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RESUMO

DIAGNOSTICO DE CASOS SUSPEITOS DE DOENGA MENINGOCOCICA POR
MEIO DA REAGAO DA POLIMERASE EM CADEIA

Luciana Gomes Francisco Pedro

Orientadores: Dr. David Eduardo Barroso
Prof. Dr. Ricardo Pereira Igreja

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-
Graduagdo em Medicina (Doengas 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 (Doencgas
Infecciosas e Parasitarias).

Febre e exantema hemorragico estdo fortemente associados a doenca
meningococica no Rio de Janeiro. A utilizagdo precoce de antibidtico esta indicada
nos casos suspeitos de doenga meningocdcica e consequentemente é esperada
uma reducdo dos casos confirmados por cultura, bacterioscopia e teste de
aglutinagdo pelo latex. Nos avaliamos um ensaio de multiplex PCR para
identificacdo de Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae em amostras biolégicas de casos de meningite com exantema
hemorragico ndo confirmados pelos métodos de laboratorio tradicionais. Para
deteccado do DNA bacteriano no LCE (n = 71) ou no sangue (n = 5), foi utilizado um
ensaio de multiplex PCR de triagem desenhado para a amplificagdo dos genes
conservados crgA, ply e bexA, respectivamente. Do total dos casos estudados, 70
amostras de LCE e 3 amostras de sangue (96%) foram positivas pelo método de
PCR para N. meningitidis. Outro ensaio de PCR foi capaz de identificar o sorogrupo
de N. meningitidis em 82% das amostras positivas — sorogrupo A (2%), B (60%), C
(7%), X (3%), Y (2%), ou W35 (24%). Em casos de meningite bacteriana nao
especificados, a técnica de PCR se mostrou um instrumento adjuvante valioso na
confirmacéao da etiologia meningocécica.

Palavras-chave: Neisseria meningitidis; Reagao da polimerase em cadeia;
Petéquia e purpura; Doenga meningocécica; Doengas Infecciosas e Parasitarias

Rio de Janeiro
Dezembro/2008



viii

ABSTRACT

DIAGNOSIS OF SUSPECTED CASES OF MENINGOCOCCAL DISEASE BY USE
OF POLIMERASE CHAIN REACTION

Luciana Gomes Francisco Pedro

Orientadores: Dr. David Eduardo Barroso
Prof. Dr. Ricardo Pereira Igreja

Abstract da Dissertagcdo de Mestrado submetida ao Programa de Pods-
Graduagdo em Medicina (Doencgas 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).

Fever and a petechial rash are strongly associated with meningococcal
disease in the city of Rio de Janeiro. Early antibiotic therapy is indicated and
consequently, a reduction of confirmed cases by culture, Gram stain, and latex
agglutination test is expected. We evaluated a multiplex PCR assay to identify
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae in
biological samples from cases of non-culture proven meningitis with a petechial rash
at presentation. To detect DNA in cerebrospinal fluid (n = 71) or blood (n = 5), was
performed a PCR screen, based on the crgA, ply and bexA targets, respectively. Of
the total, 70 CSF and 3 blood samples (96%) were positive by PCR for the presence
of N. meningitidis DNA. Another PCR assay predicted in 82% of these samples N.
meningitidis serogroups A (2%), B (60%), C (7%), X (3%), Y (2%), 29E (2%) or W13s
(24%). In non-culture proven meningitis, PCR was found to be a valuable adjunct for
the demonstration of meningococcal etiology.

Key-words: Neisseria meningitidis; Polimerase chain reaction; non-blanching
rash; meningococcal disease; Infectious and Parasitic Diseases

Rio de Janeiro
Dezembro/2008
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1 INTRODUCAO

Meningite bacteriana aguda é uma doencga potencialmente fatal com alta
taxa de letalidade e de sequelas neuroldgicas permanentes (Hart e Rogers, 1993;
Greenwood, 2000). Neisseria meningitidis € a principal causa de meningite
bacteriana aguda, septicemia de origem comunitaria e purpura fulminans em
diversas regioes, em geral, seguido por Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae (Riordan et al., 1995; Barroso et al., 2002; Harrison, 2006). A bactéria N.
meningitidis € ainda reconhecida por sua capacidade de causar casos secundarios,
surtos e epidemias.

Com o advento das vacinas conjugadas, a epidemiologia das meningites
bacterianas vem sofrendo alteragdes significativas (Finn, 2004; Harrison, 2006). H.
influenzae tipo b (Hib) que era uma importante causa de meningite bacteriana em
criangas, atualmente se tornou um patdégeno humano raro. A redugao da incidéncia
de doencga invasiva por S. pneumoniae também vem sendo alcancada mais
recentemente em alguns paises. Nos Estados Unidos, a incidéncia de doenca
pneumocdcica invasiva, incluindo a meningite, vem sendo reduzida de forma
marcante e sustentada, apos a implementagdo da vacina conjugada heptavalente
em alguns Estados (Black et al.,, 2004). Na Inglaterra, a introdugdo da vacina
antimeningocdcica C conjugada no calendario de rotina, em 1999, reduziu em 81% a
incidéncia da doenga causada por este sorogrupo (Miller et al., 2001).

No Brasil a doenga meningocdcica passou a ser de notificagdo compulsoria
no inicio do século XX, porém em algum momento a vigilancia desta doenca foi

interrompida, e somente foi retomada na década de 1970, quando houve a



necessidade da reestruturagao da vigilancia epidemioldgica das meningites. Naquela
época, durante a ultima pandemia pelo sorogrupo A, houve a constatacdo da
auséncia de estrutura para o diagndéstico laboratorial em quase todo territério
nacional. Desde entdo, N. meningitidis sempre foi a principal causa de meningite
bacteriana aguda no Brasil, mesmo antes da introdugc&o da vacina conjugada contra
Hib. Apoés a introdugcado desta vacina no calendario basico infantil, em 1999, houve
uma queda de 90% na incidéncia de casos de meningite por este agente, e S.
pneumoniae passou a ser a segunda maior causa de meningite bacteriana (Miranzi
et al., 2006). Igualmente como ocorreu quando a vacina Hib conjugada foi licenciada
nos Estados Unidos da América, em 1990, as vacinas conjugadas contra
meningococo do sorogrupo C e sete sorotipos de S. pneumoniae somente estdo
disponiveis no Brasil, a um alto custo, em clinicas de imunizagao particulares,
inacessiveis para a maioria da populagao.

A doenca meningocécica € uma das principais emergéncias infecciosas e
uma séria ameaca para o bem-estar da comunidade. No periodo de 2000 a 2005,
foram notificados ao Ministério da Saude 23.204 casos; 4.570 (20%) evoluiram para
o Obito e o numero de pessoas com sequela neurolégica permanente é
desconhecido. Esta estimativa tem como base o guia de vigilancia de meningites do
Ministério da Saude do Brasil, que inclui o critério clinico — febre associada a
exantema hemorragico em pacientes com meningite ou septicemia, na auséncia de
confirmacgao laboratorial por cultura, detecgcdo de antigenos ou bacterioscopia -
como casos suspeitos de doenga meningocécica (A39.9, ISCD-10). Desse total,
2618 (11%) casos de doenga meningocdcica foram notificados pelo Estado do Rio
de Janeiro (Grafico 1), porém apenas 28% (731/2618) tiveram a confirmacado do

diagndstico através dos métodos laboratoriais correntemente em uso (Grafico 2); a



letalidade foi de 22% (578/2618) (Grafico 3). No mesmo periodo, 934 casos de
meningite por S. pneumoniae e 125 casos por H. influenzae foram notificados nesse
Estado (Grafico 1); com letalidade de 36% e 13%, respectivamente (Secretaria de

Estado da Saude do Rio de Janeiro).

Principais Etiologias Bacterianas de Meningite Aguda Comunitaria
Estado do Rio de Janeiro 1975 - 2007
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Grafico 1 Série histoérica das principais etiologias de meningite bacteriana aguda no Estado do
Rio de Janeiro.



Doenga Meningocoécica
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Gréfico 2 Série histérica do numero total de casos notificados de doenga meningocdécica no
Estado do Rio de Janeiro, além dos subtotais de casos suspeitos (diagndstico clinico) e casos
confirmados (métodos de bacteriologia convencional).
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Gréfico 3 Série histérica das taxas de letalidade da doenga meningocécica no Estado do Rio de
Janeiro.



O quadro clinico de febre de inicio abrupto associado a multiplas lesdes
cutaneas hemorragicas é sugestivo de doencga invasiva por N. meningitidis, o que
permite ao médico o inicio imediato de antibidtico parenteral visando a etiologia
meningococica (Toews e Bass, 1974; Cartwright et al., 1992; Hart e Rogers, 1993;
Ragunathan et al., 2000). O pronto reconhecimento da doenga meningocdcica é
absolutamente essencial para o sucesso terapéutico (Slack, 1982). Inicio precoce de
antibidtico parenteral, estabilizacdo dos parametros hemodinamicos, transferéncia
para um hospital de referéncia e retardo na realizacdo da puncao lombar em
pacientes instaveis melhoram o progndstico do paciente (Slack, 1982; Cartwright et
al., 1992; Hart e Rogers, 1993). Entretanto, a instituigdo do antibiético antes da
realizacdo da puncido lombar reduz o numero de casos confirmados através da
cultura (Cartwright et al., 1992; Ragunathan et al., 2000); um problema que pode ser
minimizado através da utilizacdo de ensaios de amplificacdo do acido nucléico direto
no liquido cérebro-espinhal (LCE) ou sangue (Ragunathan et al., 2000; Taha, 2000;
Corless et al., 2001).

No Brasil, desde 1996, temos observado uma reducio acentuada dos casos
de meningite bacteriana confirmados por métodos laboratoriais tradicionais
(bacterioscopia, cultura e teste do latex). O aumento da administragdo precoce de
antibidticos, a descentralizacdo do atendimento e a resisténcia dos médicos em
realizar a puncado lombar nos pacientes com diagnostico clinico de meningite
justificam, em parte, esta situagdo. Neste contexto a andlise e o controle das
meningites agudas ficam fortemente prejudicados, quando apoiados apenas nos
métodos classicos de diagndstico laboratorial, afetando diretamente a
implementagdo de medidas de prevengdo e a avaliagdo de programas de

imunizacao.



Os métodos tradicionais utilizados de rotina no diagndstico etiolégico das
meningites bacterianas sao: bacterioscopia (coloragdo pelo método de Gram),
cultura (agar chocolate) e detecgado de antigenos capsulares (teste de aglutinagéo
do latex). A sensibilidade desses métodos € afetada por uma série de fatores, tais
como o uso de antimicrobianos antes da coleta do espécime clinico, demora na
realizacdo do exame e a qualidade do laboratério de microbiologia (Thomson e
Miller, 2003). Essas técnicas dependem de uma estrutura laboratorial adequada
instalada préxima ao local de atendimento 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 afetada caso o LCE nao seja semeado em até 15
minutos, devido a diminuigdo rapida da viabilidade dos trés principais agentes
etiolégicos de meningite bacteriana (Thomson e Miller, 2003). Tal aspecto torna o
diagndstico etiolégico da meningite dificil em areas remotas, nos locais onde o
atendimento é descentralizado, ou que dispéem de poucos recursos.

A doenga meningocécica serve como uma doenga sentinela para a
qualidade do diagndstico das demais meningites na comunidade, as quais
dependem unicamente dos métodos de diagnostico de laboratério para a
confirmacgéao da etiologia, devido a auséncia de um critério clinico. De 2000 a 2005, a
quase totalidade dos casos de doenga meningocdcica notificados no Rio de Janeiro
foi diagnosticada apenas com base no critério clinico (72%; 1887/2618), o que
aponta uma deficiéncia no papel do laboratério na confirmagdo dos casos de
infeccdo bacteriana do sistema nervoso central (SNC) e de febres hemorragicas.
Naquele periodo, ha ainda um indicativo de que os casos suspeitos (diagndstico
clinico) apresentaram uma evolugdo com maior gravidade (Grafico 4), devido a uma

letalidade em torno de 24% (95% IC 22-26%), comparada com a de 16% (95% IC



14-19%) para os casos confirmados (2= 13; P < 0,01).
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Grafico 4 Série histérica das taxas de letalidade de casos suspeitos (diagnéstico clinico) e de
casos confirmados (métodos de bacteriologia convencional) de doenga meningocdcica no Estado do
Rio de Janeiro.

Anote-se, porém que cerca de 40% dos pacientes com doenca
meningococica desenvolvem meningite sem a presenca de manifestagdes cutaneas,
as formas clinicas com menores taxas de letalidade. O calculo da letalidade
estimado auxilia na avaliagdo e na percepgao da doenga meningococica. Uma
letalidade muito alta (>25%) sugere problemas na condugdo dos pacientes e,
eventualmente, falha no diagndstico dos casos menos graves. Isto indica a
necessidade de uma revisédo das rotinas de atendimento e uma investigagao sobre a
percepcao dos medicos sobre a doenca. Alternativamente, uma letalidade muito
baixa (<5%) pode indicar que os casos mais graves nao estdo sendo notificados e,
consequentemente, investigados e diagnosticados.

A aplicagcao do ensaio da reacdo da polimerase em cadeia (tradugcdo do



inglés de polymerase chain reaction - PCR) tem sido uma prioridade, em diversos
paises, a fim de intensificar a vigilancia das meningites. A técnica de PCR, baseada
na detecgdo do DNA genémico da bactéria, extraido direto do espécime clinico, tem
se mostrado um método rapido, fidedigno e que nao € afetado pelo uso prévio de
antibidtico ou pela coleta ou processamento tardio do LCE. A validagdo do método
mostrou ser superior quando comparado com a cultura e métodos de aglutinagcéo ou
coaglutinacéo. A sensibilidade do ensaio de PCR é de 80%-90% e a especificidade
de 90-100%, quando empregado o LCE (Taha, 2000; Corless et al., 2001). No caso
de sangue a sensibilidade é bastante inferior, ficando em torno de 50% (Newcombe
et al., 1996). Neste estudo, nés propusemos avaliar uma abordagem baseada no
ensaio de PCR para a identificacdo das principais etiologias bacterianas de
meningite seguida pela genogrupagem, em amostras biolégicas de pacientes com
meningite ou septicemia que desenvolveram exantema hemorragico (purpura) sem

confirmagao de uma etiologia pelos métodos de cultura ou detecg¢ao de antigeno.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Vigilancia epidemiolégica das doencgas infecciosas

As primeiras intervencdes estatais no campo da prevencao e controle das
doencgas, desenvolvidas sob bases cientificas modernas, datam do inicio do século
XX e foram orientadas pelos avangos da bacteriologia e pela descoberta dos ciclos
epidemioldgicos de algumas doengas infecciosas e parasitarias. Essas intervengdes
consistiam na organizagado de grandes campanhas sanitarias visando o controle de
doencas que comprometiam a atividade econémica como, por exemplo, a febre
amarela, a peste e a variola. O modelo operacional baseava-se em atuacoes
verticais, sob forte inspiragdo militar (Brasil, 2005b). Neste contexto, as primeiras
medidas profilaticas para o controle da doenga meningocécica foram propostas e
implementadas em militares em campanha (Glover, 1918).

O termo vigilancia epidemiologica passou a ser aplicado ao controle das
doengas transmissiveis na década de 1950 e definia um conjunto de atividades
desenvolvidas apds a etapa de ataque da campanha de erradicagdo de uma
doenca. Originalmente, significava “a observagdo sistematica e ativa de casos
suspeitos ou confirmados de doencgas transmissiveis e de seus contatos”. Tratava-
se, portanto, da vigilancia de pessoas, com base em medidas de isolamento ou
quarentena, aplicadas individualmente, e ndo de forma coletiva. Na década de 60, o
conceito de vigilancia epidemiologica foi expandido, permitindo a aplicagdo a varios
problemas de saude publica, além das doencgas transmissiveis. Em 1965, é criada a

Unidade de Vigilancia Epidemiolégica da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e,
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em 1970, a Organizagdao Pan-Americana da Saude (OPAS) recomenda aos paises
membros o estabelecimento e manutencdo de sistemas de Vvigilancia
epidemioldgica. O objetivo é conhecer a dindmica de ocorréncia dos problemas de
saude e dos fatores que os condicionam para a definicdo de medidas adequadas de
controle (Carvalho e Werneck, 1994).

No Brasil, a Campanha de Erradicagdo da Variola (1966-73) € o marco da
institucionalizagao das acgdes de vigilancia no pais. Em 1975, o Ministério da Saude
instituiu o Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, por meio de legislagao
especifica (Lei n° 6.259/75 e Decreto n° 78.231/76), tornando obrigatéria a
notificacdo de doencas transmissiveis definidas pela portaria, na qual incluiu as
meningites devido a forte pressao decorrente da epidemia de doenga meningocécica
no inicio da década de 1970.

O atual Sistema Unico de Saude (SUS) incorporou o Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica em 1990, definindo na Lei 8.080 a vigilancia
epidemioldgica como "o conjunto de atividades que permite reunir a informacgéao
indispensavel para conhecer, a qualquer momento, o comportamento ou histéria
natural das doencas, bem como detectar ou prever alteragdes de seus fatores
condicionantes, com o fim de recomendar oportunamente, sobre bases firmes, as
medidas indicadas e eficientes que levem a prevengdo e ao controle de
determinadas doencas".

A vigilancia é, portanto, um tipo de estudo observacional que envolve o
monitoramento constante da ocorréncia de doengas em uma populagdo, com o
objetivo imediato de desencadear agdes de controle (Thacker et al., 1983).
Entretanto, a aplicacéo dos sistemas de vigilancia ndo se limita a agbes imediatas,

tendo também um importante papel na determinacédo das tendéncias e padrées de
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longo prazo de ocorréncia de doencas a nivel local, estadual e nacional.

As doencas de notificagdo compulséria sdo definidas como patologias que
podem colocar em risco a saude dos contactantes e, eventualmente, da
comunidade. O pronto reconhecimento de um surto de doenca infecciosa pode levar
a implementacao de medidas de controle que limitam o impacto da doenca na
populacdo e ajudam a prevenir surtos futuros (Dato et al., 2004). A efetividade do
sistema de notificacdo depende, em grande parte, da capacidade dos servigos locais
de saude - responsaveis pelo atendimento dos casos — de diagnosticarem
corretamente as doengas e os agravos. Para isso, os profissionais devem estar
tecnicamente capacitados e dispor de recursos complementares para a confirmagao
da suspeita clinica. Isto é especialmente importante para estratégias de
quimioprofilaxia e imunoprofilaxia de patégenos relacionados com a ocorréncia de
casos secundarios e/ou epidemias. A confirmagdo de uma etiologia €, também,
fundamental para orientar a terapéutica especifica e apoiar as agdes de controle
pela saude publica.

O controle da doenga meningocdcica € uma das principais atividades da
vigilancia epidemioldgica local, assim como outras patologias que exige qualquer
medida imediata, seja para os casos, contatos intimos ou grupos de risco. A redugao
do numero de casos confirmados de doenga meningocécica afeta diretamente o
planejamento das medidas de controle. A confirmagao da etiologia € importante para
a instituicdo da quimioprofilaxia dos contactantes proximos dos casos de doenca
meningococica sem o desenvolvimento de exantema hemorragico. Além disto, a
determinagao do sorogrupo é absolutamente essencial para instituicdo de vacinagao
em situag¢des endémicas ou que exijam medidas imediatas de controle.

A definicdo de surto ou epidemias depende fundamentalmente do
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monitoramento da ocorréncia da doenga em uma determinada populagao. De acordo
com Benenson, epidemia "é a ocorréncia, em uma comunidade ou regido, de um
conjunto de casos de natureza semelhante, claramente excessiva em relagédo ao
normal esperado” (Puricelli et al., 2004). O surto € um tipo de epidemia na qual os
casos se restringem a uma area geografica pequena e bem delimitada ou a uma
populagao institucionalizada (creches, quartéis, escolas, etc.), durante um periodo
de tempo medido em meses.

A incidéncia da doenga meningocdcica € influenciada, dentre outras coisas,
pelo potencial de viruléncia da cepa circulante, por fatores do hospedeiro e por
condicbes do meio ambiente. A incidéncia pode variar, dependendo da populacéao,
de niveis considerados raros até mais de 1000 casos/100.000 habitantes/ano.
Comumente, ocorre como casos esporadicos (incidéncia abaixo de 1 caso/100.000
habitantes/ano) ou endémicos (1-4 casos/100.000 habitantes/ano). Considera-se um
nivel hiperendémico uma incidéncia entre 5 e 9 casos por 100.000 habitantes/ano
(WHO, 1998). Alternativamente, um nivel de incidéncia que n&o retorna aos
parametros anteriores ao pico epidémico, igualmente, € considerado hiperendémico
(McGuinness et al., 1991).

As taxas de incidéncia sdo um dos parametros para o acompanhamento da
doenga meningocdcica na comunidade, sempre com o interesse de observar
mudangas no padrao epidemioldgico. A incidéncia da doenga meningocdocica em
periodos endémicos em paises como Franca e Estados Unidos, nos ultimos anos,
apresenta variacdo de menos de 1 c¢aso/100.000 habitantes/ano, enquanto
Inglaterra, Pais de Gales, Escécia e Espanha apresentam taxas de 4 a 5
casos/100.000 habitantes/ano, e em varios paises do Norte e Centro da Africa de 15

a 20 casos/100.000 habitantes/ano (OMS, 1998). No Brasil, a taxa de incidéncia
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neste século tem sido de 3 a 4 casos/100.000 habitantes/ano (SINAN, Secretaria de
Vigilancia em Saude, Ministério da Saude). Classicamente, uma epidemia é definida
por uma taxa de incidéncia igual ou maior que 10 casos por 100.000 individuos/ano
(WHO, 1998). Entretanto na Africa, onde a doenca meningocdcica é hiperendémica
e responsavel por grandes epidemias, a OMS adota, para predicdo de epidemias,
uma estratégia de controle baseada no modelo de limite maximo esperado do
nuamero de casos por semana. Quando o numero de casos ultrapassa 15 por
100.000 habitantes por semana, durante duas semanas consecutivas, pode-se
prever com significativa acuracia a ocorréncia de uma epidemia. Desta forma,
quando este limiar é ultrapassado, a vacinagdo em massa contra doenca
meningococica é recomendada (Leake et al., 2002).

Um surto de doenga meningocdcica pode ser definido como a ocorréncia de
trés ou mais casos, associados a um mesmo sorogrupo, num periodo de poucos
meses, restrito a uma area geografica ou instituicdo. Surto em estabelecimentos de
ensino pode ser definido como a ocorréncia de 2 ou mais casos em um periodo
inferior a seis meses (Hart e Rogers, 1993) ou trés ou mais casos comprovados ou
suspeitos em menos de trés meses (Jackson et al., 1995; CDC, 1997). Para escolas
primarias e colegas de brincadeiras, alguns autores consideram como surto o
registro de 2 ou mais casos em menos de 4 semanas (CDSC, 1995). Na auséncia
de um modelo com poder de predicdo, esses parametros sdo construidos na
tentativa de reconhecer o mais rapido possivel a ocorréncia de situacoes
emergenciais. O reconhecimento precoce do surto € fundamental para o melhor uso
da vacinacao de bloqueio na populagao afetada.

No entanto, fora do contexto da Africa ndo ha um modelo com poder de

predicao de epidemias. O modelo tradicional preconizado pelo Ministério da Saude -
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diagrama de controle - verifica se a distribuicdo do nimero de casos ou a incidéncia
da doenga (média aritmética e desvios-padrao), registrados mensalmente (e.g, nos
ultimos dez anos, excluindo os dados dos anos epidémicos), apresentam grandes
variagbes. Por esta metodologia uma epidemia é definida quando os valores
observados ultrapassam os dos limites maximo da variagcdo esperada (Brasil,
2005a). Tal informagao nem sempre permite a identificagdo de surtos localizados.
Para adocdo das medidas de prevencado adequadas e efetivas € essencial
que uma modificagcdo do padrdo epidemiolégico seja reconhecida em uma fase
inicial, o que depende fundamentalmente do diagndstico etioldégico dos casos de
meningite e dos casos de febre com exantema hemorragico. A eficiéncia maxima
esperada para o controle de uma epidemia através da vacinacdo da populagao
depende da cobertura de todas as faixas etarias a risco, assim como da sua
implementacgéo no inicio deste evento. Isso visa proteger o maior numero possivel
de individuos e, consequentemente, reduzir ao maximo o numero de casos de
doenca invasiva. A inclusdo na rotina laboratorial de métodos com maior
sensibilidade para a confirmagcdo de casos por sorogrupo é fundamental para o
controle adequado da doenga, pois a estratégia de prevencdo se baseia na

instituicdo da quimioprofilaxia e no planejamento de vacinagao sorogrupo especifico.

2.2 Doenca Meningocécica

2.2.1 Epidemiologia

Apesar de todo o avango no diagnédstico e tratamento, desde a sua
descoberta no século XIX, a doenga meningocdcica permanece como um grande

desafio para a medicina. N. meningitidis, seu agente etiolégico, € a principal causa
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de meningite bacteriana adquirida na comunidade e de purpura fulminans (Hart e
Rogers, 1993; Riordan et al., 1995; Barroso et al., 2002; Harrison, 2006). Mesmo em
paises desenvolvidos, as infec¢des invasivas por N. meningitidis ainda representam
uma importante causa de adoecimento e morte na infancia (Stephens, 2007).

Ha uma ampla variagdo nas taxas de letalidade da doenga meningocécica,
que esta relacionada, principalmente, com as diferentes apresentagdes clinicas, cujo
espectro vai desde a bacteremia oculta até a septicemia fulminante. A letalidade
global esta estacionada entre 5 e 10%, podendo chegar a até 80% de acordo com a
forma clinica, particularmente nos paises em desenvolvimento, onde os recursos de
assisténcia médica sdo escassos; reside ainda um grande potencial de causar
sequelas neuroldgicas permanentes ou mutilagdes em torno de 10-20% dos
sobreviventes (Greenwood, 1991).

N. meningitidis comporta-se como um parasita estenoxeno, com uma
exigéncia especifica para Homo sapiens, seu unico hospedeiro natural. Conhecido
como um comensal estrito das mucosas do trato respiratorio superior,
eventualmente, pode ser encontrado em outros locais como o colo do utero, a uretra
e a mucosa anal. A sua morfologia € de cocos Gram negativos, normalmente
dispostos em pares (diplococos), em forma de feijao ou rim, com 0,6-0,8 y de
didmetro. Nao formam esporos ou possuem flagelos na superficie externa, porém a
presenca de fimbrias ("pili") € notada com frequéncia. A superficie externa é
revestida por uma capsula em virtualmente todas as amostras de pacientes e em
cerca de 50% do material de portadores; raramente cepas nao capsuladas causam
doenca.

O ciclo de transmissdo da doenga meningocdcica € definido basicamente

por trés fatores: (i) diferentes caracteristicas de viruléncia das cepas ou clones de N.
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meningitidis; (ii) reservatoério humano — portador — e dindmica da exposicdo ao
meningococo (e.g., transmissao respiratoria, aquisicéo e infecgdo assintomatica); (iii)
susceptibilidade do grupo exposto. A incidéncia da doenga meningocécica aumenta
quando ha introdugcdo de uma cepa com alto potencial patogénico, na presenca de
fatores que aumentam a transmissibilidade de N. meningitidis, e/ou quando a
resisténcia do hospedeiro a infecgéo invasiva esta diminuida (Stephens, 2007). Ha
diversos fatores de risco conhecidos para infecgdo assintomatica e doenca invasiva
relacionados a bactéria (capsula, proteinas da parede celular, e fimbrias), ao meio
ambiente (aglomeragdo, confinamento, tabagismo ativo/passivo e desigualdade
social) e ao hospedeiro (idade, contato boca-a-boca, sexo oral, infecgdo pelo virus
influenza, anemia falciforme e deficiéncia de IgM, das fragbes finais de
complemento, de properdina ou de lecitina fixadora de manose) (Wall et al., 1991;
Ronne et al., 1993; Edmond et al., 1995; Imrey et al., 1996; Cookson et al., 1998).

N. meningitidis deve ser considerada como um parasita eficiente, que se
mantém em qualquer populagdo humana através de infecgdes subclinicas,
associada ou ndo a casos de doenca. A transmissao ocorre de uma pessoa para
outra através do contato com secregdes respiratorias e goticulas. A bactéria é
extremamente sensivel as condicbes adversas, nao apresentando resisténcia a
dessecacao, aos raios solares e as variagdes de temperatura. A sobrevida em
temperatura ambiente com baixa umidade nao ultrapassa trés horas, fazendo com
gue a sobrevivéncia no ambiente ndo seja possivel por muito tempo (Wilson e Miles,
1964; WHO, 1970). Em periodos nao epidémicos, cerca de 10% dos individuos séo
portadores assintomaticos (infecgado subclinica) de N. meningitidis nas vias aéreas
superiores. Em criangas menores de 4 anos, esta propor¢ao € menor (< 3%),

aumentando de acordo com a faixa etaria, chegando a 24-37% no grupo entre 14 e
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25 anos (Caugant et al., 1994). A proporcéo entre doencga e infecgao subclinica é
baixa durante periodos endémicos, variando de um caso para cada mil a cinco mil
portadores (Palmer et al., 1992).

A presengca de N. meningitidis na orofaringe estimula a produgdo de
anticorpos, sendo um importante fator protetor contra o adoecimento futuro. Em até
25% dos individuos, o estado de portador assintomatico pode ser prolongado
(meses), em 35% ¢é curto (dias a semanas) e no restante dos individuos é
infreqUente ou transitério (Tzeng e Stephens, 2000). Algumas situagbes aumentam a
taxa de transmisséo e a proporcao de portadores assintomaticos, como € o caso de
populacdes confinadas — militares aquartelados ou em campanha, prisioneiros,
internos, asilados —, populagbes aglomeradas — alojamento conjunto, creche,
manifestagdes religiosas, transporte de massa, escolas de tempo integral —, ou
contatos intimos de um caso de doenga (Greenwood et al., 1985; Stuart et al., 1988).
Comportamentos sociais também estao relacionados com maior risco de aquisicao
de N. meningitidis (MacLennan et al., 2006). Uma maior incidéncia da doenca nos
adolescentes tem uma importante implicacdo em saude publica devido a extensa
rede de contatos sociais e a possibilidade de aquisicdo da infeccdo no trabalho, no
local de estudo ou em atividades sociais. Consequentemente, varios surtos
causados pelo sorogrupo C ja foram relatados em escolas, universidades e locais
para encontros sociais (Wall et al., 1991; Ronne et al., 1993; Edmond et al., 1995;
Imrey et al., 1996; Cookson et al., 1998).

Os fatores que determinam o adoecimento apds a colonizagdo por N.
meningitidis ndo sao totalmente estabelecidos, mas a redugdo na atividade
bactericida no soro humano esta claramente associada ao risco de doenca. A

auséncia de anticorpos protetores € o fator de risco isolado mais importante para o
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desenvolvimento de doenga meningocdécica, mas polimorfismo genético e outros co-
fatores do hospedeiro também contribuem para o adoecimento (Goldschneider et al.,
1969b; Goldschneider et al., 1969a; Emonts et al., 2003). A queda dos anticorpos
maternos, adquiridos por via transplacentaria, ao longo dos primeiros trés meses de
vida aumenta o risco de doencga nos lactentes, o grupo etario mais afetado. Esse
risco aumentado para o desenvolvimento de doencga invasiva se estende até os 2
anos de idade, periodo denominado de “imunodeficiéncia fisiolégica”. Ao longo da
infancia, os niveis séricos de anticorpos bactericidas vao aumentando
progressivamente, reduzindo concomitantemente a incidéncia da doenga
(Goldschneider et al., 1969b; Goldschneider et al., 1969a). Um novo aumento do
nuamero de casos ocorre nos adolescentes e adultos jovens (14 a 24 anos),
provavelmente devido as mudancas comportamentais, o0 que acarreta um aumento
da transmissao e da aquisi¢ao, além da associagao de algumas cepas com doenca
nestes grupos etarios (Jones e Mallard, 1993; Rosenstein et al., 1999). Em situagdes
endémicas, a doencga pelo sorogrupo B € mais comum em criangas com menos de 6
anos de idade, pelo sorogrupo C em adolescentes e pelo sorogrupo A em criangas
acima de 5 anos e adolescentes. Durante epidemias, pode ocorrer uma mudanga no
perfil epidemiolégico da doengca com um deslocamento das faixas etarias
acometidas em diregcdo aos individuos adolescentes e adultos jovens (Peltola et al.,
1982).

A distribuicdo dos casos de doenga meningocdcica por sexo mostra uma
predominancia no sexo masculino. Entretanto, quando os casos sao estratificados
por grupos etarios fica claro um predominio da doenga em mulheres acima dos 49
anos de idade (Barroso, 1998). Isto tem sido ha tempos reconhecido na literatura

médica (Beeson e Waterman, 1943), mas na Europa ha, também, uma
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preponderancia de doengca em mulheres (M: F = 0.94) entre 15 e 17 anos (Jones e
Mallard, 1993; Scholten et al., 1994). Apesar da influéncia do sexo feminino na
letalidade ja ter sido relatada (Scholten e Bijlmer, 1995), este achado nao foi
confirmado por outros autores (Stephens et al., 1995; Andersen et al., 1997;
Harrison et al., 2001).

N. meningitidis pode ser classificada através de antigenos da superficie
externa em sorogrupos (polissacarideo capsular), soro-subtipos (proteinas da
parede celular) e imunotipos (lipooligossacarideos - LOS). Sao reconhecidos 12
sorogrupos designados por letras capitais: A,B,C,X)Y,Z,29E,W435,H,ILK e L.
Atualmente, o sorogrupo D ndo € mais reconhecido de forma individualizada
(Koneman et al., 1997). Os diferentes polissacarideos capsulares de acidos sialicos
(B, C, Y e Wq35) e sem &acido sialicos (A) expressos por N. meningitidis sdo os
principais fatores de viruléncia, e sdo usados como marcadores epidemioldgicos e
componentes de vacinas. A composicdo dos polissacarideos capsulares B, C, Y e
W35, que sdo homopolimeros, sdo compostos inteiramente por acidos sialicos ou
acidos sialicos ligados a glicose ou galactose, enquanto a capsula do sorogrupo A
foi demonstrada como sendo um homopolimero de uma hexosamina fosforilada (d-
manosamina-1-fosfato) parcialmente N- e O-acetilada (N-acetii manosamina-1-
fosfato). A classificagdo por sorogrupos € baseada nas propriedades
imunobiolégicas dos polissacarideos capsulares e identificados pelas técnicas de
soroaglutinacéo, coaglutinagao, pesquisa de anticorpos monoclonais, ou por ensaio
de PCR (Olcen et al., 1978).

As cepas de N. meningitidis sdo subdivididas de acordo com a
especificidade imunolégica das principais proteinas e dos lipooligossacarideos da

membrana externa. Das cinco classes de proteinas de membrana externa descritas,



20

a de classe 5 (Opa e Opc) é hipervariavel, sofrendo variagdes de fase durante a
infeccdo, enquanto a de classe 4 é estavel entre as diferentes cepas. Portanto, estas
duas classes nao sao uteis para classificacdo das diferentes amostras isoladas em
cultura. As proteinas de classes 1, 2 e 3 sdo porinas, e fazem parte do esquema de
soro-subtipagem. As proteinas de classes 2 e 3, mutuamente excludentes, definem
os sorotipos codificados por uma das 4 (VR1, VR2, VR3, VR4) regides variaveis do
locus porB. As proteinas de classe 1 determinam os subtipos, os quais sdo a
expressao do locus porA, constituidos por 2 (VR1 e VR2) das 3 regides variaveis
descritas. As regides variaveis ampliam a diversidade antigénica, permitindo a
modulacdo da variacdo de fase e, consequentemente, da expressao das proteinas
como um mecanismo de evasdo e adaptacdo ao meio ambiente. Os
lipooligossacarideos presentes na parede celular definem os diferentes imunotipos.
Entretanto, devido a variagao de fase, diferente epitopos ou epitopos incompletos
podem estar presentes na mesma bactéria, tornando a imunotipagem pouco util para
fins de classificacao (Figura 1).

Convencionalmente, pela classificacdo fenotipica atual, uma cepa de N.
meningitidis é subdividida pelo sorogrupo, sorotipo e subtipo, podendo as vezes ser
seguido do imunotipo. Por exemplo, N. meningitidis pode ser sorogrupo B, sorotipo
4,7, subtipo P1.19,15 ou P1.7,1, descrita como B:4,7:P1.19,15 ou B:4,7:P1.7,1, os
dois principais perfis antigénicos de isolados clinicos no Brasil.

O esquema de classificagdo fenotipica (sorogrupo/soro-subtipo) permanece
como um bom método para a vigilancia epidemiolégica e o planejamento de
estratégias de imunizagdo. Entretanto, esta classificacdo tem limitagdes, pois se
baseia em caracteristicas expressas na superficie da célula, que estao sujeitas a

variacdes em resposta a pressao de selecéao.
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Figural  Corte da parede celular de N. meningitidis (adaptado de Stephens et al., 2007).

Dos sorogrupos de N. meningitidis descritos, cinco (A, B, C, Wq35 e Y) estao
relacionados com mais de 90% dos casos de doenga invasiva em todo o mundo. Os
sorogrupos B e C sao responsaveis pela maioria dos casos na Europa e no
Continente Americano, enquanto os sorogrupos A, C e W35 predominam na Asia e
Africa (Figura 2) (Caugant, 1998; WHO, 1998; Rosenstein et al., 1999). No Brasil, os
sorogrupos B, C, W35 e Y correspondem a 99% dos casos reportados ao Centro
Nacional de Referéncia para as Meningites; os demais s&o relacionados aos

sorogrupos A, X, Z e 29E, ou a amostras nao-grupaveis (NG) (Lemos et al., 2006).
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Figura 2 Distribuicdo geografica dos principais sorogrupos de N. meningitidis no mundo e dos
surtos causados pelo sorogrupo B por sorotipos (adaptado de Stephens et al., 2007).

A incidéncia do sorogrupo Y vem apresentando aumento significativo em
alguns paises, como em Israel, Suécia, Estados Unidos e, recentemente, Colémbia
(Rosenstein et al., 1999). De 1996 a 1998, um tergo dos casos de doenga
meningococica nos Estados Unidos foi causado pelo sorogrupo Y (ET-508)
(Connolly e Noah, 1999; Rosenstein et al., 1999). Na Colédmbia, se observou um
aumento inesperado do sorogrupo Y a partir de 2003 e em 2006 este sorogrupo foi
responsavel por 50% dos casos diagnosticados (Ines Agudelo et al., 2008). O
sorogrupo Wi35 era uma causa rara de doenga meningococica até o ano de 2000,
quando foi descrito o primeiro surto causado por esse sorogrupo em peregrinos para
Meca durante o Hajj (peregrinacado islamica anual) e em seus contactantes em
diferentes paises de origem (Popovic et al., 2000).

A doenga meningocécica tem distribuicdo global através de casos

esporadicos, surtos ocasionais e epidemias em localidades, paises ou continentes
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(Caugant, 1998). Estima-se a ocorréncia de pelo menos 500 mil casos novos anuais
de doenga meningocécica no mundo, com 50.000 6bitos. A Africa é a regido com
maior numero de casos de doenga meningocdcica no mundo, principalmente na
regido semi-arida subsaariana, conhecida como “cinturdo da meningite”, que se
estende do Senegal até a Etidpia, afetando cerca de 15 paises (Figura 3). Esta
designagao — “cinturdo da meningite” — foi proposta, em 1963, por Lapeyssonnie
durante uma missdo da OMS na Africa. Nesta regido, a doenca meningocdcica
representa uma ameaca ha, pelo menos, 100 anos, com epidemias recorrentes a
cada 8 a 12 anos, especialmente na estacdo seca quando a umidade do ar é muito
baixa e a concentracdo de particulas de poeira € muito alta (Michele et al., 2006).
Freqlentemente, resulta em uma taxa de ataque 500 a 1000 vezes maior do que a
da populacdo de um pais do hemisfério norte ocidental. Alternativamente, em
algumas partes do mundo, por razdes que nao sdo bem esclarecidas, a doenca
meningococica tem uma taxa de incidéncia persistentemente baixa (México, parte da
Asia e da Africa, areas da América Central e do Sul) com poucos ou nenhum surtos

relatados (Stephens, 2007).
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Figura 3 Paises que constituem o Cinturdo da Meningite na Africa (disponivel em: www.cdc.gov)

No Brasil, relatos sugestivos da ocorréncia de casos de doenca
meningococica datam do século XIX. Em 1842, um surto da doenca teria ocorrido
entre militares sediados na Praia Vermelha, na cidade do Rio de Janeiro (Almeida,
1921). Entretanto, os registros oficiais da doenga no pais se iniciam no século XX.
Na primeira década daquele século, a doenga meningocdcica era diagnosticada

esporadicamente, ocorrendo somente na forma de casos importados. Os primeiros
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casos confirmados laboratorialmente foram descritos em 1902 na cidade do Rio de
Janeiro (Vieira, 1916) e em 1906 na cidade de Sao Paulo (Junqueira, 1914). Esta
doencga passou a ser descrita como autéctone pela primeira vez em 1916 (Vieira,
1916).

O relato da primeira epidemia de doenga meningocécica no Brasil data de
1920, cujo estudo foi apresentado por Renzo, descrevendo, através de notas e
observacgodes, a epidemia que ocorreu no Rio de Janeiro (Renzo, 1921). Entre 1921 e
1923 a incidéncia da doencga na cidade de S&o Paulo ultrapassou 10 casos por
100.000 habitantes, porém, equivocadamente, ndo foi oficialmente caracterizada
como uma epidemia (Assumpgao, 1929). A segunda onda epidémica descrita no
Brasil, entre 1947 e 1948, foi observada na regido mogiana de Sao Paulo,
envolvendo varias cidades vizinhas (Gomes, 1950). Note-se, porém, que outras
situagdes epidémicas devem ter ocorrido sem que seu registro tenha sido publicado.

A doenga meningocdcica ficou sem a devida atengao das autoridades até a
década de 70, o que sempre foi um descaso fora da Regidao Sudeste, quando uma
epidemia de grandes propor¢des causada pelo sorogrupo C (C:2a:P1.5, 1.2),
seguida pelo sorogrupo A (A:4:P1.9), afetou todas as Regides do Brasil, chegando a
atingir taxas de incidéncia de até 170 casos por 100.000 habitantes/ano em
determinadas cidades, como em S&o Paulo (Guibourdenche e Riou, 1996; de Lemos
et al., 2007). Com este acontecimento, em 1975, o Ministério da Saude iniciou a
organizagdo do sistema nacional de vigilancia epidemiolégica das meningites e
implementou uma campanha de vacinagdo contra os sorogrupos A e C (Doenca
meningococica no estado da Guanabara, 1974; Meningites no Brasil em 1976,
1977). No Rio de Janeiro o laboratério passou novamente a ter um papel na

identificacdo de patégenos meningeos em 23 de setembro de 1974 (Doenca
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meningococica no estado da Guanabara, 1974), uma atividade que foi interrompida
em algum momento por volta da metade do século passado.

A partir de 1985, houve uma importante mudanca no comportamento
epidemioldgico da doenga meningocdocica no Brasil, com o desaparecimento do
sorogrupo A, um declinio marcante do sorogrupo C, acompanhado pela emergéncia
do sorogrupo B, inicialmente caracterizado como B:4:nt (Grafico 5) (Lemos et al.,
2006) . Este padrao seguiu a tendéncia observada, desde o final da década de 1970,

na Europa, América, Caribe, Sul da Africa, Oceania e Japao.
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Gréfico 5 Série histdrica da distribuigdo dos diferentes sorogrupos de N. meningitidis no Estado
do Rio de Janeiro.

Em 1990, a taxa de incidéncia da doenga meningocdcica no Rio de Janeiro
chegou a 7,3 casos por 100.000 habitantes, com o predominio do sorogrupo B,

sorotipo 4 (82%) e subtipos P1.15 (45%) ou nt (55%), o que levou a implementacao
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de uma campanha de vacinagdo em massa, utilizando a vacina antimeningocadcica
subcapsular B+C (VaMengoc B+C®) produzida em Cuba (Grafico 6). A populacdo
alvo desta campanha foram criangas de 6 meses a 9 anos de idade (Noronha et al.,
1995). Todavia, o impacto desta intervengao nos anos seguintes nao foi significativo

na redugao da incidéncia da doenga causada pelo sorogrupo B.

DOENCA MENINGOCOCICA NA CIDADE DO RIO DE JANEIRO
Rio de Janeiro, 1974 a 2006
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Grafico 6 Série histérica da incidéncia anual de doenga meningocécica na cidade do Rio de
Janeiro e das campanhas de vacinagao implementadas pelo Ministério da Saude.

A despeito daquela campanha de vacinagdo em 1990, a partir de 1993
observa-se um aumento do numero de casos de doenca por N. meningitidis
sorogrupo C, resultando em uma epidemia no ano seguinte. A campanha de
vacinagdo com a VaMengoc B+C® foi estendida para todas as criangas até 13 anos
de idade. Entretanto esta estratégia ndo levou em consideragao a alteragcao do perfil
da populacgao atingida, com um reconhecido aumento da incidéncia em faixas etarias

mais elevadas. Em 1995, a epidemia atinge o seu maximo, com incidéncia de >10
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por 100.000 habitantes. O sorogrupo C representava 57% dos isolados,
caracterizados principalmente como sorotipos 2b (65%) ou 2a (21%); das cepas
C:2b, 93% eram ndo subtipadas (nt) (Barroso, 1998). Naquele ano, uma nova
campanha com a vacina polissacaridica A + C foi implementada para a populagao
na faixa etaria de 14 a 30 anos, com um impacto significativo na redu¢ado do numero
de casos na comunidade (Grafico 6). A partir de 2003, observa-se um novo aumento
do numero de casos pelo sorogrupo C, concomitante a um aumento do sorogrupo
W35 em isolados clinicos, que até entdo era uma causa rara de doenca
meningocadcica no Brasil (Barroso e Rebelo, 2007). No periodo entre 1998 e 2002 o
sorogrupo Wi35 foi responsavel por 0,3% dos casos confirmados, enquanto que de
2003 a 2005 representou 11%. As bactérias isoladas expressam o mesmo fendétipo
do clone associado aos surtos relacionados ao Hajj, identificado como W135:2a:P1.5,
1.2 - ST 11.

Nas ultimas décadas, a utilizagao da tipagem genética, como eletroforese de
multilocus enzimatico (traducdo do inglés de multilocus enzyme electrophoresis -
MLEE) e tipagem por sequenciamento de multilocus (tradugcdo do inglés de
multilocus sequence typing - MLST), tem contribuido muito para a identificacdo da
expansao de clones patogénicos e para o entendimento da dindmica de transmisséo
de N. meningitidis (Caugant et al., 1986; Caugant et al., 1988; Achtman, 1994;
Caugant et al., 1994; Raymond et al., 1997; Swartley et al., 1997; Andersen et al.,
1998; Jones et al., 1998; Maiden et al., 1998). Estudos epidemiolégicos, baseados
em métodos moleculares, revelam um panorama complexo de disseminagao de N.
meningitidis, onde uns poucos clones patogénicos sdo responsaveis por surtos e
epidemias em todas as partes do mundo (Caugant, 1998).

O multilocus enzimatico identifica a ocorréncia de variagdes alélicas em
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genes essenciais (housekeeping), através da observacdo de diferentes padrdes
eletroforéticos de enzimas codificadas por 10 ou 13 genes selecionados. Os perfis
alélicos, designados de tipos eletroforéticos (tradugdo do inglés de eletrophoretic
types - ET), correspondem ao multilocus genético das enzimas dos
microorganismos. O multilocus sequenciado identifica variagdes nas seqiéncias das
regides internas dos genes codificadores das isoenzimas, através da pesquisa de
apenas 7 genes daqueles selecionados para o MLEE. Os perfis sdo definidos como
tipos sequenciados (tradugao do inglés de sequence types - ST).

Através da utilizagcdo da técnica do multilocus enzimatico ou do multilocus
sequenciado, observou-se que apesar de varios tipos genéticos descritos, menos de
10 complexos clonais englobam os principais tipos atualmente responsaveis pela
maioria dos casos de doengca meningocdcica invasiva no mundo (Tabela 1)
(Caugant, 1998). Alguns clones sao altamente patogénicos, devido a alta
probabilidade da colonizagdo da nasofaringe resultar em doencga, principalmente
quando sdo introduzidos pela primeira vez em uma populagdo. As cepas do
complexo clonal ST-11, por exemplo, que geralmente expressam capsulas do
sorogrupos B, C ou W135, podem causar doenga invasiva na propor¢ao de um caso

para cada 20 a 400 infec¢cbes (Raymond et al., 1997).
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Tabela 1 Descricdo dos principais complexos clonais relacionados a doencga

meningocadcica invasiva e distribuicdo geografica

1 2 < DISTRIBUICAO
MLEE —ET- MLST - ST FENOTIPO GEOGRAFICA
Subgrupo | ST-1 Sorogrupo A Global — Pandémico
4,21:P1.10 -P1.20,9-P1.7,10
Subgrupo V ST-4 Sorogrupo A China — Epidémico
4,21:P1.10 -P1.20,9 - P1.7,10
Subgrupo I ST-5 Sorogrupo A Global — Pandémico
4,21:P1.10 -P1.20,9-P1.7,10
ET-37 ST11 Sorogrupo C (B) - W135, Y Global — Epidémico
2a:P1.52-P1.5-P1.2
Cluster A4 ST-8 Sorogrupo C (B) Continente Americano, Europa,
2b:P1.2-P1.3-P1.10 Africa do Sul — Epidémico
ET-5 ST32 Sorogrupo B - C Global — Hiperendémico
4:P1.15-P1.7; 15:P1.16 - P1.3
Linhagem Il ST-41 e 44 Sorogrupo B - C Europa, Nova Zeldndia -
4:P1.4 Hiperendémico

‘complexo, subgrupo, cluster, ou linhagem. “complexo. ( ) = sorogrupo originalmente associado ao

clone.

No Rio de Janeiro, entre 2001 e 2006, o percentual de casos confirmados de
doenga meningocdcica encontra-se extremamente reduzido, em meédia de 28%, o
que tem afetado em muito a vigilancia epidemiolégica e o entendimento da dinédmica
da disseminagao da doencga (Grafico 5). No mesmo periodo foram notificados 1340
casos de meningite bacteriana inespecifica (G00.9, ISCD-10), i.e., casos de
meningite piogénica sem um exantema sugestivo. Cerca de 40% ou mais dos
pacientes com doenga meningocdcica desenvolvem meningite sem a presenca de
manifestagdes cutaneas. Assim, quando ndo ha confirmacdo laboratorial do agente
etiologico, esses casos s&o notificados como meningite bacteriana inespecifica, de
modo que ndo sado incluidos como casos suspeitos de doenga meningocdcica e

nenhuma agao € adotada. Recentemente, Tuyama e cols. (2008) demonstraram que
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a principal etiologia bacteriana desses casos de meningite (G00.9, ISCD-10) é N.
meningitidis. O ndo reconhecimento desta categoria na classificagcdo da doenca
meningocadcica introduz erros nas estatisticas oficiais, subestimando a incidéncia na
populacdo e superestimando o percentual de formas purpuricas. Neste contexto, a
fonte de informagado da doenga meningocdcica para a tendéncia de longo prazo fica
fortemente prejudicada, assim como a construgdo do diagrama de controle,
resultando em falhas na adocdo das medidas de prevencdo em contactantes

préximos e na populagédo em geral.

2.2.2 Fisiopatogenia

O desenvolvimento de infecg&o invasiva por N. meningitidis, uma bactéria de
transmissao respiratéria, tem inicio com a colonizagcdo da nasofaringe, seguida pela
invasdo da corrente sanguinea de um hospedeiro susceptivel. Estruturas da
superficie bacteriana sao fundamentais para a aderéncia as células epiteliais nao
ciliadas da nasofaringe, evasdo dos mecanismos de defesa local e subsequente
estabelecimento da colonizacdo. Essas estruturas ou adesinas nao somente
permitem a colonizacdo da mucosa humana, mas, também, estimulam uma
sequéncia de sinais em células fagociticas (Figura 4). A ativagdo desse caminho é
essencial para a penetracdo na célula e a acomodacéo intracelular, assim como a
indugado de liberagdo precoce de citocinas (Stephens e Farley, 1991; Meyer et al.,

1994; Meyer, 1999; van Deuren et al., 2000).
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Figura4  Esquema da fisiopatogenia da doengca meningocdcica invasiva (adaptado de Rosentein
etal., 2001).

Pelo menos quatro condigbes sdo essenciais para o desenvolvimento da
doenga meningocdcica invasiva: (i) exposicdo a uma cepa patogénica, (ii)
colonizagdao da nasofaringe, (iii) invasao através da mucosa, (iv) sobrevivéncia e
multiplicagdo na corrente sanguinea. Estes processos sao influenciados por

caracteristicas bacterianas especificas, condicbes climaticas, contextos sociais,
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infeccao viral das vias respiratorias recente e condigdo imunolégica do paciente. Os
estudos sobre o estado de portador contribuem de forma significativa para o
entendimento da histéria natural e da fisiopatogenia da doenca. Quando a
colonizagao inicial da nasofaringe esta estabelecida, em geral, ndo ha progressao
para doenca, mesmo em condigcdes epidémicas. A capacidade de causar doenca
invasiva ndo é igual para todos os sorogrupos ou cepas de meningococo.
Sorogrupos A, B, C, Wy35 € Y sdo os mais invasivos, em comparagdo com 0sS
demais; as bactérias ndo capsuladas séo, em geral, avirulentas. A aquisicdo de uma
bactéria patogénica depende do contato intimo e prolongado entre um individuo
colonizado e um susceptivel. N. meningitidis é transmitido de uma pessoa para outra
através do contato direto com secre¢bes da nasofaringe ou por goticulas. A doenca
meningocdcica, em geral, ocorre do 12 ao 142 dia apds a aquisicdo de uma cepa
patogénica (Tzeng e Stephens, 2000).

N. meningitidis possuem importantes adesinas na superficie externa da
célula bacteriana, denominadas de fimbrias ou pili. As fimbrias sdo reconhecidas
como o componente provavel mais importante da etapa inicial de adesao as células
da nasofaringe (Corbett et al., 2004). Essas estruturas sdo apéndices filamentosos
compostos por material protéico, que se estendem por distdncias variaveis da
superficie bacteriana. Cada fimbria individual ou pilus € formada por
aproximadamente 10.000 subunidades protéicas repetidas. A exposicdo maxima
desta estrutura aparece na auséncia da capsula. A presenca de fimbrias € um fator
importante para a colonizagdo da superficie mucosa do hospedeiro e para alguns

estagios da infecgéo invasiva pelo meningococo (Figura 5).



34

— Fimbria do
Tipe IV

A
M %
"‘ e — LOS
=
T
L

_Dp.a

Figura 5 Representacdo esquematica das proteinas de adesdo do meningococo (adaptado de
Corbett et al., 2004). LOS: lipooligossacarideo; Opa e Opc: proteinas associativas de opacidade.

As fimbrias podem sofrer variacbes antigénicas e de fase, que se
correlacionam com a localizacdo da bactéria no hospedeiro. A capacidade em
produzir uma fase sem fimbrias (variagdo de fase) permite o deslocamento de uma
superficie para outra, durante a invasido do hospedeiro, e € explorado pelas
neissérias patogénicas. A reversao para uma fase com fimbrias pode permitir a
adesao ao alcangar o novo local de infecgdo, primariamente as meninges e o
endotélio dos vasos da pele. As variagdes antigénicas, modificando a sequéncia de
aminoacidos das subunidades, podem auxiliar a bactéria no processo de invasao de
diferentes tecidos durante o curso de uma infecgdo. Essas mudancgas constantes na
expressao dos antigenos das fimbrias criam uma sucessao de estimulos antigénicos
diferentes e assim evitam o sistema imune do hospedeiro (de Vries et al., 1996;
Meyer, 1999).

Apods alcangcarem a mucosa do trato respiratdrio superior, N. meningitidis
aderem as células epiteliais ndo ciliadas da nasofaringe através da interacédo entre

as fimbrias, principalmente as do tipo IV, e receptores especificos destas células
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(adesao), i.e., a proteina cofatora de membrana ou CD46, com isto pavimentam a
superficie da mucosa (pavimentagéo), o que permite a multiplicagéo e a formagao de
micro-coldnias (colonizagédo). Nesse ponto, ocorre a secregao de IgA1 protease pela
bactéria, a qual cliva a IgA1 presente na superficie da mucosa respiratéria,
contornando um dos primeiros mecanismos de defesa do hospedeiro, de modo que
facilita o processo de adeséao (Parsons et al., 2004).

Apesar dos meningococos capsulados aderirem, principalmente, por meio da
fimbria de tipo IV, algumas amostras isoladas da nasofaringe ndo possuem capsula
e fimbria como resultado da variacdo de fase, um indicativo da presenca de
adesinas alternativas. Nestas circunstancias, a adesao é estabelecida por proteinas
de classe 5 (mecanismo secundario), ou seja, as proteinas associativas de
opacidade — Opa e Opc (traducgéo do inglés de opacity proteins - Op) (Figura 5). As
proteinas Opa se ligam aos receptores de antigeno carcinoembriogénico (CD66),
que sao expressos em virtualmente todas as células humanas, com exceg¢ao dos
eritrocitos. A interagdo com esses receptores nos fagoécitos e nas células endoteliais
media a fagocitose e a produgdo de citocinas. As proteinas Opc se ligam aos
receptores proteoglicanos de heparam sulfato, o que estimula a endocitose do
meningococo pelas células epiteliais e a sua passagem transversal transcelular
(Corbett et al., 2004). Deste modo, as bactérias sdo fagocitadas pelas células
epiteliais ndo ciliadas e podem atravessar o epitélio mucoso no interior de vacuolos
fagociticos em diregcdo a membrana basal (Stephens et al., 1983). A partir de entédo o
patdgeno estimula uma resposta imune protetora ou se dissemina e produz doenga.
A disseminacao pela corrente sanglinea ocorre a partir da invasédo de pequenos
vasos subepiteliais, que representa uma etapa precoce e critica na patogénese da

infeccdo meningocdcica (Meyer, 1999).
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N. meningitidis ndo produz exotoxinas, portanto a aptiddo de sua
persisténcia no organismo humano depende da capacidade de variagdo de suas
estruturas de superficie (variagcdo de fase). A bactéria usa esta propriedade,
principalmente, para evadir-se do sistema imune, entretanto, a variacdo pode
também influenciar na interacido com as células do hospedeiro. Como consequéncia,
0 microrganismo pode interagir com as células epiteliais ou fagociticas, fixar-se as
células (aderéncia), invadi-las (invasao celular), ou permanecer protegido por uma
cobertura (capsula ou LOS contendo acido sialico) dentro da corrente sanglinea
(resisténcia sérica) (Meyer et al., 1994; de Vries et al., 1996). A invaséo da corrente
sanguinea por N. meningitidis pode resultar em bacteremia transitéria, com cura
espontanea, ou em progressao para doencga invasiva (Figura 6). Na maioria dos
casos ha o desenvolvimento de septicemia antes da implantacdo da bactéria no
SNC, a localizagao preferencial durante o curso da disseminagao hematogénica, o
que pode resultar em septicemia associada ou nao a meningite.

Normalmente a bactéria é rapidamente destruida na presenca de anticorpos
especificos e do complemento. Entretanto, N. meningitidis pode sobreviver e se
multiplicar na corrente sanglinea devido a presenca de fatores de viruléncia ou a
incompletude do sistema de defesa do hospedeiro. Apds a invasdo da corrente
sanguinea, ocorre a ativagdo de trés sistemas principais: sistema de complemento,
cascata de coagulacaoffibrindlise, liberagcdo de citocinas (Emonts et al., 2003). A
resposta inflamatéria sistémica em pacientes com doenga meningocécica tem como
objetivo a neutralizagdo do microorganismo e de seus produtos téxicos, mas a
resposta pode ser exacerbada e contribuir para lesdo tecidual grave no hospedeiro

(de Kleijn et al., 1998).
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Figura 6 Diagrama do espectro clinico da infecgdo por N. meningitidis.

O fator de viruléncia mais importante para a sobrevivéncia de N. meningitidis
na circulagdo sanguinea é a presenga da capsula polissacaridica, que protege o
microorganismo contra lise mediada por complemento e contra fagocitose pelos
neutréfilos, células de Kupffer e macrofagos esplénicos (Klein et al., 1996). Essa
estrutura esta presente nos principais patégenos causadores de meningite precedida
por bacteremia. A expressdo da capsula pode variar in vivo e cepas de N.
meningitidis idénticas, definidas por tipagem genética, podem expressar diferentes
polissacarideos capsulares, em diferentes quantidades, ou nao expressa-los

(Swartley et al., 1997; Dolan-Livengood et al., 2003). Ha varios mecanismos de
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defesa contrarios a atividade antifagocitica da capsula bacteriana. Os mais eficientes
sdo os anticorpos anticapsulares (opsoninas), os quais facilitam a opsonizagao e
assegura a fagocitose pelos leucdcitos polimorfonucleares e macrofagos (Virji, 1996;
Meyer, 1999).

Além disto, os membros patogénicos do género Neisseria desenvolveram
um importante mecanismo adaptativo de aquisicdo de ferro, através de proteinas
reguladoras ou captadoras (tradugdo do inglés de ferric iron-binding protein - FPB),
que sao expressas em condicdes onde a presenca deste elemento é escassa, como
ocorre no organismo humano, no qual virtualmente todo o ferro extracelular esta
ligado as proteinas (glicoproteinas quelantes). Elas consistem em duas proteinas:
FbpA, que é um integrante das proteinas da membrana externa, e FbpB, que é
provavelmente exposta na superficie e fixada a membrana apenas com um lipideo.
Assim a presenca deste complexo protéico, parece ter importancia para a invasao
do organismo humano e o desenvolvimento de doenga. O ferro € um elemento
fundamental para o desenvolvimento bacteriano, porém o mecanismo pelo qual é
captado nao esta totalmente elucidado. Admite-se que as proteinas funcionam como
receptores que se ligam as moléculas de transferrina para utilizarem o ferro que elas
contém, dando a idéia de uma armadilha. A aquisi¢cao de ferro de outras fontes
(lactoferrina ou heme) parece ser menos importante (Virji, 1996; Meyer, 1999). As
proteinas fixadoras de ferro sdo apontadas como um importante fator de
patogenicidade, além de induzirem a formagéao de anticorpos (Duerden, 1988).

Os lipooligossacarideos, presentes na membrana bacteriana (integra ou
ndo) e nas vesiculas de membrana externa liberadas pelo meningococo
(endotoxinas) durante a sua multiplicagao na corrente sanguinea, também tém papel

importante na fisiopatogenia da doenga. As endotoxinas, e provavelmente outros
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componentes, estimulam a produgcdo de citocinas e a via alternativa do
complemento. A capacidade do individuo de produzir citocinas induzida por
endotoxinas é determinada geneticamente. Choque e altas concentragdes de
citocinas sao encontrados particularmente em pacientes com baixos titulos de
anticorpos e altas concentragbdes de antigeno capsulares ou endotoxinas, reforgcando
a importancia da multiplicacdo da bactéria na corrente sanguinea como fator de mau
prognéstico (Brandtzaeg et al., 1989; van Deuren et al., 1995).

O desenvolvimento de purpura € uma das caracteristicas mais marcantes da
doenga meningocdcica (Foto 1). Essa manifestacdo decorre da elaboragdo de
endotoxina, a qual desencadeia uma série de disturbios no balanco das atividades
anti e pré-coagulantes das células endoteliais. O achado histopatolégico mais
caracteristico € a trombose dos vasos da derme e a necrose hemorragica
secundaria. Essas caracteristicas sao idénticas as da reagao de Schwartzman, cuja
patogénese € comum (Good e Thomas, 1952). A endotoxina de N. meningitidis € 5 a
10 vezes mais eficaz em desencadear a reacdo de Schwartzman do que a de outra
bactéria Gram negativa. Ademais, os niveis de endotoxina no plasma de pacientes
com septicemia meningococica estdo entre os mais elevados até agora
documentados, talvez justificando, pelo menos em parte, a alta incidéncia de
purpura em pacientes com meningococcemia comparada com a septicemia por
outros microrganismos (Toews e Bass, 1974; Darmstadt, 1998). Purpura fulminans
infecciosa ocorre apenas raramente no curso de infeccdo por outros
microrganismos, mesmo na presenga de septicemia com coagulagao intravascular

disseminada.
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Foto 1 Exantema hemorragico em paciente com meningococcemia (ilus

O choque, um sinal presente nos casos mais graves, em geral
acompanhados de exantema hemorragico, €& causado por alteragdo da
permeabilidade capilar, diminuicdo da resisténcia vascular periférica, microtrombose
vascular e disfungcdo miocardica. A endotoxina tem um papel central no
desencadeamento destas alteragdes (Caputo et al., 1992), e a gravidade do choque
se correlaciona com o grau de endotoxemia (Brandtzaeg et al., 1989; van Deuren et
al., 1995). A chance de sobrevivéncia de um paciente com choque é de 75% quando
na admisséo a concentragao sérica de endotoxina esta na faixa de 10 a 50 unidades
de endotoxina por ml (UE/ml), enquanto que esta chance cai para 15% para aqueles
com concentracdes entre 50 e 250 UE/ml, e nenhuma chance para aqueles com
concentragdes acima de 250 UE/ml (Stephens et al., 2007). Os niveis de endotoxina
plasmatica tendem a cair progressivamente apos a primeira dose de antibiotico, com
uma reducao de 50% dentro de 2 horas, assim como a concentragcao sérica das
citocinas. Ja o sistema de complemento se mantém ativado por um periodo de 12 a
24 horas (Berkowitz et al., 1983).

Para que haja o desenvolvimento de meningite a bactéria precisa atravessar

a barreira hematoencefalica, que tem a funcdo de manter a hemostasia do SNC. A
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invasdao das meninges ocorre como consequéncia da invasao primaria da corrente
sanguinea. Os mecanismos relacionados ao tropismo do meningococo pelas
meninges e a sua passagem pela barreira hematoencefalica nao estdo plenamente
estabelecidos. Admite-se que N. meningitidis atravessa o endotélio da barreira
hematoencefalica, provavelmente, através do plexo cordide do ventriculo lateral,
para alcancar o espaco subaracnodideo. Para atravessar esta barreira protetora do
cérebro, os patdgenos extracelulares devem cruzar a monocamada da jungao das
células epiteliais ou endoteliais. O numero limitado de patégenos capazes de invadir
as meninges sugere a necessidade de atributos especificos. Para N. meningitidis a
fimbria tipo IV foi identificada como um fator essencial para a invasao das meninges,
entretanto outros fatores ainda ndo conhecidos também devem ser importantes.

No espaco subaracnodideo, onde os principais mecanismos de defesa
humorais e celulares estdo ausentes, a bactéria pode se multiplicar livremente no
LCE. A liberagdo de endotoxina deflagra uma ativagdo compartimentalizada
(confinada ao espago subaracndéideo) de citocinas pré-inflamatérias (fator de
necrose tumoral - TNF, IL-1, IL-6, IL-8, éxido nitrico, fator estimulante de colbnias de
mondcitos e fator ativador de plaquetas) e antiinflamatérias (IL-1Ra, IL-10, IL-2,
TNFsR-p55, TNFsR-p75 e IL-1Rs tipo Il). O TNF e a IL-1 aumentam a
permeabilidade da barreira hematoencefalica e promovem o fluxo de neutréfilos
através desta, acarretando um quadro de meningite supurativa, tipico das etiologias
bacterianas. A liberacdo dos produtos dos neutrdéfilos contribui para o agravamento
da leséo tecidual (van Deuren et al., 2000)

A primeira linha de defesa do organismo contra a infecgdo por N.
meningitidis € a mucosa do trato respiratorio superior. Fatores que interferem com a

integridade da mucosa, como infec¢ao viral, tabagismo e baixa umidade do ar,
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predispdem a doenga meningocdcica (Verheul et al., 1993). Apds a invasao por N.
meningitidis, a defesa do hospedeiro é determinada pela resposta humoral e celular
do sistema imune inato e adaptativo. Anticorpos especificos conferem protegcao
completa, porém a defesa inicial em individuos susceptiveis €& dependente
primariamente de elementos da resposta imunoldgica inata. A base fundamental da
defesa inata precoce € a bacteridlise mediada por complemento e a
opsonofagocitose. A ativagdo do sistema de complemento, inicialmente, em
individuos sem anticorpos especificos contra a bactéria invasiva, ocorre através da
via lecitina fixadora de manose (tradugao do inglés de mannose-biding lectin - MBL)
e da via alternativa, que independem da presenca de anticorpos especificos. A MBL
€ uma proteina sérica sintetizada no figado, que tem uma importante fungdo na
imunidade inata do hospedeiro, pela sua ligagcédo a residuos de manose (ou a outros
carboidratos) e a lipopolissacarideos presentes nos microorganismos (Kuipers et al.,
2003; Turner, 2003). Podem ainda intermediar a fagocitose por macrofagos, ao ligar-
se aos lipopolissacarideos da membrana celular da bactéria (Fraser et al., 1998;
Kuipers et al.,, 2003). A ativagdo do complemento contribui para a fagocitose da
bactéria e induz a resposta inflamatéria pela via C3a e C5a.

Variagbes genéticas do hospedeiro que resultam em alteragbes dos
componentes do sistema de complemento, da cascata de coagulagao/fibrindlise e da
resposta inflamatdria mediada por citocinas podem afetar a susceptibilidade, a
gravidade e o progndstico da doenga meningocdcica (Emonts et al., 2003). Alguns
polimorfismos genéticos que resultam em redugdo sérica da MLB predispdem a
doenga meningocdcica invasiva, assim como outras infec¢gdes bacterianas (Bax et
al., 1999; Hibberd et al., 1999). Defeitos da via alternativa do sistema de

complemento, como a deficiéncia de properdina, além de aumentarem a



43

susceptibilidade do individuo a doenga invasiva, podem desencadear doenca
fulminante (Sjoholm et al., 1988; Fijen et al., 1995). A deficiéncia em um dos
componentes terminais do complemento aumenta, de forma unica, em até 6000
vezes, a chance de doenga meningococica recorrente, inclusive por sorogrupos
infreqientes (Ross e Densen, 1984; Fijen et al., 1989; Fijen et al., 1994). A
deficiéncia de proteina C, uma proteina envolvida nos sistemas de coagulagao,
anticoagulacdo e fibrinolitico, esta implicada na coagulagdo intravascular
disseminada extensa e necrose dos tecidos, o que pode aumentar a chance de uma
evolucgdao fatal ou mutilagées (Fijen et al., 1995).

A relevancia das deficiéncias da imunidade celular ainda ndo & bem
estabelecida na susceptibilidade a doenga meningocécica. Nao existe nenhuma
correlagcdo definida entre fenétipo HLA (antigenos leucocitarios humanos) e uma
maior susceptibilidade a infecgéo invasiva por N. meningitidis (Kristiansen e Thorsby,
1980). Outro comprometimento da imunidade celular, a sindrome da
imunodeficiéncia humana adquirida ndo é reconhecida como fator de risco para a
doenga meningocdécica, embora alguns casos em pacientes infectados pelo virus da

imunodeficiéncia humana (HIV) ja tenham sido descritos (Stephens et al., 1995).

2.2.3 Diagnostico clinico

A doenga meningocdécica é uma das principais emergéncias medicas. O
reconhecimento precoce da doenga e o inicio imediato do tratamento &
absolutamente essencial para o sucesso terapéutico, com reconhecida reduc¢ao da
letalidade, principalmente nos pacientes com manifestacbes cutaneas (Toews e

Bass, 1974; Cartwright et al., 1992; Hart e Rogers, 1993). O diagndstico inicial de
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doenga meningocdécica é fundamentalmente clinico, sendo o exantema e/ou o
enantema hemorragico os principais indicativos de uma etiologia meningocécica. O
diagndstico na fase precoce da doenga pode ser bastante dificil, e em geral, requer
um alto grau de suspeigao pelo médico. A dificuldade inicial se deve, em parte, ao
fato de que as manifestagdes classicas (exantema hemorragico, sinais de irritagéo
meningea e diminuicdo do nivel de consciéncia) podem nao estar presentes na
primeira avaliagdo médica, as quais se desenvolvem algumas horas (6-12 horas)
apo6s o inicio dos sintomas (Thompson et al., 2006). O diagnéstico clinico precoce
das doencas febris agudas é sempre um desafio, mesmo em locais com recursos
adequados, pois inicialmente as manifestacbes sdo comuns a varias doencas,
independente da gravidade. Neste contexto, a elaboragdo das hipoteses
diagndsticas depende da identificacdo de “elementos de convicgado” - expressao
cunhada pelo Professor Fernando Martins, que na maioria das vezes podem ser
obtidos através da anamnese e do exame fisico minucioso. A descricdo clinica das
doengas, conforme documentado nos livros técnicos, em geral resumem o0s
principais sinais e sintomas que podem ocorrer durante a evolugdo, mas que nao
necessariamente vao estar presentes em todas as pessoas acometidas.

Em todo quadro febril agudo, o imprescindivel é reconhecer os casos graves
ou potencialmente graves, as doengas com tratamento especifico e/ou com risco de
transmissao para outros individuos. Mesmo que sinais de gravidade n&o estejam
presentes na avaliagdo inicial, o paciente deve ser orientado a retornar para
reavaliacdo médica caso apresente piora ou persisténcia do quadro. Portanto, para
nao incorrer em erros graves, € fundamental que o atendimento do paciente com
febre seja sistematizado, visando a coleta da histéria clinica e epidemiolégica de

forma objetiva. O exame fisico deve ser direcionado para a pesquisa de sinais de
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gravidade e para manifestacbes que possam contribuir para corroborar ou afastar as
principais hipoteses diagndsticas elaboradas a partir da histéria. A solicitagdo de
exames complementares deve ter um objetivo e ser capaz de resultar em uma
consequéncia.

A infeccdo por N. meningitidis produz uma grande variedade de
manifestacdes clinicas e frequentemente é precedida por um quadro de infecgao do
trato respiratorio superior (dor de garganta e coriza). A apresentagdao mais comum é
a meningite, geralmente acompanhada de septicemia (meningococcemia). A
distingdo entre a meningite e a meningococcemia é fundamental, pois a
fisiopatogenia e 0 manejo clinico sao distintos (Tarlow e Geddes, 1992). A meningite
meningococica € uma infecgdo do sistema nervoso central, com alteragdes
caracteristicas no LCE. Na meningite meningocécica isolada, as alteragdes
patogénicas estao restritas ao sistema nervoso central e a letalidade fica em torno
de 5% ou menos. Em cerca de 50-70%, a meningite meningococica esta associada
ao exantema hemorragico, o que indica a ocorréncia concomitante de septicemia
(Kirsch et al., 1996). As lesdes hemorragicas (purpura) sao classificadas em
petéquias (g < 3 mm) ou manchas equimaticas (g = 3mm). A meningococcemia, por
outro lado, é uma doenga sistémica grave, com alteragcbes patogénicas
disseminadas pelo organismo. A letalidade é de 15% ou mais, podendo chegar a
80% em pacientes com choque. De acordo com a evolugdo clinica, a
meningococcemia pode ser classificada em leve, grave ou cronica. Ao longo dos
anos, vem sendo observada uma tendéncia de aumento das formas septicémicas
isoladas. Pollard et al. (1999) mostraram que cerca de 7-10% dos casos se
apresentavam como meningococcemia, 40% como meningite associada a

meningococcemia e o restante como meningite. Ja em 2006, Kaplan et al.
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observaram que 27% da populagao incluida no seu estudo tinham meningococcemia
isolada.

Ocasionalmente, a doenca pode se manifestar como bacteremia oculta,
pneumonia primaria, faringite, conjuntivite, infeccdo do trato genital ou proctite
(Greenwood, 1991). N. meningitidis é responsavel por até 1 a 5% dos casos de
bacteremia oculta em criancas com febre alta, sem manifestacbes de toxemia
(Shapiro et al., 1986; Baraff e Lee, 1992). Apesar da recuperagao clinica sem terapia
antimicrobiana especifica ja ter sido documentada (Sullivan e LaScolea, 1987), o
risco de desenvolvimento de meningite em criangas com bacteremia oculta pode
chegar a até 58% (Baraff e Lee, 1992). Pneumonia por N. meningitidis ocorre em 5 a
15% dos pacientes com doenca meningocécica invasiva (Racoosin et al., 1998).

As manifestagdes classicas da doenga meningocdécica invasiva (exantema
hemorragico, sinais de irritagdo meningea e diminuicdo do nivel de consciéncia),
quando presentes, surgem em média 13 a 22 horas apo6s o inicio do quadro. No
estudo realizado por Thompson et al., 0 exantema hemorragico, a manifestagéao
classica mais frequente, foi descrito em apenas 42-70% dos casos e surgiu em
média 13 horas apds o inicio do quadro febril agudo. Sinais de irritagdo meningea
surgiram, em meédia, 15 horas apds o inicio das manifestagdes, e foram observados
com maior frequéncia em criangas acima de 5 anos (46-53%). Apenas 7-15% dos
pacientes tinham diminuicdo do nivel de consciéncia no momento da admissao
hospitalar (em média, 19 horas de evolugao).

O exantema hemorragico, frequentemente, surge nos tornozelos, nos
punhos e nas axilas, com posterior disseminacao para os membros, cabeca e tronco
(Boslego, 1992). Na admissao, pode haver apenas enantema, com a presenca de

petéquias nas conjuntivas ou palato. O numero de lesdes cutaneas pode aumentar
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dramaticamente em poucas horas e o exantema pode continuar progredindo até 24
horas apds o inicio da terapia antimicrobiana adequada, da mesma forma que as
lesdes iniciais podem aumentar de tamanho (Foto 1) (Salzman e Rubin, 1996). As
manchas equiméticas podem progredir a partir de pequenas maculas ou papulas
(Kingston e Mackey, 1986). Embora a purpura seja a apresentagao mais comum das
manifestacbes cuténeas, em até 13% o exantema pode ser macular ou maculo-

papular (Foto 2) (Kirsch et al., 1996; Riordan et al., 1996).

Ny W..:G’"

¥ : ..
Foto 2 Exantema maculo-papular em paciente com meningococcemia (ilustracdo da autora).

A apresentagéo clinica da meningite meningocécica — febre, cefaléia intensa,
vomitos, fotofobia e sinais de irritagdo meningea — € indistinguivel clinicamente de
outras causas de meningites bacterianas ou virais. Em uma série de casos de 696
pacientes com meningite bacteriana, descrita em 2004 por van de Beek, apenas
44% dos pacientes tinham a triade classica de febre, rigidez de nuca e diminuigao
do nivel de consciéncia. Entretanto, 95% dos pacientes apresentavam pelo menos
duas das quatro manifestagdes clinicas principais: rigidez de nuca, febre, cefaléia e
alteragcdo do nivel de consciéncia. Em outro estudo, envolvendo 493 casos de

meningite em adultos, a triade (febre, rigidez de nuca e diminuigdo do nivel de
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consciéncia) foi encontrada em apenas 2/3 dos pacientes, mas todos tinham pelo
menos uma das trés manifestagdes (Durand et al., 1993). Nos lactentes pode haver
apenas febre, abaulamento da fontanela, irritabilidade e recusa alimentar. Rigidez de
nuca é pouco observada nesta faixa etaria. Quando o quadro tem inicio marcado por
febre e convulsado pode, equivocadamente, ser associado a crise convulsiva febril e
retardar o diagnostico de meningite (Barroso et al., 1998). A rigidez de nuca é
causada pela irritagcdo meningea que provoca a resisténcia a flexdo passiva do
pescoco. Embora este achado clinico seja classico de meningite, esta presente em
apenas 30% dos casos (Ziai e Lewin, 2006). Os sinais de Kernig e Brudzinski
também sao caracteristicos de meningite, mas possuem uma sensibilidade ainda
menor (em torno de 5%), mesmo nos adultos (Thomas et al., 2002).

A septicemia meningocécica pode ser dividida em aguda — leve ou grave — e
cronica, tendo como base a evolugao clinica (Figura 6). A meningococcemia leve
apresenta lesbes cutaneas multiplas de vasculite, sem a presenga de colapso
cardiovascular (choque). A presenga de choque caracteriza a meningococcemia
grave e quando acompanhada por uma evolugdo de poucas horas (6h-12h) é
definida como fulminante, com a morte ocorrendo em torno de 12h apds o seu inicio,
muitas das vezes independente do tratamento. As manifestagdes clinicas mais
comuns da meningococcemia sao febre associada a exantema hemorragico,
irritabilidade, perda do apetite, astenia, mialgia, nauseas, vomitos e cefaléia. A febre,
em geral, é alta e tem inicio abrupto. A mialgia ocasionalmente € muito intensa e
pode ser um parametro diferencial importante. Sinais de gastroenterite ou faringite,
sem exudato, costumam preceder o quadro de meningococcemia. A piora clinica
pode ser muito rapida, em geral em poucas horas. O paciente informa, com

frequéncia, que nunca se sentiu tdo doente, e pode expressar sensagao de morte
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iminente. Em um estudo retrospectivo realizado por Thompson et al. (2006), dor em
membros inferiores, extremidades frias, sede (em criangas maiores) e pele
mosqueada (rendilhado violaceo) foram as manifestagdes clinicas mais precoces de
septicemia em pacientes com doenga meningocdcica. Estas alteragées geralmente
ocorrem nas primeiras 12 horas, em média de 8 horas, e podem ja estar presente na
primeira avaliacdo médica.

A meningococcemia pode progredir para o choque cardiovascular de forma
subita, mesmo apds o inicio do tratamento. O choque é multifatorial e resulta de
hipovolemia causada por aumento da permeabilidade capilar, disfuncdo miocardica,
alteragao do tonus vasomotor e disfungdo do metabolismo celular (Mercier et al.,
1988). O aumento da permeabilidade capilar promove a perda de agua e proteinas
plasmaticas para os espacos extravasculares. Da mesma forma, ocorre a perda de
proteinas pela urina, resultando em uma albuminuria equivalente aquela encontrada
na sindrome nefrética (Oragui et al.,, 2000). As manifestagdes clinicas do choque
surgem devido ao mecanismo compensatorio do organismo de tentar manter a
perfusao de 6rgaos vitais a expensas da perfusao periférica e de outros 6rgaos (nao
vitais). Na fase inicial do choque, processos compensatorios fisioldgicos (taquicardia,
diminuicdo da perfusdo renal e da pele) manttm o volume circulante e
consequentemente o débito cardiaco. Desta forma, a fungdo cerebral pode estar
mantida, apesar da hipotensao, o que pode levar ao médico a subestimar o grau de
colapso circulatério. As criangas sdo capazes de compensar a perda de até 40% do
volume circulatério sem desenvolver hipotensao; assim as criangcas podem ter
pressdo arterial normal até fases mais avangadas do choque (Pollard e Nadel,
2006). A taquipnéia reflete o desenvolvimento de hipdxia tecidual e acidose

metabdlica e, com a progresséo do choque, a hipdxia € agravada pela diminuigdo da
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perfusao pulmonar e do edema pulmonar.

Meningococcemia fulminante ou purpura fulminans, que ocorre em 5 a 10%
dos casos de doenga meningocécica, tem como caracteristica clinica principal o
choque séptico associado a disseminagao rapida das lesdes cutdneas hemorragicas
(Gold, 1987). E caracterizada pelo seu inicio abrupto, rapidamente progressivo, com
disseminagdo das hemorragias cutaneas, por todo o tegumento, associada a
necrose das extremidades — necrose distal simétrica (Foto 3) — devido a trombose
vascular e coagulopatia intravascular disseminada. Inicialmente, as lesdes cutaneas
podem apresentar aspecto maculo-papular, algumas vezes dolorosas.
Posteriormente, evoluem para petéquias e equimoses (Foto 1), estas ultimas com
limites irrequlares — geograficos —, com bordas bem delimitadas, com tendéncia a
coalescéncia, mesmo apos o inicio do tratamento. Necrose gangrenosa pode se
estender ao tecido subcutaneo e, ocasionalmente, acometer musculos e 0ssos. A

letalidade pode chegar a 80%.

4 L]
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Foto 3 Petéquias e manchas equiméticas multiplas em paciénte com purpura fulminans por N.

meningitidis do sorogrupo B. Presenca de necrose distal simétrica nos membros superiores
(ilustracao do Dr. David E. Barroso).
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Em geral, a procura da assisténcia médica e a suspeicdo diagnostica da
doenga meningocdcica pelo médico estdo temporalmente relacionadas com o
aparecimento do exantema hemorragico, que como ficou demonstrado no trabalho
do Thompson et al. surge, em média, 5 horas apds as primeiras manifestagdes de
septicemia e nem sempre estdo presentes. Certamente, ainda sdo necessarios
outros estudos para avaliagdo destas manifestagcdes iniciais (dor em membros
inferiores, extremidades frias e alteragdo da coloracéo da pele) em outras doencgas
febris agudas, mas este é o primeiro estudo voltado para identificacdo de sinais e
sintomas que antecedem as manifestagdes classicas, o que podera contribuir de
forma significativa para redugcao da letalidade, que vem se mantendo muito elevada
ao longo dos anos, apesar de toda evolugao no esclarecimento da fisiopatogenia da
doenca e no avango nas medidas terapéuticas.

Algumas escalas de progndstico para doenga meningocécica, baseadas em
critérios clinicos e laboratoriais, sao utilizadas para se tentar definir o grupo de
pacientes com maior risco de 6Obito. A escala mais utilizada é a de Glasgow para
septicemia meningococica (tradugdo do inglés de Glasgow Meningococcal
Septicaemia Prognostic Score - GMPS), que é simples de ser realizada, reprodutivel
e identifica rapidamente criangas com doenga meningocdcica fulminante (Sinclair et
al., 1987). A escala vai de zero a 15 pontos e inclui as seguintes variaveis: presenca
de hipotensao, diferenca entre temperatura axilar e retal > 3°C, déficit de base > 8
mmol/l, escala de coma (Simpson & Reilly) < 8 ou piora > 3 pontos em uma hora,
auséncia de sinais de irritacdo meningea, piora clinica nas ultimas horas (informagéao
obtida com os pais ou enfermeiros), exantema hemorragico difuso ou progressivo. A
meédia da pontuacgao dos sobreviventes € de 3 e dos que evoluem para o6bito € de 8.

Em um estudo realizado em S&o Paulo, a pontuagdo na escala de Glasgow > 8 foi



52

significativamente associada com 6ébito com um valor preditivo positivo de 70% e
especificidade de 92,5% (Silva et al., 2001).

A meningococcemia crénica € uma forma de apresentacdo da doenca
meningococica raramente diagnosticada nos dias de hoje. Comparando os relatos
da literatura do inicio do século XX com os atuais é possivel perceber uma redugao
da frequéncia das formas clinicas com evolucdo cronica, certamente em
consequéncia do advento da antibioticoterapia. A maioria dos casos relatados é em
adultos, apenas 10% em individuos com menos de 18 anos de idade. O quadro
clinico é caracterizado por febre recorrente, associada a artralgias migratérias, artrite
e exantema hemorragico. Em criangas, a meningococcemia crénica eventualmente
evolui com resolugao espontadnea sem tratamento especifico. Em criangas cerca de
10-15% dos casos apresentam complicagbes, enquanto que em adultos até 40%
evoluem com agravamento da meningococcemia, ou meningite, endocardite, nefrite,

epididimite e complica¢des oculares (Ploysangam e Sheth, 1996).

2.2.4 Diagnostico diferencial

A infeccdo invasiva por N. meningitidis resulta em meningite em cerca de
70% dos casos (Kaplan et al., 2006), com ou sem septicemia, o que torna
imprescindivel o diagnéstico diferencial com todas as etiologias de meningite aguda
e febres hemorragicas, particularmente aquelas que cursam com envolvimento do
SNC. Aproximadamente 50-70% dos casos de meningite meningocdcica
desenvolvem exantema hemorragico (Kirsch et al., 1996). A identificacdo do agente
etiologico da meningite e da septicemia com purpura € importante para a definicdo

da conduta terapéutica e essencial para adogao de medidas preventivas para os
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contactantes. Em todos os pacientes com febre e exantema hemorragico, deve ser
fortemente considerada a possibilidade de doenga meningocdcica, pelo seu alto
potencial de progressao rapida e fatal. Outras infecgdes podem causar estas
manifestagdes, inclusive doengas virais com diferentes graus de gravidade, porém
com uma evolugdo menos abrupta e o desenvolvimento de exantema hemorragico
mais tardio.

A maioria das criangas com febre e petéquias tem doencga viral, mas 2-15%
tém doenca meningocdcica (Van Nguyen et al., 1984; Baker et al., 1989; Mandl et
al., 1997). A presencga de petéquias exclusivamente acima da linha mamilar esta
fortemente relacionada a doenca viral. Pacientes com doencgas bacterianas invasivas
tém uma maior probabilidade de terem petéquias nos membros inferiores (Baker et
al., 1989). Em um estudo prospectivo realizado por Nielsen e cols. (2001), 15% dos
pacientes (faixa etaria de um més a 16 anos) com febre e exantema hemorragico
tinham doenca meningocécica, 2% outra doenga bacteriana invasiva, 7% infecgéo
por enterovirus e 4% por adenovirus. Cerca de 72% né&o tiveram o diagnostico
etioldgico estabelecido nesse estudo. Cinco variaveis clinicas foram relacionadas a
doenga meningocécica: (1) aspecto do exantema sugestivo (2) distribuicdo
disseminada das lesdes cutaneas; (3) didametro > 2 mm em pelo menos uma leséo
hemorragica; (4) estado geral comprometido (escala de observagao padronizada);
(5) rigidez de nuca. Na presenca de duas ou mais variaveis clinicas descritas acima,
a probabilidade de identificar um paciente com doenga meningocécica foi de 97% e
a taxa de falso positivo foi de 12% (Nielsen et al., 2001).

Purpura fulminans ocorre basicamente em trés situagdes clinicas: (i) periodo
neonatal como uma manifestagdo de homozigose da proteina C, ou raramente,

deficiéncia de proteina S; (ii) aproximadamente sete a dez dias apds quadro
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infeccioso benigno, como varicela ou escarlatina (purpura fulminans idiopatica); (iii) e
em associacdo com doenga infecciosa aguda, especialmente septicemia com
liberagdo de endotoxinas (lipooligossacarideos) (Darmstadt, 1998). Purpura
fulminans que ocorre em até 15-25% dos pacientes com meningococcemia,
raramente estd associada a infecgdo por outros agentes (Wong et al., 1989).
Entretanto, em uma série de casos de pacientes com septicemia pneumocécica, até
6% desenvolveram gangrena periférica simétrica (Johansen e Hansen, 1993).

A histdria clinica e epidemioldgica e o exame fisico sdo fundamentais para o
estabelecimento das hipdteses diagnésticas. Tempo de evolugdo da doenga,
exantema hemorragico, presenga de meningite e fatores predisponentes
(imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, defeitos anatémicos do SNC, asplenia)
sdo elementos importantes que auxiliam no diagnéstico diferencial. As principais
possibilidades diagndsticas devem variar de acordo com cada populagao estudada
(faixa etaria, populagao urbana ou rural, histéria de viagens). Na populagdo do Rio
de Janeiro, N. meningitidis € a principal causa de meningite bacteriana e septicemia
comunitéria, frequentemente (60-70%) associada com exantema hemorragico
(Barroso, 1998). Diante de um paciente com meningite ou febre com exantema
hemorragico, deve-se sempre considerar a possibilidade de doenga meningocadcica.
Atualmente, os principais diagndsticos diferenciais incluem outras causas de
meningite ou encefalite, etiologias de septicemia comunitaria, infecgbes virais e

riquetsioses.
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2.2.4.1 Meningites agudas

2.2.4.1.1 Meningites bacterianas

Clinicamente ndo € possivel distinguir a meningite causada por N.
meningitidis de outras etiologias bacterianas. Um aspecto chave para o diagnéstico
€ o0 exantema hemorragico e o seu tempo de aparecimento. Porém, cerca de 30-
40% dos casos de meningite meningocdcica ndo apresentam um exantema
sugestivo, além de outras etiologias comuns de meningite bacteriana, como S.
pneumoniae e H. influenzae, em cerca de 1-2% dos casos, evoluirem com purpura,
de aspecto indistinguivel da doenga meningocdcica (Jonsson e Alvin, 1971; Geiseler
et al., 1980). A ocorréncia de meningite bacteriana como complicagéo supurativa de
infeccdo invasiva é variavel de acordo com o agente bacteriano envolvido, sendo
mais frequente nas infecgbes por N. meningitidis, seguida por H. influenzae e por S.
pneumoniae. Em um estudo realizado por Schuchat e cols. (1997), a meningite
bacteriana ocorreu como complicagdo supurativa em cerca de 48% dos pacientes
com infecgdo invasiva por N. meningitidis, comparado com 10% daqueles com
infeccdo invasiva por H. influenzae e 4% por S. pneumoniae.

A doenga invasiva por S. pneumoniae € mais freqiente nos extremos da
vida, sendo sua incidéncia maior em criangas abaixo de 2 anos e adultos acima de
65 anos. Nos primeiros meses de vida a maioria dos lactentes esta relativamente
protegida devido a imunidade conferida pela passagem de anticorpos maternos
através da placenta. A meningite por S. pneumoniae € a que apresenta maiores
taxas de morbidade e letalidade, quando comparada com aquelas causadas por H.

influenzae e por N. meningitidis. As taxas de sequelas neuroldgicas variam entre 30
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a 41%, com letalidade entre 15 a 30% (Ostergaard et al., 2005; Weisfelt et al., 2006).

A doenca invasiva por H.influenzae tipo b, o exemplo mais marcante de
doenca da infancia, com mais de 90% dos casos ocorrendo em menores de 5 anos,
vem se tornando cada vez mais rara em paises onde a vacinagao dos lactentes foi
adotada de rotina. Assim, os casos que tém sido notificados sdo em criancas nao
vacinadas, adolescentes ou adultos. A letalidade é de 3 a 6% e taxa de sequelas
neurolégicas varia entre 15 e 30% (Tunkel e Scheld, 2005). O diagnéstico de
meningite por H.influenzae em criangas acima de 6 anos e em adultos sugere a
presenca de alguma condicdo de base, como sinusite, otite média, pneumonia,
diabetes mellitus, alcoolismo, esplenectomia funcional ou anatémica, fistula liqudrica
e imunodeficiéncia (e.g. hipogamaglobulinemia) (Farley et al., 1992).

Outras etiologias bacterianas de meningite sdo mais frequentes em
neonatos - em geral associadas a septicemia, em individuos com deficiéncias
imunoldgicas, com defeitos congénitos - como sinus dérmico occipital ou lombar
(i.e., fistula epitelial que se estende da pele para tecidos mais profundos com
possibilidade de comunicagdo com o espago subdural), ou com derivagoes
intraventriculares (Greenwood, 2000). As causas mais frequentes de meningite
neonatal sdo Streptococcus agalactiae (grupo B de Lancifield), Escherichia coli e
Klebisiella pneumoniae, seguidas por outras enterobactérias, Listeria
monocytogenes e Streptococcus do grupo A. Meningite bacteriana aguda ocorre em
até 15% dos neonatos com bacteremia. Os fatores de risco relacionados a
septicemia neonatal e meningite incluem baixo peso ao nascer (< 2500q), ruptura
prematura das membranas uterinas, parto traumatico ou infectado, hipdxia fetal,
infeccdo materna periparto, galactosemia e alteragdes do trato urinario do recém-

nascido. Em pessoas com mais de 50 anos, a possibilidade de meningite por L.
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monocytogenes e, numa menor extensdo, enterobactérias deve ser sempre
considerada, pois estes agentes sao responsaveis por até 20% dos casos nesta
faixa (Lorber, 2007).

Os métodos laboratoriais tradicionais utilizados para o diagnéstico etiolégico
da meningite bacteriana (bacterioscopia pelo método de Gram, cultura e teste do
latex) sdo capazes de identificar os principais agentes bacterianos. Entretanto a
sensibilidade desses métodos € limitada, apresentam variacdo da sensibilidade de
acordo com o tipo de microorganismo, além de sofrerem interferéncia da utilizagcéo
de antibidtico antes da coleta dos espécimes clinicos.

A sensibilidade da bacterioscopia pelo método de Gram varia entre 60 e
90%, e a especificidade varia entre 97 e 100%, na auséncia de antibioticoterapia
prévia. A sensibilidade do Gram depende diretamente da concentracdo de bactérias
no LCE o do microorganismo envolvido; concentragdes iguais ou menores que 10°
UFC/ml estdo associadas com uma positividade do Gram de apenas 25%, enquanto
concentracdes iguais ou maiores que 10° t&ém uma positividade maior que 90%. A
sensibilidade do Gram é maior para o S. pneumoniae (90%), comparada com H.
influenzae (86%), N. meningitidis (75%), bastonetes Gram negativos (50%) e L.
monocytogenes (< 50%) (Gray e Fedorko, 1992; Saez-Llorens e McCracken, 2003).

A sensibilidade da cultura de LCE em pacientes com meningite € de 70 a
85%, com especificidade de 100%. O exame, no entanto, é afetado por uma série de
fatores como uso prévio de antibidticos, condi¢des inadequadas de armazenamento
(amostras refrigeradas ou congeladas) e transporte (tempo entre coleta e
semeadura maior que 2h), aumento do pH da amostra apds a coleta e qualidade do
meio de cultura (Cunniffe et al., 1996; Tunkel, 2005).

A deteccédo de antigenos bacterianos no LCE é utilizada de rotina para S.



58

pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis e Streptococcus do grupo B. A
sensibilidade do método varia de acordo com o fabricante e pode sofrer interferéncia
do aumento do pH que ocorre logo apds a obtengcédo da amostra de LCE (Cunniffe et
al., 1996). A sensibilidade descrita na literatura varia de 81-100% para S.
pneumoniae, de 82-94% para H. influenzae, 55-74% para N. meningitidis e 55-74%
para Streptococcus do grupo B; com especificidade variando de 88-100% (Gray e
Fedorko, 1992). A utilizacdo do teste do latex de rotina tem alto custo, e é
questionavel, pois parece ndo aumentar de forma significativa o numero de casos
confirmados de meningite, principalmente naqueles com cultura negativa (Tarafdar
et al., 2001; Nigrovic et al., 2004).

O ensaio de PCR para o diagnéstico de agentes infecciosos vem sendo
utilizado, com sucesso, em diversos paises. A técnica ja foi descrita para o
diagndstico das meningites bacterianas, empregando iniciadores universais, ou de
uma etiologia especifica, através da utilizagdo de iniciadores espécie-especificos
(Saravolatz et al., 2003; Tzanakaki et al., 2005). A sensibilidade do multiplex PCR
convencional para o diagndstico N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae, as
trés principais causas de meningite bacteriana aguda, é de 93.9%, 92.3% and 88%,

respectivamente; a especificidade é de 100% (Tzanakaki et al., 2005).

2.2.4.1.2 Meningites virais

O termo meningite asséptica apresenta um sentido bastante amplo, que na
verdade pode incluir qualquer caso de meningite (infecciosa ou ndo) para o qual
uma etiologia ndo foi estabelecida pelos métodos de diagndstico laboratorial. Os

virus sdo a principal causa de meningite a liquor claro, uma classificagdo de
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meningite asséptica definida por uma pleocitose moderada (<500 céls/mm?), em
geral, com predominio de células mononucleares. Os enterovirus sao a principal
causa de meningite a liquor claro, correspondendo a cerca de 80-92% dos casos
diagnosticados (Rotbart, 1995). Os virus representam a segunda principal etiologia

de meningite aguda (Gréfico 7).
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Grafico 7 Série histérica dos casos e 6bitos de meningite viral no Estado do Rio de Janeiro.

Enterovirus

Os seres humanos s&o os unicos reservatérios dos enterovirus na natureza
e a principal via de transmissdo é através da contaminagao oral-fecal e secrecao
oral ou respiratoria. Existem mais de 70 sorotipos diferentes de enterovirus humanos
que sao classificados em: Echovirus (34 sorotipos), Coxsackievirus A (24 sorotipos),
Coxsackievirus B (6 sorotipos), Enterovirus 68-72 (5 sorotipos) e Poliovirus (3
sorotipos). Em paises de clima temperado, a transmissao tem um padrao sazonal

marcante, com predominio no verdo, relacionada principalmente a atividades
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aquaticas. Ja em paises tropicais e subtropicais, a incidéncia é alta durante todo o
ano (Begier et al., 2008).

A infeccdo por enterovirus pode ocorrer em todas as faixas etarias, mas é
mais comum em criancas pequenas, especialmente de 1 a 4 anos de idade. Na
maioria das vezes, os enterovirus causam doenga febril aguda, sem sinais de
gravidade. Entretanto podem causar meningite asséptica, encefalite, conjuntivite
hemorragica aguda, paralisia e faléncia de multiplos 6rgaos (Grist et al., 1978).
Echovirus (especialmente sorotipo 30) e Coxsackievirus (especialmente grupo B)
causam mais de 90% dos casos de meningite virais (Dagan et al., 1988). Todas as
faixas etarias sdo susceptiveis, mas a maioria dos casos de meningite ocorre em
menores de 12 meses (Rorabaugh et al., 1993). Exantema hemorragico ja foi
descrito com infecgdes causadas pelo Echovirus 9 (Frothingham, 1958; Sabin et al.,
1958) e pelo coxsackievirus A9, dificultando o diagnéstico diferencial com doenca
meningococica, especialmente quando ocorre simultaneamente meningite
asséptica.

Os sorotipos 22 e 23 de Echovirus foram reclassificados, em 2000, em um
novo género - Parechovirus - e designados de parechovirus humanos (HPeV) tipo 1
e 2, respectivamente. HPeV é um patdgeno de distribuicdo universal que afeta
principalmente criangcas. Mais recentemente, novos tipos (3 - 6) de HPeV foram
identificados como causa de doeng¢a humana no Japao, Holanda e Estados Unidos.
HPeV3 tem sido associado com doenga mais grave, como septicemia neonatal e
meningite. Envolvimento do sistema nervoso central, como encefalite e paralisia,
também ja foi descrito em doentes com infeccdo por HPeV1, mas em menor
frequéncia (Wolthers et al., 2008).

Nao é possivel estabelecer o diagndstico diferencial entre meningites
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bacterianas e virais sem a realizagao da analise do LCE. Em geral, a meningite viral
nao altera o aspecto do LCE, com um aumento da celularidade, na maioria das
vezes, entre 5 a 100 céls/mm?®; excepcionalmente pode chegar a > 1.000 céls/mm?
(Wenner et al., 1981; Amir et al., 1991). O predominio de células no LCE € de
linfécitos ou mondcitos (> 50%), mas pode-se observar um predominio de neutréfilos
nas primeiras horas apos a invasdo do agente viral no espago subaracnoideo
passando em seguida, invariavelmente, a um predominio de leucdcitos
mononucleares (Feigin e Shackelford, 1973; Amir et al., 1991). Essa inversdo pode
ser confirmada em uma segunda pung¢ao lombar ap6s 8 a 12 horas de observacéo.
Na maioria dos casos, a dosagem de glicose no LCE é normal, mas valores um
pouco abaixo do normal sdo encontrados em 18-33% dos casos (Avner et al., 1975;
Singer et al., 1980). Igualmente, a proteina dosada no LCE esta normal ou apenas
discretamente elevada. A confirmagao do diagndéstico depende da detecgao do virus
no LCE por isolamento em cultura, por meio de PCR, ou, retrospectivamente, por
métodos soroldgicos. Além do LCE, a pesquisa dos enterovirus deve ser realizada
em outros espécimes clinicos, em especial nas fezes e em swab retal, para
aumentar a chance de isolamento viral.

A técnica de PCR para o diagnéstico de meningite e septicemia por
enterovirus tem se mostrado um método rapido e sensivel. Entretanto, ensaios de
PCR desenhados para o diagndstico de enterovirus nao detectam HPeV. Assim,
casos graves de infecgdes causadas por HPeV podem ser subdiagnosticados, pois a
cultura do LCE tem sensibilidade baixa e a cultura de fezes e de swab de garganta
nem sempre é realizada. A utilizacdo de ensaios de PCR especificos para HPeV na
investigacao de septicemia neonatal e meningite em criangas com menos de 5 anos

de idade mostrou um aumento significativo na definicdo etioldgica (Wolthers et al.,
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2008).

2.2.4.2 Septicemia bacteriana de outras etiologias

Septicemia causada por S. pneumoniae, H. influenzae tipo b (com ou sem
meningite), Streptococcus pyogenes (grupo A e B) e Salmonella enteritidis pode
estar associada a exantema hemorragico, que pode variar desde petéquias isoladas
a purpura fulminans (Jacobs et al., 1983; Baker et al., 1989; Nielsen et al., 2001). Em
uma série de casos relatada por Nielsen et al. (2001), cerca de 2% dos casos de
febre e exantema hemorragico em criangas foram causadas por infecgdo invasiva
bacteriana ndo meningocdcica. O quadro clinico pode ser indistinguivel da doenga
meningococica invasiva e o diagnostico etiolégico muitas vezes s6 € possivel
através de exames laboratoriais especificos.

A febre purpurica brasileira - descrita no Estado de S&o Paulo, em 1984 - é
uma doencga infecciosa grave causada por H. influenzae biogrupo aegyptius. Esta
doenca € caracterizada por febre alta que pode evoluir para purpura, necrose
periférica e choque em 12 a 48 horas, cuja caracteristica principal € o inicio da
doenga com conjuntivite purulenta. Caso confirmado € definido pelo isolamento de
H. influenzae biogrupo aegyptius de um sitio normalmente estéril em crianga com
quadro clinico compativel ou pelos seguintes critérios: doenga febril aguda em
criangas de 3 meses a 10 anos de idade, com dor abdominal ou vomitos, exantema
hemorragico, historia de conjuntivite nos ultimos 30 dias, auséncia de meningite e
exclusado de doenga meningocadcica por testes especificos. Caso provavel é definido
por febre, conjuntivite recente e exantema hemorragico em crianga de 3 meses a 10

anos (CDC, 1990)
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Estafilococcia também pode ser causa de febre e exantema hemorragico,
mas em geral € possivel determinar uma fonte de infecgdo provavel (“porta de
entrada”) através da historia clinica e do exame fisico. A auséncia de uma “porta de
entrada”, que ocorre em cerca de 10-20% dos casos, € um importante fator preditor
de complicagdes. A incidéncia de complicacbes metastaticas € maior em pacientes
sem fonte de infecgdo identificada (51%) quando comparados aqueles com sitio
primario de infecgdo definido (21%) (Lautenschlager et al., 1993). Praticamente,
qualquer parte do corpo pode ser acometida secundariamente durante uma
bacteremia por S. aureus. A endocardite infecciosa € uma complicacado frequente,
que ocorre em até 10-15% dos pacientes com estafilococcia (Chang et al., 2003).
Todos os pacientes com bacteremia estafilococica devem ser submetidos a
investigacdo de endocardite infecciosa. Um ponto importante no diagnéstico
diferencial do exantema hemorragico da estafilococcia é a presenca de vasculite
subunguial e a purpura pustulosa, que ndo sdo comuns na doenga meningocaocica.

A sindrome de Waterhouse-Friderichsen, caracterizada por exantema
hemorragico, coagulopatia, choque e hemorragia adrenal, estad geralmente
associada com meningococcemia fulminante, mas também ja foi relatada na
septicemia por S. pneumoniae, N. gonorrhoeae, Escherichia coli, H. influenzae e
Staphylococcus aureus (Murph et al., 1996; Adem et al., 2005). A frequéncia da
sindrome de Waterhouse-Friderichsen em pacientes com infeccdo comunitaria
associada a S. aureus resistente a meticilina (MRSA-CA) é ainda provavelmente
baixa (Mongkolrattanothai et al., 2003; Adem et al., 2005). Entretanto, nos pacientes
com sinais clinicos de doenga fulminante, em virtude da gravidade do quadro, alguns
autores ja sugerem iniciar antibioticoterapia imediatamente, incluindo drogas com

acao contra MRSA-CA até que se tenha a confirmagdo do agente etiolégico por
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cultura (Mongkolrattanothai et al., 2003; Adem et al., 2005).

Septicemia por Capnocytophaga canimorsus, embora seja uma etiologia
mais rara, pode se manifestar como um quadro grave caracterizado por febre,
coagulagao intravascular disseminada, necrose de supra-renal, plaquetopenia,
hipotensao e insuficiéncia renal (Band et al., 2008). Manifestagdes dermatolégicas
ocorrem em até 50% dos pacientes e sao caracterizadas por petéquias ou exantema
maculo-papular (Foto 4). Frequentemente, os pacientes evoluem com diatese
hemorragica com lesbes purpuricas cutaneas que podem evoluir para necrose de
pele. A letalidade é de cerca de 25%. Cerca de 62% dos pacientes com septicemia
por C. canimorsus tém algum fator de risco identificado, como esplenectomia (mais
comum), doenca de Hodgkin, purpura trombocitopénica idiopatica, alcoolismo, uso
cronico de corticéide e doenga pulmonar crbénica. A infeccdo invasiva esta
fortemente associada com mordedura por cao, presente em mais de 50% dos casos.
Adicionalmente, cerca de 20% dos casos tém contato com cdo, sem histéria de
mordedura ou arranhadura. Mordedura ou arranhadura de gatos, além de contato
com animais selvagens também ja foram relatados em alguns casos. Infecgéo por C.
canimorsus deve ser considerada em pacientes com quadro clinico compativel
associado a histéria de mordedura por cdo ou contato com animais (Weber et al.,

2005).

Foto 4 Exantema petequial rapidamente progressivo em paciente com septicemia por C.

canimorsus (Band et al., 2008).
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2.2.4.3 Dengue

Dengue ou febre do dengue, a mais importante arbovirose humana, € um
exemplo classico de doenga emergente. A sua apresentacdo € a de uma doenca
febril aguda, usualmente bifasica. Os quatro tipos (DEN-1, -2, -3, -4) do virus do
dengue sdo transmitidos pela picada do mosquito Aedes, um género notavel de
Arthropoda. As espécies transmissoras Aedes aegypti e Aedes albopictus se
distinguem pela eficiéncia em transmitir o virus, sendo a primeira considerada
principal vetor — associada com epidemias abruptas — e a segunda um vetor
ineficiente — causa de surtos prolongados — (Foto 5). Atualmente, no Brasil, circulam

os virus DEN-1, -2, -3. Em 2007, o virus DEN-4 foi isolado de doentes na cidade de

Manaus (Figueiredo et al., 2008).

Aedes aegypti Aedes albopictus
Foto 5 Principais espécies de mosquitos Aedes transmissores de dengue (disponivel em:

www.inmetro.gov.br)

Desde a reintroducao do A. aegypti no Brasil em 1976, ja ocorreram quatro
grandes epidemias de dengue no Rio de Janeiro, em 1986-87 (virus 1), 1990-91

(virus 2), 2001-2003 (virus 3) e 2007-2008 (virus 2 e 3) (Grafico 8).
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Dengue no Estado do Rio de Janeiro
1986-2008
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Grafico 8 Série histérica de casos de dengue no Rio de Janeiro.

A infecgao pelo virus do dengue resulta em um amplo espectro clinico de
manifestacdes, podendo resultar ou ndo em doencga. Existem duas sindromes bem
definidas causadas pelo virus do dengue — febre do dengue e febre hemorragica do
dengue/sindrome do choque do dengue. Contudo um quadro febril de pouca
gravidade, com resolucédo espontanea, € o mais comum. O periodo de incubacgao
meédio do dengue é de 4 a 7 dias, podendo variar de 3 a 14 dias. A maioria das
criangas infectadas com o virus do dengue é assintomatica ou oligossintomatica. Ja
os adultos apresentam manifestagcdes clinicas mais freqientemente, em 15 a 60%
dos casos.

A febre do dengue é caracterizada por inicio subito com febre alta, cefaléia,
dor retrorbital, mialgia e artralgia (“febre quebra ossos”). E comum a sensagdo de
intenso cansaco, hiporexia e, por vezes, nauseas, vomitos e diarréia. A febre,

geralmente, tem duragao de 5 a 7 dias. Exantema macular ou maculo-papular pode
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surgir entre o segundo e o quinto dia apdés o inicio da febre, acometendo
preferencialmente térax, face e regides flexoras, com duragdo de dois a trés dias.
Alguns pacientes, cerca de 5-6%, apresentam uma curva térmica bifasica, com o
segundo periodo febril durando 1 a 2 dias. Apds a resolugao do quadro febril, a
fadiga pode persistir por dias a semanas (Tsai et al., 2005).

Em alguns casos (menos de 1%), ocorre o aumento da permeabilidade
capilar entre o terceiro e o sétimo dia apds o inicio dos sintomas (geralmente quando
ocorre a defervescéncia), podendo levar a hipotensao e choque, o que caracteriza a
febre hemorragica do dengue/sindrome do choque do dengue. A alteragdo da
permeabilidade vascular coincide com a queda acentuada das plaquetas e o
aumento das aminotrasferases. Dor abdominal pode preceder o aumento da
permeabilidade capilar em até 60% dos casos e é considerado um sinal de alerta
para o desenvolvimento de formas graves. Em até 50% dos casos mais graves sédo
observadas petéquias e equimoses (Guzman et al., 1987; Diaz et al., 1988).

A utilizacdo do termo febre hemorragica do dengue, recomendada pela
Organizagdo Mundial da Saude, induz os médicos e os pacientes a acharem que o
sangramento é a principal ameaga da forma grave. Entretanto este raciocinio é
incorreto, pois as manifestagdes hemorragicas nem sempre estdo presentes, além
de ndo serem o principal componente de um desfecho fatal. De fato, as
complicagdes hemorragicas significativas costumam resultar do choque prolongado
que é causado pela perda de fluidos para o terceiro espaco sem uma reposicao
rapida. Alternativamente, manifestacbes hemorragicas, algumas vezes graves,
podem acompanhar individuos com febre do dengue sem sinais de choque,
usualmente nos adultos (Halstead, 2007).

A principal preocupacdo no dengue é a possibilidade de evolugdo para
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choque decorrente da alteracdo da permeabilidade vascular, que pode ocorrer de
forma subita. Em geral, nos estagios iniciais da alteragcao da permeabilidade capilar,
0s pacientes estdo com nivel de consciéncia preservado e com aumento da pressao
diastdlica devido a vasoconstriccdo periférica secundaria a perda de volume
intravascular. Portanto o exame fisico de um paciente com suspeita de dengue deve
ser feito de forma cuidadosa e manobras para a pesquisa de hipotensdo postural
devem ser realizadas de forma sistematica (Halstead, 2007).

O diagndéstico inicial de dengue é clinico (historia + exame fisico da pessoa)
feito essencialmente por exclusao de outras doengas. O diagndstico diferencial entre
doenga meningococica e dengue € muito simples, uma vez que o aparecimento de
choque e exantema hemorragico, quando presentes, ocorre mais tardiamente no
dengue (a partir do terceiro dia) que na doenga meningocdcica (primeiro ou segundo

dia) (Figura 7).

Sorologias
Izalaments do wirus
Técnicas maleculares

brticorpos cortra dengue

Picada do
mosquita

Dias

Figura 7 Evolugao temporal da infecgao pelo virus do dengue (adaptado de Halstead, 2007)

A comprovagado do diagndstico de dengue, se for desejada por algum
motivo, pode ser feita através de isolamento viral até o sexto dia de doenga ou de

sorologia, que comecga a ficar reativa a partir do quarto dia apos o inicio das
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manifestagdes. Quando o exame soroldgico € realizado logo no comego da doenga,
um resultado nao reativo ndo permite afastar o diagnéstico de dengue. Nesse caso é
necessaria a coleta de uma segunda amostra, em geral, cerca de duas semanas

apos a primeira.

2.2.4.4 Febre maculosa brasileira

A febre maculosa brasileira € uma riquetsiose, causada pela espécie
Rickettsia rickettsii, caracterizada por uma sindrome infecciosa aguda,
potencialmente fatal, frequentemente associada a exantema hemorragico. A doenga
tem ampla distribuicdo no Continente Americano (do Canada ao Brasil), recebendo
denominacgdes diferentes nas diversas regides. Nos Estados Unidos, a doenga é
conhecida como febre maculosa das Montanhas Rochosas, no México como febre
manchada e na Colémbia como febre petequial.

As espécies de carrapatos envolvidas e os reservatorios animais variam nas
diferentes regides geograficas. No Brasil, o principal vetor € o Amblyomma
cajennense, vulgarmente conhecido como carrapato estrela, rodoleiro ou carrapato
de cavalo (Foto 6). Existem relatos da doengca em Sao Paulo, Rio de Janeiro
(Grafico 9), Minas Gerais, Bahia e Espirito Santo. A infec¢ao humana resulta, apés
um periodo de incubagao de 3 a 12 dias (em média 5 a 7), em doenca febril aguda
com manifestagdes clinicas iniciais inespecificas (febre, mialgia, cefaléia). Cerca de
90% das pessoas infectadas evoluem, geralmente, entre o 4° - 6° dia de doenga,
com aparecimento de lesdes cutaneas purpuricas (petéquias e equimoses) (Fotos 7
e 8). As lesdes tendem inicialmente a acometer as extremidades dos membros,
envolvendo palmas e solas e, posteriormente, progridem em direcao centripeta,

acometendo porgao proximal dos membros, tronco, pescogo e face.
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u _ E
Foto6 A e B - fémea ingurgitada de Amblyomma cajennense. (disponivel em:

www.infobibos.com/Artigos/FebreMaculosa/carrapato.gif; Marcelo Campos Pereira)

Se néo for tratada precocemente, a doenga evolui para formas graves, com
possivel comprometimento do sistema nervoso central. Sinais de encefalite ocorrem
em até 25% dos casos e crises convulsivas em cerca de 5% (Belman, 1999). A
concomitancia das alteragbes neurolégicas com lesbes petéquias e purpuricas
resulta em quadro muito semelhante a doenga meningocodcica. Entretanto, o
aparecimento do exantema hemorragico e das manifestagdes neuroldgicas, que
comparativamente sdo menos frequentes, s&o mais tardias no curso das

riquetsioses.
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Febre Maculosa Brasileira
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Gréfico 9 Série de casos de febre maculosa no Rio de Janeiro, 2004 — 2007.

Quadro febril agudo associado a possibilidade de exposicédo a carrapatos
sao elementos de convicgao para a suspei¢cao do diagndstico de riquetsiose, mesmo
que na histdria clinica ou no exame fisico ndo se tenha observado a fixagao de
carrapatos na pele. Em cerca de 30% dos casos confirmados de riquetsiose ndo ha
relato de fixacdo de carrapatos na pele (Dalton et al., 1995; Treadwell et al., 2000).
De modo que, a histéria epidemiolégica aliada a procedéncia do paciente sao

fundamentais para a suspeig¢ao diagnostica.
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Foto 7 Exantema hemorragico em paciente com

riquetsiose (ilustragdo Dra. Andréa Varon).

Foto 8 Exantema hemorragico em paciente com

riquetsiose (ilustragdo do Dr. Vinicius Menezes).

2.2.4.5 Causas pouco frequentes de exantema hemorragico

Outras doencgas infecciosas, embora ndao tenham como apresentagao clinica
mais freqlente quadro febril agudo associado a exantema hemorragico, também
podem cursam com febre e purpura, entre elas: doenga gonocécica disseminada,
leptospirose, tifo epidémico e murino, infecgdo pelo parvovirus B19, Ebstein-Barr
virus, citomegalovirus e outras febres hemorragicas virais. Em geral, estas doengas

apresentam outras manifestacdes ou evolugao clinica que permitem a exclusao do
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diagnostico de doenga meningocdcica.

Algumas viroses hemorragicas, ainda nao diagnosticadas no Brasil, sao
caracterizadas por quadro febril agudo associado as manifestagbes hemorragicas,
que na maioria das vezes se apresentam como sangramentos vultuosos,
especialmente do trato gastrointestinal, como Marburg e Ebola. Eventualmente, as
viroses hemorragicas podem se apresentar com manifestagdes hemorragicas
cutaneas, como na febre hemorragica Criméia-Congo. Essa patologia, causada por
Nairovirus da familia Bunyaviridae, € transmitida por carrapato, especialmente, do
género Hyalomma (Foto 9), ocorre na Europa Oriental (particularmente na antiga
Unido Soviética), no Mediterraneo, noroeste da China, Asia central, sul da Europa,
Africa, Oriente Médio e Subcontinente Indiano. A transmissdo para seres humanos
ocorre através do contato com sangue de animais infectados (gado) ou com
carrapatos. A transmissdao também pode ocorrer de um ser humano para outro

através do contato com sangue ou fluidos corporais de individuos infectados.

Foto 9 Carrapato Hyalomma: vetor
do virus da febre hemorragica
Criméia-Congo (disponivel em:

www.nano.org.uk).

O inicio da febre hemorragica Criméia-Congo é subito, com febre alta,

cefaléia, artralgia, epigastralgia e vémitos. Hiperemia conjuntival e de orofaringe,
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eritema facial e petéquias no palato sdo achados frequentes. Ictericia pode estar
presente e nos casos mais graves, observa-se alteracdo do humor e diminuigao da
consciéncia. Com a progressao da doencga, em geral apés o quarto dia, ocorre o
aparecimento de equimoses cutaneas extensas, epistaxe e sangramento nos sitios
de venopungao (Foto 10) (Mardani e Keshtkar-dJahromi, 2007). No Brasil, ndo ha

relatos desta doenca.
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Foto 10 Manifestagbes cutdneas de paciente raniana com diagnéstico de febre hemorragica

Criméia-Congo com forma hemorragica grave (ilustragdo de Mardini e Keshtkar-Jahromi, 2007).

Rickettsia africae, a causa da febre Africana por picada de carrapato
(traducédo do inglés de African tick-bite fever - ATBF), € endémica em grande parte
das zonas rurais da Africa, principalmente nos paises subsaarianos. A despeito de
uma alta soroprevaléncia de R. africae em nativos africanos, aproximadamente
todos os casos de doenca aguda descritos na literatura tem ocorrido em turistas
europeus e americanos. Cagadas, visitas as zonas rurais e reservas no sul da Africa
e viagem entre novembro e abril tém sido identificadas como fatores de risco
independentes para ATBF em viajantes. Apesar de mais de 50% dos individuos
infectados serem assintomaticos ou terem doenga benigna e curso autolimitado,

podem ocorrer complicagdes como febre prolongada, artrite reacional, sintomas



75

psiquiatricos agudos, neuropatia subaguda e miocardite aguda. Nos casos
sintomaticos, apés um periodo de incubagéo variando de 5 a 7 dias, mas podendo
ser de até 10 dias, febre, cefaléia e mialgia estdo presentes em 60 a 100% dos
pacientes. A marca dessa doencga € a escara de inoculagéo tache noire (Foto 11),
presente em 53-100% dos pacientes, e em até 54% dos casos sao observadas
multiplas escaras, predominantemente localizadas nas extremidades inferiores
acompanhadas de linfoadenopatia regional, em geral, dolorosa. Exantema nao é
comum, notado em cerca de 15-46% dos pacientes, o qual quando presente
normalmente €& vesicular, maculopapular, ou maculovesicular, podendo
excepcionalmente ser hemorragico. A doenca costuma ser leve ou moderada e
resolve espontaneamente dentro de 10 dias ou responde rapidamente ao uso de
doxiciclina ou ciprofloxacina. Nenhum caso de morte foi relatado até o momento

(Cazorla et al., 2008; Rashid et al., 2008; Roch et al., 2008).

Foto 11Escara de inoculagdo tache noire (black
spot) provocada por Amblyomma hebraesum em
paciente com febre africana por picada de
carrapato (disponivel em: pediatrician-in-

swaziland.blogspot.com/2007_04_01_archive.htm)
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2.2.4.6 Causas nao infecciosas

Algumas doengas nédo infecciosas também podem cursar com febre e
exantema hemorragico, e devem, portanto, ser consideradas no diagnostico
diferencial de doenga meningocdcica, especialmente nas formas leves e moderadas.
Em uma série de casos, cerca de 5% das criangas que foram admitidas no hospital
para investigacao de febre e petéquias n&o tinham doenca infecciosa (Van Nguyen
et al., 1984). As principais causas nao infecciosas de febre e exantema hemorragico

descritas na literatura estiao resumidas na tabela 2.

Tabela 2 Principais causas nao infecciosas de febre e exantema hemorragico

Doenca de Kawasaki

Purpura anafilactéide

Purpura trombocitopénica idiopatica

Leucemia

Reacédo a vacina contra sarampo, rubéola e caxumba

Reacéao alérgica a medicamentos

2.2.5 Diagnostico laboratorial

O diagndstico inicial da doenga meningocdcica € clinico. Diante da suspeita
clinica ndo se deve aguardar o resultado de exames laboratoriais para iniciar o
tratamento. Em toda doenga bacteriana invasiva é esperado um aumento da

proteina C reativa e da procalcitonina, que sdo elementos uteis para a diferenciagao
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entre doenga bacteriana e viral. Em individuos saudaveis a concentragao sérica da
procalcitonina € geralmente muito baixa, i.e., < 0,01 ng/ml, e em infec¢bes virais e
processos inflamatdérios a concentracdo esta discretamente elevada, mas raramente
acima de 1 ng/ml. Ja em infecgbes bacterianas graves, a concentracdo de
procalcitonina pode atingir niveis > 500 ng/ml. A procalcitonina comega a aumentar
cerca de 4 horas ap0s a invasao bacteriana, atingindo o valor maximo em 6 horas e
se mantendo elevada por até 24 horas. A proteina C reativa comeg¢a a aumentar
mais tardiamente, em cerca de 6 a 12 horas (Pollard et al., 1997; Carrol et al., 2002).
Alguns exames laboratoriais inespecificos (p. ex. hemograma, gasometria arterial,
escorias nitrogenadas, eletrdlitos, glicemia, coagulograma) embora nao tenham
utilidade direta para o diagnostico etiolégico, sdo parametros importantes para
adocao das medidas de suporte e devem ser monitorados.

Pacientes com meningite ou meningococcemia leve, que tém uma baixa
concentracdo de endotoxinas no plasma, em geral evoluem com leucocitose
acentuada com desvio para esquerda. Entretanto, em pacientes com altas
concentragdes de lipooligossacarideos no sangue (> 10 UE/ml), o numero total de
leucécitos pode estar normal ou até diminuido (van Deuren et al., 2000). Existe uma
relacdo inversa entre a gravidade da septicemia e a contagem de leucdcitos em
sangue periférico. Leucdcitos, primariamente neutrdéfilos, sofrem marginalizagao e
adesao as células endoteliais da vasculatura periférica devido a regulagédo de
moléculas de adesao. Esses neutrdéfilos aderidos sao ativados e liberam proteases
junto a superficie das células endoteliais, lesando ainda mais o endotélio vascular.

O padrao ouro para o diagndstico da doenga meningocdcica é o isolamento
de N. meningitidis de fluidos corpéreos estéreis como sangue ou LCE, ou menos

frequentemente, de liquido sinovial, pleural ou pericardico. O isolamento bacteriano
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€ importante para a confirmagao etiolégica e € essencial para a determinagcéo do
padrdao de sensibilidade do microorganismo aos antibidticos. A redugdo da
sensibilidade de N. meningitidis a alguns antimicrobianos (penicilina, cloranfenicol e
cefalosporina) vem sendo relatada de forma crescente (Sprott et al., 1988; Saez-
Nieto et al., 1992; Angyo e Okpeh, 1998; Fangio et al., 2005), o que torna
imprescindivel a realizacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos sempre
que possivel.

A coleta do material, o transporte e a semeadura adequados sao de
fundamental importancia para o bom rendimento da cultura. As culturas, sempre que
possivel, devem ser coletadas antes da administracdo da primeira dose de
antibiético. Entretanto, nunca se deve postergar o inicio da terapia visando a coleta
de material. A freqiéncia de hemoculturas positivas varia de acordo com a
apresentagao clinica da doenga. Nos casos de meningite isolada, a sensibilidade da
hemocultura é de 50%, enquanto nos casos de meningococcemia varia entre 77 a
87%, chegando a 93% nos casos de septicemia fulminante (Brandtzaeg, 2006). A
utilizacdo de antibidtico antes da coleta da hemocultura reduz a positividade em
cerca de 50% (Levin e Painter, 1966; Durand et al., 1993).

Pelo menos um frasco de hemocultura deve ser coletado na admisséo
hospitalar. Deve-se realizar a anti-sepsia da area a ser puncionada com alcool a
70%, seguido de tintura de iodo a 1-2% ou clorexidina alcodlica 0,5% (Strand et al.,
1993; Little et al., 1999; Mimoz et al., 1999). Apds aplicagcédo do anti-séptico, deve-se
esperar a secagem, que ocorre em 1 a 2 minutos. Se for necessaria a palpacgéao da
veia durante a coleta de sangue, é recomendada a utilizagdo de luva estéril para a
realizacéo do procedimento (Archibald et al., 2006). A coleta da amostra através de

cateter intravenoso no momento da inser¢ao esta relacionada com uma maior taxa
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de contaminacdo e deve ser evitada (Norberg et al., 2003). Parece haver uma
reducdo da contaminagao quando se faz a troca de agulha entre a coleta e a
inoculagdo no frasco de hemocultura (Spitalnic et al., 1995). Entretanto, devido ao
risco de acidente ocupacional durante a troca de agulha, este procedimento n&o é
mais recomendado.

O rendimento da hemocultura esta diretamente relacionado ao volume de
sangue coletado. Para cada frasco de hemocultura devemos manter uma proporgao
de 1:10; pelo menos 5 a 10 ml de sangue de adulto e 0,5 a 1 ml de criangas para os
frascos de 50 ml, 100 ml, 5 ml e 10 ml, respectivamente (Brown et al., 1995;
Isaacman et al., 1996; Schelonka et al., 1996; Connell et al., 2007). Quando for
possivel deve-se coletar um volume maior de sangue (adulto = 20 ml; crianga: menor
que 1 més == 0,5 ml; entre 1 e 36 meses = = 1 ml; maiores de 36 meses =>4 ml) e
distribuir em mais de um frasco de hemocultura. Quando mais de uma amostra de
hemocultura for coletada, devemos utilizar sitios de puncéo diferentes e o intervalo
entre as coletas deve ser curto (minutos), pois é essencial o inicio imediato da
antibioticoterapia. = Os  métodos automatizados de  hemocultura tém,
reconhecidamente, uma sensibilidade menor para a deteccdo precoce de N.
meningitidis (Schnur et al., 1989).

A puncgao lombar para obtencao de amostra do LCE deve ser realizada em
todos os pacientes com suspeita de meningite ou meningococcemia, que nao
tenham contra-indicagao ao procedimento. A analise do LCE nos casos de doenca
meningococica apresenta valor diagndstico e progndstico. As principais contra-
indicacbes para a realizacdo da puncgao lombar sao insuficiéncia cardiorrespiratoria,
sinais clinicos de hipertensao intracraniana (hipertensao arterial, anisocoria, ténus

muscular anormal, ritmo respiratorio irregular, bradicardia), coma (escala de
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Glasgow < 8), sinais neurologicos focais, instabilidade hemodinamica, papiledema
(raro, especialmente em criangas), coagulopatia e presenga de infecgao de pele ou
tecidos adjacentes no local de realizagdo do procedimento (Nadel, 2001). Uma
puncdo lombar tardia pode confirmar o diagndstico de meningite, desde que as
alteragdes citolégicas e bioquimicas permanecem no LCE até 44 a 68 horas apos o
inicio do tratamento com antibidtico. Esta informacdo pode orientar o tratamento
subsequente e € crucial quando ha um diagndstico diferencial de malaria cerebral,
uma vez que isto ndo pode ser clinicamente diferenciado da meningite bacteriana,
além das duas condi¢cdes poderem coexistir.

O aspecto claro do LCE néao exclui a presencga de células, pois pelo menos
200 céls/mm® devem estar presentes para que o LCE pareca turvo (Tunkel, 2005).
Quando ha meningite meningocdcica, virtualmente todos os pacientes tém aumento
de leucécitos no LCE (100-10.000 céls/mm?®), com proteina elevada e glicose
reduzida. A ocorréncia de acidente durante a punc¢do lombar pode causar
sangramento e contaminagdo do LCE com sangue, levando a interferéncia na
contagem da celularidade. Algumas formulas podem ser utilizadas para auxiliar na
interpretacéo da contagem de células quando ha acidente de pungéao (e.g. subtrair 1
leucécito para cada 700 hemacias/mm?® presentes no LCE). Entretanto, nenhuma
férmula pode ser utilizada com total seguranga para excluir meningite quando ha
acidente de puncéao (Bonadio et al., 1990).

O LCE deve ser enviado ao laboratério logo apds a coleta, para evitar a lise
dos neutrdfilos e a redugao do rendimento da cultura. A contagem dos neutréfilos
pode ser reduzida em até 32% apdés 1 hora e em até 50% apds 2 horas em
temperatura ambiente (Steele et al., 1986; Gray e Fedorko, 1992). N. meningitidis, S.

pneumoniae e H. influenzae sado organismos fastidiosos e podem nao sobreviver por
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tempo prolongado durante o transporte ou a variagcbes de temperatura. A
refrigeragdo pode dificultar o isolamento destes agentes. Desta forma, se os
espécimes nao puderem ser processados imediatamente, devem ser armazenados
em temperatura ambiente ou em estufa (37°C) (Gray e Fedorko, 1992).

A probabilidade de detec¢ao de microorganismos por exame direto e cultura
esta diretamente relacionada com o volume de material que € examinado (Tenney et
al., 1982). Para a deteccao de bactérias, 1 a 2 ml de LCE sao, em geral, suficientes.
Para aumentar a sensibilidade do exame direto e da cultura, o LCE deve passar por
um processo de concentracdo. O numero de bactérias presentes no LCE de um
paciente com meningite meningocdcica é em média de 1,27 x 10° UFC/ml, mas pode
ser bem menor, de até 10 UFC/ml (Feldman, 1977; Gray e Fedorko, 1992). Além
disto, cerca de 50% dos pacientes com meningite recebem antibiotico antes da
coleta do LCE, o que pode reduzir a nimero de bactérias no LCE em 102 a 10°
vezes (Dalton e Allison, 1968; Murray e Hampton, 1980).

Em geral, quando o laboratério de microbiologia recebe < 0,5 ml de LCE,
todo o volume é utilizado para exame direto e cultura sem passar por processo de
concentragdo. Quando o volume € maior que 0,5 ml deve-se centrifugar a amostra
por pelo menos 15 minutos a 1.500 a 2.000 x g. O sobrenadante deve ser retirado
por decantacdo em um tubo estéril, deixando cerca de 0,5 ml para suspensao do
sedimento, que deve ser realizado, de preferéncia, através da utilizagdo de um
vortex. O sedimento deve ser utilizado para inoculacdo em meio de cultura e para o
exame direto (Murray e Hampton, 1980). Nos casos de meningite meningocécica, 60
a 90% das amostras tém bacterioscopia positiva pelo método de Gram,
evidenciando diplococos Gram negativos (Foto 12). Entretanto, a utilizagao precoce

do antibidtico antes da coleta do LCE reduz a identificacdo da bactéria pela
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bacterioscopia em cerca de 20% dos casos de meningite bacteriana (Bohr et al.,

1983; Cartwright et al., 1992; Ragunathan et al., 2000; Kanegaye et al., 2001; Bryant
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et al., 2004).
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Foto 12 Diplococos Gram negativos (x1000) na posicéao

endoleucocitédria observada em esfregaco de LCE (Fonte:
Rosentein et al., 2001).

O isolamento primario de N. meningitidis € obtido com sucesso com a
utilizacdo de meio agar Mueller-Hinton chocolate, preparado com sangue de coelho
ou carneiro a 10% (Thayer et al., 1965; Morello et al., 1991). As culturas devem ser
mantidas em uma atmosfera 3-5% de CO,, com uma umidade em torno de 50%,
para favorecer o crescimento bacteriano. A temperatura ideal da estufa
bacteriolégica ¢ de 36°C (35-37°C). Temperaturas abaixo de 30°C inibem o
crescimento e acima de 40°C a bactéria ndo sobrevive por mais de 90 minutos
(Morello et al., 1991). A sensibilidade da cultura do LCE também varia de acordo
com a apresentacdo clinica da doenca. Nos pacientes com meningite, a
sensibilidade fica em torno de 80 a 90%, ja nos pacientes com meningococcemia

isolada a sensibilidade é de 47% e nos casos de septicemia fulminante é de 59%
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(Brandtzaeg, 2006). A utilizacdo de antibiético antes da coleta do LCE reduz a
positividade da cultura em aproximadamente 30% (Bohr et al., 1983; Cartwright et
al., 1992; Ragunathan et al., 2000; Kanegaye et al., 2001; Bryant et al., 2004).

O tempo entre a administracdo da primeira dose de antibidtico e a
negativacao da cultura do LCE parece ser mais curto do que se imaginava. Isto ficou
demonstrado em um estudo realizado por Kanegaye et al., em que a pungéo lombar
foi realizada apds a utilizacdo de antibiético ou de forma seriada. Entre as criancas
com meningite meningocdcica tratadas com cefalosporina de terceira geragao, trés
em nove amostras de LCE tiveram cultura negativa em uma hora (uma em até 15
minutos) e todas as amostras de LCE tiveram cultura negativa em duas horas.

Alguns estudos mostram que é possivel isolar ou detectar N. meningitidis
através da cultura ou ensaio de PCR de aspirado ou bidpsia de lesdes equimdticas,
respectivamente. E possivel também identificar diplococos Gram negativos pela
coloragdo pelo método de Gram do raspado ou do aspirado das lesbes
hemorragicas cutadneas. Esta técnica foi descrita e avaliada com sucesso na primeira
metade do século XX, com resultados positivos em 68% a 83% das laminas coradas
pelo método de Gram e 87,5% das culturas de lesdes de pele (McLean e Caffey,
1931; Tomkins, 1943; Bernhard e Jordan, 1944; Barroso, 1998). Atualmente o
método de PCR tem sido usado para deteccdo de DNA bacteriano de lesdes
hemorragicas de pacientes, assim como para o diagndstico post-mortem (Morentin e
Fernandez-Rodriguez, 2006).

Métodos laboratoriais baseados na identificagdo de antigenos bacterianos,
pelas técnicas de contraimunoeletroforese, coaglutinagdo e aglutinagdo pelo latex,
também estdo disponiveis para o diagndstico no LCE dos principais agentes

etiolégicos de meningite bacteriana (Muller et al., 1989; Gray e Fedorko, 1992).
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Estas técnicas sdao mais eficientes em detectar antigenos de H. influenzae. A
contraimunoeletroforese € menos eficiente em detectar antigenos do Streptococcus
grupo B e a coaglutinagdo e a aglutinagdo pelo latex menos eficientes para N.
meningitidis (Gray e Fedorko, 1992). Atualmente, a contraimunoeletroforese é
raramente utilizada, pois foi substituida pela coaglutinagdo e a aglutinagdo pelo
latex, que sao técnicas mais simples e com maior sensibilidade (Gray e Fedorko,
1992). Entretanto, a utilizacdo prévia de antibidtico parece interferir de forma
negativa no resultado da pesquisa de antigenos no LCE, reduzindo o seu
rendimento (Nigrovic et al., 2004).

A coaglutinagdo tem sensibilidade em torno de 67% para identificacdo de
antigenos de N. meningitidis no LCE. A sensibilidade do teste de latex depende do
kit comercial utilizado e da bactéria envolvida. Para N. meningitidis, a sensibilidade é
de aproximadamente 56 a 74% (Gray e Fedorko, 1992). O teste do latex esta
disponivel para a identificagdo dos sorogrupos A, B, C, Y e W435. A sensibilidade dos
kits para o sorogrupo B é mais baixa que para os outros sorogrupos em geral
(McGraw e Bruckner, 1984). Os métodos baseados na detecgao de antigenos nao
substituem a cultura e a coloragao pelo método de Gram. Se apenas uma pequena
aliquota de LCE estiver disponivel, a prioridade devera ser sempre para a realizagao
da cultura e do Gram (Gray e Fedorko, 1992).

Mais recentemente, a utilizacdo de métodos moleculares para o diagndstico
de meningite tem sido uma ferramenta importante para a determinacéo da etiologia,
especialmente nos casos em que o paciente recebeu antibiético antes da coleta do
LCE ou sangue (Taha, 2000; Corless et al., 2001). A aplicagao da técnica de reagao
de PCR, no diagnéstico de casos suspeitos de meningite aguda, tem sido

crescentemente adotada como uma prioridade em diversos paises (Taha, 2000;
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Corless et al., 2001; Bennett et al.,, 2004). A validacdo do método mostrou ser
superior comparado com a cultura e métodos de aglutinagdo ou coaglutinagéo.
Quando empregado no LCE, a sensibilidade do ensaio de PCR é de 80%-90% e a
especificidade de 90-100%. No caso de sangue a sensibilidade é bastante menor,
em torno de 50% (Newcombe et al., 1996). O emprego da reagcdo de PCR pode
aumentar o diagnostico laboratorial da doenga meningocécica em mais de 30%.
Além disto, a introducdo deste ensaio identificou que a aglutinagdo néao permite
identificar o sorogrupo ou sorotipo corretamente de todas as bactérias, devido a
reagcao cruzada entre antigenos capsulares de uma mesma espécie, ou a
possibilidade de ndo deteccéo destes antigenos.

A abordagem para a identificacdo de N. meningitidis, S. pneumoniae e H.
influenzae, independente do seu sorogrupo ou sorotipo, consiste num ensaio de
multiplex PCR de triagem desenhado para a amplificagdo dos genes conservados
crgA, ply e bexA/HiP6, respectivamente, por oligonucleotideos especificos. Os
genes estdo envolvidos com a adesédo as células alvo (crgA), no transporte dos
polissacarideos capsulares (ply, bexA) ou na codificacédo de proteinas da parede
celular (HiP6). O primer HiP6 permite identificar H. influenzae nao capsulados (NT b-
INC). Identificado o agente bacteriano, um segundo ensaio de PCR é executado.
Para a determinagcdo do sorogrupo de N. meningitidis utiliza-se um ensaio com
oligonucleotideos nos genes siaD (B, C, Y, Wi35), orf-2 (A) e ctrA (29E, X, Z),
necessarios para a biossintese dos polissacarideos capsulares. Os produtos do
PCR amplificados sdo analisados através da eletroforese em gel de agarose padrao
a 2% sobre a fluorescéncia de UV apds a coloragao pelo brometo de etidio.

A técnica de PCR tem inumeras vantagens em relagdo a cultura para o

diagndstico de infecgdo meningocécica. O resultado da reacdo de PCR esta
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freqientemente disponivel no mesmo dia do inicio das manifestagcbes comparado
com 24-48 horas para a confirmagao do diagndstico pela cultura. Outra vantagem é
que a sensibilidade do método nao é afetada pelo uso prévio de antibidtico, pois nao
depende da viabilidade da bactéria para a positividade do teste. A utilizagdo de PCR
multiplex permite a testagem simultdnea de N. meningitidis, S. pneumoniae, H.
influenzae (Ni et al., 1992; Newcombe et al., 1996; Borrow et al., 1998; Bryant et al.,
2004). Apesar do método de PCR ter vantagens inquestionaveis, este método néo
deve ser utilizado em substituicdo a cultura. Apesar da susceptibilidade do
microrganismo poder ser determinada por meio de PCR, apenas a resisténcia a
penicilina tem sido testada com fins epidemiolégicos. Ademais a cultura é
fundamental para a detecgdo de bactérias que sofreram recombinagdo ou novos

patdgenos envolvidos com um mesmo espectro clinico (Tsang et al., 2008).

2.2.6 Tratamento

A antibioticoterapia precoce e adequada melhora de forma significativa o
prognéstico da doenga meningocécica. Uma vez levantada a possibilidade de
doenga meningocécica, deve-se iniciar a administragdo de antibidtico especifico
entre 15 e 20 minutos, ou no maximo até 30 minutos (Tunkel, 2005). A coleta de
hemocultura deve ser realizada simultaneamente com a tentativa de acesso venoso,
e a antibioticoterapia deve ser administrada em seguida. Neste momento a pungéo
lombar é avaliada, e mesmo que se decida pela sua realizagdo a antibioticoterapia
nao pode ser retardada. Em casos suspeitos de meningite bacteriana, o tratamento
antimicrobiano deve ser amplo o suficiente para garantir o tratamento das possiveis

etiologias, que podem variar de acordo com a faixa etaria e a condigado de base do
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paciente.

O tratamento dos casos suspeitos de doenga meningocécica deve ser feito
com uma cefalosporinas de terceira geragao, e.g., ceftriaxona (100 mg/Kg dia,
divididos de 12/12 horas, até a dose maxima de 4 g/dia) ou cefotaxima (200-300
mg/Kg dia, divididos de 4/4 horas, até o maximo de 8-12 g/dia), até que se tenha o
isolamento bacteriano em cultura com o resultado do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos (Tunkel et al., 2004). Se o microorganismo comprovadamente for
sensivel a penicilina, com concentragédo inibitéria minima (MIC) < 0,1 ug/ml, o
tratamento eventualmente pode ser trocado para penicilina (300.000 unidades/kg por
dia, divididos de 4/4 horas, até o limite maximo de 24 milhdes de unidades/dia). Para
isolados com MIC = 0,1 pg/ml o tratamento deve ser mantido com cefalosporina de
terceira geracdo. A duracdo do tratamento antimicrobiano varia de acordo com a
gravidade inicial da doenga e com a resposta terapéutica do paciente. Nos casos,
em que o meningococo é totalmente sensivel ao antibidtico utilizado, em geral, sete
dias de tratamento sdo suficientes (Tunkel et al., 2004). Esquemas de tratamento
mais curtos ja foram testados durante epidemias, mas ndao sao recomendados de
rotina.

O primeiro relato de N. meningitidis resistente a penicilina foi em 1988
(Mendelman et al., 1988). A resisténcia intermediaria a penicilina é determinada por
reducdo da afinidade de proteinas fixadoras de penicilina. Embora cepas com
sensibilidade reduzida sejam pouco frequentes, € necessario manter um alto grau de
vigilancia e pensar nesta possibilidade quando ha falha terapéutica e nos casos de
persisténcia da febre por mais de quatro dias. O cloranfenicol (100 mg/kg dia IV,
divididos de 6/6 horas, até o maximo de 4 g/dia) é uma alternativa terapéutica para

0s pacientes com alergia grave a penicilina; entretanto, a emergéncia de resisténcia
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também é uma preocupacgao (Galimand et al., 1998).

O tratamento de suporte da doenga meningococica também deve ser
entendido como uma prioridade e requer uma equipe médica capacitada em terapia
intensiva, em doencgas infecciosas e no manejo de coagulopatias. A primeira medida
€ assegurar uma via aérea pérvia e tentar corrigir a hipoxemia. Em alguns casos,
isto sO é possivel com intubacio orotraqueal e ventilagdo mecanica. Se o paciente
apresentar sinais de hipoperfusdo tecidual (enchimento capilar lentificado,
hipotensao), deve-se tentar restabelecer a perfusdo o mais rapidamente possivel,
para evitar disfungcdo organica e reduzir a letalidade. Para isto deve ser utilizada
hidratagdo venosa vigorosa e, sempre que necessario, agentes inotrépicos positivos
e 0 uso de solugao coldide, em especial albumina humana a 4,5%, nos pacientes
com choque persistente com profundo extravasamento capilar. A utilizacido de
concentrados de proteina C em paciente com septicemia meningocécica grave
parece ter beneficios, mas que ainda ndo foram comprovados até o momento. O uso
de glicocorticéides no tratamento da doenga meningocdcica nao esta estabelecido e

nao deve ser feito de rotina (Pollard et al., 1999; van de Beek et al., 2007).

2.2.7 Prevencéao

As medidas basicas de prevengdo da doenga meningococica incluem
quimioprofilaxia e vacinagdo sorogrupo especifico. A taxa de ataque da doenca
meningococica em contactantes préximos de um paciente € de aproximadamente 1
para cada 250 pessoas expostas, i.e. 0,4%, o que € cerca de 500 a 800 vezes maior
do que na populagdgo em geral (Bilukha e Rosenstein, 2005). A definicdo de

contactantes proximos pode ser variavel de um pais para outro e a identificagao
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destes individuos, em geral, ndo é tarefa facil e depende de uma investigacao
epidemioldgica adequada. Nao € incomum que todos os conhecidos de um individuo
com doenga meningocécica se julguem contactantes préoximos e desejem receber
quimioprofilaxia. Porém, a utilizagdo da quimioprofilaxia em massa além de nao ter
impacto no controle da doenca, nido é isenta de riscos, pois os antibidticos utilizados
para a profilaxia podem, eventualmente, estar associados com efeitos colaterais ou
induzir o aparecimento de cepas bacterianas resistentes. A quimioprofilaxia ndo esta
indicada para os individuos que tiveram contanto curto com o doente, o que inclui a
maioria dos profissionais de saude com excec¢ao daqueles que tiveram contato direto
com as secregdes respiratérias do doente sem equipamentos de protecao individual
(mascara e luvas).

A quimioprofilaxia deve ser administrada para todos os contactantes
intradomiciliares o mais rapido possivel apdés a identificacdo do caso indice,
idealmente nas primeiras 24 horas, ou quando ndo for possivel até o 14° dia A
escolha do melhor esquema de quimioprofilaxia € aquele que utiliza uma droga de
uso oral, em dose unica e com pouca possibilidade de efeitos colaterais. As opcoes,
em geral, incluem rifampicina, ciprofloxacina, ceftriaxona e azitromicina. Em uma
meta-analise realizada em 2006, a rifampicina e a ciprofloxacina foram efetivas na
erradicagao de N. meningitidis da nasofaringe até a segunda semana. A rifampicina
continuou sendo efetiva até a quarta semana, mas observou-se a emergéncia de
cepas resistentes a este antibidtico. O ceftriaxona foi mais efetivo que a rifampicina
em 1 a 2 semanas apos a instituicdo da quimioprofilaxia. A ciprofloxacina nao é
recomendada para quimioprofilaxia em algumas regides dos Estados Unidos e
Espanha devido a emergéncia de isolados resistentes a ciprofloxacina em pacientes

(Fraser et al., 2006). Mesmo durante epidemias ou surtos, a quimioprofilaxia é
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recomendada apenas para os contactantes intradomiciliares e aqueles que
conviveram com o paciente mais de 4 horas consecutivas nos ultimos 7 dias que
antecederam o inicio dos sintomas ou que tiveram contato direto com a saliva do
paciente. Nessas situagdes, deve ser considerada a utilizacdo da vacina como
medida profilatica, quando o sorogrupo causador da doencga for identificado.

Em pacientes com doenga meningocécica invasiva, o tratamento com outros
agentes que nao as cefalosporinas de terceira geracdo nao erradica de forma
confiavel N. meningitidis da nasofaringe. Portanto, antes da alta hospitalar estes
pacientes devem receber quimioprofilaxia para erradicacdo da bactéria da
nasofaringe para evitar a transmissdo para os contactantes proximos (Barroso,
1999).

Cabe aos servigos de vigilancia epidemioldgica a identificagdo precoce de
surtos e epidemias e a definicao da populagcao alvo para a vacinacdo. A maioria das
vacinas disponiveis contra a doenga meningocdcica € constituida por antigenos
polissacaridicos da capsula da bactéria e confere protegcao por tempo limitado (cerca
de trés a cinco anos), exclusivamente para os sorogrupos contidos na vacina. A
eficacia é reduzida em criangas de baixa idade (menores de 2 anos). As mais
frequentemente empregadas sao a vacina bivalente (A+C), a tetravalente
(A+C+Y+W,35). Para a meningite meningocdcica B nenhuma vacina desenvolvida
até entao, inclusive a VaMengoc B+C®, mostrou-se eficaz em criangas abaixo de 4
anos ou contra sorotipos heterélogos ao da vacina (Granoff et al., 2004).

Na década de 1990, foi desenvolvida uma vacina conjugada contra o
sorogrupo C, com elevada eficacia, protecédo prolongada (possivelmente por toda a
vida) e boa resposta em menores de dois anos (Stephens, 2007). Em alguns paises

como a Inglaterra e em algumas regides do Canada e da Espanha, esta vacina ja foi
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adotada de forma rotineira no calendario vacinal infantii. Em 2005, a vacina
A+C+Y+W,35 conjugada foi licenciada em alguns paises e esta recomendada, nos
Estados Unidos, para individuos com mais de 2 anos de idade.

No Brasil, embora a vacina antimeningocécica C conjugada esteja
recomendada de rotina pela Sociedade Brasileira de Pediatria, aos 3, 5 e 12 meses
de idade, esta vacina nao faz parte do calendario basico vacinal adotado pelo
Ministério da Saude e n&o esta disponivel gratuitamente para populagédo em geral. A
vacina conjugada C esta disponivel apenas nos Centros de Referéncia para
Imunobioldgicos Especiais (CRIE) exclusivamente para pessoas a partir dos 2
meses de idade e que tenham doencas ou condi¢cdes de base que impliquem em um
maior risco de doenga meningococica (asplenia congénita ou adquirida,
esplenectomia, deficiéncias de complemento, anemia falciforme e talassemia). As
vacinas antimeningocdcicas polissacaridicas estdo disponiveis através do Ministério
da Saude apenas em situacdes de surtos ou epidemias Na rede privada, podem ser
encontradas as vacinas polissacaridica A+ C e a conjugada C. As vacinas

tetravalentes polissacaridica ou conjugada ainda n&o tém registro no pais.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a etiologia dos casos suspeitos de doenga meningocécica
invasiva por meio de métodos moleculares na populacdo do Estado do Rio de

Janeiro.

3.2 Objetivos especificos

o Determinar a etiologia dos casos de febre com exantema hemorragico
com ou sem meningite, que nao tiveram confirmagéao laboratorial pelos
meétodos de cultura ou teste do latex, utilizando um ensaio de multiplex
PCR de triagem.

o Determinar os sorogrupos por PCR (genogrupagem) dos casos

positivos para N. meningitidis pelo ensaio de triagem.



4 METODOLOGIA

4.1 Desenho, local e populacédo do estudo

Desenvolvemos um tipo de estudo prospectivo descritivo para a investigagao
de casos suspeitos de doenga meningocécica através da utilizagdo da reacdo de
PCR. As amostras foram selecionadas de acordo com os critérios estabelecidos
abaixo dentre aquelas recebidas (Figura 8), no periodo de 2004 a 2005, no
Laboratério de Referéncia para Meningites do Instituto Estadual de Infectologia Séo
Sebastido (IEISS). O antigo IEISS ficava localizado no bairro do Caju, zona portuaria
da cidade do Rio de Janeiro, e era o Centro de Referéncia para Doencas Infecciosas
no Estado do Rio de Janeiro. Durante o periodo do estudo, o hospital oferecia 50
leitos de enfermaria (20 pediatricos e 30 de adultos) e nove leitos de Unidade de
Terapia Intensiva, o que representava cerca de 70% da sua capacidade de
ocupacao total. Das amostras selecionadas no Laboratério de Referéncia, apenas
39% (30/76) eram de pacientes internados naquele Instituto, a maioria (61%) era de

pacientes internados em outros hospitais da rede publica ou privada.
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434 amostras de LCR
contagem de leucdcitos >500/mm; neutrofilos > 50%)
com ou sem exantema hemorragico
+
(<100 leucocitos/mma3) de pacientes com histéria de
febre e exantema hemorragico

104 amosHSSIEE. 227 amostras de LCR
Etiologia naoicE S, 103 amostras de LCR etiologia confirmada por cultura ou
cultura ou latex, com exantema Etiologia n&o definida por latex
hemorragico. cultura ou latex, sem exantema 106 amostras: S. pneumoniae
27amostras: bacterioscopia hemorragico. 121 amostras: N. meningitidis
positiva DGN
Amostras
excluidas
71 amostras incluidas Amostras

33 amostras nao excluidas

disponiveis (volume
insuficiente)

Figura 8 Organograma das amostras selecionadas no IEISS, no periodo de 2004 a 2005.

No laboratério do IEISS, as amostras de LCE foram processadas de rotina
para citometria (total e diferencial), provas bioquimicas (glicose e proteina),
bacterioscopia (coloragdo pelo método de Gram), teste do latex e cultura (agar
chocolate). Apos serem processados, os espécimes foram acondicionados em
frascos estéreis e armazenados a 20°C negativos.

A citometria global e especifica é realizada através da analise, sob
microscopia optica com aumento de 400x, de uma aliquota de LCE depositada na
camera de Fuchs-Rosenthal, apds coloracdo com um corante a base de cristal
violeta (0,2%) e acido acético (10%). A determinagdo da glicose é realizada pelo
método enzimatico (oxidase e peroxidase) colorimétrico automatizado. A dosagem

de proteinas é feita pelo método turbidimétrico manual, apés adicdo de acido
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tricloroacético a 3%. A bacterioscopia é realizada pela microscopia 6ptica, com
aumento de 1000X, de um esfregago de LCE, nao centrifugado, em lamina corado
pelo método de Gram modificado por Hucker. Todas as laminas sao avaliadas por
dois profissionais diferentes. A cultura é feita pela semeadura de 3 gotas de LCE
num tubo de agar Mueller-Hinton inclinado suplementado com 10% de sangue de
carneiro aquecido (chocolate). Os tubos sado incubados em estufa a 37°C, dentro de
uma jarra vedada com chama de vela para obter uma concentragédo de 3% de COa,
e cerca de 50% de umidade obtida com um frasco de agua aberto. As culturas séo
mantidas incubadas por 48 horas, com leitura por inspec¢ao visual a cada 24 horas,
quando entdo aquelas sem crescimento sdo descartadas como negativas. Os
antigenos bacterianos nos espécimes de LCE sao pesquisados com o reagente
comercial BD Directigen Meningitis Combo Test® (Becton, Dickinson and
Company®), que utiliza anticorpos de coelho (N. meningitidis sorogrupos A, C,
Y/Wi35, H. influenzae, S. pneumoniae e S. agalactiae) ou rato (N. meningitidis
sorogrupo B/E. coli K1) ligados a particulas de latex, os quais promovem uma
aglutinagao perceptivel a inspegao visual, em 1 a 2 minutos, quando em contato com
o antigeno especifico.

As amostras selecionadas foram encaminhadas ao antigo Departamento de
Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz, acompanhadas de ficha padronizada
(anexo |), para a investigagao das trés principais etiologias bacterianas de meningite
aguda por ensaios de PCR. Foram incluidas no estudo as amostras de LCE de
casos de meningite com exantema hemorragico ou de meningococcemia que nao
tiveram o diagndstico confirmado pela cultura e o teste do latex, porém a
bacterioscopia positiva ndo excluiu a inclusdo destes casos. Incluimos ainda

amostras de sangue daqueles casos de meningococcemia, com hemocultura
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negativa e que nao foram submetidos a punc¢ao lombar.

4.2

Definicdo de caso

Casos suspeitos de meningite com meningococcemia (grupo |):
Pacientes com historia clinica de febre, exantema hemorragico e
achados do exame citolégico das amostras de LCE compativeis com
meningite supurativa (2500céls/mm?; 250%PMN).

Casos suspeitos de meningococcemia (grupo Il): Pacientes com
febre de inicio abrupto, exantema hemorragico e contagem de
leucécitos <100céls/mm® no LCE, ou sangue daqueles que nao foram
submetidos a pungao lombar por nao ter sido considerada segura.
Casos suspeitos de meningite meningocdcica ou
meningococcemia com a bacterioscopia positiva (grupo llI):
Pacientes com febre, exantema hemorragico e bacterioscopia do LCE

positiva, independente da celularidade.

A definicdo de caso de meningite com meningococcemia é aquela adotada

pelo Guia de Vigilancia Epidemioldgica do Ministério da Saude. Utilizou-se como

critério de definicido de meningococcemia a contagem de leucdcitos <100céls/mm?

no LCE, conforme classificagdo descrita por Niklasson e cols. (1971). Neste estudo,

ficou demonstrado que o prognéstico do grupo de pacientes com <100céls/mm?® no

LCE é igual ao grupo com <10céls/mm?® e pior que no grupo com mais de 100

céls/mm?®. Este critério foi mais adequado para o presente estudo, pois permitiu a

inclusdo de 10 casos que teriam sido excluidos se o critério classico de

meningococcemia (leucdcitos < 10 céls/mm?> no LCE) tivesse sido utilizado. (Onorato
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et al., 1980; Tarlow e Geddes, 1992). Os casos de meningite e/ou septicemia com
exantema hemorragico apresentando apenas a bacterioscopia positiva foram todos

incluidos, a fim de se confirmar uma etiologia.

4.3 Critério de exclusao

o Foram excluidas amostras clinicas de pacientes com suspeita de
doenga meningocécica, quando uma bactéria foi detectada pela cultura
(sangue ou LCE) ou pelo teste do latex (LCE).

o Foram excluidas ainda amostras de LCE com volume menor do que

200ul.

4.4 Ensaio da reacdo da polimerase em cadeia (PCR)

As amostras selecionadas (LCE e sangue) foram submetidas a extragao do
DNA bacteriano através da ferramenta DNeasy Tissue Kit (QIAGEN®), seguindo o
protocolo para bactéria Gram positiva fornecido pelo fabricante, que permite a
extragcado do DNA tanto de bactérias Gram positivas quanto Gram negativas.

Apods extracdo do DNA, foi utilizado um multiplex PCR de triagem para a
deteccdo de N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae (capsulados),
desenhado para a amplificagdo dos genes conservados crgA, ply e bexA,
respectivos a cada uma das bactérias citadas (van Ketel et al. 1990, Taha, 2000,
Corless et al., 2001). Esses genes estao envolvidos com a adesao as células alvo
(crgA), codificacdo da pneumolisina (ply) e no transporte dos polissacarideos

capsulares (bexA) (Tabela 3).
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Tabela 3 Sequéncia de bases utilizadas como iniciadores na reacdo de PCR

para cada agente bacteriano e os respectivos tamanhos dos produtos amplificados.

Espécies Genes Iniciadores Pro_d_uto
amplificado
N. meningitidis crgA 5 -GCTGGCGCCGCTGGCAACAAAATTC-3’ 230 ob
5-CTTCTGCAGATTGCGGCGTGCCGT-3’ P
S. pneumoniae Ply 5-TGCAGAGCGTCCTTTGGTCTAT-3’ 80 b
5-CTCTTACTCGTGGTTTCCAACTTGA-3’ P
H. influenzae bexA 5-GGCGAAATGGTGCTGGTAA-3’ 343 pb

5-GGCCAAGAGATACTCATAGAACGTT-3’

Para a determinagdo do sorogrupo utilizamos um multiplex PCR com
oligonucleotideos nos genes siaD (B, C, Y, Wi35) e orf-2 (A) ou um PCR para
identificacédo individual de seqUéncias dos genes ctrA (29E, X, Z), necessarios para
a biossintese dos polissacarideos capsulares de N. meningitidis (Taha, 2000;
Bennett et al., 2004). Quando necessario outro ensaio de PCR foi utilizado para
discriminar entre os sorogrupos Y e W35 cujos produtos do PCR séo iguais a 120 bp

(Tabela 4).
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Tabela 4 Sequéncias de bases utilizadas como iniciadores na reagdao de PCR

para identificagdo dos sorogrupos de N. meningitidis e os respectivos tamanhos

moleculares
Sorogrupos Genes Iniciadores Pro_d_uto
amplificado
B siaD 5 -GGATCATTTCAGTGTTTTCCACCA-3’ 450 bb
5-GCATGCTGGAGGAATAAGCATTAA-3’ P
C siaD 5-TCAAATGAGTTTGCGAATAGAAGGT-3’ 250 ob
5-CAATCACGATTTGCCCAATTGAC-3’ P
Wi3s siaD 5-CAGAAAGTGAGGGATTTCCATA-3’ 120 ob
5-CACAACCATTTTCATTATAGTTACTGT-3’ P
Y siaD 5-CTCAAAGCGAAGGCTTTGGTTA-3’ 120 b
5-CTGAAGCGTTTTCATTATAATTGCTAA-3’ P
A orf-2  5-CGCAATAGGTGTATATATTCTTCC-3’ 400 bb
5-CGTAATAGTTTCGTATGCCTTCTT-3" P
29E ctrA 5-ATTACGCTGACGGCATGTGGA-3’ 667 ob
ctrAR 5-TTGTCGCGGATTTGCAACTA-3’ P
X ctrA 5-GTCTTTGTATAAGGCCCAAG-3’ 595 bb
ctrAR 5-TTGTCGCGGATTTGCAACTA-3’ P
4 ctrA 5-TATGCGGTGCTGTTCGCTATG-3°
667 pb

ctrAR &5-TTGTCGCGGATTTGCAACTA-3"

A reagdo de PCR (50 upl) continha 0,6 pyM de cada primer de
oligonucleotideos (Invitrogen), 200 uM dNTPs, tampao de PCR, 3 mM MgCl,, 1U
platinun Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 10 uyl de DNA alvo. A reagéo foi
realizada em um termociclador (GeneAmp PCR System 9700, PE Applied

Biosystems) nos seguintes parametros: 94°C por 3 minutos, 55°C por 30 segundos,
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72°C por 20 segundos; seguido por 35 ciclos de 92°C por 40 segundos; 55°C por 30
segundos, 72°C por 20 segundos; 72°C por 10 minutos; e mantido a 4°C «. Os
produtos amplificados pelo ensaio de PCR foram analisados através da eletroforese
em gel de agarose padrao a 2% e visualizados sobre iluminagéo ultravioleta, apos
coloragao pelo brometo de etidio.

O DNA extraido de cepas padrao (Nm ATCC 13090, Sp ATCC 49619 e Hib
ATCC 10211) ou de isolados clinicos (Nm sorogrupos A, B, C, Wi3s5, Y, 29E, X e Z)
foi incluido em todas as reagdes como controle positivo e a mistura da reagdo sem

DNA como controle negativo.

4.5 Banco de dados

As informagbes demograficas, epidemioldgicas e clinicas dos casos
incluidos foram obtidas através de consulta as fichas padronizadas (anexo 1)
preenchidas para encaminhamento de amostras para o antigo Departamento de
Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz e, quando necessario, consultas aos livros
de registros do laboratério do IEISS, prontuarios médicos dos pacientes e fichas de

notificagdo epidemioldgica para a criagdo do banco de dados (.xls).

4.6 Consideracdes éticas

O presente estudo foi revisto e aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (Protocolo — CEP n°
0005.0.009.000-07). Todos os aspectos éticos sdo devidamente contemplados no
protocolo de investigacdo, seguindo as normas vigentes no Conselho Nacional de

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



5 RESULTADOS

Foram analisadas 76 amostras biolégicas (LCE = 71; sangue = 5) de

pacientes com doenga meningocodcica invasiva clinicamente diagnosticados, sem

confirmacéao etioldgica por cultura e detecgdo de antigeno. Destes, 39,5% (n = 30)
foram classificados como grupo | (meningite com meningococcemia), 25 % (n = 19)
como grupo Il (meningococcemia) e 35,5% (n = 27) como grupo |l (bacterioscopia
positiva). A celularidade média do LCE foi de 5037 céls/mm® (variando de O -
29,640/mm?®); 24% tinham <100 céls/mm® e 76% =500 céls/mm®. Do total, 54%
tinham idade menor que 6 anos, com média de 12 anos (variando de 2 meses — 58

anos); 41% (n = 31) eram do sexo feminino e 59% (n = 45) do sexo masculino

(Grafico 10).
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Gréfico 10  Distribuigdo dos casos estudados por faixa etaria e sexo.
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Das amostras estudadas, 70 amostras de LCE e 3 amostras de sangue
foram positivas para a pesquisa de DNA de N. meningitidis pela reacédo de PCR
(Figura 9). Das 70 amostras de LCE incluidas, todas que tiveram exame
bacterioscépico positivo (n = 27) também foram positivas para pesquisa de N.
meningitidis pela reacdo de PCR (Figura 10). Do total, trés amostras foram negativas
para a pesquisa dos trés DNA alvos (N. meningitidis, S. pneumoniae e H.
influenzae). A técnica de PCR foi capaz de identificar o DNA bacteriano em 8
amostras de LCE obtidas apds 24-48 horas do inicio de antibioticoterapia parenteral

(ceftriaxona ou penicilina).

1 2 X 2 A B C 29EWuwssY 11

e
e
—
-
e
—
isER
aemm

Figura 8Linha 1: marcador de tamanho molecular
(Invitrogen); 2: amplificagdo por meio do ensaio de
PCR multiplex dos genes bexA (343 bp), crgA
(230 bp) and ply (80 bp) de cepas padrdao Hib
ATCC 10211, Nm ATCC 13090 and Sp ATCC
49619, respectivamente; 3-10: amplificagdo por
PCR de regibes especificas do gene ctrA (Z = 667
bp) de isolado clinico e resultados obtidos quando
o0 ensaio foi aplicado as amostras bioldgicas,
mostrando a detecgéo dos sorogrupos X (525 bp),
A (400 bp), B (450 bp), C (250 bp), 29E (667 bp),
W35 (120 bp) e Y (120 bp); 11: controle negativo.
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Grupo I Grupo II Grupo III

Meningite Meningococcemia Bactetioscopia positiva
(LCE = 30) (=19 (DGN = 27)

— 1 :
ergA LCE Sangue Meningite Meningococcemia

N. meningitidis (n=14) (n=73) (LCE = 24) (LCE = 3)
(n=29)
ogA ogA orgA orgA
N. meningitidis N. meningitidis N. meningitidis N. meningitidis
(n=14) (n=3) (n = 24) (n=3)

Figura 10 Organograma dos resultados do método de PCR multiplex aplicado para a detecgéo dos
genes crgA, ply e bexA.

Em 82% das amostras positivas (58/71; 2 amostras perdidas) foi possivel a

identificacdo do sorogrupo pela técnica do PCR (Figura 11). Destas, 1 (2%) foi

identificada como sorogrupo A, 35 (60%) como sorogrupo B, 4 (7%) como sorogrupo

C, 2 (3%) como sorogrupo X, 1 (2%) como sorogrupo Y, 1 (2%) como sorogrupo 29E

e 14 (24%) como sorogrupo W35 (Grafico 11).



GENOGRUPAGEM

siaD/orf-2/ctrA = 82% (58/71)

104

Grupo |
CcrgA = 29

Genogrupo = 22/29 (76%)

.
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crgA = 16

Genogrupo = 14/16 (87%)
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crgA = 26
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Figura 11 Organograma dos resultados do método de PCR aplicado para a determinagdo do

genogrupo.
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Gréafico 11

Distribuigdo dos sorogrupos de N. meningitidis na populagéo estudada.
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Dos 76 casos incluidos, 63 receberam alta e 10 evoluiram para obito; 3
tiveram desfecho ignorado. Dos pacientes com desenlace conhecido a letalidade
total foi de 14% (10/73), sendo de 3% (1/30) no grupo |, 22% (4/18; 1 evolugéo
ignorada) no grupo Il e 20% (5/25; 2 evolugdes ignoradas) no grupo lll. Do total, a
letalidade foi de 7,7% em pacientes com meningite (4/52; 2 evolug¢des ignoradas) e
de 28,6% em pacientes com meningococcemia sem meningite (6/21; 1 evolugéo

ignorada).



6 DISCUSSAO

O relato de Vieuseaux em Genebra, em 1805, € o marco oficial da historia
da meningite cérebro-espinhal epidémica e também a primeira observagdo da
associacao entre meningite e purpura (Vieuseaux, 1805). Desde entdo, lesdes
hemorragicas cutadneas, um sinal de manifestacdo septicémica, sdo reconhecidas
como uma das caracteristicas mais notaveis da doencga invasiva por N. meningitidis
(Toews e Bass, 1974; Darmstadt, 1998). Apesar de todo o desenvolvimento no
diagnodstico e tratamento da doenga desde a sua descricdo, a doenga
meningocaocica ainda representa uma importante causa de meningite e septicemia
em varias regides do mundo, principalmente em criangas, com altas taxas de
letalidade e de sequelas neuroldgicas permanentes. No Brasil, € a principal causa de
meningite e septicemia de origem comunitaria.

O principal fator de risco isolado para o adoecimento € a auséncia de
anticorpos bactericidas contra o sorogrupo infectante (Goldschneider et al., 1969b;
Goldschneider et al., 1969a; Emonts et al., 2003). Os anticorpos transferidos da mae
para o filho durante a gestagao apresentam uma reducao sérica gradativa ao longo
do primeiro trimestre, o que confere uma maior susceptibilidade ao adoecimento de
criangas a partir dos trés meses até os dois anos de idade, periodo no qual sao
registradas as maiores taxas de ataque ajustadas para idade (Goldschneider et al.,
1969b). A partir dos dois anos de idade ha uma tendéncia ao aumento da
concentragcao de anticorpos bactericidas em resposta a infecgao assintomatica, pelo
meningococo ou por Neisseria comensal (p.ex., N. lactamica), concomitante a uma

tendéncia de queda das taxas de incidéncia. Na populacdo estuda nesse estudo,
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22,4% dos casos ocorreram em criangas < 2 anos e 31,6% em criancas entre 3-6
anos, perfazendo um total de 54% dos casos neste grupo etario. A distribuicdo por
sexo seguiu o padrao relatado mundialmente, com discreto predominio no sexo
masculino (59%), mas quando é feita estratificacdo por idade, observa-se um
predominio do sexo feminino a partir dos 30 anos de idade (62,5%) (Beeson e
Waterman, 1943).

A infeccdo por N. meningitidis produz uma grande variedade de
manifestacdes, que vao desde a forma assintomatica até a septicemia fulminante. A
maioria dos individuos infectados ndo desenvolve doenca invasiva, se tornando
apenas portadores assintomaticos de N. meningitidis na nasofaringe, o que permite
a manutencao e a disseminagdo da bactéria na populagado (Palmer et al., 1992).
Uma vez que a bactéria alcanga a corrente sanguinea, a maioria dos casos
diagnosticados de doenga meningococica manifesta-se como meningite e/ou
septicemia (meningococcemia). Todos os doentes deste estudo apresentavam
exantema hemorragico, seguindo o critério de inclusao, e foram classificados como
meningite com septicemia (71%) ou septicemia isolada (29%). Na regiao de Mersey,
Inglaterra, cerca de 90% dos casos desenvolveram ambas ou uma destas
manifestagdes clinicas; a propor¢ado dos casos de meningite, meningite com
septicemia e septicemia foi de 12%, 62% e 26%, respectivamente (Hart e Rogers,
1993). No Rio de Janeiro, em um estudo realizado por Barroso (1998), 30% dos
pacientes foram classificados como meningite, 58% como meningite com septicemia
e 12% como septicemia. O total de formas clinicas causadas por N. meningitidis néo
€ conhecido, tanto pela falta de notificacdo quanto, principalmente, pela falta de
pesquisa de uma etiologia.

E importante levar em consideragdo que a doenca meningocdcica ndo se
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apresenta primariamente como meningite. A maioria das mortes € decorrente da
septicemia e a proporcdo de criangas com septicemia tem aumentado desde a
segunda metade da década de 1990 (Pollard et al., 1999; Kaplan et al., 2006). O
exantema e o enantema sao aspectos comuns da infecgdo meningocdcica invasiva,
0S quais surgem no primeiro ou segundo dia de doenga, podendo ser maculo-
papular, petequial, ou equimdético. Contudo, o aspecto hemorragico € o mais
frequente (Toews e Bass, 1974). A sua presencga indica a ocorréncia de septicemia,
que pode ou nao estar associada a meningite. Em areas endémicas de doenca
meningococica, a presenga de exantema hemorragico em criangas com doenga
febril aguda é muito sugestivo de doencga invasiva por N. meningitidis (Hart e
Rogers, 1993; Barroso et al.,, 2002). A associacdo de exantema hemorragico e
meningite € raramente observada com as outras etiologias comuns de meningite
bacteriana aguda (Greenwood, 1991).

De acordo com a Secretaria de Saude do Estado, a letalidade da doenca
meningococica no Rio de Janeiro no periodo de 2000 a 2005 foi de 22% (578/2618),
0 que esta acima do esperado. Este cenario sugere problemas com o manejo inicial
destes pacientes e, provavelmente, uma falha em diagnosticar os casos mais leves,
sem manifestagdes cutdneas hemorragicas. Indica também a necessidade de se
fazer uma reavaliacdo dos protocolos de atendimento inicial dos casos suspeitos de
meningite bacteriana e de se investigar a percepgdo dos médicos em relagéo a
doenga meningocécica. Estas questbes sado particularmente criticas, pois com
frequéncia os pacientes eram encaminhados ao antigo IEISS sem o suporte minimo
e muitas vezes sem que se tenha iniciado o antibiético e a hidratagdo venosa.
Alguns casos inclusive chegavam ao IEISS por meios préprios, em geral, em

transporte coletivo, com encaminhamento médico ao centro de referéncia com a
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suspeita clinica de doengca meningocdcica. Tal conduta reflete o desconhecimento
da gravidade da doenga e do seu carater rapidamente progressivo e a falta de
estrutura das unidades basicas de saude para o encaminhamento adequado dos
pacientes para os hospitais de referéncia.

A presenca de purpura, especialmente quando disseminada, € reconhecida
como um sinal de mau prognéstico imediato na doenga meningococica (Toews e
Bass, 1974). Esta manifestacdo decorre da liberagdo de endotoxinas durante a
multiplicagdo do meningococo na circulagao sanglinea, que desencadeia uma série
de disturbios no equilibrio das atividades anti e pro-coagulantes das células
endoteliais (Darmstadt, 1998). No Estado do Rio de Janeiro de 2000 a 2005, a
letalidade dos casos suspeitos (diagnostico clinico), que necessariamente
apresentam exantema hemorragico como critério de definigao, foi significativamente
superior comparado aos casos confirmados, que incluem tanto pacientes com
septicemia (com ou sem meningite) quanto meningite isolada (sem exantema). Este
fato esta relacionado a varios fatores como uma menor chance antes do inicio do
tratamento de coletar material para diagnéstico dos casos mais graves, falta de
percepcdo sobre a etiologia meningocécica, auséncia de uma abordagem
sindrédmica para as febres hemorragicas urbanas, a disseminagado equivocada do
conceito e dos sinais de gravidade do “dengue hemorragico”, o que leva a retardo e
a erro diagnéstico fatais. Nesse estudo, todos os casos incluidos tinham exantema
hemorragico, mas os casos sem meningite apresentaram uma letalidade maior que
0s casos com meningite supurativa associada. Conforme demonstrado
anteriormente, a auséncia de meningite € um fator reconhecido de pior progndstico
e o critério de celularidade do LCE < 100 céls/mm? parece se correlacionar bem com

uma maior gravidade e um pior prognéstico (Niklasson et al., 1971).
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O resultado deste trabalho mostra que o quadro de febre associada a um
exantema hemorragico, especialmente em criangas, é fortemente sugestivo de
doenga meningocdcica invasiva, na populagdo do Rio de Janeiro. Desta forma, o
critério clinico de doenga meningocadcica, que é definido pelo Ministério da Saude e
utilizado em todo o Pais, esta apropriado para aplicacédo na area metropolitana do
Rio de Janeiro. Entretanto € necessario manter uma vigilancia constante da doenca
meningocadcica, com confirmagao do maior niumero de casos possivel, pois a adogao
das medidas de controle nos contactantes préximos depende do diagndstico do caso
indice, e adicionalmente, para a implementagcdo da vacinacdo de bloqueio é
necessaria a identificagao do sorogrupo circulante.

Além disto, algumas doengas, com manifestagcao e evolugdo semelhantes a
doenga meningocdcica, podem ter tratamentos diferentes e necessitar de medidas
de controle especificas. Igualmente, os sinais de mau prognéstico podem ser
comuns. As septicemias ou meningites bacterianas de outras etiologias,
especialmente por S. pneumoniae e H. influenzae, embora menos frequentemente,
podem cursar com exantema hemorragico indistinguivel da doenga meningocdcica e
a utilizacdo de corticdide pode estar indicada como terapia adjuvante (van de Beek
et al.,, 2007). Embora a febre purpurica brasileira deva ser considerada no
diagndstico diferencial, desde 1993 nao é registrado nenhum caso novo da doenca
no Pais (Harrison et al., 2008). As infeccbes por enterovirus podem, inicialmente, se
apresentar com quadro clinico semelhante a doenga meningocécica, mas em geral a
evolugdo é menos grave e nao necessitam de tratamento especifico (Grist et al.,
1978; Rorabaugh et al., 1993). O dengue, doenca epidémica no Brasil, pode evoluir
com choque, tendéncia a sangramentos, principalmente do trato gastrointestinal e,

eventualmente, exantema hemorragico (principalmente petéquias); entretanto o
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diagndstico diferencial pode ser feito de forma inequivoca através da historia clinica,
observando-se o tempo de evolugdo da doenga (Halstead, 2007). Um registro de
letalidade de dengue acima do esperado (> 1%) deve servir de alerta para a
possibilidade de casos de doenga meningocdécica estarem sendo erroneamente
tratados como dengue. A febre maculosa brasileira, uma doenca prépria das areas
rurais, também pode evoluir com aparecimento de exantema hemorragico a partir do
terceiro dia de doenca, sendo portanto de aparecimento mais tardio (e.g., entre o0 4°-
6° dia) do que na doenga meningococica (Belman, 1999). A suspeicdo do
diagndstico é essencial para o tratamento antimicrobiano adequado, uma vez que o
cloranfenicol ndo é prescrito sem uma indicagao precisa. Recentemente, foi relatado
um caso adquirido na cidade do Rio de Janeiro, apdés um periodo de trés décadas
sem notificagdo de casos em areas urbanas (Lamas et al., 2008). Portanto, este
diagndstico deve ser considerado em todos os pacientes com quadro febril agudo
que tenham tido possibilidade de exposicédo a carrapatos.

O diagndstico inicial da doenga meningocdcica € fundamentalmente clinico.
Na septicemia meningococica o exantema hemorragico costuma ser disseminado, e
mesmo apods a instituicdo imediata de antibidtico a evolugdo € rapidamente
progressiva com um desfecho fatal. Portanto, para se ter um impacto significativo na
letalidade da meningococcemia € preciso reconhecer a doenga antes do
aparecimento do exantema hemorragico, o que muitas das vezes € impossivel. Um
estudo realizado por Thompson e cols. (2006) mostrou que dor em membros
inferiores, extremidades frias, sede (em criangas maiores) e pele mosqueada foram
as manifestacdes clinicas mais precoces de septicemia em pacientes com doenca
meningococica. Neste estagio, isto significa que ndo é possivel dizer se estamos

frente a um casos de meningite ou septicemia, mas que uma doenga grave pode
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estar em curso. Febre associada a sinais clinicos precoces de gravidade (nas
primeiras 8-48 horas), seguida de evolugao rapida (em poucas horas) com purpura e
choque, sdo elementos de conviccdo para a suspeicdo diagnéstica de
meningococcemia. Eventualmente, podem estar presentes ao longo da evolugéo da
doencga sinais de irritagdo meningea, que corroboram fortemente o diagndstico
clinico de meningite meningocdcica com septicemia.

Em casos suspeitos de doenga meningocdcica, o inicio imediato do
tratamento é absolutamente essencial para o sucesso terapéutico, particularmente
das formas com purpura. Entretanto, a confirmacido laboratorial dos casos de
meningite e/ou febre com exantema hemorragico € fundamental para apoiar as
acdes de controle nos contactantes proximos e na comunidade. O método
tradicional de identificagdo de patdgenos por meio da cultura é um elemento chave
para o estabelecimento da relacdo causal entre uma determinada doenca e um
microorganismo especifico. Entretanto, varios agentes infecciosos néo sobrevivem
durante o transporte, sdo exigentes quanto as condigdes de cultivo, o seu
crescimento € lento, ou ndo sao cultivaveis. Nos casos suspeitos de doenca
meningococica ou de meningite bacteriana a sensibilidade dos métodos tradicionais
de diagndstico laboratorial € reduzida quando as amostras clinicas nao séao
coletadas antes do tratamento especifico ou ha demora em seu processamento.
Mesmo um periodo curto de tempo entre a administragcao do antibiotico e a coleta do
LCE, de 15 minutos a 2 horas, ja interfere de forma significativa com o rendimento
dos métodos (Kanegaye et al., 2001).

A presenga de DGN na bacterioscopia do LCE, embora seja aceito como
critério para a confirmagao diagndstica de meningite meningocdcica no Brasil e pela

OMS, a presenga de diplococos Gram positivos ou de bastonetes (Gram positivo ou
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negativo) nao é considerada isoladamente como critério diagndstico para a
confirmagédo de caso (MSB, 1994). No presente estudo, o exame bacterioscopico
positivo do LCE, isoladamente, ndo serviu como critério para a definicdo de caso
confirmado e estas amostras ndo foram excluidas, pois houve o interesse em
confirmar a etiologia bacteriana e identificar o sorogrupo.

A deteccdo de antigenos no LCE por métodos imunolégicos, como a
aglutinagao pelo latex, parece ndao aumentar de forma significativa o percentual de
casos confirmados, pois tem sensibilidade baixa nos casos em que a cultura é
negativa (Tarafdar et al., 2001; Nigrovic et al.,, 2004). Além disto, existe uma
restricdo para a detecgdo individualizada dos diferentes sorogrupos, pois o kit
utilizado no laboratério de referéncia de meningites no Estado do Rio de Janeiro
identifica em conjunto sorogrupos A/Y, C/W135, B/E.coli K1 (BD Directigen Meningitis
Combo Test).

Diante da dificuldade de se estabelecer o diagndstico da doenca
meningococica em locais de dificil acesso ou com recursos limitados, Chanteau et
al. (2006) desenvolveram um método rapido de diagnéstico baseado na identificagao
de polissacarideos da membrana de N. meningitidis por imunocromatografia para os
sorogrupos A, Wi35, C e Y. Este método, que pode fornecer o resultado em até 15
minutos apos a coleta do LCE, o qual foi testado no Niger e apresentou
sensibilidade e especificidade de 93,8% e 97,17% para o sorogrupo A,
respectivamente; e de 100% e 99,4% para o sorogrupo W35, considerando um limite
de detecgdo de 1ng polissacarideo/ml (equivalente a 10° UFC/ml). Entretanto neste
estudo, o numero de casos de sorogrupo C incluidos foi muito pequeno, néo
permitindo a avaliagcao de sensibilidade para este sorogrupo. Além disto, o método

nao foi testado para o sorogrupo B, que é uma importante causa de doenca na
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Europa e no Continente Americano. Adicionalmente, a positividade do teste depende
de uma concentracdo bacteriana elevada no LCE, nem sempre presente,
principalmente nos casos mais graves de septicemia ou nos pacientes que
receberam antibiético prévio. Portanto, a aplicagdo do teste rapido atualmente
disponivel ndo parece ser util para utilizagcao fora do contexto africano.

Nas ultimas décadas, o avango na microbiologia molecular diagndstica
reduziu o tempo necessario para identificagdo dos microorganismos patégenos
humanos. A utilizacdo de ensaios de PCR teve um impacto importante no
diagndstico das doengas infecciosas, cuja sensibilidade € bem maior da aquela dos
ensaios de microarray. A capacidade do método de amplificar quantidades infimas
de sequéncias especificas de DNA de um microorganismo € um instrumento
diagndstico poderoso. A positividade dos métodos laboratoriais tradicionais,
utilizados de rotina para a confirmagao diagndstica, depende de uma concentragao
bacteriana muito maior que a necessaria para confirmacao através do ensaio de
PCR.

O advento de métodos moleculares para o diagnéstico de meningite, que
independem da viabilidade do microorganismo, aumentou de forma consideravel a
possibilidade de confirmagdo de casos suspeitos, mesmo apdés o inicio do
tratamento, e ja sdo utilizados rotineiramente em varios paises da Europa e Africa.
No estudo realizado por Ragunathan et al., foi demonstrada a deteccdo de DNA
bacteriano pelo ensaio de PCR em espécimes de LCR obtidos até 72h apds o inicio
de antibiéticos (Ragunathan et al., 2000). Bronska et al. (2006) detectaram DNA de
N. meningitidis no LCR de pacientes até o 7° dia apds inicio do antibidtico. Bryant et
al. (2004) demonstrou a presenca de DNA de N. meningitidis no sangue de 1/3 dos

pacientes com doenga meningococica até 72h apds o inicio da antibioticoterapia.
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Neste estudo, a técnica de PCR foi capaz de identificar o DNA bacteriano em 8
amostras de LCE obtidas apds 24-48 horas do inicio de antibioticoterapia parenteral
(ceftriaxona ou penicilina). Apesar disto tudo, esta estabelecido como recomendagao
de que as amostras de LCE sejam coletadas até 72 horas e as de sangue até 4
horas apds o inicio do tratamento especifico (Taha e Olcen, 2004).

Além do grande impacto no diagnéstico, a utilizacdo de métodos
moleculares permitiu um melhor entendimento da epidemiologia das doencgas
infecciosas, que anteriormente era baseada apenas em caracteristicas fenotipicas.
Desde a década de 1980, com o rapido desenvolvimento da biologia molecular, se
tornou evidente que 0 mesmo microorganismo pode expressar fenétipos variados de
acordo com a pressao seletiva do meio. Os métodos moleculares permitiram a
identificacdo de clones de cepas descendentes de um mesmo ancestral mesmo
abrigando mudangas do fendtipo original e o reconhecimento da plasticidade
genbmica resultante de mecanismos diversos, como variacdo de fase, mutagéo e
recombinacao alélica (Taha e Alonso, 2008).

O ensaio de PCR utilizado neste estudo se mostrou uma ferramenta util para
o diagnéstico e a vigilancia epidemiolégica de casos suspeitos de doenca
meningococica na populagado do Rio de Janeiro. A maioria dos casos notificados de
doenga meningocécica no Estado, entre 2000 a 2005, foi baseada apenas em
critérios clinicos sem confirmagdo da etiologia por técnicas laboratoriais. O
percentual de casos confirmados laboratorialmente estda abaixo do esperado.
Provavelmente, esta tendéncia é consequéncia de varios fatores como utilizacao
precoce de antibidtico, retardo da realizagdo da puncgao lombar, descentralizacdo do
atendimento, falta de recursos basicos e de pessoal técnico qualificado, transporte

inadequado do material para o laboratério de referéncia e o processamento
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subotimo dos espécimes clinicos, devido a falta de métodos que identifiquem
sorogrupos “infreqientes”. Na grande maioria das vezes, as amostras de LCE sé&o
encaminhadas ao laboratério do IEISS em frascos de vidro estéreis acondicionados
em isopor com gelo, o que permite a melhor conservagédo da celularidade da
amostra; contudo, esta pratica reduz a sensibilidade dos métodos laboratoriais que
dependem da viabilidade dos microorganismos que causam meningite, como a
cultura e a bacterioscopia. Além disto, em muitos laboratérios, a centrifugagdo das
amostras de LCE néo é realizada de rotina antes da semeadura em meio de cultura
e da bacterioscopia — procedimento que poderia contribuir para o aumento da
sensibilidade dos métodos laboratoriais tradicionais. Outro problema é o transporte
das amostras em frasco de vidro, o que reduz a celularidade devido a adeséo a
superficie de vidro. Uma forma de minimizar este problema é o acondicionamento do
LCE em frasco de plastico, o que reduz a perda de leucdcitos (Knight e Kjeldsberg,
2007).

Nestas circunstancias e com a dificuldade cada vez maior de se manter um
centro de referéncia no Estado para o diagnodstico e tratamento das meningites
agudas, parece nao haver, em curto prazo, perspectiva de aumento do numero de
casos confirmados, o que interfere de forma significativa na vigilancia epidemiolégica
e no controle da doencga. A utilizacdo de PCR para o diagnéstico de meningites
agudas pelos laboratérios centrais (LACEN) poderia, em parte, contornar algumas
dificuldades relacionadas aos métodos laboratoriais tradicionais, como a reducao da
sensibilidade com o uso prévio de antibidtico e com as condi¢gdes de transporte do
material, visto que estes fatores ndo interferem com o rendimento do método
molecular. A utilizagdo de PCR multiplex para a identificacdo dos principais agentes

etiolégicos das meningites bacterianas permite o diagndstico rapido, em até 5 horas,
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e simultdneo em um unico tubo. O custo por extragao utilizando o protocolo deste
estudo foi de cerca de R$ 12,30 (kit 250 reacgdes, ponteiras, tubo eppendorf™). Uma
vez instalada a infra-estrutura para a realizacdo do PCR, o custo por reagao
(controle (+), controle (-), amostra teste), levando-se em consideragdo apenas o
gasto com reagentes e material descartavel, € de aproximadamente R$ 25,62.
Enquanto o processo de revelagao (gel de agarose, brometo de etidio, marcador de
tamanho molecular, ponteira, azul de bromofenol) esta estimado em R$ 4,00.

A positividade do método de PCR para N. meningitidis utilizado neste estudo
foi excelente, o que provavelmente esta também relacionada ao processo utilizado
para extracdo do DNA dos espécimes clinicos (DNeasy Tissue Kit®), que é superior
ao método de fervura. No entanto, o ensaio de PCR falhou em detectar o DNA
bacteriano em uma amostra de LCE e duas amostras de sangue. Uma possibilidade
para o resultado negativo pode ser a baixa concentragdo bacteriana nestas
amostras. Alternativamente, a falha em detectar o DNA bacteriano pode estar
relacionada a presenca de substancias inibidoras da reagdo nas amostras. A
amostra negativa para pesquisa de N. meningitidis por PCR no LCE foi de um caso
compativel com meningite supurativa, com 5800 céls/mm3 (100% polimorfonuclear),
de uma crianca de dois anos internada no IEISS, sem relato de antibioticoterapia
prévia. A amostra do LCE também foi negativa para pesquisa de DNA por PCR para
S. pneumoniae e H. inflluenzae. As duas amostras de sangue negativas para a
pesquisa de N. meningitidis por PCR provavelmente foram falsos negativos, pois os
casos tinham relacdo temporal com quatro casos incluidos neste estudo, com
diagndstico de doenga meningocécica invasiva causada pelo sorogrupo Wi3s. Estas
amostras foram coletadas de casos suspeitos de doenga meningocdcica

relacionados a um surto de doenca febril hemorragica na regido metropolitana do
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Rio de Janeiro em 2004 (Barroso, dados nao publicados). A confirmacgao do surto de
doenga meningocdcica e a identificagdo do sorogrupo circulante sé foram possiveis
através da utilizacido de métodos moleculares de amplificagdo do acido nucléico. Até
onde sabemos, esta € a primeira observagao de surto relacionado ao sorogrupo
W35 na América Latina.

A técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) permite a amplificagédo, detec¢ao
e quantificacdo do material genético presente no espécime clinico de forma
simultadnea. Entretanto, este método € mais caro do que a técnica convencional, a
sensibilidade e especificidade sao similares, ndo identifica os sorogrupos, seu uso
de rotina é restrito (Corless et al., 2001). A técnica de RT-PCR exige um
termociclador especial e reagente proprio, no qual existem épticas de preciséo que
captam a emisséao de fluorescéncia diretamente no pogo onde ocorre a reagao. Para
isso, sdo utilizados corantes fluorescentes que se ligam preferencialmente a fitas
duplas de DNA, corando, portanto, os produtos de amplificacdo. A técnica em tempo
real diminui o tempo necessario para a realizagdo do ensaio (Uzuka et al., 2004),
mas a introducdo desta técnica em laboratorios publicos de analises clinicas no
Brasil parece uma possibilidade ainda mais remota. O ensaio de PCR convencional
parece ser uma solucdo satisfatoria para ser implementada a nivel central nos
laboratérios de referéncia localizados em cada estado, onde os procedimentos
laboratoriais diagndsticos para a maioria das doengas infecciosas estdo
concentrados.

A identificagdo dos sorogrupos por meio de ensaios de PCR é um recurso
essencial para o estudo da epidemiologia da doenga meningocécica em uma
populagao e para o planejamento das agdes de controle. A sensibilidade relatada na

literatura do método de PCR para identificagcdo dos sorogrupos € de cerca de 73%
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(Taha et al., 2005). No presente estudo, utilizando-se iniciadores para identificagao
de sequéncias nos genes siaD (B, C, Y, Wij35), orf-2 (A) e ctrA (29E, X, Z), foi
possivel identificar os sorogrupos em 82% das amostras examinadas. Na populagao
estudada, observamos um predominio do sorogrupo B, que é atualmente o
sorogrupo mais frequente no Brasil. Além disto, a sensibilidade dos kits de latex para
0 sorogrupo B €& mais baixa que para os outros sorogrupos em geral, o que
contribuiu para um maior numero de casos de sorogrupo B incluidos nesse estudo.
O segundo sorogrupo mais frequente, neste estudo, foi o Wy35, que vem
apresentando aumento significativo nos ultimos anos no Rio de Janeiro (Barroso e
Rebelo, 2007), seguindo a tendéncia de varias regides do mundo. Isto vem
acontecendo apesar do baixo numero de casos confirmados por cultura, além da
falta na rotina de um método indireto capaz de identifica-lo, indicando que a doenca
invasiva pelo sorogrupo W435 ndo se trata mais de um fendbmeno raro. O sorogrupo
W35 que, até recentemente, era considerada uma causa rara de doenca
meningococica no mundo, emergiu na segunda metade dos anos de 1990 como
causa de doenca esporadica, surtos localizados e epidemias na Africa e Peninsula
Arabica, seguida de disseminagao intercontinental de alguns clones deste sorogrupo
(Pollard et al., 2004). No Brasil no periodo de 1988 a 2002, apenas 0,3% dos casos
de doenga meningocdcica eram causados pelo sorogrupo Wiss. De 2003 a 2005,
foram diagnosticados 43 casos de doenga invasiva pelo sorogrupo Wiss, que
representou cerca de 11% dos casos confirmados. Atualmente, as cepas do
sorogrupo W35 e parte das cepas do sorogrupo C isoladas de pacientes no Rio de
Janeiro expressam o mesmo fendtipo de clones associados com os surtos
relacionados ao Hajj, identificada como Wi3s:2a:P1.5, 1.2 — ST 11 (Barroso e

Rebelo, 2007).
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A utilizacdo de métodos que permitem a confirmacdo de maior numero de
casos contribui para identificagcdo de sorogrupos pouco freqientes e aponta para a
necessidade de uma vigilancia constante do perfil epidemiolégico da doenga no Pais
para que as medidas de controle adotadas sejam eficazes. Até a presente data, a
unica vacina que confere protegdo contra o sorogrupo Wi3s — a vacina
antimeningococica tetravalente (A+C+Y+Wi35) - ndo tem registro na Agéncia de
Vigilancia e Saude (ANVISA), por isto ndo pode ser importada para o Brasil. A
vacina polissacaridica, que ja era utilizada desde 1978, mais recentemente (2005)
foi conjugada a particulas protéicas que, a exemplo de outras vacinas conjugadas
(e.g. H. influenzae tipo B), conferem protecdo mais prolongada, provavelmente
permanente, e tém boa resposta em menores de 2 anos (Stephens, 2007). Portanto,
nos dias atuais, com o advento da vacina conjugada antimeningocécica
A+C+Y+W,35, a doenga meningocdcica deve ser considerada uma doenca
imunoprevenivel, com exceg¢ao da doenga causada pelo sorogrupo B.

A vacina tetravalente esta indicada para viajantes que se dirigem para areas
de risco elevado de doenca meningocdcica (e.g. cinturdo da meningite na Africa) e é
obrigatéria para concessao de visto de entrada na Arabia Saudita para os peregrinos
em direcdo a Meca, durante o Haijj. Além disto, esta indicada para controle de surtos
relacionados aos sorogrupos presentes na vacina. Outro sorogrupo - também
contido na vacina tetravalente — que vem apresentando incidéncia crescente em
varias regidoes do mundo é o Y. Nos Estados Unidos, atualmente, cerca de um tergo
dos casos é causada por este sorogrupo e na Colébmbia o sorogrupo Y foi
responsavel por 50% dos casos em 2006 (Connolly e Noah, 1999; Rosenstein et al.,
1999; Ines Agudelo et al.,, 2008). O sorogrupo Y causa doenga invasiva mais

frequentemente em adolescentes e adultos, o que pode ter impacto importante na
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disseminagao da doencga devido a ampla rede de contato social desta populagédo. No
Rio de Janeiro, este sorogrupo ainda é pouco frequente.

Nao existe nenhuma vacina licenciada nos Estados Unidos e Europa para a
prevencado da doenga meningococica causada pelo sorogrupo B, embora este seja
um sorogrupo importante em todo Continente Americano e Europeu. O
polissacarideo do sorogrupo B é fracamente imunogénico nos seres humanos
devido a similaridade da estrutura imunoquimica da capsula bacteriana com
glicoproteinas de acidos polisialicos que revestem as bainhas nervosas. A vacina
antimeningocdcica subcapsular B+C, produzida em Cuba, € comercializada em
cerca de 19 paises, principalmente na América Latina. Esta vacina é constituida por
vesiculas de membrana externa, preparada a partir da cepa B:4,7:19,15 (CU 385).
A imunidade produzida é especifica para esta cepa e a eficacia é de cerca de 57% a
83% em criangas e adultos, respectivamente. Em criangas abaixo de quatro anos,
que é a faixa etaria mais acometida pela doencga invasiva, a vacina nao se mostrou
eficaz (Jodar et al., 2002; Granoff et al., 2004).

A implementacado da técnica de PCR de rotina permitiria a confirmagao da
maioria das etiologias de meningite bacteriana e a identificagdo do sorogrupo da N.
meningitidis e H. influenzae circulantes. Também poderia ser uma ferramenta
valiosa para aumentar a vigildncia da doenga meningocdcica em outras
comunidades, especialmente em areas remotas como na regiao Amazénica, onde
ha uma incidéncia significativa de febres hemorragicas e dificuldade de acesso a
laboratérios de microbiologia confiaveis. A identificacdo do sorogrupo de N.
meningitidis circulante é fundamental para a vigilancia e controle da doenga. Com
excecao do sorogrupo B, a imunizagdo é baseada em antigenos capsulares

presentes em qualquer das vacinas disponiveis (Barroso et al., 2002; Harrison,
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2006). Em situagdes de surto, quando apenas um pequeno numero de casos €&
confirmado com o sorogrupo identificado, a vacinagdo de bloqueio pode nao ser
totalmente efetiva, pois a diversidade antigénica das cepas circulantes pode estar
subestimada (Pollard et al., 2004). As informagdes obtidas através da utilizacdo de
técnicas de biologia molecular podem contribuir de forma significativa para a
abordagem de pacientes, contactantes préximos e, em situagdes especiais, de toda
a populacao.

Embora a contribuicdo da biologia molecular seja inquestionavel para o
diagndstico da doenga meningocécica, ainda ndo pode substituir a cultura que é o
unico exame, até os dias atuais, que permite a determinagao de forma inequivoca do
padrdao de sensibilidade dos microorganismos aos antibiticos. N. meningitidis ndo
parece ser uma bactéria muito eficiente no desenvolvimento de resisténcia aos
agentes antimicrobianos e permanece sensivel aos antibidticos classicamente
utilizados para tratamento e quimioprofilaxia, com excecdo das sulfonamidas
(Vazquez et al., 2007).

Entretanto, em meados de 1980, algumas cepas com sensibilidade reduzida
a penicilina foram descritas. Desde entdo, a frequéncia destas cepas com
sensibilidade intermediaria a penicilina vem aumentando em varios paises; embora o
grau de resisténcia permaneca estavel, com a maioria dos isolamentos de N.
meningitidis apresentando concentracdo inibitéria minima de 0,12 a 0,25 pg/mL. A
resisténcia cruzada da penicilina com as cefalosporinas de terceira geragao nao esta
descrita e a correlacdo entre a reducdo da susceptibilidade da penicilina G e uma
cefalosporina de amplo espectro nunca foi estabelecida (Vazquez et al., 2007).
Entretanto, a vigilancia constante da tendéncia da susceptibilidade do meningococo

a este grupo de antibiéticos B-lactamicos é fundamental, pois estas séo as drogas de
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primeira linha para o tratamento da doencga invasiva. Devido a gravidade e a rapida
evolugdo da doenga meningocdcica invasiva é essencial 0 monitoramento das
alteragdes do perfil de sensibilidade de N. meningitidis aos antimicrobianos. Alguns
trabalhos ja apontam para a possibilidade de identificacdo do perfil de sensibilidade
do meningococo a alguns antibiéticos através de PCR, o que certamente podera
contribuir para a vigilancia do desenvolvimento de resisténcia de N. meningitidis aos

principais grupos de antimicrobianos (Taha et al., 2006).



7

CONCLUSOES

O ensaio de PCR se mostrou uma ferramenta auxiliar util para o
diagndstico de casos suspeitos de doenga meningocécica, quando uma
etiologia ndo foi definida pelos métodos laboratoriais tradicionais.

Febre associada a exantema hemorragico, especialmente em criangas,
ficou fortemente associada a uma etiologia meningocécica na
populacao deste estudo.

A inclusdo do método de PCR para o diagnostico das principais
etiologias de meningite bacteriana aumenta o numero de casos
confirmados com o sorogrupo determinado.

A antibioticoterapia prévia parece nao afetar a sensibilidade do ensaio
de PCR, com o DNA alvo detectado mesmo em espécimes coletados

até 48 horas ap6s o inicio do tratamento.
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ANEXOS

Anexo 1 Ficha de coleta de dados — Projeto PCR

FICHA DE COLETA DE DADOS - PROJETO PCR

Paciente:

Idade: anos meses Sexo: M () E()

Municipio: Estado:

Diagndstico clinico:

Petéquias: sim( ) néao( )

Prontuério:

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

Registro Laboratorio:

Espécime Clinico: LCR () Sangue () Soro () Plasma( ) Liquido pleural ()
Liquido sinovial ( ) Liquido pericérdico ( )
Exame do LCR:
Aspecto: claro ( ) turvo( ) purulento ( ) hemorragico ( )
3

Celularidade mm® PMN % Glicose mg% Ptn mg%

Bacterioscopia Teste do Latex

Cultura de LCR;

Hemocultura:

Uso prévio de ath: ( )sim ( ) néo

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



