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Resumo

Introducédo: Enterovirus e herpes simples virus sdo causas comuns de meningite
linfocitica. Objetivos: O objetivo desse estudo foi analisar o impacto no uso do teste
molecular para enterovirus e herpes simples virus | e Il em todos 0s casos suspeitos de
meningite viral. Métodos: No periodo entre 18 de novembro de 2008 a 17 de novembro
de 2009, todos os pacientes admitidos com suspeita de meningite viral (com pleocitose)
teve uma amostra do liquido cerebroespinhal testado utilizando-se um teste de
amplificacdo de acido nucleico. Os dados foram coletados durante este periodo —
definido como fase Il (intervencdo) — e entre 18 de novembro de 2007 a 17 de
novembro de 2008 — definido como fase | (observacional), quando tais testes estavam
disponiveis, porém ndo eram usados de maneira rotineira. Resultados: No total, 2.536
amostras de liquido cerebroespinhal foram analisadas, das quais 1.264 da fase | e
1.272 da fase Il. Desse total, o teste de amplificacdo de acido nucleico para enterovirus
foi solicitado em 123 casos durante a fase | (9,7% da amostra total da fase I) e em 221
casos na fase Il (17,4% da amostra total da fase Il). Desses, enterovirus foi confirmado
em 35 (28,5%, 35/123) pacientes durante a fase | e 71 (32,1%, 71/221) pacientes
durante a fase Il (p=0,107). A taxa de diagnostico de meningite por herpes simples
virus | e Il ndo sofreu diferenca entre os grupos (13 pacientes, 6,5% na fase | e 13
pacientes, 4,7% na fase Il) (p=1,0), dos 200 casos na fase | e 274 casos na fase Il.
Conclusdes: O numero de casos diagnosticados com meningite por enterovirus
aumentou durante o periodo do estudo, levando a acreditar que tal estratégia de
realizacdo do teste de amplificacdo de acido nucleico para enterovirus em todas as
amostras de liquido cerebroespinhal com pleocitose € justificavel.

Xii



1 INTRODUCAO

As meningites linfocitarias podem ter varias etiologias, sendo as
infeccbes virais as mais comuns. As meningites linfomonocitarias virais tém como
etiologia principal os enterovirus, responsaveis por 80% a 85% dos casos. Dentre os
enterovirus, predominam as diferentes espécies de virus coxsackie e echovirus, que
infectam predominantemente adultos jovens e criancas.™

Outros virus podem estar associados a meningite linfomonocitaria
como, por exemplo, o virus da caxumba (Paramyxoviridae). Em adultos, mas com uma
epidemiologia peculiar, ocorrendo em regides determinadas e muitas vezes na forma
de surtos epidémicos, estdo as arboviroses (Saint Louis encephalitis, virus La Crosse,
Jamestown Canyon e outros).®

De maior importancia pela gravidade clinica e possibilidade de
intervencao terapéutica sdo as meningites e meningoencefalites causadas pelo herpes
simples | e Il, embora sejam responsaveis por apenas 0,5% a 3% de todas as
meningites linfomonocitarias, podendo representar 35% quando avaliamos apenas a
populacédo adulta.®

Para o diagnéstico etiolégico das meningites virais, principalmente
por enterovirus e por herpes virus tipo | e Il, a reacdo de amplificacdo de acidos
nucleicos — NAAT, em virtude da sua alta sensibilidade e curto periodo para liberagéao
do resultado, tem sido o exame laboratorial de escolha para o diagndstico rapido e
capaz de definir a instituicdo de tratamento antiviral ou n&o.!"*"

O diagnéstico diferencial entre a meningite viral e a meningite
bacteriana € de fundamental importancia tendo em vista a alta letalidade e as sequelas
associadas as meningites bacterianas agudas, devendo-se entdo instituir o tratamento
antimicrobiano o mais precocemente possivel. O tratamento antimicrobiano para uma
meningite bacteriana pode variar de 7 a 21 dias. O controle liquérico pode acontecer na
dependéncia da evolucdo do paciente ser satisfatoria ou nao.®

A realizagdo do NAAT para enterovirus e para herpes virus tipo | e I
auxilia o meédico na definicho da conducdo do caso clinico, evitando o0 uso
desnecessario de antibidticos endovenosos, novas puncgles liquoricas para o0s

pacientes, eventos adversos que possam ocorrer durante a internacdo, bem como



diminuir o tempo de hospitalizacdo dos pacientes com meningites, quando existe a

certeza de serem meningites virais e ndo meningites bacterianas.!"""%"

1.1 Objetivos

1. Utilizar testes moleculares NAAT para enterovirus e herpes virus
tipo | e Il para todos os pacientes com suspeita de meningite viral atendidos no Hospital
Israelita Albert Einstein;

2. Avaliar se a implementacdo dessa ferramenta diagnéstica na
rotina laboratorial da instituicdo é capaz de contribuir no manejo clinico dos pacientes
expostos;

3. Comparar esses dados com igual periodo prévio a implementacao
dessa rotina laboratorial, quando o0 servico possuia tais métodos diagndsticos

disponiveis, mas eram realizados somente quando houvesse solicitacdo médica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia

Infeccbes por enterovirus sdo comuns em criancas e adultos,
embora as criangas sejam mais suscetiveis a infeccdo, provavelmente devido a
auséncia de resposta imune especifica e cruzada secundaria as exposi¢coes
repetidas."'? A maioria das infeccdes ocasionadas pelos enterovirus s&o benignas e
cursam de maneira auto-limitada.®">' Conjuntivite, infeccdo alta e baixa das vias
aéreas sao alguns exemplos, mas quadros mais graves também podem ocorrer, cOmo
meningite asséptica, encefalite, encefalomielite, miocardite e sepse neonatal por
enterovirus.371%

Os enterovirus pertencem a familia Picornaviridae — s&o virus
pequenos, envelopados, constituidos de uma capsula protéica em formato de
icosaedro e um niicleo com uma fita simples de RNA.?13'519) Og enterovirus englobam
coxsackievirus dos grupos A e B, echovirus, poliovirus, rinovirus, entre outros,
conforme demonstrado pela tabela 1, somando ao todo mais de 90 sorotipos que
podem causar doengas em humanos segundo a “International Committee on Taxonomy
of Virus Classifications”.*'31®) Alguns desses sorotipos estdo mais associados a

meningite que outros, como Coxsackievirus B5, Echovirus tipo 4, 6, 9 e 30."

Tabela 1. Classifica¢do dos enterovirus humanos

Grupo Sorotipos
Poliovirus 1-3
Coxsackievirus grupo A 1-22, 24
Coxsackievirus grupo B 1-6
Echovirus 1-9, 11-27, 29-33
Enterovirus 68-72*

* Virus da hepatite A classificado previamente como Enterovirus
72, atualmente foi reclassificado como Heparnavirus.

Fonte: Traduzido de Zaoutis T, Klein JD. Enterovirus infections.
Pediatr Rev. 1998;19(6):183-91.)



Os enterovirus englobam os poliovirus, que particularmente
representam uma preocupacao para saude publica. Os poliovirus foram erradicados de
grande parte do mundo, mas algumas regides como a Africa sub-Sahariana, Paquistéo,
Afeganistdo e Siria, tem registrado circulacdo dos mesmos, apesar de todos o0s
esforcos globais para sua erradicacéo.!"®

A identificacdo dos sorotipos especificos ndo tem grande impacto do
ponto de vista clinico. A importancia da identificacdo reside no fato de termos a
capacidade diagnoéstica e a possibilidade de avaliacdo terapéutica de novas drogas
antivirais para cada um desses agentes.!”

A via fecal-oral € a principal via de contaminag&o, mas a via oral-oral
e respiratéria também sdo possiveis.?'®"") Szo fatores de risco conhecidos para
infeccdo: falta de saneamento, baixa classe socioecondmica e habitacdo em

216) Os enterovirus sdo relativamente resistentes a varios solventes e

conglomerados.
detergentes a temperatura ambiente,'® do mesmo modo como suportam o pH &cido
gastrointestinal do humano, podendo sobreviver durante dias em temperatura
ambiente, corroborando o modo de transmissao fecal-oral.®

A idade esta fortemente associada a apresentacdo clinica:
envolvimento neuroldgico € mais comum entre os 5-15 anos, infeccbes graves em
neonatos e criancas até os 2 anos de idade, enquanto miocardite entre os 20-40
anos.!"® De modo geral, a doenca parece predominar no sexo masculino, o que pode
ser justificado por uma imunodeficiéncia relativa.™

O termo meningite asséptica se aplica a todas as meningites com
culturas negativas para bactérias no LCR."™® Cerca de 80 a 90% dos casos de

7

meningite asséptica em que um agente € identificado sdo causados por

(12467.1011.1315)  Alguns sorotipos comportam-se de maneira endémica,

enterovirus.
como Coxsackievirus A9, B3 e B4 e Enterovirus 71, enquanto outros de maneira
epidémica e relacionada a surtos, como o Coxsackievirus 5.""® Quando analisamos a
populacdo adulta (>16 anos de idade), o enterovirus aparece em cerca de 40% dos
casos de meningite asséptica, seguido pelo HSV-2 (17%) e VZV (17%), EBV (12%),
HSV-1 (7%) e virus da caxumba (7%).'® O virus Varicela-Zoster parece ser
subestimado como causa de meningite asséptica e encefalite.®” Outros quadros
infecciosos também podem se apresentar como meningite asséptica, como por
exemplo, tuberculose, micoplasma, leptospirose e doenca de Lyme,® além de outras

causas nao infecciosas, como meningite asséptica relacionada a drogas, mais relatada



entre a populacdo adulta do que na pediatrica.!" A tabela 2 enumera diversas causas
possiveis para a meningite asséptica.

A meningite causada pelo virus da caxumba tem se tornado cada
vez menos frequente desde que o uso da vacina contra caxumba se difundiu.®
Apesar disso, paises como a Turquia ainda ndo tinham a vacina contra caxumba de
uso rotineiro a época em que o estudo de Sensoy et al. foi realizado, e em sua
amostra, foram diagnosticados 612 casos de meningite asséptica no periodo de Junho
de 1999 a Dezembro de 2004, sendo que 310 (50,7%) desses casos foram
diagnosticados como meningite por caxumba.™®

No Brasil, Santos et al. demonstraram que o Echovirus 30 foi o
agente mais isolado de amostras de liquido cefalorraquidiano em pacientes com
meningite viral,""” acompanhando os dados de uma série de outros estudos os quais
demonstraram que o Echovirus 30 é um dos mais frequentes enterovirus causando
surtos epidémicos de meningite asséptica pelo mundo.™® O mesmo agente também foi
encontrado no estudo de Santos et al., também realizado no Brasil, tendo o Echovirus
30 como agente mais frequentemente isolado, tanto em casos esporadicos, como em
surtos epidémicos, sendo responsavel pela hospitalizacdo de varias criangcas com

meningite por tal agente."”

Tabela 2. Etiologia da meningite asséptica

Causas infecciosas Causas nao-infecciosas
Virus Pés-infeccioso/pés-vacinal
Enterovirus — Coxsackie, ECHO Rubéola
Virus do grupo herpes Varicela
HSV tipos I e I Variola
VZVv Vacina anti-rabica
CMmV Vacina anti-pertussis
EBV Vacina anti-influenza
Virus respiratérios
Adenovirus
Rinovirus
Influenza tipos A e B
Arbovirus

Virus da caxumba
Virus da Imunodeficiéncia Humana

Bactérias Drogas
Meningite parcialmente tratada Anti-inflamatérios néo-esteroidais
Infecgdo parameningea Sulfametoxazol-trimetoprim

continua...



...continuacao

Endocardite Amoxicilina
Micoplasma pneumoniae Azatioprina
Mycobaterium tuberculosis Imunoglobulina intravenosa
Treponema pallidum Isoniazida
Leptospirose Alopurinol

Fungos Doencas sistémicas
Cryptococcus neoformans Desordens do colageno
Histoplasma capsulatum Lupus Eritematoso Sistémico
Blastomyces dermatitides Granulomatose de Wegener
Candida spp Vasculite no SNC

Artrite reumatoéide
Doenca de Kawasaki
Sarcoidose
Doenca de Behcet

Parasitas Doencgas neoplésicas
Toxoplasma gondii Leucemia
Neurocisticercose Carcinqmatose meningea secundaria a tumores
cerebrais
Bartonella henselae
Rickettsiae spp Inflamacao de estruturas vizinhas
Febre das montanhas rochosas Abscesso cerebral
Tifo Abscesso epidural

Fonte: Traduzido e adaptado de Lee BE, Davies HD. Aseptic meningitis. Curr Opin Infect Dis.
2007;20(3):272-7. Table 1 Etiology of aseptic meningitis; p. 273. Reproduced with permission
from [1], available online at www.ijppediatricsindia.org/article.asp?issn=0019-

5456;year=2005;vo|ume=72;issue=1;spage=57;epage=63;aulast=Kumar(15)

2.2 Patogénese

O periodo de incubacéo para a maioria das infec¢des por enterovirus
varia de 3 a 10 dias.””) Os virus acessam o hospedeiro por via oral ou respiratoria,
invadem o sistema respiratorio superior ou o intestino delgado e ali se replicam,

5.21% De maneira geral, esses virus

preferindo o tecido linféide presente nessas regide
podem infectar todos os tecidos do organismo, embora alguns apresentem tropismo
por tecidos especificos, incluindo neurdnios, cardiomiécitos e células epiteliais.""'® A
seguir, entram na corrente sanguinea gerando viremia, e disseminam para outros
tecidos do organismo, incluindo sistema nervoso central, coracdo, figado, pancreas,

adrenais, pele e membranas mucosas.?) Nesses sitios, os virus continuam sua



replicacéo, podendo resultar em uma viremia de maiores proporcdes,'” e permitindo
portanto, que os enterovirus sejam detectados no sangue. A forma mais comum de
infeccdo do SNC é atraves da viremia, com alguns sorotipos exibindo neurotropismo ou
neuroviruléncia aumentados.®

A resposta imune dos enterovirus envolve um pico precoce de IgM
em 7 a 10 dias, seguido por uma elevacéo da IgG e IgA intestinal.”?) Existe uma relativa
imunidade a reinfeccdo pelo mesmo sorotipo, mas caso ela ocorra, 0s sintomas séo
mais amenos e a doenca pode ser subclinica.”’) O sistema imune em desenvolvimento
dos neonatos e criangas, bem como a auséncia de anticorpos neutralizadores
maternos parace estar associado a sua susceptibilidade aumentada as formas graves
das doencas."®

Muitos dos virus que causam meningite viral apresentam uma
distribuicdo sazonal, predominando principalmente no veréo e outono.!":3#6.7.11.13.14)

O HSV encontra-se habitualmente em alguma regido do tecido
cerebral. O HSV-1 usualmente estabelece sua laténcia no ganglio trigémio, estando
mais relacionado a encefalite, enquanto o HSV-2 no ganglio sensorial sacral, estando
mais relacionado & meningite.'® A meningite por HSV-2 pode ocorrer como parte de
uma infeccdo primaria ou como resultado de reativagdo, e em casos de meningite
recorrente, tentativas de se isolar o HSV no LCR néo tiveram sucesso.®'9 0 HSV é
transmitido por contato humano, e parece ndo ter distribuicio sazonal.' O vzv
estabelece sua laténcia em ganglios da coluna dorsal e sua reativacdo raramente é

associada com meningite clinica.'®

2.3 Quadro clinico

Os enterovirus tém a peculiaredade de poder causar uma grande
diversidade de doengas,(” com diferentes graus de gravidade. Muitas das infec¢des
ocasionadas pelos enterovirus sao benignas, e podem se manifestar por um quadro
febril, ou através de sindromes especificas, como a doenca mao-pé-boca, herpangina,
pleurodinia, miopericardite e poliomielite.“’z) Contudo, os enterovirus também sédo
responsaveis por quadros infecciosos mais graves, como meningite, encefalite,
miocardite, sepse neonatal e infeccdes em pacientes imunocomprometidos.” Tais

situacdes frequentemente requerem hospitalizacdo, ampla investigacdo diagnostica e



mesmo terapia antimicrobiana empirica, quando ndo for possivel descartar infeccéo
bacteriana.) A tabela 3 demonstra as principais sindromes clinicas relacionadas aos
enterovirus e os virus predominantes em cada uma dessas sindromes.

Dentre as doencas graves, destaca-se a meningite por enterovirus.
A apresentacdo clinica é bastante dependente da faixa etaria acometida e inclui
cefaléia, febre, irritabilidade, rigidez de nuca, fotofobia, ndusea e vémito.'3111317) A
forma mais comum de apresentacdo é crianca jovem com febre e irritabilidade, e em
criancas mais velhas, febre e cefaléia. Rigidez de nuca se encontra presente em até
50-70% dos pacientes.? Dentre as criancas mais velhas, até um terco delas pode
apresentar sinal de Kernig ou Brudzinski positivos.”’) Na faixa neonatal, geralmente
ocorre febre, irritabilidade e outros achados inespecificos, e frequentemente,
envolvimento multiorganico."? N&o é incomum observarmos o padrdo bifasico da

doenca, com sinais de comprometimento do SNC somados a recorréncia da febre.®

Tabela 3. Sindromes clinicas e enterovirus associados

Sindrome Virus predominante Achados clinicos
Doenca febril (ocasionalmente bifasica), com
Todos os tipos sintomas inespecificos de trato respiratério e
gastro-intestinal
Febre, sinais meningeos, leve pleocitose ao LCR,

Doenca febril
nao-especifica

Meningite Echovirus e . . : , .
ng o glicorraquia e proteinorraquia habitualmente
asséptica Coxsackievirus grupo B P .
normal, auséncia de bactéria
. s Febre, vesiculas orais dolorosas em tonsilas e
Herpangina Coxsackievirus grupo A

faringe posterior

Doenca méo-pé- Febre, vesiculas em mucosa oral e lingua,

Coxsackievirus A16

boca superficies interdigitais das méos e dos pés
Exantema néo- . ~ L
P Echovirus Rash de padrédo variavel, com ou sem febre
especifico
- . Incomum, epidémico, febre, mialgia intensa em
Pleurodinia Coxsackievirus B3 e B5 piaer 9
térax e abdome
. . o Incomum, miocardite/pericardite, pode se
Miocardite Coxsackievirus grupo B . rare/p . p .
apresentar com insuficiéncia ou arritmias cardiacas
Conjuntivite Causa epidémica de conjuntivite, com hemorragia
hemorragica Enterovirus 70 subconjuntival, edema palpebral, dor ocular, sem
aguda sintomas sistémicos
Coxsackievirus grupo B e

Doenca neonatal Meningoencefalite, hepatite, miocardite

echovirus
Fonte: Traduzido de Zaoutis T, Klein JD. Enterovirus infections. Pediatr Rev. 1998;19(6):183-91 @

A tabela 4 lista os principais sinais e sintomas apresentados nas

infecgdes por enterovirus nao-polio.



Tabela 4. Manifestacdes Clinicas de infeccdes por enterovirus
nao-polio
Infeccdes Leves
Febre
Rash
Sindrome méao-pé-boca
Herpangina
Pleurodinia
Faringite
Conjuntivite
Infeccdes potencialmente graves
Meningite
Encefalite
Paralisia Aguda
Sepse Neonatal
Miocardite/Pericardite
Hepatite
Infecg&o crbnica em pacientes imunodeprimidos

Fonte: Traduzido de Sawyer MH. Enterovirus infections: diagnosis
and treatment. Curr Opin Pediatr. 2001;13(1):65-9. Table 1.
Clinical manifestations of nonpolio enterovirus infections; p. 66."

Anormalidades neuroldgicas especificas séo raras e auxiliam na
diferenciacdo entre meningite e encefalite ou mielite.” Na meningite, pode haver
persisténcia da cefaléia por meses, necessitando tratamento com amitriptilina e anti-
inflamatérios hormonais." Quando ocorre encefalite, essa é geralmente global, o que
pode ajudar a diferenciar da apresentacdo focal observada frequentemente na
encefalite pelo HSV.? A encefalite pelo enterovirus é grave e, ao contrario da
meningite, pode resultar em sequelas a longo prazo.?

A duracdo da meningite viral € comumente inferior a 7 dias entre as

criancas, podendo se estender por semanas em adolescentes e adultos.

2.4 Diagnostico

2.4.1 Métodos convencionais

As infec¢cbOes por enterovirus sao frequentemente diagnosticadas
clinicamente sem a identificacdo do tipo de virus envolvido, contudo, em certas
condicbes clinicas como ocorre na meningite, por exemplo, a identificacdo &

recomendada.®”’ Os métodos mais comumente utilizados para diagnéstico envolvem a
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andlise do liquido cefalorraquidiano, cultura, sorologia e amplificacdo de acido
nucleico.™® A confirmacdo diagnéstica é importante para a reducdo do tempo de
hospitalizacdo e utilizacdo de antibidtico"?® sendo um dentre tantos outros motivos
que reintera a importancia do diagnéstico das meningites virais utilizando métodos de

biologia molecular.

2.4.1.1 Quimiocitologico do LCR

Nas meninigites virais a analise do LCR geralmente revela
pleocitose de predominio monomorfonuclear, comumente entre 100 a 300
leucécitos/mm?, proteina normal ou discretamente elevada, glicorraquia normal e uma

a,"?"® sendo que entre as

pressdao de abertura normal ou levemente aumentad
criancas o diagndéstico de meningite por enterovirus frequentemente ocorre na auséncia
de pleocitose ou aumento nos niveis de proteina.(>%?9 Entretanto, nas fases mais
precoces da doenca pode apresentar até 1.000 leucécitos/mm® e predominio
polimorfonuclear, dificultando ainda mais o diagnéstico.!"*"1% Conforme o agente viral
envolvido pode haver uma diferenciacéo no padrao liquérico.'®

Graham et al. demonstraram que mais da metade dos pacientes
com pleocitose ao LCR tinham um padréo polimorfonuclear, apesar da etiologia viral
confirmada.®® Como a meningite bacteriana apresenta uma granulocitose persistente
no LCR, a utilizacdo da puncdo lombar sequencial pode ser util para diferenciar a
etiologia viral da bacteriana.® Tem sido descrito que a progressdo dos leucécitos no
LCR de polimorfonucleares para linfomononucleares pode durar as primeiras 48h da
infeccdo no SNC.(®
Pacientes com infeccdo por HSV-2 ou VZV apresentam niveis de
proteina no LCR significativamente maiores quando comparado com infeccbes pelo
enterovirus'® e aqueles infectados pelo HSV-2 apresentam niveis de leucocitos no
LCR também mais elevados do que aqueles infectados pelo enterovirus.!"® Estudos
apontam que o nivel de proteina no LCR ndo é sensivel nem especifico quando
utilizado isoladamente ou mesmo quando utilizado associado a pleocitose.“z)

O diagndéstico diferencial para meningite asséptica é extremamente
amplo e inclui doencas como febre das montanhas rochosas, doenca de Lyme e

arboviroses, que também sdo predominantes nas estacées do ver&o e outono.®
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2.4.1.2 Cultura viral

A cultura viral é considerada o método mais tradicional® e foi tida
como o padréo ouro durante muito tempo.® Apresenta como vantagem a capacidade
de isolar uma grande variedade de virus, incluindo adenovirus, citomegalovirus (CMV),
varios virus do grupo dos enterovirus, HSV, influenza A e B, VZV, entre outros.?"
Contudo, os enterovirus levam de 4 a 8 dias para crescer em ambiente de cultura
celular, e desse modo, dificiimente contribuem no manejo do doente nos dias
atuais,*"" de tal maneira que ndo mais se recomenda seu uso, sendo esta eliminada
da rotina préatica laboratorial.?® Além disso, tem baixa sensibilidade (<75% para o
diagndstico de meningite por enterovirus, sendo ao redor de 51% para a cultura celular
de rotina), crescimento pobre por alguns sorotipos de enterovirus e ainda requer uma
equipe altamente qualificada para sua realizacdo, fatores que em conjunto acabam
elevando os custos do método."*"9112D) Apesar do exposto, alguns médicos ainda
solicitam cultura viral a despeito do uso do método de biologia molecular, talvez na
esperanca de se isolar algum sorotipo que nao seja identificavel pelo PCR.?? Os virus
podem ser isolados a partir das fezes, orofaringe, LCR e sangue, embora esse ultimo
nao seja um sitio comum, visto que a viremia geralmente é indetectavel no momento do
surgimento dos sintomas.® Muitos pacientes com meningite por enterovirus s&o
hospitalizados e tratados com antibioticos parenterais até que haja melhora clinica e as
culturas sejam negativas apés 48h de incubacio,”) o que também contribui para o
aumento nos custos de salde associado aos cuidados desses pacientes.

N&o h& uma unica linhagem celular capaz de permitir o crescimento
de todas as diferentes cepas de enterovirus.*" Alguns virus coxsackie do grupo A
também n&o crescem nas culturas, podendo ser uma raz&o da nao identificacdo desse
agente etiolégico em uma série de casos."® Outros virus comumente relacionados as
infeccbes do SNC, como HSV, VZV e CMV séao pouco recuperados em cultura viral e
necessitam de métodos alternativos de investigacéo, como sorologia e NAAT.??

Conforme sugerido em seu estudo, em situa¢gbes onde os resultados
do NAAT nao puderem ser obtidos rapidamente, a inoculagéo das culturas celulares —
especialmente métodos mais ageis, como o Super E-Mix, o qual fornece resultados em
24-48h — pode fornecer um resultado positivo antes que o resultado do NAAT esteja

disponivel.?" Contudo, o envio de rotina de amostras de LCR para cultura viral,
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especialmente para recuperar virus ndo detectados pelo NAAT é dispendioso e oferece
um beneficio minimo adicional, se houver, devendo realmente ser uma pratica

eliminada da rotina laboratorial habitual.??

2.4.1.3 Sorologia

Métodos sorologicos sdo usualmente utlizados para confirmar
infeccdo durante surtos causados por um (nico sorotipo de enterovirus.!” E necessario
um aumento de 4 vezes ou mais nos titulos de anticorpos entre o quadro agudo e a
convalescenca,® sendo um método lento e necessitando coleta na fase aguda e na

(118) |nterpretagdo quantitativa de uma amostra

fase de convalescenca da doenca.
sérica Unica ndo é util visto que ha uma grande variacdo entre os titulos para diferentes
sorotipos em individuos saudaveis. Os mais de 60 sorotipos antigenicamente diferentes
que nado tém antigenos comuns tornam as técnicas soroldgicas pouco praticas.®

A alta prevaléncia de EV e a reatividade cruzada limita sua utilidade

clinica e epidemiolégica.!"®

2.4.1.4 Imunohistoquimica

Apesar de ser um método pouco lembrado para o diagndstico de EV,
a imunohistoquimica tem a vantagem de identificar os antigenos virais e sua
localizacdo dentro dos tecidos. Uma série de anticorpos contra EV estdo disponiveis
para comercializacdo. A maior falha do anticorpo € que ocorre prova cruzada com uma
grande variedade de outros virus, prejudicando sua acuracia diagnéstica.
Frequentemente resulta negativo em pacientes imunocompetentes sob um curso
arrastado da doenca.'®

Assim, diante de sua nao-especificidade, o método de PCR continua

sendo necessario para o diagndstico definitivo.(1®
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2.4.1.5 Histopatologia

Os achados da histopatologia na meningite asséptica incluem
leptomeningite, edema em grau variavel e infiltrado linfohistiocitario. Podem estar
presentes neutréfilos no parénquima e linfécitos perivascular. Nos casos de encefalite
ou encefalomielite, gliose, nédulos na microglia, infiltrados neutrofilicos e necrose

podem ser encontrados.'®

2.4.1.6 Proteina C-Reativa

A medida da Proteina C-Reativa também pode contribuir na
diferenciagao entre infecgdo viral e bacteriana, de tal modo que na infecg&o viral os

niveis de proteina C-reativa raramente excedem 50mg/dL."®

2.4.2 Biologia molecular

Enguanto isso, técnicas de amplificacdo do acido nucleico permitem
o rapido diagnéstico de infecgdes por enterovirus,!"”*® consistindo no melhor método

7101222) 5 desenvolvimento do PCR tem

diagnéstico disponivel no momento.!
contribuido para o aperfeicoamento no diagnostico de infec¢des virais do SNC,
particularmente as causadas pelos enterovirus e HSV.*?? Estudos que datam mais de
20 anos ja demonstravam os primeiros achados positivos em relacdo a utilizacdo da
biologia molecular, inferindo inclusive a melhora no manejo dos pacientes com

meningite asséptica.®>°)

Previamente ao advento do PCR, o diagnodstico das
infec¢des virais em SNC dependiam do isolamento do virus no LCR ou em bidpsia de
tecido cerebral ou ainda da demonstracdo de anticorpo intratecal especifico.(ze)
Atualmente existem diferentes kits comerciais com sondas patogeno-especificas
capazes de identificar cada microorganismo como uma especie, que requerem
pequeno volume de material, apresentam sensibilidade superior a da cultura viral e
especificidade de 100%,24?22) e o custo para sua realizacdo semelhante ao da
cultura viral.”) Uma parte dessa reducéo proporcional do custo se deve ao diagnéstico

precoce.
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Com um tempo de positividade do método bem inferior ao da cultura
viral, o NAAT permite reducdo em hospitalizacdo desnecessaria, bem como em
intervencdes diagndsticas e terapéuticas, principalmente em casos confirmados como

meningite por enterovirus.*7 1%

Robinson et al. constataram uma reducao
estatisticamente significativa no uso de antimicrobiano e nos custos hospitalares dentre
0S pacientes que tiveram resultados positivos de PCR para enterovirus e comunicados
a equipe médica em menos de 24 horas.® Se a suspeita diagndstica de meningite por
enterovirus for confirmada pelo PCR e esse resultado for compativel com a condicéo
clinica do paciente, entdo pode ndo ser mais necessario hospitalizar pacientes para
aguardar resultados da cultura viral que pode levar mais de 48 horas.® Ramers et al.
demonstraram uma reducdo de quase 30 horas na permanéncia hospitalar, menos
tempo em unidade de cuidados intermediarios, além de reducdo em outros critérios
também avaliados.” Porém, para que esse beneficio seja possivel, é necesséario que o
servigo disponha de um adequado sistema de execuc¢do e analise do PCR, fornecendo
resultados rapidamente.®

Contudo, em muitos centros, o exame de PCR nao esta disponivel
durante todos os dias da semana, a ponto de que pacientes admitidos durante a
semana tiveram um dia a menos de internacdo e utilizaram menos antibiéticos
comparado aqueles admitidos no final de semana."” No inicio do presente estudo, a
analise biomolecular era realizada em apenas 3 dias da semana, ao custo aproximado
de US$ 175,00, e o resultado levava cerca de 24 horas para ser obtido. Em uma
segunda fase, nosso servico disponibilizava o PCR 6 dias por semana, no periodo
entre 6:00 as 20:00, com alvo de liberacao do resultado em cerca de 12 horas, ao custo
aproximado de US$ 85,00. Atualmente, o laboratério esta capacitado para trabalhar 24
horas ao dia, todos os dias da semana, contribuindo para o uso mais corriqueiro dessa
tecnologia, com um tempo para liberacéo dos resultados cada vez menor.

Estudos demonstram que nos casos onde o resultado do PCR para
enterovirus encontrava-se disponivel, houve uma reducéo de pelo menos 12 a 24 horas
de hospitalizacdo, o que também reduz significativamente os custos. Outros beneficios
ja reportados foram menor permanéncia em unidade de cuidado intermediario, numero
menor de solicitacbes de métodos de imagem como tomografia computadorizada e
ressonancia nuclear magnética, eletroencefalograma, além de terem recebido menos
dias de antibioticos."*'% Archimbaud et al. demonstraram a suspenséo de antibiéticos

em 50-60% e aciclovir em 62% dos pacientes que tinham PCR positivo para



15

enterovirus e HSV, respectivamente, a partir do momento em que se tinha o resultado
disponivel."® Nossos dados n&o foram capazes de apontar esses mesmos resultados,
contudo a amostra nao foi estatisticamente significante. O uso desnecessario de
antibiotico, bem como o0 aumento nas taxas de resisténcia bacteriana sao pontos que
merecem atencdo na abordagem da meningite por enterovirus.’) A técnica do PCR
para enterovirus pode ser mais valiosa em criangas jovens, nas quais as diferencas
clinicas entre um quadro viral e bacteriano sdo mais sutis.”’ E importante ressaltar que,
embora raro, a co-infeccdo viral e bacteriana pode ocorrer, contudo nesses casos,
espera-se um quadro clinico mais consistente com meningite bacteriana do que viral.®

Por se tratar de um exame altamente sensivel, 0 método esta sujeito
a falso-positivos causados por contaminacdo no laboratério, reforcando a importancia
de um rigoroso controle de qualidade nos testes.!” Grande parte dos métodos de PCR
inicialmente disponiveis foram realizados em duas etapas,®® e com o desenvolvimento
tecnoldgico e cientifico, comecaram a surgir métodos capazes de realizar a transcricao

@9 Lju et al.

e a amplificacdo em um anico passo, reduzindo o risco de contaminacao.
também demonstraram uma técnica de extracao, amplificacdo e hibridizacdo dos virus
de maneira simultanea, com simplicidade e especificidade, utilizando cerca de 100uL
de amostra e fornecendo o resultado em 5,5h, reforcando sua adequacdo para
deteccdo de HSV e EV através de uma Unica amostra de LCR.?”

A habilidade para detectar e diferenciar rapidamente doencas
associadas aos enterovirus daguelas associadas a outros virus e/ou bactérias constitui
num alvo essencial para fins terapéuticos, epidemioldgicos e prognésticos,'” e desse
modo, aliado as varias evidéncias disponiveis atualmente na literatura, o PCR para
enterovirus deve ser realizado rotineiramente nos laboratorios hospitalares e ainda ser

considerado como elemento do manejo inicial das meningites.'%*%

2.5 Prognaostico

A meningite viral tem um progndéstico excelente quando comparado
a encefalite e a encefalomielite pelo mesmo agente.(1'16) Embora essas duas ultimas
sejam menos frequentes, costumam se apresentar com maior gravidade, inclusive com

sequelas a longo prazo podendo até mesmo ocasionar a morte.'® A duracéo da
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hospitalizacdo habitualmente € mais curta nas infec¢cdes por enterovirus comparado
com infecgdes por HSV-2 ou VZV."®)

O EV71 é um dos principais EV associados a surtos epidémicos, e
as infeccbes por EV71 que cursam com acometimento do SNC tem uma probabilidade
maior de sequela neurologica a longo prazo, além de atraso no desenvolvimento

.87 Esses danos sdo mais notaveis

neurolégico, como demonstrado por Chang et a
guanto mais grave a manifestacdo da doenca e particularmente nas criancas abaixo
dos 2 anos de idade.®"

A meningite pelo HSV-2 tem um risco consideravel de morbidade
neurolégica futura, e representa uma causa importante de meningite asséptica
recorrente,'® enquanto a encefalite pelo HSV apresenta uma alta taxa de mortalidade,

podendo chegar a 70% quando néo tratada.®”

2.6 Impacto nos custos de saude

A meningite viral continua sendo uma causa importante de
morbidade e encargos financeiros, e sem duvida merece esfor¢os para melhorias no
diagndstico, tratamento e profilaxia.'® Como ja citado previamente, até 90% das
meningites em que se isola um agente causal € motivada pelos enterovirus.

Como a meningite por enterovirus € um quadro usualmente benigno
e auto-limitado, podemos imaginar que os custos de saude envolvidos sdo pequenos.
Contudo, na pratica, sabemos que a maior parte desses pacientes, seja infantil ou
adulto, encontram-se hospitalizados" e os custos de salde relacionados ao
diagndstico e aos cuidados dispensados as criancas com infeccdes por enterovirus sao
significativos.” Vivenciamos uma era em que se faz essencial limitar o nimero de
testes laboratoriais privilegiando o uso desses recursos guiados pelo quadro clinico do
paciente, evitando a qualquer modo investigacdes que ndo sejam compativeis com a
situacao clinica atual."?

E importante ainda lembrar que uma parcela desses pacientes est&o
recebendo antimicrobiano empiricamente, o que pode representar um problema em
relacdo ao aumento nas taxas de resisténcia antimicrobiana," além dos riscos ao qual

0 paciente € exposto pelo simples fato de se encontrar hospitalizado.
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O diagndstico precoce obtido com o NAAT pode melhorar o manejo
e reduzir os custos dos cuidados das criangas com meningite pelo enterovirus,
reduzindo tempo de internacdo hospitalar, despesas hospitalares e uso de

antimicrobianos, como ja demonstrado em diversos estudos prévios."#7S11)

2.7 Tratamento

Até pouco tempo ndo havia terapia especifica disponivel para
tratamento das infeccdes por enterovirus," limitando-se ao tratamento sintomatico e de
suporte.®? Devido a acéo dos anticorpos na fisiopatologia da doenca, imunoglobulina
intravenosa pode ser utilizada como parte da terapia nas infec¢cdes graves, em
neonatos e em criancas imunodeprimidas."?

Uma droga que vem sendo estudada para tratamento da meningite
viral, infeccéo respiratéria e infeccdes no paciente imunodeprimido é o pleconaril.(*¢4)
Os dados s&o limitados e sugerem reducdo na duracdo da cefaleia.'"¥ Consiste em
uma droga que inibe a replicacdo viral e ainda necessita estudos adicionais para
avaliacéo de eficacia.V

Vérias drogas se encontram em testes e elas podem ser agrupadas
de acordo com seu principal mecanismo de acdo. Assim sendo, os alvos terapéuticos
em relagdo ao combate ao EV71 podem incluir: a) ligacédo do virus a superficie celular
e sua entrada (incluem nesse grupo o suramin sulfatado, heparan sulfato, NF449,
kappa carrageenan, entre outros); b) capsideo viral (pleconaril, pyridyl imidazolidinone);
c) traducado do RNA viral (quinacrine, amantadine); d) processamento da poliproteina
viral (rupintrivir, fisetin, rutin); €) membrana viral do complexo de replicacdo do RNA
(DIDS, metrifudil, enviroxime, GW5074); f) complexo RNA-dependente e RNA-
polymerase (ribavirina).(32) Uma outra droga em estudo € um derivado benzonitrila,
chamado 4-[1-hydroxy-2-4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl]benzonitrile, também
conhecido por LPCRW_0005. Essa droga demonstrou atividade antiviral contra os
Rhinovirus, porém, o mesmo ndo aconteceu contra varios outros EV, incluindo
Coxsackievirus B3, EV71 e poliovirus 1.%%

A figura 1 demonstra uma representacdo esquematica com os sitios

de atuacao dos mais diferentes agentes antivirais em desenvolvimento.
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Figura 1. Representacdo esquematica dos diferentes sitios de atuagdo dos
agentes antivirais

No caso da infeccdo pelo HSV, especificamente a meningite pelo
HSV-2, as informacdes corretas sobre tal diagnostico quando confirmado, prognostico
e tratamento é possivel e importante."® O aciclovir é considerado a droga de escolha
para terapia precoce no tratamento de encefalite por HSV.'41®

A disponibilidade de modelos animais adequados para teste dos
antivirais pode acelerar o desenvolvimento dos mesmos, e esfor¢cos continuos para

profilaxia e tratamento sdo essenciais na auséncia de uma vacina que seja eficaz.®?
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2.8 Profilaxia

O Unico enterovirus para o qual ha vacina disponivel é o poliovirus,
cujo uso tem reduzido dramaticamente a incidéncia de poliomielite ao redor de todo o
mundo.®

A profilaxia para meningite recorrente devido HSV-2 pode ser
realizada eficazmente com aciclovir, valaciclovir ou famciclovir.(
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3 METODOS

3.1 Local e periodo de estudo

O estudo foi desenvolvido no Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE)
e nas unidades satélites nas quais havia servico de Pronto-Atendimento, todos na
cidade de S&o Paulo, no periodo entre 18 de novembro de 2008 a 17 de novembro
de 2009. Para que fosse dado inicio ao estudo, foi instituida uma rotina de coleta de
NAAT para enterovirus e herpes virus | e Il para todos os pacientes que tivessem
suspeita de meningite viral, atendidos no pronto atendimento das unidades do HIAE.
Os dados coletados neste periodo foram comparados aos dados do periodo de um
ano anterior ao inicio da rotina institucional de coleta de NAAT para todas as
suspeitas de meningite viral, ou seja, de 18 de novembro de 2007 a 17 de novembro
de 2008. Desse modo, o estudo pode ser caracterizado como um estudo descritivo
do tipo antes e depois.

Foram incluidos todos os pacientes que chegaram ao hospital
com suspeita de meningite viral, independente da faixa etaria. Foram excluidos da
andlise aqueles pacientes nos quais a celularidade e exames de bioquimica, tais
como glicose, proteinas, cloreto e lactato, foram normais, constatando a auséncia
de meningite, e aqueles em que a bacterioscopia ou o latex foram positivos para
meningite bacteriana.

Foi utilizada uma ficha onde constavam dados epidemiolégicos
(sexo, idade, hip6tese diagndstica, o numero de puncdes liquéricas), dados clinicos
(sinais e sintomas como presenca de cefaléia, ndusea e/ou vomito, rigidez de nuca,
temperatura, fotofobia), uso prévio de medicamentos (corticosterdides,
imunossupressores, antimicrobianos), dados laboratoriais (nivel de hemoglobina e
hemataocrito, leucograma, numero de plaquetas, sédio, potassio, creatinina, ureia,
glicemia, fosfatase alcalina, proteina C reativa, analise do LCR, deteccdo de

enterovirus e herpes virus pelo método NAAT), e a data de alta hospitalar (Apéndice

1).
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3.2 Metodologia

Durante o periodo em que este trabalho foi realizado, nosso
laboratorio trabalhava com a Unica técnica de deteccdo de RNA de enterovirus que
estava disponivel no mercado nacional aquela época, que utilizava o sistema Nuclisens
para amplificacdo especifica do RNA viral pelo método Nucleic Acid Sequence Based
Amplification (NASBA) e deteccéo por eletroquimioluminescéncia.®” A deteccdo de
enterovirus e herpes simples virus tipo | e Il foi realizada com os kits Nuclisens EasyQ
(Biomerieux, Marcy- I'Etoile, Franca) especificos para estes patégenos, de acordo com
as instrucbes do fabricante. Para cada paciente, foi coletado 1 mililitro de liquor. Os
acidos nucleicos foram extraidos com o equipamento EasyMag e posteriormente
submetidos as reacdes de amplificacdo com os kits NUcCliSENS EasyQ® HSV 1/ 2 e
NucliSENS EasyQ® Enterovirus. O kit para HSV 1 / 2 possui sondas marcadas com
diferentes fluor6foros que identificam e diferenciam o HSV1 e HSV2. Ja o kit para
enterovirus possui sondas que detectam regides conservadas entre os diferentes
serotipos de enterovirus, incluindo poliovirus 1-3, coxsackievirus A2-12, A15-18, A20,
A21, A24, coxsackievirus B1-6, echovirus 1-9, 11-15, 17-21, 24-27, 29-33 e Enterovirus
68-71. Quanto a sensibilidade do método, os coeficientes de exaustividade de 50% e
95% foram determinados como sendo 93 e 263 cépias por extraido de &cidos
nucleicos, respectivamente. Ambos os kits possuem ainda uma sonda para detectar um
controle interno, monitorando a qualidade do processo desde a etapa de extracdo. A
especificidade encontrada para o método foi de 100% e o nivel de correlacdo com a
cultura viral (do liquor, na nasofaringe e/ou de amostra retal) foi de 82,1%.%* O método
de extracdo resulta em &cidos nucleicos concentrados, altamente purificados, e com
minimas substancias inibitérias, com um tempo de liberacdo do resultado de cerca de
6,5 horas.®¥

Este sistema foi posteriormente substituido por outros kits com maior
sensibilidade que propiciaram uma melhora importante na detec¢cdo de enterovirus em
amostras de liquor: o kit ENTEROVIRUS Q-PCR Alert Kit (Nanogen Advanced
Diagnostics S.p.A., C.so Torino, 89/d - 10090 Bulttigliera Alta (TO) — ITALY)(35) € No ano
seguinte o kit Xpert EV (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA),®® este Gltimo com tempo de

liberacdo do resultado ainda menor, menor complexidade e pequena discrepancia em
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relacdo aos agentes detectados quando comparado as outras duas técnicas. A tabela 5

enumera os trés métodos utilizados e algumas de suas caracteristicas.

Tabela 5. Caracteristicas entre os diferentes métodos de amplificacdo do acido nucleico para
enterovirus utilizadas no Hospital Israelita Albert Einstein

NASBA Nanogen Cepheid
Nome do Kit NucliSENS EasyQ® ENTEROVIRUS Q- Xpert EV (Cepheid,
(Empresa) Enterovirus (Biomérieux, PCR Alert Kit CA, Estados Unidos)
Boxtel, Holanda) (Nanogen, TO, ltalia)
Periodo de uso 01/2008 — 12/2010 01/2011 - 02/2012 03/2012 — atual
Método Amplificacao por Real Time PCR Real Time PCR
NASBA e tecnologia (Tagman, MGB, (cartucho fechado)
molecular beacons UNG)
Complexidade Alta Alta Baixa
Tempo de 8 horas 8 horas 3 horas
execucao
Especificidade Poliovirus 1-3 Poliovirus 1-3 Poliovirus 1-3
Coxsackievirus A2-12,  Coxsackievirus A1-22 Coxsackievirus A2-22
A15-18, A20, 21, 24 e A24 e A24
Coxsackievirus B1-6 Coxsackievirus B1-6 ~ Coxsackievirus B1-6
Echovirus 1-9, 11-15, Echovirus 1-9, 11-21,  Echovirus 1-7, 9, 11-
17-21, 24-27, 29-33 24-27, 29-33 21, 24-27, 29-33
Enterovirus 68-71 Enterovirus 68-71 Enterovirus 68-70

O ensaio GeneXpert EV é projetado como um sistema integrado que
une processamento das espécies, amplificacéo e deteccdo do RNA viral em tempo real
em um cartucho descartavel utilizando o aparelho GeneXpert Dx, levando cerca de
2,5h para a detecgéo do enterovirus no LCR.!”) Esse ensaio é capaz de detectar RNA
na regido entre os nucleotideos 452 e 596 do enterovirus®® e no primeiro ensaio
multicéntrico publicado envolvendo essa técnica, foi observado uma sensibilidade de
97,1% e especificidade de 100%."’ Resultados semelhantes foram encontrados por
Seme et al. em seu estudo, no qual foram avaliadas 162 amostras de LCR utilizando o
entdo recentemente lancado GeneXpert, com outras duas metodologias que ja eram
utilizadas previamente naquele servico, o PCR em tempo real e um kit denominado
Argene, encontrando um elevado nivel de concordancia entre os métodos (98,1%).%”
Diante dos resultados obtidos ao longo de um ano de experiéncia com 0 novo método,
aliado & sua completa automacéo e capacidade de diagnosticos rapidos, o GXEA pode
ser considerado um 6timo teste na suspeita de meningite por enterovirus.®” A
performance obtida com o ENTEROVIRUS R-gene™ (método de RT-PCR em tempo
real) foi comparada aquela do GXEA.® Hong et al. também compararam o GXEA com
outro método de RT-PCR em tempo real, encontrando especificidade de 100% para

ambos os métodos, com sensibilidade superior para o primeiro método.®®
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Marlowe et al. avaliaram 138 amostras de LCR comparando trés
metodologias: GeneXpert, TagMan (PCR em tempo real) e NASBA. Os valores de
sensibilidade e especificidade encontrados para os métodos foram respectivamente
100% e 100%, 96% e 100%, e 87,5% e 100%.%% O coeficiente kappa entre Xpert e
TagMan foi de 1, e entre o Xpert e NASBA foi de 0,89 (p=0,85 pelo teste de
McNemar).®%

Os testes de biologia molecular para pesquisa de HSV revelam
resultados semelhantes aqueles obtidos para enterovirus. Atualmente ha ensaios
capazes de fazer a deteccdo do material genético de alguns virus simultaneamente,
como por exemplo, o HSV-1, HSV-2 e VZV, obtidos com o BD Max platform — técnica
gue extrai e amplifica o virus em uma Unica etapa e disponibiliza o resultado em até 2

horas para uma série de espécies diferentes.“?

3.3 Andlise estatistica

Variaveis continuas foram comparadas através do teste t de Student
se apresentassem distribuicdo normal e do teste de Mann-Whitney caso ndo o fossem.
As diferencas das proporcdes foram comparadas usando-se o teste Qui-Quadrado de
Pearson ou o teste exato de Fisher quando apropriado. Os valores das médias foram
reportados com + 1 desvio-padrdo. O valor de alfa foi definido como 0,05 e todos os
testes com significancia estatistica foram considerados bicaudados. Todas as analises
estatisticas foram desenvolvidas utilizando-se o programa “Statistical Package for the
Social Sciences” (SPSS, Chicago, IL, USA, ver 11.5).

3.4 Isencédo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Israelita Albert Einstein. Tendo em vista que o NAAT € um exame realizado
na rotina do hospital e sendo examinados apenas dados laboratoriais, e realizadas
consultas a prontuarios sem a exposicdo dos pacientes, ndo houve necessidade da

aplicacao de termo de consentimento.
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4 RESULTADOS

Ao todo foram realizadas 2.536 coletas de liquor no nosso servico
nesse periodo de 2 anos, sendo 1.264 no periodo pré-protocolo (fase I) e 1.272 no pos-
protocolo (fase |II). Esse numero engloba o total de coletas realizadas,
independentemente da suspeita clinica que tenha motivado a punc¢do. Deste total de
exames, foi solicitado NAAT para enterovirus em 123 casos (9,7% da amostra da fase
I) na fase | e em 221 casos (17,4% da amostra da fase Il) na fase Il, e destes, 35
pacientes foram confirmados como meningite por enterovirus na fase | e 71 pacientes
na fase Il (p=0,107). Em relagcdo ao HSV | e I, foi solicitado NAAT em 200 casos na
fase | e 274 casos na fase Il, sendo confirmado o diagnostico de meningite por HSV | e
Il em 13 pacientes na fase | e 13 pacientes na fase Il, ndo havendo entéo diferenca

entre os dois grupos (p=1,0) (Tabela 6 e Figura 2).

Tabela 6. Resultados obtidos com o teste de amplificacdo de &cido nucleico

Variaveis Fase | Fase Il Total Valor-p
Liquor realizados no hospital 1264 1272 2536 NA
PCR solicitados para Enterovirus 123 221 344 NA
PCR solicitados para Herpes Virus 1 e 2 200 274 474 NA
Meningites Virais (Enterovirus + Herpes Virus 1 e 2) 48 84 132 NA
Meningites por Enterovirus, n (%) 35 (73) 71 (84) 106 (80,3) 0,107
Meningites por Herpes Virus 1 e 2, n (%) 13 (27) 13 (16) 26 (19,7) 1,0
Total 1264 1272 2536

NA: ndo aplicado.
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2.536 amostras
de LCR
Fase | =1.264 Fase |l = 1.272
941 amaostras 779 amostras
excluidas (<4 excluidas (<4
células/mm?) células/mm?)
323 PCR solicitados 495 PCR solicitados
123 PCR 200 PCR 221 PCR 274 PCR
solicitados solicitados solicitados solicitados
para EV para HSV para EV para HSV
35 13 71 13
meningites meningites meningites meningites
por EV por EV por EV por HSV

LCR: liquido cefalorraquidiano; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; EV: enterovirus;
HSV: herpes simples virus.

Figura 2. Distribuicdo das amostras de liquido cefalorraquidiano e de solicitacdes de PCR
conforme a fase do estudo e o agente etiolégico

Dentre o grupo dos pacientes com meningite viral (tanto por
enterovirus quanto por HSV — Tabela 7), 52,1% na fase | e 36,9% na fase Il eram do
sexo feminino (p=0,9). A idade média dos envolvidos foi de 19,96 anos (desvio-padrdo
de 16,4) na fase | e 17,5 anos (desvio-padrdo de 17,3) na fase Il (p=0,43).
Apresentavam alguma comorbidade 23,4% na fase | e 14,3% na fase Il (p=0,19). A
média do numero de dias de internacao foi de 2,9 (dp 2,6) na fase | e 2,7 (dp 3,9) na
fase Il (p=0,69).

Dentre o grupo envolvendo as meningites virais por enterovirus e
HSV (Tabela 7), os sinais e sintomas mais comumente encontrados foram: cefaléia
(93,3% na fase | e 92,6% na fase Il) (p>0,99), nduseas e vomitos (66,7% versus
70,4%) (p=0,66), febre (77,8% versus 67,9%) (p=0,24) e rigidez de nuca (42,2% versus
49,4%) (p=0,44).

Foram submetidos a exame de imagem 45,8% dos pacientes na
fase | e 49,4% na fase Il (p=0,69), e 14,6% dos pacientes na fase | receberam
tratamento com antibiético, versus 22,6% na fase Il (p=0,26) (Tabela 7). Embora dentre
as meningites por enterovirus, a duracao do tratamento antibiotico tenha sido inferior a

24 horas em 78,3% dos casos.



Tabela 7. Dados demogréficos, clinicos e liquéricos da amostra englobando pacientes com

meningite por enterovirus e herpes simples virus

Fase |

Fase ll

Variaveis (n=48) (n=84) Valor-p
Sexo, n (%)
Feminino 25 (52,1) 31 (36,9) 0.09
Masculino 23 (47,9) 53 (63,1) '
Internacdo em UTI, n (%)
Nao 48 (100) 81 (98,8)
Sim 0 1(1,2) >0,99 (F)
Meningite, n (%)
Herpes 13 (27,1) 13 (15,5) 0.10
Enterovirus 35(72,9) 71 (84,5) '
Presenca de alguma comorbidade, n (%)
Nao 36 (76,6) 71 (85,5) 019
Sim 11 (23,4) 12 (14,5) '
Cefaléia, n (%)
Nao 3(6,7) 6 (7,4)
sim 42 (93,3) 750926  O99F
Febre (T > 37.7°C), n (%)
Nao 10 (22,2) 26 (32,1) 0.24
Sim 35 (77,8) 55 (67,9) ’
Rigidez de nuca, n (%)
Nao 26 (57,8) 41 (50,6) 0.44
Sim 19 (42,2) 40 (49,4) ’
Predominio da celularidade LCR primeira
coleta, n (%)
Neutrofilico 11 (22,9) 29 (34,9) 015
Linfomonacitario 37 (77,1) 54 (65,1) ’
Resultado do PCR para enterovirus na
primeira coleta, n (%)
Negativo 12 (25) 13 (15,5)
Positivo 33 (68,8) 71 (84,5) 0,02
Nao solicitado 3(6,3) 0
Resultado do PCR para herpes na
primeira coleta, n (%)
Negativo 29 (60,4) 64 (76,2)
Positivo HSV tipo | 1(2,1) 0 018
Positivo HSV tipo Il 12 (25) 13 (15,5) ’
Né&o solicitado 6 (12,5) 7 (8,3)
Predominio da celularidade LCR segunda
coleta, n (%)
Neutrofilico 0 0 o
Linfomonocitario 7 (100) 7 (100)
Uso de antibiéticos para tratamento da
meningite, n (%)
Nao 41 (85,4) 65 (77,4)
Sim 7 (14,6) 19 (22,6) 0.264
Realizou exame de imagem (cranio), n (%)
Nao 26 (54,2) 42 (50,6) 0.694
Sim 22 (45,8) 41 (49,4) ’

*** Nao foi possivel realizar esse teste. (F): Teste exato de Fisher.

26
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Quanto as caracteristicas liquoricas, na fase I, 77,1% apresentavam
predominio linfomonocitario na primeira coleta, versus 65,1% na fase Il (p=0,15)
conforme demonstrado na tabela 7. A contagem de leucdcitos revelou mediana de
162.5 e IQR 85-350 na fase I, versus 118 e 59.5-313.5 na fase IlI, respectivamente
(p=0,174). Em cerca de 10% dos casos (envolvendo ambas as fases), o nUmero de
leucécitos no LCR na primeira coleta superou 500 células/mm?®. Os valores de glicose,
proteinas e lactato no LCR foram bastante semelhantes nos dois grupos. Em nenhum
deles houve deteccéo de bactérias pelo Gram, Latex positivo e/ou cultura positiva. Os
detalhes em relacdo aos dados das amostras do LCR em ambas as fases podem ser
observados na tabela 8. A figura 3 compara a contagem de leucécitos entre o EV e o
HSV nas duas fases do estudo, enquanto a figura 4 faz o mesmo com o nivel de

proteinas no LCR.

1200

1000 4 CQuz0 %15

o Ce1

800
88

600 +

400 4

200 +

pre/post- protocol

- pre-protocol

-200 |:| post-protocol
N= 13 13 35 71

HSV Enterovirus

CSF WBC: contagem de leucdcitos no liquor.
Pre-protocol: fase | do estudo. Post-protocol: fase I
do estudo.

Figura 3. Comparativo da contagem de leucdcitos no
liquido cefalorraquidiano entre herpes simples virus e
enterovirus
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Tabela 8. Perfil das amostras de liquido cefalorraquidiano englobando enterovirus e herpes simples
virus

Fase | Fase ll

Variaveis n (%) n (%) Valor-p
- 3 - T

Contagerr] c_ie leucécitos (n/mm~) no LCR na primeira 262,9 (259,6) 205,2 (217.7) 017
coleta, média (dp)

Neutrdéfilos no LCR na primeira coleta, média (dp) 29,9 (28,5) 38,3 (29,2) 0,11
Linfécitos no LCR na primeira coleta, média (dp) 50,3 (28,3) 43,9 (28,2) 0,21
Glicose (mg/dL) no LCR na primeira coleta, média 52,2 52,3 0,918
(Plg)ée)lna (mg/dL) no LCR na primeira coleta, mediana 50,5 (34-82) 41 (29,2-63.5) 0,035
Pandy positivo 28 (58,3) 41 (48,8) 0,292
Lactato (mg/dL) no LCR na primeira coleta, média 16,5 15,5 0,275
Proteina C reativa (mg/L), mediana (IQR) 5,1 (1,8-21,6) 8,7 (2,5-32,4) 0,211

Quando analisamos apenas o subgrupo envolvendo as meningites
virais por enterovirus, notamos que a média de dias de internacéo foi de 2,4 (dp 2,3)
para fase | versus 1,9 (dp 2,4) para fase Il (p=0,25). A administracdo de antibiéticos
para o tratamento da meningite ocorreu em 6 casos (17,1%) na fase | versus 18 casos
(25,4%) na fase Il (p=0,34). Observe a tabela 9 para os dados englobando apenas as
meningites por enterovirus. O padrdo linfomonocitario ao LCR foi de 71,4% na fase | e
59,2% na fase Il (p=0,21) e o perfil da analise do LCR pode ser observado na tabela
10.

Tabela 9. Dados demograficos e clinicos referentes &s meningites por enterovirus

Variaveis Fase | Fase Il Valor-p
Idade, média (dp) 12,5 (11,7) 12,4 (12,7) 0,989
Sexo feminino, n(%) 14 (40) 19 (26,8) 0,166
Tempo de sintomas até diagnéstico, média (dp) 2,3 (2,5) 1,6 (1,3) 0,103
Cefaléia, n(%) 29 (90,6) 63 (92,6) 0,708 (F)
Nauseas e Vomitos, n(%) 24 (75) 51 (75) *
Febre >37,7°C, n(%) 26 (81,3) 50 (73,5) 0,399
Rigidez de nuca, n(%) 13 (40,6) 32 (47,1) 0,546
Fotofobia, n(%) 5 (15,6) 3(4,4) 0,106 (F)
Dias de Internacao, média(dp) 2,43 (2,3) 1,87 (2,4) 0,256
Ez(()}ayes de imagem (cranio) para diagnostico da meningite, 13 (37,1) 29 (40,8) 0,714

Uso de antibiéticos para tratamento da meningite, n(%) 6 (17,1) 18 (25,4) 0,342
* ndo foi possivel realizar o teste. dp: desvio padréo. (F): Teste exato de Fisher.
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Figura 4. Comparativo entre o nivel de proteinas no
liguido cefalorraquidiano nas meningites por
enterovirus e herpes simples virus
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Tabela 10. Perfil das amostras de liquido cefalorraquidiano englobando as meningites por enterovirus

o Fase |
Variaveis n (%) Valor-p
Z 3 - i

Contagerrj dg leucécitos (n/mm~) no LCR na primeira 254,9 (262,5) 184,5 (208,5) 013
coleta, média (dp)

Neutréfilos no LCR na primeira coleta, média (dp) 38,7 (27,3) 43,9 (27,8) 0,36
Linfocitos no LCR na primeira coleta, média (dp) 40,2 (23,1) 37,5 (24,6) 0,58
Glicose (mg/dL) no LCR na primeira coleta, média 53,7 0,549
Zg)ée)ma (mg/dL) no LCR na primeira coleta, mediana 39 (30-56) 017
Pandy positivo 15 (42,9) 0,736
Lactato (mg/dL) no LCR na primeira coleta, média 14,6 0,361
Proteina C reativa (mg/L), mediana (IQR) 6,9 (2,4-21,6) 11,7 (3,8-37) 0,301




30

5 DISCUSSAO

A sindrome da meningite aguda pode apresentar um curso bastante
variavel, a depender da etiologia. Meningite bacteriana aguda pode ser uma condicao
ameacadora da vida, passivel de diversas sequelas neurolégicas e um grau de
comprometimento significativo. Por outro lado, meningite asséptica costuma ter uma
evolucdo benigna, favoravel e auto-limitada. Desse modo, um diagnostico rapido e
acurado de meningite viral pode impactar positivamente no manejo clinico desses
pacientes.

Os pequenos volumes de liquor disponiveis aliado a uma grande
variedade de virus que podem ocasionar meningite ou encefalite transformam a busca
pelo diagnéstico em um grande desafio.“"

O enterovirus representa a principal causa de meningite asséptica e
responde por até 90% dos casos de infeccdo no SNC em que algum agente causal é
identificado.!"?* As infeccdes variam desde quadro leves até condicdes ameacadoras
de vida.“™' Chang et al. observaram associacdo de sequela grave do neuro-
desenvolvimento em pacientes infectados pelo enterovirus, especificamente do sorotipo
EV71, e que tiveram acometimento do SNC.®"

Os sinais e sintomas mais comumente observados englobam
cefaléia, febre, ndusea, vomito e rigidez de nuca. Crise convulsiva, exantema, diarreia,
sdo achados menos comuns. Uma série de outros estudos demonstrou quadro clinico
bastante semelhante.?1""31742) Menasalvas-Ruiz et al. demonstraram em seu estudo
dois picos de incidéncia na infancia com diferentes quadros clinicos: nas criancas até
os dois anos de idade, predominou um quadro febril sem foco; entre as de 3 a 7 anos
de idade, os achados tipicos de meningite asséptica, principalmente febre, cefaléia,
vomitos e meningismo.“® Durante o episddio viral, foi comum observar sintomas
semelhantes em outros membros da familia, principalmente criancas abaixo dos 3 anos
de idade.“®

As meningites virais se comportam de maneira sazonal,
predominando nas estacdes de outono e verdo,®®'"144244) fato esse que n&do foi
observado em nenhum dos dois periodos do nosso estudo. Em paises tropicais e
subtropicais, ocorre uma alta incidéncia ao longo de todo o ano, talvez associado ao
modo de transmissado fecal-oral, que pode ser facilitado durante periodos de tempo
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quente, principalmente entre as criancas.® Muitos estudos demonstraram episédios
epidémicos envolvendo enterovirus, coxsackievirus, echovirus, entre outros.!'®17:31:40)
Tal fato também n&o foi observado em nossa amostra. Esse dado & de fundamental
importancia epidemiolégica visto que a incidéncia da meningite asséptica depende
mais das ocorréncias epidémicas do que das préprias tendéncias anuais.?

Como ja demonstrado em diversos estudos, h4 uma predominancia
do sexo masculino.>"*3) Na nossa amostra, praticamente ndo houve diferenca na
distribuicdo entre os géneros na primeira fase do estudo, mas na segunda fase a
proporcao foi de quase 2:1.

A investigacao diagnostica se inicia a partir do quadro clinico, muitas
vezes é inespecifico, bem como testes laboratoriais convencionais, como hemograma e
a proteina C reativa. O exame de LCR nem sempre auxilia a diferenciar meningite viral
de bacteriana, j& que em uma parcela dos casos existe predominio polimorfonuclear na
fase inicial da meningite viral, além de hiperproteinorraquia e hipoglicorraquia serem
observadas numa parcela menor dos casos.'>*? Em sua analise envolvendo mais de
500 pacientes, Michos et al. encontraram elevacao de proteinas e reducdo da glicose
no LCR em criangas abaixo de 1 ano de idade de maneira estatisticamente
significativa, reforgando a possibilidade de erros nas tomadas de decisdo e gerando
sérias consequéncias aos pacientes.“?

Diversos estudos apontam a presenca de pleocitose no LCR apesar
de se tratar de uma infeccdo viral,*”) e quando presente, representa um indicio maior

.%® O grau da presenca de

de inflamacédo das meninges do que do parénquima cerebra
pleocitose varia conforme a faixa etaria do individuo, chegando a 96% nas criancas
acima de 2 anos e apenas 41% naguelas abaixo de 2 anos de idade, conforme
demonstrado no estudo de Archimbaud et al.*” Por outro lado, Kleines et al.
demonstraram ndo haver relacdo entre a concentracdo de proteinas no LCR e o0s
diferentes virus avaliados (HSV, EV, VZV, EBV) nas diferentes faixas etarias (avaliaram
desde neonato até idosos), sugerindo que esse parametro possa ter utilidade clinica
limitada.“®)

A auséncia de pleocitose parece ser comum entre as criancas
abaixo dos 3 meses de idade e tem sido relacionada a idade mais jovem e a baixa
contagem de leucécitos séricos. A auséncia de pleocitose foi associada com uma
duracdo menor dos sintomas na maioria dos pacientes jovens.“? Menasalvas-Ruiz et

al. acreditam que a procura pelo pronto-socorro mais precoce nessa faixa etaria



32

também possa influenciar os achados do LCR.“* Davies et al. estudaram quais fatores
poderiam influenciar na deteccdo de virus em amostras de LCR de pacientes com
suspeita de infec¢cdo no SNC. Foram incluidas amostras testadas para herpes virus, JC
virus, EBV e EV. Em 53% das amostras avaliadas no estudo de Davies et al. que
tinham PCR positivo para qualquer um dos virus relatados acima (sendo que os virus
encontrados mais frequentemente foram o EBV, EV e HSV), a celularidade no LCR foi
normal; e em 34% das amostras que foram positivas para PCR, tanto a proteinorraquia
quanto a celularidade no LCR eram normais.®

A cultura viral foi utilizada como padrdo ouro no diagnéstico de
infeccdo por enterovirus durante muitos anos. Contudo, o longo periodo usualmente
necessario para a positividade da amostra e a necessidade de uma equipe altamente
treinada acabou limitando seu uso, visto ndo ser capaz de fornecer o resultado no
momento em que as decisbes precisam ser tomadas, influenciando no manejo desses

142 além de representar um método de alto custo e geralmente menos

(50)

pacientes,
sensivel que o método molecular.

Enguanto isso, a sorologia tem papel limitado no diagnéstico das
meningites virais, visto a grande diversidade de sorotipos envolvidos.“? E fundamental
uma ferramenta que seja capaz de identificar e quantificar rapidamente os diferentes
virus nas amostras de LCR nos pacientes hospitalizados com infeccéo do SNC.“"

Durante os ultimos anos, as técnicas envolvendo amplificacdo do
acido nucleico se aperfeicoaram significativamente, ganhando espaco e aceitacdo no
laboratorio clinico e na prética cotidiana, sendo utilizado cada dia mais, e para as mais
diversas finalidades.®" A dificuldade em se isolar determinados agentes, bem como os
altos custos de alguns dos métodos mais tradicionalmente utilizados, contribuiram para
esse crescimento das técnicas biomoleculares.®” Inimeros estudos ja comprovaram
que a sensibilidade do método €& superior a de outros meétodos considerados
tradicionais, como a sorologia e a cultura viral, além de mais custo-efetiva.'**")

Na validagdo interna dos métodos de analise e deteccdo do
enterovirus realizada em nosso servigco, comparando-se 50 amostras entre os kits
Nanogen e Cepheid, a sensibilidade para este ultimo foi melhor, sendo que em duas
amostras o enterovirus foi detectado apenas pelo kit da Cepheid, enquanto em uma
amostra, o enterovirus foi detectado apenas pelo Nanogen, provavelmente por ser

algum dos sorotipos nao detectados pelo Cepheid.
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Desde o ano de 2008, quando o uso do PCR para enterovirus
comecgou a ser estimulado em nosso servico, o numero de casos diagnosticados
aumentou progressivamente, alcancando 112 casos positivos para enterovirus dentre
242 casos suspeitos (46,3% da amostra) no ano de 2011. O numero de diagndéstico
praticamente dobrou, enquanto n&o foi observada tal alteracao para o HSV, reforgcando
o beneficio no uso do PCR para enterovirus como uma rotina institucional. Vale
ressaltar ainda que ndo observamos reducdo no tempo de internacdo hospitalar nem
no tempo de exposicdo ao tratamento antimicrobiano, visto que a amostra analisada
englobou apenas pacientes com o diagndstico confirmado de meningite viral. E
possivel que na fase | pacientes com meningite por enterovirus, que ndo tenham sido
diagnosticados pelos métodos habituais até entdo, tenham recebido antibitico por
alguns dias, tenham sido submetidos a coleta de liquor de controle e permanecido um
periodo desnecessariamente mais longo de internagdo hospitalar simplesmente pela
auséncia da comprovacao diagnostica de um agente viral.

Esse € um dos pontos cruciais ho manejo da meningite viral sem o
recurso da biologia molecular. Por mais que o quadro clinico e os achados laboratoriais
possam sugerir o diagnéstico viral, sem o isolamento do agente causal, ndo se tem

) o que acaba gerando um

ainda a seguranca de descartar infeccdo bacteriana,
dilema, refletido pela internacdo hospitalar, uso de antibiotico, realizacdo de exames de
imagem, até que de fato seja descartada infeccdo bacteriana e o paciente seja liberado
do hospital.

Um grupo coreano analisou mais de 17.000 amostras (envolvendo
swab retal ou de fezes, de orofaringe, sangue, liquor e outros fluidos como saliva, urina
e liquido pericardico) e observou ao longo de 13 anos a prevaléncia anual de EV
através dos diferentes métodos diagndsticos. Na fase em que o método diagnéstico foi
a cultura viral, foi detectado EV em 20,5% da amostra, ao passo que na segunda fase,
quando utilizaram RT-PCR, 26,4% foi detectado, e na terceira fase, onde se utilizou o
RT-PCR em tempo real, a positividade elevou para 39,2%.“Y Além do ganho em
sensibilidade dos métodos diagndsticos, pode ter contribuido para esses resultados a
ocorréncia de quatro surtos epidémicos de EV no periodo do estudo.

Em seu estudo, de Crom et al. compararam duas técnicas
moleculares para o diagnéstico de infec¢do por enterovirus. Foram 232 amostras de
LCR, avaliadas por meio do GeneXpert Enterovirus Assay (GXEA) e reverse-

transcriptase quantitative real-time PCR (RT-gPCR), e uma parcela menor ainda foi
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submetida a cultura viral. Comparando a cultura viral com o GXEA, a sensibilidade
encontrada foi respectivamente 28,6% e 82,1%, enquanto a especificidade foi 97,7% e
100%, respectivamente. Avaliando as amostras que foram submetidas aos dois testes
moleculares e ainda tinham material suficiente para a cultura, o enterovirus foi
detectado em 8,6% das amostras pela cultura viral, em 19% pelo GXEA e em 24,1%
pelo RT-gPCR. Avaliando a amostra geral, o enterovirus foi detectado em 13,8% das
amostras pelo GXEA e em 17,2% pelo RT-qgPCR.®?

Em outro estudo observacional realizado na Suica, Giulieri et al.
demonstraram uma dura¢cdo menor no uso de antibiético no grupo cujo diagnéstico foi
obtido com GeneExpert, bem como um uso significativamente menor de aciclovir e
menos tempo de hospitalizaco.®®

A carga viral de enterovirus nas fezes é descrita como sendo maior
gue no LCR durante a meningite por enterovirus, fazendo das fezes um bom material
para deteccdo do RNA viral.*” Em um estudo que comparou a deteccdo do virus
através do PCR obtido do sangue, das fezes e do liquor, alguns pontos interessantes
puderam ser observados: a) a sensibilidade do PCR no LCR foi elevada nas fases
iniciais da doenca, demonstrando possivelmente que a deteccdo do RNA do
enterovirus reduza com alguns dias ap6s o inicio da meningite; b) o PCR no LCR
detectou 0 RNA viral em amostras em que a cultura viral ndo foi capaz de isolar
nenhum agente; ¢) o PCR realizado da amostra fecal obteve a maior sensibilidade
(96% nas fezes, 76% no LCR e nenhuma detecc¢édo viral no sangue), além de resultar
positivo com maior tempo de evolucdo da doenca.®® Importante salientar que a
deteccdo do RNA do enterovirus na amostra fecal ndo confirma que este € o agente
causal da meningite, apesar de que esse achado possa sugerir tal etiologia como
altamente provavel.¥
A carga viral no LCR também parece sofrer alteracbes conforme o
agente etiolégico envolvido, tendo sido maior em pacientes com meningite por EV30 do
que naqueles com meningite pelo EV6.“%

Lévéque et al. compararam os resultados obtidos com o PCR em
tempo real a uma nova tecnologia que envolve amplificacdo do PCR com anélise de
espectrometria de massa (PCR-MS).“"Y O método baseado em espectrometria de
massa demonstrou resultados concordantes com as técnicas habituais de PCR,
alcancando um coeficiente kappa acima de 0,80 para HSV, VzV e EV,*" porém de

apenas 0,34 para EBV. O diagnostico de co-infecgcdes foi superior no PCR-MS,
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identificando 26 co-infec¢des contra apenas 4 do método de PCR de rotina. Além
disso, foi capaz de identificar uma série de virus neurotrépicos néo incluidos no painel
do PCR de rotina. Contudo, o aspecto quantitativo do método PCR-MS é questionavel,
demonstrando uma correlacdo pobre entre os métodos. Desse modo, apesar do
método ser capaz de identificar um numero mais amplo de agentes neurotropicos,
demonstrou ter uma sensibilidade para EV e EBV abaixo daquela encontrada com PCR
tradicional, além de ter um custo ainda superior nos dias atuais, limitando assim sua
utilizacdo.“"

Sendo assim, nos dias atuais, o método tido previamente como
tradicional e padrdo ouro — a cultura viral — vem sendo substituida pelos testes de
amplificacdo do &cido nucleico para deteccdo de enterovirus no LCR.®? N&o ha mais
duvidas quanto ao uso do PCR como novo padrao-ouro para diagnostico de EV e HSV
em infeccdes do SNC.®" O GeneXpert se mostrou uma opcao atrativa, mesmo para
laboratérios com pouca experiéncia com outras técnicas diagnosticas moleculares,
visto a facilidade de uso e interpretacdo do software.®® Diversos estudos tem
demonstrado que o uso dos testes moleculares de rotina na suspeita clinica de
meningite tem otimizado o manejo desses pacientes, através da reducdo da
permanéncia hospitalar, do uso de antibiéticos e custos relacionados ao hospital, diante
de um quadro clinico compativel e um resultado positivo para enterovirus,“10:42.43.55.56)
Quando o diagndstico envolve HSV-1 e 2, VZV e CMV, proporciona vantagem adicional
da administracao do tratamento antiviral, quando indicado, de maneira adequada diante
do diagnéstico precoce.®® O diagnéstico de meningite por EV, encefalite por HSV e
infeccbes por CMV em pacientes imunocomprometidos sdo exemplos do uso

0 Archimbaud et al.

clinicamente relevante e custo-efetivo dos testes moleculares.
demonstraram através de uma andlise multivariada na subpopulagdo adulta que o
tempo de resposta ao teste turnaround time (TAT), ou seja, o tempo que leva para o
resultado do PCR ser liberado em relacdo ao momento em que a amostra deu entrada
ao laboratorio, foi correlacionado com o tempo de permanéncia hospitalar, de tal modo
gue cada 24h de aumento no TAT esteve associado a um aumento médio de 45% no
tempo de permanéncia hospitalar. O mesmo ndo foi observado na subpopulacdo
pediatrica.*” O impacto clinico de um resultado molecular positivo para enterovirus
varia de acordo com o grupo etario dos pacientes,(‘”) sendo que parece ter impacto
menor no manejo dos pacientes adultos, até mesmo pela menor prevaléncia da doenca

nessa populacéo.'?
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A sensibilidade do método também depende do momento da coleta
da amostra e a carga viral. O intervalo entre o inicio dos sintomas e 0 momento em que
se realiza a coleta da amostra de LCR € muito importante. Pacientes frequentemente
buscam auxilio médico quando os sintomas ja se agravaram, e talvez nesse momento
0 virus ndo seja mais detectavel no SNC, podendo contribuir para uma baixa deteccéo
ou um teste falso negativo.®”

Uma série de estudos ja demonstrou reducdo no tempo de
internacdo hospitalar bem como reducdo no tempo de uso de terapia antibidtica e
antiviral, reducdo no namero de tomografias de cranio, culminando na reducédo dos

custos hospitalares.*"*1"%%

Esse menor tempo de exposicdo ao hospital e ao
tratamento antimicrobiano gera beneficios indiretos outros, como menor risco de efeitos
adversos, menor impacto na flora microbiana e menor risco de desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana.®*® Tais achados ja4 eram previstos em estudos mais
antigos, quando as técnicas moleculares encontravam-se ainda em
desenvolvimento.®®

Um resultado positivo no PCR para enterovirus culminou na alta
imediata de 63% das criangas abaixo dos 2 anos de idade no estudo de Archimbaud et
al., atingindo 95% em 24 horas, enquanto nas criangas acima de 2 anos e nos adultos,
a alta hospitalar ocorreu mais tardiamente — 2 dias em média.'” Além disso, o
tratamento com antibiético e aciclovir foi interrompido em 50-60% e 62% dos pacientes,
respectivamente, quando os médicos tinham os resultados do PCR para EV e HSV
disponiveis.!"” Comparando dados clinicos dos pacientes admitidos no final de semana
e aqueles admitidos durante a semana demonstraram que o tempo de permanéncia foi
de um dia a menos e o tempo de antibiético também foi menor quando PCR-EV era
realizado diariamente.'?

Conforme a técnica de biologia molecular para diagnostico de
enterovirus vem se difundindo, algumas dificuldades de interpretagdo também podem
ocorrer. O fato de o material genético viral ter sido detectado, ndo representa
necessariamente que ele esta causando os sintomas. Mesmo em situagdes em que a
desordem do SNC esteja tipicamente associada com alguma infeccéo viral, a deteccao
de atividade viral ndo deve excluir outras etiologias alternativas, que podem de maneira
secundaria reativar o virus entdo detectado.“® Essa interpretacédo pode ser ainda mais
dificil em pacientes que estejam vivenciando uma doenca neuroldgica que ndo é

comumente associada com infecgéo viral. Dentre esses pacientes, o EBV parece ser o
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virus predominante, embora outros virus, como HSV, VZV, CMV e EV também tenham

(48)

sido detectados em baixas frequéncias. Em teoria, co-infecgdo bacteriana e

enterovirus pode interferir com a aplicacdo clinica de um resultado positivo do
GeneExpert, embora na pratica, essa correlacdo ndo tenha sido observada.®®

Ao lancar mdo do método de PCR para diagndstico das infeccbes
virais, algumas implicacdes merecem destaque: o espectro de diferentes infec¢cdes nas
diferentes faixas etarias, o quadro clinico associado a cada agente infeccioso, 0
impacto dos achados positivos do PCR, a utilidade de um teste ser repetido e a curva
de clearance viral.“®
Kleines et al. demonstraram em sua analise retrospectiva
envolvendo mais de 3.000 pacientes que VZV, EV e HSV foram frequentemente
detectados em meningite asséptica, enquanto o HSV foi a principal causa de
encefalite.*®) Observaram ainda que o VZV e HSV apresentaram clearance mais lento,
sendo identificados no 12° dia e 15° dia, respectivamente, de tal modo que se
recomenda a reavaliacdo de resposta ao tratamento com teste de PCR repetidos em
amostras de LCR coletados mais tardiamente.“®) Dentre os pacientes com PCR
positivo no LCR e alguma condi¢cdo neuroldgica outra, o acidente vascular enceféalico
foi o principal diagnéstico.“®)

Apesar de ter demonstrado uma série de beneficios no manejo da
meningite viral, conforme ja mencionado anteriormente, devemos utilizar o recurso da
maneira mais racional possivel. Pensando nisso, Wilen et al. avaliaram
retrospectivamente quase 11.000 amostras de LCR com PCR com a proposta de
desenvolver critérios para uso racional do NAAT para HSV-1 e 2, VZV, CMV e EV.®®
Os critérios adotados inicialmente para HSV-1 e 2, VZV, CMV e EV incluiram: a)
leucdcitos >5 células/uL ou proteinas >50mg/dL, b) leucdcitos no LCR >5 células/uL e
c) leucdcitos >10 células/yL, tanto entre os pacientes imunocompetentes quanto
naqueles imunodeprimidos.®®® Observaram, por exemplo, que ndo houve diferenca
entre 0s niveis de proteinorraquia nas amostras de pacientes com CMV positivo e
negativo, bem como por EV, justificando ndo ser um parametro utilizado como critério
de inclusdo para NAAT.®® Apés terem aplicado esses critérios em toda a amostra, foi
possivel concluir que se utilizando como critério de aceite para realizacdo do NAAT a
presenca de mais de 10 leucécitos/-L no LCR em pacientes imunocompetentes,
reduziu-se entdo o numero de amostras de NAAT para 51% em 2013 (periodo da

coorte de validacdo dos critérios), semelhante a reducdo de 46% obtida em pequeno
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periodo de pés-implementacao do protocolo. Avaliando a amostra entre 2008 a 2012, e
tendo como base um valor de US$ 64,70 por teste, o uso desses critérios teria
resultado em uma economia de quase US$ 65.000,00 no periodo.®® Esses dados, que
foram obtidos de maneira retrospectiva, foram aplicados numa coorte de validacdo
envolvendo 2.126 testes, dos quais apenas 17 testes foram positivos, e desses, 15
teriam sido identificados através dos critérios de inclusdo desenvolvidos pelo estudo
em questdo, tendo entdo sido implementados na rotina do servico.®® N&o se deve
esquecer que o estudo supracitado avaliou uma populacdo com grande percentual da
amostra sendo composta por individuos adultos, faixa etaria essa a qual sabemos de
antemao que a prevaléncia de EV é de fato menor quando comparada com a faixa
etaria pediatrica.

Davies et al. avaliaram fatores de risco que poderiam estar
associados a deteccao dos mais diversos virus no LCR em pacientes com suspeita de
infeccdo do SNC. Os pacientes foram agrupados em infeccdo viral do SNC provavel,
infeccdo viral do SNC possivel e infeccdo viral do SNC improvavel. Dentre aqueles
agrupados como provavel, 30% dos PCR foram positivos, comparados aos 5%
encontrados no grupo improvavel. No primeiro grupo, os principais agentes isolados
foram HSV e EV, enquanto o EBV foi o mais encontrado no grupo improvéavel.?®

Embora saibamos que n&o ha terapia antiviral efetiva atualmente e

que o tratamento é sintomatico®*1"4)

com resolucdo espontanea na maior parte dos
casos,""'® e duracéo habitualmente inferior a sete dias,!” o diagnéstico molecular da
meningite por enterovirus e HSV confere uma série de beneficios: redugdo do uso de
antibiotico e consequentemente dos riscos associados a ele, menor tempo e menor
namero de internagdo, menor numero de puncdes liquéricas de controle, reducdo na
angustia familiar quanto ao diagnéstico e possibilidade de uma infeccdo bacteriana,
menores custos para o hospital e para a familia. O teste molecular deve ser incluido
rotineiramente na abordagem inicial dos pacientes com meningite aguda sem sinais
sugestivos de infeccdo bacteriana, principalmente durante estacdes epidémicas para
EV.C3) A experiéncia em manusear meningite por enterovirus e a comunicacao préxima
entre médicos e o laboratdrio na pratica diaria se mantém essencial para a melhora do
manejo clinico do paciente.“”

Opc¢bes de tratamento especifico para meningite por EV séo
limitadas, sendo as Unicas op¢des a imunoglobulina sérica e o pleconaril. O pleconaril &

uma medicacdo que inibe a replicacdo viral através de um mecanismo de ligacdo da
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capside, sendo capaz de atingir altas concentracées no LCR quando comparado a

(59)

concentracdo sérica. Alguns estudos demonstraram reducdo na duracdo dos

sintomas naqueles com meningite por EV.®® Embora a correta identificacdo dos EV
possa nao contribuir direta e significativamente no manejo do paciente, é importante
para o desenvolvimento futuro de estratégias vacinais para meningite viral."”

Apesar de as infecgbes por EV apresentar curso benigno e auto-
limitado, acometimentos mais graves da doenca podem gerar sequelas graves a longo
prazo, incluindo retardo no desenvolvimento neuroldgico e problemas comportamentais
na adolescéncia, apoés ter sido infectado pelo EV na infancia, de tal modo que essas
criangas com infecgdo em SNC pelo EV, particularmente o EV71 — comumente
responsavel por surtos epidémicos — podem se beneficiar de avaliacdo e intervencéo
psiquiatrica precoce.®"

A maior parte dos pacientes acaba recebendo ao menos uma dose
de antibidtico na suspeita de meningite. Quando um resultado positivo para EV for
informado, o tratamento antimicrobiano pode ser interrompido como relatado
previamente em alguns estudos.**)

Paises mais desenvolvidos j4 contam com programas de vigilancia
de dados bem consolidados, e nos ultimos anos, varios outros paises, incluindo Brasil,
Turquia, China, vem estudando e montando o seu préprio banco de dados, avaliando
guais as espécies mais comumente encontradas em cada pais, a distribuicdo sazonal,
a presenca de epidemias, dentre outros aspectos epidemiol6égicos fundamentais para o
adequado entendimento da doenca.('*17:46:57)

A genotipagem direta no LCR para a répida identificacdo do
enterovirus é factivel, e a analise do LCR durante as fases aguda e persistente da
infeccdo pode fornecer maiores detalhes acerca da patogénese da infecgdo no SNC
atraves da combinacéo de procedimenos rapidos para diagndstico clinico, genotipagem
direta e no futuro, deteccdo quantitativa dos enterovirus.®”

As infeccbes reemergentes pelo EV71 tém sido motivo de
preocupacao para saude publica mundial. Uma série de medicamentos para o combate
a esse virus vem sendo testados, e infelizmente ainda néo ha vacina disponivel.®"

A despeito de todos os testes atualmente disponiveis para
investigacdo e diagnostico de infeccdes do SNC, muitos pacientes com encefalite
permanecem sem diagnéstico e novos testes diagndsticos se fazem necessarios.®”

Estudos apontam que a meningite viral ainda é sub-diagnosticada no Brasil.'"” E
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possivel que com o melhor entendimento do comportamento dos diferentes
microrganismos causadores de tais doencas os métodos moleculares sejam capazes
de trazer informacfes adicionais, bem como ampliar o leque de identificacdo em
relacdo ao que temos hoje em dia. Para tanto, a avaliacdo do impacto de custo-
efetividade dos métodos, envolvendo andlise dos desfechos, deve ser capaz de

justificar a utilizacéo de rotina do método.
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6 CONCLUSOES

1. O simples fato do namero de diagndsticos de meningite por
enterovirus ter aumentado quase 100% durante a implementag&o do protocolo nos faz
crer que a estratégia de realizar o PCR para enterovirus em toda coleta de liquido
cefalorraquidiano seja extremamente importante. Um numero enorme de estudos
publicados previamente ja demonstraram as dificuldades inerentes a diferenciacéo
entre meningite viral, que se comporta comumente de maneira benigna e muitas vezes
auto-limitada, de outras etiologias, incluindo entidades com curso de doenga mais
grave, possibilidade de sequelas a longo prazo, podendo até mesmo culminar em Gbito;

2. A técnica de biologia molecular é relativamente nova na pratica
clinica, e em paises em desenvolvimento como € o caso do Brasil, sdo poucos os
servicos de laboratério que dispdem tal método para uso. Desde a realizacdo desse
estudo, os beneficios obtidos foram muitos. Inicialmente, o método era realizado
apenas alguns dias da semana, em horario restrito; a seguir, os horarios de realizacao
do exame foram ampliados, mas ainda néo havia cobertura da realizacdo deste exame
nas 24 horas do dia, nem nos dias de final de semana; e por fim, conseguimos
cobertura plena todos os horarios em todos os dias da semana. Ainda mais, com o
aumento da demanda pelos kits para realizacdo do exame, o departamento comercial
do hospital conseguiu negociar uma reducdo dos custos dos kits junto a empresa
fornecedora, permitindo que um numero maior de pacientes pudesse desfrutar de tal
vantagem. ApGs a adocdo dessa estratégia, a liberacdo do resultado em até 12 horas
passou a ser um indicador de qualidade do servico;

3. Apesar de ndo termos observado reducéo no tempo de internagao
hospitalar nem reducéo na utilizacéo global de antibidticos, foi possivel observar que o
antibiotico foi suspenso na maior parte dos casos diagnosticados com PCR positivo em
menos de 24 horas, reiterando um dos pontos positivos de tal método;

4. Ainda se fazem necessarios estudos mais consistentes capazes
de avaliar o real impacto quanto a reducao no tempo de uso de antibiéticos, reducéao na
permanéncia hospitalar e consequentemente, reducédo global dos custos envolvidos.

De qualguer modo, sua utilizacao rotineira deve ser recomendada.
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Abstract

Introduction: Enterovirus and Herpes simplex viruses are common causes of
lymphocytic meningitis. Purpose: To analyse the impact of the use molecular testing for
Enteroviruses and Herpes simplex viruses | and Il in all suspected cases of viral
meningitis. Methods: From November 18, 2008 to November 17, 2009, all patients
admitted with suspected viral meningitis (with pleocytosis) had a cerebrospinal fluid
sample tested using a nucleic acid amplification test. Data were collected during this
period - called as phase Il (intervention) — and from November 18, 2007 to November
17, 2008 — called as phase | (observational), when such tests were available but not
routinely used. Results: In total, 2,536 CSF samples were assessed, of which 1,264
were from phase I, and 1,272 from phase Il. Of this total, a nucleic acid amplification
test for Enterovirus was ordered in 123 cases during phase | (9.7% of the total phase |
sample) and in 221 cases in phase Il (17.4% of the total phase Il sample). From these,
Enterovirus was confirmed in 35 (28.5%, 35/123) patients during phase | and 71
(32.1%, 71/221) patients during phase Il (p=0.107). The rate of diagnosis of meningitis
by HSV | and Il did not differ between the groups (13 patients, 6.5% in phase | and 13,
4.7% in phase Il) (p=1.0), from 200 cases in phase | and 274 cases in phase II.
Conclusions: The number of cases diagnosed with enteroviral meningitis increased
during the course of this study, leading us to believe that the strategy of performing

NAAT for Enterovirus on every CSF sample with pleocytosis is fully justified.



Apéndice

Apéndice 1. Ficha de Coleta de Dados

FORMULARIO MENINGITES VIRAIS — BIOLOGIA MOLECULAR
FICHA NUMERO: 0000

Nome:
PRONT:O0O0OOOOO Sexo: OM OF
Nascimento:00/00/00 Idade: O0anos

Data de internag&o hospitalar: O0/00/00

Tempo dos sintomas até a internagdo: OO0 dias
Local da internagcdo: UTI 0OS ON

Doencga de Base (classificacao pelo CID):

NUmero de comorbidades: OO0

00 Doenca cardiaca 0 Colagenose 0 DPOC O HIV
0 Diabetes mellitus 0 Infeccdo de outro local O Neoplasias

0 Etilismo 00 Hepatopatia O Doenca neurolégica
[0 Insuficiéncia renal 00 Outros

OHD 0ODPI  ONada

Sinais e sintomas:

-cefaleia 0S ON
-nauseas ou vomitos 0S  0ON
-febre (237.8°C) 0OS [ON
-rigidezdenuca 0OS [ON

-rash cutaneo 0S ON

-fotofobia as ON

Uso de corticosteroides 0OS  [ON
Uso de imunossupressores O0S ON

Uso de antimicrobianos 0OS  ON (previamente aos sintomas da meningite)



Exames laboratoriais na admissé&o hospitalar:

Hb  g/dL Ht_ % Leucécitos: ___ /mm? (neutrof <5000S ON)
plaquetas: __ /mm?®

Na:  mE/L K:___ _mE/L creat._  mg% wureia;_ mg%
Glicemia:__ mg% Fosfatase alcalina:__ U/L

Proteina C reativa: mg/L

Exames laboratoriais do liquor:

PRIMEIRA COLETA SEGUNDA COLETA

N° leucdcitos/mm?

%neutrofilos

%linfocitos

%monaocitos

Proteina (mg/dL)

Glicose (mg/dL)

Lactato (mg/dL)

GRAM

Latex *

Culturas para bactérias

Enterovirus **

Herpes virus | e Il ***

Complicacdes

Cefaléia p6s-puncéo

* Latex para Streptococcus pneumoniae/ Haemophylus influenzae/ N. meningitidis
** Deteccao de enterovirus por NAT

*** Deteccao de Herpes virus | e Il por NAT

Numero de pun¢des 00 [

Uso de antibidticos para o tratamento da meningite (IS CIN

Tempo de uso de antibiéticos [ [] (dias)

Exames de imagem — tomo ou RNM (para diagnostico na internacdo ou durante a
internacgao) 1S "IN

Quantos exames de imagem 00O

Data da alta/6bito: O0/00/0000 Tempo total de internagao: 000 dias



