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RESUMO

Dados do Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo (SINAN) mostram
que, no municipio de Sao Paulo, em 2010 o género Staphylococcus esteve
associado a 15 casos de meningite bacteriana confirmados por cultura. O
objetivo deste trabalho foi analisar a frequéncia das meningites associadas a
espécie Staphylococcus aureus no municipio de Sdo Paulo no ano de 2010 por
meio da técnica de PCR em tempo real (PCR-TR). Foram analisadas amostras de
liquido cefalorraquidiano (LCR) e soro de 1.214 pacientes com suspeita de
meningite bacteriana. Para a extragdo de DNA das amostras foi utilizado o kit
comercial Nucleospin Blood" (Macherey-Nagel). A reagio de PCR-TR utilizou
o sistema TagMan”, empregando-se o gene nuc, especifico do S. aureus, como
alvo. A espécie S. aureus esteve associada a meningite bacteriana em 16 (1,3%)
dos 1.214 casos analisados. Todos estes casos tinham pelo menos um exame
complementar (bacterioscopia, cultura, contraimunoeletroforese e/ou teste de
aglutinacdo pelo latex) realizado e PCR-TR em formato multiplex para Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae ¢ Haemophilus influenzae negativo.
Nenhum destes casos foi confirmado no SINAN como associado ao género
Staphylococcus. A técnica de PCR-TR pode representar ferramenta adicional a
cultura para o diagnodstico etiologico das meningites associadas ao S. aureus,
contribuindo para o aumento do nimero de casos de meningite bacteriana com
etiologia determinada no municipio de Sao Paulo.
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ABSTRACT
Data from the Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo (SINAN)

shows that, in Sdo Paulo, in 2010 the genus Staphylococcus was associated
with 15 cases of bacterial meningitis confirmed by culture. The aim of this
study was to analyze the frequency of meningitis associated with
Staphylococcus aureus in Sao Paulo in 2010 by using real-time PCR (PCR-
TR) technique. We analyzed samples of cerebrospinal fluid (CSF) and serum
from 1,214 patients with suspected bacterial meningitis. For the DNA
extraction from the samples we used the commercial kit Nucleospin ® Blood
(Macherey-Nagel). The PCR-TR reaction used the TagMan"” system, using the
nuc gene, specific for S. aureus, as target. The specie S. aureus was associated
with bacterial meningitis in 16 (1.3%) of the 1,214 cases analyzed. All these
cases had at least one additional laboratorial test (gram stain, culture,
counterimmunoelectrophoresis and/or latex agglutination test) performed and
multiplex PCR-TR for Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae and
Haemophilus influenzae negative. None of these cases has been confirmed as
associated with genus Staphylococcus in SINAN. The PCR-TR technique may
represent an additional tool to culture for the etiologic diagnosis of meningitis
associated with S. aureus, contributing to the increase in the number of

bacterial meningitis cases of known etiology in Séo Paulo.

KEY WORDS: Bacterial meningitis.Real time PCR. Staphylococcus aureus

INTRODUCAO

A meningite associada ao Staphylococcus
aureus é considerada incomum, representando 0,3
a 9% dos casos de meningites bacterianas.'”’
Embora a frequéncia da doenga seja baixa, a
letalidade ¢é elevada, apresentando taxas de até
60% em adultos."*

Dados do Sistema de Informagao de Agravos
de Notificacdo (SINAN), fornecidos pela Divisdo
de Doengas de Transmissdo Respiratoria (DDTR)
do Centro de Vigilancia Epidemiologica “Prof.

Alexandre Vranjac” (CVE) da Coordenadoria de
Controle de Doengas (CCD) da Secretaria da
Saude (SES) do Estado de Sdo Paulo,” mostram
que no municipio de Sdo Paulo, no ano de 2010
foram confirmados por cultura 343 casos de
meningite bacteriana, destes casos 15 foram
associados ao género Staphylococus. O agente
etioldgico mais frequente foi a Neisseria meningi-
tidis, seguida pelo Streptococcus pneumoniae. Os

dados do SINAN nédo fazem distin¢do entre as
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espécies de Staphylococcus associadas a doenga
e, deste modo, nao ¢ possivel determinar a real
frequéncia de meningites associadas a espécie

S. aureus.

Entre as espécies de Staphylococcus, a de
maior interesse € a espécie S. aureus, que esta
associada a diversas infec¢des em seres humanos,
apresenta alto potencial patogénico, alta letalida-
de e tem-se observado aumento no nimero de
casos associados ao S. aureus resistentes a

[ B 1,6,8,9
meticilina.

Neste contexto, a identificacdo do
S. aureus como agente etioldgico da meningite
bacteriana torna-se importante, pois permite a
orientacao terapéutica correta do paciente, além

de estabelecer o perfil epidemiologico da doenca.

O presente trabalho teve como objetivo
analisar a frequéncia da meningite associada ao S.
aureus por meio do uso da técnica de PCR em
tempo real (PCR-TR) no municipio de Sao Paulo
no periodo de janeiro a dezembro de 2010.

METODOLOGIA

O presente estudo descritivo utilizou dados
secundarios produzidos na rotina diagndstica das
meningites bacterianas realizada no Instituto
Adolfo Lutz (IAL). Assim, ndo houve coleta de
amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) ou
sangue ou outro tipo de material bioldgico
especifico para este estudo.

Extracio de DNA — Para a extragdo de DNA
de LCR ou soro foi empregado o kit comercial
Nucleospin Blood” (Macherey-Nagel), conforme
orientagdo do fabricante, com excec¢ao do volume

de LCR empregado nareagao, que foide 0,5 mL.

PCR em tempo real (PCR-TR) — Foram
empregados dois tipos de reacdes de PCR-TR:

I) PCR-TR em formato individual para

detecgdo de S. aureus (gene alvo, nuc);"”

II) PCR-TR em formato individual para
detecgio do gene da RNase P humana."
Este ensaio foi empregado para checar a
possivel presenga de inibidores na
amostra de DNA extraida. A falha na
amplificagdo deste gene pode ser conside-
rada um indicativo da presenca de
inibidores e/ou de problemas no processo
de extragdo do DNA. Todas as reagdes de
PCR-TR foram preparadas com sistema
TagMan", em volume final de 25L,
utilizando 5L do DNA alvo. A detecgdo
do gene da RNase P foi realizada em 10%
das amostras analisadas.

Anadlise dos casos no banco de dados do
SINAN - Em fevereiro de 2011 foram selecio-
nados do banco SINAN os casos de meningite
bacteriana confirmados pelo critério cultura
nos anos de 2007 a 2010 de moradores do
municipio de Sao Paulo (Tabela 1). Este estudo
analisou também as fichas do SINAN dos casos
de meningite bacteriana confirmadas por
cultura para o género Staphylococcus (aureus,
sp, epidermidis) no ano de 2010 de moradores
do municipio de Sao Paulo. Adicionalmente,
foram analisados os casos com resultado
positivo para S. aureus no ensaio de PCR-TR.
Para todos estes casos foram investigados: 1)
classificacdo final do caso, II) critério de
confirmacdo e III) resultados laboratoriais
(quimiocitolégico, cultura, bacterioscopia,
contraimunoeletroforese e aglutinagao pelo
latex). Neste estudo ndo foram analisadas as
fichas do SINAN dos casos com resultados
positivos para Neisseria meningitidis, Strepto-
coccus pneumoniae e Haemophilus influenzae
pela técnica de PCR-TR, pois este ensaio ja foi
validado em trabalho anteriormente publicado
pelo nosso grupo.” Para a analise descritiva
utilizou-se o software Epi Info versao 6.04d.
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Tabela 1. Distribui¢@o dos casos de meningite bacteriana confirmados por cultura de acordo com a etiologia, Municipio de Sao Paulo, anos

2007a2010.
Ano

Etiologia

2007 (%) 2008 (%) 2009 (%) 2010 (%)
Neisseria meningitidis 162 43,78 200 52,08 169 50,90 191 55,69
Streptococcus pneumoniae 79 21,35 92 23,96 89 26,81 83 24,20
Staphylococcus (aureus, sp, epidermidis) 28 7,57 17 4,43 15 4,52 15 4,37
Streptococcus(sp, pyogenes, agalactiae) 16 4,32 9 2,34 8 2,41 9 2,62
Haemophilus influenzae 8 2,16 8 2,08 5 1,51 10 2,92
Acinetobacter(sp, baumannij 3 0,81 9 2,34 5 1,51 3 0,87
Enterobacter (sp, cloacae) 4 1,08 4 1,04 2 0,60 1 0,29
Enterococcus 5 1,35 0 0,00 1 0,30 0 0,00
Escherichia coli 8 2,16 5 1,30 3 0,90 5 1,46
Klebsiella (sp, pneumoniae) 10 2,70 10 2,60 5 1,51 6 1,75
Listeria monocytogenes 4 1,08 4 1,04 4 1,20 0 0,00
Pseudomonas (aeruginosa, sp) 6 1,62 3 0,78 2 0,60 3 0,87
Salmonella sp. 1 0,27 0 0,00 0 0,00 2 0,58
Treponema pallidum 1 0,27 0 0,00 1 0,30 1 0,29
Outras bactérias 35 9,46 23 5,99 23 6,93 14 4,08
Total 370 100,0 384 100,0 332 100,0 343 100,0

Fonte: Divisdo de Doengas de Transmissao Respiratoria do Centro de Vigilancia Epidemiologica “Prof. Alexandre Vranjac”, Coordenadoria de Controle de

Doengas, Secretaria de Satide do Estado de Séo Paulo.

RESULTADOS

Foram analisadas amostras clinicas de 1.214
casos suspeitos de meningite do municipio de Sao
Paulo no ano de 2010. Estas amostras foram
encaminhadas ao IAL para o diagndstico labora-
torial de rotina de meningites bacterianas por
PCR-TR no periodo de 04 de janeiro a 30 de
dezembro de 2010.

Dos 1.214 casos analisados, 16 (1,3%) foram
positivos para a espécie S. aureus. Todos estes
casos tinham PCR-TR em formato multiplex para
N. meningitidis, S. pneumoniae ¢ H. influenzae

negativo.

Para avaliar o ensaio de PCR-TR para detec-
¢do de S. aureus os resultados obtidos por esta
metodologia foram confrontamos com os dados
do banco do SINAN. A analise do SINAN
mostrou que 14 destes casos foram notificados,

todos tinham origem comunitéria e pelo menos

um exame complementar (quimiocitolégico,
bacterioscopia, cultura, contraimunoeletrofore
e/ou teste de aglutinacdo pelo latex) realizado.
Esta analise revelou ainda que nenhum dos 14
casos positivos para S. aureus identificados pela
PCR-TR foi encerrado como meningite bacteria-
na pelo género Staphylococcus identificado por
cultura. Dois casos foram encerrados com a
classificacdo de meningite bacteriana nao
especificada, 3 casos foram encerrados como
doenga meningocdceica por critério clinico devido
a presenca de petéquias, 1 caso de doenga menin-
gococica foi encerrado pelo critério bacteriosco-
pia (diplococos gram negativos), 5 casos foram
descartados, pois o LCR apresentava baixa
celularidade e os resultados laboratoriais foram
negativos, 1 caso foi encerrado como meningite
viral, 1 caso como meningite por hemoéfilos com
latex positivo para este agente e 1 caso foi encerra-
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do como meningite por outras bactérias, pois a

cultura foi positiva para o género Streptococcus.

A analise do banco SINAN mostrou ainda que,
em 2010, foram confirmados por cultura 15 casos
de meningite associados ao género Staphylococ-
cus no municipio de Sao Paulo (Tabela 1). Cinco
destes casos eram de origem intra-hospitalar e
apenas um caso apresentava informacdo de que a

espécie de Staphylococcus era aureus.

Do total de casos analisados no estudo, 10%
(124/1.214) foram selecionados para a determina-
cdo do gene da RNase P humana. Entre estes
casos, 100% foram positivos para a presenga deste
gene, indicando que ndo houve problemas no
processo de extragdo do DNA das amostras e nem
apresengade inibidores nareacdo de PCR.

DISCUSSAO

As meningites bacterianas constituem
problema de satide publica mundial, apresentan-
do elevadas taxas de morbidade e letalidade."”
Entre as principais bactérias associadas as
meningites podemos destacar: N. meningitidis,
S. pneumoniae ¢ H. influenzae. Outras bactérias,
como o Streptococcus do grupo B, Escherichia
coli e Listeria monocytogenes também causam
meningites, porém com maior frequéncia em
neonatos.” A meningite associada ao Mycobac-
terium tuberculosis ¢ diagnosticada mais
frequentemente em pacientes imunodeprimi-
dos." J4 a meningite associada ao S. aureus é
relativamente incomum, mas apresenta alta taxa
de letalidade."™

A identificagdo do agente etiologico da
meningite bacteriana permite: I) introducao de

terapia adequada; II) controle da doenga por meio

de quimioprofilaxia e/ou vacinacao; I1I) avaliagao
e monitoramento do perfil epidemiologico da
doenga; 1V) verificagdo da eficacia de vacinas
presentes no Programa Nacional de Imunizagao.
Para isso, ¢ necessario dispor de técnicas
laboratoriais com alta sensibilidade e especifici-
dade que permitam a rdpida identificagdo da
bactéria, levando a confirmagdo laboratorial
destes casos. Neste contexto, o [AL padronizou
e validou ensaios de PCR-TR para o diagndstico
laboratorial das bactérias associadas as meningi-
tes de importancia em Saude Publica: N. menin-
gitidis, S. pneumoniae ¢ H. influenzae. Este
ensaio foi incorporado a rotina diagndstica do
IAL no ano de 2007"", sendo que no ano de
2010 foi disponibilizado para amostras de
pacientes provenientes de todas as unidades de

satde publica da Grande Sao Paulo.

Com o intuito de aumentar o espectro de
bactérias pesquisadas associadas & meningite,
nosso grupo padronizou o ensaio de PCR-TR
para detec¢do de um quarto microorganismo, o
S. aureus. Este agente foi escolhido, pois os
dados do SINAN mostram que bactérias do
género Staphylococcus estdo entre as bactérias
mais comumente isoladas por cultura dos casos
de meningite notificados entre os anos de 2007
a 2010 tanto no municipio de Sdo Paulo como
no Estado de Sao Paulo (Tabelas 1 e 2). Esco-
lhemos a espécie aureus por se tratar da espécie
de maior interesse médico, podendo causar
desde infecgoes simples até mais graves como
meningite, pneumonia, endocardite e septice-
mia Além disso, esta bactéria é um dos princi-
pais agentes etioldgicos das infeccdes hospita-
lares, principalmente em bercarios e unidades
de terapia intensiva.®
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Tabela 2. Distribuigdo dos casos de meningite bacteriana confirmados por cultura de acordo com a etiologia, Estado de Sao Paulo, anos

2007a2010.
Ano

Etiologia

2007 (%) 2008 (%) 2009 (%) 2010 (%)
Neisseria meningitidis 417 37,43 473 40,67 424 41,65 490 44,83
Streptococcus pneumoniae 287 25,76 301 25,88 252 24,75 288 26,35
Staphylococcus (aureus, sp, epidermidis) 93 8,35 83 7,14 84 8,25 76 6,95
Streptococcus(sp, pyogenes, agalactiae) 58 5,21 58 4,99 55 5,40 38 3,48
Haemophilus influenzae 27 242 21 1,81 18 1,77 26 2,38
Acinetobacter(sp, baumanni 22 1,97 36 3,10 22 2,16 20 1,83
Enterobacter (sp, cloacae) 1" 0,99 10 0,86 8 0,79 5 0,46
Enterococcus 15 1,35 9 0,77 5 0,49 8 0,73
Escherichia coli 22 1,97 17 1,46 13 1,28 18 1,65
Klebsiella (sp, pneumoniae) 26 2,33 36 3,10 15 1,47 20 1,83
Listeria monocytogenes 7 0,63 7 0,60 7 0,69 2 0,18
Pseudomonas (aeruginosa, sp) 21 1,89 14 1,20 23 2,26 9 0,82
Salmonella sp. 2 0,18 1 0,09 1 0,10 4 0,37
Treponema pallidum 2 0,8 1 0,09 2 0,20 2 0,18
Outras bactérias 104 9,34 96 8,25 89 8,74 87 7,96
Total 1.114 100,0 1.163  100,0 1.018 100,0 1.093 100,0

Fonte: Divisdo de Doengas de Transmissdo Respiratoria do Centro de Vigilancia Epidemiologica “Prof. Alexandre Vranjac”, Coordenadoria de Controle de

Doengas, Secretaria de Satide do Estado de Sio Paulo.

Empregando-se a PCR-TR, 1,3% dos casos
analisados foram positivos para S. aureus. Este
resultado ¢ semelhante ao de Rodrigues e
colaboradores’ que detectou esta bactéria como
responsavel por 1,3% de 2.319 casos de
meningite bacteriana adquiridos na comunida-
de entre os anos de 1983 a 1998. Outros estudos
também mostram que a meningite por S. aureus
ndo ¢ comum comparado a outras bactérias
associadas a meningite, sendo responsavel por
0,3 a9% dos casos."”

Confrontando os resultados obtidos pelo PCR-
TR e os dados do banco do SINAN observamos
que o exame de cultura ndo foi capaz de identificar
o género Staphylococcus nestes casos. Desta
forma, é provavel que o percentual de 1,3% de
casos de meningite por S. aureus obtidos pela
PCR-TR ndo reflita a real situag@o deste agente no
municipio de Sao Paulo.

Adicionalmente, é possivel que alguns dos
casos de meningite associados ao género
Staphylococcus descritos no SINAN tenham sido
encerrados com cultura positiva para outras
espécies de Staphylococcus. Estudo conduzido
por Silbert e colaboradores'® mostrou que 61%
das hemoculturas foram positivas para a
espécie Staphylococcus coagulase negativa.
Estudos em hospitais demonstraram que as
espécies de Staphylococcus mais frequentemen-
te isoladas em hemocultura sdo o S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. hominis € S. warneri, sendo a

primeira espécie a mais encontrada.'*"”’

Todos os 14 casos de meningite positivos para
S. aureus identificados pela PCR-TR notificados
no SINAN eram de origem comunitaria. Portanto,
esta metodologia representa uma ferramenta
adicional para o diagnostico da meningite

associada ao Staphylococcus, uma vez que até o
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presente momento, o Unico ensaio laboratorial
disponivel para a detec¢do desta bactéria é

acultura.

Aimplantacdo de novas metodologias molecu-
lares como a PCR-TR representa valiosa ferra-
menta para o diagnoéstico laboratorial das doengas
de notificacdo compulsoéria onde hé urgéncia na
liberacao dos resultados ¢ na defini¢do dos casos,
contribuindo assim, para o aumento do numero de
casos de meningite bacteriana com etiologia

determinada no municipio de Sdo Paulo.
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