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RESUMO

Introducéo: As infecgdes do sistema nervoso central s&o importantes causas de mortalidade e
morbidade em pacientes pediatricos e estdo em grande parte relacionadas a complicacfes
graves, como perda auditiva, sequelas neuroldgicas ou Obito. Sinais clinicos inespecificos
geralmente progridem & medida que meningite, encefalite e meningoencefalite se
desenvolvem. Varios agentes etioldgicos podem causar essas infecgdes, entre as quais virus e
bactérias sdo especialmente notaveis. Uma vez que as infeccbes neuroldgicas sdo uma
preocupacdo significativa na populacdo pediatrica, e uma vez que ainda existem lacunas na
compreensdo dos aspectos patoldgicos e epidemioldgicos na faixa etaria infantil, é essencial
aprofundar as pesquisas nessa area. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil clinico
e laboratorial de pacientes pediatricos diagnosticados com infec¢Ges do sistema nervoso central
(SNC) em um laboratério de referéncia em Manaus, Amazonas, Brasil. Metodologia: Trata-se
de um estudo transversal, descritivo e retrospectivo que utilizou amostras de liquido
cefalorraquidiano de pacientes pediatricos com suspeita clinica de infec¢do do sistema nervoso
central de uma rede hospitalar de puericultura da cidade de Manaus no periodo de 2014 a 2020.
As amostras do LCR foram submetidas a investigacdo microbioldgica, bioquimica e
molecular. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMT-HVD.
Resultados: 766 pacientes pediatricos foram considerados elegiveis para o estudo, a faixa etaria
predominante foi de 1 a 4 anos e 56% eram do sexo masculino. As apresentacfes clinicas
incluiram febre, vémitos e cefaleia. O agente etioldgico foi identificado em 117 amostras, sendo
as bactérias os principais agentes, isolados em 72,6% dos casos. As infec¢es mais prevalentes
foram Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae tipo
b. Enterovirus, herpesvirus e arboviroses foram os agentes virais mais prevalentes. Conclusao:
A prevaléncia geral de infec¢bes do sistema nervoso central na populacdo pediatrica de Manaus
foi de 15,4%. 61,9% das amostras eram patdgenos imunopreveniveis, enquanto 27,4% eram
virus de diferentes familias. E importante ter uma vigilancia laboratorial ativa com métodos
sensiveis capazes de identificar, caracterizar e monitorar principalmente agentes evitaveis,

responsaveis por uma ampla gama de doengas neuroldgicas graves.

Palavras chaves: criancas, adolescentes, infecces neurolégicas, diagnostico, Brasil.



ABSTRACT

Introduction: Central nervous system infections are important causes of mortality and
morbidity in pediatric patients and are largely related to severe complications such as hearing
loss, neurological sequelae, or death. Nonspecific clinical signs usually progress as
meningitis, encephalitis, and meningoencephalitis develop. Several etiological agents can
cause these infections, among which viruses and bacteria are especially notable. Since
neurological infections are a significant concern in the pediatric population, and since there are
still gaps in our understanding of pathological and epidemiological aspects in the infant age
group, it is essential to deepen research in this area. Objective: The aim of this study was to
evaluate the clinical and laboratory profile of pediatric patients diagnosed with central nervous
system (CNS) infections in a reference laboratory in Manaus, Amazonas,
Brazil. Methodology: This is a cross-sectional, descriptive, and retrospective study that used
cerebrospinal fluid samples from pediatric patients with clinical suspicion of central nervous
system infection from a hospital network of childcare in Manaus city from 2014 to 2020. The
CSF samples were subjected to microbiological, biochemical, and molecular investigation. The
Research Ethics Committee approved this study. Results: 766 pediatric patients were
considered eligible for the study, the predominant age group being 1 to 4 years and 56% were
male. The clinical presentations included fever, vomiting, and a headache. The etiological agent
was identified in 117 samples, with bacteria being the main agents, isolated in 72.6% of the
cases. The most prevalent infections were Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae
and Haemophilus influenzae type b. Enterovirus, herpesvirus, and arboviruses were the most
prevalent viral agents. Conclusion: The overall prevalence of central nervous system infections
in the pediatric population of Manaus was 15.4%. 61.9% of the samples were immune-
preventable pathogens, while 27.4% were viruses from different families. It is important to have
an active laboratory surveillance with sensitive methods capable of identifying, characterizing,
and monitoring mainly preventable agents, responsible for a wide range of severe neurological
diseases.

Keywords: children, adolescents, neurological infections, diagnosis, Brazil.
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1 INTRODUCAO

As infeccbes do sistema nervoso central (SNC) sdo importantes causas de
morbimortalidade em pacientes pediatricos e estdo, em sua maioria, relacionadas a
complicagdes graves, que vdo desde a perda da audicdo, sequela neuroldgica e morte. As
manifestacdes clinicas sao inespecificas e na maioria dos casos cursam com o desenvolvimento
de meningites, encefalites e meningoencefalites. Estas infecces podem ser causadas por
diferentes agentes etioldgicos, dentre estes, destacam-se 0s virus e bactérias (DE BLAUW et
al., 2020; SINGHI, 2019)

Um estudo recente demonstrou que, nos paises em desenvolvimento ocorre uma maior
incidéncia de infeccdes no SNC, que varia de 299 a 726 por 100.000 habitantes. Entretanto, em
paises desenvolvidos essa taxa € menor, variando de 11 por 100.000 habitantes. Além disto,
outros fatores importantes podem influenciar na persisténcia e disseminagéo destas infeccdes,
como: pobreza, superlotacdo no sistema publico de salde, saneamento insuficiente, regido
geografica faixas etarias e a capacidade dos vetores de transitar de forma eficiente, como € o
caso de alguns virus transmitidos por artropodes (Dengue, Zika, Chikungunya etc.)
(ROBERTSON et al., 2019).

A populacéo pediatrica é particularmente vulnerdvel & maioria das infecgdes e quando
ocorrem no SNC, podem ser devastadoras. As manifestacdes clinicas em criangas cursam com
sinais e sintomas diferentes e varidveis em comparacdo com pacientes adultos, e a identificacdo
precoce e o tratamento podem alterar o curso da doenca (WORMSER; NATH, 2015).

A epidemiologia das infeccGes no SNC em pacientes pediatricos estd bem documentada
em paises desenvolvidos, porém, em regiGes com recursos escassos, a Vigilancia
epidemioldgica e laboratorial € limitada. Muitos casos sdo subdiagnosticados e, portanto,
permanecem subestimados (SINGHI; GRIFFIN; NEWTON, 2014).

A identificacdo do agente etiologico é imprescindivel para o tratamento adequado.
Sendo assim, o fluido de escolha para diagnéstico dos casos neuroldgicos é o liquido
cefalorraquidiano (LCR), e os métodos mais difundidos sdo: microbioldgicos, soroldgicos e
moleculares (reacdo em cadeia da polimerase (PCR); NESTED-PCR e PCR em tempo real
(QPCR). Atualmente, o uso de diferentes técnicas tem contribuido para um diagndstico mais
acurado (COSTERUS et al., 2020; VETTER et al., 2020).
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Nesse contexto, conhecer o perfil das infeccGes neuroldgicas na populacdo pediétrica,
tem se tornado um tema de interesse crescente, visto que, existem varias lacunas sobre os
aspectos patologicos e epidemioldgicos destas infecgcdes na faixa-etaria infantil. Desse modo, a
vigilancia epidemioldgica e laboratorial ativa, podem contribuir para o conhecimento dos
agentes circulantes, propor a implementacdo de estratégias de diagndstico precoce e contribuir

para a prevencao e tratamento.



20

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso central, é o principal sistema do organismo responsavel por
coordenar as fungdes organicas, sensoriais, motoras e adaptativas do corpo. E constituido
basicamente pelo encéfalo, que inclui o cérebro, cerebelo e tronco encefélico, e pela medula
espinhal. Sua estrutura é rigidamente protegida pela caixa craniana e recoberta por trés
meninges: dura-mater, formada por tecido conjuntivo denso, que constitui a camada mais
externa; aracnoide, uma membrana serosa de posi¢cdo mediana; e a pia-méater com membrana
vascularizada e mais interna do SNC. Entre as meninges aracnoide e pia-mater, encontra-se o
liquido cefalorraquidiano que tem como finalidade proteger as estruturas cerebrais.
(MACHADO RL, GOMES, HR 2003; NETTER, FH 2015).

. substancia
SUbstancla  cinzenta

branca

caixa craniana
ganglio nervoso

Nervo

MEDULA ESPINAL

Figura 1- Representacéo do sistema nervoso central mostrando cérebro e medula espinhal e as trés meninges

Fonte: http://cistosaracnoide.org/images/anatomia/cerebro/meninges2.png
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2.2 Liquido Cefalorraquidiano

O liquido cefalorraquidiano ¢ um fluido incolor e transparente, que preenche o0s
ventriculos cerebrais, o canal da medula espinhal e os espacos subaracndideos, entre a pia-mater
e a aracnoide, fornecendo nutrientes e moléculas sinalizadoras e eliminando subprodutos
toxicos do cérebro. E separado da corrente sanguinea e do parénquima do SNC por um sistema
de barreira justaposto que compreende o epitélio ependimal, do plexo coroide, as membranas
modificadas e as vilosidades aracnoides. O LCR tem funcbes protetora (protecdo) e
metabdlicas, detransporte e excrecdo (COSTERUS et al., 2020; ZHOU et al., 2021).

O LCR é secretado dentro do encéfalo por uma estrutura epitelial altamente
vascularizada chamada plexo coroide. O mesmo, circula pelo encéfalo, medula espinhal, no
espaco subaracnoideo, ventriculos cerebrais e canal central da medula. O plexo coroide é
responsavel pela estabilizacdo da composicdo do fluido. Em sua normalidade, o LCR ¢é
oligocelular (1 a 5 células/mm?3) e oligoproteico. O seu aspecto é limpido, incolor, translucido,
com baixa concentracdo de glicose, potassio e magnésio (PUCCIONI, 2008).

A analise do LCR ¢ essencial, pois permite identificar caracteristicas especificas de
infeccbes causadas por virus e bactérias. O processo infeccioso pode ser caracterizado em:
meningites, quando a inflamacdo ocorre no espaco subaracndideo, aracnoides e pia-mater;
encefalites, quando o processo inflamatério ocorre no encéfalo; e meningoencefalite, que

corresponde ao comprometimento tanto das meninges quanto do encéfalo (PUCCIONI, 2008).

2.3 Barreiras Neurais

2.3.1 Barreira Hematoencefalica

A barreira hematoencefalica (BHE) é formada por vasos sanguineos do SNC que tem a
capacidade de regular rigorosamente a transferéncia de ions, moléculas e células entre o sangue
e o tecido neural. Em 1885, Paul Ehrlich demonstrou pela primeira vez o mecanismo de

protecdo da BHE através da injecdo de corante azul tripan, constatando a presenca deste em
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todos os espacos extravasculares dos tecidos, exceto no tecido do sistema nervoso, mostrando
com isso, que 0 corante ndo atravessou a parede dos capilares cerebrais. Mas, quando esse
corante foi injetado diretamente no LCR, observou-se a coloracao no tecido nervoso cerebral,
concluindo-se que, no encéfalo existe algo que impede a troca de substancias entre o sangue e
0 tecido nervoso, ou seja, a BHE (BLANCHETTE; DANEMAN, 2015; CAMPOS-BEDOLLA
etal., 2014).

A BHE é composta pelo endotélio de microvasos cerebrais e rodeadas por células
endoteliais, pericitos, astrociticos, microglia e neurdnios, que interagem para formar o sistema
neurovascular. O endotélio fornece oxigénio e nutrientes, como glicose, aminoacidos e outros
neurotransmissores precursores para o cérebro, removendo produtos residuais e restringindo
severamente a permeabilidade de substancias potencialmente tdxicas, agentes neuroativos e
patdgenos. Tanto na BHE, quanto no plexo coroide, as jungdes estreitas entre células adjacentes
restringem a difusdo de solutos polares através da fenda intercelular para a via celular
(POLLAK et al., 2018).

2.3.2 Barreira Hematoliquoérica

A barreira hematoliquérica (BHL) é formada por trés estruturas: o epitélio ependimario,
que recobre os plexos coroides localizados nos ventriculos cerebrais; e as células imunes e
capilares fenestrados; e por juncbes de oclusdo que reunem as células proximas a superficie
ventricular. As células epiteliais do plexo coroide apresentam moléculas transportadoras como
Na*/K* ATPase, transportador de Na*/Na*HCO3 (Co-transportador eletrogénico-NBCe2) e co-
transportador de potéssio e cloreto (KCC4). Portanto, a BHL exerce a funcdo de manter a
homeostase do cérebro, pois permite a passagem direta de 4gua, ions e nutrientes para o interior
LCR. (SCHMITT et al., 2017).
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2.3.3 Barreira Hematorretiniana

A imagem visual € focada na retina do olho. Os vasos sanguineos fornecem oxigénio e
nutrientes a retina. A barreira hematoretiniana (BHR) pode ser dividida em regifes internas e
externas, onde o0s vasos coroides sdo fenestrados. A camada externa é composta por epitélio
pigmentar, enquanto a camada interna é formada por microvasos especializados na retina e seus
pericitos circundantes como 0s pés terminais dos astrocitos, as quais desempenham papéis
essenciais na protecdo dos tecidos neurais de materiais toxicos e na manutencdo das funcdes
neuronais da retina. Os astrocitos reconhecem a hipoxia retiniana guiando o desenvolvimento
da vasculatura retiniana e aumentando a expressdo de fatores angiogénicos que induzem a
hipdxia, a exemplo do fator-1a induzivel por hipdxia (HIF-1a) e fator de crescimento endotelial
vascular. O oxigénio entregue pela nova formacdo da vasculatura retiniana é um fator

importante na cessacdo da angiografia retiniana (CHOI; KIM, 2008).

2.3.4 Barreira Hemato-espinhal

A medula espinhal faz parte do SNC e esta conectada ao tronco cerebral. A barreira
hemato-espinhal consiste em microvasos bem diferenciados dos pericitos e terminais
astrociticos dos pés, semelhantes a BHE. As diferencas sdo pequenas entre a BHE e barreira
hemato-espinhal, por exemplo, os vasos da medula espinhal possuem depdsitos de glicogénio,
que normalmente ndo se vé nos microvasos cerebrais. Além disso, a medula espinhal tem maior
permeabilidade do que o encéfalo. A lesdo traumatica da medula espinhal resulta em inflamacéo
intraparengquimatosa, ruptura da barreira e angiogénese (REINHOLD; RITTNER, 2017; CHOI;
KIM, 2008).



A Barreira Hematoencefalica

Wl ventriculo

C Barreira Hematorretiniana

Figura 2- Barreiras Neurais
Fonte: Adaptado (CHOI; KIM, 2008)
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2.4 Definigéo etioldgica

2.4.1 Meningites

A meningite é uma doenca inflamatdria que acomete as membranas (meninges) que
recobrem o cérebro e a medula espinhal. Pode ser causada por agentes bacterianos, virais,
fangicos ou parasitas, ou estar associado a autoimunidade, céancer e reacbes a
medicamentos. Dentre as meningites infecciosas destacam-se as infec¢des bacterianas e virais,

devido sua alta prevaléncia na populacdo pediatrica (ZUNT et al., 2018)

2.4.2 Meningites Bacterianas (MB)

A meningite bacteriana (MB) é definida como uma resposta inflamatdria a invasdo de
bactérias nas membranas aracnoides, pia-mater e do SNC circundante. Essa infec¢do
geralmente envolve toda a extensdo do neuro eixo, incluindo o cérebro e a medula espinhal,
nervos opticos e suas membranas de cobertura, devido a natureza continua do espaco
subaracnoidea. As manifestaces clinicas sdo de inicio agudo, com o desenvolvimento de
cefaleia, febre, irritabilidade e rigidez de nuca, com ou sem sinais neuroldgicos focais ao longo
de horas a alguns dias de infeccdo (ARCHIBALD; QUISLING, 2013).

2.4.3 Meningite Asseptica (MA)

A meningite asséptica (MA) é caracterizada pelo inicio agudo da manifestacdo clinica
da infeccdo do SNC, sem presenca de pleocitose no LCR e nenhum agente bacteriano
identificavel pela coloragcdo de Gram ou cultura. As manifestacdes clinicas podem ser: febre,

fotofobia, rigidez de nuca, convulséo, cefaleia, anorexia, dor de garganta e erup¢do cutanea.
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Esta pode ocorrer em qualquer idade, porém, € mais comum na populacao pediatrica (KUMAR,
2020; MOGHADAM et al., 2020).

2.4.4 Meningite Viral (MV)

Meningite viral é a inflamago das meninges causadas por um virus. E caracterizada por
um quadro clinico de alteracBes neuroldgicas, que geralmente é benigna, apresentando
celularidade no LCR que varia entre 50 e 500 células/mm, com predominancia de
linfomononuclear. Assim como nas MA, as crian¢as sao mais suscetiveis (CANTU RM; M Das
2020).

2.45 Encefalite

Encefalite é definida como uma sindrome neuroldgica causada pela inflamagdo do
parénquima cerebral associada a disfuncdo neuroldgica. Os sinais e sintomas caracteristicos
sdo: alteracdo do estado mental, febre aguda, convulsdes, déficits neuroldgicos, presenca de
pleocitose no LCR e anormalidades no eletroencefalograma (EEG). Esta pode ser causada pela
acdo direta dos microrganismos no parénquima cerebral (bactérias, fungos, virus, parasitas). Os
agentes etioldgicos que frequentemente causam esse tipo de infeccdo sdo os virus herpes
simplex 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), enterovirus (EV), arbovirus, citomegalovirus (CMV) e
Epstein-Barr virus (EBV) (COSTA; SATO, 2020; KENNEDY; QUAN:; LIPKIN, 2017;
KNEEN et al., 2012).
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2.4.6 Meningoencefalite

Meningoencefalite € um processo inflamatério grave que afeta tanto o parénquima
cerebral quanto as meninges, causando febre, dor de cabeca grave, convulsdes e, em alguns

casos, danos neuroldgicos (SOUSA et al., 2021).

2.5 Epidemiologia das meningites bacterianas

A meningite € uma doenca de prevaléncia mundial cujas caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas estdo associadas a alguns fatores como: socioecondmicos, ambientais e
infecciosos (principalmente virus e bactérias). A incidéncia da MB mudou drasticamente no
ultimo século com a implantacdo das vacinas conjugadas. No entanto, continua sendo uma das
causas mais frequentes de morbimortalidade, além de estar relacionada as sequelas de longo
prazo, disfuncdo neurocognitivas e transtornos de desenvolvimento. (CHRISTIE et al., 2017,
MATHEW et al., 2021).

Em 2016, o estudo Global Burden of Diseases (GBD), demonstrou uma reducédo de 21%
nos nimeros de mortes por meningites no periodo de 1990 a 2016, variando de 403.012 para
318.400 mortes. Ja a incidéncia aumentou de 2.50 milhes em 1990 para 2.82 milhdes em 2016.
Estes dados estiveram intimamente relacionados aos baixos indices sociodemogréaficos de
paises como a Africa Subsaariana, em que 0s casos incidentes sdo os mais altos, com taxas de
207.4 por 100.000 habitantes (figura 3) (ZUNT et al., 2018).
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Figura 3: Incidéncia padronizada de meningite por 100 000 habitantes por localiza¢do para ambos os sexos, 2016.
Fonte: (ZUNT et al., 2018)

A meningite afeta todas as idades, porém, as criangas pequenas sdo mais suscetiveis. Os
recém-nascidos estdo em maior risco de estreptococos do Grupo B, as criangas pequenas estdo
em maior risco de meningococo, pneumococo e Haemophilus influenzae. Adolescentes e
adultos jovens estdo em risco particular de doenca meningocécica, engquanto 0s idosos estdo em
risco particular de doenca pneumocécica (WHO, 2021).

A incidéncia global de MB € de 34 novos casos por 100.000 crian¢as com uma taxa de
mortalidade de 14,4%. A maior parte dos casos reflete os dados da zona designada de “cinturdo
da meningite”, entre a Etiopia e o Senegal, que apresentam alta taxa de incidéncia de 143,6
novos casos por 100.000 criancas e mortalidade de 31,3%. Na Europa, pelo acesso facilitado a
cuidados de satde e a melhores condic¢des de higiene, as taxas de incidéncia e de mortalidade
sdo menores, chegando a 20,8 novos casos por 100.000 criangas anualmente, com mortalidade
de 8,1%. (LUKSIC et al., 2013).
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2.5.1 Neisseria meningitidis

A doenca meningocdcica ocorre em todo o mundo, com variacédo significativa nas taxas
de doenca com base em complexos clonais circulantes, sorogrupo, localizacdo geogréfica,
suscetibilidade da populacdo e idade. Ela pode ser esporadica, ou causar surtos ou grandes
epidemias. Porém, as grandes epidemias recorrentes afetam principalmente uma extensa regido
da Africa subsaariana que compreende 26 paises, do oeste do Senegal para o leste da Etidpia.
(DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018).

A doenca causada pelo sorogrupo A na regido da Africa subsaariana praticamente
desapareceu apds a implementacgdo da vacina meningocdcica conjugada polissacarideo-toxdide
tetanico (PSA-TT; MenAfriVac) introduzida no pais de Burkina Faso no ano de 2010,
diminuindo a incidéncia geral em 2013 para menos de 5 casos por 100.000 habitantes. O
programa de vacinagdo estendeu-se para todos os paises do cinturdo, sendo 280 milhdes de
doses administradas entre 2010 e 2017, em algumas éareas do cinturdo a meningite
meningocdcica caiu de 10-26/100.000 hab., para 2-3/100.000 hab. No modo geral, a incidéncia
de casos suspeitos de meningite teve um declinio de 57% apds a introducdo do MenAfriVac.
Além do sorogrupo A, os sorogrupos W (NmW), C (NmC) e X (NmX) também foram e ainda
sdo responsaveis por epidemias localizadas e ocasionalmente por ondas epidémicas mais
disseminadas (TROTTER et al., 2017).

Em paises desenvolvidos a doenca meningococica acontece principalmente de forma
endémica. Nos Estados Unidos, as taxas de incidéncias vém declinando anualmente desde 0s
anos de 1990 e em 2015 foi de 0,12 casos por 100.000 habitantes, sendo o sorogrupo B 0 mais
prevalente (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).

No Brasil, a Neisseria meningitidis, sorogrupos B e C sdo 0s mais prevalentes desde a
década de 1990. Foi observado que o sorogrupo C teve aumento constante no nimero de casos
em diferentes regides geograficas. Durante os anos de 2003 a 2018, o coeficiente de incidéncia
evidenciou um declinio, e em 2004 foi demostrado um total de 2,0 casos por 100.000 habitantes.
Nos ultimos trés anos, o coeficiente tem se mantido estavel, com aproximadamente 0,5 casos
por 100.000 habitantes. Nesse mesmo periodo, 50% da populacdo afetada foram as criangas
menores de 5 anos (BRASIL, 2019). Entre os anos 2010 e 2017, foram registrados 14.532
casos confirmados de doenga meningococica e 3.082 dbitos. (GUEDES et al., 2018).

No Amazonas, o nimero de casos de doenga meningococica durante o periodo de 2000

a 2015 foi de 998 casos, com taxa de incidéncia média anual de 1,97 casos por 100.000
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habitantes. Na cidade de Manaus, a capital do estado concentra-se a maior parte dos casos
90,3% (901/998), com taxa de incidéncia média anual de 3,46 casos por 100.000 habitantes e
9,7% (97/998) foram dos municipios do interior (SILVA et al., 2021).

2.5.2 Streptococcus pneumoniae

Em 2000, aproximadamente 14,5 milhdes de casos de doenca pneumocdcica invasiva
foram relatadas, e mais de 800.000 mortes em criangas menores de cinco anos de idade. A
incidéncia anual de infec¢es por Streptococcus pneumoniae apresentam uma variacdo por
regido, na qual a Africa apresenta uma taxa de incidéncia de meningite pneumocdcica variando
de 12 a 38 casos por 100.000 habitantes anualmente. Apos a introducdo da vacina, o
comportamento dessa doenca mudou drasticamente, principalmente nos paises desenvolvidos.
Nos Estados Unidos, entre os anos de 1998 e 1999 a incidéncia era de 24,3 casos por 100.000
habitantes, com diminuigdo para 17,3 por 100.000 habitantes ano de 2001 (figura 4) (O’BRIEN
etal., 2009; YILDIRIM; SHEA; PELTON, 2015).

Um estudo realizado no Brasil, do tipo caso-controle pareado, analisou a efetividade da
vacina PCV10 contra a doenca pneumocécica. Um total de dez estados foram incluidos no
estudo, representando 66,3% da populacdo brasileira. Os dados demonstraram uma efetividade
de 83,8% para 0s casos de doenca pneumocdcica invasiva que inclui a meningite,
consequentemente reflete a queda nos numeros casos causados por essa doenca no pais
(DOMINGUES et al., 2014).
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Figura 4: Taxa de incidéncia de Streptococcus pneumoniae por 100,000 criangas menores de 5 anos
Fonte: (YILDIRIM; SHEA; PELTON, 2015)

A meningite pneumocécica é responsavel por importante nimero de sequelas
neuroldgicas e altas taxas de mortalidade que variam de 20-30%. Em aproximadamente 40%
dos doentes, ocorrem complicagdes como edema cerebral, hidrocefalia e hemorragia
intracraniana. Além disso, mesmo depois de recuperados, os individuos podem apresentar
sequelas como lentiddo cognitiva, surdez, cegueira, deficiéncias neuropsiquiatricas, paralisia
cerebral, convuls&o e alteracdo na consciéncia. (BARICHELLO et al., 2012)

No Brasil, o Streptococcus pneumoniae é o segundo maior causador de MB. No periodo
de 2003 a 2018, foram notificados 18.278 casos confirmados dessa doenca. Destes, 5.446
evoluiram para o Obito, representando uma taxa de letalidade de 30%. Os coeficientes de
incidéncia e mortalidade foram reduzindo ao longo dos anos, passando de 0,80 para 0,49 casos
por 100.000 habitantes, e de 0,22 para 0,15 6bitos por 100.000 habitantes (BRASIL, 2021).

2.5.3 Haemophilus influenzae

Em 2000, o Haemophilus influenzae tipo b (HIb) causou 8,13 milhdes casos de

pneumonia, meningite e doenca invasiva ndo-pneumdnica, ndo-meningite na populagdo infantil
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menores de 5 anos de idade. Esses casos resultaram em cerca de 371.000 mortes em criancas
de 1 a 59 meses de idade, o que inclui 8.100 mortes em criangas HIV-positivas. Nesse mesmo
estudo, foi demonstrado que antes da introducéo da vacina, a incidéncia global das meningites
por Haemophilus. influenzae, foi estimada de 31 casos por 100.00 criancas menores de 5 anos
de idade. A meningite por Hib foi uma doenca grave mundialmente com letalidade relatada,
variando de 22% a 67% (WATT et al., 2009).

Em 2015, foram estimados 29.500 casos de obitos por Hib em crian¢as ndo infectadas
pelo HIV com idade entre 1 e 59 meses. Nesse ano, as mortes por esse patdgeno diminuiram
90%, em comparacdo ao ano 2000. Esse declinio foi devido ao aumento do nimero de paises
que incluiram a vacina por Hib nos programas vacinais, onde em 2000, apenas 60 paises eram
contemplados e em 2015 aumentou para 192. A vacina Hib evitou aproximadamente 1,2
milhGes de mortes totais nesse periodo, sem incluir as mortes por Hib evitadas em criancas
infectadas pelo HIV (Figura 5) (WAHL et al., 2018).
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Figura 5: Taxas de mortalidade e 6bitos especificos por pais, atribuiveis ao Haemophilus influenzae tipo b no ano
de 2015.
Fonte: (WATT et al., 2009)

Entre os anos de 2003 e 2018, foram confirmados 2.105 casos e 330 6bitos de meningite
por Haemophilus. influenzae, com meédia de 132 casos e 21 dbitos por ano. A incidéncia média
anual foi de 0,07 casos por 100.000 habitantes. Estes casos representaram aproximadamente
2% do total de casos de MB no pais (BRASIL, 2021).
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No Brasil, a vacina conjugada contra Haemophilus. influenzae foi incorporada ao
Programa Nacional de Imunizacéo (PNI) em 1999, com alta cobertura sustentada. Anos depois,
a vacina pneumococica conjugada 10-valente (PCV10) também foi introduzida em marco de
2010, no qual o programa comtempla criancas com 2, 4 e 6 meses de idade, com reforco aos
12-15 meses. Nesse mesmo ano, a vacina meningocécica C conjugada (MCC) foi
implementada, programada para criangas de trés e cinco meses, com uma dose de reforgo aos
12-15 meses de idade e sem alcancar para as faixas etarias mais velhas. Estas imunizacfes
apresentaram efetividade e colaboraram na reducdo do nimero de casos e Obitos de meningites
bacterianas em todo territorio brasileiro. (BIERRENBACH et al., 2018).

No Amazonas, um estudo epidemiol6gico sobre meningites infecciosas entre os anos de
1990 e 2012, demonstrou que a partir do ano de 2009 houve uma diminuicdo dos casos de
meningites por Haemophilus. influenzae e um leve aumento por Streptococcus pneumoniae. E
a doenca meningocdcica que € a principal causa de meningite no estado, apresentou diminuigéo
gradual nas taxas de deteccédo variando de 5,2 casos por 100.000 habitantes em 1998 para 0,8
casos por 100.000 habitantes em 2012 (SARAIVA et al., 2015).

2.6 Caracteristicas dos patégenos causadores da meningite bacteriana

2.6.1 Neisseria meningitidis

A Neisseria meningitidis (meningococo) ¢ uma bactéria Gram-negativa, aerdbica,
imével, pertencente a familia Neisseriaceae. Morfologicamente, apresenta-se agrupada em
pares (diplococos) intra e/ou extracelulares. A composicdo antigénica da capsula
polissacaridica permite a classificacdo do meningococo em 12 diferentes sorogrupos: A, B, C,
E,H, I, K, L W, X, Y e Z Destes, os sorogrupos A, B, C, Y, W e X sdo 0s principais
responsaveis pela ocorréncia de doenca invasiva e epidemias (BRASIL, 2021).

A temperatura ideal para o crescimento desse microrganismo varia entre 35°C e 37°C
com 5% a 10% de didxido de carbono. Cresce em diferentes meios, como agar sangue, agar
soja tripticase, agar chocolate suplementado e agar Mueller-Hinton. As colbnias de N.

meningitidis em &gar sangue s&o acinzentadas, ndo hemoliticas, redondas, convexas, lisas,
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umidas e brilhantes com uma borda claramente definida. Elas sdo positivas pelo teste de oxidase
e o resultado é confirmado com reagdes de carboidratos (meningococos oxidam glicose e
geralmente maltose, mas nédo sacarose e lactose. (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).
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Figura 6: Diplococos de Neisseria meningitidis

Fonte: www.bacteriainphotos.com

2.6.2 Streptococcus pneumoniae

A bactéria Gram-positiva S. pneumoniae (0 pneumococo) tém formato cocoide,
dispostos em pares (diplococos), tnicos ou em cadeias curtas. E catalase negativa, mas gera
peréxido de hidrogénio (H20.) através de um sistema de flavos enzimas e, portanto, cresce
melhor na presenca de uma fonte de catalase, como o sangue (figura 6). (JANOFF; MUSHER,
2015).
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Figura 7: Diplococos - Streptococcus pneumoniae

Fonte: www.bacteriainphotos.com
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2.6.3 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae, é um patdégeno bacteriano polimdrfico Gram-negativo, de
forma de bacilos, oportunista, e isolado exclusivamente em hospedeiros humanos,
predominante no trato respiratorio, colonizando a nasofaringe. Pode ser dividido em dois
grupos principais caracterizados pela expressdo de capsulas de polissacarideos antigénicas
distintas: tipos encapsulados (sorotipos a-f) e tipos ndo encapsulados, também chamados de
cepas nao-tipaveis (NTHi). Este agente, causa um amplo espectro de doencas, tanto agudas
quanto cronicas, a gravidade e o fenétipo clinico dos quais podem depender do tipo e da
composic¢do genética da cepa Haemophilus influenzae colonizando o organismo (PINTO et al.,
2019).

Haemophilus influenzae , ocasiona infec¢Ges invasivas, incluindo a meningite, maioria
dessas infeccBes sdo causadas por cepas ndo tipaveis. Afeta principalmente criangas menores
de 1 ano de idade e idosos e 0s com imunossupressao, como os pacientes com HIV, ou doengas
respiratorias (AGRAWAL; MURPHY, 2011).

Figura 8: Bacilos de Haemophilus influenzae

Fonte: www.bacteriainphotos.com
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2.7  Epidemiologia das Meningites Virais

A meningite viral é uma doenca grave distribuida mundialmente, da qual, a prevaléncia
e distribuicdo dos agentes virais varia entre as diferentes regides do mundo. Apesar de ocorrer
isoladamente, € comum a ocorréncia de surtos. A populagdo pediatrica € mais suscetivel,
principalmente as de menores de cinco anos de idade. Entre os virus mais associados com a
essa patologia, destacam-se as familias: Picornaviridae, Herpesviridae e Flaviviridae.
(GETENEH et al., 2021; SWARTZ; NATH, 2012).

A carga de infeccdo por meningite viral permanece incerta e representa um grande
desafio a salde publica, principalmente em paises em desenvolvimento. Considerada um
problema grave de saude em decorréncia das sequelas, gravidade da doenca e aumento da
mortalidade. A incidéncia é subestimada, devido a falta de notificacdes. Nas regides temperadas
atinge um pico maior na época de verdo e outono, seguindo um padrdo sazonal dos surtos
(MATHEW et al., 2021; ZUETER; ZAITER, 2015).

Na Inglaterra, um estudo epidemioldgico com pacientes pediatricos, apresentou 25.980
casos de meningite viral, com média de 1.443 casos por ano entre o periodo de 1968 e 1985, a
taxa de admissdo anual variou com média de 13,5 episodios por 100.00 criangas. Em 2007 a
2011 tiveram 2.584 casos de meningite com média de 517 casos por ano, demonstrando um
declinio nos numeros de casos devido a introducdo da vacina triplice viral, no entanto, esse
declinio total foi observado em criancas entre 1 e 14 anos de idade, enquanto nas criancas
menores de 1 ano houve um aumento nas admissoes ao longo do tempo (MARTIN et al., 2016).

Apo6s a implementacdo das vacinas, a epidemiologia das meningites virais apresentou
um impacto epidemiol6gico, como no caso do virus da caxumba, que antes da introducdo da
vacina triplice viral (Sarampo-Rubéola-Caxumba), era a principal causa, atualmente ela tornou-
se rara, e as complicacbes do sistema nervoso central por virus varicela-zoster e do sarampo
também diminuiram apos a disponibilizacdo de vacinas efetivas (POLAGE; COHEN, 2016).

No Brasil, entre o periodo de 2003 e 2018, foram registrados 155.539 casos confirmados
por MV e 1.280 Gbitos, correspondendo a uma taxa de letalidade de 0,8%. O ano com maior
namero de casos registrados foi 2007, com 15.572 casos. 2015 apresentou 0 menor nUmero com
7.196 casos. Em relagdo a media anual, durante o periodo de 2003 a 2018 foram notificados
9.722 casos, com coeficiente de incidéncia variando entre 8,2 casos por 100 mil habitantes, em
2007, a 3,5 casos por 100 mil hab. em 2015 (BRASIL, 2021).
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2.8  Caracteristicas dos patdgenos causadores de meningite viral

2.8.1 Enterovirus

Os enterovirus (EVs) pertencem a familia Picornaviridae, e sdo pequenos virus de RNA
fita simples positivos, sem envelope. At¢ o momento foram descritos 116 sorotipos,
classificados em 4 espécies: (A) Enterovirus humano A (coxsackievirus [CV] A2-A8, Al0,
Al2, Al4 e Al6; EV 71, 76, 89, 90 e 91); (B) Enterovirus humano B (CVA9 e CVB1-CVB6;
ecovirus 1-7, 9, 11-27 e 29-33; EV 69, 73-75, 77-88, 97, 100 e 101); (C) Enterovirus humano
C (CVAL, Al1, Al13, A17, A19-A22 e A24; poliovirus 1-3; EV96); e (D) Enterovirus humano
D (EV68 e EV70). As infeccdes humanas pelos EVs mostraram-se com base em ensaios de
neutralizacdo e analise de sequéncia do gene VP1 do capsideo principal. (KIM et al., 2012;
WANG et al., 2021).

A familia Picornaviridae é composta por quatro proteinas estruturais: VP1, VP2, VP3,
VP4. As proteinas VP1, VP2, VP3 estdo expostas parcialmente na superficie do virion,
enquanto a VP4 esta voltada para o interior. A VP1, apresenta epitopos antigénicas a inducao
da producéo de anticorpos neutralizantes. Os EVs entéricos sdo transmitidos via fecal-oral e
replicam-se principalmente no trato gastrointestinal, onde podem se disseminar
esporadicamente e causar infeccdo em outros 6rgaos, incluindo o SNC. Os EVs sdo conhecidos
por causar MA, porém também tém sido associados a outras doencas, incluindo miocardite,
sepse neonatal, conjuntivite, hepatite e paralisia flacida grave. A doenca enteroviral é relatada
durante todo o ano, mas apresenta um pico na temporada de verdo e no outono em areas
geograficas ou comunidades restritas (RICHTER; TRYFONOS; CHRISTODOULOU, 2019;
WANG et al., 2021).
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Figura 9: Esquema da particula dos Enterovirus humanos

Fonte: Adaptada de picornaviridae.com

Os enterovirus, sdo 0s principais agentes etiologicos das meningites virais e causadores
de complicacGes neuroldgica. Recentemente, um estudo epidemioldgico demostrou que 32.810
(86,96%) dos casos pertencia ao Echovirus 30, um enteroviru ndo-polio do Grupo B. Em cerca
48 e 95% dos casos, os virus sdo identificados em lugares socioeconomicamente desenvolvidos.
No entanto, criancas vivendo em paises com recursos limitados sdo mais suscetiveis a uma
gama mais ampla desses patdgenos prevalentes (RUDOLPH; SCHROTEN; TENENBAUM,
2016; SURESH et al., 2020).

No Brasil, houve 2.659 casos de meningite asséptica notificados entre os anos de 2013
e 2017 em quatro regides geograficas do pais. Destes, 303 pacientes foram positivo para
Enterovirus através de isolamento em cultura de células com uma taxa média de isolamento ao
longo do ano de 12%. E 19 sorotipos foram identificados, na qual, a grande maioria
correspondeu as espécies de EV-B, Echovirus 30 (E-30) e Echovirus 6 (E-6) foram os genétipos
mais prevalentes com (66,8%). Nesse estudo, a maioria dos pacientes era composta por criangas
< 15 anos. A distribui¢ao temporal de todas as meningites assépticas e casos positivos para EV

mostrou um padrao sazonal 6bvio durante o outono (RAMALHO et al., 2019).
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2.8.2 Herpesviridae

A familia Herpesviridae €é constituida por 3 subfamilias, Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae. Na subfamilia Alphaherpesvirinae sdo encontrados
0s géneros Simplex virus, que sdo os herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1), herpes simplex virus
tipo 2 (HSV-2) e varicela zoster virus (VZV), também nomeados HHV-3 (Human herpesvirus
3). Na subfamilia Betaherpesvirinae sao encontrados os géneros Citomegalovirus (CMV) ou
HHV-5, e Roseolovirus, os HHV-6A, HHV-6B e HHV-7. Por fim, a subfamilia
Gammaherpesvirinae inclui os géneros Lymphocryptovirus, o HHV-4, Epstein-Barr virus
(EBV) e Rhadinovirus, o HHV-8, herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV) (ICTV,
2020).

Os virus da familia herpesviridae morfologicamente sdo compostos por DNA de fita
dupla linear com 120 a 180 mil pares de bases (kpb); capsideo com simetria icosaédrica
contendo 162 caps6meros; uma estrutura proteica amorfa chamada tegumento e envelope
glicolipoproteico. Trés glicoproteinas, gB, gH e gL, conhecidas como “core fusion machinery”,
sdo conservadas em todos herpesvirus e sdo requeridas para a infeccéo celular. A gB é a mais
conservada destas glicoproteinas e catalisa a fusdo com a membrana durante a entrada viral
(CAIRNS et al., 2007).
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Figura 10: Esquema da particula dos herspesvirus humanos

Fonte: Dreamstime
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Os agentes HSV-1 e HSV-2 séo conhecidos pelo curto ciclo replicativo, onde fazem
destruicdo da célula hospedeira e tém capacidade de estabelecer laténcia dentro dos ganglios
sensoriais. Estes sdo diferentes um do outro, ao passo que o HSV-1 ocasiona lesdes orofaciais
e encefalite de criancas e adultos, enquanto 0 HSV-2 causa herpes genital, meningite asséptica,
encefalites e infecgdes devastadoras em neonatos. O HSV-1 é responsavel por 25% das
infeccdes no sistema nervoso em neonatos, podendo causar sequelas graves. Os HSV-2 causa
75% das infec¢bes neonatais. A transmissao vertical € mais comum durante a primo infeccéao
materna, quando a taxa de transmissao é de aproximadamente 40% versus 3% durante a
infeccdo recorrente (AUTORE et al.,, 2021; SADARANGANI et al., 2015; WIDENER;
WHITLEY, 2014)

O VZV ¢ responsavel pela infeccdo primaria da varicela. Apos a infeccdo primaria, o
VZV permanece latente nos ganglios sensoriais dos nervos cranianos ou nos ganglios da raiz
dorsal. Quando reativado, replica-se ao longo do nervo e aparece como uma erupgdo cutanea
vesicular localizada. A reativacdo viral pode causar doencas neuroldgicas, manifestando-se
mais frequentemente como herpes zoster e neuralgia pos-herpética. A incidéncia de
complicacdes do SNC em criancas com varicela é relatada ser 0,5 a 1,5 por 1000 casos, com
cerebelite e encefalite sendo as causas mais de comuns manifestacfes neuroldgicas. A maioria
das criancas com complicacBes neurol6gicas de varicela passa a fazer uma recuperacao
completa sem disturbios neuroldgicos residuais (GILDEN et al., 2015; GRAHN; STUDAHL,
2015)

O EBV é a causa da mononucleose infecciosa (IM), caracterizada por febre, erupcao,
linfocitos atipicos no sangue periférico, edema tonsilar e linfonodal e disfuncéo hepética. Esse
patdégeno causa infeccbes no SNC, como doenca desmielinizante, encefalite aguda, ataxia
cerebelar, mielite ou meningite. A meningite causada pelo Eptein Barr virus € uma complicacéo
incomum, acontece principalmente durante a infeccdo primaria (FUJIMOTO et al.,2004;
GRAHN; STUDAHL, 2015).

O CMV & um virus associado por muitas vezes a complicagdes neurologicas graves. A
infeccdo por citomegalovirus no SNC ocorre principalmente em pessoas vivendo com o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes transplantados, fetos e recém-nascidos
imunologicamente imaturos. A infeccdo primaria em adultos imunocompetentes pode se
apresentar como uma sindrome de mononucleose autolimitada, porém em casos muito raros
ocorre doenca gastrointestinal ou do sistema nervoso central grave. Dentre as apresentacdes do
SNC incluem encefalite, ventriculite, meningite, mielite, convulsdes, afasia e paralisia dos

nervos cranianos. Enquanto na transmissao congénita para o feto pode ocorrer e tem sido
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associada a perda auditiva neurossensorial, microcefalia, comprometimento neurolégico, atraso
no desenvolvimento, paralisia espastica, hepatoesplenomegalia ou cegueira (KRSTANOVIC et
al., 2021; GONZALEZ-SANCHEZ et al 2016).

2.8.3 Arbovirus

Os arbovirus sdo virus de RNA transmitidos por artrépodes a hospedeiros vertebrados.
Dentre os arbovirus mais estudados estdo os virus da familia Flaviviridae, constituidos pelos
virus da dengue (DENV), virus Zika (ZIKV), virus da febre amarela (YFV), virus do Nilo
Ocidental (West Nile Virus WNV), virus da encefalite japonesa (JEV); Entre os virus da familia
Togaviridae, destacam-se os virus Mayaro (MAYV) e virus Chikungunya (CHIKV); e o
Orthobunyavirus Oropouche (OROV). Os flavivirus (DENV, ZIKV, WNV e YFV) e o0s
alphavirus (CHIKV) séo considerados endémicos no Brasil pois ressurgiram em ambos 0s
hemisférios nas Gltimas décadas, representando um importante problema de satde publica em
grande parte do mundo (SOUSA et al., 2021).

Os virus pertencentes a essas trés familias, sdo de relevante importancia, pois, sdo
capazes de causar infecgdo no SNC. Nos Estados Unidos, os arbovirus sdo a segunda principal
causa de MV apo6s EVs, tendo os virus do Nilo Ocidental, o virus La Cross, o virus da encefalite
equina oriental, e o virus da encefalite de Saint Louis como principais causadores de endemias
na regido, e a maioria dos pacientes infectados sdo criancas. A infeccdo ocorre de forma
assintomatica, onde apenas 25% dos casos relatam febre ou cefaleia, e 1% pode desenvolver
meningite (AUTORE et al., 2021; RIZZO et al., 2011)

O clima no Brasil é predominantemente tropical e as extensas areas de florestas
contribuem para a existéncia do vetor, além da ocorréncia de desmatamentos, o deslocamento
populacional e a falta de planejamento na ocupacéo de regides urbanas, tonando-se um local
endémico para a ocorréncia dessas doencas (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

Os sinais e sintomas das infec¢Oes causadas por arboviroses sdo semelhantes, variam
dos quadros clinicos assintomaticos e apresentagcdes mais graves, 0os mais frequentes sao: febre,
mialgia/artralgia e exantema. Além disso, as infeccOes por arbovirus estdo potencialmente
relacionadas a importantes manifestacdes neuroldgicas, como a sindrome de Guillain-Barré,
encefalite, mielite, mononeuropatias, polineuropatias e meningite asséptica (MALTA et al.,
2017; PEREIRA et al., 2018).
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Estudo recente, demonstrou os principais flavivirus associados a infec¢ées no SNC em
na populacdo pediatrica no Brasil, este apresentou de 28 casos de criangas infectadas pelos
flavivirus. Destes, 24 casos foram pelos virus da Dengue com distribuicdo em diferentes regides
do pais, 3 casos por Saint Louis e apenas 1 caso pelo Zika virus.

Em outro estudo realizado em uma unidade terciaria de salde no Amazonas, apresentou
14.2% de infeccOes arborvirais amostras de LCR, destes, dois géneros foram presentes,
(Flavivirus e Ortobunyavirus). Para o Flavivirus, a o virus da dengue foi detectado em quatro
pacientes, sendo um caso por DENV-1 e trés DENV-2, dentre os Ortobunyavirus, trés casos
foram para o virus Oropouche (BASTOS et al., 2014; MARINHO; KROON, 2019).
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2.9 Fisiopatologia das infec¢bes no SNC

2.9.1 Infeccdes bacterianas

Os mecanismos pelos quais as bactérias atingem o sistema nervoso central geralmente
ocorrem com a quebra da integridade da BHE, composta de células endoteliais microvasculares,
pericitos e astrocitos ou pela interacdo das células endoteliais com a barreira. Os mecanismos
utilizados pelos agentes etioldgicos dependem da rota celular envolvida. As principais rotas
séo: paracelulare, transcelulare; e a rota intracelular ou facilitada, pelo mecanismo semelhante
ao “cavalo de troia” (SEKEYOVA et al., 2019).

A rota paracelular envolve a penetracdo bacteriana entre as células e a barreira com ou
sem evidéncia de ruptura da juncdo estanque. Na rota transcelular, os patdgenos cruzam a
barreira sem qualquer evidéncia de interrupcdo da juncdo estreita intercelular ou deteccéo de
microrganismos entre as células. Por fim, as bactérias também podem ser transportadas através
da BHE por infiltracdo de fagdcitos (estratégia do Cavalo de Troia). A passagem transcelular
da BHE foi demonstrada para a maioria dos patdgenos bacterianos causadores de meningite,
incluindo Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, S. pneumoniae e Neisseria meningitidis .
O mecanismo do cavalo de Tréia foi sugerido para Listeria monocytogenes e Mycobacterium
tuberculosis, mas a penetracdo transcelular da BHE também foi demonstrada para esses
organismos (KIM, 2008; SEKEYOVA et al., 2019).

Basement membrane

[Endothelialicells@®» = [ ® = @ = > & (<]
Complement activation - BBB breakdown and leakage
sy e Cellular damage
Capillary

\ Neutrophil " N\

. \inﬂltrarion ‘

N ',A,':/.f'/ 3 PAMPs release %
and recognition

4
%

‘ *\x& |
/‘

NETosis

Neutrophil
Astrocyte — :

Activation of immune cells

Macrophage
Microglia

Meninges
Cytoki DAMPs rel: and infi. tis Increased intracranial pressure Cerebral oedema

Figura 11: Demonstracdo do mecanismo fisiopatoldgico durante a quebra das barreiras neurais Sistema Nervoso
Central.
Fonte: (WALL et al., 2021)
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2.9.2 Infeccdes virais

Para que os virus possam desenvolver patologias no cérebro, eles devem passar por uma
cadeia de eventos. Inicialmente, 0s agentes virais tém que entrar em contato com hospedeiro, o
qual pode ocorrer através de inalacéo, ingestdo ou em contato com a pele. Os virus da caxumba
e sarampo, por exemplo, sdo transmitidos por meio de goticulas e inalados para atingir as
membranas mucosas do trato respiratdrio superior. E pela ingestéo via fecal-oral se tem EVs,
que entram pelo trato alimentar. As picadas de insetos, escoriacOes e feridas sdo as portas de
entrada para que os alguns virus penetrem através da pele. A partir do momento que 0s virus
entram em contato com membrana da mucosa, eles passam pela barreira epitelial, ocasionando
infeccdo no tecido linfoide da orofaringe e intestino. As células de Langerhans carregam
arbovirus transmitidos por picadas de insetos aos nddulos linfaticos adjacentes. (SMUTS;
LAMB, 2017; SWANSON; MCGAVERN, 2015).

Em seguida, 0s virus se propagam-se por duas vias principais: 0s vasos sanguineos e
nervos periféricos, até atingirem o SNC. Em uma das vias os virus deslocam para o cérebro
pela corrente sanguinea ou sdo transportados pelos leucdcitos, através do mecanismo “cavalo
de Troéia”. Alguns virus infectam diretamente as células endoteliais vasculares, que permite o
caminho desses agentes infecciosos para BHE. A outra via importante de invasao para o SNC
¢ através dos nervos periféricos como acontece com HSV-1 e o VZV, que migram dos
queratindcitos para 0s neurdnios sensoriais periféricos e atingem o ganglio trigémeo, onde
ficam de forma latente por anos antes de serem reativados. Os dendritos do nervo olfatorio estdo
em contato direto com a mucosa nasal e oferecem uma porta de entrada Unica para HSV-1, virus
Nipah, virus influenza e virus da raiva (SMUTS; LAMB, 2017; SWANSON; MCGAVERN,
2015).

Na etapa seguinte os virus conseguem ultrapassar as BHE e BHL. A maioria dos virus
entram pela BHE, mas alguns como o virus coxsackie-B3, o CHIKV, o virus da caxumba e o
echovirus-30 também podem usar BHL como porta de entrada. (DAHM et al., 2016; SMUTS;
LAMB, 2017).

Existem seis mecanismos diferentes para o virus ultrapassarem as barreiras: na primeira,
os leucdcitos portadores de virus se espremem entre as células endoteliais e depositam 0s virus
no parénquima cerebral; na segunda, alguns virus entram nas células endoteliais vasculares
diretamente e, em seguida, atravessam para 0 LCR; na terceira, 0s poros abertos no plexo

coroide permitem a entrada direta de virus no SNC; na quarta, a BHE ndo esta intacta nos 6rgaos
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circunventriculares, por exemplo, na area postrema e lamina terminal, formando um local ideal
para os virus entrarem no SNC; na quinta, os vasos linfaticos meningeos do SNC atuam como
reservatorios de leucdcitos; por ultimo, atraves do rompimento das barreiras, com efeito
citotoxico direto do patégeno e mediadores inflamatdrios secundéarios.(SMUTS; LAMB, 2017;
SWANSON; MCGAVERN, 2015).

Posteriormente, a BHE atua como barreira imunolégica que dificulta a passagem dos
leucdcitos para o parénquima, enquanto BHL é uma porta seletiva responsavel principalmente
pela vigilancia imunoldgica no SNC. Por ultimo, € a fase da lesdo, marcada por eventos que se
iniciam com o efeito citopatico direto, seguido por respostas inflamatdrias e pds-infecciosas. O
efeito citopatico dos virus provoca inflamacgéo intensa no cérebro e a quebra BHE, permitindo
a entrada dos patogenos. Além disso, 0s mecanismos de reparo sao restritos. O cérebro depende
mais das células do que da resposta mediada pela imunidade humoral. O intersticio é
constantemente patrulhado pela micrdglia e a apresentacdo do antigeno é fracamente
desenvolvida, com intensa apoptose e inflamacdo. A cascata pode ainda ser complicada por
mediacdo de mecanismos autoimune.(DAHM et al., 2016; SMUTS; LAMB, 2017).
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Figura 12: Descricéo de possiveis mecanismos do virus SNC
Fonte: CLE et al., 2020



46

2.10 Diagnéstico

Na investigacdo de doencas infecciosas que acometem SNC a analise do LCR é

fundamental, principalmente na identificacdo do agente etioldgico.

2.11  Puncéo lombar

A puncédo lombar (PL) é uma técnica invasiva que acessa 0 compartimento restrito do
espaco subaracndéideo para obtencdo do LCR. Para a execucdo da PL, o paciente deve estar em
uma posic¢do preferencialmente em decubito lateral, com as vértebras alinhadas em um plano
horizontal, a cabeca em uma posicdo neutra e os joelhos flexionados. Apos a esterilizacdo do
local, administra-se um anestésico local, e a puncéo deve ser feita, preferencialmente, entre as
vertebras L3 e L4. A introducdo da agulha deve passar pela pele, tecido subcutanea, ligamento
supraespinhal, ligamento interespinhal, ligamentum flavum, espaco epidural, meninges dura-
mater e aracnoide, e, finalmente alcancar o espa¢o subaracnoide. Ela deve ser inserida em um
angulo que permita a sua passagem pelos processos espinhais (DORSETT; LIANG, 2016;
WRIGHT,; LAI; SINCLAIR, 2012).

Liquido cefalorraquidiano -

Exame LCR
e

Figura 13: Demonstracdo da puncédo lombar

Fonte: https://static.tuasaude.com/img/ex/am/exames-que-confirmam-a-meningite-1-640- 427.jpg


https://static.tuasaude.com/img/ex/am/exames-que-confirmam-a-meningite-1-640-%20427.jpg
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Apos a coleta do LCR, para investigacao etioldgica, € realizada a anélise, onde verificam
as carateristicas fisicas (volume, cor, aspecto, e presenca e auséncia de coagulo), bioquimicas
(como a dosagens de glicose, proteinas, cloreto, lactatos), citologicas (citometria e citologia) e

microbioldgicas (culturas, sorologias).

2.12 Diagnostico Convencional

2.12.1 Andlise Fisica

E a observacéo visual da coloracdo e do aspecto do LCR. O liquor em condigfes normais

apresenta-se limpido e incolor (aspecto de agua de rocha). Porém comprometido torna-se:

e Turvo: com 200 ou 300 leucdcitos/mm?.
e Esbranquicado ou opalescente: com 500 leucdcitos/mm?,
e Purulento- com mais de 700-800 leuc6citos/mma3.

e Xantocrdmico ou eritrocrémico quando existem proteinas com valor maior ou
igual a 200 mg/dI

O LCR pode apresentar aspecto turvo devido ao aumento do namero de células (>400
células/s/mma3) indica a proliferacdo de bactérias ou fungos. A xantocromia indica coloracao
amarelada decorrente da presenca de bilirrubina plasmatica, que pode ser resultado de uma
hemorragia subaracnéidea ou da transudacao de proteinas do soro para o LCR ou presenca de
bilirrubina na ictericia. J& a eritrocromia indica coloracdo avermelhada decorrente da hemolise
das hemédcias, que pode ser causada por um acidente de puncdo ou uma hemorragia

subaracnoidea.
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2.12.2 Analise Citoldgica

Esse exame deve ser realizado imediatamente apds a chegada do LCR no laboratorio,
pois os leucdcitos e as hemécias desintegram-se rapidamente, podendo levar a resultados
incorretos. Utiliza-se a Camara de Fucks-Rosenthal para contagem e avaliagéo da celularidade
global. A coloracdo pelo método Pandtico permite a observacdo e contagem especifica dos

leucdcitos a microscopia.

2.12.3 Anélise Microbiologica

Tem o objetivo de identificar o microrganismo bacteriano pelo método de Gram, cultura
e testes de aglutinacdo. A cultura, € considerada o método de diagnostico (padrdo-ouro) para
identificacdo bacteriana. Os meios de cultura utilizados sdo Agar Chocolate, Agar Sangue,
Tioglicolato e ainda outros menos utilizados, como o Eosina Azul de Metileno (EMB), Agar
Sabouraud e Mycosel (fungos). O meio especifico para o cultivo da Neisseria meningitidis é o
de Thayer Martin. ApoOs crescimento bacteriano em meio da cultura especifico, utiliza-se a
coloragdo de Gram, com a finalidade de verificar a morfologia, presenca ou auséncia de
contaminacdo por outras bactérias. O teste de aglutinacdo utiliza particulas do latex
sensibilizadas com anti-soros especificos que permitem detectar os antigenos das bactérias em
questdo, estes, sdo testes de identificacdo rapida. (BROUWER; TUNKEL; VAN DE BEEK,
2010; FONSECA et al., 2011; NOELI DA SILVA; SUELY; YKKOUEDA, 2012).

2.12.4 Andlise Bioguimica

A concentracdo de proteina no liquor de neonatos € de ate 150mg/dL em condi¢fes
normais, enquanto em criancas e em adultos os valores variam de 18 a 58mg/dL. A
concentracdo de glicose no LCR varia entre os individuos, mas alguns autores consideram

normais os valores acima de 40mg/dL (1, 2), ou 2/3 da concentracdo de glicose presente no
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soro colhido imediatamente antes da puncéo lombar. A concentracéo de proteinas varia de 100
a 500mg/dL, podendo chegar a 1.000mg/dL.

2.13 Diagndstico Molecular

Os métodos moleculares tém se tornado um importante meio de diagndstico empregado
para a deteccdo de agentes etioldgicos quando os métodos convencionais de deteccdo destes
ndo sdo suficientes ou disponiveis, ou ainda, nos casos em que o diagnostico rapido e preciso é
determinante para 0 manejo clinico e progndstico do paciente. No caso das meningites, a técnica
de PCR aparece como um teste sensivel e especifico, pois se baseia na amplificacdo especifica
de uma sequéncia alvo de &cido nucleico pré-determinada, podendo detectar o agente de
interesse mesmo em baixas concentracdes, sendo Util para a deteccdo e caracterizacdo dos
diferentes patdgenos, dentre os principais, os virus, bactérias e fungos. A PCR vem sendo
amplamente utilizada no diagndstico das meningites, e atualmente, é considerada 0 método
padrdo-ouro para o diagndstico das infeccbes do SNC utilizando o LCR. Outro método
importante ¢ a PCR em tempo real, que tem um tempo de reacdo menor que a PCR
convencional, pois, a amplificacdo e a deteccdo séo realizadas simultaneamente pela utilizagédo
de sondas marcadas por uma substancia fluorescente que emite um sinal a ser detectado e
analisado pelo software embutido no aparelho termocliclador a cada ciclagem, sendo estes
sinais expressos sob a forma de curvas de amplificacdo (DELBUE; TREMOLADA;
FERRANTE, 2008; OLIVEIRA, 2011; MEDEIRQS, 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

As infecgdes do sistema nervoso central, sdo importantes causas de morbimortalidade
na populacéo infantil em todo mundo. E no Brasil, os dados divulgados pelo (Banco de Dados
do Sistema Unico de Satide) DATASUS do ministério da satide/SVS-Sistema de Informacdes
de Agravos de Notificacdo- Sinan Net, mostrou que durante o periodo de 2010 a 2021, foram
notificados 197.172 casos confirmados de meningites em diversas etiologias. Dentre estes, a
populacdo pediatrica foi a mais acometida, com 105.905 casos em criangas com idade até 14
anos, a maioria dos casos estdo concentrados na regido Sudeste 57.5%, enquanto a regido Norte
apresentou 0 menor nimeros de casos notificados com 3.3%. A etiologia viral é a mais
frequente, seguido pelas bacterianas (DATASUS, 2021).

Apds a introducdo das vacinas conjugadas, a epidemiologia das meningites mudou
drasticamente, fazendo das etiologias virais as mais prevalentes, porém apesar de esporadicos,
0s casos de meningites bacterianas ainda sdo os mais letais. No Brasil, as condi¢des climaticas,
geograficas, econémicas e socioculturais sdo fatores propicios para presenca e circulacédo de
agentes infecciosos causadores de meningites.

Na regido norte, poucos dados epidemiolégicos estdo disponiveis. Especificamente, no
Amazonas, existem poucos estudos acerca das infec¢des neuroldgicas em pacientes pediatricos.
Além disso, os estudos transversais e observacionais podem contribuir direcionando o0s
gestores, tomadores de decisdes, e autoridades de salde, a respeito da conduta clinica,
profilaxia, e escolha de tratamento. Sendo assim, este estudo descreve 0s principais agentes, as
manifestacdes clinicas e perfil liquorico, relacionados as infecces do SNC em pacientes
pediatricos, proporcionando conhecimento acerca da epidemiologia local, caracteristicas

clinicas e laboratoriais destas infeccdes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Descrever o perfil clinico e laboratorial de pacientes pediatricos diagnosticados com
infecgBes no sistema nervoso central em um laboratdrio de referéncia na cidade de Manaus,

Amazonas, Brasil.

4.2  Especifico

e Descrever o perfil sociodemografico dos pacientes pediatricos confirmados para
infecdes bacterianas e virais no SNC

e Caracterizar o perfil clinico e laboratorial das infeccGes neuroldgicas causadas por
agentes virais e bacterianos.
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5 MATERIAS E METODOS

5.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, retrospectivo, utilizando amostras de
liquido cefalorraquidiano de pacientes pediatricos com suspeita clinica de infec¢éo no sistema

nervoso central.

5.2  Participantes do Estudo

Foram incluidos criangas e adolescentes com idade (>3 meses a 15 anos) sugestivos de
infeccdo no sistema nervoso central, apresentando um ou mais sintomas como cefaleia, febre,
rigidez de nuca, exantema e alteragdo do nivel de consciéncia, atendidos na demanda
espontanea da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD),
provenientes de uma rede de assisténcia infantil que atende criancas e adolescentes da capital
Manaus. Submetidos a puncdo lombar, conforme os protocolos clinicos ja estabelecidos nas
Unidades Hospitalares, e respectivas amostras de LCR encaminhadas para as analises
microbioldgicas e viroldgicas no Laboratério de Bacteriologia da FMT-HVD.

53 Critérios de Inclusédo

e Pacientes pediatricos >3 meses de idade até 15 anos.

e Apresentacdo de quadro clinico com sinais e sintomas suspeitos de infeccdo no
SNC.
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5.4 Critérios de Exclusao

e Amostras de LCR em quantidade insuficiente para o processamento
laboratorial.

e Amostras de LCR ndo infeciosos provenientes: DVE (Derivacdo Ventricular
Externa) e DVP (Derivagéo ventriculo-peritoneal) e Traumas.

e Auséncia de informac6es demogréficas e clinicas

55  Definigdes de casos

As definicGes de casos foram adotadas de acordo com o Guia de Controle de Surtos de
Meningite da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2015).

5.5.1 Caso suspeito:

e Paracriangas >1 ano: presenca de febre, cefaleia, vomitos, rigidez da nuca, sinais

de irritacdo meningea, convulsdes e/ou manchas vermelhas no corpo.

e Para criancas <1 ano: sintomas classicos anteriormente referidos podem nao ser
tdo evidentes. Porém, na suspeita diagnostica, € importante considerar sinais de
irritabilidade, como choro persistente, e verificar a existéncia de abaulamento de

fontanela.
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5.5.2 Caso provavel:

Qualquer caso suspeito que apresentasse pelo menos um dos seguintes critérios no

exame de LCR: Aspecto alterado e/ou celularidade > 5 cel/mm3.

5.5.3 Caso confirmado

Todo caso suspeito com diagnostico confirmado seja por cultura, latex, Gram, reacdo
de polimerizagdo em cadeia (PCR), transcricdo reversa precedido de reacdo de polimerizagéo
em cadeia (RT-PCR) e Real time PCR (gPCR).

5.6  Duragdo do estudo

A coleta de dados dos casos suspeitos para infecgdes no SNC dos pacientes pediatricos

ocorreu entre o periodo de janeiro de 2014 a dezembro de 2020.

5.7 Procedimentos

Os pacientes pediatricos foram atendidos por médicos infectologistas e neurologistas,
mediante suspeita de infeccdo no SNC, foi solicitada a coleta do LCR. Apds pun¢do lombar
para a retirada do LCR, este foi imediatamente enviado ao laboratério da Geréncia de

Bacteriologia da FMT-HVD para andalise microbioldgica, bioquimica e virologicas.
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5.8  Diagnostico laboratorial (microbiol6gico)

As amostras de LCR, passam por diferentes processos, dentre estes, 0s exames, fisico
(cor; aspecto; volume); citolégico (contagem global e diferencial das células); bioquimicos
(Dosagem de proteinas, glicose, lactato) e bacteriol6gico (Gram e culturas). Além destes, 0
Exame imunoldgico (Aglutinacdo pelo latex).

5.8.1 Dosagem da glicose no LCR (glicorraquia):

Os niveis de glicose foram determinados pelo método enzimatico Glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PDH), utilizando-se o aparelho automatizado da marca Wiener lab, modelo
CDM 800i. Os valores de referéncia para normalidade estdo no intervalo entre 40 e 75 mg/dl.
Normalmente, a glicorraquia é de 60% (ou 2/3) do valor da glicose do sangue (glicemia).

5.8.2 Dosagem da proteina total no LCR (proteinorraquia):

Para a dosagem das proteinas utilizou-se o0 método UCEP (molibdato-rojo-de piragalol),
por meio do aparelho automatizado da marca da marca Wiener lab, modelo CDM 800i, cujo

valor de referéncia varia de 15-45,0 mg/dl.

Valor de referéncia:;

* Recém-nascidos: 50 a 120mg/dl
*Criangas e adultos: 15 a 40mg/dl
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5.8.3 Dosagem do lactato no LCR:

O lactato foi dosado pelo método enzimatico LDH (desidrogenase lactica), sendo
processadas por meio do aparelho automatizado da marca Wiener lab, modelo CDM 800i cujos

valores de referéncia para normalidade estdo entre 0,2 e 2,2 mmol/L.

5.9  Exame bacteriol6gico

Foi utilizado para identificacdo de bactérias (Gram positivas e Gram Negativas) e
micobactérias. Foram utilizados os meios agar-sangue de carneiro 5%, agar-chocolate e agar
EMB para o isolamento das cepas A prova da oxidase, TSI (Triple Sugar and Iron) e Citrato de
Simmons foram utilizadas para identificacdo das espécies Gram-negativas, enquanto a prova

da catalase e coagulase para as Gram-positivas.

5.10 Exame imunoldgico

Aglutinacdo pelo latex- importante método utilizado na deteccdo dos antigenos bacterianos
em amostras de LCR. As particulas de latex, sensibilizadas com antissoros especificos,

permitem a aglutinacdo rapida por meios de lamina ou placa.

5.11 Diagnostico Molecular (Viral)

As amostras que tiveram a solicitacdo para investigacéo viral, foram direcionadas para

analises moleculares (PCR convencional e RT-PCR) e testes sorologicos (IgM).
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5.11.1 Extracdo de DNA e RNA

Foi realizado a extracdo do acido nucleico (DNA/RNA) das amostras de LCR através
do kit ReliaPrep™ Viral Total Nucleic Acid Purification kit, Custom (Promega, USA).
Posteriormente, seguiu para a detecgdo do painel viral: dos virus da Familia Herpesvirus;
Arboviroses; Dengue sorotipos (1 a 4) e Zika; Enterovirus e Parvovirus B-19. Com finalidade
de avaliar a qualidade da extra¢do do acido nucleico, foi amplificado gene B-actina humano

para observar a integridade do material extraido

5.11.2 PCR para os virus da familia Herpesviridae.

Para deteccdo dos virus da familia herpesviridae a amplificacdo génica foi feita pela
técnica PCR multiplex, no qual se utilizou os iniciadores mostradas no quadro 1. Protocolo
descrito por (MARKOULATOS et al., 2001).

5.11.3 Reacdo de Transcricao reversa (RT)

Para os virus RNA, foi realizada a reacdo de transcricdo reversa (RT) utilizando a

enzima SuperScript® 111 First-Strand System da Invitrogen ™,
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5.11.4 Diagnostico diferencial para arbovirus

1- Para a deteccdo dos subtipos de dengue, os LCR foram submetidos para
procedimento de Nested-PCR que permite deteccdo e tipagem dos quatros sorotipos
de DENV, protocolo descrito por (LANCIOTTI et al., 1992)

2- Para a deteccdo dos virus Chikungunya em amostras de LCR foi utilizado o
protocolo descrito por (PFEFFER et al., 2002)

3- Paraadeteccdo dos virus zika em amostras de LCR foi utilizado o protocolo descrito
por (LANCIOTTI et al., 2008).

5.11.5 Eletroforese em gel de agarose

Para a leitura dos resultados das PCRs descritas nos itens acima, todos os amplicons
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, utilizando solucéo tampéo TBE 1X
(89mM Tris; 89mM &cido bérico; 2mM EDTA) em pH 8,4. A corrida durou em torno de 60
minutos a 80 V. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen Life
Technologies). O gel foi corado com brometo de etidio (1,0 pg/mL) e as bandas foram

visualizadas sob luz ultravioleta.

5.11.6 PCR em tempo real (QPCR)

A gPCR foi processada no equipamento QuantStudio 3 Applied Biosystems (Thermo
Fisher Scientific). Além disso, as amostras que foram submetidas para esse procedimento,
tiveram um protocolo de controle interno, a RNAse P - marcador bioldgico humano, com intuito
de avaliar a eficiéncia das extracdes dos RNA. Para deteccdo para os Enterovirus a gPCR
especifica foi Pan-Enterovirus, o protocolo descrito por (OBERSTE et al., 2010).
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5.12 Diagnostico Sorologico

Para o diagnostico soroldgico da Dengue e Zika, foi utilizado o ensaio imunoenzimatico
ELISA de captura IgM (Mac-ELISA) in house.

5.13 Analise de dados

Dados demograficos foram tabuladas no programa Microsoft Excel®, foram incluidas
as variaveis: idade, sexo, procedéncia, hipdtese diagndstica, sinais e sintomas clinicos e o perfil
do LCR a partir dos testes bioquimicos e citoldgicos, cultura e diagnostico molecular.

Como parte do plano pré-analitico, variaveis foram criadas com a finalidade de facilitar
a analise estatistica apos a fase de coleta de dados. Conforme tabela 1, apresenta-se cada
variavel criada no banco de dados, um resumo do fim a que se destina, o tipo de variavel e a

unidade de medida, se aplicavel.

5.14  Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisas da Fundacio de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado CAAE: 43123315.2.0000.0005, sob nimero do parecer
4.400.75.



6 RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, o Laboratério de Bacteriologia da FMT-HVD recebeu
2.821 amostras LCR de pacientes pediatricos com suspeita de infeccdo no SNC. Destas, 2055
foram excluidas por ndo atenderem aos critérios de incluséo e as razfes sdo as explicitadas a
seguir: a) amostras de LCR insuficiente (n=63); LCR né&o infecioso (DVE, DVP, traumas)

(n=102) e criancas menores de 3 meses de idade sem informac6es clinicas (n=875); b) nédo se

enquadraram nas defini¢bes de casos (n=800). (Figura 14)

LCR- Pediatricos 2014-2020

(n=2158)

Excluidas (n=2055)

-LCR insuficiente (n=63)

-LCR (DVE, DVP, traumas) (n=102)
-Menores de 3 meses de idade, sem
informacdes clinicas (n=875)

-Néo se enquadraram nas defini¢bes
de casos (n=800)

Incluidos
(n=766)

Agentes detectados
n=117/766 (15.4%)

Bactérias identificadas
n=85/117 (72.6%)

Figura 14: Fluxograma de inclus&o dos pacientes.

Virus identificados
n=32/177 (27.4%)
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Foram incluidos no estudo 766 pacientes pediatricos, a faixa-etaria predominante foi de
1 a4 anos com 28% (219/766) e 56% (431/766) eram do sexo masculino. Os sinais e sintomas
mais prevalentes foram: febre, vomito e cefaleia com 26.8%, 19.5%, 17.8% respectivamente.
Quanto a procedéncia hospitalar, 54% (417/766) eram provenientes de Hospitais Pronto

Socorro infantis da cidade de Manaus, seguido por 30% atendidos na FMT-HVD. (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos 766 pacientes pediatricos com suspeita de infecgdo no
SNC diagnosticados em um laboratério de referéncia em Manaus-Am, no periodo de janeiro de 2014 a dezembro
de 2020.

Variaveis fi %
Sexo 431 56
Masculino 335 44
Feminino

Faixa etaria 145 19
<1lano 219 28
1 a4 anos 196 26
5a9anos 206 27
10 a 15 anos

Procedéncia/ Hospitalar 417 54
Hospitais Pronto Socorro Infantis 236 31
FMT-HVD 17 12.6
Maternidades 96 2.4
Outros

*Sinais e sintomas

Febre 205 26.8
Vomito 150 19.5
Cefaleia 137 17.8
Rigidez de Nuca 74 9.6
Convulséo 57 7.4
Alteracdo de consciéncia 54 7
Irritabilidade 8 1
Alteracéo na forga 8 1
Total 766 100

fi: frequéncia absoluta simples; %o: frequéncia relativa.
* sujeitos a variacdo nas frequéncias absoluta e relativa devido 0 mesmo paciente apresentar mais de um sinal e
sintoma clinico
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O agente etioldgico foi identificado em 15.4% (117/766) das amostras, sendo as
bactérias os principais agentes isolados em 72.6% (85/117) dos casos, identificadas por
diferentes métodos: cultura para aerébios em 38,8% (33) dos casos, deteccdo de anticorpos por
aglutinacdo em latex em 35,2% (30) dos casos e 26% (22) dos casos identificados apenas pelo
método de Gram. Os agentes virais foram identificados em 27.4% (32/117) das amostras. Em
dois casos, houve coinfec¢édo entre os virus CMV+HSV-2 e EV+PVB-109.

Em relacdo as caracteristicas sociodemograficas, a faixa etaria predominante foi entre
10 a 15 anos, e 0 sexo masculino foi o mais prevalente nos grupos bacterianos e virias. A
maioria das amostras de LCR foram coletadas na FMT-HVD e nos hospitais e pronto socorros
infantis de Manaus com 47,5 e 46,2% dos casos respectivamente. Referente a procedéncia de
residéncia de origem dos pacientes, 47% eram da capital Manaus, e a maior parte pertenciam a
zona oeste que inclui os bairros (Compensa, Alvorada, Redencdo entre outros.) e 13% (15/117)
foram de pacientes provenientes de outros municipios do estado do Amazonas, dentre estes:
Autazes, Careiro Castanho, Benjamin Constant, Presidente Figueiredo, Tapaud, Iranduba, Novo

Aripuand, Sdo Gabriel da Cachoeira, Manicoré e Urucurituba. (Tabela 2)
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Tabela 2: Caracteristicas sociodemogréaficas dos pacientes pediatricos com agente etioldgico identificado no

liquido cefalorraquidiano em um laboratdrio referéncia em Manaus-Am, no periodo de janeiro de 2014 a dezembro

de 2020
Variaveis fi %
Sexo
Masculino 72 61,3
Feminino 45 38,7
Faixa etaria
<lano 23 20
1a4anos 32 26,8
5a9anos 27 22,6
10 a 15 anos 35 30,6
Procedéncia hospitalar
FMT-HVD 56 47,5
Hospitais Pronto Socorro Infantis 55 46,2
Outros 7 5,8
Maternidades 1 0,5
Zona de residéncia
Oeste 23 20,2
Sul 12 8,4
Leste 10 8,4
Norte 10 8,4
Outros municipios 15 13
S/ 47 40
Total 117 100

fi: frequéncia absoluta simples; %: frequéncia relativa.

S/1: Sem informagéo
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Conforme distribuicdo anual de casos referente ao periodo de 2014 a 2020, observa-se
que as infeccOes bacterianas sempre prevaleceram em relacéo as infecgOes virais, destaca-se 0s
anos de 2016 e 2019, que apresentaram semelhanca no nimero de bactérias e virus detectados
(Figura: 15).

30
25
20
15

10

Ne Etiologias identicadas

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Ano

=@==|nfecgdes Virais Infeccdes Bacterianas

Figura 15: Distribuicdo por etiologias em pacientes pediatricos com infeccdo no SNC diagnosticados em um
laboratdrio referéncia em Manaus-Am, no periodo de janeiro de 2014 a dezembro de 2020.

A meningite foi a manifestacdo neuroldgica mais prevalente em 47,8% dos casos, 0s
sinais e sintomas mais frequentes, observados neste grupo, foram: febre (53%); vomito (42,7%)
e cefaleia (33%). Além disso, 32% dos pacientes receberam antibioticoterapia prévia, sendo a
ceftriaxona o antibidtico mais utilizado. Durante o periodo do estudo, a internagdo hospitalar
foi registrada em 42,7 (50/117) dos casos. Destes, 32,4% (38/117/) permaneceram internados
por mais de 72 horas e dezesseis pacientes (13,6%) foram internados na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI). Referente ao desfecho, o 6bito foi registrado em apenas trés casos. (Tabela 3)
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Tabela 3: Frequéncia das manifestagdes clinicas, sinais e sintomas, internacéo e desfecho de pacientes pediatricos

com agente etioldgico identificado no LCR em um laboratério referéncia em Manaus-Am, no periodo de janeiro

de 2014 a dezembro de 2020.

Variaveis fi (%)
ManifestacGes Clinicas

Meningite 56 47,8
Meningoencefalite 12 10, 2
Encefalite 11 9,4

Sinais e sintomas*

Febre 62 53

Vomito 50 42,7
Cefaleia 39 33

Rigidez de Nuca 22 18,8
Alteracdo de consciéncia 19 16,2
Convulséo 10 8,5

Irritabilidade 4 34

Alteracdo na forca 2 1,7

Tratamento prévio

Sim 38 32,4
S/ 79 67,6
Periodo de internacao

<24 horas 2 1,7

24-72 horas 3 2,6

> 72 horas 45 38,4
S/ 69 57,3
UTI 16 13,6
Desfechos

N4o o6bito 114 97,4
Obito 3 2,6

Total 117 100

fi: frequéncia absoluta simples; %: frequéncia relativa.

S/I: Sem informacéo

* sujeitos a variacdo nas frequéncias absoluta e relativa devido o mesmo paciente apresentar mais de um sinal e

sintoma clinico
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6.1  Infeccdo Bacteriana

Dentre as infec¢bes bacterianas o patdgeno foi identificado em 74,1% (63/85) das
amostras de LCR. Dentre estes, 61,9% (39/63) sdo conhecidos como patdgenos
imunopreveniveis distribuidos em: Neisseria meningitidis sorogrupo C com 22,5% dos casos
predominado na faixa-etaria de 10 a 15 anos, o Streptococcus pneumoniae com 15,2% dos casos
na faixa-etaria de 1 a 4 anos e os Haemophilus influenza tipo b com 8,2% dos casos em menores
de 1 ano. (figura 16)
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Figura 16: Distribuicdo agentes bacterianos isolados em amostras de liquido cefalorraquidiano por faixa-etéaria
dos pacientes pediatricos diagnosticados em um laboratorio referéncia em Manaus-Am, no periodo de janeiro de
2014 a dezembro de 2020
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Além destes, foram identificados 16,4% (14) de Staphylococcus sp; 11,7% (10) de
bactérias do género Enterobacterales, distribuidos em: trés casos de Serratia, dois de
Klebsiella pneumoniae, dois de Pseudomonas, Proteus Vulgaris, Proteus Miralibis, e

Acinetobacter com um caso cada. (Tabela 4).

Tabela 4: Frequéncia dos agentes bacterianos isolados em amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes

pediatricos em um laboratdrio de referéncia em Manaus-Am, no periodo de janeiro de 2014 a dezembro de 2020

Agentes Bacterianos fi %

Bactérias identificadas apenas no Gram 22 26

Neisseria meningitidis sorogrupo C 19 22,5
Staphylococcus sp 14 16,4
Streptococcus pneumoniae 13 15,2
Enterobacterales 10 11,7
Haemophilus influenza tipo b 7 8,2
Total 85 100

fi: frequéncia absoluta simples; %: frequéncia relativa.
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6.2  InfecgOes virais

Os agentes virais foram detectados em 27.4% (32/117) dos casos, por diferentes
métodos diagndsticos, dentre estes, moleculares e soroldgicos. Os Enterovirus foram o0s
patdégenos mais prevalentes com 12 casos, seguido pelos virus da familia herpesviridae, com
oito casos, distribuidos em Herpes simplex tipo 2, Epstein Barr virus, Varicela zoster virus, e
Citomegalovirus, todos com dois casos cada, e cinco casos de Parvovirus B19. Os arbovirus
dengue e zika foram identificados em sete amostras, quatro casos do virus Dengue e trés casos
de Zika virus, confirmados pelo ensaio imunoenzimética (ELISA) de captura IgM. E houve
dois casos de coinfeccdo entre os virus CMV+HSV-2 e EV+PVB-19. (Tabela 5).

Tabela 5: Frequéncia dos agentes virais identificados em amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes

pediatricos em um laboratdrio de referéncia em Manaus-Am, no periodo de janeiro de 2014 a dezembro de 2020.

Agentes virais fi %

Enterovirus 12 375
Herpes simplex tipo 2 2 6. 25
Varicela zoster virus 2 6. 25
Epstein Barr virus 2 6. 25
Citomegalovirus 2 6. 25
Dengue 4 12.5
Zika virus 3 9.4

PVB-19 5 15.6
Total 32 100

fi: frequéncia absoluta simples; %: frequéncia relativa.



69

6.3  Parametros celulares e bioquimicos

Na comparacao entre os parametros celulares e bioquimicos das amostras positivas de
LCR para infec¢éo bacteriana e viral. Foi observado um perfil liquorico inflamado nas infecgdes
bacterianas, com alta celularidade (VR: <5cels/mm?), mediana de 900 célula/mm? (intervalo:
10-2000) predominando os polimorfonucleares, elevados niveis de proteina (VR: <45mg/dL)
com mediana de 243 mg/dL, e reduzido nivel de glicose (VR: 45-80 mg/dL) com mediana de
10 mg/dL. Por outro lado, nas infec¢des virais, o perfil liquérico foi moderadamente alterado,
mediana de celularidade com 72,5 células/mm? predominando as mononucleares (intervalo: 8-
906), a mediana de proteina com 64,05 mg/dL, e glicose dentro do valor de referéncia 58 mg/dL.
Na comparacdo entre os grupos de infeccdo bacteriana e viral, observamos significancia

estatistica entre todos os parametros analisados com (p <0.05). (Tabela 6)

Tabela 6: Parametros celulares e bioquimicos de amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes pediatricos
com neuroinfeccéo diagnosticados em um laboratorio de referéncia em Manaus-Am, no periodo de janeiro de 2014
a dezembro de 2020.

Parametros bioguimicos Infeccdo Bacteriana (Md) Infeccéo Viral (Md) p

Citometria 900 (10-22000) 72,5 (0-906) <0,05
Glicose 10 (0-91) 58 (17-87) <0,05
Proteinas 243 (0- 5379) 64,05 (10-84.5) <0,05
Lactato 10,1(0-9.2) 1,75 (0-4.7) <0,05

Md= mediana



70

7 DISCUSSAO

As infeccdes do sistema nervoso sao responsaveis por altas taxas de morbimortalidade
na populacdo pediatrica. Portanto, sdo um desafio para os sistemas de saide mundiais. Essas
doencas, ttm como agente etioldgico os virus e bactérias e, na maior parte dos casos podem
evoluir para uma doenga grave, onde se observam as sequelas neurolégicas e 6bito (ACOSTA
et al., 2014) . Este estudo de base hospitalar fornece informacdes sobre os principais agentes
etioldgicos causadores de infecgdes no SNC em pacientes pediatricos hospitalizados em
Manaus, capital do Estado do Amazonas. Nossos dados mostram uma prevaléncia geral de
15,4% (117/766) de agentes detectados no liquido cefalorraquidiano e, sugere que 0s patdgenos
bacterianos mais comuns causadores de meningite em Manaus sdo as Neisseria meningitidis
sorogrupo C, seguida do S. pneumoniae, e que 0s patdgenos virais mais comuns sdo 0s
enterovirus e herpesvirus. Observamos também, que a identificacdo bacteriana apenas pelo
método de Gram foi possivel em 26% dos casos, 0 que pode ser atribuido ao uso de antibidticos
antes da admissdo hospitalar. Esses achados destacam a utilidade do diagndstico molecular
associados aos métodos laboratoriais classicos como Gram e cultura para melhorar a
identificacdo de patdgenos causadores de infeccdo no sistema nervoso. Embora o uso do
diagnéstico molecular tenha melhorado a deteccdo de patdgenos virais neste estudo,
observamos um baixo percentual de deteccdo, semelhante aos relatados em outros estudos
(TURNER et al., 2017), que pode ser devido ao uso prévio de medicacdo, eliminacdo do agente
resultando na auséncia do &cido nucléico detectavel ou infeccdo por patdgenos nao incluidos
no painel de diagndstico local.

Estudos indicam que os meninos sdo 0s mais acometidos por infeccdes neuroldgicas.
Em nosso estudo, 61,3% das criancas eram meninos hospitalizados em Pronto Socorro Infantil
da cidade de Manaus e de outros municipios, semelhante ao descrito na literatura. Estudos
também reportaram altas taxas 59,72% e 70,96% dos casos de infec¢cdo do SNC em meninos
no Brasil e India, respectivamente (THOMAS et al., 2020; SANTOS et al., 2021)

As infeccbes neuroldgicas podem se apresentar de forma inespecifica e assintomatica,
manifestando a triade classica: febre, rigidez de nuca e alteragdo no nivel de consciéncia. No
entanto, para o diagnostico clinico diferencial entre os tipos de doencas neuroldgicas
(meningite, encefalite e meningoencefalite), deve-se observar a combinacdo desses sinais e
sintomas. Meningite, apresenta o quadro clinico de febre, cefaleia, vomito e rigidez de nuca.

Por sua vez, na encefalite, as principais manifestacGes clinicas sdo alteracdo no nivel de
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consciéncia, febre, cefaleia, desordens cognitivas, convulsdes e deficits neuroldgicos focais. Ja
as meningoencefalites apresentam a juncdo dos sinais e sintomas da meningite e encefalite,
demonstrando um quadro clinico com maior gravidade para os pacientes. Sendo assim, 0s
diagnosticos clinico e laboratorial sdo de suma importancia nas infeccbes do SNC. A
combinagdo dos achados clinicos, e as técnicas convencionais, incluindo exame direto,
coloracdo de Gram, cultura e deteccdo de antigenos/anticorpos; métodos sorologicos,
moleculares, neuroimagens e analise quimiocitoldgica, possibilitam um diagndstico preciso,
contribuindo para a diminui¢do da mortalidade e morbidade, o tempo de internacéo hospitalar,
além da diminuicdo da utilizacdo de antibioticos empiricos e antivirais (DAVIES; SHARIEF;
HOWARD, 2006; KUMAR, 2020; SOMAND; MEURER, 2009; SOUSA et al.,, 2021;
TAMARA NAWAR; ANNA KALTSAS; YI-WEI TANG, 2021).

Os sinais e sintomas clinicos sdo caracteristicos nas meningites bacterianas e virais e
podem variar de acordo com alguns fatores como, a idade, imunidade, tipo de patdgeno e tempo
de doenga (FIGUEREDO et al., 2021). Geralmente, pessoas idosas tém menos rigidez de nuca
guando comparado a criancas (WEISFET et al., 2006). Dentre os casos de infeccdo no SNC
descritos em nosso estudo, a febre, o vémito e a cefaleia foram os sintomas mais frequentes em
ambas as infecgBes bacterianas e virais, principalmente na faixa-etaria de 10 e 15 anos. Um
estudo realizado na China relatou que os principais sintomas apresentados em criangas com MB
comparado as meningites por enterovirus foram, febre (100%), vémito (31,2%) e convulsdo
(25%), sendo que a cefaleia (88,9%) esteve mais associada a infec¢do viral (XU et al., 2020).

Com o advento da vacina, o cenario epidemiolédgico das meningites bacterianas mudou
nos ultimos 25 anos. Na década de 80, patdgenos como Haemophilus influenzae tipo b,
Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumoniae causavam mais de 80% das meningites
bacterianas em criancas (SLACK et al.,, 2021). Entretanto, em paises com baixo
desenvolvimento socioecondémico, a doenca continua sendo importante causa de
morbimortalidade, com incidéncia variando de acordo com a regido geografica e maior
prevaléncia na populacao pediatrica. Este cenario epidemioldgico tem como principais fatores
a falta de cobertura vacinal, ou estados criticos de imunossupressdo do hospedeiro
(SYROGIANNOPOULOS; MICHOULA; GRIVEA, 2022). Neste estudo, 72,6% das infecgdes
no SNC foram de etiologias bacterianas, e 0s patdgenos mais isoladas em amostras de LCR,
foram os imunopreveniveis, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae tipo b. KUCHAR et al. também encontrou prevaléncia de 83,7% de infec¢des por
bactérias imunopreveniveis em pacientes pediatricos, destacando as Neisserias Meningitidis em
32,6% e Streptococcus pneumoniae em 27,9% dos casos (KUCHAR et al., 2014). Além disso,
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um estudo prospectivo conduzido na China, também identificou alta prevaléncia de patdgenos
bacterianos em casos de sindromes de meningites e encefalites agudas na populacéo pediatrica
(SHEN et al., 2019). No Brasil, a prevaléncia das meningites bacterianas em 2015 foi de 35,6%,
destacando-se, as Neisseria Meningitidis e Streptococcus pneumoniae como 0s principais
agentes etioldgicos (CAETANO GONCALVES SILVA; MEZAROBBA, 2018). O perfil
liqudrico desse grupo de pacientes foi muito inflamado, com alta celularidade e predominio de
polimorfonuclear, elevados niveis de proteinas e lactato, e baixos niveis de glicose, semelhante
aos achados liquoricos de um estudo retrospectivo que avaliou 0s casos de meningite bacteriana
em pacientes pediatricos em um hospital universitario na Etiopia (AMARE; KEBEDE;
WELCH, 2018).

Ao longo dos anos, outras bactérias vém emergindo como causadoras de meningites
bacterianas, dentre as quais se destacam as enterobactérias Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae (BENNINGER, et al. 2020). Essas bactérias estdo na lista de patdgenos prioritarios
da OMS por serem microrganismos capazes de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos,
dificultando o tratamento (OMS, 2019). Em nosso estudo, 11,7% das infec¢bes bacterianas
foram causadas por bactérias da familia Enterobacterales, principalmente na faixa-etaria <1
ano. Dentre estas, destacamos as espécies Serratia sp., K. pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa. Um estudo de coorte de base hospitalar, realizada na Tailandia, também identificou
casos de meningites neonatais, por Acinetobacter baumannii, E. coli e K. pneumoniae
(THATRIMONTRICHAI et al., 2021).

A antibioticoterapia empirica administrada nas primeiras horas apos suspeita de MB
define o sucesso do tratamento (ARONIN; PEDUZZI; QUAGLIARELLO, 1998). Para o
tratamento empirico das meningites, as diretrizes recomendam o uso de cefalosporinas de
amplo espectro até que sejam conhecidos 0s agentes causadores e a sua suscetibilidade aos
antimicrobianos (TUNKEL et al., 2004). O uso da vancomicina associado a cefotaxima ou
ceftriaxona é a principal combinacéo utilizada em criangas com suspeita de MB (SWANSON,
2015). Nesse estudo, 32% das criancas fizeram uso de antibioticoterapia prévia, sendo a
ceftriaxona, a droga mais utilizada. SCHAAD et al. (1990) avaliou 106 pacientes hospitalizados
com meningite bacteriana; comparou o uso da ceftriaxona e cefuroxime e observou que a
resposta ao tratamento foi semelhante nos dois grupos, porém as criancas que utilizaram
cefuroxime tiveram perda auditiva de moderada a grave, quando comparada aos que utilizaram
ceftriaxona (17% vs. 4%). Sendo assim, 0 uso da ceftriaxona é superior no tratamento da MB
em relacéo ao cefuroxime (SCHAAD UB; SUTER S; GIANELLA-BORRA- DORI A, 1990).
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A introducdo dos métodos moleculares foi um avancgo para a rotina de diagndstico das
infeccbes neuroldgicas, permitindo ampliar o nimero de patdgenos identificados no LCR. Os
principais agentes etiologicos relacionados as infec¢cdes no SNC sdo 0s enterovirus, seguidos
pelos virus da familia herpesviridae (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV e CMV) e Arbovirus: dengue,
Zika, Chikungunya e febre amarela, (CDC, 2020). Em nosso estudo, foram detectados 27,4%
de agentes virais no LCR. Dentre estes, 0s enterovirus, Herpesvirus e arbovirus foram os mais
prevalentes. Sendo assim, nossos dados sdo consistentes com a literatura atual, como
demonstrado no estudo epidemioldgico de meningite e encefalite na populacdo pediatrica, onde
0s enterovirus e arbovirus foram os mais prevalentes nos Estados Unidos (HASBUN et al.,
2019). Além disso, um trabalho de vigilancia das meningites/encefalites, mostrou que 0s
enterovirus (48,89%) e os virus herpes simplex (27,34%) foram os patogenos virais mais
detectados em pacientes chineses <18 anos (WANG et al., 2022).

Os enterovirus sdo responsaveis pela maioria dos casos de meningites. O clima é um
importante fator que contribui para a alta prevaléncia destes agentes. Por outro lado, em regides
tropicais e subtropicais, a maior prevaléncia pode ocorrer no periodo de julho a setembro, e em
outros meses do ano (B’KRONG et al., 2018). Em nosso estudo, os enterovirus foram os
patégenos mais comuns com 37,5% dos casos, corroborando com estudos em diferentes paises,
que reportam altas taxas de enterovirus. (Al et al., 2017; ABID et al., 2018; BRAUNOVA et
al., 2019). Em relacdo ao perfil liquérico deste grupo de pacientes, destaca-se um perfil
moderadamente inflamado, com alta celularidade, concentracdo elevada de proteinas e niveis
de glicose e lactato normais. Nossos achados foram consistentes as caracteristicas sugestivas
para infeccdo viral no SNC, porém, recentes estudos relataram auséncia de pleocitose no LCR
em casos de infecgOes virais. Dentre eles, dois estudos retrospectivos, ambos realizados na
Coreia do Sul, avaliaram casos de meningite por enterovirus em pacientes pediatricos e
constataram a auséncia de pleocitose no LCR. (KO et al., 2019; SONG et al., 2018).

Os virus da familia Herpesviridae estdo fortemente associados a encefalites agudas e
em menor grau as meningites (DAHM et al., 2016). No presente estudo, os herpesvirus foram
detectados em oito (25%) das amostras de LCR, semelhante ao descrito por IMAMBA et al.
(2019) que detectou 26,4% de diferentes Herpesvirus, EBV, HHV-6, HHV-7, CMV e HSV-1,
em amostras de LCR de pacientes pediatricos internados em um hospital da Zambia (IMAMBA
etal., 2019). Além disso, um estudo conduzido no Vietnd, identificou 1,3% dos herpes simplex
e citomegalovirus em amostras de LCR de criancas com infeccdes no SNC (VAN TAN et al.,
2010). No Brasil, também foram detectados 18,2% de casos por herpesvirus no SNC de
pacientes pediatricos, distribuidos em VZV, HSV e CMV (OLIVEIRA et al., 2017).
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A distribuicdo das arboviroses depende da regido geogréfica e fatores que favorecem a
persisténcia e disseminacdo viral, como as mudancas climéticas, desmatamentos, migracdo
populacional, ocupacdo desordenada e precariedade das condi¢Ges sanitarias (LOPES;
NOZAWA,; LINHARES, 2014). O Brasil, é considerado endémico para as principais
arboviroses, Dengue, Zika e Chikungunya, importantes patdgenos emergentes causadores das
sindromes febris e neuroldgicas na populacdo em geral (SILVA MARINHO; KROON, 2019).
Em nosso estudo, os arbovirus foram identificados em sete (21,9%) dos casos suspeitos de
infeccdo viral no SNC, sendo quatro casos de DENV e trés casos de ZIKV. Estudos realizados
em diferentes regides do Brasil, mostraram variacdo na prevaléncia das arboviroses no SNC.
Em um estudo realizado em Salvador - BA, com pacientes internados suspeitos de meningite
viral, os arbovirus dengue, chikungunya e zika foram identificados em 70,3% dos casos (DIAS
et al., 2022). Além do mais, um estudo realizado com pacientes hospitalizados no Hospital
infantil na cidade de Belo Horizonte - MG, identificou 32% de infecgdo por DENV em criancas
com suspeitas de infeccdo viral no SNC durante a epidemia de dengue 2014-15 (MARINHO et
al., 2017). Dois estudos realizados em Manaus, capital do Amazonas, que avaliaram pacientes
com suspeita de infec¢do viral no sistema nervoso, identificaram o dengue em 8,2% e 4,3% das
amostras de LCR respectivamente (BASTOS et al., 2018, 2014). Em regides endémicas para
arbovirus como a Amazonia, a vigilancia laboratorial das infecgdes neuroldgicas € de extrema
importancia para o monitoramento e diagnostico diferencial para outros virus encefalitogénicos.

O perfil liquorico alterado fornece evidéncia da infeccdo bacteriana na presenca de
pleocitose com predominancia de neutrofilos, baixos niveis de glicose e altos niveis de proteinas
(MOUNT; BOYLE, 2017). Tal fator é diferente nas infec¢des virais, onde se observa pleocitose
mononuclear, elevacdo moderada de proteinas e niveis normais de glicose, o que reflete 60-
80% da glicose plasmatica (BARTT, 2012). Observamos em nosso estudo um aumento
estatisticamente significativo entre os pardmetros celulares e bioquimicos do LCR indicando
alteracOes na celularidade, proteina, glicose e lactato entre os grupos de infecgdes bacteriana a
viral com (p<0,05), semelhante ao estudo de NAZIR et al.(2018), que demonstrou um perfil
liqudrico bacteriano mais alterado que o viral (p<0,001), e ressaltou a importancia na dosagem
do lactato no liquor como importante marcador para diferenciar as infecgdes bacterianas das
virais (NAZIR et al., 2018). A avaliacdo dos parametros liquoricos, sdo baratos e acessiveis, de
importante utilidade na conducdo das infecg¢bes, sobretudo em regides com infraestrutura
laboratorial minima e poucos recursos, como na regido amazénica. Estabelecer um marcador

como o lactato tem o potencial de contribuir com a conduta clinica.
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Este estudo tem varias limitagdes, incluindo informagdes sobre fatores de risco e viés
de selecdo. Devido a andlise retrospectiva dos dados laboratoriais e dos prontuérios néo foi
possivel incluir informacdes ou acessar todos o0s registros clinicos que permitiriam a analise dos
dados com base na gravidade da doenca e desfecho para recuperacao ou obito. Além disto, ndo
se conseguiu recuperar informacdes sobre a situacdo vacinal das criangas. O numero total de
infeccbes no sistema nervoso na cidade de Manaus, pode ter sido subestimado, pois o
laboratdrio de Bacteriologia da FMT-HVD analisou amostras encaminhadas por outros servicos
ou apenas dos casos mais criticos.

Em concluséo, a prevaléncia das infec¢fes no sistema nervoso na populacéo pediatrica
na cidade Manaus foi de 15,4%. Apesar do programa de vacinacdo, ainda ha circulacdo de
bactérias imunopreveniveis como, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae tipo b. Além disso, os agentes virais mais prevalentes foram o0s
Enterovirus, Herpesvirus e Arbovirus. Programas governamentais e instituicdes de salde
devem ser capazes de promover politicas publicas capazes de garantir recursos financeiros,
sociais e humanos ndo apenas para o tratamento, mas também para o diagndstico e prevencdo

da carga de infec¢des no sistema nervoso.
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CONCLUSAO

A prevaléncia das infec¢cdes no SNC na populacéo pediatrica na cidade Manaus foi de
15,4%.

Verificou-se predominio de infec¢do em criangas do sexo masculino, e na faixa etéria

entre 10 a 15 anos.

Os sinais e sintomas mais frequentes foram: febre, cefaleia e vomito. N&o é possivel

diferenciar infeccGes bacterianas das virais apenas pelos sintomas.

As caracteristicas do perfil liquoérico, sugerem a diferenciacdo entre as infeccbes

bacterianas e virais

Os agentes bacterianos mais prevalentes com 61,9% dos casos foram: Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae tipo b

Agentes virais mais prevalentes com 27,4% foram: Enterovirus, Herpesvirus e

Arbovirus.
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Abstract

Background: Central nervous system infections are important causes of
mortality and morbidity in pediatric patients and are largely related to severe
complications such as hearing loss, neurological sequelae, or death. Nonspecific
clinical signs usually progress as meningitis, encephalitis, and meningoencephalitis
develop. Several etiological agents can cause these infections, among which viruses
and bacteria are especially notable. Since neurological infections are a significant
concern in the pediatric population, and since there are still gaps in our understanding
of pathological and epidemiological aspects in the infant age group, it is essential to
deepen research in this area. Objective: The aim of this study was to evaluate the
clinical and laboratory profile of pediatric patients diagnosed with central nervous
system (CNS) infections in a reference laboratory in Manaus, Amazonas,
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Brazil. Methodology: This is a cross-sectional, descriptive, and retrospective study
that used cerebrospinal fluid samples from pediatric patients with clinical suspicion of
central nervous system infection from a hospital network of childcare in Manaus city
from 2014 to 2020. The CSF samples were subjected to microbiological, biochemical,
and molecular investigation. The Research Ethics Committee approved this
study. Results: 766 pediatric patients were considered eligible for the study, the
predominant age group being 1 to 4 years and 56% were male. The clinical
presentations included fever, vomiting, and a headache. The etiological agent was
identified in 117 samples, with bacteria being the main agents, isolated in 72.6% of the
cases. The most prevalent infections were Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae and Haemophilus influenzae type b. Enterovirus, herpesvirus,
and arboviruses were the most prevalent viral agents. Conclusion: The overall
prevalence of central nervous system infections in the pediatric population of Manaus
was 15.4%. 61.9% of the samples were immune-preventable pathogens, while 27.4%
were viruses from different families. It is important to have an active laboratory
surveillance with sensitive methods capable of identifying, characterizing, and
monitoring mainly preventable agents, responsible for a wide range of severe

neurological diseases.

Keywords: children, adolescents, neurological infections, diagnosis, Brazil.

INTRODUCTION

The central nervous system is an important cause of illness and death in
children, and it is related to many serious problems. Clinical signs are usually non-
specific and progress as meningitis, encephalitis, and meningoencephalitis
develop. Infections can be caused by several types of bacteria and viruses (1,2).

A recent study has demonstrated that developing countries have a higher

incidence of central nervous system infections, ranging from 299 to 726 per 100,000
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inhabitants. But in developed countries this rate is lower, often around 11 /100,000
inhabitants. Poverty, overcrowding in the public health system, insufficient Sanitation,
geography region, age groups, and the ability of the mosquitoes to move efficiently are
some of the significant factors that can influence the persistence and spread of
infections (3).

It can be devastating for the children to be vulnerable to infections in the central
nervous system. Early identification and treatment of children with signs and symptoms
different from the norm may affect the course of the disease (4).

The epidemiology of central nervous system infections in pediatric patients is
well documented in developed countries, but in regions with scarce resources,
epidemiological and laboratory surveillance is limited. Many cases are going
unnoticed; therefore, they remain underestimated (5). The identification of the
etiological agent is essential for the appropriate treatment. The most widespread
methods for the diagnosis of neurological cases are serological, microbiological, and
molecular. Currently, the use of different techniques has contributed to a more
accurate diagnosis (6,7).

Since there are gaps in the pathological and epidemiological aspects of
neurological infections in children, this is a topic of growing interest. The purpose of
this study is to describe the profile of central nervous system infections in pediatric
patients. Thus, the active epidemiological and laboratory surveillance can contribute to
the understanding of circulating agents and suggest the implementation of early

diagnosis strategies.

METHODS

STUDY DESIGN
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We conducted a descriptive observational study of medical records, which
included pediatric patients aged from 3 months to 15 years, with a clinical suspicion of
central nervous system infection between January 2014 and December 2020. Those
who had one or more signs or symptoms of meningitis or encephalitis, such as neck
stiffness, fever, rash, altered level of consciousness, flaccid generalized muscle
weakness. The sample was forwarded for analysis in the Bacteriology laboratory of
FMT-HVD, on spontaneous demand from this institution and other hospitals and
maternity hospitals. We excluded patients who had undergone surgery, trauma, or had
CSF collected from an external ventricular shunt (EVS) or ventricle-peritoneal shunt

(VPS).

DATA COLLECTION AND PROCESSING

Demographic, clinical, and epidemiological information was obtained from the
electronic medical records. At the time, clinical data and laboratory tests were also
administered. Depending on the patient's condition, CSF was usually collected before
antimicrobial therapy.

DEFINITIONS

According to medical history, clinical presentation, and CSF parameters, CNS
infections were classified as follows:

Meningitis is an inflammation of the membranes covering the brain and spinal
cord. It can be caused by bacteria, viruses, parasites, and noninfectious factors such
as cancers, systemic lupus, medications, and others. (8). Encephalitis is an

inflammation of the brain that most commonly affects the cerebral parenchymal. It can
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be caused by a variety of Viruses. Meningoencephalitis is an inflammation of brain
tissue. It can be caused by different agents, depending on the location. (10)

The case definitions were adopted according to the World Health Organization
Meningitis Outbreak Control Guide. (11)

Suspected case. The cerebrospinal fluid was found to be clear and free of pus,
with no identification of the pathogen by culture, PCR, and serology. For children over
one-year-old, look for signs of fever, headache, vomiting, neck stiffness, signs of
meningeal irritation, seizures, or red spots on the body. For children below the age of
one, the classic symptoms mentioned above may not be as evident. But in the case of
a diagnostic suspicion, it is important to consider signs of irritability, such as persistent
crying, and to make sure that a fontanel is bulging.

Probable cause: purulent CSF with WBC >100 cell/ul and low glucose, high
protein (80-500 mg/dL), and absence of pathogen identified by culture, Gram staining,
PCR, or serology.

Confirmed case. Pathogen detected in the CSF by culture or PCR; positive
serology in the CSF; or positive blood culture with purulent CSF; or purulent CSF and
Gram-positive staining.

LABORATORY ANALYZE

All cases were investigated through the collection of sterile samples from
cerebrospinal fluid. According to laboratory standards, biochemical, cytological, and
microbiological analyses of CSF were performed. Blood glucose, protein, and lactate
levels were taken for biochemical analysis. The cytological analysis included a global

and differential cell count and Gram method directed and microbiological culture.

MOLECULAR DIAGNOSIS
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For the viral panel, 200ul of CSF was extracted with the ReliaPrep™ (Promega)
kit, following the manufacturer's instructions. Polymerase chain reaction (PCR) and
reverse-transcriptase PCR (RT-PCR) were used to detect the following viruses:
Herpes simplex virus 1 and 2 (HSV-1 and 2), varicella zoster virus (VZV), Epstein-barr
virus (EBV), Cytomegalovirus (CMV), Enterovirus, dengue virus (DENV 1-4) and
Parvovirus B-19 (PVB-19), following protocols described above. Each race contained
tested CSF samples, a positive control, and a negative control (water). Furthermore,
internal control was performed in all samples by amplification of -actin and RNAse P

(RP), to confirm the presence of nucleic acid.

SOROLOGICAL DIAGNOSIS
For serological diagnosis, the Immunoenzymatic ELISA IgM capture test (Mac-

ELISA) was used to identify anti-Dengue and anti-Zika antibodies.

DATA ANALYSIS

Data were tabulated in the Microsoft Excel program, and the following variables
were included: age, gender, origin, diagnostic hypothesis, clinical signs, and symptoms
and CSF profile from biochemical and cytological tests, culture, and molecular
diagnosis. As part of the pre-analytical phase, variables were created to facilitate
statistical analysis during the data collection phase. Table 1 below shows each variable
created in the database, a summary of its understanding purpose, its type, and, if

applicable, its unit of measure.

ETHICAL ASPECTS

The project was approved by the Research Ethics Committee of the Tropical

Medicine Foundation, under opinion number 4.400.75.
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RESULTS

During the study period, 2,821 CSF samples from pediatric patients with
suspected central nervous system infection were evaluated. Of the cases, 2055 were
removed for the following reasons: 1) insufficient CSF samples (n=63); 2) Non-
infectious CSF (EVS, EPS, trauma) (n=102); and 3) children under 3 months of age
without clinical information (n=875); 4) did not fit the case definitions (n=800). 766
samples were included in the analysis (Figure 1).

The study included 766 pediatric patients, 56% (431/766) of whom were male.
The predominant age group was between 1 and 4 years, with 28% (219/766). The
most common signs and symptoms were fever, nausea, and headache, which affected
26.8%, 19.5%, and 17.8% of patients, respectively. Regarding the hospital origin, 54%
(417/766) came from Children's Emergency Hospitals in the city of Manaus, followed
by 30% from FMT-HVD (Table 1).

The etiological agent was identified in 15.4% (117/766) of the samples, and
bacteria were the main isolated agents (85/117) in 72.6% of the cases. The agents
were identified using different methods, including culture of aerobic bacteria in 38.8%
of the cases, detection of antibodies using latex agglutination in 35.2% of the cases,
and 26% of the cases were identified only by the Gram method. 27.4% (32/117) of the
samples were found to contain viral agents. Two cases showed coinfection between
CMV+HSV-2 and EV+PVB-19 viruses.

In terms of sociodemographic characteristics, males and age groups from 10 to
15 years were predominant in the bacterial and viral infection groups. Of the 117
patients, 54 (47%) were from Manaus and 15 (13%) were from other municipalities in

the state of Amazonas.
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The most prevalent clinical manifestation was meningitis, observed in 47.8% of
the cases. The most frequent signs and symptoms observed in this group were: fever
(53%); vomiting (42.7%) and headache (33%). Furthermore, 32% of the patients had
received prior antibiotic therapy, and ceftriaxone was the most used antibiotic. 42% of
the cases were reminded of hospitalization during the period. Of the 117 patients,
32.4% (38) remained hospitalized for more than 72 hours and 16 patients (13.6%) were
admitted to the Intensive Care Unit (ICU). There were three cases where death was
reminded (Table 2).

Among bacterial infections, the pathogen was identified in 74.1% (63/85) of
cerebrospinal fluid samples. Of these pathogens, 61.9% (39/63) are immune
preventable, and they fall into three categories: Neisseria meningitidis serogroup C,
which makes up 22.5% of cases and is most common in children aged 10 to 15;
Streptococcus pneumoniae, which makes up 15.2% of cases and is most common in
children aged 1 to 4; and Haemophilus influenza type b, which makes up 8.2% of cases
and is most common in children under 1 year.

In addition to that, 16.4% of Staphylococcus sp. Enterobacteriaceae
represented 11.7% of the total bacterial population and was distributed among seven
different species: three cases each of Serratia and Klebsiella pneumoniae, two cases
of Pseudomonas, and one case each of Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, and
Acinetobacter. (Table 3)

Different diagnostic methods detected viral agents in 27.4% (32/117) of the
cases, including both molecular and serological methods. Twelve cases were caused
by enterovirus, followed by eight cases caused by viruses from the Herpesviridae
family, distributed in two cases each for Herpes simplex type 2, Epstein Barr virus,

Varicella zoster virus, and Cytomegalovirus, and five cases of Parvovirus B19. Seven
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samples were identified as being positive for dengue and Zika arboviruses by the
Immunoenzymatic Assay (ELISA) of IgM capture. Four samples were identified as
being positive for dengue virus and three samples were identified as being positive for
Zika virus. There were two cases of coinfection between CMV and HSV-2, as well as
between EV and PVB-19. (Table 4)

The cellular and biochemical parameters of the positive CSF samples for
bacterial and viral infection were compared. An inflamed cerebrospinal fluid profile has
been observed in bacterial infections, with high cellular counts (median 900 cell/mm3,
range 10-2000), predominantly polymorphonuclear, high-protein levels (median 243
mg/dL), and reduced glucose levels (median 10 mg/dL). In viral infections, the
cerebrospinal fluid profile was moderately altered, with a median cellular volume of
72.5 cells/mm3, predominantly lymphocyte (8-906), the median protein of 64.05 mg/dL,
and glucose within the reference value 58 mg/dL. When comparing the bacterial and
viral infection groups, we observed statistical significance among all parameters

analyzed (p <0.05). (Table 5)

DISCUSSION

Neurological infections are responsible for high rates of morbidity and mortality
in the pediatric population. Therefore, they present a challenge for the worlds' health
systems. These diseases are caused by viruses and bacteria, and in most cases, they
can evolve into a serious disease with neurological sequelae and death observed. (12)
This hospital-based study provides information on the main etiological agents causing
central nervous system infections in pediatric patients hospitalized in Manaus, the

capital of the state of Amazonas. Our data suggest that 15.4% (117/766) of agents
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were detected in the cerebrospinal fluid, and that the most common bacterial
pathogens causing meningitis were detected. In Manaus, Neisseria meningitidis
serogroup C is the most common bacterial pathogen, followed by Streptococcus
pneumoniae. The most common viral pathogens are Enterovirus and Herpesvirus.

We also observed that bacterial identification was possible only by the Gram
method in 26% of cases, which can be attributed to the use of antibiotics before
hospital admission. These findings highlight the usefulness of molecular diagnostic
methods when used with classical laboratory methods such as Gram and culture to
improve the identification of pathogens causing infection in the nervous system.
Although the use of molecular diagnosis improved the detection of viral pathogens in
this study, we observed a low percentage of detection, similar to that reported in other
studies (13). This may be due to previous use of medication, elimination of the agent
resulting without detectable nucleic acid, or infection by pathogens not included in the
local diagnostic panel.

Studies have shown that male children are the most likely to be affected by
neurological infections. In our study, 61.3% of the children were boys who were
hospitalized in a Children's Emergency Unit in the city of Manaus and other
municipalities. Our findings are consistent with the literature, which shows a higher
prevalence of infection in boys, with 59.72% in Brazil and 70.96% in India (14,15).

Clinical signs and symptoms are characteristic of both bacterial and viral
meningitis and may vary according to some factors such as age, immunity, type of
pathogen and disease time (16). Among the cases of central nervous system infection
described in our study, fever, vomiting, and headache were the most frequent
symptoms in both bacterial and viral infections. It is found in the 10 to 15-year-old age

group. Another study conducted in China also reported that the main symptoms
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presented in children with MB compared to enterovirus meningitis were fever (100%),
vomiting (31.2%) and convulsion (25%). Headache (88.9%) was more associated with
viral infection (18).

The epidemiological profile of bacterial meningitis has changed in the past 25
years, thanks to the vaccine. In the 1980s, pathogens such as Haemophilus influenzae
type b, Neisseria meningitidis, and Streptococcus pneumoniae were responsible for
more than 80% of bacterial meningitis in children (19). However, in countries with low
socioeconomic development, the disease remains an important cause of morbidity and
mortality. The incidence varies according to geographic region, and it is higher in the
pediatric population. This epidemiological scenario has two main factors: the lack of
vaccination coverage or a critical state of host immunosuppression (20). In this study,
72.6% of central nervous system infections were of bacterial etiology. The most
commonly isolated pathogens from CSF samples were Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, and Haemophilus influenzae type b. KUCHAR et al. found
a prevalence of 83.7% of immuno-preventable bacterial infections in pediatric patients,
with Neisseria meningitidis appearing in 32.6% and Streptococcus pneumoniae in
27.9% of cases (21). Additionally, a prospective study conducted in China also
identified a high prevalence of bacterial pathogens in cases of meningitis syndromes
and acute encephalitis in the pediatric population (22). In 2015, the prevalence of
bacterial meningitis in Brazil was 35.6%, especially Neisseria meningitidis and
Streptococcus pneumoniae as the main etiological agents (23).

Over the years, other bacteria have emerged as causes of bacterial meningitis,
among which stand out Enterobacteriaceae, such as Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae (24). Currently, pathogens listed in the WHO priority microorganisms list

because they can develop antimicrobial resistance (25). In our study, Enterobacterales
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family bacteria were responsible for 11.7% of bacterial infections, mainly in the age
group <1 year. Among these, we emphasize the species Serratia sp., Klebsiella
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. Another hospital-based cohort study
conducted in Thailand also identified cases of neonatal meningitis caused by
Acinetobacter Baumann, E. coli and K. pneumoniae (26).

Antibiotic therapy administered in the first hours after suspicion of MB defines
the success of treatment (27). The guidelines recommend the use of broad-spectrum
cephalosporins until the causation agents and their susceptibility to antimicrobial are
known (28). The main combination used in children with suspected MB is vancomycin
associated with cefotaxime or ceftriaxone (29). In this study, 32% of the children had
previously received antibiotic therapy, and ceftriaxone was the most frequently used
drug. SCHAAD et al. (1990) evaluated 106 children hospitalized with bacterial
meningitis and found that the response to treatment was similar in both groups.
However, children who used cefuroxime had moderate to profound hearing loss when
compared to those who used ceftriaxone (17% vs. 4%). Thus, the use of ceftriaxone is
superior to cefuroxime in the treatment of MB (30).

Using molecular methods was an advance for the routine diagnosis of
neurological infections, allowing to increase the number of pathogens identified in
CSF. Among the main etiological agents related to central nervous system infections,
the main etiological agents related to central nervous system infections are the
Enteroviruses, followed by viruses of the family Herpesviridae (HSV-2, HSV-1, VZV,
EBV and CMV) and Arbovirus: dengue (31). In our study, 27.4% of viral agents were
found to be present in the cerebrospinal fluid. Enteroviruses, herpesviruses, and
arboviruses were the most common. Our data are consistent with the current literature,

as demonstrated in the epidemiological study of meningitis and encephalitis in the
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pediatric population, where Enteroviruses and arboviruses were the most prevalent in
the United States (32). Furthermore, a study of meningitis/encephalitis revealed that
Enteroviruses (48.89%) and herpes simplex viruses (27.34%) were the most common
detected viral pathogens in Chinese children <18 years of age (33).

Enteroviruses are responsible for the majority of cases of viral meningitis in the
pediatric population, and they present a worldwide distribution in approximately 80 to
90% of cases (34,35). Climate is a factor that contributes to the high prevalence of
these agents. In tropical and subtropical regions, the highest prevalence may occur in
July, August, and other months of the year (36). In our study, Enteroviruses were the
most common pathogens, accounting for 37.5% of cases. This confirms findings from
other studies reporting high enterovirus rates (37.38, 39).

Viruses from the Herpesviridae family are strongly associated with acute
encephalitis and to a lesser extent meningitis (42). Similar to that described by
Imamba et al., the herpesviruses were detected in 8 (25%) of the CSF samples in the
present study. IMAMBA et al. (2019) detected 26.4% of different herpesviruses, EBV,
HHV-6, HHV-7, CMV and HSV-1, in CSF samples from pediatric patients admitted to
a Zambian hospital. 43. Furthermore, a study conducted in Vietnam found that 1.3%
of herpes simplex and Cytomegalovirus were present in CSF samples from children
with CNS infections. In Brazil, 18.2% of cases were also detected by herpesvirus in
the CNS of pediatric patients, with VZV, HSV and CMV being the most
prevalent. (39)(44).

Arboviruses depend on geographic region and factors that favor the persistence
and viral dissemination, such as climate change, deforestation, population migration,
disorderly occupation, and precarious sanitary conditions (45). Brazil is considered to

be endemic for the main arboviruses, Dengue, Zika, and Chikungunya, which are
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important emerging pathogens causing febrile and neurological syndromes in the
general population (46). In our study, arboviruses were identified in seven (21.9%) of
the suspected cases of CNS viral infection, four cases of dengue virus, and three cases
of Zika virus. Studies conducted in different regions of Brazil have shown variation in
the prevalence of arboviruses in the CNS. A study conducted in Salvador, Brazil, with
hospitalized patients suspected of viral meningitis, found that arboviruses' dengue,
chikungunya, and zika were present in 70.3% of cases (47). Furthermore, a study
conducted with patients hospitalized at the Children's Hospital in the city of Belo
Horizonte, Brazil, identified 32% of DENV infection in children suspected of having a
viral infection of the central nervous system during the dengue epidemic between
2014-15 (48). Two studies conducted in Manaus, the capital of Amazonas, evaluating
patients suspected of having a viral infection in the nervous system also identified
dengue in 8.2% and 4.3% of CSF samples, respectively. (49,50). In regions where
arboviruses are endemic, such as the Amazon, laboratory surveillance for neurological
infections is critical for monitoring and differential diagnosis for other encephalitogenic
viruses.

The altered cerebrospinal fluid profile provides evidence of a bacterial infection
in the presence of a pleocytosis with a predominance of neutrophils, low glucose levels,
and high-protein levels (51). Infections differ greatly in their viral presentations, where
mononuclear pleocytosis is observed, moderate elevations in proteins and normal
glucose levels are seen, reflecting 60-80% of plasma glucose (52). Between the
groups of bacterial and viral infections, we observed a statistically significant increase
in the cellular and biochemical parameters of the CSF, indicating changes in cellularity,
protein, glucose, and lactate. Similar to the study by Nazir et al. (2018) that

demonstrated a more altered bacterial CSF profile than the viral and highlighted the
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importance of the dosage of lactate in CSF as an important marker to differentiate
bacterial infections from viral infections (53). Cerebrospinal fluid parameters are
inexpensive and accessible, and therefore essential for the evaluation of bacterial and
viral infections. Regions with minimal laboratory infrastructure and few resources, such
as the Amazon region, often rely on field-testing. Having a marker such as lactate
established has the potential to contribute to clinical management.

This study is limited by information on risk factors and selection bias. The
analysis of the data based on the severity of the disease and the outcome for recovery
or death was not possible due to the retrospective analysis of laboratory data and
medical records. Furthermore, it was impossible to recover information on the
vaccination status of children. Because the bacteriology laboratory of FMT-HVD
analyzed samples sent by other services or the most critical cases, the total number of
infections in the nervous system in the city of Manaus may have been underestimated.

In conclusion, the prevalence of nervous system infections in the pediatric
population of Manaus was 15.4%. Even with the vaccination program, there is still
circulation of immuno-preventable bacteria like Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, and Haemophilus influenzae type b. Furthermore, the most common viral
agents were Enterovirus, Herpesvirus, and Arboviruses. Government programs and
health institutions should be able to promote public police that can ensure financial,
social, and human resources, as well as the diagnosis and prevention of infections in

the nervous system.
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Table 1: Sociodemographic and clinical characteristics of 766 pediatric patients with

suspected central nervous system infection diagnosed in a reference laboratory in

Manaus, Brazil, from January 2014 to December 2020.

Variables phi %
Sex

Male 431 56
Female 335 44
Age group

<1 year 145 19
1to 4 years 219 28
5to 9 years 196 26
10 to 15 years 206 27
Signs and symptoms

Fever 205 26.8
Puke 150 19.5
Headache 137 17.8
Nape Stiffness 74 9.6
Convulsion 57 7.4
Change of consciousness 54 7
Irritability 8 1
Change in strength 8 1
Total 766 100

phi: simple absolute frequency; %: relative frequency

*Subject to variation in absolute and relative frequencies due to the patient having

more than one sign and symptoms
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Table 2: Frequency of clinical manifestations, signs, symptoms, hospitalization, and
outcome of the 117 pediatric patients with an identified etiological agent in
cerebrospinal fluid at a reference laboratory in Manaus, Brazil, from January 2014 to
December 2020.

Variables phi (%)
Clinical Manifestations

Meningitis 56 47,8
Meningoencephalitis 12 10, 2
Encephalitis 11 9,4
Signs and symptoms*

Fever 62 53
Puke 50 42,7
Headache 39 33
Nape Stiffness 22 18,8
Change of consciousness 19 16,2
Convulsion 10 8,5
Irritability 4 3,4
Change in strength 2 1,7
Prior treatment

Yes 38 32,4
S/l 79 67,6
Length of stay

<24 hours 2 1,7
24-72 hours 3 2,6
> 72 hours 45 38,4
ICU 16 13,6
Outcomes

No death 114 97,4
Death 3 2,6
Total 117 100

phi: simple absolute frequency; %: relative frequency
* Subject to variation in absolute and relative frequencies due to the patient having
more than one sign and symptoms
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Table 3: Frequency of bacterial agents isolated in cerebrospinal fluid samples from

pediatric patients at a reference laboratory in Manaus, Brazil, from January 2014 to

December 2020

Bacterial Agents phi %

Gram ldentification 22 26

Neisseria meningitidis serogroup C 19 22,5
Staphylococcus sp. 14 16,4
Streptococcus pneumoniae 13 15,2
Enterobacterales 10 11,7
Haemophilus influenza type b 7 8,2
Total 85 100

phi: simple absolute frequency; %: relative frequency.

Table 4: Frequency of viral agents identified in cerebrospinal fluid samples from

pediatric patients at a reference laboratory in Manaus, Brazil, from January 2014 to

December 2020.

Viral agents phi %
Enterovirus 12 37.5
Herpes simplex type 2 2 6. 25
Varicella zoster virus 2 6. 25
Epstein Barr virus 2 6. 25
Cytomegalovirus 2 6. 25
Dengue fever 4 12.5
Zika virus 3 9.4
PVB-19 5 15.6
Total 32 100

phi: simple absolute frequency; %: relative frequency
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Table 5: Cellular and biochemical parameters of cerebrospinal fluid samples from
pediatric patients with neurological infection diagnosed at a reference laboratory in

Manaus, Brazil, from January 2014 to December 2020.

Biochemical parameters  Bacterial infection (Md) Viral infection (Md) p

Cytometry 900 (10-22000) 72,5 (0-9060 <0.05
Glucose 10 (10-91) 58 (17-87) <0.05
Proteins 243 (0-5379) 64,05 (10-84,5) <0.05
Lactate 10,1 (0-9,2) 1,75 (0-4,7) <0.05

Md=median



