilancia de
meningite do Ministério da Saude do Brasil, a presenga de DGP num esfregaco de

LCR, isoladamente, ndo é critério valido para a definigdo de caso de meningite
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pneumocacica (G00.1, CID-10) (Brasil, 2002; Brasil, 2005a). Portanto, o uso da PCR
neste cenario deve ampliar ainda mais a vigilancia deste patégeno.

Ensaios da PCR, como o proposto nesse trabalho, ndo devem ser adotados
como uma abordagem alternativa a cultura, na medida em que esta técnica fornece
informacdes acerca da resisténcia aos antimicrobianos e dos sorotipos envolvidos,
além de permitir a vigilancia sobre outras bactérias menos associadas a meningite
(Chanteau et al., 2006). Contudo devem ser vistos como uma alternativa ao teste de
latex, que apresenta menor sensibilidade e um alto custo, de cerca de R$ 2.500,00
reais por um kit com 25 reagdes, o que significa um custo de R$ 100,00 por exame.
Vale lembrar, ainda, que existem ensaios da PCR para a amplificacédo do gene da
PBP2B capazes de detectar e diferenciar amostras de S. pneumoniae sensiveis e
resistentes a penicilina a partir de espécimes clinicos (du Plessis et al., 1998; Kearns
et al., 2002). Também ja foram desenvolvidos ensaios da PCR multiplex para o
diagndstico de S. pneumoniae e identificagcdo de certos sorotipos (O'Halloran D e
Cafferkey, 2005). Tais ensaios poderiam ampliar a vigilancia sobre a resisténcia
pneumocaocica a penicilina e sobre o perfil de sorotipos circulantes no nosso meio.

Apesar dos avancgos na tecnologia da RT-PCR, este método € mais caro do
que a técnica convencional, e seu uso de rotina, restrito (Corless et al., 2001).
Portanto, a introdugao da RT-PCR em laboratérios publicos de analises clinicas no
Brasil parece uma possibilidade remota. O ensaio da PCR apresentado aqui pode
ser uma solucao satisfatoria para ser implementada a nivel central nos laboratorios
de referéncia (Lacen) localizados em cada estado, onde os procedimentos
laboratoriais diagndsticos para a maioria das doengas infecciosas estao
concentrados. Tal centralizacdo se faz necessaria devido ao custo de instalagao e

manutencado dos equipamentos, a validade dos reagentes e a exigéncia por mao de
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obra especializada (Baron, 2006). Uma vez instalada a infra-estrutura, no entanto, o
custo por teste, levando-se em consideracdo apenas o gasto com reagentes e
material descartavel, € comparavel ao da cultura e inferior ao teste do latex. O custo
do ensaio da PCR apresentado no nosso estudo é de cerca de R$37,00 (custo de
reagentes e material descartavel), enquanto o custo do teste de latex, no Brasil, é de
cerca de R$100,00 por exame. Levando-se em consideracdo que foram notificados
140 casos de meningite pneumocécica no ano de 2005 no Estado do Rio de Janeiro
(Fonte: DDTR/CV/SSC/SESRJ), podemos supor, com base nos nossos resultados,
que cerca de 21 casos foram diagnosticados apenas pelo latex (15%). Supondo-se
ainda que este exame foi realizado pelo menos em todos os casos de meningite
pneumocdcica e nos de MBA nao especificada (140 + 280 = 420), temos que o custo
anula deste método é de R$ 42.000,00. Conseqlientemente, sdo gastos R$2.000,00
(equivalente a 20 exames) por diagndstico adicional, em relagao aos realizados pela
cultura, atribuivel ao latex. Por outro lado, tomando como base os dados bastante
consistentes de estudos de vigilancia epidemiolégica que apontam para um
acréscimo de no minimo 50% (50 a 63,6%) no numero de casos diagnosticados de
meningite pneumocdcica ao se adotar a técnica da PCR de rotina, é de se supor que
o0 numero de casos da doenga notificados em 2005 subiria de 119, diagnosticados
apenas pela cultura, para 178, dos quais 59 diagnosticados exclusivamente as
custas do resultado da PCR. Esse numero corresponderia a 33,3% do total de
casos, compativel também com os valores da literatura (Tabela 8) (Parent du
Chatelet et al., 2005; Chanteau et al., 2006; Kennedy et al., 2007; Van Gastel et al.,
2007). Admitindo-se que o exame seria realizado no mesmo numero de espécimes
citado anteriormente (420 espécimes), temos que o custo da PCR por diagndstico

adicional em relacdo ao que é atualmente obtido pela cultura seria de R$263,38
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(sete exames), enquanto o gasto anual com a realizagdo da PCR seria de
R$15.540,00. Conclui-se, portanto, que a substituicdo do teste do latex pelo teste da
PCR na rotina laboratorial para diagndstico de meningite pneumocdcica ndo so6
ampliaria a vigilancia epidemiolégica como seria uma estratégia custo-efetiva.

O método da PCR discutido no presente estudo é capaz de fornecer a
identificacdo precisa da espécie bacteriana em poucas horas. Uma vez o DNA
extraido e pronto para uso, o protocolo da PCR descrito nesse estudo pode ser
realizado rapidamente, com um tempo total de 4 horas entre o inicio do ensaio € a
obtencao do resultado. O tempo entre o inicio da extracdo do DNA até a liberacdo do
resultado pode ser abreviado quando os espécimes sao submetidos a técnica de
fervura a 100°C e posterior centrifugacéo para obtencdo de DNA nao puro para
PCR, o que também acarreta uma diminui¢gdo no custo (de R$37,00 para R$21,00).
No entanto, este método de extracao de DNA néo foi utilizado no nosso trabalho,
sendo portanto recomendavel a realizacdo de estudos para avaliar a performance
diagndstica do ensaio da PCR com utilizagdo de DNA nao purificado. O tempo
necessario para a obtencdo do resultado de um ensaio da PCR representa outra
vantagem em relagado a cultura, cujo resultado s6 € conhecido apds 24 a 48h. (Van
Gastel et al., 2007; Welinder-Olsson et al., 2007)

Até onde nos foi possivel averiguar, através de consulta as bases de dados
LILACS, Medline e ISI Web of Science, este € o primeiro estudo realizado no nosso
pais visando a validagdo de um ensaio da PCR para o diagndstico de meningite
pneumocécica. Um estudo publicado por um grupo do Rio Grande do Sul buscou
validar um ensaio da PCR multiplex semi-aninhado para diagndstico simultdneo de
N. meningitidis, H. influenzae e Streptococcus sp. Tal ensaio, no entanto, ndo era

capaz de distinguir S. pneumoniae das diferentes espécies do género Streptococcus
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(Failace et al., 2005).

O nosso estudo apresenta como vantagem um alto poder de extrapolagao
dos dados para a realidade do diagnéstico da meningite pneumocécica no Estado do
Rio de Janeiro. Isso se deve, em primeiro lugar, ao fato de que o numero de
espécimes testados é bastante representativo do numero de casos registrados
nessa populacdo. No periodo de 01/2004 a 12/2005 foram notificados a Secretaria
Estadual de Saude 269 casos de meningite pneumocdcica. Nesse mesmo periodo,
deram entrada no IEISS 128 espécimes que preencheram critério para caso
confirmado dessa doenga (foram descontadas os 3 espécimes recebidos em 2006 e
4 espécimes so positivos por DGP recebidos entre 2004 e 2005). Isso corresponde a
47,58% de todos os casos de meningite pneumocdcica do Estado do Rio de Janeiro.
O estudo s6 pdde ser realizado com 88 desses espécimes (32,71% de todos os
casos notificados), mas, levando-se em consideracdo que essa perda nao foi
diferencial, é de se supor que ela nao tenha afetado de forma importante a validade
extrinseca do nosso estudo. Além do expressivo numero de espécimes testados,
nao houve interferéncia por parte da equipe envolvida no estudo nas condicdes em
que os espécimes foram coletados, transportados, processados e armazenados até
a realizagao dos ensaios. Um outro mérito do nosso estudo foi o uso da analise
estatistica para comparar os valores de sensibilidade do ensaio da PCR, da
bacterioscopia e do latex, conforme descrito por Trajman & Luiz (in press) e
seguindo as normas preconizadas pela iniciativa Standards for Reporting of
Diagnostic Accuracy (STARD). Tal iniciativa recomenda que os resultados de novos
testes diagndsticos sejam comparados a um teste de referéncia e a margem de
incerteza da sua acuracia seja estatisticamente reportada, através de testes

apropriados, como o McNemar xz utilizado no nosso estudo, ou de intervalos de
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confianga (Bossuyt et al., 2003 APUD Trajman e Luiz, in press).

O nosso estudo, no entanto, apresenta algumas limitagdes. Nao foi possivel
fazer uma correlagdo entre o padrdo composto (bacterioscopia ou cultura ou latex
positivos) de doenga pneumocdcica com dados de evolugéo clinica, o que ajudaria a
validar o critério. Isso teria sido particularmente util no esclarecimento do diagndstico
da doencga nos pacientes que nao preenchiam o critério da OMS de MBA provavel
(aquele com quadro clinico ndo descrito no pedido médico e a crianga que
apresentava “hidrocefalia + DVP”), e na crianga com critério de MBA mas que teve
crescimento de S. aureus na hemocultura. Nos trés pacientes o unico critério para
caso positivo foi o resultado do exame de latex. No entanto, no caso das MBA os
critérios de resposta clinica sdo muito subjetivos, ja que alguns pacientes se
recuperam relativamente rapido e sem sequelas, enquanto outros apresentam
sequelas graves. Por outro lado, existe uma importante superposi¢ao (30 a 40%) de
resultados de exames inespecificos no LCR entre os pacientes com MBA e os
pacientes com meningite por outras etiologias. Tais exames podem até mesmo estar
normais em certos pacientes com MBA, o que se correlaciona com pior prognéstico
(Gray e Fedorko, 1992; Tunkel, 2005a). A semelhanga entre a sensibilidade do
ensaio da PCR aferida contra o padrao ouro tradicional (cultura) e aquela obtida pela
comparagao com o padrdo composto € um forte indicio da validade desse padrao
alternativo, que permitiu a ampliacdo do poder da estimativa pelo aumento do
numero de espécimes avaliados, com conseqliente estreitamento do intervalo de
confianca. Por outro lado, o fato dos exames utilizados como critério de caso terem
sido realizados no Laboratério de Referéncia para Meningites do Estado do Rio de
Janeiro, onde se encontram técnicos altamente capacitados e habituados a

processar um grande numero de espécimes, nos leva a crer que a especificidade de
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tais exames € bastante alta e compativel com os altos indices relatados na literatura.
A confirmacéao da etiologia pneumocdcica nos 5 casos cujo unico critério diagndstico
foi a visualizacdo de DGP a bacterioscopia corrobora essa observagao, e sugere que
este exame, pelo menos quando feito nas condicbes citadas, pode ser uma
ferramenta para ampliar a vigilancia epidemiolégica da meningite pneumocécica a
curtissimo prazo e baixissimo custo.

Uma outra limitacdo do nosso estudo foi ndo ter adotado como um dos
critérios de caso a positividade da hemocultura. No entanto, em virtude da caréncia
de dados clinicos seria dificil determinar a origem da bacteremia por S. pneumoniae,
se relacionada a um quadro meningeo ou se decorrente de uma infecgdo em outro
sitio, especialmente pneumonia, nos casos com achados de exames inespecificos
de LCR normais ou pouco alterados. Por outro lado, o pequeno numero de
espécimes nos quais a hemocultura foi realizada na nossa amostra reflete a baixa
adesao das equipes de saude a recomendacgao de se colher hemocultura de todo o
caso suspeito de MBA. Desta feita, o numero de espécimes que deixaram de ser
incluidos pela auséncia desse critério de caso foi provavelmente irrisério. Ademais,
no atual cenario, a confirmagao de um caso de meningite por S. pneumoniae apenas
pela hemocultura deve ser baixo uma vez que, mesmo em condicdes ideais, isto €,
hemocultura colhida na admissdo de pacientes que tiveram o diagndstico de
meningite pneumocdécica confirmada por cultura de LCR, a positividade foi de
apenas 30%. Outra limitacdo foi o fato de ndo termos testado o nosso método na
populacdo com suspeita de meningite, porém com exames especificos negativos. E
nesta populacdo que a PCR se mostrara uma ferramenta util para a confirmacao de
caso, e de posse dos resultados da performance do teste nestes pacientes sera, no

futuro, possivel determinar com mais precisdo a aplicabilidade clinica do método, ou
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seja, sua contribuicdo para o aumento no numero de casos comprovados. Tal meta,
no entanto, foge aos objetivos do nosso trabalho, desenhado para a validagéo do
método da PCR por nés padronizado, e devera ser almejada por estudos
subsequentes. O pequeno numero de pacientes nos quais a informacdo sobre
antibioticoterapia estava disponivel, a ndo realizacdo da medida da sensibilidade
analitica e a ndo inclusdo de espécimes positivos para Streptococcus do grupo Mitis
foram outras limitagdes, ja comentadas ao longo da discussao.

Em resumo, o desempenho do ensaio da PCR apresentado nesse trabalho,
comparado aos das trés outras técnicas laboratoriais classicas, fornece evidéncias
de que o teste tem uma performance diagnéstica melhor, podendo, portanto,
contribuir para o aprimoramento da vigilancia de meningite bacteriana. Os testes
baseados na amplificacdo de acidos nucléicos possuem uma alta sensibilidade
inerente ao método e exercem um papel importante no diagnéstico de meningite
bacteriana devido a sua capacidade de detectar o DNA de bactérias tornadas nao
cultivaveis pela acédo letal de agentes fisicos ou dos antimicrobianos.
Consequentemente, a técnica da PCR deve ser considerada como teste definidor de
diagndstico nos casos positivos, com base nos dados apresentados neste e em
outros estudos, previamente publicados (Ragunathan et al., 2000; Corless et al.,

2001; Clarke, 2003; Sidikou et al., 2003; Parent du Chatelet et al., 2005).



CONCLUSOES

A PCR para amplificagdo do gene ply foi validada na populagdo do Estado
do Rio de Janeiro para o diagndstico da meningite pneumocdcica.

Este ensaio apresentou sensibilidade superior a do latex e a da
bacterioscopia, e uma melhor performance diagnostica entre os casos
confirmados de meningite pneumocdécica em relagdo aos trés métodos
tradicionais: bacterioscopia pelo Gram, cultura e pesquisa de antigenos pela
aglutinagéo de particulas de latex.

A antibioticoterapia prévia nao afetou a sensibilidade da PCR, embora tenha
alterado de forma significativa os resultados da cultura. O DNA alvo foi
detectado mesmo em espécimes coletados mais de 24 horas apds o inicio

do tratamento.



RECOMENDACOES

O ensaio da PCR validado neste trabalho deve ser adotado como critério
definidor para o diagndstico de meningite pneumocécica no Estado do Rio
de Janeiro.

Este exame deve substituir o uso do latex na rotina diagnédstica, ja que
apresenta melhor performance e menor custo.

O achado de DGP a bacterioscopia, desde que realizado por técnico
experiente, deve ser adotado como critério para confirmagao de caso de
meningite pneumocdcica apdés o periodo neonatal, ampliando a vigilancia
dessa doenca a curtissimo prazo.

Deve ser enfatizada na formacdo médica a recomendacido de se coletar
hemoculturas em todos os pacientes com suspeita de MBA, assim como a

de se preencher corretamente os formularios de solicitagao de exames.
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Anexo 1
FICHA DE COLETA DE DADOS — PROJETO PCR
Paciente:
Idade: anos meses Sexo: M () E())
Municipio: Estado:

Diagnéstico clinico:

Petéquias: sim( ) nao( )

Prontuario:

Data da coleta: / / Data de entrada no laboratério: / /

Registro Laboratdrio:

Espécime Clinico: LCR ( ) Sangue ( ) Soro () Plasma ( ) Liquido pleural ( )
Liquido sinovial ( ) Liquido pericardico ( )

Exame do LCR:

Aspecto: claro( ) turvo( ) purulento( ) hemorragico ( )

Celularidade mm® PMN % Glicose mg% Ptn mg%

Bacterioscopia Teste do Latex

Culturade LCR:

Hemocultura:

Uso prévio de atb: ( )sim ( )nao

Tempo decorrido entre o inicio do ATB e a puncédo lombar (horas):
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Anexo 2

Regides do Estado do Rio de Janeiro segundo o Plano Diretor de Regionalizagao do
Estado (fonte: http://www.saude.rj.gov.br/gestor/regionalizacao.shtml acessado em
14/06/2006)

Baia de llha Grande (BIG)
Baixada Litoranea (BL)
Centro Sul (CS)

Médio Paraiba (MP)
Metropolitana | (MT1)
Metropolitana Il (MT2)
Noroeste (NO)

Norte (N)

Serrana (S)

Total: 92 municipios
14.367.083 habitantes pelo Censo de 2001 (IBGE)

BIG: Angra dos Reis/Mangaratiba/Paraty

BL: Araruama/Armacao de Buzios/Arraial do Cabo/Cabo Frio/Casimiro de
Abreu/lguaba Grande/Rio das Ostras/Sao Pedro d’Aldeia/Saquarema

CS: Areal/Comendador Levy Gasparian/Engenheiro Paulo de
Frontein/Mendes/Miguel Pereira/Paraiba do Sul/Paty do Alferes/Sapucaia/Trés
Rios/Vassouras/Paracambi

MP: Barra do Pirai/Barra Mansal/ltatiaia/Pinheiral/Pirai/Porto
Real/Quatis/Resende/Rio Claro/Rio das Flores/Valenga/Volta Redonda

MT1: microrregidao 1- Rio de Janeiro (RJ); demais microrregides:Belford Roxo/Duque
de Caxias/Itaguai/Japeri/Magé/Mesquita/Nilopolis/Nova Iguagu/Queimados/Sao Joao
de Meriti/Seropédica

MT?2: Itaborai/Marica/Niter6i/Rio Bonito/Sao Gongalo/Silva Jardim/Tangua

NO: Aperibé/Bom Jesus de Itabapoana/Cambuci/Cardoso
Moreira/ltalva/ltaocara/ltaperuna/Laje do
Muriaé/Miracema/Natividade/Porciuncula/Santo Anténio de Padua/Sao José de
Uba/Varre Sai

N: Campos dos Goytacazes/Carapebus/Conceigao de
Macabu/Macaé/Quassima/Sao Fidélis/Sao Francisco de Itabapoana/Sao Joao da
Barra

S: Bom Jardim/Cantagalo/Carmo/Cordeiro/Cachoeiras de Macacu/Duas
Barras/Guapimirim/Macuco/Nova Friburgo/Petrépolis/Santa Maria Madalena/Sao
Jodo do Vale do Rio Preto/Sao Sebastido do Alto/Sumidouro/Teresopolis/Trajano de
Morais
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Diagnosis of Streptococcus pneumoniae meningitis by polymerase
chain reaction amplification of the gene for pneumolysin

Juliana de A Matos/*, Danielle J Madureira, Maria C Rebelo**, Cristina B Hofer*,
David E Barroso/™

Departamento de Bacteriologia, Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz, Av. Brasil 4365, 21040-900 Rio de Janeiro, RJ, Brasil
* Servigo de Doencas I nfecciosas e Parasitarias, Hospital Universitario Clementino FragaFilho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brasil ** Instituto Estadual de Infectologia Sao Sebastido, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Diagnosis of bacterial meningitis has long been based on classical methods of Gram stain, serological tests, and
culture of cerebrospinal fluid (CSF). The performance of these methods, especially culture and direct smear, is
thwarted by failure to detect bacteria following administration of antimicrobial agents and reluctance to perfor-
mance lumbar punctures at admission. Indeed, patients with meningitis frequently receive antibiotics orally or by
injection before the diagnosisis suspected or established. Thus an alternative method has become necessary to help
clinicians and epidemiol ogists to management and control of bacterial meningitis. e evaluate the application of
a polymerase chain reaction-based (PCR) assay for amplification of pneumolysin gene (ply) to diagnosis of Strepto-
coccus pneumoniae meningitis. The PCR assay sensitivity for CSF was 96% (95% confidence interval, Cl, 90-99%)
compared to a sensitivity of 59% for culture (95% CI 49-69%), 66% for Gram stain (95% Cl 56-74%), and 78% for
latex agglutination test (95% Cl 69-86%); PCR specificity was 100% (95% Cl 83-100%). PCR results were avail-
able within 4 h of the start of the assay. This molecular approach proved to be reliable and useful to identify this
bacterium compared with other classical laboratory methods for identification of bacterial meningitis pathogens.

Key words: Streptococcus pneumoniae - meningitis - polymerase chain reaction - pneumolysin ply gene

Community-acquired bacterial meningitisisoneof the
most dramatic medical emergencies, which is seen as a
public health challenge world-wide. The diseaseisdreaded
by parents and health care workers alike for its acute on-
set in previously healthy individuals and the difficulty in
obtaining atimely and accurate diagnosis. Although the
two main agents of acute bacterial meningitisin the com-
munity, Neisseria meningitidis and Sreptococcus pneu-
moniae, are responsive to antibiotic therapy, these diag-
nosis challenges of the disease pose a particular problem
for treatment (Ragunathan et al. 2000, Heyderman et al.
2003, Makwanaet al. 2004). S. pneumoniae meningitisis
associated with a poor outcome due to a greater case-
fatality rate and ahigher probability of survivals develop
permanent neurol ogical sequel ae when compared to other
agents (Crook & Spratt 1998, Heyderman et a. 2003, Par-
ent du Chatelet et al. 2005). An additional problemisan
increasein theincidence of multiple antibiotic resistance
in S. pneumoniae and recent emergence of strains with
potential to cause epidemic of meningitis resembling N.
meningitidis epidemics into the African meningitis belt
(Crook & Spratt 1998, Leimkugel et al. 2005, Parent du
Chatelet et . 2005).

The Haemophilusinfluenzae type b (Hib) conjugated
vaccine was introduced in the public immunization pro-
gram in 1999 by the State Health Department, which ex-
panded vaccine coverage to al the population living in
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Accepted 21 June 2006

Rio de Janeiro, Southeast of Brazil. A dramatic reduction
in Hib meningitis cases has been documented during the
following years; consequently N. meningitidis and S.
pneumoniae became the two major causes of bacterial
meningitis beyond the neonatal period notified to local
health authorities. Since the beginning of the XXI cen-
tury, S. pneumoniae is the etiology of about 60 new con-
firmed cases of meningitis annually in the city of Rio de
Janeiro, arate of 1.2/100,000 population; 22 (37%) of these
cases die and the number of survivals who develop per-
manent neurological sequelaeisunknown (Rio de Janeiro
City Health Department).

Preadmission parenteral antibiotic has been widely
recommended as asignificant strategy to improve patient
prognosiswhenever the diagnosis of bacterial meningitis
issuspected, particularly if lumbar punctureisnot thought
safe (Cartwright et al. 1992, Riordan & Cant 2002). The
recommendation of early antibiotic therapy has been
strongly advised to assistant physicians during the 1990s
for suspected cases of meningococcal disease or acute
bacterial meningitis (Heyderman et al. 2003, Makwana &
Riordan 2004); thus areduction in the proportion of con-
firmed cases by culture, direct smear or latex agglutina-
tion test was expected (Dalton & Allison 1968, Feldman
1978, Kanegayeet al. 2001, Nigrovic et a. 2004). The con-
sequence has significant medical, epidemiological, and
diagnostic implications. Since the mid of the 1990s|ocal
consultants in communicable diseases have reported an
increase on the number of non-culture proven bacterial
meningitis cases (Rio de Janeiro City Health Department).
The increasing practice of preadmission administration
of parenteral antibiotic therapy and reluctanceto perform
[umbar punctures at admission are pointed out to contrib-
ute to a decrease of confirmed casesin several countries,
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especially by thefailureto isolate bacteria (Cartwright et
a. 1992, Ragunathan et al. 2000, Corless et al. 2001,
Kanegayeet a. 2001, Riordan & Cant 2002, Nigrovicetal.
2004). An alternative approach is nucleic acid amplifica-
tion assays because antibiotics do not act as an inhibitor
of thereaction (Cartwright et al. 1992, Borrow et al. 1997,
Ragunathan et al. 2000, Rintaméki et al. 2002, Clarke &
Edwards2003).

Target pneumolysin (ply) gene was investigated for
identification of S pneumoniaein clinical specimensfrom
infected patients with otitis media, pneumoniaor menin-
gitis(Virolaineet a. 1994, Salo et al. 1995, Rintamaki et al.
2002, Corless et al. 2001, Clarke & Edwards 2003).
Pneumolysin is a species-specific sulfhydryl-activated
protein toxin produced intracellularly by al S pneumoniae
isolated from clinical samples, regardlessthe capsule an-
tigen (serotype) (Walker et al. 1987). This pore-forming
cytolysin discovered 100 years ago can be thought of as
akey virulence factor following pneumococcal invasive
infection (Libman 1905, Hirst et al. 2004). Thesefeatures
of pneumolysin turn the ply gene to be an attractive tar-
get for molecular diagnosis of S. pneumoniae invasive
disease (Hirst et al. 2004, Messmer et a. 2004). Theaim of
this article is to assess the use and effectiveness of a
polymerase chain reaction (PCR) assay to detect S.
pneumoniae in cerebrospina fluid (CSF) samples from
meningitis patients collected and transported using the
local field conditions, compared with other classical labo-
ratory diagnostic methods for the identification of bacte-
rial meningitis pathogens.

MATERIALS AND METHODS

Setting, study design, and case definition - This study
took placeat theInstituto Oswaldo Cruz, inthecity of Rio
de Janeiro, between 2004 and 2005. We conducted this
study to evaluate the PCR assay to diagnosis S. pneu-
moniae in CSF from patients with clinically diagnosed
bacterial meningitiswith etiologic sourceidentified by a
traditional laboratory method. In this study cases were
defined by the presence of one of thefollowing criteria: (i)
isolation of S. pneumoniae from CSF; (ii) detection of
pneumococcal capsule antigensin CSF by means of latex
agglutination test; or (iii) identification of Gram-positive
diplococci inaGram stain CSF smear.
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Samples- All samples of CSF were processed for cul-
ture, cytological examination, biochemical reaction, latex
agglutination test, Gram stain, and stored at —20°C in the
Reference Laboratory of the State Meningitis Reference
Centre, Instituto Estadual de Infectologia S&o Sebastido
(IEISS), in the city of Rio de Janeiro, the Capital of the
state of Rio de Janeiro. The reference laboratory obtains
the samples, collected inside sterile glass vials, from pa-
tientsadmitted in the IEISSand it also receivesthem from
other hospitals, mainly inthe Rio de Janeiro metropolitan
area. Sample delivery to the reference laboratory seldom
isin adequate conditionsat 4°C (onwet ice or chilly pad)
from other hospitals. Frequently CSF samples come at
room temperature (T,) in the first 24 h or even 1-2 days
after lumbar puncture is done. So the PCR assay has to
prove to work satisfactorily without ideal conditions of
storage and transport beforeit reachesthe referencelabo-
ratory.

Wehavereceived 106 CSF samplesfrom S. pneumoniae
confirmed meningitis patients by one of the criteria for
case definition presented above. The characteristics of
these CSF samples studied are shown in Table I. CSF
samplesfrom patientswith clinically diagnosed bacteria
meningitis caused by other bacteria, identified as S.
agalactiae (n = 6), M. tuberculosis (n = 4), L. mono-
cytogenes(n=2), S aureus(n=1), A. baumanii (n=2), H.
influenzaetypeb (n = 1), and N. meningitidis serogroups
B,C,W ;. 0rY (n=4) wereused ascontrols. The bacterial
DNA from the CSF sample was isolated with the use of
DNeasy Tissue Kit (QIAGEN) according to the
manufacturer’sprotocol for DNA purification from Gram-
positive bacteria.

PCRassay - Toidentify S pneumoniaewas performed
a PCR amplification of the ply gene with specific oligo-
nucleotide primers (Forward: TGCAGAGCGTCC
TTTGGTCTAT; Reverse: CTCTTACTCGTGGTTT
CCAACTTGA) designed by Corless et a. (2001) based
on previously published gene sequences (Walker et al.
1987), for which the amplicon size was 80 bp. PCR reac-
tion mixture (50 pl) contained 0.6 UM of each oligonucle-
otide primer (Invitrogen), 200 UM dNTPs, 1X PCR buffer,
3 mM MgCI,, 1U Platinun Tag DNA polymerase
(Invitrogen), and 10 pl of DNA target. The PCR assays
wereperformed inaDNA thermal cycler (GeneAmp PCR

TABLE |
Characteristics of 106 cerebrospinal fluid samples from positive cases

Streptococcus pneumoniae detected by

Number (%) of samples

Total number positive by polymerase
Culture Antigen detection Gram stain of samples chainreaction
+ + + 36 34 (94)
+ + - 9 9 (100)
+ - + 7 6 (86)
+ - - 11 11 (100)
- + + 22 21 (95)
- + - 16 16 (100)
- - + 5 5 (100)

+: positive test; — negative test.
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System 9700, PE Applied Biosystems) with thefollowing
conditions: 94°C for 3 min, 55°C for 30 s, 72°Cfor 20 s
(initial cycle); followed by subsequent 35 cyclesof 92°C
for40s, 55°Cfor 30's, 72°C for 20 s (denaturation, anneal -
ing, and polymerization, respectively); and 72°C for 10
min (final cycle of polymerization). Ampliconswere ana-
lyzed by electrophoresis on a standard 2% agarose gel
under UV fluorescence following staining with ethidium
bromide. It was included in each assay the DNA from S,
pneumoniae (ATCC 49619) as positive control and the
reaction mixture without DNA target as negative control.

Accuracy of test result - Sensitivity, specificity, posi-
tive predictive value, and negative predictive value were
calculated using atwo-way table (Epi Info™, Version 3.3.2,
CDC). The chi-sguare with Yates correction was used to
analysisthe differences between proportions. Exact bino-
mial 95% confidence intervals (Cl) were estimated. The
sensitivity of the PCR was determined using CSF from
positive cases (culture or antigen detection or direct smear)
corresponded to criteriai (n= 63), ii (n=83), andiii (n=
70). To determine the specificity, amplification reactions
were carried out using genomic DNA extracted (DNeasy
TissueKit, Quiagen) from N. meningitidis (ATCC 13090),
H. influenzae (ATCC 49766), H. influenzaae typeb (ATCC
10211), S aureus (ATCC 29213), S. agalactiae (clinical
isolate), and E. faecalis(clinical isolate). It wasal so exam-
ined CSF samples from patients corresponded to bacte-
rial meningitis other than pneumococcal (n = 20).

RESULTS

Of the 106 patientswith pneumococcal meningitis, 25%
were infants (mean of 5 months) and 16% were over 50
years. The median age was 30 years (range, 1 monthto 75
years). Sixty-one (58%) patientswerefemaleand 45 (42%)
weremae (x?>=4.8,P=0.03).

The mean of CSF white blood cell count was 3756/
mm? (range, 1 to 48,800/mm3); 23% had |essthan 100/mm?3
and 9% less than 15/mm3. Of thetotal, 102 samplesfrom
positive caseswere correctly identified by means of PCR,
whereas antigen detection was positivein 83, direct smear
revealed organisms in 70, and only 63 isolates cultured
from CSF. Theamplicon of ply gene amplified from posi-
tive control (ATCC 49619) and three CSF samples from
each positive case assigned only to one of thevalid crite-
riain this study (culture, antigen detection, and direct
smear) areshown in Fig. 1. PCR failed to amplify the ply
target in three culture proven-cases and one non-culture
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1 2 3 4 5 6

Polymerase chain reaction amplification of the ply gene from a
reference Streptococcus pneumoniae strain and from cerebrospi-
nal fluid (CSF) samples from pneumococcal meningitis confirmed
cases. 1: molecular weight marker; 2: reference strain (ATCC 49619);
3: culture-positive CSF sample; 4: antigen detection-positive CSF
sample; 5: Gram stain-positive CSF sample; 6: negative control.

proven-case solely based on antigen detection and Gram
stain. Therewasno fal se-positiveresult. All CSF samples
from bacterial meningitis other than pneumococcal were
negative by PCR for the presence of S. pneumoniae DNA.

The specificity of the assay wastested with DNA pu-
rified from four standard strainsand two clinical isolates.
No products were amplified from these genomics DNA
but amplification of genetarget was successful with DNA
from S pneumoniae standard strain. The sensitivity of
the nucleic acid based amplification assay was evaluated
with data from positive cases (culture or antigen detec-
tion or Gram stain). Sensitivity (96, 95 Cl 90-99%), speci-
ficity (100, 95 Cl 83-100%), positive predictive val ue (100,
95 CI 96-100%), and negative predictive value (86, 95 Cl
67-96%) were calculated and compared with results
obtained with classical laboratory diagnostic methods
(Tablell).

DISCUSSION

Diagnosisof bacterial meningitisisformerly founded
on a suggestive clinical scenario, although it is the CSF
white blood cell count that establishes the definitive di-
agnosis. Theidentification of bacterial meningitisetiolo-
gies is based on traditional laboratory diagnostic meth-
ods of culture, Gram stain, and serological tests (Ragu-
nathan et al. 2000). All these diagnosis steps are hindered

TABLEII

Accuracy of polymerase chain reaction (PCR), culture, Gram stain, latex agglutination test of cerebrospinal fluid resultsfor
diagnosis of pneumococcal meningitisin 106 infected patients

No. of samples Sensitivity Specificity PPV NPV
Procedure + - (%) (%) (%) (%)
PCR 102 4 96 100 100 86
Culture 63 43 59 100 100 37
Gram stain 70 36 66 100 100 41
Antigen detection 83 23 78 100 100 52

PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.



562

by the alteration of CSF findings, the failure to isolate
bacteria, and areduced identification of the organism on
Gram stain CSF smear following administration of antibi-
otics (Dalton & Allison 1968, Ragunathan et al. 2000,
Kanegayeet al. 2001, Riordan & Cant 2002, Nigrovicet al.
2004). Truly, asmall but perplexing group of patientswith
bacterial meningitisin whom preliminary antibiotic therapy
aters the CSF findings to the degree that is difficult to
distinguish acute bacterial meningitis from viral aseptic
meningitis or encephalitis, enhancing the possibility of
diagnostic error. Thereduction in bacterial concentration
following preliminary antibiotic treatment for S. pneu-
moni ae decreases the diagnosti ¢ effectiveness of the Gram
stain and CSF culture (Feldman 1978, Ragunathan et al.
2000, Kanegayeet d. 2001). Theresultsexpected by means
of latex agglutination test do not alter after the parenteral
administration of antibiotics, but in some instance a de-
crease in the sensitivity of this test can be explained by
the time relationship between onset of the specific treat-
ment and when the lumbar punctureis done (Nigrovic et
a. 2004).

Lumbar puncture is commonly postponed at admis-
sioninthemost severe casesor prior brainimage evalua-
tion inimmunocompromised patient or in the presence of
specific neurological signals(Riordan & Cant 2002). Nev-
ertheless, CSF samples obtained at adelayed lumbar punc-
ture, because patient conditions are unstable, can be as-
sayed by means of PCR to properly detect gene target
with good sensitivity (Borrow et al. 1997, Riordan & Cant
2002). In one study it could be demonstrated the detec-
tion of bacterial DNA by PCR in CSF samplestaken upto
72 h after commencement of antibiotics (Ragunathan et
al. 2000).

Inthisreport the PCR has demonstrated a highly spe-
cific and sensitive approach to identify S. pneumoniaein
infected patients through the detection of ply target com-
pared with culture, Gram stain and latex aggl utination test.
PCR-based assays have provided useful epidemiological
information on the detection and characterization of bac-
terial meningitis pathogenswith agreater sensitivity than
cultureor direct smear, with excellent specificity (Borrow
etal. 1997, Clarke & Edwards2003).

The application of the PCR protocol presented in this
study has been effectivein the detection of S. pneumoniae
from CSF and represents an efficient approach to en-
hanced surveillance of bacterial meningitis. Although the
ply PCR alone may appear sufficient asascreening assay
and supports the diagnosis, it is considered prudent to
take into account the possibility of discrepant results.
PCR like any sampling technique does not solve all diag-
nostic problems such as the negative resultsin four posi-
tive cases. Thefailure of PCR in these CSF samples pos-
sibly is due to the presence of a substance inhibitory for
thereaction. Although lesslikely, another possible expla-
nation for this result would be inadequate conditions of
collection and transport. The presence of PCR inhibitory
factors could be greatly reduced when bacterial DNA is
isolated upon receipt and it also concentrates the DNA
present in the sample (Clarke & Edwards 2003).

The PCR assays have been applied with success to
enhance surveillance of bacterial meningitisin remotear-
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eas in Africa, where conditions of collection and trans-
port isnot awaysadequate (Sidikou et al. 2003, Parent du
Chatelet et al. 2005). The absence of reliable |aboratories
for culture and strain identification of the most common
etiologic sources of bacterial meningitisinto the vast ter-
ritory of Brazil, impede microbiological surveillance out-
side the urban areas. It should be pointed out that in sev-
eral remote areaslike the Amazon region, even in the capi-
tals poor transport infrastructure, human resources, and
lack of microbiology laboratoriesare critical problemsfor
community health. It is possible to store unclotted blood
samples at room T, for 1 to 5 days when PCR assay is
desired without loss of sensitivity (Kaczmarski &
Cartwright 1995). In this study, we validated the ply PCR
with CSF specimenskept at room T, for awhileor refriger-
ated at 4°C for some days with compared sensitivity and
specificity of results obtained in ideal conditions of col-
lection and transport (Rintaméki et al. 2002, Clrake &
Edwards 2003, Messmer et al. 2004). Oncethispoint can
be overcome the benefits of PCR-based surveillance of
bacterial meningitisin Brazil is clear. The conditions to
collect and store fresh CSF specimensare simpleand can
be implemented at a low cost through a coordination of
the Ministry of Health.

Despite advances in real-time PCR technology, this
method is expensive and its routine use is restricted
(Corless et al. 2001); thus the introduction of such tech-
niqueinlocal public heath laboratoriesin Brazil seemsto
be remote. The PCR assay presented here appears as a
satisfactory solution to beimplemented at a central level
into the reference laboratories (Lacen) located in each
state, wherethelaboratory diagnostic proceduresfor most
infectious diseases are concentrated. Themethod issimple,
easy to carry out, and able to provide specific strain iden-
tification in afew hours. Once the DNA isready to use,
the PCR protocol described in thisarticle can be performed
rapidly with aturnaround time of 4 h of the start of the
assays. Thetimefrom theinitiation of DNA extraction to
the issuing of a report can be shortened when samples
are subjected to freeze-thaw, 100°C heat, and then cen-
trifugation to obtain non-purified DNA for PCR.

Theaccuracy of thetest compared with thethree other
laboratory procedures provided evidences the PCR as-
say has a better diagnostic performance, with which the
surveillance of bacterial meningitis can be improved.
Nucleic acid based amplification methods have inherent
high sensitivity and it plays an important part in the non-
culture diagnosis of bacterial meningitisduetoitsability
to detect DNA from non-culturable bacteria killed by
physical or antimicrobial agents. Consequently, the PCR
technique should be considered the diagnostic gold stan-
dard for positive cases, based on the data presented in
this study and those previously published (Virolainen et
al. 1994, Sdloet a. 1995, Ragunathan et al. 2000, Corlesset
al. 2001, Rintaméki et a. 2002, Sidikou et d. 2003, Clarke &
Edwards 2003, Messmer et a. 2004, Parent du Chatel et et
a. 2005).

Theroutine use of thismolecular diagnostic technique
shall increase laboratory-confirmed cases of meningitis-
causing S. pneumoniae over that with culture. It has been
proved in countrieswithout reliable microbiology labora-
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toriestheintroduction of PCR-based assays demonstrated
pneumococcal meningitis cases had been underestimated
(Parent du Chatelet et al. 2005). It isimport to point out,
that according the guidance for meningitis surveillance
provided by the Brazilian Ministry of Health, the pres-
enceof Gram-positivediplococci inaGram stain CSF smear
aloneisnot avalid criteriafor case definition of pneumo-
cocca meningitis(G00.1, ISCD-10), and theuse of PCRin
this scenario would enhance the surveillance of this patho-
gen (Fundac&o Nacional de Salide 2002). Nevertheless
nucleic acid based amplification assays should not be
developed as an aternative approach to culture asit gives
information on antibiotic resistance and serotype.
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